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Resumen y palabras clave

RESUMEN

En la interaccion patdgeno-hospedador que establece Botrytis cinerea con distintas
especies vegetales, las proteinas que secreta al medio juegan un papel decisivo en el resultado
final del proceso infectivo. Se han identificado cinco endo-p-1,4 xilanasas en la anotacion del
genoma del hongo, enzimas que llevan a cabo el primer paso en la via de degradacién del xilano,
principal hemicelulosa de la pared celular vegetal. En este trabajo, se ha realizado un analisis
in silico de las secuencias de estas 5 enzimas y se han ensayado diferentes condiciones de
crecimiento del hongo para analizar la presencia de las cinco proteinas en los secretomas
obtenidos, por medio de la técnica del zimograma. Ademas, la puesta a punto de esta técnica,
ha permitido analizar la actividad xilanasa en los cultivos de cepas previamente obtenidas en
nuestro laboratorio, en las que se indujo el silenciamiento de dichas enzimas. Finalmente, se
estudio mediante PCR la estabilidad de la construccién silenciadora en el genoma de las cepas

silenciadas.

PALABRAS CLAVE:

Botryis cinerea, secretoma, silenciamiento por ARN, xilanasas, zimograma,

ABSTRACT

In the pathogen-host interaction established between Botrytis cinerea and different plant
species, secreted proteins play a key role in the infection process. Five endo-f3-1,4- xylanases
have been annotated in the fungus genome, enzymes that carry out the first step in the xylan
degradation, the main hemicellulose of plant cell wall. In this work, the sequences of these five
enzymes were studied in silico, and different growth conditions of the fungus have been tested
to analyze the presence of the five proteins in the secretome, through the technique of
zymogram. In addition, the set-up of this technique has allowed to analyze the xylanase activity
of strains previously obtained in our laboratory, in which the silencing of these enzymes was
induced. Finally, the stability of the silencing constructs in the genome of silenced strains was
studied by PCR.

KEYWORDS

Botryis cinerea, RNA silencing, secretome, xylanases, zymogram.
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INTRODUCCION

1. Botrytis cinerea y su importancia

El género Botrytis constituye un grupo de hongos fitopatégenos ampliamente conocido,
en el que destaca la especie Botrytis cinerea Pers.:Fr, considerado como el segundo hongo en
importancia en relacion a su relevancia econdmica y cientifica (Dean et al., 2012).
Taxondémicamente pertenece a la division Ascomicota, clase Leotiomycetes, orden Helotiales
y familia Sclerotiniaceae (Williamson et al., 2007). Su trascendencia radica en que es capaz
de infectar al menos 1400 especies distintas de plantas bajo cualquier condicién y en
practicamente cualquier area geogréfica (Elad et al., 2007; Prins et al., 2000), causando la

enfermedad conocida comUnmente como “podredumbre gris”.

En Canarias este hongo tiene una gran incidencia, afectando a cultivos mayoritarios
como son la vid y el tomate, con gran importancia econdmica en las islas
(http://www.gobcan.es/agricultura). En el afio 2011, el gasto total en productos fitosanitarios
en Canarias fue superior a 70 kg/ha, superando al resto de comunidades auténomas,
correspondiendo el 22,4% del gasto total a fungicidas

(http://www.magrama.gob.es/es/agricultura).

Precisamente, el uso extensivo de fungicidas como método de control ha provocado la
aparicion de cepas resistentes de B. cinerea. Ademas, lleva asociados serios riesgos de
contaminacion ambiental y supone grandes costes econdmicos, por lo que ha surgido la

necesidad de buscar estrategias de control alternativas.

2. Botrytis cinerea secreta endo-f-1,4-xilanasas durante su ciclo de vida

En la basqueda de nuevos métodos que permitan un control mas eficaz del hongo, que
sean menos dafiinos para el medio ambiente y la salud y que presenten menores costes
econdmicos, cobran especial importancia los factores de patogenicidad, entendidos como
aquellos factores que contribuyen de manera relevante a la germinacion de las esporas y la
penetracion del hongo a través de los tejidos de la planta, a la invasion, colonizacion,

maceracion y, en definitiva, a la infeccion del tejido vegetal y a la dispersion de la enfermedad.

El ciclo de vida de B. cinerea comienza con la adherencia de las conidias al tejido
vegetal y su posterior germinacion (van Kan, 2006). Estos primeros momentos de la interaccién
hongo — planta son decisivos para el establecimiento de la infeccion, detectandose numerosas
proteinas secretadas por el hongo que actlan sobre la pared celular vegetal como principal

1
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diana. Pectinasas, celulasas y xilanasas (Espino et al., 2010) (Gonzélez et al., 2014),
responsables de la degradacion de la pectina, la celulosa y el xilano, respectivamente, son las

mas abundantes.

El xilano es el principal componente hemicelulosico de la pared celular vegetal (Collins
et al., 2005) y su estructura consiste en un esqueleto de residuos de D-xilosa unidos mediante
enlaces B-1,4, con cadenas laterales compuestas por una variedad de sustituyentes en los

carbonos 2 6 3 de las unidades de xilosa (ten Have et al., 2002).

La degradacion de este complejo polisacarido requiere de la accion sinérgica de distintas
enzimas hidroliticas (Subramaniyan y Prema, 2002). Las endo-p-1,4-xilanasas (E.C. 3.2.1.8)
actuan en regiones de pocas sustituciones rompiendo la cadena lineal del polisacarido y dando
lugar a xilosa. La inmensa mayoria de la enzimas descritas con esta actividad pertenecen a las
familias 10 y 11 de las Glicosil Hidrolasas (Cantarel et al., 2009), segun la clasificacion en la
base de datos CAZy (Carbohydrate-Active EnZymes, www.cazy.org), aunque también se han

descrito algunas en las familias 5, 7, 8 y 43 (Collins et al., 2005).

La estructura general del dominio catalitico de las xilanasas de la familia 10 es un barril
(B/a)8 que se asemeja a una ensaladera, con el sitio activo situado en una hendidura, mientras
que las de la familia 11 adopta un plegamiento “B-jelly roll” (Fig. 1). Las endoxilanasas de la
familia 10 suelen tener punto isoeléctrico acido y un peso molecular mayor de 30 kDa, mientras
que las de la familia 11, en general, tienen punto isoeléctrico basico y menor peso molecular
(~22 kDa) (Collins et al., 2005). Con respecto a su actividad, las xilanasas de la familia 10 son,
generalmente, menos selectivas que las de la familia 11y, a diferencia de estas ultimas, pueden

atacar a distintos polisacaridos (Belien et al., 2006).

Figura 1. Modelizaciéon de la estructura tridimensional de las xilanasas de B. cinerea.
Modelos tridimensionales de BcXyn10A (A) y BcXynl1lA (B) obtenidos mediante Swiss-Model,
y representado con jmol. (Garcia, 2015).




Introduccion

El analisis in silico del genoma de B. cinerea reveld la existencia de cinco genes que
codifican para posibles endo-p-1,4-xilanasas, dos de ellas pertenecientes a la familia 10 de las
glicosil hidrolasas y las tres restantes, a la familia 11 (Garcia, 2014), anotadas como BcXyn10A,
BcXynl10B, BeXynllA, BeXynllB y BeXynllC (Tabla 1). Hasta el momento, s6lo se ha
estudiado una de ellas, la endo-B-1,4 xilanasa BcXyn11A, destacando su papel en la virulencia
del hongo (Brito et al., 2006) y en actuar como elicitor de la respuesta de defensa de la planta
independientemente de su actividad enzimatica (Noda et al., 2010). Sin embargo, la existencia
de, al menos otras cuatro enzimas con la misma actividad, ha dificultado valorar de forma global
la relevancia de la degradacion del xilano en el proceso infectivo desarrollado por el hongo. La
falta de marcadores selectivos para este hongo hace practicamente imposible la generacion de
un mutante multiple en los cinco genes, por lo que se hace necesaria la busqueda de otras

alternativas de biologia molecular para abordar este objetivo.

Tabla 1. Genes que codifican para las endo-B-1,4-xilanasas del secretoma analizadas en el
presente trabajo.

