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i Abreviaturas
FB1: fumonisina B1

mg: miligramos

Hg: microgramos

pL: microlitros

act: actividad

min: minutos

h: horas

°C: grados Celsius
mm: milimetros

con: conidios

FD: factor de dilucién
g: gramos

BSA: albumina sérica bovina

EDTA: Na>-EDTA; sal dis6dica del acido
etilendinitro tetraacético; edetato
disodico

rpm: revoluciones por minuto (velocidad
angular)

SDS: dodecil sulfato de sodio

TEMED: trietilenmelanina; 2,4,6-trus (1-
azidinil)-5-triazina

V: volt
NBT: azul de tetrazolio
PDA: agar papa dextrosa

PAGE: Gel de electroforesis de
poliacrilamida

ERO: especiesreactivas de oxigeno

RP: respuesta a patdgenos, liberadas
por patdgenos, relacionadas con la
patogenicidad

NAD(P)H: nicotinamida-adenina-
dinucleétido-(fosfato)

NCBI: centro nacional de informacion
biotecnoldgica (por sus siglas en inglés:
National Center for Biotechnology
Information)

kDa: kilo Dalton
Da: Dalton

FDA: administracion de alimentos y
medicamentos (por sus siglas en inglés:
Food and Drug Administration)

FAO: Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (por sus siglas en inglés:
Food and Agriculture Organization)

pl: punto isoeléctrico

pH= -logaritmo de la concentracion de
hidrégeno

aw: actividad de agua (water activity)
hpi: horas post-inoculacion

PAMPs: Patrones Moleculares
Asociados a la Patogénesis (por sus
siglas en inglés: Pathogen-Associated
Molecular Patterns)

MAMPs: Patrones Moleculares
Asociados a Microorganismos (por sus
siglas en inglés: Microorganism-
Associated Molecular Patterns)



PRRs: Receptores de Reconocimiento
de Patrones (por sus siglas en inglés:
Pattern Recognition Receptors)

PTI: Inmunidad desencadenada por
patdgenos (por sus siglas en inglés:
Pathogen-Triggered Immunity)

ETS: Susceptibilidad desencadenada

por efectores (por sus siglas en inglés:

Effectors-Triggered Susceptibility)

ETI: Inmunidad desencadenada por
efectores (por sus siglas en inglés:
Effector-Triggered Immunity)

HR: Respuesta de hipersensibilidad (por

sus siglas en inglés: Hypersensitivity
Response)

uM: micromolar

cbp: cuanto baste para

IC: intercambio cationico (iénico)
EM: exclusion molecular

Fracc: fracciones

PPt: precipitado

Avr: avirulento (efectores, codificados
por los genes Awr)

R: Proteinas R (codificadas por los
genes R)

OD: densidad 6ptica (por sus siglas en
inglés: Optical Density)
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. Resumen

El maiz esta expuesto a diversos patdogenos, donde destaca Fusarium verticillioides, un
hongo ubicuo que infecta diversos 6rganos de la planta y en distintas etapas del
desarrollo. Este patégeno produce varias micotoxinas que ademas de contaminar los
granos de maiz, pueden funcionar como factores de virulencia. Una de estas toxinas, la
fumonisina B1, es la mas abundante y se ha encontrado que tiene tres blancos
moleculares en maiz: inhibe a la ATPasa de protones de la membrana plasmatica, a la
ceramida sintasa involucrada en metabolismo de esfingolipidos y a las B-1,3-
glucanasas. Estas Ultimas hidrolizan el enlace B-1,3, presente en los glucanos que
forman la pared celular de los hongos. Algunas de estas enzimas son consideradas
proteinas relacionadas a patdégenos (PRPs) pues se inducen en la respuesta de
defensa de las plantas ante la presencia de un patdgeno o moléculas provenientes de
éste. El objetivo de este trabajo fue purificar y caracterizar las principales B-1,3-
glucansasas de maiz que son inhibidas por la fumonisina B1. Para esto se parti6 de un
extracto de proteinas de embriones de maiz germinados por 24 h, mismo que se
fracciond por precipitacion con sulfato de amonio. La fraccion redisuelta y desalada se
inyectd en una columna de intercambio catiénico en un equipo de FPLC y se separaron
las fracciones no retenidas y retenidas en la columna por eluciéon con un gradiente de
cloruro de sodio. Con las fracciones retenidas en la columna, se obtuvieron dos grupos
de proteina con actividad de glucanasa. Se encontré que el pH 6ptimo de actividad es
6.0 y la temperatura 6ptima es de 40°C. Se demostré que las glucanasas purificadas,
tienen actividad antifingica in vitro en medio liquido y en medio sélido contra dos cepas
de F. verticillioides y se comprobd que son inhibidas por la fumonisina B1 a una

concentraciéon >60uM. Este trabajo aporta las bases que permitiran identificar a las

glucanasas inhibidas por la micotoxina.



