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CARACTERIZACION DEL SISTEMA PROTEOLITICO DE Moniliophthora roreri,
CAUSANTE DE LA MONILIASIS DEL CACAO.
Claudia Garcia Hernandez, MC.
Colegio de Postgraduados, 2007.

El presente trabajo constituye el primer reporte sobre el estudio del sistema proteolitico
del hongo Moniliophthora roreri, agente causal de la moniliasis del cacao. El trabajo
inicié con la identificacion de la cepa aislada a partir de frutos de cacao infectados. La
amplificacion y secuenciaciéon de un fragmento del gen 18S rDNA, permitié la
identificacion molecular de la cepa aislada como M. roreri, designada como MRO1. A
continuacién, se evalué el crecimiento celular de M. roreri en los medios de cultivo
liquidos mineral y V8 enriquecido, indicando que en este Ultimo se obtiene mayor peso
seco en mg mL™'. La determinacién de los niveles de las actividades proteoliticas de
aspartil proteasa (mrAP), aminopeptidasa (mrAPE), carboxipeptidasa (mrCP) vy
dipeptidil aminopeptidasa (mrDAP), fue evaluada siguiendo las cinéticas de produccion
de proteasas desde las 0 hasta las 144h de incubacién. Dichas determinaciones se
realizaron a partir de extractos enzimaticos obtenidos de la fraccion intracelular y
extracelular empleando sustratos especificos. En ambos medios ensayados, se
encontr6 actividad enzimdtica intracelular y extracelular de mrAP, mrAPE, mrDAP vy
mrCP las cuales podrian participar en diversos eventos celulares, y en el caso
especifico de las proteasas extracelulares, podrian participar en la fitopatogénesis de
M. roreri. Los ensayos con diferentes inhibidores especificos, indicaron que es probable
que cada una de las actividades enzimaticas de mrAP, mrAPE, mrDAP y mrCP, sean
codificadas por multiples genes, como se ha descrito en otros hongos. Los ensayos de
localizacién subcelular indicaron que a nivel intracelular las enzimas mrAPE y mrDAP
se encuentran asociadas mayoritariamente a la fraccion citoplasmica, mientras que la
mrCP se encuentra asociada mayoritariamente a la fraccibn membranal, en ambos

medios de cultivo.

Palabras clave: Moniliophthora roreri, moniliasis, proteasas, proteasas secretadas,

metaloproteasas.



CHARACTERIZATION OF THE PROTEOLYTIC SYSTEM OF Moniliophthora roreri,
CAUSING FROSTY POD ROT OF COCOA (MONILIASIS DISEASE).
Claudia Garcia Hernandez, MC.

Colegio de Postgraduados, 2007.

The present work is the first report on the study of the protelic system of the
phytopathogenic fungus Moniliophthora roreri causing frosty pod rot (moniliasis
disease). The work beginning with the identification of the isolated strain from infected
cocoa pods. The amplification and sequencing of a fragment of the gene 18S rDNA,
allowed to the molecular identification of the isolated strain as M. roreri, designated as
MRO1. Later, the cellular growth of M. roreri was evaluated in mineral and enriched V8
liquid medium, indicating that in this last, one greater dry weight in mg mL™ is obtained.
The determination of the levels of the proteolytic activities of aspartil protease (mrAP),
aminopeptidase (MrAPE), carboxypeptidase (mrCP) and dipeptidil aminopeptidase
(mrDAP), was evaluated following the kinetic production of proteases from the 0 to 144
h of incubation. These determinations were made from enzymatic extracts obtained of
the intracellular and extracellular fraction using specific substrates. In both tried media,
was intracellular and extracellular enzymatic activity in mrDAP mrAP, mrAPE, mrDAP
and mrCP, in M. roreri which could participate in diverse cellular events, and in the
specific case of the extracellular proteases, could participate in the pathogenesis
process. The tests with different specific inhibitors indicated that it is probable that each
one of the enzymatic activities of mrAP, mrAPE, mrDAP and mrCP, are codified by
multiple genes, since has been described in other fungi. The tests of subcellular location
indicated that at intracellular level the enzymes mrAPE, mrDAP are associate mainly to
the citoplasmic fraction, whereas mrCP is associate mainly to the membranal fraction, in
both means of culture.

Key words: Moniliophthora roreri, cocoa, frosty pod rot, proteases, secreted proteases,
metalloproteases.
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ABREVIATURAS

A: Adenina.

Ala-Pro-p-NA: Alanina-Prolina-para-Nitroanilida.

C: Citosina.

EDTA: Acido etilendiamino tetracetico.

G: Guanina.

Lys-p-NA: Lisina-para-Nitroanilida.

kb: kilobase.

mrAP: Actividad proteolitica de M. roreri sobre el sustrato hemoglobina desnaturalizada
a pH &cido.

mrAPE: Actividad proteolitica de M. roreri sobre el sustrato Lys-p-NA.
mrCP: Actividad proteolitica de M. roreri sobre el sustrato Ala-Pro-p-NA.
mrDAP: Actividad proteolitica de M. roreri sobre el sustrato N-Bz-L-Tir-p-NA.
Umg™: Actividad especifica en unidades por miligramo de proteina.

mL: mililitro.
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N-Bz-L-Tir-p-NA: Benzoil-L-Tirosina-para-Nitroanilida.

pb: Pares de bases nucleotidicas del DNA.

SDS: Lauril sulfato de sodio.

T: Timina.

Tris-HCI: Trishidroximetil-aminometano-HCI.

YNB: Base nitrogenada de levaduras.

PMSF: Fenilmetanosulfonil fluoruro.



CAPITULO |
INTRODUCCION.

1.1 INTRODUCCION GENERAL.

El cacao (Theobroma cacao L.) pertenece a la familia Sterculaceae y es la Unica
especie cultivada comercialmente; sus granos secos se emplean para la produccion de
chocolate y la extraccion de manteca de cacao. Esta ampliamente distribuido en 57
paises de las regiones tropicales humedas del mundo. La produccién mundial de cacao
para el ciclo 2005/2006 fue de 3.6 millones de toneladas con un aumento un 6%
respecto al ciclo anterior. Los diez principales paises productores son Costa de Marfil,
Ghana, Nigeria y Camertn en el oeste de Africa, Brasil, Ecuador y Colombia en
América del Sur; ademas de Indonesia, Malasia y Papua Nueva Guinea en el sureste
Asiatico(ICCO, 2007). El mercado de grano seco fermentado es un mercado libre
regido por la ley de la oferta y la demanda, razén por la cual sufre de fuertes

variaciones de precio de un afno al otro.

La importancia actual del cacao en México se basa en que es el primer pais que
cultivé esta especie de Theobroma, ya que los Mayas lo introdujeron desde su centro
de origen, en la selva tropical humeda del alto Amazonas, a Mesoamérica antes de la
llegada de los espafoles (Cuatrecasas, 1964).

Existen diversos factores que limitan el cultivo del cacao, entre los cuales se
encuentran: la edad avanzada de las plantaciones, la edad avanzada de los
productores, el bajo manejo agronémico del cultivo y la presencia de plagas y
enfermedades, las cuales provocan pérdidas consideradas de importancia econémica
(Lopez, et al., 1996). Entre las enfermedades presentes en Tabasco, actualmente la
moniliasis del cacao causada por el hongo Moniliophthora roreri Cif. Evans et al, que es
de reciente ingreso a Meéxico, esta considerada como uno de los problemas
fitosanitarios mas destructivos del cual se tiene memoria en el agrosistema cacao. Su
presencia en distintos paises del Sur y Centro América, ha causado serios danos a la
produccién y ha propiciando el cambio del uso del suelo (Phillips-Mora, 2004).



El primer reporte de la moniliasis en México fue sefalado en marzo de 2005, sin
embargo, se cree que la llegada de la enfermedad se dio desde el ano anterior
(Phillips-Mora et al., 2006). Esta enfermedad se encuentra distribuida en la mayoria de
las comunidades productoras de cacao de los 10 municipios cacaoteros de Tabasco
(Ortiz et al., 2006) Algunos autores han informado que la moniliasis es dos veces mas
destructiva que la mazorca negra (Phytophthora spp.) (Desrosiers y Suéarez, 1974),
mas danina (Orellana, 1954) y mas dificil de controlar que la escoba de bruja
(Ardnzazu, 2000). En Colombia, donde las tres enfermedades mencionadas estan
presentes en casi todas las areas cacaoteras, Aranzazu (2000) indica que la moniliasis
continda siendo la enfermedad mas importante en el pais. Esta enfermedad bien
manejada produce perdidas del 30%, sin embargo, en condiciones favorable las
pérdidas ascienden al 100% (Phillips-Mora, 2004).

El control de esta enfermedad se basa en dos estrategias fundamentales, una es la
reduccion del inéculo de la plantacién realizada mediante podas fitosanitarias y el
manejo de mazorcas enfermas eliminadas de la plantacién, la otra es complementar
esta con el manejo de condiciones ambientales con el fin de mantener en las
plantaciones de cacao condiciones desfavorables para la presencia de la enfermedad
(Mdjica et al.,, 2007). Para conseguir lo anterior, se realizan practicas culturales de
reduccion de la altura de plantas, reduccion del nivel de sombra, mantenimiento del
drenaje y el control de la maleza, (Phillips-Mora, 2004; Arévalo et al., 2000). El control
quimico como estrategia Unica de manejo no ha sido econémicamente rentable; la
resistencia genética y el control biolégico requieren aun de estudios para tener
alternativas viables para establecer un manejo integrado mas eficiente (Phillips-Mora,
2004). Sin embargo, los resultados al término de la cosecha dependen de la

oportunidad con que se realizd dicho manejo.

La moniliasis constituye un factor importante de infeccién en las plantaciones de cacao,
debido a que los seres humanos son los agentes mas efectivos de diseminaciéon a
largas distancias, dado que el hongo esta muy bien adaptado a este método indirecto
de diseminacién (Evans, 1986), aunado a que sobre las plantaciones afectadas, existe



una presencia permanente de esporas de M. roreri, flotando en el aire, por lo que la
infeccion de los frutos puede ocurrir en cualquier momento mientras exista tejido
susceptible y condiciones ambientales favorables. La regulacion del microambiente ha
sido una de las practicas mas recomendadas para el combate de la moniliasis (Phillips-
Mora, 2004).

Los esfuerzos principales para evitar la dispersion de la infeccion hacia areas nuevas,
deben enfatizar la educacién de la poblacion sobre el reconocimiento de la
enfermedad, asi como los riesgos que tienen la movilizacién de materiales de cacao de

un sitio a otro (Meléndez y Somarraba, 1999).

Caracterizar el sistema proteolitico de M. roreri es de importancia debido al papel que
juegan las proteasas, que son enzimas que hidrolizan proteinas y polipéptidos, lo que
da como resultado la produccion de péptidos mas pequefios y aminoacidos. (Hirsch et
al., 1989). La protedlisis juega un papel clave en el control de diversas funciones
fisioldgicas, como la digestion de proteinas, maduracion de hormonas, respuesta
inmune, inflamacion, coagulacion, fertilizacion, germinacion y otros procesos
morfogénicos (Holzer y Heinrich, 1988). Algunas proteasas juegan un papel importante
en la esporulacion, la germinacion, la patogenicidad de diversos microorganismos y
pueden participar en la regulaciéon post-traduccional (Yuan y Cole, 1989; Vartivarian,
1992; White y Agabian, 1995 y Suarez et al., 1981).

Tomando en consideracion la importancia de las proteinas como enzimas, asi como
constituyentes de las membranas celulares y como componentes estructurales de las
células vegetales, su degradacién por enzimas proteoliticas, que son secretadas por
los fitopatdégenos, afecta considerablemente la organizacion y el funcionamiento de las
células hospedantes (Agrios, 1998). Asi, el conocer las proteasas enddgenas del hongo
M. roreri, permitird inferir la participacion de dichas proteasas durante la

fitopatogénesis.



Por lo anterior, en el presente trabajo se planteo como objetivo general caracterizar al
hongo M. roreri agente causal de la moniliasis en cacao, a través de su identificacidén
molecular y de la caracterizacién bioquimica de sus proteasas, para lo cual, la
iinvestigacion se inicid con la identificacion molecular de la cepa MRO1 del hongo
aislado a partir de mazorcas de cacao con sintomas de moniliasis, provenientes de una

plantacion de cacao, localizada en Pichucalco, Chiapas.

Se comparo la secuencia de un fragmento del gen 18S rDNA de la cepa MRO1, con las
secuencias de DNA de genes 18S rDNA de hongos relacionados depositadas en la
base de datos de la NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Se realizaron cuatro ensayos
en los medios mineral y V8 enriquecido, primero se determiné la produccion de
biomasa de M. roreri, para construir las curvas de crecimiento celular, el cual fue

reportado como mg de peso seco mL™.

Posteriormente, en el segundo ensayo se siguieron las cinéticas de produccion de
proteasas a las 0, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 h de incubacion, para determinar los
niveles de las actividades proteoliticas de aspartil proteasa (mrAP), aminopeptidasa
(mrAPE), carboxipeptidasa (mrCP) y dipeptidil aminopeptidasa (mrDAP), en la fracciéon
intracelular y extracelular, obteniéndose asi la actividad enzimatica especifica.

En un tercer ensayo se determinéd la localizacién subcelular de las proteasas, para lo
cual se obtuvo un sobrenadante y precipitado que corresponden a la fraccién soluble o
citoplasma y la fraccion membranal, respectivamente. Finalmente, en el cuarto ensayo,
las actividades enzimaticas de mrAPE, mrDAP, mrCP y mrAP de M. roreri, fueron
probadas con diferentes inhibidores de proteasas como el EDTA, pefabloc SC, 1-10,
fenantrolina, pepstatina A, bestatina y PMSF.

La actividad enzimatica especifica (Umg”' de Proteina total), fue reportada en
combinacioén con la proteina total, contenida en el extracto enzimatico de los medios de

cultivo.



1.2 OBJETIVO GENERAL.
Caracterizar al hongo Moniliophthora roreri agente causal de la moniliasis en cacao, a
través de su identificacion molecular y de la caracterizacion bioquimica de sus

proteasas.

1.3 HIPOTESIS GENERAL.

Moniliophthora roreri se encuentra infectando plantaciones de cacao y puede ser
diagnosticado mediante pruebas moleculares. Debe haber proteasas porque se
requieren para procesos bioldgicos fundamentales, y éstas pueden estar implicadas en

su proceso de patogénesis.

1.4 ESTRUCTURA DE LA TESIS.

El presente trabajo esta organizado en cinco capitulos, en el CAPITULO | se hace una
introduccion general y se describen los objetivos e hipotesis generales perseguidos en
el trabajo. En el CAPITULO Il se presenta la revisién de literatura presentando las
generalidades de M. roreri, los principios de la PCR como herramienta de estudio en la
clasificacion e identificacion de hongos y generalidades sobre las proteasas. En el
CAPITULO III: Identificaciéon molecular de M. roreri causante de la moniliasis del cacao
(Theobroma cacao L), se describen las metodologias empleadas para la identificacion
molecular de M. roreri. En el CAPITULO IV: Proteasas especificas e inespecificas del
hongo M. roreri: determinacion de los niveles enzimaticos, localizacion subcelular y
efecto de inhibidores especificos bajo diferentes condiciones de crecimiento, se
describen las metodologias empleadas para determinar la localizacién celular de las
proteasas encontradas en los experimentos realizados, asi como el efecto de los
diferentes inhibidores ensayados. Por ultimo, se muestran las conclusiones generales y
las recomendaciones derivadas de los diferentes ensayos realizados en el presente
trabajo.
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CAPITULO Il
REVISION DE LITERATURA.

Il.1. Generalidades de M. roreri.

I1.1.1. Descripcion morfolégica del cultivo de M. roreri in vitro.

M. roreri, crece lentamente sobre agar extracto de malta. Las colonias alcanzan un
didmetro de 8-15 mm después de dos semanas, y muestran un borde levemente
levantado. El crecimiento en forma de tapete de aspecto lanoso a fieltro, de color
salmoén palido a rosa beige, finalmente se vuelve de color beige canela a arcilla, o
localmente café lanoso a chabacano palido. Ocasionalmente, el tapete es de inicio
suave a farinaceo, de color blanco a crema o con matices ocraceos. No produce olor.
En la zona avanzada, la hifa es hialina, de pared delgada, septada y algunas veces es
levemente irregular con hinchamientos de 1.5- 5 micras de ancho. La hifa aérea es de
dos tipos: a) como en la zona avanzada, pero con paredes levemente engrosadas, y b)
hialina densa de color parduzco palido, no septado de 1-1.5 y 2-3 micras de ancho y el
esqueleto raramente ramificado (Evans et al., 1978).

Los conidi6foros ramificados dan lugar a cadenas maduras de conidios. Los conidios
son facilmente separables, de paredes gruesas, color amarillo palido y de color café en
masa, tipicamente globosa a subglobosa, de 6.5-8.0 y de 15-25 micras de didmetro,
algunas veces elipsoides de 8-20 x 5-14 micras, paredes arriba de dos micras de
grosor. Los conidios cilindricos de paredes delgadas también estan presentes y
probablemente se derivan a partir de cadenas inmaduras. Las hifas se sumergen como
en la zona avanzada pero con hinchamientos mas frecuentes. El hongo también crece
y esporula bien sobre tallos lefiosos esterilizados con pérdidas significantes de peso del
sustrato; grumos de color crema compactos, de micelio estéril con gotitas de exudado
amarillo que se forman frecuentemente y los parches rojo purpura compuestos de hifas
rojas pesadamente incrustadas que estan presentes en los cultivos viejos. Las
temperaturas de crecimiento optimas son de 25 a 26°C y maximo 33°C (Evans et al.,
1978).



I1.1.2. Descripcion morfolégica del cultivo de M. roreri in vivo.

Los conidios en germinaciéon, son capaces de penetrar la epidermis de las mazorcas
(Figura 1-a) de cacao en alguna etapa del desarrollo. Estas hifas invaden el tejido
intercelularmente creciendo entre las células del parénquima cortical en forma de
caracteristicas hifas hinchadas de 4-7 um de diametro, enroscadas o grumosas. Las
mazorcas jovenes pueden desarrollar hinchamientos pronunciados (Figura 1-b), pero
los sintomas pueden estar totalmente ausentes hasta la formacién de la lesion, que va
de 45-90 dias después de la penetracién (Figura 1-c). Esta puede ser considerada
como la fase biotrofica (Evans et al., 1977).

La fase necrotréfica (la cual puede ser precedida por maduracion organoléptica
prematura e irregular), desarrolla rapidamente lesiones irregulares de apariencia
chocolate a café oscuro, mismas que se unen gradualmente hasta cubrir la superficie
entera de las mazorcas infectadas. En una etapa tardia, predominan hundimientos
limitados y lesiones de color café oscuro. Un pseudostroma de color blanco a crema,
crece sobre la superficie de la mazorca de 3 a 8 dias después del inicio de la lesion y
pronto se cubre con una densa capa polvorienta de esporas florecientes, que
gradualmente cambian a gris, canela o café (Figura 1-f)(Evans et al., 1978). Este
cambio de color, parece estar asociado con el engrosamiento de la pared conidial,
capacitando a la espora para sobrevivir a la desecacion y reteniendo a la infectividad
por periodos prolongados (Evans et al., 1977).