Anotacion en el genoma de B. cinerea? Anotacion en el presente trabajo
BC1G_00576.1 Xyn10A
BC1G_01778.1 Xyn10B
BCT4_797 XynllA
BC1G_13645 XynllB
BC1G_03590.1 XynllC
@ Notacion utilizada en la primera secuenciacion del genoma de B. cinerea B05.10 (Amselem et
al., 2011)

3. El silenciamiento por RNA como herramienta para silenciar las cinco xilanasas
secretadas por Botrytis cinerea

El silenciamiento por ARN regula la expresion génica gracias a la participacion de
moléculas de ARN pequefias de doble cadena (ARNdCc) con secuencias homdlogas al DNA o
RNA diana. La interaccion entre estas moléculas de ARNdc con el DNA/RNA diana provoca
la modificacidn de la cromatina o la degradacion del RNAm, impidiendo, como consecuencia

ultima, la sintesis de la proteina codificada por el gen diana (Burroughs et al., 2014).

La creacion de cepas transformantes que expresan ARNdc exdgeno para inducir el
silenciamiento de diferentes genes, se ha llevado a cabo con éxito en B. cinerea (Espino et al.,
2014; Patel et al., 2008; Schumacher et al., 2008). Recientemente, en nuestro laboratorio, se
han generado cepas silenciadas para las cinco xilanasas que codifica el genoma del hongo, por

medio el método de silenciamiento multiple conocido como “building block” (Garcia, 2015).
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Para ello, se disefid un gen quimérico denominado Homo_Xyl (Fig. 2) en el que se incluyen

50 pb de cada gen de las 5 xilanasas (Garcia, 2014).

BcXynl11B m BcXyn10B | BeXynl0B & ESP

Figura 2. Esquema del gen quimérico Hom_XyL. Cada segmento corresponde a 50 pb de los
genes que se indican en cada caso. ESP: secuencia espaciadora. Adaptado de (Garcia, 2015).

A partir de la obtencion de este gen se siguieron dos estrategias distintas con el fin de
poder inducir la sintesis de RNAdc especificos para cada una de las cinco xilanasas en el hongo.
Una de las estrategias consistié en generar dos construcciones en las que el gen quimérico fue
clonado bajo el control del promotor OliC, pero en direcciones opuestas en cada una de ellas
(Garcia, 2014). Una de las construcciones fue integrada en el locus niiA de Botrytis cinerea 'y
la segunda en el locus niaD. Los promotores dirigen simultdneamente la produccion de RNA
sentido y antisentido que hibridaran dentro de la célula generando los RNAdc deseados (Fig.
3A). Esta estrategia es conocida como “sentido-antisentido”. Las cepas transformantes
obtenidas a partir de la transformacion de la cepa silvestre con estas construcciones se
denominaron BcXyl-DT2 (Garcia, 2015).

La segunda estrategia seguida para generar el RNA de doble cadena fue generar una
construccion en la que dos copias invertidas del gen Homo_Xyl se clonan separadas por un
DNA espaciador no relacionado (ESP en Fig. 2). Esta construccion esta integrada en el locus
niaD del genoma del hongo, y también esta bajo el control del promotor OIliC (Fig. 3B) (Garcia,
2014). La transcripcion de esta construccion resultaria en una horquilla de ARN con una region
de doble cadena homéloga a cada uno de los genes de las cinco xilanasas. Esta estrategia se la
conoce como “tallo-bucle”, y las cepas transformantes obtenidas a partir de la transformacion

de la cepa silvestre con esta construccion se denominaron BcXyl-T2 (Garcia, 2015).

La obtencion de cepas de B. cinerea transformadas con DNA exdgeno no es sencilla, ya
que este hongo se caracteriza por ser un hongo multinucleado en todas las fases de su ciclo de
vida (3-12 nucleos por célula) (Benito et al., 2000; Shirane et al., 1988). El aislamiento de
homocariontes, es decir, cepas en las que todos sus ndcleos hayan sido modificados por la
integracion del ADN exdgeno y en las que ademas esta integracion haya ocurrido de forma
especifica en el mismo locus, es una labor compleja y tediosa que es estrictamente necesaria
cuando se desea obtener una cepa mutante knockout del hongo. Sin embargo, debido al propio
mecanismo por el que se establece el silenciamiento por RNA, se plantea la duda de si este paso

de purificacién y aislamiento de homocariontes es necesario.
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Figura 3. Esquema de las integraciones en el genoma de B. cinerea de las construcciones
silenciadoras. A) Esquema de las integraciones en los loci niaD y niiA del genoma del hongo de las
dos construcciones que daran lugar a la produccién de RNA sentido y antisentido, respectivamente,
del gen quimérico. B) Esquema de la integracion de la construccion silenciadora tallo-bucle en el
locus niaD del genoma del hongo. niaD-3" y niaD-5, regiones flanqueantes 3"y 5°, respectivamente
del gen niaD de B. cinerea; niiA-3"y niiA -5, regiones flanqueantes 3’y 5°, respectivamente del gen
niiA de B. cinerea; natl, gen de resistencia a la nourseotricina; PtrpC, promotor trpC de A. nidulans;
PoliC, promotor oliC de A. nidulans; Tgluc, terminador del gen gluc de B. cinerea; Hph, gen de
resistencia a la higromicina; HX, gen quimérico silenciador Hom_XyL; ESP, region espaciadora.

Por otro lado, la caracterizacion de las cepas silenciadas requiere de disponer de
herramientas que permitan analizar el grado de silenciamiento que se ha conseguido de cada
una las xilanasas secretadas por el hongo. La PCR cuantitativa a tiempo real (Q-RT-PCR) se
presenta como una alternativa valida para valorar los cambios de expresion a nivel de RNAm.
Sin embargo, se debe disponer de otra herramienta para poder analizar cdmo esos cambios se
ven reflejados en la actividad de cada una de las enzimas en el secretoma del hongo. En la
caracterizacion inicial de las cepas silenciadas, se utilizo la técnica del zimograma (Garcia,
2015), consistente en fraccionar las proteinas del secretoma por electroforesis en geles de
poliacrilamida suplementados con xilano. Después de un proceso de renaturalizacion, las
bandas correspondientes a proteinas con actividad xilanasa se detectan en los geles por tincion
negativa con rojo congo. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron concluyentes ya que
no se pudieron detectar todas las xilanasas en los secretomas de la cepa silvestre. Se hace
necesario, por tanto, poner modificar las condiciones experimentales de esta técnica para

obtener mejores resultados.
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OBJETIVOS

En base a lo anteriormente expuesto, se ha propuesto como objetivo general del presente

trabajo:

Poner a punto nuevas herramientas moleculares que permitan analizar el papel de las

xilanasas secretadas por Botrytis cinerea en su virulencia

Para la consecucion del mismo, se abordardn como objetivos especificos

1. Caracterizar in silico las cinco endo-f-1,4-xilanasas anotadas en el genoma del hongo

Botrytis cinerea por medio de herramientas bioinformaticas.

2. Analizar distintas condiciones de crecimiento de Botrytis cinerea para inducir la
expresion de las cinco xilanasas en los secretomas del hongo y su posterior deteccion y

analisis in vitro por medio de la técnica del zimograma.

3. Valorar la eficacia de la técnica del silenciamiento por RNA en el silenciamiento de los
cinco genes que codifican para endo-p-1,4-xilanasas de Botrytis cinerea y el grado de

estabilidad de las cepas transformantes silenciadas obtenidas.
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MATERIAL Y METODOS

1. Analisis bioinformatico de las secuencias proteicas

Para la busqueda de las posibles regiones de interés en las secuencias de las xilanasas
de la familia 10 y 11 codificadas por el genoma de Botrytis cinerea, identificadas en trabajos
anteriores (Garcia, 2014; Garcia, 2015) se utilizaron las siguientes herramientas de

bioinforméatica:

- Pfam (http://pfam.xfam.org) y PROSITE (http://prosite.expasy.org/): para la

identificacion de los posibles dominios.

- SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/): para localizar una posible secuencia

sefial que vincule estas proteinas con la ruta de secrecién del hongo.

- ProtParam tool (http://web.expasy.org/protparam/): para el célculo y estimacion del

namero de aminoéacidos, el peso molecular, punto isoeléctrico, asi como el indice alifatico
de la secuencia.
- NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) 'y NetOGlyc 4.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/): para la localizacion de posibles lugares de N-

glicosilacion y O-glicosilacion, respectivamente.