Il. Introduccién

A. Fusarium verticillioides como patégeno de maiz

Las plantas han evolucionado mdltiples mecanismos para defenderse de
microorganismos patdégenos como son bacterias, virus y hongos, asi como de insectos
(Blanco-Labra et al., 2002). Estas interacciones se han estudiado con distintos
objetivos, desde conocer los procesos moleculares de la patogénesis, hasta buscar
estrategias en el campo para controlar las enfermedades y reducir las pérdidas
causadas por dichos patdgenos. Un patdgeno de planta se define como: cualquier
organismo que usa una parte o todo el ciclo de vida de la planta hospedera para su
beneficio, causando cambios en su fisiologia y/o crecimiento (Buchanan, et al., 2015).
Estas variaciones en la fisiologia se reflejan como los sintomas de las enfermedades,

que pueden ser caracteristicas, para cada interaccion planta - patégeno.

El maiz (Zea mays L.) estd expuesto a muchos microorganismos fitopatbgenos que
incluyen bacterias, virus, oomicetos y hongos. Los principales patdgenos fangicos
pertenecen a los géneros: Fusarium spp, Penicillium spp, Stenocarpella spp., Alternaria
spp, Aspergillus spp, Rhizoctonia spp. Pythium spp. (oomiceto) y Nigrospora oryzae.

Entre éstos, los patdgenos mas prevalentes son: Fusarium spp y Aspergillus spp.

El tipo de infeccion depende del tipo de microorganismo involucrado, por ejemplo:
Pythium aphanidermatum es un oomiceto patdégeno que sobrevive en el suelo y
produce tizon en plantulas que se desarrollan pobremente por exceso de humedad, y
eventualmente ocasionan la muerte suUbita de éstas. Los sintomas consisten en un
estrangulamiento del cuello y podredumbre de los tejidos del tallo, observandose zonas
oscuras y de aspecto humedo (CIMMYT, 2004).

Aspergillus spp. infecta mazorcas, tanto en el campo como durante el almacenamiento,
cuando éstas tienen un alto contenido de humedad. Se observan masas pulverulentas
negras de esporas que cubren los granos. Las principales especies son A, glaucus, A.
ochraceus. A. flavus y A. parasiticus y las dos Ultimas producen las micotoxinas y

aflatoxinas, que son toxicas para mamiferos y aves (Ji etal., 2000; CIMMYT, 2004).



Stenocarpella maydis causa pudricion del tallo en zonas con clima frio y himedo, para
zonas calidas predomina S. macrospora. Se puede observar coloracion café en la
médula de los entrenudos inferiores, los tallos se debilitan y se forman abundantes

picnidios (formacién de estructuras de esporas) en la superficie (CIMMYT, 2004).

Penicillium oxalicum es un patégeno que puede desarrollarse en el grano de maiz
almacenado, deteriorando su calidad y afectando el poder germinativo de las semillas.
Muchas veces la infeccion esta asociada con el dafio causado por insectos en la
mazorca. Los granos dafados por el hongo desarrollan color amarillento y rayas visibles

en el pericarpio, causando pudricion de mazorca (CIMMYT, 2004).
Fusarium spp.

Fusarium verticillioides, previamente denominado Fusarium moniliforme, es el principal
hongo patdégeno (Carmona y Scandiani et al., 2011) que afecta la productividad del
maiz en el mundo (Theumer et al., 2012), ya que penetra a la plantula de maiz por
distintas rutas (raices, tallo, mazorca), causando enfermedades en distintos 6rganos de
la planta y a lo largo del desarrollo de ésta. Es un patdogeno necrétrofo pues causa la
muerte del tejido hospedero y sobrevive como saprofito en el suelo o restos de
cosechas (De la Torre-Hernandez et al.,, 2014). Asimismo, es capaz de colonizar y
sobrevivir en la semilla, la que constituye una importante fuente de inéculo para la

siguiente temporada (Carmona y Scandiani, 2011).

Ademas de maiz, Fusarium spp., infecta otros cultivos; la tabla 1 presenta las

principales especies patdgenas de cada uno de éstos (Summerell etal., 2003).