Los sintomas internos varian con la edad y variedad de la mazorca. Los tejidos en la
camara de los granos pueden ser recolocados y desorganizados por sustancias
acuosas o gelatinosas (Figura 2), de aqui proviene el nombre de pudriciéon acuosa de la
mazorca, pero en otros casos hay una sobreproduccién o compactacién de tejidos,
resultando solamente en una pudricibn humeda o seca. A menudo, los granos se
pegan unos a otros, asi como a la pared interna de la mazorca, haciendo dificil su
remocion. Un pseudostroma grueso de color crema, cubre los tejidos nuevamente
expuesto en 2 o 3 dias e imparte un olor de moho parecido al de los champifiones
(Evans et al., 1978).



11.1.3. Conidiogénesis y estructura septal.

Los intentos por observar la conidiogénesis del hongo, a través de estudios en
diferentes lapsos de tiempo, fracasaron debido al lento crecimiento del hongo en
cultivo. Sin embargo, observaciones en el microscopio de luz y microscopio electrénico
de barrido, indican que la célula conididgena, es inicialmente diferenciada a partir de
una hifa vegetativa, iniciando por el hinchamiento del apice y el desarrollo del conidio
holoblastico primario. Después de la diferenciacion del conidio primario, un segmento
de la hifa fértil bajo su septum basal a menudo se engrosa y diferencia en el préximo
propagalo (Evans et al., 1978).

Todas las conidias son formadas de la misma manera, dando como resultado la
formacion de una cadena de conidios basipetalicamente madura. Con el tiempo, los
conidios tienden a ser redondos por fuera y las paredes se engrosan. Las cadenas
generalmente consisten de 4-10 conidias envueltas dentro de la pared de la célula
conidiégena original. Las conidias son subsecuentemente liberadas por fractura de la
pared celular. Después de la sucesion conidial, restos de paredes pueden estar
adheridos a la conidia (Evans et al., 1978). El micelio vegetativo, contiene septos con
doliporos tipicos como ha sido previamente reportado con hifas de basidiomicetos
(Girbardt,1958; Moore y McAlear 1962).

I.1.4. Nomenclatura y taxonomia.

El agente causal de la moniliasis fue identificado por Smith en 1918, como una especie
del género Monilia. Ciferri y Parodi en 1933, revisaron la taxonomia del hongo y
confirmaron la identificacion temporal hecha por Smith, clasificando al hongo dentro de
la clase Deuteromycetes, orden Hyphales, género Monilia y especie roreri. Evans et al.,
(1978) observaron la presencia de caracteristicas morfolégicas tipicas de los
Basidiomicetes, por lo que propusieron su agrupacion dentro de este grupo y crearon
un nuevo nombre para denominar la especie: Moniliopthora roreri (Evans et al., 1978).
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La ausencia de estructuras sexuales en el hongo impidié una clasificacion taxonémica
mas exhaustiva por casi 25 anos. Usando técnicas moleculares, Phillips-Mora (2003),
recientemente confirmé que el hongo es un Basidiomicete y determin6 que pertenece al
orden de los Agaricales y probablemente a la familia Tricholomataceae. Ademas,
también demostrdé que este hongo es muy cercano genéticamente a Crinipellis
perniciosa, agente causal de la escoba de bruja. Evans et al., (2002) recientemente
propusieron que el nombre Moniliophthora roreri debia ser cambiado a Crinipellis roreri
(Evans et al, 2002); sin embargo, es necesario realizar algunos estudios

complementarios para confirmar la validez de este cambio.

En la base de datos de la National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gov), se encuentra disponible la clasificacién taxonémica que se

indica a continuacion:

Super reino: Eukaryota

Reino: Fungi/grupo Metazoa
Subreino: Dikarya

Phylum: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Subclase: Agaricomycetidae
Orden: Agaricales

Familia: Tricholomataceae
Geénero: Moniliophthora
Especie: roreri

Sinénimo: Crinipellis rorerivar. roreri

I1.1.5. Sintomas de la infeccion.

Los frutos, son los Unicos 6rganos que pueden ser infectados naturalmente por M.
roreri. La infeccion, normalmente ocurre cuando estos son jovenes, y se tornan mas
resistentes cuando maduran. Las esporas se depositan sobre el fruto, germinan si hay
agua o mueren por la radiacidn/desecacion. El periodo de incubacion es largo,

generalmente mayor a un mes. El dafo se extiende internamente conforme los frutos
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crecen, y posteriormente, el organismo emerge a la superficie para esporular. Algunos
frutos que estan muy danados internamente, a veces no muestran evidencias externas
de la enfermedad (infecciones ocultas) (Figura 1-e), pero pueden ser reconocidos
porque pesan mas, debido a que estan llenos de agua por la descomposicion interna

que sufren (Phillips-Mora, 2004).

Los sintomas externos de la enfermedad (Figura 1), inician con la aparicion de
pequenos puntos aceitosos (Figura 1-c) sobre los frutos de 30-45 dias de edad. Estos
puntos usualmente no son detectados hasta que incrementan su tamano, formando
manchas necroticas (manchas chocolate) (Figura 1-d) aproximadamente a los 75 dias
después de la infeccion (Merchan, 1981). Otros sintomas iniciales son la deformacién o
la muerte de frutos pequerios, la cual en algunos casos se puede confundir con la
muerte fisiolégica de los mismos. También es frecuente que algunas mazorcas en
diferentes estados de desarrollo, presentan una maduracién prematura en toda o en
parte de su superficie (Phillips-Mora, 2004).

Aproximadamente 4-5 dias después de la aparicién de las manchas chocolate, sobre
estas se observan los signos del hongo que se caracterizan por la presencia de un
micelio blancuzco que se va tornando un poco mas oscuro conforme las esporas
maduran. Durante las semanas siguientes, los frutos se deshidratan y momifican
gradualmente (Figura 1-f) (Phillips-Mora, 2004).

En el caso de los sintomas internos, el hongo produce una necrosis progresiva de los
tejidos internos (Figura 2). En los estados avanzados de la enfermedad, el interior de
los frutos (los tejidos centrales, la pulpa, las semillas), forma una sola masa compacta
acuosa que es dificil de distinguir en sus partes originales. Sin embargo, dependiendo
del momento en que los frutos fueron infectados, las semillas podrian presentar un

mayor 0 menor nivel de deterioro (Phillips-Mora, 2004).
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Figura 1. Proceso de infeccion de mazorcas de Theobroma cacao L. infectadas con M.
roreri: a) Mazorca sana, b) Gibas o abultamientos sobre el fruto (infecciones
tempranas). c¢) Puntos aceitosos pequefios que crecen hasta formar manchas de
bordes irregulares. d) Madurez prematura (infecciones tardias). e) Manchas chocolate.
f) Esporulacién del hongo sobre las manchas.
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Figura 2. Sintomas internos: descomposicion de xtejidos.

1.1.6. Disponibilidad de tejido susceptible.

El periodo de mayor susceptibilidad de los frutos a ser infectados por M. roreri, ocurre
en las primeras cuatro quincenas de edad, cuando los frutos aun se encuentran tiernos;
sin embargo, siguen susceptibles hasta cerca de los tres meses de edad. La incidencia
de la infeccién, depende no solo de la cantidad de frutos jévenes y sazones, sino que
mas bien esta cantidad depende, inversamente, de la incidencia previa de moniliasis y

de otras enfermedades (Porras y Gonzélez, 1984).

11.1.7. Fuente de inéculo.

Las esporas son los unicos propagalos infectivos de M. roreri, y los frutos, los Unicos
organos capaces de ser naturalmente infectados por ellas. Después de un periodo de
aproximadamente tres meses, los frutos enfermos se secan pero permanecen unidos al
tronco por largo tiempo. Estos frutos, conocidos como “momias”, son la principal fuente
de in6culo y son las responsables de las nuevas infecciones entre los ciclos de

produccién del cacao (Phillips-Mora, 2004).

Las esporas se producen abundantemente sobre los frutos enfermos, en cantidades
que alcanzan 44 millones de esporas/cm? (Campuzano, 1981, citados por Phillips-
Mora, 2004). Asi, un fruto de tamario adulto, puede producir mas de 7,000 millones de
esporas. Los frutos infectados pueden producir varios ciclos de esporulacion. Inclusive
las momias en el arbol o sobre el suelo son capaces de esporular ain cuando estén
muy cerca de su descomposiciéon (Ram, 1989, citado por Phillips-Mora, 2004).
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Después de su liberacién, un considerable numero de esporas se depositan sobre las
copas de los arboles, el tronco, las yemas florales y aun las plantas epifitas, de donde
pueden infectar a los frutos sanos (Ram, 1989, citado por Phillips-Mora, 2004). Los
frutos infectados pueden producir varios ciclos de esporulacion. Aparentemente las
esporas en el suelo o sobre mazorcas en el suelo, no sobreviven mas de tres meses
debido a que son invadidos por microorganismos (Gonzalez, 1981, citado por Phillips-
Mora, 2004).

Porras y Gonzales (1984), reportaron que la infeccion de los frutos tiernos por M. roreri,
esta asociada con un clima humedo, lluvia y un balance calérico (precipitacion/brillo
solar) de alto valor, y también por una alta poblacién de conidios en el medio. Los
andlisis estadisticos indicaron una correlacion altamente significativa y positiva de la
incidencia mensual de la moniliasis con la humedad relativa minima y general (r=
0.6958 y r= 0.6117, respectivamente), con el numero de frutos removidos con sintomas
(r= 0.5156) y significativa con la precipitacion (r= 0.3793). Esto sugiere que el ambiente
saturado, o la presencia de agua favorecen la germinacién de los conidios y el proceso

de infeccién (Porras y Gonzélez, 1984).

11.1.8. Mecanismos de dispersion.

El viento es el principal modo de dispersién de las esporas, aunque también pueden
ser diseminadas por el agua, insectos y otros animales. Las esporas secas, se
desprenden facilmente de las mazorcas mediante cualquier estimulo fisico, y son
llevadas por el viento, el cual puede moverlas a distancias considerables, mientras no
existan importantes barreras naturales. Sin embargo, aunque el hongo esta muy bien
adaptado a la dispersion por el viento, debido a que poseen esporas que se secan con
facilidad y tienen paredes gruesas, se ha sugerido que su movilizacién y sobrevivencia
es limitada por el peso de las mismas y por su susceptibilidad a la radiaciéon solar
(Phillips-Mora, 2004).
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Los seres humanos son los agentes mas efectivos de diseminacién de la moniliasis a
largas distancias, dado que el hongo esta muy bien adaptado a este método indirecto
de diseminacién. El largo periodo de colonizacién del fruto antes de la manifestacion de
sintomas visibles, hace posible que un fruto aparentemente sano, sea transportado

para ser usado como material de siembra u otro propésito (Evans, 1986).

Se deduce que los esfuerzos principales para evitar la dispersion de la enfermedad
hacia areas nuevas, deben enfatizar la educacion de la poblacion sobre el
reconocimiento de la enfermedad y sobre los riesgos que tiene la movilizaciéon de
materiales de cacao, de un sitio a otro. La dispersion a largas distancias puede ocurrir
en dos vias, dentro o sobre frutos enfermos o sobre varetas u otro material vegetativo.
Las esporas pueden facilmente adherirse a estos tejidos y permanecer viable por varios
meses. Los vientos fuertes tales como huracanes y tornados pueden ser agentes de
diseminacion a largas distancias, sin embargo, este papel aun no ha sido esclarecido
(Phillips-Mora, 2004).

Diferentes especies de animales como monos, ardillas, ratas, murciélagos, venados,
pericos y otros tipos de aves, podrian tener un papel importante en la diseminacién de
la moniliasis. Estos animales, podrian favorecer la dispersion del hongo en dos vias:
llevando las esporas sobre sus cuerpos o dentro de sus tractos digestivos o bien,

transportando frutos enfermos o parte de ellos de un sitio a otro (Phillips-Mora, 2004).

El agua, ya sea como lluvia o0 como rocio, es efectiva para liberar pequerias cantidades
de esporas (Evans, 1981). Las esporas que estan flotando en el aire pueden ser
depositadas por la lluvia sobre las copas de los arboles y ser distribuidas a otras partes
del arbol, particularmente al tronco de donde pueden infectar los frutos (Ram, 1989,
citado por Phillips-Mora, 2004).
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11.1.9. Epidemiologia.

No se ha determinado experimentalmente el papel exacto que juega la lluvia, la
humedad relativa y la temperatura en el desarrollo de la enfermedad. Se ha observado
que las lluvias intensas y frecuentes, una humedad relativa alta y un ambiente hiumedo
en la plantacién, proporcionado por sombra excesiva y poca aireacion, favorecen la

frecuencia e intensidad del ataque (Barros, 1977).

Estas condiciones no se pueden generalizar, pues los factores que favorecen la
germinacion y penetracion del hongo (condiciones humedas), son diferentes a los
factores que favorecen la liberacién y diseminacion del indculo (condiciones secas).
Asi, una condicion de alta temperatura (mayor de 26°C) y baja humedad relativa
(menor de 85%), favorecen la liberacion de las esporas (Schmitz, 1985).

Sobre las plantaciones afectadas, existe una presencia permanente de esporas de M.
roreri, flotando en el aire, por lo que la infeccién de los frutos puede ocurrir en cualquier
momento mientras exista tejido susceptible y condiciones ambientales favorables. La
cantidad de esporas en el aire esta influenciada por la hora del dia y la estacion del afio
(Schmitz, 1985).

1.1.10. Control de la moniliasis del cacao.

Los esfuerzos principales para evitar la dispersion de la infeccion hacia areas nuevas,
deben enfatizar la educacién de la poblacion sobre el reconocimiento de la
enfermedad, asi como los riesgos que tienen la movilizacion de materiales de cacao de
un sitio a otro. La regulacion del microambiente ha sido una de las practicas mas
recomendadas para el combate de la moniliasis. El crecimiento, el tipo de sombra
producida y el manejo de los doseles de los arboles de sombra, influyen en el
microambiente del cacaotal y probablemente en la incidencia de la moniliasis
(Meléndez y Somarraba, 1999).
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11.1.10.1. Control cultural.

La poda sanitaria consiste en eliminar los frutos enfermos, con el objetivo de disminuir
las fuentes de in6culo. Esta practica ha producido muy buenos resultados, para el
combate de la enfermedad por tratarse de una practica de caracter acumulativo. Su
problema es que para garantizar su efectividad, debe realizarse semanalmente durante
gran parte del afo. Los frutos removidos deben dejarse sobre el suelo en donde,
aparentemente, el hongo es inactivado por mecanismos bioloégicos. Sin embargo, se
recomienda que para asegurar areas de reciente infestacion, es recomendable la

incineracion de los mismos para evitar su diseminacion (Phillips-Mora, 2004).

Para asegurar la efectividad de la poda sanitaria, esta debe acompanarse de otras
practicas culturales, tales como, combate de maleza, podas y deschuponar el cacao,
regulaciéon de la sombra, fertilizacién, drenaje, cosecha oportuna y beneficio oportuno
de los frutos. Con estas actividades, se busca producir un cambio en el microclima de
la plantacion que desfavorezca al patégeno y beneficie a la planta (Phillips-Mora,
2004).

1.1.10.2. Control quimico.

En experimentos realizados en varios paises, se ha determinado que el combate
quimico es usualmente antieconémico y en muchos casos ineficaz. Los fungicidas y su
aplicacion son de alto costo, sobre todo si se considera, el nimero de aplicaciones
necesarias para lograr una cobertura adecuada de las mazorcas en los periodos de
rapido crecimiento y de lluvias frecuentes. Phillips-Mora, (2004) ha reportado que en
Colombia y Ecuador, se han obtenido resultados inconsistentes y variables, con la
aplicacion de quimicos, y se ha informado incluso de disminuciéon de la poblacion y
aumento de la marchites fisioldgica (Phillips-Mora, 2004).

Por otro lado, Arglello (2000 y 2001), ha propuesto que en las plantaciones
tecnificadas de alto rendimiento, las aplicaciones estratégicas de fungicidas, podrian
ser de gran utilidad en la convivencia de la enfermedad, por lo que surge la necesidad

de hallar alternativas quimicas que permitan un manejo integral de la enfermedad.
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Sin embargo, una de las principales limitantes para el uso de los fungicidas, se basa en
el desconocimiento del momento mas adecuado para la aplicacion del producto,
pudiendo esta, ser la explicaciéon de la baja eficacia del producto, asi como por el costo
que representa hacer aplicaciones frecuentes para proteger la cosecha siguiente
(Palacios, 1990).

Los productos a base de oxicloruro de cobre, han mostrado la mayor efectividad en el
control de la enfermedad, pero los resultados, en la mayoria de los casos, son variables
y antieconémicos, comparados con el control cultural. Sin embargo, en ensayos

recientes, se encontré similitud al comparar ambas practicas (Arguello, 2000).

Otro hecho que limita el uso de los fungicidas, es la baja rentabilidad del cultivo, debido
al bajo precio que alcanza el producto en el mercado, lo cual dificulta realizar un
programa de aspersiones programadas de agroquimicos. Otra alternativa para el
control de la enfermedad, es la combinacién de la poda de plantas a una altura de
cuatro metros y tumbar periodicamente las mazorcas, aun cuando presenten estadios
incipientes de la enfermedad, la cual parece tener mayor probabilidad de adopcion
(Sanchez et al., 2003).

11.1.10.3. Control genético.

El combate por resistencia a través del uso de material vegetativo tolerante, resulta
para el agricultor, el método méas barato, sencillo, duradero y eficaz. Su uso en cacao
es factible, debido a que la gran diversidad genética del género Theobroma, incrementa
la posibilidad de encontrar material con diversos grados de resistencia (Phillips-Mora,
2004).

Se han logrado algunos avances en la identificacion de patrones de cacao con
resistencia en campo, asi mismo se han reportado algunos genotipos resistentes en
varios paises. Phillips-Mora et al., (2005), reportaron la evaluacién de cinco clones de
cacao contra siete aislados colombianos de M. roreri, representativos de los cuatro

grupo genéticos del patégeno (Phillips-Mora, 2003). Hubo considerable variacion entre
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los clones al evaluar la severidad interna y severidad externa, sin embargo, el clon
cultivado ICS-95, mostrd un nivel significativo de resistencia contra los siete aislados.
Por lo anterior, se considera que este clon puede ser de mucha utilidad en los
programas de mejoramiento genético del cacao para la resistencia a la moniliasis
(Phillips-Mora et al., 2005).

I.2. Técnicas moleculares en el estudio de la clasificacion e identificacion de
hongos.

A partir de las investigaciones de Chang et al., (1962), en Neurospora spp y de Clare
(1963) en Phytophthora spp, ha habido un notable interés en aplicar analisis
moleculares en la identificacién y clasificacion de los hongos. Los sistemas de
clasificacion de taxonomia morfoloégica, procuran colocar a los organismos en una
disposicién ordenada y conveniente, y se basan en general, en relaciones genéticas,
constituyendo una clasificacién natural, la cual esta firmemente arraigada, y tiene sin
duda, valores sobresalientes. Sin embargo, tiene algunas limitaciones entre las cuales,
podemos mencionar las siguientes: no es posible diferenciar entre especies de un
mismo género, ni entre géneros estrechamente emparentados, mayor lentitud para
hacer la identificacion, debido a que la identificacién morfoldgica incluye el analisis de
las estructuras reproductivas y vegetativas, mismas que en ocasiones requieren de
muchos dias (dependiendo del género y la especie) para su formacion; asi como la
existencia de dimorfismo celular, entre otros. Ante esto, la caracterizacion molecular de
los organismos ha avanzado rapidamente, esto es de particular valor en grupos
criticos, donde existe la dificultad para la utilizacion de los métodos clasicos de la
taxonomia tradicional (Dokmetzian y Ranalli, 2004).