2. Organismos

- Botrytis cinerea (B. cinerea) B05.10 (Buttner et al., 1994): cepa haploide derivada de la cepa
SAS56, cedida por el Dr. Paul Tudzynski (Westféalische Wilhems-Universitat Munster,
Alemania) y considerada como cepa silvestre en el presente trabajo.

- BcXylDT2-Hom y BeXylDT2-Het: cepas derivadas de B05.10, en las que se ha integrado una
copia del gen quimérico Homo_Xyl en el locus niaD y otra, en el locus niiA del genoma del
hongo, de manera que se transcriben las dos cadenas del gen quimérico (Garcia, 2015). Las
terminaciones —Hom & -—Het, indican, respectivamente, el caracter homocarionte y

heterocarionte de cada una de ellas.

- BcXylT2.1-Hom y BeXylT2.1-Het: cepas derivadas de B05.10, en las que se han integrado dos
copias del gen quimérico Homo_ Xyl en orientaciones invertidas en el locus niaD del hongo, de
manera que se transcriben las dos cadenas del gen quimérico (Garcia, 2015). Las terminaciones
—Hom ¢ —Het, indican, respectivamente, el caracter homocarionte y heterocarionte de cada una

de ellas.
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Las cepas de B. cinerea fueron conservadas durante periodos de tiempo prolongados

como conidias en glicerol al 15 %.

3. Medios de cultivo para el crecimiento de Botrytis cinerea

- MEA (Malt Extract Agar): Extracto de malta (Bacto malt extract, DIFCO) al 3 %, agar
bacterioldgico al 1,5 %. Este medio fue suplementado con 100 ug/ml de higromicina y/o
nourseotricina, segun se indica mas adelante.

- Tomate agar: Extracto de frutos de tomate al 25 % (p/v) ajustado a pH 5,5 con NaOH, agar
1,5 %.

- YGG: Extracto de levadura (Yeast extract, Panreac) 0,5 %, glucosa 2 %, Gamborg B5
(Gamborg B5 Medium, Duchefa) al 0,3 %. Cuando fue necesario se suplemento con agar al
1,5%.

- Czapek-Dox (CD): medio minimo compuesto KH2PO4 0,1 %, MgSO4 x 7 H20 0,05%,
FeSO4 x 7 H20 0,002 %, KCI 0,05% y (NH4)2S040,1 %. Como fuentes de carbono se utilizd
xilano (beechwood xylan, Sigma-Aldrich) 1% y 0,5%, y glucosa 2%.

- Gamborg B5 + xilano (pH 5y 6): medios minimos basados en Gamborg B5 (Gamborg B5
Medium, Duchefa) al 0,3 % con xilano 1% como fuente de carbono y tamponados a pH 5

con tampon citrato/citrico 50 mM y a pH 6 con tampon fosfato 50 mM.

4. Aislamiento de conidias

Las conidias fueron utilizadas de forma rutinaria para establecer los cultivos del hongo
y para la conservacion de las cepas fungicas a -80°C. Para su aislamiento se sigui6 el protocolo
descrito por (Benito et al., 1998), modificado en funcidn del uso que se fuera a hacer de las

conidias.

1. Sembrar placas de tomate o YGG agar sembradas con conidias, iluminar con luz cercana al
ultravioleta al tercer dia durante 12 horas, e incubar por 7 dias mas a 20°C.

2. Cubrir la superficie de la placa con 15 ml de agua estéril, y separar las conidias con ayuda
de un asa de siembra de vidrio.

3. Filtrar la suspensién obtenida a través de algoddn hidréfilo para retirar los restos de micelio
y recoger las conidias por centrifugacion a 1500 x g durante 5 min.

4. Retirar el sobrenadante y resuspender las conidias en 30 ml de agua y volver a recoger por
centrifugacion. Repetir este paso 2 veces.

5. Retirar el sobrenadante y resuspender las conidias en 500 pl de agua estéril.
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6. Finalmente, cuantificar las conidias de una dilucién 1/100 midiendo la absorbancia a 600
nm. La relacién entre los valores de absorbancia y el nimero de conidias por mililitro se calcula

con ayuda de un hemocitometro.

5. Obtencion de los secretomas de las cepas fangicas

Las cepas B05.10, BcXylDT2-Hom, BcXylDT2-Het, BcXylT2.1-Hom y BeXylT2.1-
Het fueron crecidas en medios suplementados con xilano como fuente de carbono, segun se
indica mas adelante, con el fin de obtener los secretomas de cada una de ellas y valorar la

presencia de las distintas xilanasas producidas por el hongo.

1. Obtener conidias de las cepas fungicas por el procedimiento descrito mas arriba (apartado
4.1)

2. Inocular 30 ml de medio CD 6 Gamborg B5, segin los casos, con una concentracion de 108
conidias por mililitro.

3. Mantener en agitacién a 20°C durante 12, 24, 48 o 72 horas, segun los casos.

4. A los tiempos indicados, filtrar al vacio los cultivos a través de papel de filtro y congelar los

filtrados a -20°C hasta su posterior uso.

6. Precipitacion de proteinas

Para concentrar por precipitacion las proteinas presentes en los secretomas producidos

por las distintas cepas, se ensayaron los siguientes métodos de precipitacion.

6.1. Precipitacion con metanol-cloroformo

Protocolo adaptado de Wessel y Fligge (Wessel y Fliigge, 1984).

1. Descongelar las muestras de los secretomas (entre 1,5y 3 ml) y centrifugar 10 min a 15000
X g a4°C.

2. Pasar el sobrenadante a nuevo tubo, afadir 4 volimenes de metanol, 1 volumen de
cloroformo y 3 volimenes de agua, agitando 5 seg antes afiadir cada solvente.

3. Centrifugar en las mismas condiciones que en el paso 1y retirar la fase acuosa con cuidado
de no tocar la interfase.

4. Afadir 3 volumenes de metanol, agitar de nuevo y centrifugar durante 15000 x g 10 min a
4°C.,

5. Retirar casi todo el sobrenadante, con cuidado de no llevarse el pellet.

6. Resuspender con 3 de metanol y transferir a un tubo eppendorf.

7. Centrifugar durante 10 min a 15000 x g, retirar el sobrenadante y dejar secar.
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6.2. Precipitacion con acetona

1. Descongelar las muestras de los secretomas (entre 1,5y 3 ml) y centrifugar 10 min a 15000
X g a4°C.

2. Afadir 8 volimenes de acetona previamente enfriada a -20°C y centrifugar 10 min a 15000
X g a4°C.

3. Retirar casi todo el sobrenadante dejando aproximadamente 1 ml y resuspender el pellet en
este volumen para transferir la suspension a un nuevo tubo.

4. Centrifugar 5 mina 15000 x g a 4°C, retirar el sobrenadante y secar a temperatura ambiente.

6.3. Precipitacion con tricloroacético (TCA)

1. Descongelar las muestras de los secretomas (entre 1,5y 3 ml) y centrifugar 10 min a 15000
X g a4°C.

2. Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo, afiadir TCA al 6% e incubar 1 hora en hielo.

3. Centrifugar 10 min a 15000 x g y 4°C y eliminar con cuidado el sobrenadante.

4. Resuspender el pellet en 0,5 ml de etanol 96%, traspasar a un eppendorf y volver a
centrifugar como en 3. Repetir este paso 2 veces mas.

5. Retirar el sobrenadante y secar el sedimento a temperatura ambiente.

6.4. Precipitacion con tricloroacético y metanol-cloroformo

1. Realizar los pasos 1-5 siguiendo el anterior protocolo.

2. Resuspender en 150 pl de urea 8M, mezclar bien con vortex/ o bombear con el émbolo de
la pipeta e incubar 10 min a temperatura ambiente, 10 min a 30°C y, por ultimo, otros 10
min a temperatura ambiente

3. Afiadir 4 volimenes de etanol, 1 volumen de cloroformo y 3 volimenes de agua, agitando 5
seg antes de afadir cada solvente.

4. Centrifugar durante 10 min a 15000 x g y eliminar el sobrenadante con cuidado de no alterar
la interfase en los tubos.