Tabla 1l Especies de Fusarium causantes de enfermedad en plantas hospederas (Tomado
y modificado de Summerell et al., 2003)

Especies de plantas Especies de Fusarium

Platano F. oxysporum

Algodon F. oxysporum

Leguminosas F. avenaceum, F. oxysporum, F. solani

Maiz F. verticillioides, F. graminearum, F. proliferatum, F.
subglutinans,

Arroz F. fujikuroi

Sorgo F. andiyazi, F. proliferatum, F. thapsinum

Vegetales F. oxysporum, F. solani

Trigo, cebada, avena F. culmorum, F. graminearum, F. pseudograminearum
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Fusarium spp. esta asociado con enfermedades en distintos tejidos de las plantas como

se ilustra en la tabla 2.

Tabla 2 Relacion entre partes de la plantay especies de Fusarium cominmente aisladas.
Tomado de Summerell et al., 2003.

Parte de la planta Especies de Fusarium

Raices y base de tallo F. acuminatum, F. avenaceum, F, compactum, F.
equiseti, F.proliferatum, F. oxysporum, F. solani

Hojas y partes aéreas F. proliferatum, F. semitectum

Flores F. semitectum

Semilla y grano F. chlamydosporum, F. equiseti, F. poae, F.
semitectum

1. Taxonomia de F. verticillioides y caracteristicas generales (morfologia,

producciéon de micotoxinas)

El género Fusarium pertenece a los Ascomycetes; en su estado asexual se caracteriza
por la produccion de macroconidios septados y hialinos en forma de canoa (figuras 1D y
1K), crecen en racimos llamados esporodoquios (figura 2). Ademas, produce diferentes

conidios en el micelio aéreo de tamafio menor, microconidios.
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Figura 1 Macroconidios de especies de Fusarium. A-D, donde el inciso D corresponde a
F. verticillioides. Variacion en tamafio y forma. A-H Variacion en base de macroconidios.
El inciso K es caracteristico de F. verticillioides. Tomado y modificado de Summerell et
al., 2003.

El nombre de Fusarium proviene del latin fusus=eje (spindle), para describir los tipicos

conidios septados que producen la mayoria de las especies (Geiser et al., 2013).
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Figura 2 Fusarium verticillioides. Tomado de Girisham et al., 2016.

La clasificacion taxonomica de F. verticillioides se presenta a continuacion (O’Donnell et
al., 2013):

Division: Eumycota

Orden: Moniliales

Subdivisién: Deutoromycotina
Familia: Tuberculareacea

Clase: Hyphomycetes

Fase teleomorfica: Gibberella fujikuroi

La fase teleomorfica o ciclo sexual de F. verticillioides se presenta en la naturaleza bajo
condiciones de estrés nutricional, en ausencia de un hospedero o cuando requiere
sobrevivir en tejido muerto como rastrojo de tallos o de hojas de maiz. En esta forma de
reproduccion sexual, las ascosporas que son hialinas, elipsoides, septadas estan
contenidas en las ascas. Cada asca, saco de paredes finas, tiene forma elipsoide,
contiene entre 4-6 ascosporas y se encuentran dentro de peritecios. Los peritecios
tienen estructura redonda y cerrada de forma globular a cénica (Figura 3) (Sambamurty,
2006).
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Peritecio ﬁ Ascospora

Figura 3 Gibberella fujikuroi, las ascosporas se forman en las ascas y éstas se
conservan dentro de peritecios parasobrevivir en rastrojo. Tomado y modificado de

Martinez, 2017.

El género Fusarium se dividio en doce secciones con criterios de presencia/ausencia de

microconidios, forma, presencia/ausencia de clamidosporas y su localizacion, forma de

macroconidios y forma basal de los mismos. Fusarium verticillioides pertenece a la

seccion Liseola (O’Donnell et al, 2013, tabla 3). Las secciones Sporotrichiella,

Gibbosum, Discolor y Liseola son caracterizadas como patdgenas y toxigénicas en

animales, plantas o humanos; sus principales caracteristicas se presentan en la tabla 3.

Tabla 3 Principales caracteristicas de las secciones reportadas como patdégenas.
Imagenes tomadas de Girisham et al., 2016.

Discolor Cultivos blanco-rosa, rojo-café,
durazno.
Sin microconidios
Macroconidios en micelio aéreo, 5
septos.
Clamidosporas intercaladas, a
veces terminales

Sporotrichiella Forma de microconidios: limén o
pera, globosos, elipsoides o
elongados; dispersos en el
micelio aéreo o en falsas
cabezas.

La frecuencia de microy
macroconidios.
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Gibbosum

Cultivos blanco-palido rosa,
carmin-rojo.

