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RESUMEN

Colletotrichum lindemuthianum es un hongo hemibiotréfico que secreta un coctel de
enzimas hidroliticas que participan en el proceso de degradacion de la pared celular vegetal
(PCV). La hemicelulosa de la PCV requiere para su degradaciéon completa de una mezcla
compleja de hemicelulasas, tales como endoxilanasas, [-xilosidasas, endoglucanasas,
endomannanasas, manosidasas a-arabinofuranosidasas y galactosidasas. En este trabajo se
aislo, identifico y analiz6 el gen bxyloA que codifica para una B-xilosidasa de las razas 0 y
1472 de C. lidemuthianum. La secuencia bxyloA consta de una region estructural de 1860
pb con tres intrones y cuatro exones. El transcrito de bxyloA con un UTRS5’de 199 pb
presenta un marco de lectura de 1709 pb que codifica para 570 residuos con un codoén de
detencion y un UTR3" de 237 nt. El andlisis in silico de la B-xilosidasa (BXYLOA) mostro
un sitio de corte del péptido sefial entre S!'I'® que genera una proteina madura de 553 aa
con cinco posibles sitios de N-glicosilacion en N!3% 192 258 468502 " E] modelo 3D de
BXYLOA revelo las caracteristicas tipicas de las B-xilosidasas GH43. La comparacion con
26 secuencias de B-xilosidasas putativas de genomas de Colletotrichum spp. mostrd un
grupo con altos porcentajes de similitud e identidad (98-84 y 97-76%) y otro grupo con
bajos porcentajes (69-34 y 65-23%), indicando una alta diversidad. Los residuos del sitio
catalitico de BXYLOA se localizaron en D'?D!*E!®’ |y son conservados en la mayoria de
las B-xilosidasas de Colletotrichum spp. El perfil de transcripcion por qPCR de bxyloA
mostro un importante incremento del transcrito del gen en la raza patogena 1472 desde los
primeros minutos y hacia las 6 h, después de induccion con PCV de Phaseolus vulgaris.
En contraste, la raza no patdgena 0 mostrd niveles basales de expresion de bxyloA. El
analisis filogenético de B-xilosidasas de Colletotrichum spp., mostrd dos clados o linajes,
congruentes con los dos grupos identificados por alineamiento. Un linaje (C1) muestra
eventos de duplicacion y alta diversificacion genética, y en el otro linaje (C2), donde se
encuentra BXYLOA de C.lindemuthianum, no hay duplicaciones y es muy conservado. A
pesar de la diversidad genética de las B-xilosidasas y que el templado utilizado para la
prediccion 3D es de una bacteria, la estructura es altamente conservada. Sin embargo, la
estructura 3D del subclado C1Sc3 donde se agrupan secuencias de C. orchidophilum, C.
fioriniae y C. graminicola, no presenta el dominio B-sandwich en el C-terminal.

Palabras clave: Colletotrichum lindemuthianum, hemicelulosa, -xilosidasa, fitopatogeno,

antracnosis.



ABSTRACT

Colletotrichum lindemuthianum is a hemibiotrophic fungus that secretes a cocktail of
hydrolytic enzymes that participate in the degradation process of the plant cell wall (PCV).
The hemicellulose of PCV requires for its complete degradation a complex mixture of
hemicellulases, such as endoxylanases, B-xylosidases, endoglucanases, endomannanases,
mannosidases a-arabinofuranosidases and galactosidases. In this work the bxylo4 gene
coding for a B-xilosidase of races 0 and 1472 of C. lidemuthianum was isolated, identified
and analyzed. The bxyloA sequence consists of a structural region of 1860 bp with three
introns and four exons. The transcript of bxyloA with a UTRS5'of 199 bp has a reading
frame of 1709 bp which codes for 570 residues with a stop codon and a UTR3' of 237 nt.
In silico analysis of P-xylosidase (BXYLOA) showed a signal peptide cleavage site
between S'7I'® that generates a mature protein of 553 aa with five possible N-glycosylation
sites at N13% 192. 238, 468502 The 3D model of BXYLOA revealed the typical characteristics
of the B-xilosidases GH43. The comparison with 26 sequences of putative B-xylosidases of
genomes of Colletotrichum spp. showed a group with high percentages of similarity and
identity (98-84 and 97-76%) and another group with low percentages (69-34 and 65-23%),
indicating a high diversity. The residues of the BXYLOA catalytic site were located in
D!’D'®E' and are conserved in most of the B-xylosidases of Colletotrichum spp. The
transcription profile by qPCR of bxyloA showed a significant increase of the transcript of
the gene in the pathogenic race 1472 from the first minutes and towards 6 h, after induction
with PCV of Phaseolus vulgaris. In contrast, the nonpathogenic race 0 showed basal levels
of bxyloA expression. The phylogenetic analysis of B-xilosidases from Colletotrichum spp.
Showed two clades or lineages, congruent with the two groups identified by alignment. A
lineage (C1) shows duplication events and high genetic diversification, and in the other
lineage (C2), where BXYLOA of C.lindemuthianum is found, there are no duplications
and it is much conserved. Despite the genetic diversity of PB-xylosidases and that the
tempering used for 3D prediction is of a bacterium, the structure is highly conserved.
However, the 3D structure of the subset C1Sc3 where sequences of C. orchidophilum, C.
fioriniae and C. graminicola are grouped, does not present the sandwich-domain in the C-

terminal.

Key words: Colletotrichum lindemuthianum, hemicellulose, B-xilosidase, phytopathogen,

anthracnose.






1. INTRODUCCION
El fitopatogeno C. lindemuthianum, es un hongo hemibiotrofico que en su fase necrotréfica
secreta un coctel de enzimas hidroliticas que participan en la degradacion de la pared
celular vegetal de su huésped, la cual constituye el principal reservorio de carbono de la
naturaleza (De-Silva et al., 2017). La pared celular vegetal esta constituida principalmente
de celulosa hemicelulosa y pectina, que brinda soporte y rigidez a la célula (Cosgrove,
2005). La hemicelulosa es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza y esta
integrado por cadenas lineales de xilosa y glucosa unidas mediante enlaces glicosidicos B-
(1—4) (Scheller and Ulvskov, 2010). Por su heterogeneidad la hemicelulosa requiere para
su completa degradacion de una mezcla de enzimas hidroliticas llamadas hemicelulasas,
tales como las endoxilanasas, B-xilosidasas, asi como glucuronidasas y galactosidasas

(Conejo-Saucedo et al., 2011).

Las B-xilosidasas forman parte del complejo enzimatico que secreta C. lindemuthianum
para degradar la pared celular vegetal de su huésped. En la actualidad, estas enzimas son
de crucial importancia econdmica debido a que se utilizan en varios procesos industriales
para la degradacion de diferente residuos lignoceluliticos producto de las actividades en el
sector agroindustrial (Knob, Terrasan and Carmona, 2010). Las B-xilosidasas se encuentran
agrupadas en seis familias de las glicosil hidrolasas (GH3, GH30, GH39, GH43, GH52,
GH54, GH116 y GH120) de acuerdo con similitudes del dominio catalitico y a su
estructura tridimensional. Las B-xilosidasas catalizan la hidrolisis de residuos de xilosa de
extremos no reductores de xilooligosacaridos liberados por la actividad de endoxilanasas

(Jordan and Wagschal, 2010).

En el presente trabajo se aisld, identifico y analizéo el ADN gendmico, y el ADNc del gen
bxyloA que codifica para una B-xilosidasa de las razas patdgena 1472 y no patdgena 0 de
C. lindemuthianum. Se realizaron los andlisis bioinformatico- molecular, modelaje 3D,

perfiles de transcripcion y filogenia molecular dentro del género Colletotrichum.



2. ANTECEDENTES
2.1. Pared celular vegetal
Las paredes celulares cambiaron a lo largo de la evolucion remodelandose y
reconstruyéndose constantemente durante el desarrollo de las plantas, en respuesta a
diversos factores entre los que estan la respuesta al estrés ambiental o el ataque de
patdgenos (Sarkar et al., 2009). Conforman una matriz extracelular que define la forma de
la células en compartimentos altamente complejos y dindmicos que sustentan muchos
aspectos del desarrollo celular, el crecimiento y las propiedades de los 6rganos (Smith,
2001; Cosgrove, 2005; Campebell and Reece, 2007; Knox, 2008).
La pared celular vegetal (PCV) cumple con diversas funciones mecanicas entre las que se
incluyen proporcionar forma y rigidez a la estructura de la planta, propiciando la formacion
de una barrera fisica que protege el contenido celular frente a agresiones por patdogenos,
provee el medio para la circulacion y distribucion del agua, minerales y otras moléculas
pequenias. Ademas, contiene moléculas especializadas que regulan el crecimiento y
protegen a la planta de las enfermedades (Keegstra, 2001; Somerville et al., 2004;
Valenciaga and Chongo, 2004; Sarkar et al., 2009; Houston et al., 2016).
En las células en crecimiento, la pared celular primaria es tipicamente una capa delgada y
flexible que se compone principalmente de polisacaridos complejos y una pequena
cantidad de proteinas estructurales cuya composicion varia dependiendo del tipo de célula,
de la especie o del estado de desarrollo de la planta (Carpita and Gibeaut, 1993; Cosgrove,
2005). La estructura de la PCV primaria esta constituida por dos fases; una fase fibrilar o
esqueleto y una fase amorfa o matriz. La fase fibrilar estd integrada por celulosa, mientras
que la fase amorfa por hemicelulosas, pectina y glicoproteinas (Smith, 2001; Valenciaga
and Chongo, 2004).
Entre las células vegetales jovenes y areas en crecimiento activo se encuentra una capa
conocida como ldmina media que contiene iones de Ca** y Mg ?" y compuestos pécticos
que contribuyen a la adhesion, y se forma en el momento de la division celular. Una pared
celular primaria se forma inmediatamente después de la division celular en células con
cierta diferenciacion y es caracteristica de todas aquellas células que se encuentran en
crecimiento (Valenciaga and Chongo, 2004; Pefia, 2011). Cuando maduran, las células
vegetales dan sostén a la planta o participan en el transporte de liquidos; el protoplasto
secreta una pared secundaria después de que la célula ha dejado de crecer. Salvo una

pequefia porcion de células, en la madera, los protoplastos mueren después de que ha sido



secretada la pared secundaria y su contenido se elimina de las células de modo que sélo
queda la pared. Las paredes secundarias suelen ser mucho mas gruesas comparadas con las

primarias y algunas tienen varias micras de espesor (Salisbury and Ross, 1994).

2.2. Composicion quimica de la pared celular vegetal

La biomasa vegetal es la fuente de carbono renovable mas abundante en la tierra (Rytioja
et al., 2014), siendo la PCV el primer reservorio de carbono en la naturaleza (McNeil et
al., 1984; McNeil, 2002), posee una complejidad quimica y organizacidon compacta que
hace que las plantas sean extremadamente recalcitrantes (Sarkar et al., 2009).

Las PCV son estructuras complejas y dindmicas compuestas principalmente de
polisacaridos con pesos moleculares altos, de composicidon y estructura variable entre los
que se encuentran la celulosa, la hemicelulosa y la pectina, acidos fenodlicos, proteinas
altamente glicosiladas, iones, agua y lignina, un heteropolimero aromatico (Somerville et
al., 2004; Valenciaga and Chongo, 2004; Rytioja et al, 2014). Los azlcares mas
abundantes en la PCV son pentosas y hexosas, principalmente glucosa, seguido por xilosa,
arabinosa, ramnosa, manosa, fucosa, entre otros; éstos se unen a las cadenas de celulosa y
hemicelulosa, asi como a las pectinas, sustancias aromaticas, iones y agua (Sandoval,
2005; Enriquez Guevara et al., 2010).

Las plantas comprenden alrededor de 35 tipos de células, cada una de las cuales se
distingue por su tamaiio, forma, posicion y caracteristicas de la pared (Cosgrove, 2005).
Las PCV primarias varian en grosor y morfologia, dependiendo del tipo celular; el 90 % de
su peso seco corresponde a los polisacaridos de los cuales aproximadamente el 30% esté
integrado por la celulosa, seguido por 30% de hemicelulosa, un 35% de pectina y
aproximadamente y del 1-5 % a glicoproteinas (Fig. 1) (Cosgrove, 1997; Fry, 2006, 2014).
Las PCV secundarias estan integradas por aproximadamente 40-80 % de celulosa, 10-40 %
de hemicelulosa y 5-25 % de lignina; esta composicidon quimica y una organizacion
compacta les confiere una estructura altamente recalcitrante (Sarkar et al., 2009; Kumar et

al., 2016).

2.2.1. Pectina
Constituye el primer polisacarido presente en las paredes primarias de plantas
dicotiledéneas, esta integrada por una cadena lineal de moléculas de acido a-1,4-D-

galacturénico (GalpA), cuyos constituyentes principales son tres polisacaridos,



homogalacturonano, galacturonanos sustituidos y ramnogalacturonano-I y II. El contenido
de pectina en las plantas varia dependiendo del ambiente, el tejido y especie de planta

(Hernéndez-Silva et al., 2007; Lara-Marquez et al., 2011).

Figura 1. Composicion de la pared celular vegetal primaria. Modificado de (Huybrechts et al.,

2017).