Mediante las técnicas moleculares, es posible realizar estudios de diversidad genética,
ciclos de vida, ecologia, filogenia e identificacion de hongos. La variabilidad genética en
los organismos puede estudiarse a nivel del DNA, lo cual permite establecer
marcadores moleculares que facilitan la separacion y caracterizacion genética de los
individuos (Valverde y Paredes, 1996). Un marcador molecular es “toda variabilidad de
naturaleza bioquimica o molecular, susceptible de ser asociada con la variabilidad de
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algun parametro morfolégico o agrondmico” (Campos, 1995). Los marcadores
moleculares se han utilizado para estudiar la variabilidad genética de muchos hongos,
para detectar cambios en el genoma, o para determinar la estructura de las
poblaciones (Bachmann, 1994).

Las técnicas moleculares han permitido la deteccién y caracterizacion molecular de
organismos fitopatdégenos como hongos, bacterias, virus, nematodos y fitoplasmas,
principalmente. Estas técnicas no son un substituto a las metodologias clésicas de
micologia para la identificacidon de especies fungosas, son una herramienta cientifica,
qgue adicionalmente proporcionan, reconfirman, o amplian la informacién de un hongo a
nivel genético y se basan en el andlisis del DNA, y su amplificacion exponencial por
PCR con iniciadores especificos (Yanez-Morales, 2001).

La técnica conocida como PCR-ITS (PCR- Internal Transcribed Spacer, por sus siglas
en inglés) permite replicar in vitro miles de veces, la regién interna de genes
ribosomales de las especies fungicas, para producir suficiente DNA para el andlisis de
su secuencia dada en pares de bases, misma que al ser comparada con la de otros,
permita identificarlos y ubicarlos taxonémicamente. Los genes amplificados y
comparados son los DNA ribosomales (rDNA) (18S, 5.8S y 28S), los cuales estan
altamente conservados (Foster et al., 1993).

I.2.1. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

1.2.1.1. Generalidades de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Kary Mullis en 1985 descubrid la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (por sus
siglas en inglés), esta técnica es una sintesis enzimatica ciclica en donde las cadenas
de DNA son copiadas in vitro. Para esto, la PCR involucra un par de iniciadores que
rodean los segmentos de DNA que son amplificados por ciclos repetidos. El producto
de la extension del primer ciclo sirve de molde para el siguiente, de manera que el
namero de copias del DNA blanco se duplica exponencialmente en cada ciclo de
polimerizacion (Williams et al., 1990).
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Los componentes requeridos para una reaccibn de PCR son: una mezcla de
desoxinucleottidos trifosfatados (dNTP’s), iones de magnesio, una enzima DNA
polimerasa termoestable, una mezcla de iniciadores (oligonucleétidos), y el DNA molde.
Si se colocan estos componentes en un tubo de reaccién, la DNA polimerasa puede
incorporar uno por uno los nucleétidos correspondientes, es decir, si en el templado o
molde existe una A (adenina), el nucleétido a incorporar sera T (timina), G (guanina)
enfrente de C (citosina) y asi sucesivamente, de manera que la cadena siempre estara
creciendo hasta que se agote la mezcla de reactivos. Dicho procedimiento se realiza in
vitro y en una serie de ciclos sucesivos en una reaccion en cadena. Los oligos o bases
sintéticos, debido a su capacidad de hibridarse con la molécula molde u original de
acido nucleico, definen el inicio del copiado de la cadena (Rojas, 1998).

Si se colocaran dos oligonucle6tidos cuya secuencia define extremos de un segmento
determinado de DNA, estos se hibridardn con las cadenas molde previamente
separadas en el proceso de desnaturalizacién, cuando se encuentran con la DNA
polimerasa en la reaccién, resultando dos moléculas cuyos extremos estan definidos
por los oligonucle6tidos que corren en sentido opuesto a lo largo de la cadena molde.
Las cadenas resultantes son complementarias entre si, y se encuentran el doble de
moléculas con la secuencia de los oligonucleétidos que fueron adicionados en la
mezcla de reaccion, al repetirse este proceso en forma ciclica el resultado es un
crecimiento exponencial. Al dar inicio el nuevo ciclo se obtendran cuatro moléculas de
la region entre los oligonucleétidos. Los ciclos subsecuentes formaran 8, 16, 32, 64

moléculas y asi, sucesivamente.
Con la PCR se pueden obtener segmentos especificos de DNA para crear millones de

moléculas a partir de unas cuantas, o incluso de una sola. Para esto se hace uso de
una DNA polimerasa sintética que soporta temperaturas de 98°C (Rojas, 1998).
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La reaccion de PCR requiere de varias etapas, las cuales se describen a continuacion:
Desnaturalizacion. Para dar inicio a la reaccion se requiere que el DNA molde se
encuentre en forma de cadena sencilla, esto se logra aplicando temperaturas de 90 a
95°C que producen la ruptura de los puentes de hidrégeno intercatenarios, y por lo
tanto, la separaciéon de ambas cadenas. Para conseguir la completa separacién de las
hebras de toda la muestra esta temperatura debe mantenerse unos minutos. Si el DNA
sOlo se desnaturaliza parcialmente, éste tenderd a renaturalizarse rapidamente,
evitando asi una eficiente hibridacién de los iniciadores y una posterior extension
(Rojas, 1998).

Hibridacion o alineamiento. Esta fase se denomina también “annealing” o de
emparejamiento. Una vez que el DNA esta desnaturalizado, se disminuye la
temperatura hasta un rango comprendido entre los 40 y 60°C para que se pueda
producir la unién de los iniciadores a las secuencias flanqueantes del fragmento que se
va a amplificar. La temperatura de fusion (Tm, “meeting temperature”) depende de
varios factores y es relativamente especifica para cada iniciador. La longitud de los
iniciadores y la secuencia son criticas en la designacion de los parametros de una
amplificacion, una férmula simple para calcular la Tm es la siguiente: Tm= 4(G+C) + 2
(A+T). No obstante, cada iniciador exige una serie de estudios experimentales para
determinar su temperatura de hibridacién especifica, ya que si la temperatura es muy
baja, la unién se hara de forma inespecifica y si es muy alta, no se producira una union
completa (Rojas, 1998).

Extensidén. Durante este paso la polimerasa incorpora nucleétidos en el extremo 3’ del
iniciador, utilizado como molde la cadena de DNA previamente desnaturalizado. La
temperatura a la que se lleva a cabo este paso suele ser de 72°C, debido a que es la
temperatura a la que la polimerasa alcanza su maxima actividad. Normalmente una
extension de 20 segundos es suficiente para fragmentos menores de 500 pb, y 40
segundos para fragmentos por encima de 1.2 Kb. Un factor importante a considerar es
el tiempo de “rampa”, el cual se define como el tiempo invertido en pasar de una
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temperatura a otra, y depende del diseno y de las caracteristicas del termociclador,
aparato donde se realiza automaticamente este proceso (Rojas, 1998).

Iniciadores de PCR. Para el disefio de iniciadores con la finalidad de amplificar un
fragmento de DNA, se tienen que considerar las caracteristicas siguientes: a) Longitud
de los iniciadores: esta debe estar comprendida entre 18 y 24 bases, debido que se ha
comprobado que iniciadores de mayor longitud (30-35 bases), no aumentan el
rendimiento; mientras que los iniciadores cortos, no tienen suficiente especificidad; b)
La temperatura de fusién (Tm): ambos iniciadores deben tener una Tm similar (como
mucho la diferencia entre ambas temperaturas debe ser de 5°C); c) La relacion de
bases: la relacion bases puricas:bases pirimidicas, debe ser 1:1 (0 como mucho
40:60%); d) la secuencia de los iniciadores debe iniciar y terminar con 1-2 bases
puricas. Para evitar la formacién de dimeros de iniciadores, es necesario comprobar

que los iniciadores no contengan secuencias complementarias entre si (Rojas, 1998).

La PCR, es una técnica que tiene muchas aplicaciones en todas areas del
conocimiento como agricultura, medicina, antropologia, etc. Algunas de las variantes de
esta técnica son: RT-PCR, para el estudios de expresidén de genes; identificacion viral y
evaluacion de cargas microbianas; RAPD, RFLP y AFLP, microsatélites, para realizar
estudios de diversidad genética y evolucion; asi como la amplificacién y secuenciacion
de genes ribosomales, misma que fue utilizada en este trabajo, para la identificacién
molecular del hongo M. roreriy diagnéstico de la moniliasis del cacao.

11.3. Generalidades de las proteasas.

1.3.1. La protedlisis.

La protedlisis se define como la hidrolisis de proteinas y polipéptidos, que da como
resultados la produccién de péptidos mas pequefios y aminoacidos. En los seres vivos,
estas reacciones son catalizadas por enzimas denominadas proteasas (Hirsch et al.,
1989).
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Desde 1942, Schbéenheimer, reconocié el papel central de las enzimas proteoliticas en
el mantenimiento de los niveles proteicos intracelulares, estableciendo el "concepto
dindmico de los componentes celulares", cuya concentracibn permanece constante
como resultado del equilibrio entre las velocidades de sintesis y de degradacion. De
esta manera, la actividad proteolitica se convierte en un mecanismo regulador que

mantiene los niveles de proteina en cada momento (Schimke y Doyle, 1970).

La proteodlisis juega un papel clave, no solamente en el recambio de proteinas
enddgenas, sino también en el control de diversas funciones fisiolégicas, como la
digestion de proteinas, maduracién de hormonas, respuesta inmune, inflamacion,
coagulacién, fertilizacion, germinacién y otros procesos morfogénicos (Holzer y
Heinrich, 1988). Algunas proteasas juegan un papel importante en la esporulacion, la
germinacion, la patogenicidad de diversos microorganismos y pueden participar en la
regulaciéon post-traduccional (Yuan y Cole, 1989; Vartivarian, 1992; White y Agabian,
1995 y Suarez et al., 1981).

Tradicionalmente, se ha considerado que las proteasas extracelulares tienen la funcién
de degradar macromoléculas para permitir su asimilacion.

La protedlisis intracelular se puede clasificar en tres tipos, tomando en cuenta la
especificidad por el sustrato:

a) Protedlisis inespecifica. Las enzimas que llevan a cabo este tipo de protedlisis,
tienen una especificidad baja por el sustrato, y por lo tanto, son capaces de degradar
una gran diversidad de proteinas. Por lo general, para evitar una proteolisis
descontrolada, estas proteasas sélo se encuentran en compartimentos celulares o
dentro de érganelos como los lisosomas o vacuolas (Seglen y Bohley, 1992).

b) Protedlisis altamente inespecifica. Las proteasas involucradas en este proceso,
reconocen proteinas blanco que portan alguna sefial o modificacidon que es reconocida
por la enzima, y esta degradacion puede ocurrir en cualquier compartimiento celular.
Este tipo de protedlisis, esta relacionada con la degradacién selectiva de proteinas
citoplasmaticas que presentan una vida media corta, esta caracteristica esta dada por
el tipo de aminoacidos presentes en cada proteina (Bachmair et al., 1986).
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c) Protedlisis altamente especifica. Este tipo de protedlisis, sélo afecta a un tipo de
proteinas, tiene lugar en cualquier compartimento celular y esta implicada en la
activacién, inactivacion o modulaciéon de procesos puntuales, es llevada a cabo por
enzimas muy especificas que reconocen determinadas secuencias de aminoacidos o
conformacién estructural, o actian so6lo bajo ciertas condiciones de pH y fuerza iénica.
La activacién de zimégenos, la eliminacion de la secuencia sefal en proteinas
extracelulares, la eliminacién de la metionina del extremo N-terminal de proteinas
nacientes y la activacién selectiva de proteinas, son algunos ejemplos. De esta
manera, queda claro que la protedlisis no es Unicamente el mecanismo central post--
traduccional que permite activar y desactivar un gran nimero de funciones cataliticas

celulares (Suarez y Wolf, 1988).

Las proteasas también pueden ser clasificadas de acuerdo al enlace a escindir en
exopeptidasas y endopeptidasas, como lo hace la comisibn de nomenclatura y
clasificacion de las enzimas. Las exopeptidasas, hidrolizan exclusivamente enlaces
peptidicos situados en el extremo amino o carboxilo de la cadena polipeptidica,
liberando los aminoacidos terminales de la proteina. Este grupo comprende:

a) Las aminopeptidasas (L-aminoacil péptido hidrolasas EC 3.4.11.) que catalizan la
reaccion de liberacion secuencial de aminoacidos del extremo amino terminal.

b) Las carboxipeptidasas (Peptidil aminoacido hidrolasas EC 3.4.12) que catalizan la
liberacion secuencial de aminoacidos del extremo carboxilo terminal.

c) Las dipeptidasas (Dipéptido hidrolasas EC 3.4.13) que hidrolizan dipéptidos con sus
grupos amino y carboxilo libres.

d) Las dipeptidilaminopeptidasas (Dipetidil péptido hidrolasas EC 3.4.15) que liberan

dipéptidos en el extremo amino terminal. (Suarez y Wolf, 1988).

Las endopeptidasas, catalizan la hidrélisis de enlaces peptidicos situados
preferentemente en el interior de la cadena polipeptidica. Debido a que las
endoproteasas son capaces de degradar las proteinas hasta péptidos, se tiende a
denominarlas proteinasas, término que no debe confundirse con proteasas ya que éste
engloba a los dos grupos (Suarez y Wolf, 1988).
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Por ultimo, las proteasas se clasifican de acuerdo a su mecanismo catalitico en:

a) Serin-proteasas (EC 3.4.21). Poseen un residuo de serina en su centro activo y son
inhibidas especificamente por diisopropil-fluorofésforo y otros organofosforados.

b) Tiol-proteasas (EC 3.4.22). Son enzimas que requieren de la presencia de un grupo -
SH intacto en su sitio activo y son inhibidas por iones de metales pesados, agentes
alquilantes y agentes oxidantes.

c) Proteasas acidas (EC 3.4.23). Poseen uno o mas grupos carboxilo en su sitio activo.
d) Metaloproteasas (EC 3.4.24). Requieren de cationes divalentes, a veces la dialisis o

los agentes quelantes las inactivan (Suarez y Wolf, 1988).

Il. 3. 2. Proteasas producidas por hongos fitopatégenos.

Recientemente, se han publicado muchos trabajos sobre el estudio de proteasas
producidas por hongos fitopatégenos. Tradicionalmente se habia dado mas importancia
a otro tipo de enzimas hidroliticas producidas por estos microorganismos que afectan
directamente a la célula hospedera. Se han mencionado las pectinasas, celulasas,
quitinasas y hemicelulasas, como las enzimas responsables de la destruccién de la
pared celular del hospedero durante la fitopatogénesis (Agrios, 1998; Gherbawy, 1998).

Tomando en consideracion la importancia de las proteinas como enzimas, asi como
constituyentes de las membranas celulares y como componentes estructurales de las
células vegetales, su degradacién por enzimas proteoliticas, que son secretadas por
los fitopatdégenos, afecta considerablemente la organizacion y el funcionamiento de las
células hospedantes. Sin embargo, se ha investigado muy poco sobre la naturaleza y el
alcance de estos efectos, y hasta ahora, se desconoce su importancia en el desarrollo

de las enfermedades de plantas ocasionadas por microorganismos (Agrios, 1998).

Entre lo reportado respecto al papel de algunas proteasas de hongos en el proceso de
patogénesis podemos citar lo siguiente:

Aspergillus niger, ocasiona dafos a granos y semillas mal almacenadas. Este hongo
produce una proteinasa alcalina denominada aspergilopeptidasa que tiene actividad de
colagenasa, una serin-carboxipeptidasa, y endopeptidasas acidas A y B. Sin embargo,
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estas proteasas no se han asociado como factores de fitopatogenicidad (Barthomeuf et
al., 1989; Hombergh et al., 1994; Rao et al., 1998).

En una cepa virulenta de Botrytis cinerea agente causal de la pudricién de la manzana,
se encontré que este hongo produce una aspartil-proteasa y una carboxipeptidasa,
ambas extracelulares, que son capaces de hidrolizar proteinas de una preparacién de
pared celular de manzana (Urbanek and Kaczmare, 1985).

Fusarium culmorum, causa la pudricion de frutos post-cosecha, asi como el
marchitamiento de numerosas plantas con interés econémico (Agrios, 1998). Este
hongo produce una proteasa acida capaz de hidrolizar varias proteinas de origen
vegetal. Se ha propuesto que posiblemente esta enzima tiene un papel importante en la

fitopatogénesis del hongo (Urbanek y Yirdaw, 1984).

Trichoderma harzianum es un hongo antagonista, se usa en el biocontrol de numerosos
hongos fitopatégenos (Rhizoctonia solani). Las enzimas hidroliticas secretadas por este
micoparasito, se ven implicadas directamente en la lisis del hospedero al que infectan
(Cortés et al., 1998). En este organismo, se ha descrito una proteinasa basica, la cual
se produce cuando se adiciona micelio o células del fitopatégeno al medio de cultivo,
simulando el micoparasitismo (Geremia et al., 1993; Flores et al., 1997).

Endothia parasitica, (= Cryphonectria parasitica) causa el tizon del castafo, también
ataca al roble, al arce rojo, al nogal americano y en ciertas ocasiones, ataca a otros
arboles, pero no en forma tan severa como al castafio americano (Agrios, 1998). Este
fitopatégeno, produce una aspartil-proteasa secretada, la cual ya fue purificada y
caracterizada, y que es codificada por el gen epn-1, (Choi et al., 1993). En este mismo
hongo se reportaron dos nuevas proteinasas secretadas denominadas EapB y EapC,
las cuales ya fueron purificadas y se clonaron los genes que las codifican (Jara et al.,
1996).
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Glomerella cingulata, produce antracnosis graves en numerosas plantas de ornato,
cancros y la muerte descendente de plantas lefiosas, la pudricion amarga de los
manzanos Y la pudricion madura de vid, peras, duraznos y otros frutos (Agrios, 1998).
Este hongo sintetiza una proteinasa aspartica secretada denominada G¢cSAP, la cual
ya fue purificada y se cloné el gen que la codifica. La expresion de esta enzima se
induce por la presencia de proteina exégena y se reprime con sales de amonio (Clark
et al., 1997).

En el hongo fitopatdégeno y dimérfico Ustilago maydis causante del carbdn del maiz, se
encontro la presencia de al menos cuatro proteasas, dos proteinasas yumA y yumB y al
menos dos aminopeptidasas (yumAPE) solubles que se comportan como metalo-
proteasas, dos dipeptidil aminopeptidasa (yumDAP) membranales que se comporta
como serin-metalo-proteasa y cistein-metalo-proteasa dipeptidil. La enzima yumA
extracelular, pudiera estar involucrada en la regulacién de los procesos dimérficos de
este hongo. La actividad yumB intracelular, la cual es regulada por la presencia de un
inhibidor enddgeno, a diferencia de la yumB extracelular. Ambas enzimas (yumBi y
yumBe) parecen estar reguladas por la fuente de nitrégeno y carbono, asi como por la
fase de crecimiento celular del hongo (Mercado et al, 2003). En el Cuadro 1, se

resumen las caracteristicas de las proteasas producidas por hongos fitopatégenos.

Cuadro 1. Proteasas producidas por hongos fitopatégenos.