Microconidios ausentes 0
esparcidos en el micelio aéreo.
Macroconidios en esporodoquios,
con 5 septos (a veces 3).
Clamidosporas intercaladas y
abundantes.

F. equiseti

Liseola

Cultivo blanco-crema-café,
naranja, violeta.

Microconidios en micelio aéreo,
normalmente en largas cadenas o
en cabezas falsas, ovales,
fusiformes.

Macroconidios delgados en
esporodoquios, curvos de la
punta y con 3 septos.

F. verticillioides
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Otras caracteristicas que se emplean para la diferenciacion son la morfologia en agar

PDA (figura 4). F. verticillioides presenta un micelio aéreo blanco y produccién de

pigmento morado (Fig. 4K).

Figura 4 Morfologia de especies de Fusarium en PDA. La parte de arriba de cada inciso
es el agar al abrir las cajas Petri y la parte de abajo es lo que se ve por debajo de la caja
Petri. El inciso A es F. poae, B=F. oxysporum, C=F. acuminatum, D=F. nelsonii, E=F.
subglutinans, F=F. nygamal, G=F. pseudonygamal, H=F. lateritium, J=F. decemcellulare,
K=F. verticillioides, L=F. culmorum. Tomado de Summerell et al., 2003.
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La figura 5 presenta con mayor detalle el crecimiento de F. verticillioides en PDA, asi
como la estructura microscépica de hifas septadas, microconidios y macroconidios; y se

observan también las fialides.

Figura 5 Fusarium verticillioides. (a) Colonias en PDA y agar dicloro-cloramfenicol
peptona, (b) fialides de microconidios, barra=50um; (c) fialides, barra =10u; (d) macro y
microconidios, barra=10u.Tomada y modificada de Pitt, 2014

Filogenia Molecular

El avance en las técnicas moleculares y la secuenciacion de genomas de varias
especies de Fusarium ha permitido el desarrollo de su identificacion molecular. Se han
propuesto las secuencias de varios genes como son las regiones internas transcritas de
los RNAs ribosomales (ITS1 e ITS2) y el gen ETF1a, entre otros. La base de datos mas
amplia es la que contiene las secuencias parciales de la RPB1 (RNA Polimerasa |,

subunidad mas larga) y RPB2 (segunda mas larga), que se muestran en la figura 6.
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Figura 6 Esquema de los genes RPB1y RPB2y posicion de los cebadores. Tomada de
O’Donnell et al., 2013.

La figura 6 representa la secuencia de RPB1 y de RPB2; los cebadores (tabla 4),
localizacion de la secuencia y la orientacion de la reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) estan representados con medias flechas. La region de
RPB1 se amplifico como un fragmento de 1.9 kb, usando los cebadores VH6Fa y G2R.

Para la region de RPB2 se amplific6 con los fragmentos traslapados usando los
cebadores 5F2-7cR y 7cF-11aR.

Tabla 4 Secuencia de los primers para la PCR de las secuencias RPB1 y RPB2 para la
clasificacion de Fusarium.D=A, G0 T;R=A0G;S=GoC;W=A0T;Y=CoT.

LOCUS Cebador Secuencia (5°-3")
Fa CAYAARGARTCYATGATGGGWC
G2R GTCATYTGDGTDGCDGGYTCDCC
= F5 ATGGGTATYGTCCAGGAYTC
& F6 CTGCTGGTGGTATCATTCACG
F7 CRACACAGAAGAGTTTGAAGG
F8 TTCTTCCACGCCATGGCTGGTCG
5F2 GGGGWGAYCAGAAGAAGGC
N 7cR CCCATRGCTTGYTTRCCCAT
E 7/cF ATGGGYAARCAAGCYATGGG
11aR GCRTGGATCTTRTCRTCSACC
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Para este andlisis filogenético se usaron los genomas ya secuenciados de Fusarium:
graminearum, F. pseudograminearum, F. verticillioides, F. solani, F. avanaceum y F.
langsethiae (O'Donnell et al., 2013). Ademas, se formaron 26 familias de metabolitos
secundarios (SMB, ver tabla 4) dentro del marco filogenético, para clasificar los distintos
géneros de Fusarium por el complejo al que pertenecen (Figura 7) y se marcé en

distinto color la seccion morfolégica a la que pertenece.
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Figura 7 Clasificacion de las especies de Fusarium por su identidad filogenética, basada

en secuencias parciales de los genes RPB1y RPB2.Tomado y modificado de O'Donnell et
al., (2013).
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Distintas especies del género Fusarium producen una amplia diversidad de metabolitos
secundarios, dentro de los que se encuentran pigmentos y micotoxinas. Por su ruta
biosintética, éstos pueden ser policétidos, péptidos no ribosomales o terpenos. La tabla

5 presenta los principales metabolitos secundarios producidos por Fusarium spp.