2.2.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa, representa un grupo diverso de polisacaridos no celuldsicos en tejidos
vegetativos y de almacenamiento de plantas anuales y perennes (Ebringerova et al., 2005;
Ebringerova, 2006). Estos polimeros complejos de heteropolisacaridos de alto peso
molecular representan alrededor de un tercio de la masa seca de las paredes celulares y
constituyen del 20 al 30% de la biomasa de las dicotiledoneas y hasta un 50% para algunos
tejidos de monocotiledoneas (Scheller and Ulvskov, 2010). La hemicelulosa est4 integrada
por cuatro grupos principales de polisacaridos: xiloglicanos (xilana), xiloglucana,
manoglicana (mananos) y B-glucanos de enlaces mixtos, todos ellos ligados mediante
enlaces glicosidicos B-1,4 (Ebringerova et al., 2005; Ebringerova, 2006; Meier et al.,
2017). Estos polisacaridos se integran principalmente por D-xilosa y L-arabinosa, D-
glucosa, D-manosa y D-galactosa unidas por enlaces glucosidicos B-1,4 y ocasionalmente
por enlaces B-1,3, usualmente estan acetiladas formando cadenas ramificadas (Fig. 2)
(Scheller and Ulvskov, 2010). Las ramificaciones laterales son cortas y estan formadas de

distintos azlcares como arabinanos y galactanos lo que hace que la hemicelulosa sea



menos recalcitrante en comparacion con la celulosa (Pérez et al., 2002). La hemicelulosa
es insoluble en agua y soluble en dlcalis diluidos, por lo que su hidrolisis enzimatica
representa un verdadero reto para los microorganismos (Mach and Zeilinger, 2003;

Scheller and Ulvskov, 2010).

Figura 2. Estructura quimica de los diferentes componentes de la hemicelulosa en las paredes
celulares. Modificado de (Sarkar, Bosneaga and Auer, 2009).

En la actualidad se han identificado dos tipos de hemicelulosa; la que se encuentra en las
maderas duras que existen mayormente en forma de xilanos, donde las cadenas
homopoliméricas de xilana son de residuos de B-D-xilopiranosa con enlaces 1-4, mientras

que las maderas suaves principalmente contienen glucomananos (Martinez-Anaya et al.,

2008).

2.2.3. Xilana

La xilana es la principal hemicelulosa, en las PCV de mocotiledoneas y dicotiledoneas
constituyendo mas del 70% de su composicion, constituyen el 25-35% de la biomasa seca
de los tejidos lefiosos de las dicotiledoneas y un 50 % de los tejidos lignificados de las
monocotiledoneas y en algunos tejidos de los granos de cereales (Ebringerova and Heinze,
2000; Quiroz-Castanieda and Folch-mallol, 2006; Quiroz-Castafieda and Folch-Mallol,
2011; Pauly et al., 2013).



La xilana estd integrada por una cadena principal de residuos de D-xilosa unidos por
enlaces B-1,4 con una gran variedad de cadenas laterales, las cuales ademas de la xilosa,
pueden contener arabinosa, acido glucurdnico, acido acético, acido fertlico o acidos p-
cumaricos. Estas diversas sustituciones son las que originan los arabinoxilanos,
glucuronoxilanos y glucuronoarabinoxilanos (Fig. 2). La composicion y frecuencia de las
ramificaciones dependen del origen de la hemicelulosa (Ebringerova et al., 2005; Quiroz-
Castafieda and Folch-mallol, 2006; Adan et al., 2017)

En dicotiledoneas el esqueleto principal de la xilana se encuentra ramificado con acido
glucuronico (GIcA) con enlaces a-(1-2) y acido 4-O-metilglucurénico (MeGIcA), cuyo
polisacarido se denomina glucoronoxilano (GX) y en mocotiledéneas es conocido como
glucuronoarabinoxilano (GAX), donde los sustituyentes son a-(1-3) y/o a-(1-2)
arabinofuranosilo (Araf) enlazados a a-(1-2) GlcA/Unidades MeGlcA (Kumar, Campbell
and Turner, 2016; Meier et al., 2017).

2.2.4. Celulosa

Es el polimero més abundante en la naturaleza, siendo el componente principal de la PCV,
constituye el 50% del peso seco de la pared celular esta compuesta por mondémeros de D-
glucosa unidos por enlaces glucosidicos -1,4, que forman moléculas de celobiosa las que
a su vez forman agregados de largas microfibrillas que forman una estructura cristalina y
organizada resistente a la hidrolisis (Cosgrove, 1997; Valenciaga and Chongo, 2004). Es
un sustrato muy resistente, que se encuentra entrelazado por puentes de hidrégeno con la
hemicelulosa y la lignina, formando una estructura altamente resistente a la degradacion,
por lo que solo algunos organismos celuloliticos pueden hidrolizarla (Hildén and

Johansson, 2004).

2.2.5. Lignina

Es uno de los polimeros mas abundantes en la naturaleza, después de la celulosa y la
hemicelulosa, es la forma mas abundante de material aromatico en la bidsfera, se encuentra
dentro de las paredes celulares, actlia como cementante entre las fibras de celulosa y los
demas componentes de la pared celular. Es altamente resistente a la degradacién quimica y
biologica debido a que contiene alrededor de 10-20% de grupos hidroxilo fendlicos, los

cuales le confieren rigidez a la pared celular de las plantas y ademas las protege del ataque



de organismos patogenos (Davila and Vazquez-Duhalt, 2006; Kumar, Campbell and
Turner, 2016).

2.2.6. Proteinas

Estan presentes en pequefias cantidades (menos del 10 %) recubriendo a la pared primaria,
la mayoria son glicoproteinas y se pueden ubicar en una de cuatro clases segun la
abundancia de ciertos aminoacidos o motivos de glicanos en su secuencia. Estas son
proteinas ricas en glicina (GRPs), proteinas ricas en prolina (PRPs), proteinas ricas en
arabinogalactano (AGPs) y glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs o extensinas)

(Cosgrove, 1997; Sandoval, 2005; Kumar, Campbell and Turner, 2016).

2.3. Colletotrichum lindemuthianum

Colletotrichum es un género de hongos Ascomicetos, integrado por un grupo altamente
diverso de aproximadamente 100 especies de patdogenos, que infectan una amplia gama de
plantas hospederas agrupadas en varios complejos de especies que comprenden una
extensa gama de variaciones morfoldgicas y patologicas (Perfect et al., 1999; Du et al.,
2005; Pinto et al., 2012; Liang et al., 2015; De-Silva et al., 2017). Debido a lo anterior, las
especies del género Colletotrichum son un modelo util para el estudio de la evolucion de la
especificidad del huésped, la especiacion y los comportamientos reproductivos (Baroncelli
etal.,2016).

Los miembros del género Colletotrichum son los principales causantes de la enfermedad de
antracnosis que ocasiona grandes pérdidas en cultivos importantes, especialmente en
frutas, vegetales y plantas ornamentales (O’Connell ef al., 2012). La palabra antracnosis se
deriva de una palabra griega que significa «carbony, es el nombre comun de enfermedades
de las plantas que se caracterizan por lesiones oscuras, hundidas, que contienen esporas
(Than et al., 2008). La antracnosis es una de las enfermedades mas extendidas y
econdOmicamente importantes del frijol comun (Phaseolus vulgaris) (Liu et al., 2012).
Puede conducir a pérdidas significativas en la produccion de frijol, especialmente cuando
las condiciones climdticas favorecen el desarrollo de enfermedades, ocasionando pérdidas
de hasta el 100% si se siembran semillas severamente infectadas bajo las condiciones
favorables para el desarrollo de la enfermedad, en paises de Africa, Oceania, Asia y paises
de América como México, Guatemala, Colombia y Brasil (Schwartz et al., 1981;

Halvorson et al., 2016).



Entre las especies que comprenden este género se encuentra Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) (Mordue, 1971), el hongo filamentoso causal de la
antracnosis del frijol comun. Este hongo infecta especies del género Phaseolus, siendo P.
vulgaris su huésped principal (Schwartz et al., 1981). C. lindemuthianum es reconocido
como anamorfo, aunque también presenta un estado teleomorfo conocido como Glomerela
lindemuthiana (Rodriguez-Guerra et al., 2005; Réblova, Gams and Seifert, 2011; Cannon
et al., 2012; Dean, Lichens-Park and Kole, 2014). C. lindemuthianum ha sido considerado
como modelo de estudio dentro de los hongos patogenos de plantas por su estilo de vida
hemibiotréfico (Perfect ef al., 1999). Con base en su importancia cientifica y econdémica,
este hongo fue elegido como el octavo mas importante entre los hongos patégenos de

plantas (Cannon et al., 2012; O’Connell et al., 2012).

2.3.1 Razas de C. lindemuthianum

Actualmente, se conocen dos tipos de variacion patogénica en hongos con respecto al
rango de plantas hospederas. En uno, diferentes aislados de una misma especie
fitopatogena infectan diferencialmente a un grupo de especies hospederas; en el otro,
diferentes cepas de una especie o formas especiales, infectan diferencialmente un grupo de
cultivares de una misma especie hospedera. En el primer caso las poblaciones de la especie
fitopatdgena se agrupan en formas especiales, mientras que en el segundo se agrupan en
razas, razas fisioldgicas o patotipos, éste es el caso de C. lindemuthianum (Rodriguez-
Guerra et al., 2000).

C. lindemuthianum muestra gran diversidad patogénica alrededor del mundo, en México se
han identificado 56 patotipos en base a la virulencia en confrontacion con 12 cultivares
diferenciales de P. vulgaris, presentando una mayor extension en América Central que en
Sur o Norte América (Balardin, Jarosz and Kelly, 1997; Rodriguez-Guerra et al., 2006;
Garcia et al., 2009). Dentro de la diversidad de patotipos o razas de C. lindemuthianun, la
raza 1472 es considerada entre una de las mas virulentas (Pérez-Gonzalez et al., 1998;
Mendoza et al., 2000), encontrandose en ocho de los 256 aislados realizados en México.
Entre los 12 cultivares de frijol analizados de origen andino y mesoamericano, la raza 1472
infecta principalmente a cuatro cultivares de origen mesoamericano (México 222, PI
207262, To y AB 136). Los aislados de esta raza fueron encontrados en las regiones Norte-
Centro, Pacifico-Centro y Centro, en los estados de Zacatecas, Hidalgo y México

(Rodriguez-Guerra et al., 2006). Por otro lado, la raza 0 es considerada como saprofito



incapaz de infectar alguno de los 12 cutivares diferenciales y sus aislados se encontraron
en compaiiia de otras razas a lo largo de todo el territorio mexicano, sin embargo, uno de
estos aislados se obtuvo en el estado de Michoacan (Rodriguez-Guerra et al., 2006; Garcia

et al.,2009).

2.3.2 Mecanismo de infeccion de C. lindemuthianum

La penetracion del tejido de la planta es siempre un paso crucial para las interacciones
planta-hongo, ya que marca inicio del ciclo de infeccion y determina el desarrollo o la falta
de una enfermedad (Veneault-Fourrey, Lauge and Langin, 2005). La resistencia a las
enfermedades de las plantas es una consecuencia de la interacciéon huésped-patdégeno
explicada por el concepto de gen por gen, por lo que la resistencia se activa por un
reconocimiento especifico del huésped hacia el patdogeno invasor (Mahasuk, Chinthaisong
and Mongkolporn, 2013). La penetracion del hongo en el tejido vegetal es un proceso
activo que ocurre a través de la superficie de las plantas intactas mediante una hifa fina que
se produce directamente por el conidio, el micelio o por medio de una clavija de
penetracion producida por un apresorio (Veneault-Fourrey, Lauge and Langin, 2005).
Adicionalmente a la penetracion mecanica, los fitopatdgenos secretan un coctel de enzimas
hidroliticas tales como celulasas, hemicelulasas, pectinasas, entre otras que le ayudan en la
colonizacién de la planta (Knogge, 1996, 1998).

El proceso de infeccion de las especies hemibidtofas de Colletotrichum muestra dos fases.
En su primera fase se comportan como bidtrofos, nutriéndose de las células vivas del
hospedero y en su segunda fase se comportan como necrétrofos causando la muerte de la
planta huésped, en esta fase secreta un coctel enzimatico para degradar la pared celular
vegetal (Diéguez-Uribeondo et al., 2007; Latunde-Dada and Lucas, 2007; Pellier et al.,
2007; Miinch et al., 2008).

La interaccion entre un cultivar susceptible de frijol comun y cualquier raza virulenta de C.
lindemuthianum, comienza con la adhesion de conidios a las partes aéreas de la planta
(Dufresne et al., 2000). La infeccion inicial causada por fitopatdogenos hemibidtrofos
implica una serie de procesos que incluyen la uniéon de esporas a superficies de las plantas,
su germinacion, la produccion de apresorios adhesivos, la penetracion de la epidermis, el
crecimiento y colonizacion de tejido, y por ultimo la muerte de la planta por necrosis (Fig.

3) (S. Perfect et al., 1999; Miinch et al., 2008).