Enfermedad L Asociada a .
Proteasa Hongo Caracteristica . . Referencia
que causa virulencia

Danos a |Metalo-serin-endopeptidasa

. Aspergillus granosy alcalina. Barthomeuf et al.,
Aspergillopep- ) ) No
tid niger semillas mal | Peso molecular 21 kDa. 1989.
idasa
almacenados pH éptimo = 7.8.
Dafrios a
Serin- Aspegillus granos y Hombergh et al.,
) ) ) ) Gen estructural pepF. No
carboxipeptidasa niger semillas mal 1994.

almacenados
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Cuadro 1 continuacion.
Daros a
Endopeptidasa | Aspergillus granos y Rao et al.,
o ) ) Extracelular No
acida A niger semillas mal 1998.
almacenados
Danos a
Endopeptidasa | Aspergillus granos y Extracelular Rao et al.,
acida B niger semillas mal Aspartil-proteasa No 1998.
almacenados
Aspartil-proteinasa
) L Urbanek y
Botrytis | Pudricion de extracelular.
) . . i Probable Kaczmare,
Proteinasa acida cinerea |lamanzana | pH =2.5-3.0. Actla sobre 1985
proteinas de origen vegetal '
Serin-proteinasa acida
) o extracelular. Urbanek y
. ) Botrytis Pudricién de o
Carboxipeptidasa ) pH éptimo =4.7-5.0. Probable Kaczmare,
cinerea la manzana i ]
Actua sobre proteinas de 1985.
origen vegetal
Pudricién de
) i ] Urbanek y
o Fusarium | frutos post- | Actla sobre proteinas de .
Proteasa acida ) Probable Yirdaw,
culmorum cosechay origen vegetal
1984.
marchitez
. Gen estructural prb1. Geremia et al.,
) Antagonista i )
. . |Trichoderma Serin-proteinasa 1993;
Proteinasa basica ) de No
harzianum extracelular. Peso Flores et al.,
hongos
molecular 31 kDa. pH=9.2. 1997
) o Gen estructural epn-1. )
) ) Endothia Tizén del ) Choi et al.,
Endotiapepsina N _ Aspartil-proteasa secretada No
parasitica castano 1993.
(aspA)
. Endothia Tizén del Gen estructural eapB. Jara et al.,
Proteinasa EapB » B ) o No
parasitica castaino |Proteinasa 4cida secretada. 1996.
. Endothia Tizén del Gen estructural eapC. Jara et al.,
Proteinasa EapC » B ] . No
parasitica castaino |Proteinasa 4cida secretada. 1996.
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Cuadro 1 continuacion.

. Endothia Tizén del Gen estructural eapC. Jara et al.,
Proteinasa EapC » 3 ] . No
parasitica castaino |Proteinasa 4cida secretada. 1996.
Gen estructural gcsap.
. ) Aspartil-proteinasa
Proteinasa Glomerella |Antracnosis y
o . o secretada (GcSAP). Peso | Probable (Clark et al., 1997.
aspartica cingulata | pudriciones
molecular 36 kDa.
pH 6ptimo=3.5-4.0.
) i Proteasa acida
) Ustilago Carbén del o Mercado et al.,
Proteinasa pumA i ] Aspartil proteasa No
maydis maiz o 2003
pH éptimo 3.5
) i Asociada a un inhibidor
] Ustilago Carbodn del i Mercado et al.,
Proteinasa pumB i ] enddgeno. No
maydis maiz o 2003
pH 6ptimo 6.0
Ustilago Carbon del Mercado et al.,
pumAPE ] ] Metalo-proteasa No
maydis maiz 2003
) i Serin-metalo- proteasa
Ustilago Carbodn del Mercado et al.,
pumDAP i ] (membranal) No
maydis maiz 2003
Pudricion de
Proteinasa Alternaria | plantulasy Grupo de las serin Dunaevskii,
. o i Probable
tipo tripsina altenata | contaminate proteasas et al., 2006
de semilla
Pudricién de
Proteinasa Fusarium | frutos post- pH o6ptimo: 9 Probabl Pekkarinen y
robable
tipo tripsina culmorum | cosechay inhibida por p-APMSF. Jones, 2002.
marchitez
Pudricién de
Proteinasa Fusarium | frutos post- 30-60 kDa levleva, et al.,
. - i Probable
tipo subtilisna culmorum | cosechay Serin proteasa 2006.
marchitez
Metaloproteinasa o
. o Phytophthora| Tizén en i . Gvozdeva et
tipo tripsina y ) i Serin proteinasas Probable
infestans solanaceas al.,2004.

subtilisina
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Al igual que Mercado-Flores et al., (2003), en el presente trabajo se buscaron las
siguientes proteasas: aminopeptidasa (APE), dipeptidil aminopeptidasa (DAP),
carboxipeptidasa (CP) y aspartil proteasa (AP), por lo que esperamos obtener
resultados similares. Posterirmente, los resultados de este trabajo nos permitirdn
establecer lineas de investigacion enfocadas a dilucidar el papel funcional de cada una
de estas proteasas en los diferentes aspectos celulares de la biologia del hongo,
incluyendo la fitopatogénesis.
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CAPITULO Il
IDENTIFICACION MOLECULAR DE Moniliophthora roreri CAUSANTE DE LA
MONILIASIS DEL CACAO (Theobroma cacao L).

l1.1. INTRODUCCION.

En Tabasco, la actividad cacaotera es muy importante por su aportacion al valor de la
produccién agricola estatal, ocupando el primer lugar en producciéon a nivel nacional
(Lopez et al., 1996). La actividad cacaotera en el estado, se encuentra amenazada por
la moniliasis del cacao, enfermedad causada por el hongo Moniliophthora roreri. Este
hongo, solo ataca frutos de especies pertenecientes a los géneros Theobroma vy
Herrania, destruyendo parcial o totalmente las semillas, convirtiéndose en una
enfermedad muy destructiva en la mayoria de los paises donde se presenta (Phillips-
Mora et al., 2006; Porras y Gonzalez, 1984).

En México, la presencia de este hongo fue reportada por primera vez en el norte de
Chiapas en marzo de 2005, iniciando con la observacién de mazorcas de cacao con
deformaciones y madurez prematura. La presencia de puntos aceitosos, manchas de
color chocolate y la aparicién de micelio cremoso, momificacion de las mazorcas y la
necrosis interna, fueron los sintomas distintivos que sugirieron que se trataba de la
moniliasis del cacao ocasionada por el hongo M. roreri. La identificacion del hongo fue
confirmada por morfologia colonial y la posterior amplificacion y secuenciacion del DNA
(Phillips-Mora et al., 2006).

Las secuencias de DNA analizadas fueron el espaciador interno transcrito (ITS) y la
subunidad larga 28S rDNA. Las regiones mencionadas fueron amplificadas por PCR y
secuenciadas con los oligonucleétidos especificos de hongos ITS1-F/ITS4 (ITS) y
LSU4-B/LR6 (LSU) (Aime y Phillips-Mora, 2005). Las secuencias obtenidas (Numeros
de acceso DQ222923-26 del GenBank), fueron 100% homélogas a las secuencias de
otras cepas de M. roreri aisladas en Panama, Costa Rica, Nicaragua, Honduras y
Belice (Phillips-Mora et al., 2006).



El presente trabajo fue realizado con una cepa de M. roreri aislada a partir de mazorcas
infectadas, de una plantacion de cacao, localizada en Pichucalco, Chiapas, debido a
que fue ahi donde se encontrd por primera vez. Por lo anterior, surgi6 la necesidad de
confirmar la identificacion del hongo, por lo que se planteo como objetivo particular:

Implementar una prueba molecular basada en la amplificacién del gen 18S rDNA, para
la identificacion del hongo M. roreri, causante de la moniliasis del cacao y asi tener la
certeza de que se trataba de este hongo para posteriormente realizar los ensayos
correspondientes.

La hipétesis del presente ensayo plantea que: Las pruebas moleculares basadas en la
amplificacion y secuenciacion del gen 18S rDNA son utiles para la identificacion del
hongo M. roreri. Una vez confirmada la identidad de la cepa MRO1, se procedi6 a

continuar con los ensayos restantes.

l11.2. MATERIALES Y METODOS.

lll.2.1. Aislamiento de M. roreri.

Se trabajé con la cepa MRO1 aislada de frutos enfermos de cacao, colectada en la
Rancheria Platanal Abajo Segunda Seccion, Pichucalco, Chiapas. El aislamiento fue
realizado por el Dr. Carlos Fredy Ortiz Garcia.

lll. 2.2. Extraccion de DNA cromosomico.

La cepa de M. roreri se crecié en medio liquido V8 enriquecido. La extraccion de DNA
se realizé siguiendo la metodologia descrita por Ausebel et al., (1989). En todos los
casos, la centrifugacion se llevé a cabo en una microcentrifuga Eppendorff, a 14 000

rpm, durante cinco minutos, a temperatura ambiente.
Las cepas de M. roreri se crecieron en cajas Petri, hasta alcanzar 8.5 cm de diametro

(15-21 dias). A continuacion, se prepard una suspension de esporas, agregando 5 mL
de medio a cada caja Petri, y removiendo cuidadosamente los conidios con un pincel.
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La suspension fue transferida a un matraz de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo y
se incubando a 25°C, en un agitador orbital a 150 rpm durante 24 horas (Phillips-Mora,
2003). Posteriormente, las esporas germinadas fueron contadas y los matraces fueron

inoculados con una concentracién de 1x10° esporas germinadas mL™.

La biomasa de M. roreri se obtuvo a partir de la inoculacion de 3 matraces de 125 mL
con 25 mL de medio liquido V8 enriquecido. Los matraces se incubaron durante 96 h a
temperatura ambiente, en agitacion orbital a 150 rpm. Las células fueron cosechadas a

partir de 3 mL de cultivo, en un microtubo de 1.5 mL.

Para la extraccion del DNA cromosdmico se siguid el protocolo descrito por Sambrook,
et al., (1989), para lo cual, el medio de cultivo fue decantado y las células fueron
sometidas a lisis mecanica, agregando 0.3 g de perlas de vidrio (Ballotini 0.5 p
diametro), 200 uL de regulador de lisis (Triton X-100 al 2%, SDS al 1%, NaCl 100 mM,
Tris 10 mM, pH 8.0 y EDTA 1 mM) y 200 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1). La muestra se agitdé vigorosamente en vortex durante 20 min que
comprendieron 20 ciclos con pulsos de 30 seg en agitacion y 30 seg en bano de hielo.
Se adicionaron 200 uL de regulador TE (Tris 10 mM, pH 8.0 y EDTA 1 mM) y se

someti6 a centrifugacion.

La fase acuosa se transfirio a otro tubo de 1.5 mL al que se le agregaron 200 pL de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), nuevamente se agité en vortex por 30
segundos y se centrifugd. El sobrenadante se recuperd y se precipitd con 2 volumenes
de etanol absoluto, enfriado a -20 °C. La muestra se incub6 a -20°C durante 2 h, se
centrifugd y eliminé el etanol residual se dejé evaporar a temperatura ambiente. El DNA
se resuspendio en 400 uL de regulador TE y se tratdé con 10 ug RNAsa (Gibco BRL) a
partir de una solucién patrén de 10 mg mL™" en Tris-HCI 0.01 M, pH 7.5 y NaCl 0.015 M.
La mezcla fue incubada a 37°C, durante 15 min, posteriormente, el DNA fue precipitado
con 10 uL de acetato de amonio 4 M y dos volimenes de etanol absoluto, a
continuacién se mezclé por inversion y se incub6é a -20°C durante 2 h, el etanol
absoluto fue decantado y la pastilla de DNA fue lavada con 500 uL de etanol al 75%.
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Finalmente, el DNA fue resuspendido en 20 uL de agua ultra pura e incubado a 50°C
durante 10 min. EI DNA se almacend a -20°C. La concentracion y pureza del DNA se
determin6 midiendo la absorbancia a 260 nm y considerando que 1U Agso equivale a 50
ug mL " de DNA de doble cadena. La calidad del DNA se determiné por la relacién de

absorbancias Asgo/Asgo.

ll1.2.3. Amplificaciéon del gen 18S rDNA por PCR.

La amplificaciéon del gen 18S rDNA se us6 como gen blanco para la identificacién
molecular de la cepa aislada. La amplificacion fue realizada empleando los iniciadores
universales LV1 (oligo sentido; disefiado a partir de la secuencia de la cadena 5-3’) y
LV2 (oligo antisentido; disefiado a partir de la secuencia de la cadena 3’-5’) disefiados
por Bautista-Mufioz et al., 2005:

1) LV-1: 5 CCT GCC AGT AGT CATATGCTTGTC T3

2) LV-2: 5 CAC CTACGG AAACCTTGT TACGACT 3

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo con 10 ng del DNA molde, en un
volumen final de 25 pL bajo la siguiente formulacién: 16.3 yL de agua grado PCR,
regulador de reaccion 1X, MgCl. 2mM, dNTPs 200 mM, iniciadores 0.4 mM y 1U de
Tag DNA polimerasa. EI DNA fue amplificado en un termociclador Techgene® con el
siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min; 35 ciclos de una
desnaturalizacion a 94 °C por 1 min; alineamiento a 67°C por 1 min y extension a 72°C
por 1 min; y una extensién final a 72°C por 5 min (Bautista-Mufoz et al., 2005).

lll.2.4. Electroforesis en geles de agarosa.

Los fragmentos de DNA amplificados fueron sometidos a electroforesis convencional
en geles de agarosa, siguiendo el método descrito por Meyers et al., (1976). Se
prepararon geles horizontales de agarosa al 1% en regulador TAE 1X (Tris Base 40
mM, acido acético 20 mM y EDTA 1 mM). El corrimiento electroforético fue llevado a
cabo a 100 V, durante 1 h. El gel fue tefido con bromuro de etidio a una concentracion
de 0.5 ug mL" en regulador TAE 1X, durante 15 min. Finalmente los geles fueron

expuestos a luz UV en un transiluminador UV/Vis (MiniBis, Bio Imaging Systems), para
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visualizar los fragmentos de DNA amplificados. El tamano de los fragmentos de DNA
amplificados fue calculado por comparacion con un marcador de DNA de talla
molecular de 1000 pb (Invitrogen) y con la ayuda del programa Sigma Gel Versién 1.0
(Jandel Scientific Co., 1995).

lll.2.5. Purificacion de los fragmentos de DNA amplificados.

Los fragmentos de DNA amplificados fueron purificados empleando el kit Ultraclean™
Gel Spin™ DNA Purification, siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El
DNA fue eluido con 50 uL de agua grado PCR.

1ll.2.6. Secuenciacion del DNA purificado.

El producto de PCR purificado fue enviado a secuenciar al Instituto Nacional de Salud
Publica en Cuernavaca, Morelos. Las secuencias de DNA fueron analizadas con el
software Chromas Version 2.31 (Technelysium Pty Ltd.) y alineadas con las secuencias
depositadas en la base de datos de la NCBI (National Center for Biotechnology

Information; www.ncbi.nlm.nih.gov).

lll.2.7. Alineamiento multiple de secuencias de genes18S rDNA descritas.

Las secuencias nucleotidicas codificantes de genes 18S rDNA de hongos descritas y
depositadas en la base de datos de la NBCI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), fueron
alineadas con las secuencias de los fragmentos amplificados de la cepa MRO1 aislada.
Los alineamientos multiples de secuencias nucleotidicas se realizaron con el programa
CLUSTAL X versién 1.8 (Thompson, et al., 1997). La edicién de los alineamientos se
realizd con el programa GeneDoc version 2.3 (Nicholas, et al., 1997). El alineamiento

grafico mostré las regiones con un alto grado de identidad.

11l.2.8. Relaciones de similitud entre las secuencias de genes 18S rDNA descritas.
Los alineamientos multiples de secuencias de nucleétidos de genes 18S rDNA de
especies del género Moniliophthora y otros hongos se realizaron con el programa
CLUSTAL X version 1.8.
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Se efectuaron cinco alineamientos multiples consecutivos y el Ultimo alineamiento fue
usado para establecer un arbol de similitud con el programa MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analisys) versién 4.0 (Tamura et al., 2007) utilizando el método
de agrupamiento de Neightborth-joning con el indice Poisson (P). Para valorarlo

estadisticamente se hicieron 1000 aleatorizaciones tipo “bootstrap”.

l11.3. RESULTADOS Y DISCUSION.

111.3.1. Identificacion molecular de la cepa MRO1.

ll1.3.1.1. Amplificacién y secuencia nucleotidica del gen 18S rDNA.

Los iniciadores LV1 y LV2 especificos, fueron disenados para amplificar el gen 18S del
rDNA de hongos (Bautista-Muiioz et al., 2005). Dichos iniciadores permitieron la
amplificacion de un fragmento de 3723 pb aproximadamente, a partir del DNA de la
cepa MRO1 aislada (Figura 3).

El fragmento de DNA fue purificado y enviado a secuenciar por ambos lados utilizando
los mismos iniciadores LV1 y LV2. La secuencia obtenida con el iniciador LV1 (sentido)
fue de 254 pb (Figura 4) localizados hacia el extremo 5’ del gen 18S rDNA; mientras
que la secuencia obtenida con el iniciador LV2 (antisentido) fue de 441 pb, localizados

hacia el extremo 3’ del gen 18S rDNA (Figura 5).
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Figura 3. Amplificaciéon por PCR del gen18S rDNA de la cepa MRO1 de M. roreri,
aislada de mazorcas infectadas. 1. Marcador de talla molecular de DNA de 1 kb, 2.
Fragmento de PCR.
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1  CCAAAGATTA CGCATGCATG TCTAAGATCT CAGAGAGATA GTGAAACTGC GAATCTCCTC
61 ATTAGAGAGA TATAGTTTAT TTGATGATAC CTTGCTACAT GGATAACTGT GTCACTTCTA
121 GAGCTAATAC ATGCATTAAA GCCCCGACTT CTGGGAGGGG TGTATTTATT AGATAAAAAA
181 CCAACGCGGC TCGCCGCTCA CTTGGTGATT CATAATAACT TCACGAATCG AATGGCCTTG
241 TGCCGGCGAT GCTT

Figura 4. Secuencia nucleotidica de 254 pb localizadas hacia el extremo 5’ del gen 18S
rDNA de la cepa MRO1 de M. roreri, aislada de mazorcas infectadas. La numeracién

del lado izquierdo indica el numero de bases nucleotidicas por linea.

1 TTTACTTCCT CTAAATGACC AAGTTTGAAC CAACTTCTAC AAAAGACAGG GTGCCGTTGC

61 CCGCTCCCCG AAGCCAATCC GGAGACCTCA CTAAGCCATT CAATCGGTAG TAGCGACGGG
121 CGGTGGGGAC AAAGGGCAGG GACGTAATCA ACGCAAGCTG ATGACTTGCG CTTACTAGGT
181 ATTCCTCGTT GAAGAGCAAT AATTGCAATG CTCTATCCCC AGCACGACAG AGTTTCACAA
241 GATTACCCAG ACCTTTCGGC CAAGGTGGAC ACTCGCTGGC TCTGTCAGTG TAGCGCGCGT
301 GCGGCCCAGA ACATCTAATG TTTTCACAGA CCTGTTATTG CCTCAAACTT CCGTCAGCTA
361 GACGCTGACA GTCCCTCTAA GAAGACGGAG GCCAACCAAA GTCGGCCTGT CTATTTACAG

421 GTTAAGGTCT CGTTCGTTATC

Figura 5. Secuencia nucleotidica de 441 pb localizadas hacia el extremo 3’ gen 18S
rDNA de la cepa MRO1 de M. roreri, aislada de mazorcas infectadas. La numeracién

del lado izquierdo indica el numero de bases nucleotidicas por linea.