5. Afadir 3 voliumenes de metanol, agitar y centrifugar 10 min a 15000 x g.

6. Retirar sobrenadante y dejar secar pellet.

7. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE)

El fraccionamiento de proteinas por electroforesis se llevd a cabo por medio de
electroforesis discontinua en gel de poliacrilamida en SDS (SDS-PAGE) basada en el método

de Laemmli (Laemmli, 1970) y utilizando el sistema Mini-Protean 3 de Bio-Rad.
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7.1. Preparacion del gel de separacion al 10%T

1. Mezclar 2,03 ml de agua, 1,67 ml de acrilamida/bisacrilamida 30%, 1,25 ml de Tris-HCI 1,5
M pH 8,8, 30 ul de SDS 20%.

2. Desgasificar, afiadir 30 pl de persulfato amonico al 10% y 2,5 ul de TEMED (N, N, N, N’-
tetrametiletilendiamina, Sigma-Aldrich).

3. Verter entre los dos vidrios del sistema Mini- Protean 3 de Bio-Rad y cubrir la superficie
lentamente con 1-2 ml de agua.

4. Dejar polimerizar durante una hora.

7.2. Preparacion del gel de compactacion al 4%T

1. Mezclar 1,82 ml de agua, 0,40 ml de acrilamida/bisacrilamida 30%, 0,75 ml de Tris-HCI 0,5
M pH 6,8 y 15 ul de SDS 20%.

2. Desgasificar, y afadir 15 pl de persulfato amoénico al 10% y 3 pl de TEMED.

3. Verter sobre el gel de separacion ya polimerizado, colocar el peine y dejar polimerizar
durante 1 hora.

4. Retirar el peine y lavar los pocillos con tampon de camara (Tris 25 mM, Glicina 0,2 M pH
8,3, SDS 0,1%).

7.3. Preparacion de las muestras

1. Resuspender las proteinas precipitadas por cualquiera de los métodos descritos
anteriormente en LSB 2x (SDS 2%, -mercaptoetanol 1%, glicerol 15%, Tris-HCI 90 mM pH
6,8, azul de bromofenol 0,0025%).

2. Hervir a 95 °C. durante 5 min y centrifugar durante 5 min a 15000 x g y guardar el

sobrenadante a -20°C hasta su analisis por electroforesis en geles de poliacrilamida.

7.4. Desarrollo de la electroforesis y tincion

1. Cargar las muestras en los pocillos de los geles de poliacrilamida y desarrollar la
electroforesis con tampon de cdmara a una diferencia de potencial de 150 V.

2. Tefiir los geles con Coomassie coloidal (Neuhoff et al., 1988), fijando primero las proteinas
con una disolucion etanol:acético:agua; 5:1:4 durante al menos una hora, y tifiendo
seguidamente con Coomassie Brilliant blue G250 (Sigma-Aldrich) al 0,1% en una mezcla de
acido ortofosférico 2%, sulfato amonico 10% y metanol 20%, durante toda una noche.

3. Estimar el tamafio de las proteinas comparando su patron de migracion con marcadores de

tamafio conocido (Prestained SDS-Page Standar, Bio-Rad).
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8. Zimograma

Para detectar las proteinas con actividad xilanasa después de haber sido fraccionadas
por electroforesis en geles de poliacrilamida, se modifico el protocolo descrito en el apartado

anterior, de la siguiente manera.

1. Preparar el gel de separacion incluyendo en su composicion xilano al 0,1% (beechwood
xylan, Sigma-Aldrich).

2. Fraccionar las proteinas siguiendo el apartado 7 de Material y Métodos.

3. Sumergir los geles durante 1 hora en Triton X-100 al 2,5% y lavar varias veces con agua
para eliminar los restos de Triton X-100.

4. Incubar el gel en tampon citrato 50 mM pH 5,4 durante 1 hora, a 25°C y lavar varias veces
con agua.

5. Tefir sumergiendo los geles durante 15 minutos en una disolucion de rojo congo al 0,1% y
destefiir en NaCl 1M durante otros 15 minutos.

6. Repetir el paso anterior y destefiir en NaCl 1M hasta visualizar las bandas de hidrolisis.

7. Parar la reaccion, sumergiendo los geles en acido acético 0,5%.

9. Electroforesis en condiciones nativas

En este caso, la composicion de los geles de separacion y compactacion fue la misma
que la utilizada en los preparados para llevar a cabo un zimograma, pero se eliming el SDS.
También este detergente fue eliminado del tampdn de camara. Se desarrollo la electroforesis
a una diferencia de potencial de 150 V y los geles fueron revelados segin se describe en el

apartado anterior.

10. Purificacion de DNA genomico de B. cinerea

El DNA genomico de B. cinerea se extrajo a partir de micelio del hongo siguiendo el
método desarrollado previamente en nuestro laboratorio (Gonzélez et al., 2008), modificacién
del método clasico de preparacion de DNA gendmico de hongos de Moller et al. (Mdéller et al.,

1992) y que se describe a continuacion.

1. Crecer el hongo en 20 ml de YGG durante 3 dias en agitacion a 20°C.

2. Recoger el micelio por filtracion y transferir al menos 50 mg a un tubo eppendorf.

3. Anfiadir 300 pl de TES-S (Tris-HCI 100 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM) y bolas de vidrio de
0,5 mm de didmetro hasta alcanzar el menisco formado por el liquido.

4. Homogeneizar el micelio en un FastPrep-24MP BeadBeater a 6,5m/seg durante 30 seg.

12
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5. Afadir otros 200 pl TES-S, 50ul de SDS al 20% y 1,5 ul de proteinasa K (20 mg/ml) e
incubar 30 min a 60°C.

6. Agujerear el fondo del tubo con una aguja al rojo, colocar sobre otro tubo sin tapa y
centrifugar 5 min a 8000 x g para recoger su contenido.

7. Afiadir 194 pl de NaCl5My 69,4 pul de CTAB 10% (bromuro de cetiltrimetilammonio) e
incubar la mezcla durante 10 min a 65°C.

8. Anfiadir 700 pl de SEVAG (cloroformo:isoamilico 24:1), mezclar suavemente (vortex 1 seg)
e incubar durante 30 min a 0°C.

9. Centrifugar 10 min a 4°C a 15000 x g y transferir 650 pl de la fase acuosa a un nuevo tubo.

10. Anfadir 325 pl acetato aménico 5M, mezclar suavemente y congelar a -70°C al menos 30
min.

11. Dejar descongelar y centrifugar 10 min a 4°C a 15000 x g.

12. Transferir 900 pl del sobrenadante a un tubo nuevo e incubar con RNAsa (2ul RNAsa
(Roche, IN, U.S.A.) 10 mg/ml en tampon Tris-HCI 10 mM pH 7,5, NaCl 15 mM.), durante
15 min a 37°C.

13. Anadir 0,55 vol de isopropanol para precipitar el DNA, mezclar invirtiendo el tubo varias
veces Yy centrifugar inmediatamente durante 10 min a 15000 x g.

14. Decantar el sobrenadante con cuidado y lavar el DNA sedimentado 2 veces con etanol al
70%.

15. Retirar con cuidado todos los restos de etanol, secar y resuspender el DNA en 100 pul de

agua estéril.

11. Reacciones de PCR

En las reacciones de amplificacion a partir de DNA gendmico de B. cinerea, se utilizo
de manera rutinaria la polimerasa Taq (GenScript), siguiendo la pauta que se detallaen la Tabla

2y con los cebadores que se recogen en la Tabla 3.
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Tabla 2. Condiciones utilizadas en las reacciones de PCR

Parejas de cebadores

Xyl-FW / Xyl-RV

EndOIliC-FW / PpcTGluc-RV

NC de ciclos | Descripcion Temperatura | Duracion Temperatura = Duracion
P (°C) (segundos) (°C) (segundos)
1x Desnaturalizacion | 95 30 95 30
Desnaturalizacion | 95 15 95 15
10x Anillamiento 54 30 46 30
Extension 68 30 68 45
Desnaturalizacion | 95 ég 95 ;g
20x Anillamiento 54 54
oy 30+ 1 extra 45 + 1 extra
Extension 68 . 68 .
en cada ciclo en cada ciclo
1x Extension extra 68 10 min 68 10 min
1x 18 indefinido 18 indefinido
Tabla 3. Relacion de cebadores utilizados en este trabajo
Cebadores Secuencia (5° —3°)
Xyl-FW TCTTCACAATGGTTTCTGCATC
Xyl-RV TTAAGAAACAGTGATGGAAGCG
EndOIliC-FW TTCCCATCATCCATCTCC
PpcTGluc-RV TTCCTCAGCCATAATCCTTC

12. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para estimar la cantidad de plasmido presente en las muestras, es necesario llevar a cabo

una electroforesis de las mismas. Las muestras se mezclaron con 1/10 de tampdn de carga 10x

(azul de bromofenol al 0,25%, EDTA 10 mM, sacarosa al 40%) y se fraccionaron en geles de

agarosa a una concentracion del 0,7% (p/v), utilizando tampon TAE (Tris-acetato 40 mM pH

8, EDTA 0,05 M) como tampdn de cdmara. Las electroforesis se realizaron a una diferencia de

potencial de 100 V y las bandas de DNA se visualizaron con GelRed (Biotium). El tamafio de

los fragmentos de ADN se determind comparando su patron de migracién con la de marcadores

de tamafio conocido (DNA Molecular Weight Marker XVII, para fragmentos superiores a 500

pb, 6 X, para fragmentos de ADN inferiores a este tamafio (Roche, IN, U.S.A.).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Analisis bioinformético de las endo-p-1,4-xilanasas de la familia 10 y 11
secretadas por el hongo B. cinerea

En un trabajo previo en nuestro laboratorio, se analizd el indice de conservacion de cada
uno de los residuos de aminoacidos de cada una de las secuencias de las 5 xilanasas secretadas
por B. cinerea, encontrandose en las enzimas de las dos familias cuatro regiones muy
conservadas, todas ellas probablemente formando parte del centro activo o préximas a este
(Garcia, 2015). En el presente trabajo se decidio analizar con mas detalle las posibles regiones

funcionales conservadas en las 5 enzimas.

El analisis de las 5 secuencias con los servidores Pfam y Prosite permitié localizar los
dominios caracteristicos de las familias GH10 (PF00734) y GH11 (PF00457), segun el servidor
Pfam, que contienen los dos residuos de glutdmico conservados del centro activo (Fig. 4) y
caracteristicos de las proteinas pertenecientes a estas dos familias (Collins et al., 2005). En las
dos xilanasas de la familia GH10 y en BcXyn11C, se identificaron sendos dominios de unién a
carbohidratos (PF00734) (Fig. 4). En los tres casos, estos dominios de unién se identificaron
como tipicos de la familia 1, que se caracterizan por agrupar dominios de 36 aminoacidos y con

4 residuos de cisteina conservados.

Solo BcXynllA ha sido identificada experimentalmente en el secretoma de B. cinerea
(Espino et al., 2010), por lo que se analizo el resto de las secuencias con el servidor SignalP
4.1 para identificar posibles secuencias sefial, responsables del envio de cada una de ellas a la
ruta de secrecién. En todos los casos, se predice una secuencia sefial tipica, de entre 17 residuos

de aminoéacidos en el caso de BcXynl0B y 22 residuos, en el caso de BcXyn10A (Fig. 4).

Ademas, se han identificado los posibles sitios de N-glicosilacion y O-glicosilacion,
utilizando los servidores NetNGlyc 1.0 y NetOGlyc 4.1, respectivamente, en las cinco xilanasas.
En todas las proteinas, salvo en BcXynl10B y BcXynl11A, se predice al menos un posible lugar
de N-glicosilacion, siendo BcXyn10A en la que se predice un mayor numero de ellos. Los
posibles lugares de O-glicosilacion fueron mucho mas numerosos en las 3 enzimas que
contienen un dominio de unién a carbohidratos, concentrandose la mayor parte de estos lugares
en la region bisagra que conecta el dominio de unidn a carbohidratos con el catalitico (Fig. 4).

Asi, en BcXynl10A y BcXynl0B, el numero de posibles O-glicosilaciones oscilo entre 27 y 55,
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respectivamente, mientras que entre las enzimas de la familia 11, BcXyn11C fue la proteina en

la que se predicen mayor nimero de este tipo de glicosilaciones (17 sitios).

A
BcXyn10A _Uémm M ! Sl lﬂ' Jl 30aa
BchnlOB I ' ' ' ﬂ:l[lM

B
BcXyn11A Ll | I |
BcXyn11B Ly ) p— | | —

BcXyn11C _ Iy VG ! LMM_@-

Figura 4.- Esquemas de las secuencias de las 5 xilanasas secretadas por B. cinerea. A)
BcXyn10A y BcXyn10B, indicAndose el dominio tipico de la familia 10 de las glicosil hidrolasas
(GH10). B) BcXyn11A, BcXynl1B y BeXyn11C, indicAndose el dominio tipico de la familia 11 de
las glicosil hidrolasas (GH11). “ dominio de uni6n a carbohidratos tipo 1; ¥, posibles sitios de
N-glicosilacion; ¥, posibles sitios de O-glicosilacion; ¥, residuos de glutdmico conservados del
centro activo; ¥, lugar de corte de la secuencia sefial.

La presencia de estos dominios de unidn a carbohidratos ha sido descrita en numerosas
xilanasas, tanto de la familia 10 como de la familia 11 (Ali et al., 2001; Anbarasan et al., 2010;
Leskinen et al., 2005; Meissner et al., 2000), y su papel parece estar relacionado con la
interaccion con el sustrato, facilitando su degradacién. También, la presencia de gran cantidad
de residuos O-glicosilados en la region que conecta este dominio con el dominio catalitico se
ha descrito en numerosas xilanasas y se ha relacionado con un posible papel en la proteccion
frente a proteasas y, mas recientemente, en la union del sustrato a la enzima (Anbarasan et al.,
2010; Payne et al., 2013).

Por otra parte, se utilizd el servidor Protparam para obtener informacion sobre
pardmetros fisico-quimicos de cada una de las enzimas, tales como el peso molecular, el punto
isoeléctrico o el indice alifatico. En la Tabla 4, se recogen los datos estimados para las cinco
proteinas, tanto para las secuencias proteicas con sus secuencias sefial como para las proteinas
maduras, una vez han sido procesadas y se ha eliminado la secuencia sefial. Como era de
esperar, para las dos xilanasas de la familia 10 se predice un tamafo que casi llega casi a
duplicar al peso molecular de las xilanasas de la familia 11. Al analizar los valores de los puntos
isoeléctricos, 2 de las xilanasas maduras presentan pl basicos (BcXynl0A y BcXynllA),
mientras que para las 3 restantes se predicen pl que oscilan entre 5,76 y 4,51. Destaca en este
aspecto, el cambio significativo que se produce en el valor del pl de BcXyn11C, que de 7,49
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como pre-proteina, pasa a 5,76 en la proteina madura. También se estimo el indice alifatico
para cada una de las secuencias (Tabla 4), que se define como el volumen relativo ocupado por
las cadenas laterales alifaticas de los residuos alanina, valina, isoleucina y leucina, y que esta
relacionado con la termoestabilidad de las proteinas globulares (Ikai, 1980) y, por tanto, con su
solubilidad (Idicula-Thomas y Balaji, 2005). En todos los casos, los valores del indice alifatico
de las 5 xilanasas fueron altos, sugiriendo que todas ellas serian proteinas solubles en el medio

extracelular.

Tabla 4. Prediccion de distintos pardmetros fisicos y quimicos de las 5 xilanasas secretadas por
B. cinerea. El servidor utilizado fue Protparam. Se realizaron predicciones para las proteinas con
secuencia sefial y para las proteinas maduras sin secuencia sefial.

Con secuencia senal Proteina madura
N°aa® PM (Da)® pl° IAC N°aa®  PM (Da)® pl¢ 1A
BcXynl0A 388 40944 7,02 81,06 366 38675 713 76,83
BcXynl0B 487 51274 4,96 85,56 470 49452 4,88 8243
BeXynllA 227 23824 7,80 6577 208 22046 8,04 59,09
BeXynllB - 222 23761 4,51 75,90 203 21789 451 70,99
BeXynllC 281 29435 | 7,49 50,68 262 27355 5,76 43,93

a Ndmero de residuos de aminoécidos. ° Peso molecular en daltons. ¢ Punto isoeléctrico. 9 indice alifatico

Estos datos seran utiles para la identificacion de las xilanasas en los zimogramas de los
secretomas de las distintas cepas de Botrytis estudiadas en este trabajo. Se debe tener en cuenta,
que el alto grado de glicosilacion de alguna de ellas podria modificar notablemente el peso

molecular aparente y, por tanto, su localizacion en los geles de acrilamida.