En el proceso de infeccion de C. lindemuthianum esquematizado en la figura 3, las esporas
unidas a la superficie de la planta crecen formando un tubo germinal corto, que después
dan paso a la formacion de un apresorio (A) en forma de ciipula melanizada. El apresorio
se desarrolla 24 h después de la germinacion del conidio y a partir de éste se desarrollan
hifas de penetracion (PE) que por presion mecanica perforan la cuticula de la pared celular
y se internalizan en las células epidérmicas de la planta. Una vez dentro, estas hifas se
ensanchan formando vesiculas de infeccion (V), en los siguientes 2 a 3 dias, las cuales
posteriormente se diferencian en hifas primarias. Tanto la vesicula como la hifa primaria
estan rodeadas por una matriz interfacial que separa el hongo del hospedero. En esta etapa
de interaccion, el protoplasto del hospedero permanece vivo, por lo que se le conoce como
fase biotrofica. Este proceso termina cuando se desarrollan hifas secundarias estrechas
(SH). Las hifas primarias colonizan progresivamente nuevas células de la epidermis
después de la penetracion, repitiendo el mismo proceso de una fase biotrdfica transitoria
seguido por una fase de necrosis. Este proceso termina después de las 40 o 72 horas de
inoculacién cuando se desarrollan hifas secundarias estrechas (SH). A continuacion
empieza la fase necrotrofica, en la cual se forman hifas secundarias que carecen de una
matriz interfacial y comienzan a penetrar la membrana plasmatica, la matriz circundante y
la pared celular de la planta comienza a desintegrarse debido a la secrecion de grandes
cantidades de enzimas hidroliticas secretadas por las hifas secundarias, las cuales crean una
rapida expansion de las lesiones necroticas y la muerte celular del huésped. El ciclo de
infeccion se completa dentro de 7 a 8 dias con la produccion de la nueva generacion de
conidios. La aparicion de tales estructuras especializadas bien definidas, que difieren en
morfologia, fisiologia y funcion, indica que el hongo sigue programas genéticos altamente
organizados (Fig. 3) (Perfect et al., 1999; Mendgen and Hahn, 2002; Veneault-fourrey,
Lauge and Langin, 2005).



Figura 3. Mecanismo de infeccion de C. lindemuthianum; A: apresorio, S: espora, PE: hifa de
penetracion, V: vesicula de infeccion, PH: hifa primaria, SH: hifa secundaria, a: protoplasto vivo en
fase biotrofica, b: células muertas (Mendgen and Hahn, 2002).

2.4 Degradacion enzimatica de la pared celular vegetal

La degradacion de la PCV es un fendmeno co-evolutivo entre los mecanismos de defensa
de las plantas y las estrategias de los microrganismos patdgenos por evadirlos y degradar
sus componentes durante las infecciones, lo cual es necesario para la penetracion, la
liberacion de nutrientes y la generacion de moléculas de sefializacion (Sarkar, Bosneaga
and Auer, 2009). La degradacion de la biomasa vegetal por hongos tiene dos tipos de
sistemas enzimaticos extracelulares: el sistema hidrolitico, que produce hidrolasas que son
responsables de la degradacion de polisacaridos; y un sistema ligninolitico oxidativo y
extracelular Unico, que degrada la lignina y abre los anillos de fenilo. Ambos procesos
determinan que se requiere de un conjunto diverso de enzimas secretadas
extracelularmente que contribuyen significativamente al ciclo global del carbono (Sénchez,
2009; Glass et al., 2013).

Los hongos involucrados en la degradacion de materias primas que contienen lignocelulosa
compleja expresan un amplio espectro de enzimas. Las enzimas fingicas actian de manera
sinérgica y coordinada para llevar a cabo una deslignificacion mas eficiente, entre las que
se encuentran las cutinasas, pecninasas, hemicelulasas, que liberan a las microfibrillas de
celulosa sobre las que actan las celulasas (Tabla 1) (Rytioja et al., 2014; Jurado Téllez et

al., 2016; Villa-Rivera et al., 2017; Ludwig et al., 2018).



Tabla 1. Descripcion general de enzimas de hongos involucradas en la modificacion y

degradacion de la PCV (Glass et al., 2013; Kubicek, Starr and Glass, 2014; Ludwig et al.,

2018).

Enzima Cadigo Familia CAZy

Enzimas que degradan lignina

Lacasas EC1.10.3.2 AAl

Peroxidasa de manganeso EC1.11.1.13 AA2

Peroxidasa de lignina EC1.11.1.14 AA2

Peroxidasa versatil EC1.11.1.16 AA2

Peroxidasa horseradish EC1.11.1.7 AA2

Aril-alcohol deshidrogenasa EC1.1.1.90 AAD

Glioxilato oxidasa EC1.2.3.5 AAS

Celobiosa deshidrogenasa EC 1.1.99.18 AA3

Quinona reductasa EC1.6.5.2 QR

Alcohol oxidasa EC1.1.3.7 AA3

Piranosa 2-oxidasa (glucosa 1-oxidasa) | EC 1.1.3.4 AA3

Tirosinasas EC.1.14.18.1 NO DEFINIDA

Catecol oxidasas EC1.10.3.1 NO DEFINIDA

Enzimas que degradan pectina

Poligaracturonasas E.C.3.2.1.15 GH28

Ramnogalaturonasa EC3.2.1.171 GH28

Polisacarido-liasas E.C.4.2.2.- PL1,PL2 y PL3

Ramnogalacturonan- endoliasas EC4.2.2.23 PL4

Pectin-merilesterasas EC3.1.1.11 CES8

Pectin-acetilesterasas EC3.1.1.- GE12,CE13

Ramnogalacturonan-acetilesterasas EC3.1.1.- CE12

Arabinasas EC 3.2.1.99 GH43,GH93

o-L-arabinofuranosidasas EC3.2.1.55 GH3, GH43, GH51, GH54 y GH62

Galactanasas EC3.2.1.164 GH5, GH16, GH30, GH35, and GH53

oy B-galactosidasas EC3.2.1.23 GH1, GH2, GH4, GH16, GH27, GH35, GH36,
GH42, GH43y GH53

B-glucoronidasas EC3.2.1.31 GH1, GH2 y GH79

Ferulesterasas EC3.1.1.73 CEl

Enzimas que degradan hemicelulosa

Endo-1,4-B-xilansas EC3.2.1.8 GHS5, GH7, GHS8, GH10, GH11, GH43

Exo-1,4-B-xilosidasas EC 3.2.1.37 GH3, GH39, GH43, GH52, GH54

Endo-B-1,4.manosidasas EC 3.2.1.78 GHS5, GH26, GH113

Exo B-1,4.manosidasas EC3.2.1.25 GHI1, GH2, GH5

Feruloil esterasa EC3.1.1.73 CEl

p-Coumaroil esterasa EC3.1.1.B10 | CEl

Endo-o-1,5-arabinanasa EC 3.2.1.99 GH43

o-L-arabinofuranosidasa EC3.2.1.55 GH43, GH51, GH62

a-glucuronidasa EC3.2.1.139 GH67

Xilan a-1,2-glucuronosidasa EC3.2.1.131 GH67

o-galactosidasa EC3.2.1.22 GH4, GH27, GH36, GH57, GH97, GH110

Endo-galactanasa EC 3.2.1.89 GHS53

B-glucosidasa EC3.2.1.21 GH1, GH3

Acetil esterasas EC3.1.1.6 CEl6

Acetilxilan esterasas EC3.1.1.72 CEl, CE2, CE3, CE4, CES5, CE6, CE7, CE12,
CE16

Glucuronometil esterasas EC3.1.1 CEl5




Enzimas que degradan celulosa

Endoglucanasas EC3.2.14 GHS5,GH6, GH7, GH9, GH12, GH45, GH74

Exoglucanasas EC3.2.1.91 GHS5, GH6, GH9

B-glucosidasas EC3.2.1.21 GHI1, GH2, GH3, GH5, GH9, GH30, GH39,
GHI116

1,6-B-d-Glucosidasa EC3.2.1.75 GHS5, GH30

1,3-B-d-Glucosidasa EC3.2.1.39 GHS5, GHI16, GH17, GHS55, GH64,GHS8I,
GH128

Exo-1,3-B-glucanasa EC3.2.1.58 GH3, GH5, GH16, GH17, GH55

1,3-1,4-B-d-Glucosidasa EC3.2.1.73 GH16, GH50, GH86, GH118

2.4.1 Degradacion de la hemicelulosa

La hidrolisis de la hemicelulosa exige la accion cooperativa de varios tipos de enzimas
denominadas hemicelulasas que trabajan a diferentes niveles de la matriz hemicelulosica
para biodegradarla hasta azicares monoméricos y acido acético, estas enzimas se clasifican
frecuentemente segiin su accidon en distintos sustratos (Sanchez, 2009). Esta actividad
sinérgica es necesaria no solo por la complejidad de la hemicelulosa sino también por su
conexion con los otros componentes de la pared celular de la planta (Ludwig ef al., 2018).
Las enzimas cruciales en la despolimerizacion de la hemicelulosa son enzimas accesorias y
desramificantes como las xilan-esterasas, feruloil-esterasas y p-coumarinicas, a-L-
arabinofuranosidasas, o-4-O-metil glucuronosidasas y [-galactosidasas entre otras, que
actian de forma sinergistica. Las endo-B-1,4 xilanasas rompen los enlaces [-1,4
glicosidicos de la cadena principal, generando mezclas de xilooligosacaridos, los cuales a
su vez son convertidos en D-xilosa por la accion hidrolitica de enzimas como las

manosidasas y xilosidasas (Kormelink ef al., 1993; Conejo-Saucedo et al., 2011).

2.4.2 Degradacion de la xilana

Debido a la complejidad estructural de la xilana, las ramificaciones de la cadena principal
obstaculizan el acceso de las endoxilanasas al polimero. Las cadenas laterales no afectan la
geometria del enlace glicosidico, pero lo hacen determinando la solubilidad, la
conformacion fisica y reactividad de la molécula de xilano con otros componentes de la
hemicelulosa, lo que afecta en gran medida el modo de degradacion enzimética (Karboune
et al., 2009). Por lo tanto, requiere de enzimas que rompan los enlaces glicosidicos internos
(accidon despolimerizante) y enzimas que rompan los obsticulos espaciales (puntos de
ramificacion) que limitan la formacion del complejo enzima-sustrato en el esqueleto de

polisacarido (Moreira and Filho, 2016). Las cadenas laterales de la xilana deben ser



removidas por arabinofuranosidasas, esterasas y glucuronidasas antes de que la cadena
principal de xilana se pueda hidrolizar por la accion de endoxilanasas (Lewis ef al., 2012;
Kubicek, Starr and Glass, 2014). Las enzimas desramificadoras trabajan de manera
sinérgica en la descomposicion de la xilana, permitiendo el acceso de xilanasas a la cadena
principal, mientras que las enzimas accesorias liberan los sustituyentes secundarios mas
facilmente a partir de fragmentos de xilana (Fig. 4) (Conejo-Saucedo et al., 2011; Biely,
Singh and Puchart, 2016; Ludwig et al., 2018).

Se necesitan diferentes enzimas para la degradacion del arabinoxilano (AX) entre las que
estan las endoxilanasas (EC 3.2.1.8) que hidrolizan la cadena principal del polisacarido,
actuando de manera endo en la cadena, pero su actividad es frecuentemente obstaculizada
por las sustituciones de arabinosa, sobre la que actiian las a-L-arabinofuranosidasas (EC
3.2.1.55) que escinden la arabinosa de la de la cadena principal y actian en sinergia con las
endoxilanasas. Para completar la degradacion de AX, se necesitan P-xilosidasas (EC
3.2.1.37) que escinden residuos de xilosa desde el extremo no reductor de la cadena de
xilosa.

La cadena principal de la xilana se hidroliza por la accion de endoxilanasas que liberan
xilobiosa y xilooligosacaridos de diferente longitud que eventualmente son hidrolizados a
xilosa por las B-xilosidasas (Fig. 5) (Saha, 2003; Peixoto-Nogueira and Joa, 2012; Ravanal
et al.,, 2013). Las PB-xilosidasas y las endoxilanasas actian en sinergia, ya que las
endoxilanasas generan mas extremos reductores para la accion de las B-xilosidasas y estas
eliminan los productos finales que inhiben a las endoxilanasas (Lagaert ef al., 2014; Biely,

Singh and Puchart, 2016).



Figura 4. Degradacion enzimdtica de la hemicelulosa. A) Composicion de la cadena principal por
xilano, la actividad de endoxilanasas y la eliminacion de las cadenas laterales por enzimas
desramificandoras. B, C, D y E, hidrdlisis de xilobiosa, manobiosa, galacto-glucomanano y
arabinano (Shallom and Shoham, 2003).

pB-Xilosidasas
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Figura 5. Representacion esquematica de las P-xilosidasas que liberan xilosa a partir de la
xilobiosa (Mustafa et al., 2016).

2.4.3 Caracteristicas de las B-xilosidasas

Las xilosidasas actualmente se agrupan en base en las similitudes de sus secuencias de
aminoacidos en seis familias de glicosil hidrolasas (GH3, GH30, GH39, GH43, GH52,
GH54, GH116 y GH120). Los miembros de la familia GH43 de las glicosil hidrolasas,
actualmente estdn integrados por las enzimas L-arabinofuranosidasa, D-xilosidasa, L-
arabinanasa y D-galactosidasa (http://www.cazy.org), las cuales se han clasificado en 37
subfamilias individuales, siendo las L-arabinofuranosidasas y las xilosidasas las que
constituyen la mayoria de las enzimas GH43 caracterizadas (Lagaert et al., 2014; Mewis et

al., 2016). Ademas, la familia GH43 se caracteriza por estar integrada con un gran niimero



de enzimas bifuncionales, que en su mayoria son de origen bacteriano, sin embargo
también incluye enzimas de arqueas y plantas superiores (Lagaert ef al., 2014). Las [3-
xilosidasas GH43 actian por el mecanismo de inversion, tienen como base catalitica
general un aspartato, como acido catalitico general un glutamato y otro aspartato que es
responsable de la orientacion del acido catalitico (Jordan and Wagschal, 2010; Morais et
al.,2012).

Una caracteristica estructural comun de las enzimas de la familia GH43 es una estructura
tridimensional con dos dominios, uno de ellos contiene cinco ldminas-f dispuestas en
forma de hélice, por lo que a este dominio se le denomind B-hélice, donde se ubican los
acidos cataliticos y la base catalitica. El segundo dominio, adopta una topologia de -
sandwich en el C-terminal, cuya funcidn es cerrar una parte del sitio activo para formar un
bolsillo. La cavidad del sitio activo estd formado por dos subsitios que tienen una
capacidad de union de dos moléculas de monosacéridos y una sola ruta de acceso para
pequetias moléculas, como sustrato (Briix ef al., 2006; Brunzelle ef al., 2008). Sin embargo
estas enzimas no conservan la misma orientacion en sus estructuras, lo cual muestra

especificidad hacia ciertos sustratos (Lagaert et al., 2014).