111.3.1.2. Relaciones de similitud entre secuencias de genes 18S rDNA descritos.

El filograma (Figura 6), muestra las relaciones de similitud de las secuencias
nucleotidicas de un fragmento del gen 18S rDNA, amplificado a partir del DNA
cromosomico de la cepa MRO1, aislada de mazorcas de cacao, con las secuencias
nucleotidicas de los genes 18S rDNA descritas en Cypellopsis anomala, Agaricales sp.,
Tricholomataceae sp., Tricholoma saponaceum, Exidia uvapsassa, Chlorophyllum
agaricoides, Coprinus comatus, Flammulina velutipes, Macrolepiota dolichaula,
Marasmius sp. cepa MCA1577, Marasmius sp. cepa MCA1708, Marasmius sp. cepa
MCA1611, Marasmius sp. cepa MCA1506, M. alliaceus, M. rotula, M. oreades,
Campanella sp., Chaetocalthus liliputianus, C. cf. columellifer, Crinipellis sp., C. zonata,
Clitocybe subvelosa, Anthracophyllum archeri, Agrocybe erebia, Gymnopus contrarius,
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Omphalotus olearius, O. olivascens, Xeromphalina campanella, Moniliophthora sp.
cepa MCA2500, M. perniciosa y M. roreri (NUmero de acceso de las secuencias en la
base de datos de la NCBI: AF426949, AY445116, AY445117, AY654883, AY654890,
AY657010, AY665772, AY665781, AY771602, AY916710, AY916719, AY916724,
AY916732, AY787214, DQ113912, DQ457644, AY916669, AY916681, AY916685,
AY916697, AY916691, DQ092913, DQ092915, DQ440631, DQ440643, DQ459374,
DQ851577, DQ465344, AY916753, AY916739 y AY916745, respectivamente) (Figura
6).

El andlisis de las secuencias nucleotidicas se realizd utilizando el indice P (Poisson)
para medir las distancias genéticas. EI método de agrupamiento para visualizar la
relacion entre las secuencias fue el de Neighbor-joning (Tamura et al., 2007). La
consistencia de las relaciones del filograma se efectué realizando 1000
aleatorizaciones tipo bootstrap. El arbol mostrado en la Figura 6, resulté ser el mas

consistente de 1000 arboles construidos al azar.

Este arbol muestra que la secuencia nucleotidica del fragmento del gen 18S rDNA de la
cepa MRO1, se agrupa con las secuencias nucleotidicas de las cepas del género
Moniliophthora, y mas estrechamente con la cepa de Moniliophthora roreri (No. de
acceso AY916745), depositadas en la base de datos del GeneBank de la NCBI
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov).

Las secuencias sentido y antisentido obtenidas con los iniciadores LV1 (oligo sentido) y
LV2 (oligo antisentido) respectivamente, se alinearon con la secuencia del gen 18S
rDNA de M. roreri (NUmero de acceso AY916745) con un porcentaje de similitud de
90% y 96%, respectivamente, mismo que se muestra en el Cuadro 2. Los porcentajes
de similitud se refieren al numero de bases idénticas entre el total de las bases
comparadas cuando se analizan dos secuencias (secuencia a comparar y secuencia de

referencia).
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Cuadro 2. Porcentaje de similitud de las secuencias sentido y antisentido de un
fragmento del gen 18S rDNA de MRO1 con las secuencias de referencia de los
parientes mas proximos.

Secuenciaa Bases idénticas/ Identidad de Parientes mas proximos.
comparar total de bases las bases
comparadas. secuenciadas (%).
LV1 sentido 236/261 90 Moniliophthora roreri cepa C21
232/259 89 Raspinatus alboniger RV/JM
234/261 89 Marasmius rotula cepa AFTOL-ID 1505
234/261 89 Moniliophthora sp. MCA2500
234/261 89 Crinipellis sp. MCA 1527
231/258 89 Armilaria tabescens cepa D290
233/261 89 Marasmius oreades cepa AFTOL-ID 1559
233/261 89 Marasmius alliaceus cepa AFTOL-ID 556
LV2 antisentido 428/442 96 Moniliophthora roreri cepa C21
424/442 95 Moniliophthora. perniciosa cepa DI571
423/442 95 Moniliophthora sp. MCA2500
422/442 95 Crinipellis zonata cepa OKM 25450
419/442 94 Marasmius oreades cepa AFTOL-ID 1559
419/442 94 Marasmius sp. MCA1708
420/443 94 Crinipellis sp. VP14021
418/442 94 Marasmius sp. MCA 1506
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Figura 6. Relaciones de similitud de las secuencias nucleotidicas del gen 18S rDNA de la
cepa MRO1 aislada de frutos de cacao y las secuencias nucleotidicas de los genes 18S
rDNA de Cypellopsis anomala, Agaricales sp., Tricholomataceae sp., Tricholoma
saponaceum, Exidia uvapsassa, Chlorophyllum agaricoides, Coprinus comatus,
Flammulina velutipes, Macrolepiota dolichaula, Marasmius sp. cepa MCA1577, Marasmius
sp. cepa MCA1708, Marasmius sp. cepa MCA1611, Marasmius sp. cepa MCA1506, M.
alliaceus, M. rotula, M. oreades, Campanella sp., Chaetocalthus liliputianus, C. cf.
columellifer, Crinipellis sp., C. zonata, Clitocybe subvelosa, Anthracophyllum archeri,
Agrocybe erebia, Gymnopus contrarius, Omphalotus olearius, O. olivascens, Xeromphalina
campanella, Moniliophthora sp. cepa MCA2500, M. perniciosa y M. roreri fueron
comparados filogenéticamente con un analisis basado en los datos de sus secuencias
nucleotidicas con 1000 aleatorizaciones tipo bootstrap, por medio de métodos de distancia
y usando el indice P (Poisson) y el método de agrupamiento de Neighbor-joning. La barra
indica el numero de cambios por cada 100 nucleétidos.

Campanella sp.
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1Il.4. CONCLUSION

Después de comparar la secuencia de un fragmento del gen 18S rDNA de la cepa
MROT1 aislada, con las secuencias de DNA de genes 18S rDNA de hongos depositadas
en la base de datos de la NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), se logré identificar a la
cepa MRO1 como Moniliophthora roreri..
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CAPITULO IV.

PROTEASAS ESPECIFICAS E INESPECIFICAS DEL HONGO M. roreri:
DETERMINACION DE LOS NIVELES ENZIMATICOS, LOCALIZACION
SUBCELULAR Y EFECTO DE INHIBIDORES ESPECIFICOS BAJO DIFERENTES
CONDICIONES DE CRECIMIENTO.

IV.1. INTRODUCCION.

Los hongos fitopatdégenos, emplean diversas estrategias para infectar a su huésped. Se
ha propuesto que el nivel de proteasas, refleja la adaptacion de los hongos saprofiticos
o patdégenos a los requerimientos de sus nichos ecolégicos (St Leger et al., 1997). Se
ha investigado poco sobre la produccién y funcion de las proteasas extracelulares en
los hongos fitopatdogenos. Algunos de los sistemas estudiados incluyen a B. cinerea,
con la produccién de una aspartil proteasa que es requerida para iniciar el crecimiento
del hongo en el huésped (Movahedi y Heale, 1990). También se ha reportado, que el
hongo Pyrenopeziza brassicae, produce una cistein proteasa que es determinante para
la patogenicidad de este hongo (Ball et al., 1991).

Asi mismo, se sabe que F. culmorum, produce una proteasa acida, la cual, puede
hidrolizar diversas proteinas vegetales (Urbanek y Yirdaw, 1984). En S. sclerotiorum,
los genes acpil y asps, codifican una proteasa &cida y una aspartil proteasa,
respectivamente, y se ha comprobado que dichas enzimas son expresadas durante el
proceso de infeccidén (Poussereau et al.,, 2001a y 2001b). De igual forma, en U. maydis,
se ha reportado la presencia de una proteasa acida (pumAe) y una aminopetidasa
(pumAPE), con probables implicaciones en la patogenicidad del hongo, interaccién
planta-patdégeno, asi como, la respuesta de adaptacion al ambiente (Mercado-Flores,
2003 y 2004).

A la fecha, se conoce muy poco sobre la biologia celular de M. roreri, el sistema
proteolitico que lo conforma y los factores de patogenicidad y virulencia. En algunos
hongos patdgenos de humanos y plantas, las proteasas han sido descritas como
factores de patogenicidad y virulencia (Cutler, 1991; Bordallo, et al., 1984, Marits et al.,



1999, Zhang et al., 1999, Urbanek y Kaczmare, 1985, Urbanek y Yirdaw, 1984, Clark et
al., 1997, Magee et al., 1993, Monod et al., 1984, Homberg, 1994, Mercado-Flores et
al., 2003b). Hasta el momento no existen reportes sobre proteasas producidas por M.
roreri; las cuales hipotetizamos que podrian estar involucradas en su proceso de
patogénesis de forma similar a otros hongos (Garcia-Alvarez et al., 1985, Magazanik et
al., 2002, Hirsch et al., 1989, Homberg, 1994, Mercado-Flores et al., 2003b y 2004).
Este fitopatégeno es de facil crecimiento y accesible para trabajar con técnicas

bioguimicas y de biologia molecular.

Con el fin de eventualmente determinar si la produccion de proteasas esta asociada
con el proceso de patogénesis de M. roreri en cacao, en este trabajo se realiza la
busqueda de las enzimas proteoliticas producidas por cepas de M. roreri aisladas a
partir de mazorcas de cacao infectadas y se caracterizan bioquimicamente, para
posteriormente asignar a las proteasas como las aspartil proteasas, un posible papel en
la patogenicidad y las funciones celulares importantes para este hongo.

Para ello se plantearon como objetivos particulares:

a)Evaluar el crecimiento celular de M. roreri, para con ello, relacionar la actividad
especifica de las actividades proteoliticas encontradas en los diferentes tiempos
evaluados, es decir, si se presenta un incremento en la actividad proteolitica, poder
descartar que dicho incremento se debe a un aumento en el numero de células debido
al crecimiento;

b) Determinar la presencia y los niveles de las actividades proteoliticas de aspartil
proteasa (mrAP), aminopeptidasa (mrAPE), carboxipeptidasa (mrCP), dipeptidil
aminopeptidasa (mrDAP) del hongo M. roreri, bajo diferentes condiciones de
crecimiento;

c) Probar el efecto de diferentes inhibidores especificos para identificar las proteasas

encontradas, y
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d) Determinar la localizacién subcelular de las proteasas identificadas en M. roreri
cultivado bajo diferentes condiciones de crecimiento para poder asignar una posible
funcion en el proceso de patogénesis.

Las hipotesis planteadas fueron:

a) El crecimiento celular de M. roreri puede ser medido bajo diferentes condiciones de
crecimiento y con ello obtener cinéticas de crecimiento celular;

b) ElI hongo M. roreri, puede expresar actividades proteoliticas de aspartil proteasa
(mrAP), aminopeptidasa (mrAPE), carboxipeptidasa (mrCP) y dipeptidil aminopeptidasa
(mrDAP), bajo diferentes condiciones de crecimiento, ya que estas se requieren para
diversos procesos biologicos;

c) Las actividades proteoliticas intracelulares de aspartii proteasa (mrAP),
aminopeptidasa (mrAPE), carboxipeptidasa (mrCP) y dipeptidil aminopeptidasa
(mrDAP), producidas por M. roreri, pueden ser inhibidas por inhibidores especificos, y
d) Las actividades proteoliticas de aspartil proteasa (mrAP), aminopeptidasa (mrAPE),
carboxipeptidasa (mrCP) y dipeptidil aminopeptidasa (mrDAP) detectadas en el hongo
M. roreri, se localizan a nivel intracelular (en la fraccidén citoplasmica y membranal) y

extracelular (en el medio de cultivo).

IV.2. MATERIALES Y METODOS.

1V.2.1. Microorganismos.

Este trabajo se realiz6 con la cepa de MRO1 de Moniliophthora roreri, aislada de un
fruto enfermo de cacao, colectado en la Rancheria Platanal, Pichucalco, Chiapas y las
siguientes cepas de referencia:

Candida albicans ATCC 10231.

Saccharomyces cerevisiae DBY (Universidad de Oviedo, Espana). Como controles
positivos de los ensayos realizados.
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1V.2.2. Medios de cultivo.
Los medios de cultivo empleados a lo largo de este trabajo para la conservacion y

purificacion especifica de cepas de M. roreri fueron los siguientes:

Medio V8 enriquecido: Jugo V8 centrifugado 20%, CaCO3; 0.45%, asparagina 0.1%,

Maltosa 2%, agua destilada para aforar a 1000 mL.

Medio mineral: buffer de fosfatos (1.54 gL' KH.PO4, 0.26 gL' HPO,), sales minerales y
microelementos (2.0 gL' NH4NO3, 0.4 gL™ NazSO,, 0.15 gL ' MgSO,4 7H,0, 0.02 gL
MnSO, 4H,0, 0.02 gL' CuSO,4 5H,0, 0.02 gL ZnSO,47H,0), dilucién de hierro (0.15
gL Fe(NH4)> SO.), dilucién de calcio (1.10 gL CaCly), 30 g L™ glucosa, 2 g L

extracto de levaduray 2 g L™ peptona.

El pH de los medios de cultivo fue ajustado a 6.0 con HCI. Los medios sélidos, fueron
preparados agregando 2% de agar bacteriolégico. Los medios de cultivo fueron

esterilizados en autoclave a 1212C durante 15 min.

1V.2.3. Conservacion de cepas.
La cepa MRO1 de M. roreri, fue conservada a corto plazo a 4 °C en placas de agar V8
enriquecido y mineral; y a largo plazo en glicerol al 25 % a -70 °C, a partir de los medio

liquidos de V8 enriquecido y mineral.

IV.2.4. Determinacion del crecimiento celular de M. roreri.

IV.2.4.1 Preparacion del pre-inoculo.

Las cepas de M. roreri se crecieron en cajas Petri, hasta alcanzar 8.5 cm de diametro
(15-21 dias). Con la finalidad de propiciar la germinacién de las esporas y el
crecimiento micelial del hongo, se prepararon cultivos pre-in6culos a partir de una
suspension de esporas, agregando 5 mL de medio a cada caja Petri, y removiendo
cuidadosamente los conidios con un pincel. La suspensién de esporas, fue transferida
a un matraz de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo e incubada a 25°C, en un
agitador orbital a 150 rpm durante 24 horas (Phillips-Mora, 2003). Posteriormente, las
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esporas germinadas fueron contadas y los matraces fueron inoculados con una
concentracién de 1x10° esporas germinadas mL™ (Lipa y Slizynki, 1973). Finalmente,
los matraces fueron incubados a 25°C en agitacion continua a 150 rpm bajo

condiciones naturales de luz-oscuridad.

IV.2.4.2 Determinacion de la proteina total de M. roreri.

El crecimiento celular de M. roreri fue estimado mediante la determinacion de la
proteina total en células lisadas (Mercado-Flores et al., 2003b), segun el método
descrito por Lowry et al., (1951). El hongo fue cultivado en matraces de 50 mL con 10
mL de medio de cultivo y el micelio fue cosechado a las 0, 12, 24,48, 72, 96, 120 y 144
h de incubacion, por filtracién al vacio con un sistema Millipore y papel Whatman
namero 3. Posteriormente, el paquete celular fue lavado dos veces con agua
desionizada estéril y resuspendido en 5 mL de NaOH 1M, y llevado a un volumen final
de 10 mL con agua desionizada estéril. La suspensién celular fue sometida a
rompimiento mecanico en frio, utilizando un homogenizador Omni TH, realizando
cuatro ciclos a baja velocidad y ocho ciclos a alta velocidad durante 30 seg cada uno,
con intervalo de 30 seg en hielo. La suspension celular fue sometida a ebullicion
durante 10 min, para finalmente realizar las determinaciones de proteina total. Las
lecturas se hicieron a una longitud de onda de 660 nm en un espectrofotometro Perkin-

Elmer y se interpolaron en una curva de albumina-sérica-bovina.

1IV.2.4.3. Determinacion de la biomasa de M. roreri.

La produccion de biomasa de M. roreri, fue determinada inoculando matraces de 125
mL con 50 mL de medio de cultivo, y el micelio fue cosechado a las 0, 12, 24,36, 48,
60, 72, 84, 96, 108, 120, 144 y 168 h de incubacion. El micelio fue cosechado por
filtracion al vacio con un sistema Millipore y papel Whatman nimero 3, secado en un
horno Scorpion Cientific a 65°C durante 72 h. Finalmente, las muestras fueron pesadas

en una balanza analitica.
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1V.2.6. Cinéticas de produccion de proteasas.

La preparacion de los pre-inéculos se realiz6 como se describe en la seccion 11.2.4.1.
Las cinéticas de produccion de proteasas se siguieron a las 0, 24, 48, 72, 96, 120 y 144
horas de incubacion en los medios de cultivo mencionados, empleando matraces de

125 mL con 50 mL de medio de cultivo.

IV.2.7. Obtencion de las fracciones extracelular e intracelular de M. roreri.

Dado que las proteasas producidas por los hongos pueden ser excretadas o localizarse
intracelularmente, decidimos ensayar en los extractos intracelulares y extracelulares
para determinar si las enzimas son intracelulares o secretadas al medio de cultivo. Para
ello, las cepas se cosecharon a los tiempos indicados en cinética poblacional, para
determinar el nivel de actividad en cada tiempo evaluado. La fraccion extracelular
correspondi6 al sobrenadante del medio de cultivo, el cual se obtuvo al filtrar el medio
de cultivo con un sistema Millipore® y papel Whatman® niimero 3.

A continuacion, las células se lavaron dos veces con 5 mL de regulador Tris-HCI 0.1 M
pH 7.0 frio, y por cada gramo de peso humedo se adiciond 2.5 mL de regulador Tris-
HCI 0.1 M pH7.0 y se someti6 a rompimiento mecéanico en frio utilizando un
homogenizador Omni TH International durante cuatro periodos de 30 seg a velocidad
baja y cuatro periodos a velocidad alta, con 30 segundos de intervalo entre ellos en
hielo. Posteriormente, la suspension celular se someti6 a un segundo evento de
rompimiento mecanico, con 7.0 g de perlas de vidrio (Ballotini 0.45-0.50 um de

diametro) por cada gramo de peso humedo inicial.

Nuevamente, la suspension celular se someti6 a rompimiento mecanico en vortex,
mezclando vigorosamente durante ocho periodos de 30 seg, con 30 seg de intervalo en
hielo entre ellos. A continuacién, el extracto crudo se centrifugd durante 10 min a 10
000 rpm para obtener el extracto libre de células o fraccidn intracelular (S12,000 x g).
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1V.2.8. Determinacion de las proteasas de M. roreri.

1V.2.8.1. Determinacidén de la actividad enzimatica de aspartil proteinasa (mrAP).
La actividad enzimatica de aspartil proteinasa (mrAP), se determind en microtubos de
1.5 mL, empleando 100 uL de extracto enzimatico y 400 uL de albumina sérica bovina
al 0.5% (preparada en regulador de fosfatos-acido citrico 0.1 M pH 3.2), la mezcla se
incubd a 37°C en bafo de agua durante 30 minutos y se le adiciond 500 yL de acido
tricloroacético al 10% frio, y posteriormente los tubos fueron centrifugados a 14 000 x g.
La liberacién de péptidos se determind en el sobrenadante utilizando el método descrito
por Lowry et al., (1951) y se ley6 a una A de 660 nm en un espectrofotdmetro Perkin-
Elmer Lambda 1A. Las lecturas se interpolaron en una curva de tirosina (Saheki y
Holzer, 1975).

Una unidad de actividad enzimatica de mrAP, se defini6 como la cantidad de enzima
que cataliza la formaciéon del equivalente a un pg de tirosina por minuto bajo las
condiciones de ensayos descrita (Milewski et al., 1994).