2. Optimizacion de la deteccion por zimograma de las xilanasas secretadas por B.
cinerea

Antes de llevar a cabo el analisis de la actividad xilanasa, primero se busco determinar
gué método de precipitacion es el mas adecuado para obtener mayor cantidad de proteinas

totales a partir de los secretomas del hongo.

Para ello, se crecio la cepa silvestre B05.10 en medio CD suplementado con xilano al
1% durante 72h y alicuotas de 3 ml del sobrenadante del cultivo fueron precipitadas siguiendo
distintos solventes organicos: precipitacion con metanol-cloroformo, con acetona, con
tricloroacético y realizando una doble precipitacion con tricloroacético y metanol-cloroformo.
Las proteinas precipitadas fueron fraccionadas por electroforesis en geles de poliacrilamida con

SDS y fueron detectadas en los geles por tincion con azul de coomassie coloidal.
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Los resultados mostraron que el rendimiento en todos los casos fue muy bajo,
destacando la precipitacion con metanol-cloroformo como la técnica ligeramente mas eficaz y
el uso de acetona como la que mayor pérdida de proteinas provoco (Fig. 5A). Posiblemente, la
razén del bajo rendimiento obtenido en todos los casos sea la gran cantidad de polisacaridos
que B. cinerea secreta durante su crecimiento (Manteau et al., 2003; Stahmann et al., 1995) y
que, en la mayoria de las ocasiones, co-precipitan con las proteinas en los protocolos ensayados.
De hecho, las muestras que se cargaban en los pocillos de los geles de electroforesis eran muy

viscosas, haciendo muy dificil su manipulacion.
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Figura 5.- Analisis comparativo de los distintos métodos ensayados para precipitar las proteinas
secretadas por B. cinerea. Medio minimo suplementado con xilano al 1% fue inoculado con 10° conidias
por ml de la cepa silvestre B05.10 y los cultivos se mantuvieron por 3 dias a 20°C. Al cabo de este tiempo,
alicuotas de 1,5 ml del sobrenadante del cultivo fueron precipitadas con tricloroacético y metanol-cloroformo
(TCA+MC), tricloroacético (TCA), acetona (ACT) y metanol-cloroformo (MC). Las proteinas fueron
fraccionadas por SDS-PAGE, tal y como se describe en la seccion “Material y Métodos™ y los geles fueron
teflidos con coomassie coloidal (A) o fueron revelados para detectar la actividad xilanasa con rojo congo (B).
MWM: marcadores de peso molecular.

El mejor rendimiento del uso de metanol-cloroformo como método de precipitacion de
las proteinas secretadas por B. cinerea, también ha sido descrito en la precipitacion de los
secretomas de Aspergillus fumigatus (Srivastava A K, 2015). Por otro lado, la precipitacion,
por ejemplo, de las proteinas del plasma humano, ha sido mas eficiente con tricloroacético y
acetona (Jiang et al., 2004). Recientemente, se ha publicado un estudio comparativo de distintos
protocolos de extraccion y precipitacion de proteinas a partir de diferentes tejidos de Cajanus
cajan, una leguminosa arbustiva, concluyendo que la eficacia de estos métodos depende

estrictamente de los constituyentes metabolicos de los tejidos (Singh et al., 2015).

Por otro lado, también se valoro si con los 4 métodos de precipitacion ensayados se
podia recuperar con la misma eficacia la actividad enzimatica de las xilanasas cuando las
proteinas precipitadas eran fraccionadas por electroforesis desnaturalizante y renaturalizadas

en los geles por incubacion con Triton X-100, para llevar a cabo la técnica del zimograma (Fig.
18
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5B). En todos los casos, salvo en las muestras obtenidas por precipitacion con acetona, se
observaron dos unicas bandas de hidrolisis del xilano, que corresponderian aproximadamente,
con proteinas de 31 y 24 kDa, respectivamente. De nuevo, la intensidad de las zonas de
hidrélisis del sustrato fue ligeramente mas intensa en el caso de las proteinas obtenidas por
precipitacion con metanol-cloroformo. Tal y como se recoge en el apartado anterior, los pesos
moleculares estimados para las xilanasas maduras fueron de 38,6, 49,4, 22, 21,7 y 27,3
respectivamente para BcXynl10A, BcXynl0B, BcXynllA, BcXynllBy BeXynl11C, por lo que
las dos bandas de hidrolisis podrian corresponder a BcXyn11C y BcXynl1A, respectivamente.
Estas dos proteinas pertenecen a la familia 11 de las glicosilhidrolasas, sus pl son muy dispares
(5,7 para la primera y 8,04 para la segunda) y s6lo una de ellas contiene un dominio de unién a
carbohidratos en su secuencia. El hecho de que solo se detecte actividad para ambas proteinas

no se debe, por tanto, a caracteristicas comunes que el resto de las xilanasas carezcan.

Ante los resultados obtenidos, se decidié modificar las condiciones del zimograma con
la esperanza de que estos cambios permitieran detectar mayor nimero de Xilanasas en los geles.
En este caso, una vez fraccionadas las proteinas por SDS-PAGE, los geles fueron incubados 3
horas en Triton X-100 al 2,5% y 24 horas en tampon citrato con el objetivo de introducir
cambios significativos en las condiciones de renaturalizacion de las proteinas. Sin embargo, al
tefiir con rojo congo no se observo ninguna banda de hidrolisis (datos no mostrados). Se decidié
entonces fraccionar las proteinas por electroforesis en condiciones nativas, tal y como se
describe en “Material y Métodos”, pero tampoco en este caso se pudo mejorar los resultados

conseguidos previamente (datos nos mostrados).

La ausencia en los geles de las zonas correspondientes a las dos xilanasas de la familia
10 pudiera deberse a que, o bien la concentracion de estas proteinas en los sobrenadantes es
muy baja, o que el paso de renaturalizacion no es el adecuado para este tipo de proteinas y no
Ilegan a ser activas. Sin embargo, xilanasas de esta misma familia secretadas por Penicillium
oxalicum GZ-2 (Liao et al., 2015) o Aspergillus nidulans (Ribeiro et al., 2014) han sido
detectadas en los geles siguiendo protocolos similares al utilizado en el presente trabajo. Por
todo ello, la primera hipdtesis, es decir, la baja concentracion de estas proteinas en los
sobrenadantes de los cultivos de B. cinerea, podria ser la causa de que no se detecten en los
zimogramas. Se decidio, entonces, modificar las condiciones de cultivo del hongo con el fin de

intentar inducir una mayor expresion de estas proteinas por el hongo.
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3. Optimizacion de las condiciones de crecimiento de B. cinerea

3.1. Valoracion del efecto del pH del medio en la secrecion de las xilanasas de B.

cinerea

En esta ocasion, la cepa silvestre fue crecida en Gamborg B5 suplementado con xilano
al 1%, pero se tampond el medio a pH 5 con tampdn citrato/citrico 50 mM y a pH 6 con tampon
fosfato 50 mM. Las conidias fueron germinadas durante 3 dias y alicuotas de 1,5 ml de los
sobrenadantes fueron tratadas con metanol-cloroformo y las proteinas precipitadas fueron
fraccionadas por SDS-PAGE. De nuevo el rendimiento al precipitar proteinas no fue demasiado
alto (Fig. 6A), pero se cuantificaron las proteinas totales en cada muestra y se cargaron
cantidades similares en un nuevo gel para llevar a cabo el zimograma y revelar la actividad
xilanasas en los geles (Fig. 6B). Las bandas de hidrolisis del xilano obtenidas, tanto para las
muestras procedentes de los medios tamponados a pH 5 como a pH 6, fueron similares (Fig.
6B) entre si y similares a las obtenidas cuando el hongo se crecié en medi6 sin tamponar (Fig.
5B).
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El pH del medio, es uno de los parametros ambientales mas importantes, que puede
regular la expresion de las proteinas secretadas por varios hongos patégenos. Botrytis cinerea
es capaz de ajustar la composicion de su secretoma en respuesta a diferentes valores de pH del
medio (Gonzélez-Fernandez et al., 2015; Li et al., 2012). De hecho, se ha descrito un aumento
considerable de la expresion de las proteinas implicadas en la degradacién de la pared a pH 6
(Li et al., 2012). Sin embargo, en el presente trabajo, modulando el pH a5y 6 en los medios
suplementados con xilano no se pudo conseguir visualizar un mayor nimero de bandas de
hidrolisis del sustrato en los geles de poliacrilamida, por lo que se decidié modificar en los