2.5 Reguladores transcripcionales de xilanasas

En los hongos la expresion de las enzimas extracelulares hidroliticas esta regulada
coordinadamente por activadores y represores transcripcionales (Aro, Pakula and Penttila,
2005; Villa-Rivera et al., 2017). La expresion de genes que codifican xilanasas esta sujeta
a represion catabolica a través de la accion de CreA bajo una fuente de carbono de glucosa,
y la activacion es a través de la accion de XInR bajo una fuente de carbono de
polisacaridos complejos (Chung ef al., 1999; Tani, Kawaguchi and Kobayashi, 2014;Villa-
Rivera et al., 2017) El activador transcripcional XInR regula a los genes que codifican
enzimas xilanoliticas y celuloliticas, y regula el uso de D-xilosa y L-arabinosa via la ruta
catabolica de las pentosas (Battaglia et al., 2011; Goldman ef al., 2013). Se han encontrado
homologos de XInR en los genomas de la mayoria de los hongos ascomicetos por lo que se
asume que tienen la misma funcion (Battaglia et al., 2011).

Sustratos como la celulosa, xilana, soforosa, xilobiosa o L-arabitol, actian como
inductores de represion de estas enzimas xilanoliticas si se encuentra en altas
concentraciones o como inductores de activacion a bajas concentraciones. Adicionalmente,

el pH del medio es otro factor que juega un papel importante en la regulacién de la



expresion (Pérez-Gonzélez et al., 1998; Mach and Zeilinger, 2003; Aro, Pakula and

Penttili, 2005).

2.6 Genes de B-xilosidasas en hongos

Debido al conocimiento de que los hongos filamentosos son productores eficientes de

enzimas xilanoliticas y que la degradacion natural de la xilana por diversos

microorganismos

requiere la accion coordinada

de varias

enzimas,

incluyendo

endoxilanasas y B-xilosidasas: estas ultimas también han sido de considerable interés para

varias aplicaciones biotecnologicas (La Grange et al., 2001). Sin embargo, hasta ahora hay

pocos estudios que aborden el aislamiemto y la caracterizacion molecular de genes

de B—xilosidasas de hongos filamentosos (Tabla 3).

Tabla 2. B-xilosidasas caracterizadas en hongos.

Hongo Aportacion Aiio | Cita

Trichoderma reesei Aislamiento, expresion y actividad de un gen que | 1996 | Margolles-Clark et
B-xilosidasa expresado en  Saccharomyces al., 1996
cerevisiae

Aspergillus nidulans Clonacion molecular y analisis de la regulacion | 1998 | Pérez-Gonzalez et
transcripcional de una B-xilosidasa al., 1998

Cochliobolus carbonurn | Aislamiento del gen de B-xilosidasa 1999 | Wegener, Ransom

and Walton, 1999

Aspergillus oryzae | Anélisis de la secuencia de un gen de B-xilosidasa | 1999 | Kitamoto et al., 1999

KBN616

Aspergillus niger 90196 | Amplificacién de un gen de una B-xilisidasa y su | 2001 | La Grange et al,
posterior expresion y coexpresion en S. cerevisiae 2001

Penicillium herquei Secuenciacion de dos genes de B-xilosidasas 2003 | Ito et al., 2003

Talaromyces emersonii | Caracterizacion molecular y andlisis de un gen | 2003 | Reen, Murray and
que codifica una B-xilosidasa Tuohy, 2003

Aspergillus awamori K4 | Secuenciacion de un gen de B-xilosidasa 2005 | Kurakake et al., 2005

Aureobasidium Aislamiento, propiedades y caracterizacion de un | 2010 | Ohta et al., 2010

pullulans ATCC 20524 | gen que codifica a una B-xilosidasa

Aspergillus japonicus Analisis de secuencia del gen que codifica a una | 2010 | Wakiyama et al.,
B-xilosidasa 2010

Paecilomyces Clonacién en E.coli de un nuevo de gen de B- | 2011 | Tengetal., 2011

thermophila xilosidasa y analisis de sus caracteristicas.

Penicillium Expresion heterologa del gen de B-xilosidasa en | 2013 | Ravanal et al., 2013

purpurogenum Pichia pastoris.

Aspergillus ~ awamori | Ensayos de actividad B-xilosidasa 2013 | Gottschalk et al,

2B.361 U2/ 1 2013

Colletotrichum Produccion de B-xilosidasa para la fermentacion | 2013 | Zimbardi et al., 2013

graminicola de residuos solidos

Penicillium Produccion de B-xilosisas para la fermetacion de | 2013 | Kundu et al., 2013

Jjanthinellum MTCC | citricos

10889

Aspergillus oryzae Expresion heterologa de una B-xilosidasa en | 2014 | Kirikyali, Wood and
Pichia pastori Connerton, 2014

Humicola insolens Identificacion de un nuevo gen de B-xilosidasa 2015 | Xuetal.,, 2015




Penicillium oxalicum Anélisis de actividad y expresion de un gen de - | 2016 | Liet al,, 2016
xilosidasa

Penicillium oxalicum Expresion y caracterizacion de un gen de B- [ 2017 | Ye, Li and Zhao,
xilosidasa en Pichia pastoris 2017

Dictyoglomus Analisis bioquimico molecular de un gen de B- | 2018 | Lietal, 2018

thermophilum xilosidasa

2.7 PB-xilosidasas en C. lindemuthianum

Como antecedente directo de este trabajo, a partir de ADN gendmico se aislo un fragmento
de 1710 pb cuyo andlisis permitidé la identificacion del gen bxyloA que codifica para
una —xilosidasa de C. lindemuthianum raza 1472. El anélisis de comparacion de la
secuencia del fragmento de bxylo4 con bases de datos internacionales (Blast, NCBI),
mostrd altos porcentajes de similitud (94%) e identidad (92%) con una secuencia de C.
orbiculare. La comparacion con las secuencias de enzimas de especies de Colletotrichum
mostrd un rango de valores de similitud (94-60%) e identidad (92-47%) que sugirien una
alta diversidad genética(Campos-Diaz, 2016). Adicionalmente, de manera preeliminar se
detecto la actividad PB-xilosidasa secretada por las razas 0 'y 1472 de C. lindemuthianum en
cultivos con medio minimo Mathur suplementado con paredes celulares de P. vulgaris
como Unica fuente de carbono. La actividad de B-xilosidasa en ambos patotipos alcanz6 un
maximo nivel después de 8 dias de incubacion en una cinética de 1-12 dias. Sin embargo,
la actividad de la raza patogena 1472 fue 1.6 veces mas alta que la de la raza no patdgena 0
(P<0.0001) (21 wvs 13.2 nmoles of MU/min/mg proteina), sugiriendo una expresion

diferencial de la B-xilosidasa entre ambos hongos (Piidén-Escobedo, 2005)

2.8 Aplicaciones biotecnolégicas de las B-xilosidasas

La abundancia de la biomasa lignoceluldsica procedente de la madera, los pastos, los
residuos agricolas, forestales y los residuos solidos municipales en la naturaleza, ofrece
diversas posibilidades para ser utilizada después de su bioconversion (Fig. 6) (Kumar,
Gautam and Dutt, 2016). Estos materiales potencialmente valiosos se han tratado durante
mucho tiempo como desechos en todo el mundo, causando problemas econdmicos y
ambientales. Por lo que en la actualidad se trabaja para convertir los residuos
lignoceluloliticos en productos de valor agregado, incluidos los biocombustibles, los
productos quimicos, la fabricacion de papel y la alimentacion animal (Conejo-Saucedo et

al., 2011).




La gran cantidad de xilana en la naturaleza ofrece diferentes posibilidades para ser
utilizada después de su bioconversion en xilooligosacaridos y xilosa, por lo que su
degradacion tiene el potencial de ser una fuente de energia en el futuro. Debido a que las [3-
xilosidasas son enzimas clave en el sistema xilanolitico, tienen un gran potencial en una
amplia variedad de aplicaciones biotecnologicas. Actualmente, estas enzimas se obtienen
de fuentes bacterianas de los géneros Clostridium, Cellulomonas, Bacillus 'y
Thermomonospora 'y de fuentes fingicas a partir de géneros de Trichoderma, Aspergillus y

Penicillium (Sun and Cheng, 2001).

Figura 6. Bioconversion de biomasa lignoceluldsica en productos de valor agregado, a través de la
fermentacion y el pretratamiento por medio de enzimas, para la obtencion de diversos pruductos
con valor agregado y de gran utilidad en diversas industrias. Modificado de (Kumar, Gautam and
Dutt, 2016).

Desde hace algunas décadas, las P-xilosidasas se han utilizado en varios procesos
industriales convencionales, sus reacciones hidrolizantes y de transglicosilacion son utiles
en la degradacion de toneladas de residuos lignoceluldsicos (Sanchez Riafio et al., 2010).
En estos procesos biotecnoldgicos se ha hecho uso de un grupo de enzimas de hongos con
actividades de celulasas y xilanas que se han modificado utilizando diversas estrategias
fisicas, quimicas y bioldgicos (Fig. 6). Las estrategias de clonacion han revolucionado el
uso de hemicelulosas fungicas en los procesos industriales, sin embargo, el uso de las

enzimas de manera individual en estos procesos solo permite la hidrolisis de un sustrato



unico y con ello la generacidon de un solo producto. La adicion de cocteles enziméaticos para
la hidrélisis del complejo hemiceluldsico es una solucion potencial a esta limitacion, pero
aumentaria el costo (Conejo-Saucedo et al., 2011).

En la actualidad, la aplicacion industrial de las enzimas xilanoliticas es creciente, las -
xilosidasas se utilizan a escala cuando se incluyen en cocteles de xilanasas, por €j. En la
produccion de etanol por fermentacion a partir de xilosa (Leslie and Bribiesca, 2013).
Ademas, este azlicar también se utiliza para la produccion de xilitol como edulcorante de
alimentos, asi como sustituto de azucar para los diabéticos (Knob, Terrasan and Carmona,
2010).

En particular, las B-xilosidasas de hongos filamentosos son mas ventajosas que las de otros
microorganismos y plantas, debido a su alta estabilidad y bajo costo comercial, por lo que
también se emplean en la industria farmacéutica. En relacion con la salud humana se
consideran prebidticos que ayudan a prevenir las infecciones gastrointestinal, e inhiben el
crecimiento de microorganismos patégenos (Knob, Terrasan and Carmona, 2010).

En cuanto a la agroindustria, las enzimas lignoceluloliticas se adicionan a los cereales para
facilitar su digestion en los animales, y en la industria del Kraf son adicionadas en los
procesos para el blanqueamiento de la pulpa del papel. En la industria alimentaria se
utilizan pectinasas, celulasas, xilanasas y B-xilosidasas en la extraccion y la clarificacion
de jugos, con ventajas en relacion con el rendimiento, el funcionamiento y la calidad del
producto final. En la industria cervecera las [-xilosidasas y xilanasas se utilizan para
reemplazar los aditivos habituales como emulsionantes, antioxidantes, ya sean de malta de
cebada o trigo, los cuales pueden ser facilmente sustituidos por procesos enzimaticos.

En la industria de la panificacion, mejoran la manipulacion de la pasta permitiendo la
obtencion de un producto final con mas volumen y calidad. Ademas, las B-xilosidasas
también se pueden aplicar con xilanasas, celulasas y/o pectinasas en la elaboracion del
vino, para reducir una concentracion de B-glucanos que aumentan la viscosidad del mosto
que dafa la etapa de filtracion en la clarificacion. Otras aplicaciones potenciales de las [3-
xilosidasas, asi como de otras hemicelulasas, incluyen el procesamiento de caf€,
maceracion vegetal, preparacion de alto contenido de fibra en los productos horneados y
pigmentos, condimentos, extracciones de aceite vegetal y almidén, y en la industria de los
detergentes (Division, 2002; Octavio, 2002; Jordan and Wagschal, 2010; Knob, Terrasan
and Carmona, 2010; Séanchez Riafio et al., 2010; Juturu and Wu, 2012).



3. JUSTIFICACION

El aumento en la creciente poblacion ha generado una sobreexplotacion de los recursos
agropecuarios, dando como resultado el incremento de residuos agricolas y creando la
necesidad de aplicar métodos de biorremediacion amigables con el ambiente. La
utilizacion de diversos microorganismos con facultades degradantes ha sido de gran ayuda
en el tratamiento de residuos biologicos, el uso de hongos es el mas frecuente debido a que
su produccion tiene costos bajos y degradan facilmente la pared celular vegetal mediante el
uso de complejos enzimaticos.

El fitopatégeno C. lindemuthianum, es un hongo hemibiotrofico que secreta enzimas
hidroliticas para la degradacion de la pared celular del frijol comun. Este tipo de enzimas
se han convertido en una importante herramienta para la obtencion industrial de diversos
productos, en la industria alimenticia, la quimica o la farmacéutica entre otras.
Adicionalmente, tienen un fuerte potencial de aplicacion en la degradacion de residuos
lignoceluliticos que causan dafios considerables en las actividades econdmicas en el sector
agroindustrial y el medio ambiente. El andlisis preeliminar de la actividad de B-xilosidasa
secretada por las razas 0 y 1472 de C. lindemuthianum creciendo en medio con paredes
celulares de P. vulgaris sugiere una expresion diferencial entre ambos hongos. Por lo
anterior, el aislamiento, identificaciéon y caracterizacion del gen de [P-xilosidasa de
Colletotrichum lindemuthianum de las razas 0 y 1472 aportara informacion significativa al
incremento del conocimiento del sistema hemicelulolitico de C. lindemuthianum. A futuro,

este conocimiento puede ayudar a la deteccion de productos con potencial biotecnolédgico.