1V.2.8.2. Determinacidén de péptidos liberados por la técnica de Micro-Lowry.

Se adicionaron 200 uL de muestra en tubos de vidrio, en agitacién constante, 200 pL
de una solucién de reactivo A (CuSQOg * 5H,0 1%, Na,CO3 24%, NaOH 1 M, tartrato de
sodio y potasio 2.7%). Los tubos fueron incubados por 10 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente se adicionaron 1 000 ul del reactivo B (Folin-agua en una
proporcion de 1:20) Lowry et al., (1951). La mezcla se incubé durante 45 minutos a
37°C en barno de agua y los péptidos liberados se leyeron en un espectrofotémetro
Perkin EImer Lambda 25 a una A de 660 nm.

1V.2.8.3. Determinacion de la actividad enzimatica de dipeptidil aminopeptidasa
(mrDAP) y aminopeptidasa (mrAPE).

En microtubos de 1.5 mL se mezclaron 100 pL extractos enzimaticos, 120 yL de agua
destilada, 250 pl de de Tris-HCI 0.1 M pH 7 y 30 ul de los sustratos: Lys-p-Nitroanilida

10 mM disuelto en agua destilada para la determinacion de la actividad enzimatica de
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mrAPE o Ala-Pro-p-Nitroanilida 10 mM disuelto en agua destilada para la determinacion
de la actividad enzimatica de mrDAP. Las mezclas de reaccion se incubaron a 37°C, en
bano de agua durante 15 min y se les adicionaron 400 puL de ZnSOs4 al 5% y 100 uL de
Ba(OH)2 al 7.5% para detener la reaccion. Posteriormente, los tubos fueron
centrifugados a 10,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante que contenia la p-
Nitroanilina liberada, fue leido en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25, a una
A de 405 nm. Las absorbencias obtenidas fueron interpoladas en una curva de p-
Nitroanilina (Hirsch et al., 1988).

Una unidad de actividad enzimatica de mrDAP y mrAPE, fue definida como la cantidad
de enzima que cataliza la formacién de 1 umol de p-Nitroanilina por min a 37°C y pH
7.0.

1V.2.8.4. Determinacidn de la actividad de carboxipeptidasa (mrCP).

En microtubos de 1.5 mL se mezclaron 100 uL de extractos enzimaticos, 250 uL de
Tris-HCI 0.1 M pH 7.6, 25 uL de N-Bz-L-Tir- p-NA 25 mM como sustrato y 60 uL de
SDS al 5%. Las mezclas de reaccién se incubaron a 37°C, en bano de agua durante 15
min y se les adicionaron 500 pyL de ZnSQO4 al 5% y 100 pyL de Ba(OH); al 7.5% para
detener la reaccidon. Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a 10,000 rpm
durante 10 min. El sobrenadante que contenia la p-Nitroanilina liberada, se leyé en un
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25, a una A de 405 nm. Las absorbencias

obtenidas fueron interpoladas en una curva de p-nitroanilina (Hirsch et al., 1988).

Una unidad de actividad enzimatica de mrCP, se define como la cantidad de enzima

que cataliza la formacion de 1 umol de p-Nitroanilina por min a 37°C y pH 7.0.

1V.2.8.5. Determinacidn de la proteina total.

La concentracién de proteina total fue determinada por la técnica de Micro Markwell,
siguiendo el protocolo de Lowry et al., 1951, para lo cual se colocaron 300 pL de
muestra en tubos de vidrio y posteriormente, se adicionaron en agitacién constante,
1000 pL del reactivo A+B en una proporcién 100:1 (Reactivo A: Na,CO3; 2%, NaOH
0.4% SDS 1%, Tartrato de sodio y potasio 0.16%; reactivo B: CuSO45H.0 4%). La
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mezcla se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se
adicionaron 100 pL de reactivo de Folin-agua en una proporcion 1:1. La mezcla se
incubd a 37°C en bafo de agua tibia durante 45 minutos y los péptidos liberados se
leyeron a una longitud de onda de 660 nm.

1V.2.9. Fraccionamiento y localizacion subcelular de las proteasas de M. roreri en
las fracciones soluble y membranal.

Para el realizar fraccionamiento y determinar la localizacion celular de las proteasas en
estudio, se siguio el protocolo descrito por Suarez et al., (1981).

A partir de cultivos de 144h de incubacion, se obtuvieron las fracciones extracelular
(sobrenadante) e intracelular (extracto libre de células), tal y como se describe en el
apartado 11.2.7. A continuacion, el extracto libre de células fue ultracentrifugado a 100
000 x g durante 2 h, obteniendo asi, un sobrenadante y precipitado que corresponden a
la fraccidén soluble o citoplasma y la fraccibn membranal, respectivamente (Mercado-
Flores et al., 2003b).

Finalmente, las diferentes actividades enzimaticas de mrAP, mrDAP, mrAPE y mrCP,
fueron determinadas en ambas fracciones citoplasmica y membranal, siguiendo los

métodos descritos en la seccién 11.2.8.

1V.2.10. Electroforesis en geles nativos de poliacrilamida para revelar la actividad
enzimatica de mrAPE, mrDAP y mrCP de M. roreri.

Las fracciones extracelular (sobrenadante) e intracelular (extracto libre de células) de
M. roreri en donde se obtuvieron los mejores niveles de actividad enzimatica de
mrAPE, mrDAP y mrCP, fueron preparadas tal y como se describe en el apartado 11.2.7.
Las fracciones fueron sometidas a un corrimiento electroforético en geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones no desnaturalizantes, usando como regulador de
corrimiento Tris-glicina (3g de Trizma base, 14.4g de glicina por litro de agua). La

separacion electroforética de las proteinas, se llevé a cabo a 200 Volts durante 1h.
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La actividad enzimatica de mrAPE, mrDAP y mrCP, se puso de manifiesto adicionando
sobre el gel, una mezcla cromogénica preparada con 15 mL de regulador de fosfatos
de potasio 10 mM pH 6.5, 0.75 ml del sustrato Ala-Pro-p-Naftilamida (10 mM), Lys--
Naftilamida (10 mM) y N-Bz-L-Tir-B-Naftilamida, respectivamente, disuelto en dimetil
sulféxido al 30% y 0.758 ml de colorante Fast Garnet GBC (11 mg mL™") disuelto en

dimetil sulféxido al 50%.

El gel se incub6 a 37°C hasta la aparicibn de bandas de color rojo intenso
(aproximadamente de 2-4h), las cuales indican la presencia de la actividad enzimatica
de DAP (Suarez y Wolf, 1988).

IV.2.11. Ensayos de inhibiciéon con inhibidores especificos de proteasas.

Las actividades enzimaticas de mrAPE, mrDAP, mrCP y mrAP de M. roreri, fueron
ensayadas con diferentes inhibidores especificos de proteasas para determinar el tipo
de proteasa encontrada (Cuadro 3) a las concentraciones indicadas (Cuadro 4).

Cuadro 3. Inhibidores especificos de proteasas y las actividades proteoliticas de
mrAPE, mrDAP, mrCP y mrAP de M. roreri ensayadas.

Inhibidor Actividad enzimatica a inhibir
EDTA mrAPE, mrDAP y mrCP
Pefabloc SC mrDAP
1-10, fenantrolina mrAPE, mrDAP y mrCP
Pepstatina A mrAP
Bestatina mrAPE
PMSF mrCP
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Cuadro 4. Inhibidores especificos de proteasas y las concentraciones utilizadas sobre
las actividades proteoliticas de mrAPE, mrDAP, mrCP y mrAP de M. roreri.

Inhibidor Tipo de proteasa que Concentraciones utilizadas
inhibe
EDTA Metalo-proteasas o0mM 1.0mM 10.0mM 15.0 mM
Pefabloc SC Serin-proteasas o0mM 20mM 40mM 6.0mM
1-10, fenantrolina  Metalo-proteasas o0mM 1.0mM 10.0mM 15.0 mM
Pepstatina A Aspartil-proteasas oopM  05puM  1.0uM 2.0 uM
Bestatina Aspartil-proteasas 00pM 100 pM 130 uM 200 pM
PMSF Carboxipeptidasas 0o0mM 05mM 1.0mM 5.0mm

IV.3. RESULTADOS Y DISCUSION.

Los niveles de actividad enzimatica especifica de las proteasas intracelulares vy
extracelulares con actividad de mrAP, mrDAP, mrAPE y mrCP, fueron reportados como
actividad enzimética especifica en Umg" de Proteina total. Cabe mencionar que los
datos reportados para cada una de las determinaciones, son el promedio de tres

cinéticas de produccion de proteasas, con tres repeticiones cada cinética.

IV.3.1. Crecimiento celular de M. roreri.

El crecimiento celular de M. roreri fue medido en los medios mencionados siguiendo
dos metodologias diferentes basadas en la cuantificacién de la proteina total reportada
en mg mL" (Figura 7), asi como la produccién de biomasa medida en mg mL™" de
medio de cultivo, misma que se muestra en la Figura 8. Los datos mostrados indican
que el mejor método para evaluar el crecimiento celular del hongo, fue a través de la
cuantificacion de la biomasa producida, siendo el medio de cultivo de V8 enriquecido, el

medio en el cual se obtuvo la mayor concentraciéon de biomasa.
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Figura 7. Crecimiento celular de M. roreri mediante la determinacion de la proteina total
del hongo cultivado en los medios V8 enriquecido y mineral.
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Figura 8. Crecimiento celular de M. roreri mediante la determinacién de la biomasa del
hongo cultivado en los medios V8 enriquecido y mineral.
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1V.3.2. Actividad enzimatica de mrAP.

IV.3.2.1. Determinacion de la actividad enzimatica intracelular y extracelular de
mrAP.

La actividad enzimatica de mrAP, fue encontrada en las fracciones intracelular y
extracelular de M. roreri cultivado en los medios mencionados. Es importante
mencionar que el mejor medio de cultivo para la sintesis de esta proteasa, fue el medio
de cultivo mineral, siendo mayoritaria en la fraccion extracelular, en donde alcanzé
niveles de actividad enzimatica especifica de 34.23 Umg™ de proteina total a las 144 h
de incubacion (Cuadro 5, Figuras 9 y 10), misma que correspondié a la fase
estacionaria temprana del ciclo de crecimiento celular.

Con respecto al medio de cultivo V8 enriquecido, los niveles de actividad enzimatica
especifica también fueron mayoritarios en la fraccion extracelular, alcanzando niveles

de 22.58 Umg' de proteina total, a las 144 h de incubacién.

Cuadro 5. Actividad enzimatica especifica de proteinasa mrAP intracelular vy
extracelular en los medios de cultivo V8 enriquecido y mineral.

Actividad especifica en Umg" de proteina
Tiempo de

Medio mineral Medio V8
incubacion (h) Extracelular Intracelular Extracelular Intracelular

0 3.73 4.11 8.06 2.38
24 5.42 2.83 8.27 2.93
48 7.08 15.00 11.41 3.34
72 1.03 3.33 19.33 4.37
96 24.82 6.55 4.49 1.86
120 29.42 8.44 17.01 1.68
144 34.23 3.42 22.58 1.73
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Figura 9. Cinética de produccion de la proteinasa mrAP intracelular y extracelular de M.
roreri en el medio de cultivo mineral. Los niveles de actividad enzimatica especifica son
dados en Umg" de Proteina total.
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Figura 10. Cinética de produccion de la proteinasa mrAP intracelular y extracelular de
M. roreri en el medio de cultivo V8 enriquecido. Los niveles de actividad enzimatica
especifica son dados en Umg™ de Proteina total.
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1V.3.2.2. Ensayos de inhibicion con inhibidor especifico de proteasas mrAP.

La pepstatina A es un inhibidor especifico de aspartil proteinasa, por lo cual se probé el
efecto de este inhibidor sobre la actividad enzimatica de mrAP intracelular y
extracelular (Cuadro 6) ensayo que demuestra que la actividad enzimatica de mrAP
extracelular producida en ambos medios de cultivo, fue inhibida en un 99% (1% de
actividad enzimatica especifica residual). Con respecto a la actividad enzimatica de
mrAP intracelular sintetizada en ambos medios de cultivo, hubo un porcentaje de
inhibicibn del 66 y 63% (34 y 37% de de actividad especifica residual),
respectivamente. Como es un inhibidor especifico esto demuestra que la proteasa
mrAP es una aspartil proteinasa. La curva dosis/respuesta es 0til para calcular la
concentracion minima de inhibidor necesaria para causar un efecto inhibitorio de la

actividad enzimdtica de cada una de las proteasas ensayadas.

Cuadro 6. Actividad enzimatica especifica’ de proteinasa mrAP intracelular y
extracelular en los medios de cultivo V8 enriquecido y mineral.

Mineral V8 enriquecido
o Concentracion Intracelular Extracelular Intracelular Extracelular
Inhibidor del inhibidor ~ Actividad % actividad  Actividad % actividad Actividad % actividad Actividad % actividad
especifica  residual especifica residual especifica residual especifica  residual
Sin inhibidor 18.48 100 40.52 100 13.56 100 72.58 100

Pepstatina A 0.5 uM 14.48 78 12.66 31 6.78 50 3.47 5

1.0 uM 14.01 75 1.417 3 6.6 49 2.05 2

2.0 uM 6.4 34 0.037 1 5.1 37 1.26 1

' Los niveles de actividad enziméatica especifica son dados en Umg™' de Proteina total.
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1V.3.3. Actividad enzimatica de mrAPE.

1V.3.3.1. Determinacion de la actividad enzimatica intracelular y extracelular de
mrAPE.

La actividad enziméatica de mrAPE fue encontrada en las fracciones intracelular y
extracelular de M. roreri cultivado en los medios de cultivo mencionados; sin embargo,
el mejor medio de cultivo para la sintesis de esta proteasa, fue el medio de cultivo V8
enriquecido, siendo mayoritaria en la fraccion extracelular a las 144 h de incubacion,

alcanzando niveles de actividad enzimatica especifica de 38.76 Umg™' de proteina total.

Los niveles de actividad enziméatica especifica de mrAPE intracelular y extracelular en
el medio de cultivo mineral, fueron casi idénticos en todos los puntos de la cinética de
produccién evaluada, alcanzando niveles de 30.73 y 29.07 Umg™ de proteina total a

las 144 h de incubacién (Cuadro 7, Figuras 11y 12).

Cuadro 7. Actividad enzimatica especifica de mrAPE intracelular y extracelular de M.
roreri crecido en los medios de cultivo V8 enriquecido y mineral.

Tiempo de Actividad especifica en Umg ™' de proteina
incubacion Medio mineral Medio V8
(h) Extracelular Intracelular Extracelular Intracelular
0 1.48 3.52 11.41 3.93
24 414 6.33 27.25 6.19
48 6.15 9.65 37.14 17.26
72 12.10 13.96 29.36 9.73
96 14.45 11.45 23.89 8.16
120 24.53 17.70 30.12 11.56
144 30.73 29.07 38.76 12.91

66



Mineral

70 2
1.8
60
S - 1.6
= g 50 14 3T
) £
O = =
29 40 12 5
o o 1 E
-9 ©
c o 30
T O 0.8 %
%g 20 o6 £
<= 04 @
10
0.2
0 0
0 24 48 72 96 120 144

Tiempo (h)
mrAPE extracelular —#— mrAPE intracelular —#&— crecimiento

Figura 11. Cinética de produccién de mrAPE intracelular y extracelular de M. roreri en
el medio de cultivo mineral. Los niveles de actividad enzimatica especifica son dados
en Umg™' de Proteina total.
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Figura 12. Cinética de produccién de mrAPE intracelular y extracelular de M. roreri en
el medio de cultivo V8 enriquecido. Los niveles de actividad enzimética especifica son
dados en Umg" de Proteina total.
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1V.3.3.2. Localizacién celular.

La localizacion celular de la actividad enzimatica de mrAPE fue determinada en las
fracciones citoplasmica y membranal del hongo cultivado en los medios mencionados,
a las 144 h de incubacion. Los resultados nos indican que esta enzima se expresa
mayoritariamente en la fraccion citoplasmica del hongo cultivado en el medio mineral,

con niveles de 21.06 Umg' de proteina total (Cuadro 8, Figuras 13 y 14).

Cuadro 8. Actividad enzimatica especifica de mrAPE en la fraccién citoplasmica y
membranal de M. roreri crecido en los medios de cultivo V8 enriquecido y mineral.

Fracciéon celular
Medio de cultivo

Membranal* Citoplasmica*
V8 enriquecido 4.53 5.06
Mineral 10.66 21.60

*Los niveles de actividad enzimatica especifica de mrAPE en las fracciones citoplasmica y membranal,
son dados en Umg™' de Proteina total.
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Figura 13. Localizacion celular de la actividad enzimética especifica de mrAPE en la
fraccion citoplasmica y membranal de M. roreri, cultivado en el medio de cultivo mineral
a las 144 h de incubacion. Los niveles de actividad enzimatica especifica son dados en
Umg™ de Proteina total.
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Figura 14. Localizacion celular de la actividad enzimética especifica de mrAPE en la
fraccion citopldsmica y membranal de M. roreri, cultivado en el medio de cultivo V8
enriquecido a las 144 h de incubacién. Los niveles de actividad enzimatica especifica
son dados en Umg' de Proteina total.
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1V.3.3.3. Ensayos de inhibicion con inhibidor especifico de mrAPE.

La bestatina esta descrita como un inhibidor importante, pero no exclusivo de
aminopeptidasas (Mercado-Flores et al., 2003b). Los resultados mostrados en el
Cuadro 9, indican que la actividad enzimatica de mrAPE fue inhibida totalmente con
bestatina en las fracciones extracelulares (0% de actividad enzimatica especifica
residual), mientras que en la fraccién intracelular se detecto un porcentaje de actividad
enzimatica especifica residual del 5 y2%, en los medios de cultivo mineral y V8
enriquecido, respectivamente (Cuadro 9).

El 1-10, fenantrolina, inhibié casi en su totalidad la actividad enzimatica intracelular de
mrAPE, detectandose un 7 % de actividad enzimatica especifica residual en ambos
medios de cultivo (Cuadro 9).

El EDTA es un agente quelante que aunque inhibe la actividad enzimatica, no es un
inhibidor especifico. Este quelante inhibié totalmente la actividad enzimatica de mrAPE
en la fraccion extracelular del medio V8 enriquecido, y parcialmente en la fraccion
intracelular del mismo medio, con un 0% y 34% de actividad enzimatica especifica
residual, respectivamente. Sin embargo, la actividad enzimatica de mrAPE extracelular
e intracelular en el medio mineral, so6lo fue inhibida parcialmente, detectdndose un 23 y
22% de actividad enzimatica especifica residual, respectivamente (Cuadro 9).

Los resultados mostrados en el Cuadro 9 indican que tanto el EDTA como 1-10,
fenantrolina (agentes quelantes de iones metélicos divalentes) aumentaron la actividad
de mrAPE extracelular obtenida en el medio V8 enriquecido. Los porcentajes de
actividad obtenida fluctuaron desde 102% hasta 433%, pudiendo observar que a menor
concentracion de inhibidor mayor actividad enzimatica de mrAPE. Una probable
explicacion de este efecto es discutido mas adelante.
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Cuadro 9. Efecto de la bestatina, 1-10, fenantrolina y EDTA sobre la actividad
enzimética especifica’ de mrAPE intracelular y extracelular de un cultivo de 144h en
medio mineral y V8 enriquecido.