medios la fuente de carbono.
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3.2. Valoracion del efecto de la fuente de carbono del medio en la secrecién de las

xilanasas de B. cinerea

La cepa silvestre fue crecida en medio CD suplementada con xilano al 1% y al 0,5%,
las muestras de los sobrenadantes se recogieron a las 12, 24 y 72h después de la inoculacion y
fueron tratadas tal y como se describe en el apartado anterior (Fig. 7). Como segunda estrategia,
se decidio germinar las conidias por 3 dias en CD suplementado con glucosa al 2% y después
de recoger el micelio, se resuspendié en CD esta vez suplementado con Xxilano al 1% vy se
mantuvo por otros 3 dias a 20°C y con agitacion. De nuevo se tomaron alicuotas de los

sobrenadantes y se analizaron por SDS-PAGE y zimograma (Fig. 7).
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Figura 7.- Anélisis de los secretomas de B. cinerea crecido con diferentes fuentes de carbono. Medio
minimo suplementado con xilano (Xyl) al 0,5 y 1%, fue inoculado con 108 conidias por ml de la cepa silvestre
B05.10 y los cultivos se mantuvieron por 12, 24 y 72 horas a 20°C. Al cabo de este tiempo, alicuotas de 1,5
ml del sobrenadante del cultivo fueron precipitadas con metanol-cloroformo. Como segunda estrategia, la
cepa fue crecida primero en minimo suplementado con glucosa al 2% y, después de 3 dias, el micelio fue
inducido en medio minimo suplementado con xilano al 1%, por otros 3 dias (iXyl), Las proteinas fueron
fraccionadas por SDS-PAGE, tal y como se describe en la seccién “Material y Métodos™ y los geles fueron
tefiidos con coomassie coloidal (A) o fueron revelados para detectar la actividad xilanasa con rojo congo (B).
MWM: marcadores de peso molecular.

Los resultados mostraron que el perfil de bandas de hidrolisis de xilano en los
zimogramas no se vio modificado al cambiar las condiciones de crecimiento del hongo con
respecto a la fuente de carbono presente en el medio. Si se aprecia, sin embargo, una mayor
intensidad de las bandas de hidrolisis a lo largo del tiempo, incrementandose desde las 12 hasta
las 72 horas de cultivo (Fig. 7). La germinacion y crecimiento previo del micelio en glucosa y
la posterior induccién con xilano al 1% durante 3 dias, tampoco produjo ningn cambio en el
patron de bandas de hidrolisis en los geles, pero si se detectd una ligera disminucién en la
intensidad de las mismas (Fig. 7). Ante los resultados obtenidos, tanto modificando el pH como
la fuente de carbono en los medios de cultivo de B. cinerea, se decidio elegir el crecimiento en
CD suplementado con xilano al 1% como el mejor medio de los ensayados para valorar las

diferencias entre las cepas silenciadas y la silvestre.
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4. Andlisis de los secretomas de las cepas silenciadas

La gran redundancia detectada entre las proteinas secretadas por B. cinerea (van Kan,
2006), (Espino et al., 2010; Garcia, 2014; Kars et al., 2005) ha obligado a buscar estrategias
alternativas para poder valorar el papel de ciertas proteinas en el ciclo de viday virulencia del
hongo. En nuestro laboratorio, se ha iniciado una linea de investigacion centrada en conseguir
cepas silenciadas para las 5 endo-B-1,4-xilanasas que secreta el hongo a los medios de cultivo
(Garcia, 2015). En la actualidad se dispone ya de cepas transformantes en las que se ha
integrado en el genoma un gen quimérico cuya transcripcion daria lugar a la formacion de
ARNdc especificos para cada uno de los 5 genes, que provocaran el silenciamiento por RNA,
en mayor o menor medida, de todos ellos. Los transformantes inicialmente obtenidos fueron
todos heterocariontes, es decir, todos ellos contenian una mezcla de ndcleos transformados con
la construccién silenciadora y de nucleos silvestres. Por resiembras sucesivas en medio
selectivo y aislamiento de conidias puras, se logré obtener homocariontes de todos ellos, es
decir, cepas en la que la totalidad de sus nacleos contenian la construccién silenciadora (Garcia,
2015). Sin embargo, ha surgido la cuestion de si, en las cepas heterocariontes, la sintesis del
ARNdc por alguno de los nucleos transformados podria ser suficiente para provocar la

degradacion de los ARNm.

Por ello, en el presente trabajo se analizaron los secretomas de las cepas silenciadas
BcXylDT2 y BceXylT2.1, tanto homocariontes como heterocariontes (-Hom y —Het,
respectivamente) cuando fueron crecidas en medio minimo suplementado con xilano al 1%
durante 3 dias (Fig. 8). Las proteinas obtenidas tras la precipitacién con metanol-cloroformo
fueron cuantificadas por SDS-PAGE (Fig. 8A) y se desarrollaron nuevas electroforesis en geles
suplementados con xilano igualando las cantidades de proteinas de todas las muestras, para
detectar las proteinas con actividad xilanasa (Fig. 8B). Al revelar el zimograma se observé que
en ninguna de las cepas silenciadas se consiguié eliminar completamente la actividad xilanasa
en los sobrenadantes, ni siquiera en las cepas homocariontes (Fig. 8B). Sin embargo, en las
cepas BcXyIDT2 si se observo una disminucion considerable de la zona de hidrdlisis con
respecto a la detectada en la cepa silvestre B05.10, que supuso una reduccién del 50%, tanto en
la cepa homocarionte como en el heterocarionte. La cepa BcXylT2 homocarionte, por el
contrario, s6lo mostr6 una reduccién en la zona de hidrdlisis que no alcanzé el 20% respecto a
la cepa silvestre, mientras que la cepa heterecarionte mostro una capacidad de hidrolizar el

xilano similar a la de la cepa B05.10.
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Figura 8.- Analisis de los secretomas de las cepas silenciadas de B. cinerea. Medio minimo suplementado
con xilano (X) al 1%, fue inoculado con 10° conidias por ml de las cepas silvestre B05.10 (B05), BcXyIDT2-
Hom (DT-Ho), BcXylDT2-Het (DT-Het), BcXylT2-Hom (T2-Ho) y BeXylT2-Het (T2-Het) y los cultivos
se mantuvieron por 72 horas a 20°C. Al cabo de este tiempo, alicuotas de 1,5 ml del sobrenadante del cultivo
fueron precipitadas con metanol-cloroformo. Las proteinas fueron fraccionadas por SDS-PAGE, tal y como
se describe en la seccion “Material y Métodos” y los geles fueron tefiidos con coomassie coloidal (A) o fueron
revelados para detectar la actividad xilanasa con rojo congo (B). MWM: marcadores de peso molecular.