4. HIPOTESIS
El gen bxyloA de Colletotrichum lindemuthianum, que codifica para una (-xilosidasa, se

expresa de manera diferencial dependiendo del estilo de vida del hongo.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Realizar el analisis bioinformatico y molecular de un gen de p-xilosidasa de
Colletotrichum lindemuthianum.
5.1.1 Objetivos especificos:
1 Realizar la caracterizacion bioinformatico-molecular de la secuencia del ADNc
de bxyloA de C. lindemuthianum.
2 Analizar el perfil de transcripcion de bxyloA en una raza patogena (1472) y una
no patdgena (0) de C. lindemuthianum.
3 Analizar las relaciones filogenéticas y estructura 3D de la proteina BXYLOA

de C. lindemuthianum dentro del género Colletotrichum.



6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Material biologico
Se utilizaron las raza patogena (1472) y no patogena (0) del hongo filamentoso C.

lindemuthianum procedente de la coleccion tipificada perteneciente al cepario del

Laboratorio de estudio de Enzimas Liticas de Pared Celular Vegetal del CMEB, UMSNH.

6.2. Medios de Cultivo

6.2.1 Medio Papa-Dextrosa (PD) y Papa-Dextrosa-Agar (PDA)

El hongo C. lindemuthianum se mantuvo de forma rutinaria en medio solido Papa-Detrosa-
Agar (PDA). Para la preparacion se lavaron y cortaron en cuadros pequefios 250 g de
papas, se cocieron en 500 ml de agua destilada y posteriormente se filtr6 através de gasa.
Se agregaron 15 g de dextrosa previamente disueltos en agua destilada y 20 g de agar.
Posteriormente se esterilizé el medio durante 15 minutos a 15 libras de presion (PRESTO
Olla Express). Para la preparacion del medio Papa-Dextrosa (PD) se realiz6 el mismo

procedimiento solo que en este caso no se adicion6 agar (French and Hebert, 1980).

6.2.2 Medio minimo Mathur

Para realizar las inducciones de micelio de C. lindemuthianum se preparé medio minimo
Mathur como sigue; en un matraz de un litro se adicionaron 500 ml de agua destilada,
desionizada (H2044), 2.5 g MGSO4-7H20, 2.75 g KH2POs4, 5.28 g de acido L-glutdmico y
2.5 % de pared celular vegetal de P. vulgaris como fuente de carbono. Se disolvid por
agitacion y se ajustoé el pH a 5.2 con NaOH 10 (Potencidémetro: ORION 3 STAR pH
Benchstop, Thermo Scientific), se afor6 a un litro con H2Ouq y se esterilizo por 15 mina 15

1b de presion.

6.3 Purificacion de pared celular vegetal.

Semillas de frijol variedad flor de junio previamente lavadas dos veces con hipoclorito de
sodio al 4% y agua destilada, se germinaron durante 8 dias en oscuridad, transcurrido este
tiempo se colectaron los hipocotilos y se almacenaron a -80°C, posteriormente se procedio
con la purificacion de la siguiente manera: se pesaron 20 g de hipocotilos de frijol y se
maceraron con nitrogeno liquido hasta lograr un fino polvo blanco, a cada 20 g se
agregaron 200 ml de etanol al 70% frio y se someti6 a agitacion permanente, se realizaron

tres lavados con etanol al 70 % en intervalos de dos horas y posteriormente dos lavados



con acetona. Se filtro la acetona y el precipitado se dejo secar durante toda la noche a

temperatura ambiente (Fry, 2006).

6.4 Ensayos de induccion

Seis piezas de 0.6 cm de diametro de micelio crecido en placas de PDA se inocularon en
matraces Erlenmeyer de 125 ml con 50 ml de medio PD y se incubaron a 18 °C durante
diez dias a 250 rpm en una incubadora orbital con refrigeracion (ThermoFisher).
Transcurrido el tiempo de incubacion el micelio se filtrd6 a través de un papel filtro
previamente esterilizado y se lavo con agua destilada, desionizada, estéril (H>Ogde) para
eliminar los residuos de PD y se transfirié a medio Mahtur modificado adicionados con 2.5
% de glucosa o pared celular de P. vulgaris. Los cultivos con glucosa se incubaron durante
ocho horas y los cultivos con PCV se incubaron 0, 6, 48 h, y 5 y 9 dias. A continuacion, el

micelio se recuper6 por filtracion y se almacend a -80 °C.

6.5 Purificacion de ADN

Para la extraccion de ADN, se siguio el protocolo propuesto por Kuramae-Izioka 1997. Se
tomo 0.1 g de micelio congelado a -80°C y se macerd con nitrégeno liquido, hasta obtener
un polvo fino. Se pas6 a un microtubo de 1.5 ml, se agregd 1 ml de buffer de extraccion
(Tris-HCI pH 8.0 100mM, EDTA pH 8.0 50mM, NaCl 500mM y SDS 1%) y se mezclo
por inversion. Se incubd durante 40 min a 65°C (Thermomixer eppendorf AG 22331
Hamburg). Posteriormente se agregd medio volumen de acetato de potasio 5SM, se mezclo
gentilmente y se incub6 en hielo durante 30 min. La muestra se centrifugé a 10,000 rpm
por 10 min a 4°C (Termo scientific sorvalll legend micro 17R centrifuge). Se separo la fase
acuosa y se pasO a un microtubo de 1.5 ml estéril y se agregd un volumen igual de
cloroformo, se mezclo perfectamente y se centrifugé a 10,000 rpm durante 10 min. Se
trasfirid el sobrenadante a otro microtubo estéril de 1.5 ml, se precipitdé la muestra
adicionando un volumen igual de isopropanol frio (-20°C), se centrifug6 a 10,000 rpm por
10 min descartando el sobrenadante y conservando el precipitado. Por ultimo, se evapord
el isopropanol en un ultraconcentrador al vacio (miVac DNA concentrador Genevac Model
DNA-2166-COO) por 15 min a 50°C y se resuspendié en 30 pl de agua destilada
desionizada estéril (H2Oude). Se agregd 1 ul de RNAsa a una concentracion de 40 pg/ml
(libre de DNAsas) y se incubo 3 horas a 37 °C en termomix (Thermomixer eppendorf AG

22331 Hamburg). Se corrobor6 la integridad del DNA mediante electroforesis en gel de



agarosa al 1%, en TAE 1X con buffer se carga 1X, tefiido con Sybr safe 1X (Invitrogene).
Para calcular la concentracion del ADN se realizdo tomo 1 pl y se midi6 la absorbancia

(Abs) de la muestra a 260 nanémetros (nm) (Nanodrop One, ThermoFisher).

6.6 Purificacion de ARN

La extraccion de ARN total se realizé mediante lo establecido por el método TRIzol®, para
lo cual se tomd 0.1 g de micelio congelado a -80 °C, se agregd nitrégeno liquido y se
macer6 en un mortero esteril hasta que se obtuvo un polvo fino. Se pasé a un microtubo de
1.5 ml estéril con 1 ml de TRIzol®, se agitd vigorosamente con vortex y se incubd 5 min en
hielo, se agregaron 200 ul de cloroformo, se mezcld con vortex brevemente y se incub6 5
min en hielo. Posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm por 15 min a 4°C (Termo
scientific sorvalll legend micro 17R centrifuge). Se recuper6 la fase acuosa y se agregaron
500 pl de isopropanol frio (-20 °C), se mezcld por inversion y se incubo a -20 °C por 2 h.
Se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4°C y se retir6 el isopropanol. La pastilla se lavo
con 1 ml de etanol frio (-20 °C) al 75% y se centrifugd 5 min a 7500 rpm a 4°C. Se retir6 el
etanol y la pastilla se seco a temperatura ambiente por 10 min y posteriormente se
resuspendié en 60 pul de H20 ultrapure™ (Thermomixer Eppendorf AG 22331). Para
eliminar restos de ADN a la muestra se le adiciono 1 uM de buffer de reaccion 1X para
Dnasa I (20 mM Tris-Hcel pH 8.4, 2 mM MgClz, 50 mM KCl) y 1 ul de Dnasa I, se mezclo
brevemente, se incubd 15 min a temperatura ambiente, se inactivo mediante la adicion de 1

ml de EDTA 25 mM e incubacion a 65 °C durante 10 min.

6.7 Electroforesis en gel de agarosa

La integridad del ARN se corrobordé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, en
TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8) con buffer de carga 1X tipo III 6X
(Bromofenol 0.25%, xilencianol FF 0.25% y glicerol 30%) (Sambrook and Russell, 2001),
tefiiddo con Sybr safe 1X (Invitrogen), con una corriente de 80 voltios (Electroforesis Power
Suppliy-EPS 301) durante 30 min. Los geles fueron visualizados en un fotodocumentador
(Gel Logic 200 Imagen System). Finalmente, se midi6 la concentraciéon del ARN

purificado por espectrofotometria a 260 nm (Nanodrop One, ThermoFisher).



6.8 Sintesis de ADN¢

A partir del ARN total purificado se realizd sintesis de ADNc mediante el protocolo
SuperScript III (Invitrogene) como sigue; en un microtubo de 0.2 ml y libre de nucleasas,
se agregaron 10 ul de ARN total (1 pg), 1 ul de oligo dT (1 um), y 1 ul de DNTPmix (10
mM). La reaccion se incub6 a 65 °C durante 5 min, transcurrido ese tiempo se pas6 a hielo
por 1 min y se agregaron 4 ul de buffer 5x first-strand, 1ul de DDT (0.1 M), 0.5 ul de
RNAsa OUT (40 u/ul) y 0.5 ul de SuperScript III RT (Invitrogene). Se mezcld gentilmente
por pipeteo y se incubd a 50°C por 50 min (Thermomixer Eppendorf AG 22331), se
inactivo por calor a 70°C por 15 min, se paso a hielo. Para remover el ARN se adicion6 1
ul de RNAsa H (2 U/ul) de E. coli y se incubd a 37 °C durante 20 min. Por ltimo las

muestras se guardaron a -20°C.

6.9 Amplificacion por PCR de punto final

Para corroborar la integridad del ADNc después de la sintesis, se realizé una PCR control
utilizando un par de oligonucleotidos especificos de los genes de expresion constitutiva
GPDH3-D, GPDH3-R y B-tublD, B-tublR (Conejo Saucedo et al, 2016). Para la
amplificacion del gen de la B-xilosidasa se utilizaron diferentes juegos de oligonucledtidos
(Tabla 4), que amplifican dos fragmentos de aproximadamente 1500 y 700 pb, disefiados
previamente a partir de una secuencia de [-xilosidasa putativa del genoma de C.

lindemuthianum raza 0.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del gen bxiloA.

Oligo directo | Oligo reverso | Tm | Tamaiio de fragmento esperado

Clxilo1D XilolqR 57°1 700 pb
Xilo gD ClxilolR 59° (1500 pb

Para la reaccion de PCR se mezcl6 2.5 ul de Buffer PCR 10X, 0.75 pl de MgClz (50 mM),
1ul de oligonucleotido directo (10 pm/pl), 1ul de oligonucleodtido reverso (10 pm/pl), 1ul
de dNTPmix (2.5 mM), 0.1 ng de ARN y 0.3 pl (1 U) de Platinum 7ag DNA polimerasa
(Invitrogene) en un volumen final de 25 pl. La reaccion se incubd en un termociclador
(Termo Veriti 96 well termal cycler AB Applied Biosytems) bajo las siguientes

condiciones: Desnaturalizacion inicial de 2 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de



desnaturalizacion 94°C durante 30 seg, alineamiento 59 °C por 45 seg y extension 72°C
durante 30 seg. Por ultimo una extension final de 10 min a 72 °C. Los productos de
amplificacion se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % tefiido con Sybr

safe 1X.

6.10 Analisis de expresion por qPCR

Como control de expresion basal se utiliz6 ADNc de micelio crecido con glucosa durante 8
h. Para el analisis de induccion se utiliz6 ADNc de micelio inducido con pared celular e
incubado por 0, 6 y 48 h, 5 y 9 dias. Como referencia se amplificé un fragmento del gen de
B-tubulina con el juego de oligonucleotidos especificos TRBtub2-D y TRBtub2-R (Conejo-
Saucedo et al., 2016; Villa-Rivera et al., 2017). Para evaluar la expresion del gen bxiloA4 se
utilizo el juego de oligonucledtidos especificos Xilog-1D y Xilog-1R, disenados a partir de
la secuencia genodmica de la raza 0 de C. lindemuthianum, para la amplificaciéon de un
fragmento de 162 pb. La especificidad de la reaccion se verifico mediante un andlisis de la
curva de fusion y la eficiencia de cada oligonucledtido se verificd utilizando la curva
estandar. Los oligonucledtidos mostraron una pendiente de -0.83 y R2 de 0.8793 con una
eficiencia del 3.3376 %.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 10 pl, que contenia 200 ng de
ADNc, 2 pmol de cada oligonucledtido, 5 ul de EXPRESS SYBR GreenER qPCR
Supermix Universal (Invitrogen) y 25 uM de ROX Colorante de referencia (Invitrogen). Se
incluyeron controles sin plantilla en todas las placas. Los ensayos de amplificacion se
realizaron en placas de reaccion MicroAmp Fast Optical de 48 pocillos (Applied
Biosystems) y se cubrieron con una pelicula adhesiva 6ptica MicroAmp (Applied
Biosystems) en el sistema de PCR STEPONEPLUS (Applied Biosystems). Las
amplificaciones se realizaron en las siguientes condiciones: 95 °C durante 10 min, 40
ciclos de 95 °C durante 40 seg, 57.7 °C durante 40 seg y 72 °C durante 40 seg, una curva
de fusion de 95 °C durante 15 seg, 60 °C durante 1 min y 95 ° C durante 15 seg. La
cuantificacion relativa de la expresion génica (qQPCR) se realizéo mediante el método de CT
comparativo (AACt). Los datos se obtuvieron por triplicado y fueron analizados en Excel.
Se realizd andlisis de varianza (ANOVA). Los resultados se reportaran como las medias

con errores estandar (SE). Los valores de p <0,05 se consideraron significativos.