Mineral V8 enriquecido
Inhibidor Concentracién Intracelular Extracelular Intracelular Extracelular
del inhibidor ~ Actividad % actividad Actividad % activida Actividad % actividad ~ Actividad % actividad
especifica residual especifica  residual  especifica residual especifica residual
Sin inhibidor 214.2750 100 123.4090 100 176.1700 100 7.35842 100
Bestatina 100 uM 43.4677 20 7.6271 6 87.7498 50 1.72811 23
130 uM 26.5120 12 6.7408 5 29.2421 17 1.90185 26
200 uM 11.3604 5 0 0 4.3539 2 0 0
1-10, fenantrolina 1.0 mM 43.5927 20 41.3804 34 222.6750 126 31.8679 433
10.0 mM 22.7743 11 18.5688 15 31.2657 18 7.5071 102
15.0 mM 15.0757 7 17.3267 14 11.5484 7 13.7877 187
EDTA 1.0mM 111.0400 52 52.0849 42 151.1660 86 9.62541 131
10.0 mM 62.9554 29 32.7345 27 94.3015 54 0.16724 2
15.0 mM 47.2009 22 27.9475 23 69.1660 39 0 0

! Los niveles de actividad enzimatica especifica son dados en Umg'1 de Proteina total.
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1V.3.4. Actividad enzimatica de mrDAP.

IV.3.4.1. Determinacion de la actividad enzimatica intracelular y extracelular de
mrDAP.

La actividad enzimatica de mrDAP fue encontrada tanto en la fraccion intracelular como
extracelular del hongo cultivado en ambos medios de cultivo analizados. Es importante
resaltar que los niveles detectados de actividad enzimatica de mrDAP, fueron similares
tanto en la fraccién intracelular como extracelular de cada medio de cultivo. Sin
embargo, los valores méas altos de actividad enzimatica de mrDAP, fueron detectados
en el medio de cultivo V8 enriquecido, a las 96 h de incubacion, alcanzando niveles de
64.57 Umg™' de proteina total (Cuadro 10, Figuras 15y 16).

Cuadro 10. Actividad enzimatica especifica de mrDAP intracelular y extracelular de M.
roreri crecido en los medios de cultivo V8 enriquecido y mineral.

Tiempo de Actividad especifica en Umg "' de proteina
incubacion Medio mineral Medio V8
(h) Extracelular Intracelular Extracelular Intracelular
0 4.52 1.58 11.43 31.39
24 7.97 10.10 37.78 30.08
48 7.30 18.96 27.75 26.33
72 12.19 19.85 38.67 31.09
96 15.61 18.78 27.89 64.57
120 21.83 24.43 49.73 59.62
144 23.29 40.93 57.81 43.11
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Figura 15. Cinética de produccién de mrDAP intracelular y extracelular de M. roreri en
el medio de cultivo V8 enriquecido. Los niveles de actividad enzimética especifica son
dados en Umg" de Proteina total.
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Figura 16. Cinética de produccién de mrDAP intracelular y extracelular de M. roreri en
el medio de cultivo mineral. Los niveles de actividad enzimatica especifica son dados
en Umg™ de Proteina total.
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1V.3.4.2. Localizacion celular y geles de actividad.

La localizacién celular de la actividad enzimatica de mrDAP fue determinada en las
fracciones citoplasmica y membranal del hongo cultivado en los medios mencionados,
a las 144 h de incubacién. Los resultados senalan que la actividad enzimatica de
mrDAP, se localiz6 tanto en la fraccion membranal como en la citoplasmatica, aunque
la mayor actividad enzimatica especifica se obtuvo en ésta ultima. El mejor medio de
cultivo para la expresion de dicha enzima, fue el medio mineral, en donde se
encontraron los niveles mas altos de actividad enzimatica especifica, alcanzando

niveles de 19.16 Umg" de proteina total (Cuadro 11, Figuras 17 y 18).

Cuadro 11. Actividad enzimatica especifica de mrDAP en la fraccidén citoplasmica y
membranal de M. roreri crecido en los medios de cultivo V8 enriquecido y mineral.

Medio de cultivo Fraccion celular
Membranal* Citoplasmica*
V8 enriquecido 1.91 2.64
Mineral 4.27 19.16

*Los niveles de actividad enzimatica especifica de mrAPE en las fracciones citoplasmica y membranal,
son dados en Umg'1 de Proteina total.
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Figura 17. Localizacion celular de la actividad enzimatica especifica de mrDAP en la
fraccion citoplasmica y membranal de M. roreri, cultivado en el medio de cultivo mineral
a las 144 h de incubacion. Los niveles de actividad enzimatica especifica son dados en
Umg™ de Proteina total.
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Figura 18. Localizacion celular de la actividad enzimatica especifica de mrDAP en la
fraccion citoplasmica y membranal de M. roreri, cultivado en el medio de cultivo V8
enriquecido a las 144 h de incubacién. Los niveles de actividad enzimatica especifica
son dados en Umg™" de Proteina total.
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Ambas fracciones intracelular y extracelular de M. roreri cultivado en el medio V8
enriquecido durante 144 h de incubacién, fueron sometidas a PAGE en condiciones
nativas y tenidos con el sustrato Ala-Pro-B—NphA. Este ensayo revel6 la presencia de

una banda de actividad enzimatica de mrDAP en la fraccion intracelular (Figura 19).

Figura 19. Gel de actividad enzimatica de mrDAP, a partir de la fraccion intracelular de
M. roreri cultivado en el medio V8 enriquecido durante 144 h de incubacién. La
actividad enzimatica de mrDAP fue detectada con el condiciones nativas con el sustrato
Ala-Pro-B—NphA y Fast Garnet para revelar la actividad.

IV.3.4.3. Ensayos de inhibicion con inhibidor especifico de mrDAP.

El Pefabloc, esta descrito como un inhibidor especifico de serin-proteasas (Mercado-
Flores et al., 2003b). Los resultados mostrados, indican que la actividad enzimética de
mrDAP intracelular y extracelular obtenida en el medio V8 enriquecido, se inhibid
completamente con Pefabloc (0% de actividad enzimatica residual), mientras que la
actividad enzimatica de mrDAP intracelular obtenida en el medio mineral fue inhibida en
un 87% (13% de actividad enzimatica residual) (Cuadro 12).
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El 1-10, fenantrolina, inhibié casi en su totalidad la actividad enzimatica intracelular de
mrDAP (6% de actividad enzimatica especifica residual) sintetizada en el medio de
cultivo V8 enriquecido. Sin embargo, la actividad enzimatica extracelular de mrDAP fue
sobre-expresada, alcanzando un porcentaje de actividad especifica residual de 135%
(Cuadro 12).

El EDTA, no caus6 efectos inhibitorios importantes sobre la actividad enzimatica de
mrDAP intracelular en ambos medios de cultivo, sin embargo, en la fraccion
extracelular fue aumentada, alcanzando un 311% de actividad residual en el medio V8
enriguecido (Cuadro 12).

Cuadro 12. Efecto del EDTA, pefabloc SC y 1-10, fenantrolina sobre la actividad
enzimética especifica’ de mrDAP intracelular y extracelular de un cultivo de 144h en
medio mineral y V8 enriquecido.

Mineral V8 enriquecido
Inhibidor Concentracion Intracelular Extracelular Intracelular Extracelular
delinhibidor  Actividad % actividad ~ Actividad % actividad ~ Actividad % actividad ~ Actividad % actividad
especifica residual especifica residual especifica residual especifica residual
Sin inhibidor 127.6260 100 34.9535 100 50.2158 100 7.5070 100
EDTA 1.0 mM 108.9420 85 33.4253 96 40.4712 81 7.3398 98
10.0 mM 112.2550 88 36.7330 105 31.8116 63 9.5325 127
15.0 mM 112.6840 88 47.5700 136 30.3811 61 23.357 311
Pefabloc 2.0mM 38.7521 30 13.7469 39 11.7004 23 2.8244 38
4.0 mM 32.5271 25 10.2997 29 6.5655 13 0 0
6.0 mM 16.3439 13 13.3876 38 0 0 0 0
1-10, fenantrolina 1.0 mM 51.9612 41 14.2354 41 8.8530 18 10.117 135
10.0 mM 47.9422 38 10.7463 31 6.8937 14 0 0
15.0 mM 37.4660 29 9.4135 27 3.1721 6 0 0

' Los niveles de actividad enzimatica especifica son dados en Umg'1 de Proteina total.
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1V.3.5. Actividad enzimatica de mrCP.

1.3.5.1. Determinacion de la actividad enzimatica intracelular y extracelular de
mrCP.

La actividad enzimatica de mrCP fue encontrada en las fracciones intracelular y
extracelular de M. roreri cultivado en los medio mencionados; sin embargo, el mejor
medio para la sintesis de esta proteasa, fue el medio de cultivo V8 enriquecido, siendo
mayoritaria en la fraccion intracelular, alcanzando niveles de actividad enzimatica
especifica desde 9.53 a 30.75 Umg' de proteina total a las 0 a 144 h de incubacion,
respectivamente (Cuadro 13, Figuras 20 y 21).

Los niveles de actividad enzimatica de mrCP en el medio de cultivo mineral, fueron
mayoritarios en la fraccién intracelular, alcanzo niveles de 29.07 Umg™ de proteina total

a las 144 h de incubacién (Cuadro 13, Figuras. 20 y 21).

Cuadro 13. Actividad enzimatica especifica de mrCP intracelular y extracelular de M.
roreri crecido en los medios de cultivo V8 enriquecido y mineral.

Tiempo de Actividad especifica en Umg" de proteina
incubacion Medio mineral Medio V8
(h) Extracelular Intracelular Extracelular Intracelular
0 2.03 3.09 14.90 9.53
24 7.05 5.81 7.64 27.80
48 5.93 6.77 9.78 15.03
72 7.73 13.58 12.93 13.26
96 15.81 9.89 5.97 18.89
120 17.60 14.34 17.11 30.75
144 16.50 29.07 17.60 16.10
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Figura 20. Cinética de produccion de mrCP intracelular y extracelular de M. roreri en el
medio de cultivo V8 enriquecido. Los niveles de actividad enzimatica especifica son
dados en Umg' de Proteina total.
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Figura 21. Cinética de producciéon de mrCP intracelular y extracelular de M. roreri en el
medio de cultivo V8 enriquecido. Los niveles de actividad enzimatica especifica son
dados en Umg" de Proteina total.
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1V.3.5.2. Localizacion celular.

La localizacién celular de la actividad enzimatica de mrCP fue determinada en las
fracciones citoplasmica y membranal del hongo cultivado en los medios mencionados,
a las 144 h de incubacion. Los resultados nos indican que los niveles de expresiéon de
esta enzima, son muy similares en ambas fracciones del hongo, cultivado en el medio
mineral, con niveles de 3.94 y 3.62 Umg" de proteina total. Sin embargo, en el medio
V8 enriquecido, los niveles mayoritarios fueron en la fraccibn membranal en donde
alcanzé niveles de 2.95 Umg' de proteina total, mientras que en la fraccién
citoplasmica los niveles alcanzaron 1.32 Umg’ de proteina total (44.75% del nivel

alcanzado en la fraccion membranal (Cuadro 14, Figuras 22 y 23).

Cuadro 14. Actividad enzimatica especifica de mrCP en la fraccién citoplasmica y
membranal de M. roreri crecido en los medios de cultivo V8 enriquecido y mineral.

Medio de cultivo Fraccion celular
Membranal Citoplasmica
V8 enriquecido 2.95 1.32
Mineral 3.94 3.62

*Los niveles de actividad enzimatica especifica de mrAPE en las fracciones citoplasmica y membranal,
son dados en Umg'1 de Proteina total.
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Figura 22. Localizacion celular de la actividad enzimatica especifica de mrCP en la
fraccion citoplasmica y membranal de M. roreri, cultivado en el medio de cultivo mineral
a las 144 h de incubacion. Los niveles de actividad enzimatica especifica son dados en
Umg" de Proteina total.
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Figura 23. Localizacion celular de la actividad enzimatica especifica de mrCP en la
fraccion citopldsmica y membranal de M. roreri, cultivado en el medio de cultivo V8
enriquecido a las 144 h de incubacién. Los niveles de actividad enzimatica especifica
son dados en Umg™" de Proteina total.
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1V.3.5.3. Ensayos de inhibicién con inhibidor especifico de mrCP.

El PMSF, esta descrito como un inhibidor de serin proteasas y algunas cistein
proteasas, pero no inhibe metaloproteasas (Mercado-Flores et al., 2003b). Los
resultados mostrados, indican que la actividad enzimatica de mrCP intracelular
obtenida en el medio V8 enriquecido, fue inhibida completamente por el PMSF (1% de
actividad enzimatica especifica residual), mientras que la actividad enzimatica de mrCP
extracelular fue inhibida parcialmente% (70% de actividad enzimatica especifica
residual).

Tanto el 1-10, fenantrolina, asi como, el EDTA, inhibieron totalmente la actividad
enzimatica de mrCP intracelular obtenida en el medio V8 enriquecido (1% de actividad
enzimatica especifica residual), mientras que la actividad enzimatica de mrCP
extracelular fue aumentada, alcanzando 325 y 308% de actividad enzimatica especifica
residual. En el medio mineral, la actividad enzimatica de mrCP extracelular e
intracelular, fue inhibida parcialmente (Cuadro 15).

Cuadro 15. Efecto de inhibidores especificos de proteasas sobre la actividad
enzimatica especifica’ de mrCP intracelular y extracelular de un cultivo de 144h en
medio mineral y V8.

Mineral V8 enriquecido
Inhibidor Concentracion Intracelular Extracelular Intracelular Extracelular
delinhibidor  Actividad ~ %actividad ~ Actividad ~ %actividad ~ Actividad ~ %actividad  Actividad % actividad
especifica residual especifica residual especifica residual especifica residual
Sin inhibidor 22.5600 100  26.7682 100 585.2153 100 3.4283 100
PMSF 0.5 mM 14.7542 65 22.3580 84 97.3424 17 5.7139 167
1.0 mM 13.1823 58 16.0846 60 19.8209 3 4.9149 143
5.0 mM 8.9132 40 15.2542 57 8.6181 1 2.4156 70
EDTA 1.0 mM 15.2186 67 19.2248 72 8.1620 1 5.5745 163
10.0 mM 14.6961 65 12.0652 45 7.2704 1 5.2122 152
15.0 mM 12.2847 54 11.7966 44 5.6498 1 11.1305 325
1-10, fenantrolina 1.0 mM 30.6426 136 36.7190 137 7.1322 1 10.5359 307
10.0 mM 23.0780 102 32.1623 120 6.7590 1 7.1447 208
15.0 mM 17.8845 79 25.7842 96 4.5544 1 3.7349 109

! Los niveles de actividad enzimética especifica son dados en Umg™ de Proteina total.
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1V.3.6. Comparacion de las actividades enzimaticas mrAP, mrAPE, mrDAP y mrCP
producidas por M. roreri.

La comparacion de los niveles de actividad enzimatica de mrAP, mrAPE, mrDAP y
mrCP intracelular (mrAP IC, mrAPE IC, mrDAP IC y mrCP IC) y extracelular (mrAP EC,
mrAPE EC, mrDAP EC y mrCP EC) producida en los medios de cultivo mencionados,
nos indica las actividades enzimaticas mayoritarias fueron mrDAP IC y mrDAP EC, asi
como mrCP EC, expresadas a lo largo del ciclo de crecimiento celular (Figura 24).

Con respecto a las proteasas producidas en el medio mineral, los mayores niveles de
actividad enzimatica fueron mrDAP IC, mrAP EC y mrAPE EC, exclusivamente durante
la fase estacionaria temprana del ciclo de crecimiento celular (144 h de incubacion)
(Figura 25).
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Figura 24. Cinéticas de produccién de proteasas mrAP IC, mrAP EC, mrAPE IC,
mrAPE EC, mrDAP IC, mrDAP EC, mrCP IC y mrCP EC de M. roreri en el medio de
cultivo V8 enriquecido. Los niveles de actividad enzimatica especifica son dados en
Umg" de Proteina total.
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Figura 25. Cinéticas de produccién de proteasas mrAP IC, mrAP EC, mrAPE IC,
mrAPE EC, mrDAP IC, mrDAP EC, mrCP IC y mrCP EC de M. roreri en el medio de
cultivo mineral. Los niveles de actividad enzimética especifica son dados en Umg™' de
Proteina total.

La moniliasis del cacao, es una enfermedad de reciente introduccién a las regiones
cacaoteras del sureste mexicano (Phillips-Mora et al., 2006); y pese a que existen
reportes desde 1918, se conoce muy poco sobre fitopatogenicidad del hongo y su
planta hospedera, asi como las actividades enzimdticas involucradas en la
patogénesis, incluidas las proteasas producidas por este hongo. En general, el estudio
de enzimas proteoliticas en hongos fitopatogénicos ha sido poco estudiado, y
solamente algunos reportes sobre el tema, han aparecido en la literatura reciente
(Mercado-Flores et al., 2003a y 2003b; Poussereau N. et al, 2001; Clark Sj et al.,
1997). Considerando la importancia del papel de las proteasas en mdultiples aspectos
biolégicos de los hongos (Jones, 1991; Knop et al., 1993; van den Hazle et al., 1996,
Rao et al., 1988), y su posible papel en el proceso de patogénesis, en este trabajo, se
analizaron algunas proteasas producidas por M. roreri, bajo diferentes condiciones de
crecimiento, localizacién celular, asi como el efecto de diferentes inhibidores
especificos sobre las actividades ensayadas con la finalidad de determinar que tipo de
proteasa esté presente.
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Nuestros esfuerzos iniciales por detectar las proteasas extracelulares e intracelulares
de M. roreri, nos llevaron a investigar las actividades similares a éstas descritas en S.
cerevisiae. El estudio de las proteasas de este trabajo, reveld que M. roreri presenta
actividades proteoliticas similares a las reportadas en C. albicans, S. cerevisiae, S.
pombe, C. tropicales y U. maydis, entre otros (Monod et al., 1994 y 2002; Hirsch et al.,
1988; Suarez-Rendueles et al., 1991; Mercado-Flores et al., 2003a, 2003b y 2004). De
este modo, fue posible determinar la presencia y los niveles de las actividades
enzimaticas extracelulares e intracelulares de mrDAP, mrAPE, mrCP y mrAP,

presentes en M. roreri.

Con respecto a la actividad enzimatica de mrAP, en M. roreri se encontré tanto
actividad enzimatica intracelular como extracelular. Los mayores niveles de actividad se
encontraron en la fraccidén extracelular y durante en la fase estacionaria temprana de la
curva de crecimiento celular, en ambos medios de cultivo. Por otro lado, actividad
enzimatica extracelular fue inhibida totalmente con pepstatina A (inhibidor especifico de
aspartil-proteasas), mientras que la actividad enzimatica intracelular fue inhibida en un
65 y 62%. Lo anterior, nos puede indicar la presencia de una mezcla de enzimas con la
misma actividad catalitica, es decir, activas a pH &acido, pero de tipo no aspartil
proteasas. Es probable que M. roreri pudiera sintetizar mas de una proteasa acida
secretada al medio, ya que como se mencion6 anteriormente no hubo inhibicién total
con la Pepstatina A. Estos datos coinciden con lo encontrado en la proteinasa yumA de
U. maydis (Mercado-Flores et al., 2003b).