Tabla5 Clasificacion de micotoxinas de Fusarium spp. Tomada de O'Donnell et al., 2013.
Las mas negras son producidas por F. verticillioides.

. Péptidos no
Policétidos P Terpenos
ribosomales
. Acido . . . .
Aurofusarina L Beauvericina/enniatina  Culmorina Butenolida
fuséarico
Bikaverina Fusarinas Ferricricina Giberelina
) Pigmento . )
Depudecina grojo Fusarinina Tricoteceno
Pigmento :
iseti g Malonicromo
Equisetina violeta
Fumonisina  Zearalenona
Fusarelina

2. Colonizacion de tejidos de maiz por F. verticillioides.

F. verticillioides puede acceder y colonizar los tejidos de maiz por varias rutas, y en
buena medida esto determina el tipo de enfermedad que causa. Las principales rutas

de colonizacion del hongo se describen a continuacion.

- Infeccién através del estigma:

Las esporas de F. verticillioides llegan al estigma acarreadas por insectos, agua o
viento, de donde germinan y la hifa crece por el canal estilar para acceder al grano en
formacion. En esta ruta de colonizacion no se requiere lesion mecanica (Duncan y
Howard, 2010). F. verticillioides entra al grano de maiz creciendo a lo largo del estigma,
asociado al tubo de polen (Figura 8) y las hifas son capaces de atravesar el pericarpio

(Figura 9; Duncan y Howard, 2010.
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- Dafio por insectos:

El dafio que causan insectos que se alimentan del grano en la mazorca y del tallo,
proporciona rutas de entrada para F. verticillioides y otros hongos. Inclusive, los
insectos facilitan la dispersion de las esporas del hongo sobre la mazorca; esta
inoculacién masiva propicia la pudricion del grano y de la mazorca. (Munkvold et al.,
1997).

- Infeccién sistémica:

F. verticillioides es capaz de sobrevivir como endéfito en las semillas infectadas y en el
suelo, desde donde puede acceder a las células de la epidermis de la raiz de la plantula
en desarrollo. Si el inéculo es abundante y las condiciones ambientales favorables,
causa pudricion de la raiz y muerte de la plantula. Sin embargo, es mas frecuente que
su translocacion por el tallo para acceder a los granos en la nueva mazorca que se esta
formando (Oren et al., 2003; Carmona et al., 2009).

Figura 8 F. verticillioides en granos de maiz. A: Crecimiento de hifas alrededor del grano
de polen de maiz, se observamediante Crio-SEM. Barra=20 um B: Produccion de
conidios de F. verticilliodes (Tomada de Duncan y Howard, 2010).
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Figura 9 Ruta de entrada de F. verticillioides en maiz. A: Desintegracion del pericarpio,
patrén que coincide con los sitios de colonizacion por F. verticillioides. B: Ampliacion del
recuadro marcado en “A”, se observa mejor las marcas por las hifas. C: Se observacémo
la hifa sale del pericarpio para elongarse fuera de €l y comenzar la formacion de conidios
parala colonizacion. Imagenes por Crio-SEM (Tomada de Duncan y Howard, 2010).

3. Enfermedades causadas por F. verticillioides en maiz

Dependiendo de la ruta de entrada, cantidad de inoculo, estadio de desarrollo de la
planta y de factores ambientales, F. verticillioides puede causar distintas enfermedades

como las que se mencionan a continuacion.
a. Enfermedad en plantulas (tizon)

Ocurre cuando semillas infectadas germinan o bien son colonizadas durante la
germinacion, que incluso pueden prevenir la emergencia de las plantulas. Los sintomas
caracteristicos son plantulas achaparradas que muestran una coloracién amarilla a

café, dependiendo de la severidad. Si las raices estan infectadas, muestran una
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coloracién café, al igual que el coledptilo y van a emerger plantulas poco vigorosas
(Oldenburg etal., 2017).