6.11 Secuenciacion y analisis de secuencias

Los productos de PCR de ADN y ADNc se secuenciaron por el método dideoxy (Sanger et
al., 1977), mediante el servicio comercial de Macrogen USA. Las secuencias obtenidas
fueron comparadas con secuencias reportadas en el banco de datos internacional, mediante
el software en linea Basic Local Alignment Search Tool (Blast, NCBI). Se editaron con el
software Chromas 2.5.1 y con el software Augustus (Stanke et al., 2004). Se realizaron
alineamientos de las secuencias de las -xilosidasas putativas de los genomas de especies
de Colletotrichum disponibles en bases de datos, utilizando los software BioEdit 7.2.5.0
(Hall, 2004), Clustal Omega de European Molecular Biology Lavoratory (EMBL) y
Clustal X 2.1 (Larkin et al., 2007). Para el andlisis de los posibles dominios de la proteina

se accedio a la plataforma en linea Pfam https://pfam.xfam.org/ (El-Gebali et al., 2019).

6.12 Modelaje 3D y estructura secundaria

Existen varias estrategias de computo que se aproximan a la prediccion de la estructura
tridimensional real de una proteina a partir de la informaciéon de la secuencia de
aminoacidos, sin embargo, la de mayor éxito es el modelado por homologia. Los modelos
se construyen sobre la base de la alineaciéon con plantillas mediante ProMod3. Las
coordenadas que se conservan entre el objetivo y la plantilla se copian de la plantilla para
el modelo. Las inserciones y deleciones son remodeladas utilizando una biblioteca de
fragmentos. Después las cadenas laterales son reconstruidas. Por ultimo, la geometria del
modelo resultante se regulariza mediante el uso de un campo de fuerza mediante los
software en linea Swiss Model (Biasini ef al., 2014). El software I-TASSER (Yang ef al.,
2015) da un enfoque jerarquico de la estructura de proteinas y la funcion de prediccion. Por
ultimo, las ideas de funcién del objetivo se derivan plegando los modelos 3D a través de la
base de datos de proteinas BioLiP. La edicion del modelo tridimensional se llevd a cabo
con el software UCSF Chimera 1.10.2 (Pettersen et al., 2004). Se realizé sobreposicion de
estructuras 3D utilizando el  software en  linea iPBA  webserver

http://www.dsimb.inserm.fr/dsimb_tools/ipba/ (Brevern, Etchebest and Hazout, 2000). La

prediccion de estructura secundaria se realizd mediante el software en linea PROMALS3D

(http://prodata.swmed.edu/promals3d/promals3d.php) (Pei and Grishin, 2007).



https://pfam.xfam.org/
http://www.dsimb.inserm.fr/dsimb_tools/ipba/
http://prodata.swmed.edu/promals3d/promals3d.php

6.13  Analisis filogenético

Se realizo un andlisis filogenético de los aminoécidos deducidos de la B-xilosidasa de C.
lindemuthianum, 27 PB-xilosidasas putativas localizadas en los genomas de Colletorichum
sp. y una secuencia del basidiomiceto P. ostratus como grupo externo. Las secuencias de
aminoacidos deducido se alinearon con el software ClustalX (Larkin et al., 2007),
utilizando parametros por default. Antes del analisis filogenético, se excluyeron las
secuencias del péptido sefial y los extremos N- y C-terminales. La construccion de arboles
filogenéticos se realiz6 con los métodos de Méxima verosimilitud (ML) mediante el
software Mega 6 (Tamura et al., 2013) e Inferencia Bayesiana (IB) utilizando el software
Mr. Bayes 3.2.2 (Ronquist, Huelsenbeck and Teslenko, 2011). El soporte de las ramas se
estim6 por andlisis bootstrap (PB) y probabilidad posterior (PP) de 1000 réplicas. Las
ejecuciones de MrBayes se realizaron con los siguientes parametros: modelo de evolucion
de amino WAG+G+I con correccién gamma, cuatro ejecuciones independientes de cuatro
cadenas cada una (una cadena de frio y tres cadenas calientes) para 10 millones de
generaciones con muestreo cada 1000 generaciones. Los arboles y los parametros se
resumieron después de descartar el 25% de los datos. Los arboles remanentes se
resumieron en un arbol consenso de mayoria y se visualizaron mediante el software

FigTree v1.4.0 (disponible en http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).



7. RESULTADOS
7.1 ADN total purificado
En la figura 7 se muestra la integridad del ADN gendmico extraido de la raza 1472 de C.

lindemuthianum. La evaluacion de la concentracion de ADN mostro 180 ng/pl.

Figura 7 Electroforesis de ADN total purificado de C. lindemuthianum. Gel de agarosa al 1% en
TAE 1X, tefiido con Sybr safe 1X. Carril 1 ADN genémico de la raza 1472.

7.2 ARN total purificado

En la figura 8A se muestra la integridad del ARN total de micelio de C. lindemuthianum de
las razas 0 y 1472 inducido con pared celular de P. vulgaris durante 48 h, el cual se utilizo
para la sintesis de ADNc del gen bxyloA. En las figuras 8 B y C se muestra el ARN total de
micelio de las razas 1472 y 0 correspondientemente, inducidos con pared celular de P.
vulgaris durante 0, 6 y 48 h, 5 y 9 dias, y del control crecido con glucosa durante 8 h. Se

evalud la concentracion de cada muestra por espectrofotometria (Tabla 5).

Figura 8. Integridad del ARN total purificado de C. lindemuthianum razas 0 y 1472. Electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X, tefiido con SybrSafe 1X. a) En el gel se muestran los carriles
R1472 y RO donde se localizan las muestras de ARN de la raza 1472 y raza 0 correspondientes las
inducciones por 48 h con pared celular de P. Vulgaris con pared celular vegetal. b) En el gel se
muestran los carriles 1,2, 3, 4 , 5 y G correspondientes al ARN total de la raza 1472 de los
siguientes tiempos de induccion: 0, 6, y 48 h, 5 y 9 dias de induccidon con pared celular de P.



Vulgaris y en el carril G la induccion con glucosa durante 8 h y en el gel c¢) se muestra el ARN
total de la raza 0 en los mismos tiempos de induccion nombrados R1, R2, R3, R4, R5 Y GO.

Tabla 4. Concentracion de ARN total purificado

Muestra | Concentracion (ng/pl)
R1472 2342
RO 2015
1 1525
2 1697
3 3929
4 1223
5 3577
G 6378
R1 1494
R2 1612
R3 1587
R4 1898
R5 1036
GO 2719

7.3 Analisis bioinformatico-molecular del gen bxyloA de C. lindemuthianum

La secuencia del producto de amplificacion de la region structural del gen bxyloA a partir
de ADN gendmico de micelio de la raza 1472 de C. lindemuthianum mostr6é un tamafio de
1860 pb, y el andlisis de comparacion de esta secuencia con la correspondiente en el
genoma de la raza 0 con la cual ya se contaba, corroboro su identidad como codificante de
una [-xilosidasa. Posteriormente, el andlisis de comparacion a nivel de nucledtidos de
ambas secuencias mostrdé 100% de identidad (Fig. 9), por lo cual en los siguientes analisis
se utilizd solo una secuencia. Como resultado del analisis de la secuencia del ADN
genodmico comparable entre ambas razas, se detecto un UTRS5’de 199 pb, cuatro exones
con un marco de lectura de 1709 pb, tres intrones y un UTR3" de 237 pb (Fig. 10).

En la figura 11 se muestran los productos de amplificacion de ADNc del gen bxyloA de
micelio de ambas razas de C. lindemuthianum inducido por 48 h con pared celular de P.
vulgaris. El gen se obtuvo en dos fragmentos mediante el uso de dos juegos de
oligonucledtidos (Tabla 2), con un tamafio esperado de aprox. 1500 y 700 pb.

Para verificar la identidad de la secuencia de los dos fragmentos de ADNc del gen se
bxyloA de manera preeliminar se realizO una comparacion con bases de datos
internacionales (Blast, NCBI). A continuacion el ensamble y edicion de la secuencia

result6 en 1709 pb para ambas razas con una identidad de 100% (Fig 12).



Figura 9. Analisis comparativo de las secuencias genomicas (ADN) del gen bxyloA ambas razas de
C. lindemuthianum.



Figura 10. Esquema de la estructura del gen bxyloA.

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X, tefiido con Sybr safe 1X. Carril M,
marcador de tamafio molecular de 1Kb Plus Ladder. A) Productos de amplificacion del gen de
bxyloA de laraza 1472. B) Productos de amplificacion del gen de bxylo4 de laraza 0.

El marco de lectura abierto de la secuencia de BXYLOA revelo 570 aa (Fig. 13), con un
péptido sefial en el extremo amino con sitio de corte entre S'” e I'® (Fig. 14) que genera una
proteina madura de 552 aa, de acuerdo al analisis con el software en linea SignalP

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), la cual tiene un peso molecular aproximado de

61247 Daltones segun el software en linea
(http://www.lab3 14.com/genmol/unaletraproteina.htm). Adicionalmente, mediante
comparacion con la base de datos Pfam, se identificd en la secuencia de la proteina el
dominio catalitio con los residuos de aa D!? D'E'® caracteristicos de las glicosil
hidrolasas (GH) de la familia 43 (Fig. 13). De acuerdo a la prediccion mediante el software

en linea NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/), se identificaron

cinco posibles sitios de N-glicosilacion N(132 192258, 468y 302) (Rjg 15),


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/

Figura 12. Anélisis comparativo de las secuencias de ADNc del gen bxylo4 ambas razas de C.
lindemuthianum.



Figura 13. Secuencia deducida de aminoacidos de la B-xilosidasa de C. lindemuthianum razas
0/1472. Las letras en rosa indican los aminoacidos correspondientes al péptido sefial; D y E
indican los residuos de aminoacidos cataliticos conservados en las B-xilosidasas GH43; el * indica
el codon detencion.

Figura 14. Representacion grafica del sitio de corte del péptido sefial de BXYLOA de C.
lindemuthianum.



Figura 15. Ubicacion de los sitios de posible N- glicosilacion en BXYLOA de C. lindemuthianum.

El andlisis comparativo de la secuencia deducida de aminoacidos (BXYLOA) del gen
bxyloA con 26 secuencias de genes putativos codificantes para BXYLOA identificados en
los genomas de las especies de Colletotrichum disponibles en bases de datos
internacionales (BLAST NCBI) mostré dos grupos, uno con altos porcentajes de similitud
(98-83%) e identidad (97-76%) y otro donde se observaron secuencias son bajos
porcentajes de similitud (69-34%) e identidad (65-23%), indicando una gran diversidad
entre las PB-xilosidasas (Tabla 5). Es importante mencionar que para la mayoria de las
especies se localiz6 un solo gen putativo para una -xilosidasa similar a la de este estudio,
sin embargo, hubo algunas especies como C. higginsianun, C. forinae y C. gloesporoides
dinde se identificaron dos, tres y cuatro copias de este gen, las cuales fueron numeradas
para su identificacion en cada especie. La secuencia de BXYLOA de C. lindemuthianum
presentd altos porcentajes de identidad y similitud (98 y 94 % respectivamente) con una
secuencia correspondiente detectada en el genoma de C. lindemuthianum raza 83 de origen
Colombiano, disponible en bases de datos.

El alineamiento clustal de las secuencias de C. lindemuthianum (1472/0) y 26 secuencias
de genes de B-xilosidasas putativas identificadas en los genomas de especies del género
Colletotrichum reveld pocas regiones conservadas entre las secuencias (Fig.14). Sin
embargo, en la mayoria de las secuencias se identificaron los residuos del sitio catalitico
caracteristico de las proteinas pertenecientes a la familia GH43, dos residuos de éacido
aspartico (D) y uno de glutdmico (E). En algunas de las secuencias se detectaron residuos

de G, R, Q o K en lugar de D y E, que cumplen con las caracteristicas fisico quimicas de



los residuos polares para ser funcionales. También se identificd el dominio B-sandwich y el

dominio B-hélice, caracteristicos de las proteinas GH43 (Fig. 16).

Tabla 5. Similitud e identidad de la secuencia del gen bxyloA de C. lindemuthianun con

secuencias de genes de Colletotrichum spp.