Es muy comun que en los ensayos de silenciamiento el grado de reduccion de la
expresion del gen diana sea muy variable entre las cepas transformantes (Patel et al., 2008; Patel
et al., 2010) y ademas, el grado de silenciamiento que se consigue también se ve influenciado
por la estrategia que se ha seguido para inducir la sintesis de ARNdc en el hongo (Espino et al.,
2014). Los resultados gque se han obtenido en el presente trabajo, si bien es cierto que no son
del todo concluyentes porque en los zimogramas el nimero de bandas de hidrdlisis no
corresponde al nimero de posibles endo-B-1,4-xilanasas secretadas por el hongo, también
confirman estas discrepancias en la eficacia de la técnica del silenciamiento dependiendo de la
estrategia utilizada. En el caso de las cepas homocariontes BcXyIDT2 y BcXylT2, el grado de
silenciamiento conseguido oscila entre un 50% en la primera y un 14% en la segunda. Las
estrategias que se han empleado en los dos casos para inducir la sintesis de ARNdc son
totalmente distintas (Fig. 3): en las cepas BcXyIDT2 se ha empleado la estrategia conocida
como “sentido-antisentido”, mientras que en las cepas BcXylT2 se ha utilizado la estrategia
tallo-bucle”. Por otro lado, las cepas heterocariontes que se han ensayado de cada una de las
estrategias (Fig. 8) tampoco se comportan de la misma manera. Los resultados obtenidos
apuntan a que, dependiendo también de la estrategia silenciadora que se utilice y probablemente
de su eficacia para producir el silenciamiento génico, se sigue haciendo necesario el aislamiento

de cepas homocariontes.
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5. Andlisis de la estabilidad de las construcciones silenciadoras en las cepas
transformantes

Como se ha indicado anteriormente, el aislamiento de cepas homocariontes de B.
cinerea requiere de una metodologia compleja y laboriosa, que es insalvable en el caso de
obtencion de cepas mutantes knockout. Sin embargo, para que ocurra el silenciamiento mediado
por ARNdc, podria bastar con que un solo nucleo diera lugar al ARNdc, de manera que la
magquinaria de silenciamiento podria llevar a cabo este proceso. Por otra parte, la estabilidad
intergeneracional de la construccidn silenciadora en el genoma del hongo si que podria suponer
un problema en el caso de cepas heterocariontes, ya que B. cinerea se dispersa mediante esporas
asexuales producidas mediante mitosis, que en Gltima instancia derivan de un solo ndcleo. Por
lo tanto, estadisticamente existe un cierto riesgo de que, tras cada generacién de conidias
producidas en ausencia de presion selectiva, una cierta proporciéon de ellas no contenga la
construccion silenciadora. Sin embargo, este fendmeno no puede ocurrir en el caso de cepas
homocariontes, ya que todos los nucleos contienen el ADN transformante en su genoma.

Para analizar la estabilidad intergeneracional de las construcciones silenciadoras en el
genoma de las cepas transformantes, se seleccionaron dos cepas homocariontes (BcXylT2.1-
Hom y BcXyIDT2-Hom), asi como sus respectivas cepas heterocariontes (BcXylT2.1-Het y
BcXylDT2-Het) y la cepa silvestre (B05.10). Las cinco cepas fueron crecidas o bien en medio
YGG so6lido, o bien en el mismo medio suplementado con los antibidticos necesarios para
mantener la presion selectiva. Tras 7 dias de cultivo, se purificaron conidias de cada una de las
cepas, obteniéndose una primera generacion de conidias. El proceso se repitio tres veces mas,
hasta obtener las conidias de cuarta generacion. Estas conidias se utilizaron para inocular
nuevos cultivos en medio liquido YGG, que se incubaron durante 5 dias para asi obtener micelio
de cada cepa. Finalmente, los cultivos fueron filtrados para recoger el micelio, y se llevé a cabo
el protocolo de purificacion de DNA gendémico. Para confirmar la presencia de ADN genomico
en las muestras, se desarroll6 una electroforesis en gel de agarosa al 0,7% (p/v) (Fig. 9A).

Los resultados muestran que, en todos los casos, se obtuvo gran cantidad de ADN
gendmico, que oscilo entre 2 y 20 g totales en las diferentes cepas. Sin embargo, la calidad
del mismo no fue especialmente buena, lo que se puede apreciar como un rastro en el gel debido
a la degradacion del ADN cromosémico. Este efecto de degradacion se debe posiblemente a
unas condiciones de homogeneizacion del micelio demasiado agresivas, y a la presencia de gran
cantidad de polisacaridos que produce B. cinerea y que son co-purificados cominmente junto
con el DNA genomico (Fig. 9A).
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Para determinar si el ADN genomico presentaba una calidad suficiente para poder ser
utilizado como molde en reacciones de PCR, en primer lugar se amplifico una regién de 750
pb del gen xynlla, que estd presente en todas las cepas, utilizando los cebadores Xyl-FW y
Xyl-RV, y 10 ng de ADN genémico como molde. Los resultados muestran que en todos los
casos se observo el producto de amplificacion de 750 pb (Fig. 9B), lo que indica que el DNA
gendmico presenta suficiente calidad para que pueda ser utilizado como molde en reacciones
de PCR Por lo tanto, se procedié a comprobar si las cepas mantienen la construccion
silenciadora integrada en el genoma tras cuatro generaciones con o sin presion selectiva. Para
ello, se llevo a cabo una PCR con los cebadores EndOlic-FW y PpTGluc-RV, que amplifican
un fragmento de 350 pb correspondiente a la construccion silenciadora Hom_Xyl. Como
control positivo de la amplificacion se utilizo el plasmido pNDN-XYL, que contiene la
construccion silenciadora (Fig. 2y 3). En todos los casos se observé amplificacion del producto
esperado (Fig. 9C), lo que indica que la construccion silenciadora se mantiene en el genoma de

las cepas heterocariontes incluso tras cuatro generaciones sin presion selectiva.
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Figura 9. Analisis de la estabilidad intergeneracional de las construcciones silenciadoras en el genoma
de las cepas transformantes A) Electroforesis en gel de agarosa del ADN gendmico extraido a partir del
micelio de las cepas B05.10 (B05), BcXylDT2-Hom (DT-Ho), BcXylT2-Hom (T2-Ho) y BeXylT2-Het
(T2-Het), crecidas durante 4 generaciones en presencia de presion selectiva (+) o en su ausencia (-). B)
Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion (750 pb) obtenidos por PCR utilizando
10 ng de ADN gendmico de las cepas indicadas y los cebadores Xyl-FW y Xyl-RV. C) Amplificacion de
la construccion silenciadora (350 pb) a partir de 10 ng de ADN gendmico de las cepas indicadas con los
cebadores EndOlic-FW y PpTGluc-RV. MWM: marcadores de peso molecular. Kb, Kilobases. C-, control
negativo, agua.

Estos resultados son de gran utilidad para el futuro, ya que, dependiendo de la estrategia
silenciadora utilizada, se podria utilizar las cepas heterocariontes, al menos para abordar su
analisis fenotipico en cultivo axénico, sin presion selectiva y sin riesgo a que se produzca la

pérdida de la construccién silenciadora.

25



Conclusiones

CONCLUSIONES

1. Las cinco enzimas anotadas en el genoma de Botrytis cinerea como endo-f-1,4-xilanasas
son proteinas integradas en la via de secrecion del hongo, y cuyos pesos moleculares
estimados oscilan entre los 50 y 22 kilodaltons, siendo las dos xilanasas de la familia GH10

las de mayor tamario.

2. En las xilanasas BcXynl0A, BcXynl0B y BcXynllC se ha identificado un posible
dominio de unidn a carbohidratos, unido al dominio catalitico por una region muy rica en
residuos O-glicosilados que posiblemente participa también en la interaccion con el

sustrato y afecta al peso molecular aparente de estas tres enzimas.

3. La precipitacion de las proteinas de los secretomas del hongo crecido en medio minimo
suplementado con xilano al 1% fue mas eficaz utilizando el método del metanol-
cloroformo, pudiéndose identificar al menos dos xilanasas de la familia 11 utilizando la

técnica del zimograma.

4. El silenciamiento por RNA de las xilanasas producidas por Botrytis cinerea se presenta
como una técnica que da lugar a cepas silenciadas genotipicamente estables y que requiere
del aislamiento de cepas homocariontes dependiendo del tipo de estrategia silenciadora

utilizada.

26



Conclusiones

CONCLUSIONS

1. The five enzymes annotated in the Botrytis cinerea genome as endo-f3-1,4-xylanases are
integrated into the fungal secretory pathway, and their estimated molecular weights range

between 50 and 22 kilodaltons, being the two GH10 family xylanases the larger ones.

2. A potential carbohydrate binding domain has been identified in BcXyn10A, BcXyn10B
and BcXynllC xylanases, attached to the catalytic domain by a region rich in O-
glycosylated residues, possibly involved in the interaction with the substrate and affecting
the apparent molecular weight of these three enzymes.

3. Precipitation of proteins contained in the secretome of the fungus grown in minimal
medium supplemented with 1% xylan was more effective using the methanol-chloroform
protocol and allowed to identify at least two family 11 xylanases using the zymogram

approach.

4. The silencing of Botrytis cinerea xylanases appears as a technique which results in
genotypically stable silenced strains and requires isolation of homokaryotic strains

depending on the strategy used to induce the RNA silencing.
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