b. Pudricién de tallo

F. verticillioides puede acceder al tallo por crecimiento sisttmico como enddfito o bien
penetrarlo a través de heridas mecanicas. Los sintomas de una infeccion severa en el
tallo es una coloracion rosa y que puede llegar a desintegrar la médula parenquimatosa
e incluso ruptura del tallo (Oldenburg et al., 2017). Condiciones ambientales extremas
como exceso de agua o sequia hacen a la planta mas susceptible a esta enfermedad.
La severidad del dafio de tallo y/o raiz depende en gran medida la ruta de entrada y la

etapa de crecimiento de la planta.
c. Pudricion de mazorca

F. verticillioides puede acceder a la mazorca a través de lesiones mecanicas o bien por
el canal estilar como ya se describid. Los sintomas caracteristicos de la parte externa
de la mazorca son coloracién café, blanca o rosa y la presencia del moho diseminado
en algunos granos en areas delimitadas. Si la infeccion es por el crecimiento sistémico
del patégeno en semillas, raices o tallo, pueden no verse los colores caracteristicos de
la infeccion (asintoméaticos) y el hongo se comportaria como endéfito (Oldenburg et al.,
2017).

B. Fumonisinas

Las fumonisinas son las principales toxinas producidas por F. verticillioides y se
encuentran con alta incidencia y niveles elevados en maiz. Sus niveles varian y se han
reportado rangos entre 0.12 - 60 ug FB1 por gramo de maiz destinado para consumo
animal, concentracion que se ha sugerido implicada en enfermedades. Asimismo se
han detectado niveles en el intervalo de 0.04 - 6.32 ug/g en muestras de maiz para
consumo humano (Yescas-Huerta, 2001). Su produccion es dominante en zonas de
clima caluroso y seco, y como segunda opcion en zonas con periodos de alta humedad
(Marin et al., 1999; Reid et al., 1999). Aunque no hay una normatividad estricta para los

niveles de fumonisinas en maiz, el limite recomendado de fumonisina segun la FDA

22



(Food and Drug Administration, E.U.A.) es entre 2 y 4 ug/g, ya sea en maiz limpio para
produccion de masa o palomitas de maiz, productos de maiz molido y seco, y harinas
de maiz (FDA, consultado en junio de 2017). Las principales enfermedades asociadas
al consumo de maiz contaminado por fumonisinas descritas como leucoencefalomalacia
en equinos y edema pulmonar porcinos. También se ha reportado que causa toxicidad
en rifiones e higado en ratas, y un promotor de cancer hepatico. Estudios
epidemiologicos han asociado una mayor incidencia de cancer esofagico en humanos
con el consumo de maiz contaminado con fumonisinas en Sudéfrica, China e lalia
(Jackson et al., 1996a).

1. Diversidad quimica de las fumonisinas

Son una familia de compuestos con una cadena alifatica de 19 a 20 4tomos de carbono,
posee un grupo amino y varios grupos hidroxilo, 2 de ellos estan esterificados con acido
tricarboxilico. Son compuestos amfipaticos pues tienen una region hidrofébica y otra
hidrofilica. Por sus estructuras quimicas, las fumonisinas se clasifican en 4 tipos (A, B,
C y P) con subtipos de cada una (Figura 10), siendo las B las predominantes y las mejor
caracterizadas en términos de su toxicidad. Son producidas por Fusarium verticillioides
y Fusarium proliferatum y algunas por Aspergillus niger (Pitt, 2014). La FB1 es un
compuesto polar, soluble en agua, metanol y acetonitrilo, es termoestable, resistente a
un rango amplio de pH que va de 1.5-7 (Jackson et al., 1996a, Jackson et al., 1996Db).
Es resistente a la fermentacion alcohdlica y a procesos de produccion, la
nixtamalizacion reduce los niveles de fumonisina por hidrolisis, pero los derivados son

casi igual de toxicos (Pitt, 2014).
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Figura 10 Estructura de las fumonisinas. Se presentan la estructura general de las
fumonisinas de las clases B, A, C y P y los sustituyentes en las posiciones R1 y R2
(Lazzaro et al., 2012).

2. Biosintesis de fumonisinas
La fumonisina es considerada una micotoxina analoga de la esfinganina (SAMT, por

sus siglas en inglés) (Sanchez-Rangel & Plasencia, 2010), por su similitud estructural
con esta base esfingoidea (figura 11):

NH,

18 IS 13 1 9 7 S 1 _OH

3
Esfinganina OH

Figura 11 Estructura de la esfinganina.
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La capacidad de sintetizar fumonisinas depende de la presencia del locus FUM, el cual se
encuentra en el cromosoma 1 de F. verticillioides y contiene 17 genes (Figura 12A) que

codifican las enzimas requeridas para su sintesis (Figura 12B), ademas de las proteinas

necesarias para la secrecion y resistencia a la toxina. La tabla 6 se muestra los genes y las

enzimas que codifican para dar las principales reacciones en la sintesis de fumonisina

(Galeana-Sanchez, 2014).
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Figura 12 A: Estructuragenomica dellocus FUM en el cromosoma 1 de F. verticillioides.