Especie Similitud | Identidad | Ubicacién en el genoma Sitio de | Num. De acceso
% % corte del
PS
C. lindemuthianum | 98 97 248067-247993;305565- 17-18 MASP02000295.1
89 305702;247969-
247757;247712-246552
C. orbiculare | 98 96 17-18 ENH85484.1
BXYLOI
C.  higginsianum | 92 85 17-18 XP_018163390.1
BXYLOI
C.  higginsianum | 92 85 17-18 CCF34883.1
BXYLO2
C. incanum | 91 85 17-18 KZL85686.1
BXYLO
C. tofieldiae | 91 86 17-18 KZL77679.1
BXYLOI
C. coccodes | 90 85 53664-53738;53792- 17-18 LECQO01000063.1
BXYLO 54997;54998-55129
C. sansevieriae | 89 82 1569-1643;1692- 17-18 NJHP01000941.1
BXYLO 3020;3073-3375
C. gloeosporioides | 88 80 18-19 ELA28577.1
BXYLOI
C. orchidophilum | 88 80 17-18 XP_022471653.1
BXYLOI
C. fioriniae | 86 77 17-18 EXF78344.1
BXYLOI
C. simmondsii | 86 77 17-18 KXH40195.1
BXYLOI
C. salicis BXYLO | 84 76 17-18 KXH68037.1
C. simmondsii | 69 55 20-21 KXH47768.1
BXYLO2
C. tofildiae | 63 51 21-22 KZL71894.1
BXYLO2
C. gloeosporioides | 56 39 16-17 ELA30413.1
BXYLO4
C. fioriniae | 56 33 19-20 EXF81654.1
BXYLO2
C. orbiculare | 50 35 18-19 ENHS85503.1
BXYLO2
C. orchidophilum | 48 32 20-21 XP 022467583.1
BXYLO2
C.  higginsianum | 46 30 34-35 XP_018152601.1
BXYLO3
C. fioriniae | 46 32 18-19 EXF83039.1
BXYLO3
C. graminicola | 40 25 20-21 XP_008097014.1




BXYLO2

C. graminicola | 40 25 18-19 XP_008096518.1
BXYLO3

C. graminicola | 39 26 19-20 XP_008100238.1
BXYLO!

C. gloeosporioides | 38 24 17-18 ELA26163.1
BXYLO3

C. gloeosporioides | 34 23 18-19 ELA24206.1
BXYLO2

A continuacion se realizé la prediccion del péptido sefial para todas las secuencias del
alineamiento, mediante el software en linea SignalP

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) observando que éste es de tamafio variable y

diverso entre la mayoria de las secuencias (de 17 aa en la mayoria y en una es de hasta 34

aa) (Tabla 6).

7.4 Modelo 3D y estructura secundaria de BXYLOA

Para el modelaje de la proteina BXYLOA por homologia, el software selecciond como
templados las [-xilosidasas cristalizadas de las especies bacterianas Geobacillus
thermoleovorans IT-08, Clostridium acetobutylicum y Bacillus subtilis, debido a que no
existen proteinas de B-xilosidasas de hongos cristalizadas. Sin embargo, la secuencia de G.
thermoleovorans IT-08 (PDB 5z5d.1.A) que presentd 29.78% de identidad y 35% de
similitud con BXYLOA de C. lindemuthianum, mostrd los mejores parametros de calidad
del modelado generados por ITASSER y Swis-model: C-score=0.39, TM-
score=0.73+0.11, RMSD=7.3+4.2 A. Como se observa en la figura 17, la estructura 3D de
BXYLOA mostr6 la topologia caracteristica de las B-xilosidasas de la familia GH43. La B-
xilosidasa cristalizada de G. thermoleovorans IT-08 es un homodimero. Cada subunidad,
presenta dos dominios, uno de ellos contiene cinco laminas 3 dispuestas en forma de hélice
que corresponden al dominio B-hélice, donde se ubican los tres residuos del sitio catalitico
DDE (Fig. 17). El segundo dominio adopta una topologia de -sandwich en el C-terminal,
cuya funcidn es cerrar una parte del sitio activo para formar un bolsillo en el dominio B-

hélice donde se localizan los tres residuos del sitio catalitico (Rohman ez al., 2018).



http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
https://swissmodel.expasy.org/templates/5z5d.1

Figura 16. Alineamiento clustal de secuencias de B-xilosidasas de Colletotrichum spp. La linea
superior indica la localizacion del péptido sefial de las proteinas, la flechas indica los residuos
cataliticos conservados, las estrellas en rosa indican la localizacion del dominio B-hélice y las
estrellas en azul el dominio B-sandwich.



Figura 17. Modelaje tridimensional de la B-xilosidasa de C. lindemuthianum raza 1472. Se
muestran los dos dominios de la proteina. En el dominio $-hélice que consta de cinco B-laminas (I-
V) donde se ubica el sitio catalitico y el dominio de B-sandwich.

Para comparar la topologia de la estructura tridimensional predicha para la BXYLOA de C.
lindemuthianum con la proteina cristalizada de Geobacillus thermoleovorans IT-08 asi
como la posicion de los aminoécidos del sitio catalitico, se llevo a cabo la sobreposicion de
estructuras tridimensionales (Fig. 18). Los resultados de este analisis mostraron que
excepto por algunas regiones de la proteina, ambas estructuras son similares. Los residuos
de aa del sitio catalitico se ubican en la misma posicién en ambas estructuras, sin embargo,

el residuo de Asp'? muestra una ligera diferencia en la orientacion.

Figura 18. Sobreposicion de las estructuras 3D de las P-xilosidasas de C. lindemuthianum
(morado) y G. thermoleovorans IT-08 (azul). El asterisco (*) que el Asp'> muestra una orientacion
ligeramente diferente.



Los resultados del alineamiento y prediccion de la estructura secundaria de la secuencia de
aminoacidos de BXYLOA de C. lindemuthianum y el templado seleccionado para el

analisis G. thermoleovorans IT-08 (Fig. 19) mostr6 dominios de estructura secundaria de

B-laminas muy conservados.
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Figura 19. Alineamiento de la estructura secundaria de la B-xilosidasa de C. lindemuthianum y G
thermoleovorans IT-08. En el alineamiento los valores correspondientes al indice de conservacion
son indicados como 9, los cuales de acuerdo a la escala de 0-9 son los valores mas altos; para la
secuencia consenso de aminoacidos, se muestran los simbolos de consenso donde los aminoacidos
conservados estan en negrita y en mayusculas; alifaticos (I, V, A): /; aromatico (Y, H, W, F): @;
hidrofébica (W, M, Y, M, L, I, V, A, C, T, H): &; alcohol (S, T): O; residuos polares (D, E, H, K,
N, Q, R, S, T): p; pequefia (A, G, C, S): t; pequefio (A, G, C, S, V, N, D, T, P): s; residuos
voluminosos (E, F, I, K, L, M, Q, R, W, Y): b; con carga positiva (K, R, H): +;cargado
negativamente (D, E): -; cargados (D, E, K, R, H).
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7.5 Analisis de expresion por qPCR

Como se puede observar en la figura 20, los perfiles de transcripcion de bxyloA fueron
diferentes entre las razas no patogena (0) y patogena (1472) de C. lindemuthianum. En la
raza 1472 el transcrito de bxyloA se incrementd a los pocos minutos de induccion (aprox.
15 min) a altos niveles de expresion relativa (seis veces), alcanzando un méximo hacia las
6 h (13.66 veces) y disminuyendo drasticamente hacia las 48 h (0.8 veces), y a partir de
entonces la expresion fue baja (2 veces). En contraste, la raza 0 exhibio niveles de
expresion basales (0.4 veces) similares a los observados con glucosa a las 0 y 6 h,
posteriormente se observa un ligero incremento del transcrito hacia las 48 h y 9 dias (2

veces).

Figura 20. Analisis de la expresion relativa por qPCR, de bxyloA en las razas patogena (1472) y no
patogena (0) de C. lindemuthianum inducidas con paredes celulares de frijol. Barras azules, raza
patogena 1472; Barras naranjas, de raza no patogena 0. Cada barra muestra la media de triplicados
+ SE del experimento. El simbolo "*" indica cambios significativos (P <0.05) en relacion con el

control de micelio crecido en glucosa (Glu).

7.6 Analisis filogenético

En el andlisis se incluyeron la secuencia BXYLOA de C. lindemuthianum y secuencias de
408 aa deducidos de los genes de B-xilosidasas putativas localizados en los genomas de
especies de Colletotrichum disponibles en bases de datos (GenBank, NCBI) (Tabla 6).

Como grupo externo se utilizd la secuencia de una P-xilosidasa del basidiomiceto P.



ostreatus. En general, la topologia de los arboles de IB y ML fue similar. En la figura 21 la
topologia del arbol filogenético consenso muestra a la secuencia de C. orbiculare
BXYLO2 como basal del resto de las secuencias que se separaran en dos grandes clados o
linajes (C1 y C2). En el clado C1 que incluy6 a la mayoria de las secuencias de especies
que cuentan con duplicaciones de genes de BXILO en sus genomas, se observa una
separacion en tres subclados (C1Scl, C1Sc2 y C1Sc3) o linajes bien soportados. En el
clado C2, también se pueden observar dos subclados, uno (C2Sc1) que incluy6 unicamente
secuencias de las especies de C. fofieldiae BXYLO2 y C. simmondsii BXYLO2, y otro
(C2Sc2) donde se agruparon el resto de las secuencias de especies asignadas a los clados
taxonoémicos acutatum, spacthianum y orbiculare de acuerdo a Cannon et al. (2012) (Fig.
22). En C2Sc2 las secuencias BXYLO de C. lindemuthianum se agruparon con la
secuencia de C. orbiculare BXYLO2 (Figs. 21 y 22).

En la figura 23 se indican los tipos de hospederos (dicotiledoneas o monocotiledoneas) de
las especies de Colletotrichum. Como se puede observar, tres subclados agruparon
unicamente secuencias de especies que infectan a dicotiledoneas y un subclado agrupo
secuencias de especies que infectan a monocotiledoneas. Sin embargo, los subclados

C1Sc2 y C2Sc2 agruparon secuencias de especies infectan a ambos grupos de plantas.

Adicionalmente, para corroborar la topologia caracteristica de las proteinas GH43, se
realizd un modelado de la estructura 3D de una B-xilosidasa de cada uno de los linajes de
proteinas detectados en el andlisis filogenético (Fig. 21), utilizando las secuencias de C.
orbiculare BXYLO2, C. higginsianum BXYLO2, C. graminicola BXYLO3, C.
graminicola BXYLOI1, C. sansevieriae BXYLO, C. salicis BXYLO, C. coccodes BXYLO
y C. tofieldiae BXYLO?2 (Fig. 24). De manera general, a pesar de la diversidad encontrada
en las secuencias de las BXYLO analizadas y de que el templado de la proteina utilizado es
de una bacteria, la estructura 3D tipica de las B-xilosidasas GH43 parece conservada entre
la mayoria de estas enzimas con pequefias diferencias. Sin embargo, como se puede
observar el modelo 3D del linaje C1Sc3 (C. graminicola BXYLO1) no presentd el dominio
B-sandwich, un andlisis de modelado 3D de las otras dos secuencias mostré resultados

similares (no mostrado).



Figura 21. Arbol filogenético consenso (IB, ML) de B-xilosidasas del género Colletotrichum. Se
indican los valores de soporte de las ramas (PB/PP). C (clado); S (subclado); * indica valores PB o
PP menores a 0.5 6 50.

Figura 22. Arbol filogenético de P-xilosidasas de especies del género Colletotrichum. Los
recuadros de colores representan el clado taxonémico en el cual se ha propuestao la asignacion de
las especies (Cannon, 2012; Dean, Lichens-Park and Kole, 2014).



Figura 23. Arbol filogenético de secuencias de PB-xilosidasas de especies del género
Colletotrichum. Los recuadros en colores indican el tipo de hospedero que infectan las especies.

Figura 24. Estructuras 3D de una proteina representativa de cada linaje en el arbol filogenético.



8. DISCUSION

De acuerdo al analisis bioinformatico-molecular de la secuencia aislada a partir de ADN
genomico y la secuencia del ADNc, éstas corresponden al gen bxyloA que codifica para
una (-xilosidasa en las razas patdégena 1472 y no patdgena 0 de C. lindemuthianum. La
region estructural del gen contiene tres intrones y cuatro exones, y la secuencia es 100%
idéntica entre ambos hongos. El gen bxyloA codifica para una proteina de secrecion con un
péptido sefial de 17 aa, que por prediccion genera una proteina madura de 570 aa con un
dominio catalitico conservado D'?D'>*E!®7 (Briix et al., 2006; Rohman et al., 2018) y los
dominios B-hélice y B-sdndwich tipicos de las B-xilosidasas de la familia GH43. El analisis
de alineamiento de BXYLOA con 26 B-xilosidasas putativas de especies de Colletotrichum
también revel6 los elementos tipicos de las B-xilosidasas de la familia GH43, sin embargo,
algunas proteinas presentaron cambios en los aa del dominio catalitico por otros del mismo
grupo que podrian tener la misma actividad y funcionalidad.

El alineamiento también mostrd una gran diversidad genética entre estas proteinas donde
se detectaron dos grupos, uno con altos niveles de identidad y similitud y otro con bajos
niveles. Se detectaron especies con una sola copia del gen y especies con dos y hasta
cuatro copias, una caracteristica comun en otras especies de hongos filamentosos como
Aspergillus oryzae, donde se han reportado por lo menos dos genes codificantes de [3-
xilosidasas (Kitamoto et al., 1999) y en A. fumigatus, A. niger, A. oryzae y A.
pulverulentus donde se han identificado dos proteinas activas (De Vries et al., 2001).

Cabe destacar, que ademas de las -xilosidasas putativas donde el analisis de prediccion
permitio la identificacion de péptidos sefial con tamafio y secuencia variable que las
identifica como proteinas de secrecidon, también de se detectaron secuencias de genes de [3-
xilosidasas putativas sin péptido sefal, sugiriendo la presencia de enzimas citoplasmicas.
Previamente se han identificado B-xilosidasas sin péptido sefial y activas en algunos
hongos como Cochliobolus carbonum y P. herquei (Kubicek, 2012).