Probablemente, la actividad enzimatica de mrAP intracelular, sea semejante a la yscA
descrita en S. cerevisiae, la cual es una endopeptidasa soluble vacuolar que participa
en la degradacion de proteinas, en el metabolismo nitrogenado, como hidrolasa
vacuolar y en procesamiento de los precursores (Suarez y Wolf, 1988). La actividad de
proteinasa A intracelular también ha sido encontrada en levaduras, como C. albicans,
S. pombe 'y K. lactis (Portillo y Gacedo, 1986, Suarez et al., 1981 y Flores et al., 1999).
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La actividad enzimatica de mrAPE se encontr6 en las fracciones intracelular y
extracelular en los dos medios de cultivo estudiados. Los valores mas altos de actividad
especifica se encontraron en la fraccion extracelular producida en el medio V8. La
localizacion celular de la actividad enzimatica de mrAPE, nos indicé que esta enzima

esta mayoritariamente asociada a la fraccién citoplasmica.

La actividad enzimatica extracelular de mrAPE producida en ambos medios de cultivo,
fue totalmente inhibida con bestatina, 1-10, fenantrolina y EDTA, lo que nos confirma
que la actividad enzimatica detectada con el sustrato H-Lys-pNA, es realizada por
enzimas APE y que son metaloproteasas. Por otro lado, la actividad enzimatica
extracelular de mrAPE producida en ambos medios de cultivo, fue inhibida
parcialmente. Lo anterior indica que en la fraccion intracelular del hongo, se sintetizan
enzimas con actividad enzimatica de APE y en menor proporcion, también se sintetizan

enzimas no APE pero que actuan sobre el sustrato ensayado.

Es importante sefalar que tanto el EDTA como 1-10, fenantrolina no tuvieron efectos
inhibitorios sobre la actividad extracelular de mrAPE obtenida en el medio V8
enriquecido. Por el contrario, la adicién de estos agentes quelantes de iones metalicos
divalentes, aumento la actividad enzimatica de mrAPE extracelular hasta un 433%. Lo
anterior sugiere, la existencia de otras proteasas que podrian estar participando en la
regulacién de esta enzima, mismas que podrian ser inhibidas por el EDTA y 1-10,
fenantrolina (Mercado-Flores et al., 2003Db).

En un estudio reciente, realizado por Mercado-Flores et al., 2003b), se reporto que U.
maydis presenta al menos dos actividades yumAPE solubles (45 y 48 kDa), las cuales
estan asociadas Unicamente a la fase exponencial de crecimiento y que son inhibidas
con EDTA y 1-10, fenantrolina.

En S. cerevisiae, se ha descrito al menos 15 aminopeptidasas, entre las cuales se
encuentran las metalo-sulfidril-proteasas APE yscl y APE yscCo dependientes de Zn*?

y Co*', respectivamente, cuyos niveles de actividad se incrementan cuando las células
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entran en la fase estacionaria de crecimiento. De manera similar, a las APE’s de S.
cerevisiae reportadas, los datos encontrados para la actividad enzimatica de APE de M.
roreri en este trabajo, indican que dichas enzimas son metaloproteasas, que
posiblemente haya mas de una enzima APE y los niveles de actividad enzimatica
también se incrementan cuando las células entran en la fase estacionaria de

crecimiento (Suarez y Wolf, 1988).

A diferencia de S. cerevisiae, en S. pombe se ha descrito una actividad enzimatica de
APE denominada yspl que esta reportada como una enzima que presenta una gran
actividad sobre aminoacidos basicos como la lisina (Suarez et al., 1991). Nuestros
ensayos fueron realizados con el sustrato cromogénico H-Lys-pNA, derivado de la
lisina, sin embargo, es necesario realizar la purificacion y caracterizacién bioquimica de
las enzimas mrAPE’s para saber cudles son aminoacidos sobre los que actian

preferentemente.

Con respecto a la actividad enzimatica de mrDAP, fue sorprendente encontrar actividad
enzimatica extracelular en M. roreri, debido a que en otros hongos como C. albicans,
esta enzima solamente ha sido detectada en la fraccion intracelular y asociada a las

membranas vacuolares y del aparato de Golgi (Bautista-Mufioz et al., 2005).

En S. cerevisiae se han encontrado al menos cinco dipeptidilaminopeptidasas, de las
cuales las DAPs ysclV y yscV han sido caracterizadas (Suarez y Wolf, 1988). Sin
embargo, la secuencia completa del genoma de esta levadura solo muestra la
presencia de dos genes (DAP2y STE13) con actividad enzimatica de DAP predicha
(Bautista-Murioz et al., 2005; http:\\www.sequence.stanford.edu/group/

candida).

A diferencia de S. cerevisiae, S. pombe produce sélo una dipeptidilaminopeptidasa
termosensible y de igual manera, la secuencia del genoma completo de esta levadura,
solo indica la existencia de un gen con funcién de dipeptidil aminopeptidasa (Suarez et
al., 1981; http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Sin embargo, nuestros datos de inhibicién sugieren que la actividad enzimatica de
mrDAP puede ser codificada por mas de un gen.

Dado que la actividad enzimatica intracelular de mrDAP detectada en el medio V8
enriquecido, fue totalmente inhibida con Pefabloc (inhibidor especifico de serin-
proteasas), podemos afirmar que la(s) enzima(s) DAP intracelular(es), son serin
proteasas. Estos datos coinciden con lo reportado para C. albicans y S. cerevisiae
(Bautista-Munoz et al., 2005; Bordallo et al., 1984; Suarez y Wolf, 1988). Por otro lado,
el resto de las actividades enzimaticas de mrDAP detectadas fueron parcialmente
inhibidas.

Esta inhibicion parcial probablemente se deba al efecto de estos inhibidores sobre una
mezcla de enzimas con la misma actividad catalitica, de las cuales algunas podrian ser
serin-metalo-proteasas y las otras cistein-metalo-proteasas. Sin embargo, dado que no
se realizaron ensayos con los inhibidores PMSF (inhibidor de serin proteasas y algunas
cistein proteasas, pero no inhibe metaloproteasas) y E-64 (inhibe cistein proteasas), no
se puede afirmar la existencia de cistein proteasas. En U. maydis, esta reportado que
las actividades enzimaticas yumDAP detectadas, son una mezcla serin-metalo-
proteasas y cistein-metalo-proteasas, debido a que los ensayos fueron realizados con
los inhibidores PMSF y E-64 (Flores-Mercado et al., 2003b).

Es importante mencionar que tanto el EDTA como 1,10, fenantrolina, son agentes
quelantes de iones metalicos divalentes, por lo que son inhibidores no especificos de
metaloproteasas. Dado que el uso del EDTA y 1,10, fenantrolina, no tuvieron efectos
inhibitorios sobre la actividad extracelular de mrDAP obtenida en el medio V8
enriquecido, se sugiere la existencia de otras proteasas que podrian estar participando
en la regulacion de las enzimas mrDAP extracelulares sintetizadas en el medio V8
enriquecido, mismas que podrian estar siendo inhibidas por el EDTA y 1-10,
fenantrolina (Mercado-Flores et al., 2003b).
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De manera contraria a los datos reportados para U. maydis y C. dubliniensis (Loaiza-
Loeza, 2007; Mercado-Flores et al., 2003b), en M. roreri, si pudimos detectar actividad

enzimatica de mrCP intracelular y extracelular en ambos medios de cultivo ensayados.

Los ensayos de inhibicion con PMSF, 1-10, fenantrolina y EDTA, indicaron que las
enzimas mrCP intracelulares y extracelulares detectadas en el medio de cultivo V8
enriquecido, podrian ser del tipo cistein-metalo-proteasas. Sin embargo, faltaria probar
el efecto del inhibidor E-64 (inhibidor especifico de cistein proteasas. Por otro lado, se
ha descrito que en S. cerevisiae, la actividad enzimatica de CP, esta regulada por la

presencia de un inhibidor endégeno (Lenney, 1975).

Dado que los ensayos enzimaticos preliminares resultaban nulos, se decidié agregar un
agente desacoplante (desoxicolato de sodio) a la mezcla de reaccion. Los resultados
obtenidos nos indicaron que al igual que en S. cerevisiae y C. dubliniensis (Lenney,
1975; Loaiza-Loeza et al., 2007), en M. roreri, existe un sistema enzima inhibidor para

la CP de este hongo.

En S. cerevisiae y C. albicans, la enzima CP ha sido implicada en la maduracién del
factor sexual a (Achstetter y Wolf, 1985). Ademas, Se ha descrito que la levadura C.
albicans, lleva a cabo un ciclo sexual durante la patogénesis (Magee y Magee, 2000;
Hull et al., 2000) por lo que seria importante realizar estudios dirigidos hacia la
dilucidacién de un ciclo sexual en M. roreri.

Los resultados indican que produccién de las enzimas mrAP, mrAPE, mrDAP y mrCP,
se ve afectada por el tipo de medio de cultivo empleado. Al respecto, se ha reportado
que muchas especies fungicas secretan proteasas cuando crecen en un medio
conteniendo proteina como Unica fuente de nitrogeno (Reichard et al.,, 1990; Togni et
al., 1991; Hube et al, 1994; Mignon et al., 1998b; Brouta et al., 2001). Pequenas
moléculas tales como iones amonio y aminodcidos, reprimen los genes que codifican
para estas proteasas. Sin embargo, muchas proteasas semejantes a varias proteasas
asparticas de Candida son secretadas en otras condiciones (Borg-von Zepelin et al.,
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1998). Como se mencion6é anteriormente, las proteasas mrAPE y mrDAP
extracelulares, fueron mayoritariamente expresadas en el medio V8, el cual contiene
jugo de verduras V8, CaCOs, asparagina y maltosa. La proteasa mrCP extracelular fue
igualmente expresada en los medios de cultivos V8 y mineral; mientras que la proteasa
mrAP fue mayoritariamente expresada en el medio mineral. El medio mineral contiene
buffer de fosfatos, algunas sales minerales y microelementos (NH4sNOj3 entre ellos),
hierro, calcio, glucosa, extracto de levadura y peptona, y contrariamente a lo descrito, la
actividad enzimatica de mrAP no fue inhibida en los medios mencionados. La diferencia
en los niveles de expresion obtenida en los medios de cultivo ensayos, nos sugiere que
los genes codificantes de enzimas mrAP, mrAPE, mrDAP y mrCP en M. roreri, son

regulados por las diferentes fuentes de nitrégeno y carbono probadas.

Sobre las proteasas secretadas por hongos patégenos, se ha descrito que muchas
especies de hongos patégenos secretan proteasas “in vitro” o durante su infeccion. Las
endoproteasas secretadas pertenecen a las aspartil proteasas de la familia de las
pepsinas (familia A1), serin proteasas de la subfamilia subtilisina (S8A), y
metaloproteasas de dos familias diferentes (M35 y M36). La proteasa aspartica no tipo
pepsina de Aspergillus niger, y la proteasa unica de Coccidioides immitis, han sido
asignadas a este tipo de proteasas. Los hongos patégenos también secretan
aminopeptidasas, carboxipeptidasas y dipeptidilpeptidasas (Monod et al., 2002).

La funcion de las proteasas secretadas fungicas y su importancia en las infecciones
varia. Es evidente que las proteasas secretadas son importantes para la virulencia de
los dermatofitos debido a que estos hongos crecen exclusivamente en el estrato
corneo, ufas o cabellos, los cuales constituyen su fuente de carbono y nitrégeno
(Simon y Green, 1985; Hohl et al., 1995; Steinert y Marekow, 1995; 1997). Durante los
ultimos anos, las actividades proteoliticas secretadas han atraido mucha atencién como
factores de virulencia potenciales de los hongos. Sin embargo, muchas de las
investigaciones sobre el tema conciernen a C. albicans 'y A. fumigatus.
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Las proteasas asparticas secretadas por Candida albicans, estan involucradas en los
procesos de adherencia y penetracidon de tejidos, asi como en las interacciones con el
sistema inmune del huésped infectado. La familia de isoenzimas Sap de C. albicans, es
una de las caracteristicas de virulencia que le permite una mejor adaptacion a las
especies del género Candida, asi como superar las barreras que el huésped le impone,
a fin de causar infecciones de la mucosa y micosis profundas (Schaller et al., 1999;
Hube et al., 1997; Sanglard et al., 1997; De Bernardis et al., 1999; Kretschmar et al.,
1999). En alcance a esta revision, podemos decir que el estudio de enzimas
proteoliticas en hongos fitopatégenos no ha sido descuidado, y existe en la literatura
cientifica reportes recientes sobre el estudio de las proteasas en diversos hongos
fitopatégenos y su probable implicacién en la fitopatogénesis (Pekkarinen y Jones
2002, Pekkarinen y Jones 2003, Tian et al., 2004, Dunaevskii et al., 2006, levleva et al.,
2006, Pekkarinen et al., 2007, Quillis et al., 2007, Tian et al., 2007, Yoshida et al.,
2007). Sin embargo, hasta el momento no existen reportes que confirmen la verdadera

funcion de las proteasas en la fitopatogénesis.

Como ya se mencion0, este trabajo fue realizado cultivando al hongo M. roreri en
condiciones “in vitro”, por lo que las proteasas detectadas y los correspondiente niveles
de actividad enzimatica pueden ser diferentes durante el proceso de infeccién. Sin
embargo, las verdaderas implicaciones de dichas proteasas en los diferentes procesos
biolégicos del hongo, incluyendo la patogénesis, solo podran ser asignadas realizando
experimentos como hibridacion “in situ”, mutantes afectadas en los genes codificantes
de las proteasas ensayadas, etc. Es importante aclarar que los ensayos de
determinacién de todas las actividades enzimaticas, fueron realizados previo paso de
congelacién y descongelacién de los cultivos celulares. Este manejo nos dio como
resultado, diferencias importantes en los valores de actividades enzimaticas especificas
cuando los ensayos fueron realizados en fresco (inmediatamente después del término
de cada periodo de incubacion). Este efecto también se pudo observar durante los
ensayos de inhibicidén (sin inhibidor). Lo anterior, nos indica que al igual que muchas
enzimas, las ensayadas en este trabajo, también sufren inactivacién con el proceso de

congelacién y descongelacion.
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IV.4. CONCLUSIONES.

1. En ambos medios ensayados, se encontr6 actividad enzimatica intracelular y
extracelular de mrDAP, mrAPE, mrCP y mrAP.

2. La actividad enzimética extracelular de mrAP sintetizada en ambos medios de
cultivo, es producida por enzimas del tipo Aspartil proteasas acidas y proteasas acidas

no aspartil que actian sobre la albumina sérica bovina como sustrato proteolitico.

3. La actividad enzimatica intracelular de mrAP sintetizada en ambos medios de
cultivo, es producida por una mezcla de enzimas del tipo Aspartil proteasas acidas y
proteasas acidas no aspartil que actuan sobre la albumina sérica bovina como sustrato

proteolitico.

4. La activad enzimatica extracelular de mrAPE sintetizada en ambos medios de
cultivo, es producida por una mezcla de enzimas de tipo metaloproteasas que actuan

sobre la H-Lys-pNA como sustrato proteolitico.

5. La activad enzimatica intracelular de mrAPE sintetizada en ambos medios de
cultivo, es producida por una mezcla de enzimas del tipo metaloproteasas y en menor
proporcion, también se sintetizan enzimas no APE pero que actian sobre la H-Lys-pNA
como sustrato proteolitico.

6. La activad enzimatica intracelular de mrDAP sintetizada en el medio V8

enriquecido, es producida por enzimas de tipo serin proteasas que actuan sobre H-Ala-
Pro-pNA como sustrato proteolitico.
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7. La activad enzimatica extracelular de mrDAP sintetizada en el medio V8
enriquecido, asi como las actividades enzimaticas extracelular e intracelular de mrDAP
sintetizada en el medio mineral fue producida por una mezcla de enzimas de tipo serin-
metalo-proteasas y cistein-metalo-proteasas que actian sobre H-Ala-Pro-pNA como
sustrato proteolitico.

8. La actividad enzimatica de mrCP intracelular y extracelular detectadas en el
medio de cultivo V8 enriquecido, podria ser producida por enzimas de tipo cistein-
metalo-proteasas.

9. La actividad enzimatica de mrCP, esta regulada por la presencia de un inhibidor
enddgeno.

10. Bajo las condiciones ensayadas, las proteasas mas abundantes resultaron ser
mrDAP extracelular, mrDAP intracelular y mrCP extracelular del hongo M. roreri crecido
en el medio V8 enriquecido.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES.

1. CONCLUSIONES.

1. El presente trabajo constituye el primer reporte sobre el estudio del sistema
proteolitico del hongo M. roreri.

2. La amplificacion y secuenciacion del gen 18S rDNA, permitio la identificacion

molecular del hongo M. roreri en la cepa MRO1.

3. La prueba de identificacion molecular estandarizada en este trabajo, puede ser
empleada como un método de diagnéstico de la moniliasis del cacao, causada por M.

roreri.

4. Se encontr6 actividad enzimatica intracelular y extracelular de mrDAP, mrAPE,
mrCP y mrAP, en M. roreri, las cuales podrian participar en eventos celulares como en

la fitopatogénesis.

5. Dada la variacién de sensibilidad de las enzimas hacia los diferentes inhibidores
ensayados, es probable que cada una de las actividades enzimaticas de mrAP, mrAPE,
mrDAP y mrCP, sean codificadas por multiples genes, como se ha descrito en otros

hongos.
6. La expresion de los genes codificantes de enzimas mrAP en M. roreri, son
regulados de manera diferencial por las diferentes fuentes de nitrégeno y carbono

ensayadas.

7. Se aceptan las hipétesis nulas planteadas en el presente trabajo.
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2. RECOMENDACIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, y las investigaciones
realizadas sobre las proteasas de hongos fitopatogenos, se recomienda continuar el
estudio de las proteasas de M. roreri, abordando los siguientes temas:

1. Disefio de iniciadores universales para amplificar un fragmento de los posibles
genes codificantes de las enzimas con actividad de enziméatica de mrDAP, mrAPE,

mrCP y mrAP.

2. Busqueda de inhibidores contra la produccion de proteasas, actividad

enzimatica, esporulacion y crecimiento micelial del hongo.

3. Clonacion y secuenciacion de cDNA de genes con actividad enzimatica de
mrDAP, mrAPE, mrCP y mrAP.

4, Caracterizacién molecular de los genes codificantes de proteasas con actividad
enzimatica de mrDAP, mrAPE, mrCP y mrAP.

5. Purificacion y caracterizaciébn bioquimica de las proteasas con actividad
enzimatica de mrDAP, mrAPE, mrCP y mrAP.

6. Estudios de expresién in situ, para evidenciar la participacion de dichas
proteasas durante la fitopatogénesis.
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ANEXOS.

Foérmula para calcular las actividades enzimaticas de mrAPE, mrDAP y mrCP.

Actividad total (U mL™).

U/mL = (Absaos nm) (factor de dilucion) (Factor de la curva tipo de p-nitroanilina)
Tiempo de incubacién

Actividad especifica (Umg' Proteina total).

U/mL

Umg" Proteina total =
mg mL" de Proteina

Férmula para determinar la actividad enzimatica de mrAP.
Actividad total (U mL™)

U mL™ = (Abseso nm) (Factor de dilucién) (Factor de la curva de tirosina) (Factor de
dilucién de la técnica de Micro Lowry)/Tiempo de incubacion

Actividad especifica (Umg™ de Proteina total)

UmL?

Umg' Proteina total =
mg mL" de Proteina

Foérmula para determinar la concentracion de la proteina total (mg mL™" de
Proteina total).

Actividad total (U mL™).

(Abs 60 nm) (Factor de dilucién) (Factor de la curva de albumina)

mgmL™ =
1000



Factor de la curva tipo de p-nitroanilina = 110
Factor de la curva tipo de albumina = 143.78
Factor de la curva tipo de Tirosina = 23.36