B: Rutabiosintéticade FB1. (De la Torre-Hernandez et al., 2014).
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Tabla6 Genes dellocus FUM involucrados en la biosintesis de FB1. (Dela Torre-
Hernandez et al., 2014).

| Gen ‘ Enzima Actividad

FUM 1 Policétido sintasa (PKS) Extension de la cadena

FUM 8 Aminotransferasa Acarrea el grupo amino de
la alanina

FUM 6 Oxidasa Oxidacion de posicion C-14
y C-15

FUM13 Reductasa Reduce de grupo ceto a
hidroxilo

FUM 7,10, 11, 14 Transferasas Esterificacion de los acidos

tricarboxilicos

La fumonisina se compone (figura 13 y 12B) de una cadena de 20 carbonos, los
carbonos 3-20 son derivados de acetato y los carbonos 1-2 del aminoacido alanina; asi
como el grupo amino del carbono 2 también proviene de la alanina. Los grupos metilo
del carbono 12 y del carbono 16 son derivados de S-adenosil metionina. Los ésteres
tricarboxilicos al perecer provienen del ciclo del acido citrico, aunque todavia no esta

claro el origen de los mismos.
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Figura 13 Origenes biosintéticos de la FB1. Tomada y modificada de Du et al., 2008.
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3. Actividad bioldgica de las fumonisinas en maiz

En maiz, se han descrito tres blancos moleculares de la FB1 que son el metabolismo de
esfingolipidos, la ATPasa de H" de membrana plasmatica y las B-1,3-glucanasas. A

continuacion, se detalla la actividad biolégica de la micotoxina.
a. Metabolismo de esfingolipidos

Los esfingolipidos son moléculas necesarias para la integridad de las membranas y en
la formacion de las mismas, asi como sus metabolitos que regulan procesos celulares
como apoptosis y participan en cascadas de sefializacion. Ademas, en plantas estan
presentes en el desarrollo del polen, la transduccién y en la respuesta a estrés biotico y
abiotico. Los esfingolipidos se sintetizan en el reticulo endoplasmico a partir de la
condensacion entre la serina y la palmitoil coenzima A (CoA) en una reaccion catalizada
por la serina-palmitoil transferasa (SPT) para generar la base esfingoidea 3-
cetoesfinganina (figura 14). Esta es reducida por la la ceto-esfinganina reductasa (KSR)

para producir esfinganina. (Michaelson et al., 2016; Murray etal., 2012).
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Figura 14 Biosintesis de ceramida (Modificada de Murray et al., 2012).

La FB1 inhibe competitivamente a la siguiente enzima en la ruta que es la ceramida
sintasa (también llamada Dihidroesfingosina N-acetiltransferasa) lo que causa
acumulacion de esfinganina y otras bases esfingoideas, y deplecidon en los niveles de
ceramida y esfingolipidos complejos. Una concentraciéon de 10%-10° M de fumonisina
es suficiente para afectar el crecimiento, desarrollo y  alterar biosintesis de
esfingolipidos (Abbas et al., 1994; Chen et al., 2009). En maiz, la elevacién en los
niveles de esfinganina y fitoesfingosina se ha asociado con la produccion de acido
salicilico, que es una fitohormona que activa diferentes vias de sefializacion en la

respuesta de defensa en plantas (de la Torre et al., 2010).
b. ATPasa de protones

En plantas, la ATPasa de protones es una bomba responsable de establecer el

potencial de la membrana celular, usa la hidrélisis de ATP para translocar los protones
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del citosol al espacio extracelular. ElI gradiente electroquimico de protones que se
genera a través de la membrana plasmética, se utiliza para el transporte de solutos (por
canales o acarreadores), asi como la acidificacion del medio externo, que facilita la
elongacion de los tejidos (Elmore et al., 2011). La FB1 inhibe ala ATPasa de H* de la
membrana plasmatica purificada de embriones de maiz, la inhibiciobn es del tipo
acompetitiva con una Kl de 17.5 yM y se asocia con la reduccion de hasta 78 % en la
acidificacion del medio y la disminucion en la elongacion radicular del maiz durante la

germinacion (Gutiérrez-N4jera et al., 2005).
c. B-1,3-glucanasas

Estas enzimas tienen actividad hidrolitica sobre los glucanos de la pared celular del
hongo y conforman un grupo de proteinas relacionadas a la patogénesis, pues se

inducen durante la respuesta de defensa de las plantas (Ferreira et al., 2007).