El analisis bioinformatico de la secuencia deducida de aminoacidos de bxyloA mostrd
cinco posibles sitios de N-glicosilacion sugiriendo que la proteina podria estar glicosilada.
La posible glicosilacion es una caracteristica que muestran otras B-xilosidasas, como la
codificada por el gen xyldA de Aspergillus japonicus donde se han detectado 18 posibles
sitios de N-glicosilacion (Wakiyama et al., 2010). Sin embargo, esto se debe tomar con
precaucion ya que es necesario una demostracion experimental de la glicosilacion en estas

proteinas, asi como su posible funcion.



El modelo 3D de la proteina mostrd la topologia B-hélice/B-sandwich caracteristica de los
mondmeros que conforman a las B-xilosidasas de la familia GH43 (Fig. 17). Sin embargo,
este modelo se debe tomar con precaucion ya que la plantilla PDB 5z5d.1.A utilizada para
el modelado es de la bacteria G. thermoleovorans IT-08, porque no existen [3-xilosidasas
de hongos cristalizadas. También se debe considerar que los parametros de calidad de la
estructura predicha, particularmente el C-score=0.39 (valores de -5 a 2, donde los valores
mas altos indican un modelo de calidad) fueron bajos. A pesar de lo anterior, el
sobrelapamiento de la estructura del templado PDB 5z5d.1.A con el modelo 3D de
BXYLOA (Fig. 17) mostr6 una alta similitud en el plegamiento, la estructura de [-laminas
y la posicion de los tres residuos D'?D'?E!87 en el sitio catalitico. Una pequefia diferencia
en la orientacion del residuo catalitico D'?, sugiere una diferencia en la afinidad por
sustrato. Adicionalmente, el alineamiento y prediccion de la estructura secundaria de la
proteina BXYLOA de C. lindemuthianum y la B-xilosidasa de G. thermoleovorans IT-08
(Fig. 19) mostrd que, aunque existe baja identidad y similitud entre las secuencias de estas
proteinas, el patron de la estructura secundaria de B-laminas es conservado.

Similar a lo observado en previos andlisis de expresion de genes de celulasa chhll, xilanasa
xyll, pectin liasa 2 pnl2, galactanasa ebg y arabinofuranosidasa abf4 de C.
lindemuthianum, en este estudio se detectaron niveles basales de transcrito de bxyl4
cuando ambas razas fueron crecidas con glucosa, un fendmeno conocido como represion
catabolica por glucosa (Acosta-Rodriguez et al., 2005; Lara-Mérquez et al., 2011; Tani,
Kawaguchi and Kobayashi, 2014; Conejo Saucedo et al., 2016;Villa-Rivera et al., 2017;
Villa-Rivera et al., 2017). La expresion de genes que codifican enzimas xilanoliticas esta
sujeta a represion catabolica a través de la accion de CreA bajo una fuente de carbono de
glucosa, y a la activacion a través de la accion de XInR bajo una fuente de carbono de
polisacaridos como la hemicelulosa (De Vries et al., 2001; Tani, Kawaguchi and
Kobayashi, 2014). Por otro lado, de manera similar a lo observado para los genes cbhll,
xyll, pnl2, ebg y abfA, y como comprobacion de la hipdtesis de este estudio, los perfiles de
transcripcion de bxyloA fueron diferentes entre las razas patogena 1472 y no patogena 0 de
C. lindemuthianum. La raza patdgena 1472, mostré un perfil de expresion donde el
transcrito incrementd rapidamente a partir de aproximadamente 15 min de induccion
(tiempo aprox. que tarda la colecta del micelio y congelamiento en nitrégeno liquido),
alcanzando un méximo nivel hacia las 6 h de induccion (Fig. 20). En contraste, la raza no

patdgena 0, mostrd niveles basales con un ligero incremento del transcrito hacia las 48 h y
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otro similar hacia los 9 dias. De manera consistente, la raza patégena 1472 presenta una
respuesta rapida con altos niveles de transcripcion de hemicelulasas para la degradacion de
pared celular de P. vulgaris, mientras que en la raza no patdgena 0, la respuesta es lenta y
con bajos niveles de transcritos (Conejo Saucedo et al, 2016; Villa-Rivera et al.,
2017;Villa-Rivera et al., 2017). Desde el punto de vista de la interaccion del patdégeno con
su huésped, una rapida respuesta en la secrecion de hemicelulasas garantiza la efectividad
del proceso de invasion del tejido vegetal. En contraste, aunque el hongo no patdgeno tiene
los mismos genes de hemicelulasas, no parece requerir de una rapida secrecion enzimatica
y en algunos casos tampoco requiere de altos niveles de actividad enzimatica para obtener
sus nutrientes y crecer (Pifion-Escobedo, 2005; Conejo Saucedo et al., 2016).

Desde el punto de vista de la estrategia de degradacion de la xilana por la raza patogena, se
sabe que los niveles basales de las hemicelulasas desramificantes y la endo-p-1,4-xilanasa
inician la degradacion de la xilana produciendo xilooligosacaridos y xilobiosa, que son los
sustratos de la P-xilosidasa cuya actividad libera xilosa (Conejo-Saucedo et al., 2011;
Lewis et al., 2012; Kubicek, Starr and Glass, 2014; Conejo-Saucedo et al., 2017). La
xilosa, como producto final de la degradacion, funciona como regulador de la expresion de
las xilanasas actuando como un inductor a bajas concentraciones y como represor a altas
concetraciones (Kulkarni, Shendye and Rao, 1999; De Vries et al., 2000; Stiilke and
Hillen, 2000; De Vries, 2003; Mach-Aigner, Pucher and Mach, 2010; Mach-Aigner et al.,
2012; Conejo-Saucedo et al., 2017). Por lo anterior, de acuerdo a los resultados de este
estudio, los niveles basales de la endo-f-1,4-xilanasa degradaron la xilana de la pared
celular de P. vulgaris produciendo oligosacéaridos y xilobiosa que a su vez fueron
degradados por la actividad B-xilosidasa presente en niveles basales (Pindn-Escobedo,
2005), a continuacion la xilosa liberada indujo el rapido incremento de la transcripcion de
bxyloA (6 veces en aprox. 15 min y 13.66 veces a las 6h) en la raza patdogena 1472.
Posteriormente, la reduccion de los niveles del transcrito de bxyloA se deben
probablemente a la acumulacion de xilosa. Sin embargo, previamente se ha observado que
la actividad de P-xilosidasa secretada por las razas 1472 y 0 de C. lindemuthianum en
cultivos con paredes celulares de P. vulgaris muestra maximos niveles después de 8 dias
de incubacion; la actividad de la raza patogena 1472 fue 1.6 veces mas alta que la de la
raza no patdégena 0 (P<0.0001) (21 vs 13.2 nmoles of MU/min/mg proteina) (Pifidn-
Escobedo 2005). Esto sugiere la presencia y expresion de mas de un gen de B-xilosidasa

cuya regulacion también parece ser diferencial entre ambas razas del hongo.



Un aspecto interesante de los analisis filogenéticos de las enzimas que utilizan los hongos
fitopatdgenos para degradar la PCV, es que permiten establecer las historias evolutivas de
las proteinas, sus procesos de diversificacion y su posible relacion con el tipo de hospedero
que infectan (Lara-Marquez et al., 2011; Conejo-Saucedo et al., 2017; Lara-Marquez et al.,
2017; Villa-Rivera et al., 2017; Villa-Rivera et al., 2017). El andlisis filogenético de las -
xilosidasas GH43 de especies del género Colletotrichum mostrd que los dos grupos
inicialmente detectados con diferencias en los niveles de identidad y similitud,
corresponden a dos grandes clados o linajes de estas proteinas (Fig. 21, C1 y C2). Cada
una de estos linajes muestra una historia evolutiva diferente. En el clado C1 la topologia
revel6 eventos de duplicacidon que separa a las proteinas en tres subclados adicionales con
alta diversificacion genética. En el clado C2, se agruparon secuencias que no han sufrido
eventos de duplicacion ni diversificacion genética, es decir, que este es un linaje muy
conservado. En el clado C2 destaca un subclado o linaje (C2Sc2) que agrup6 a la mayoria
de las proteinas, incluyendo a la BXYLOA de C. lindemuthianum en una relacidon muy
cercana con la BXYLOI de C. orbiculare, una relacion que se explica porque se trata de
especies hermanas (Cannon et al., 2012; Conejo-Saucedo et al., 2017; Lara-Marquez et al.,
2017; Maria G. Villa-Rivera, Zavala-Paramo, et al., 2017).

Por otro lado, aunque el andlisis filogenético de ese estudio no tiene un enfoque
taxondmico, resultd interesante analizar la topologia del arbol considerando la clasificacion
taxondmica para las especies del género Colletotrichum propuesta por Cannon et al.
(2012), quienes proponen los clados truncatum, spaethianum, graminicola,
gloeosporioides, destructivum, orbiculare y acutatum. La topologia del arbol filogenético
de B-xilosidasas GH43 de Colletotrichum spp. no agrupa a las especies de Colletotricum en
los clados taxondmicos propuestos por Cannon et al. (2012) (Fig. 22). Otro analisis
interesante fué saber si los clados detectados se relacionan con el tipo de planta hospedero,
monocotiledéneas o dicotiledoneas. En este sentido, aunque los dos clados C1 y C2
incluyeron especies que atacan a monocotiledoneas y dicotiledoneas, en C1 destaca la
inclusion exclusiva de secuencias de C. graminicola que ataca al trigo (monocotiledénea
graminicola) y de C. orchidophilum que ataca a la vainilla (monocotiledéonea no
graminicola) (Fig. 23). Las otras copias de B-xilosidasas de C. orchidophilum pertenecen al
linaje de C2, donde esta especie es la Unica del linaje que ataca exclusivamente
monocotiledoneas. Este resultado y los de los andlisis filogénicos realizados para otras

proteinas del complejo pectinolitico y hemicelulolitico de C. lindemuthianum (Lara-



Marquez et al., 2011; Conejo-Saucedo et al., 2017; Lara-Marquez et al., 2017; Villa-
Rivera et al., 2017), sugieren que hay una probable relacion evolutiva de las proteinas
respecto al tipo de hospedero en términos de las diferencias de composicion y estructura de
las PCV y la evolucion de sus caracteristicas en respuesta a los patdégenos. La inclusion de
mas especies en el andlisis puede ayudar a resolver mejor los clados filogenéticos.

Finalmente, la exploracion del modelaje 3D de proteinas representativas de cada linaje
detectado en el andlisis de filogenia, mostr6 que a pesar de la diversidad genética que
presentan las secuencias de estas enzimas y que el templado utilizado es de una bacteria, la
estructura 3D es altamente conservada. Sin embargo, destaca la estructura 3D del subclado
C1Sc3 donde se agrupan secuencias de C. orchidophilum, C. fioriniae y C. graminicola, ya
que ninguna de las tres proteinas presentaron el dominio 3-sandwich en el C-terminal, cuya
funcién es cerrar una parte del sitio activo para formar un bolsillo en el dominio B-hélice
donde se localizan los tres residuos del sitio catalitico (Rohman et al., 2018). Para
corroborar la posibilidad de estas estructuras es encesario contar con un templado de

proteina cristalizada a partir de un hongo filamentoso.



9. CONCLUSIONES
Las razas patégena 1472 y no patogena 0 de C. lindemuthianum, presentan un gen
de B-xilosidasa 100% idéntico en su region estructural, perteneciente a la familia
GH43.
Las especies del género Colletotrichum analizadas presentan de uno a cuatro genes
de B-xilosidasas putativas.
Las B-xilosidasas GH43 del género Colletotrichum presentan una alta diversidad
genética donde se pueden distinguir dos grupos, uno con alta identidad y similitud y
otro con baja identidad y similitud.
La estructura 3D de la BXYLOA de C. lindemuthianum, mostrd los dominios (-
hélice y B- sandwich tipicas de las B-xilosidasas GH43.
El sobrelapamiento de la estructura 3D de BXYLOA de C. lindemuthianum y la
estrucutra de G. thermoleovorans IT-08 mostr6 una alta similitud en el
plegamiento, B-laminas y la posicion de los tres residuos D'2D!>°E'¥7 en el sitio
catalitico. Adicionalmente, aunque existe baja identidad y similitud entre las
secuencias de estas proteinas, el patron de la estructura secundaria de -laminas es
muy conservado.
Las razas patogena 1472 y no patogena 0 de C. lindemuthianun presentan un perfil
de transcripcion de bxyloA basal en cultivo con glucosa, congruente con represion
catabolica.
Las razas patogena 1472 y no patdgena 0 de C. lindemuthianun presentan un perfil
de transcripcion de bxyloA diferencial, en cutivo con pared celular vegetal de P.
vulgaris. La raza patdgena muestra una rapida y elevada transcripcion de bxyloA,
mientras que en la raza no patogena se observan niveles basales con ligeros
incrementos tardios.
El andlisis filogenético de P-xilosidasas de especies del género Colletotrichum,
mostrd la presencia de dos clados o linajes bien resueltos, congruentes con los dos
grupos identificados por alineamiento. Un linaje de proteinas (C1) muestra eventos
de duplicacion y alta diversificacion genética, y otro linaje donde se encuentra
BXYLOA de C. lindemuthianum no muestra eventos de duplicacion y es muy

conservado.



e A pesar de la diversidad genética de las B-xilosidasas y que el templado utilizado es
de una bacteria, la estructura 3D es altamente conservada. Sin embargo, la
estructura 3D del subclado CI1Sc3 donde se agrupan secuencias de C.

orchidophilum, C. fioriniae y C. graminicola, no presenta el dominio -sandwich

en el C-terminal.
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