Cuando embriones de maiz se germinan en presencia de FB1, se inducen isoformas
acidas, pero se inhibe la actividad de isoformas basicas separadas en geles nativos

revelados por actividad de glucanasa (Figura 15, Sanchez-Rangel et al., 2012).

18 24 h
- + - + FB120uM
e e
- 1l
Basicas
. ‘ -
Acida

Figura 15 Efecto de la FB1 sobre las glucanasas de maiz (Sanchez-Rangel et al., 2012).
Patrén de isoformas de B-1,3-glucanasas de embriones de maiz germinados en ausencia
o presenciade FB1 20 yM. Las proteinas (100 pg/ carril) se separaron en geles nativosy
la actividad se revel6 usando laminarina como sustrato.

Para confirmar la naturaleza de las isoformas, se realiz6 su corrimiento mediante
isoelectroenfoque, se determind que la isoforma | es la acida (pl = 5.3) y las isoformas I

y lll son basicas (pl = 8-5 — 9) (figura 16).
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Figura 16 Isoelectroenfoque de las isoformas de las glucanasas de maiz (Sanchez-
Rangel et al., 2012). El intervalo de pH fue de 3 a 10, laisoforma | dio como pl estimado de
5.3 lo que la clasifica como acida; a diferencia de las isoformas Il y Il que se clasificarian
como basicas por tener un pl de 8.5y 9, respectivamente.

Mas tarde Galeana et al. (2017), demostraron que la FB1 producida in planta (por las
cepas de F. verticillioides) a las 24 horas post-inoculacién (hpi) y 30 hpi es suficiente
para inhibir a las B-1,3-glucanasas bésicas (isoformas Il y I, ver figura 17) de
embriones de maiz durante la germinacion. Esto es particularmente claro con la cepa
MY3 que produce entre 10 a 100 veces niveles mayores de FB1 que otras cepas como
la MY5, e inhibe a la isoforma Il desde las 24 hpi y la cepa MY5 se observa mejor la

inhibicidn a las 30 hpi.
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Figura 17 Antecedente de la inhibicién de las isoformas de B-glucanasas de maiz
(Tomado de Galeana et al., 2017). Isoforma acida |, isoformas basicas Il y lll. La diferencia
entre el panel Ay B, son las horas post-inoculacién (hpi) con 4 cepas de F. verticillioides,
las cuales tienen diferente produccion de FB1.
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C. Respuesta de defensa en plantas

Las plantas han evolucionado una serie de sistemas de defensa contra el ataque de
insectos y microorganismos patdégenos, que pueden ser barreras estructurales o
quimicas, generalmente constitutivas, o inducibles que se activan en presencia del
organismo externo. Cuando se activa el mecanismo de defensa por patégenos, se debe
reconocer la amenaza o sefial, con lo que activa vias de sefalizacion para que se dé
una respuesta. Esta Ultima es regulada a nivel transcripcional por medio de la expresion
de genes relacionados con la defensa (Lamb et al.,, 1989). Este reconocimiento de la
sefal ocurre en dos niveles, dependiendo del tipo de molécula percibida a través de los

PAMPs o por los efectores.

1. Reconocimiento de PAMPs (Patrones Moleculares Asociados a la Patogénesis)

einduccion de la defensa

Parte de la inmunidad innata de plantas (defensa basal) se encuentra en la capacidad
de percibir a los PAMPSs, la cual se activa en estadios tempranos en la interaccion
planta-patdogeno. La naturaleza quimica de los PAMPs es muy diversa e incluye
moléculas como ergosterol, proteinas especfficas glicosiladas y los componentes de su
pared celular quitina y B-glucano en hongos, y flagelina y lipopolisacarido (LPS) en
bacterias (Zipfel y Felix, 2005).

El modelo de zig-zag sobre la evolucion del sistema inmunitario de las plantas para

percibir PAMPs y efectores se presenta en la figura 18 (modelo por Jones, et al., 2006):

e Fase 1. PAMPs o MAMPs (patrones moleculares asociados a
patdgenos/microorganismos) son reconocidos por receptores especificos
(PRRs), lo que resulta en el encendido de la respuesta inmunitaria (PAMP-PTI)
gue detiene la colonizacién del patdgeno

e Fase 2: Los patdégenos producen efectores que contribuyen a la virulencia de los
mismos y pueden interferir con la PTI, lo que da como resultado a la
susceptibilidad desencadenada por efectores (ETS).

e Fase 3: Un efector en especifico es reconocido por proteinas NB-LRR, lo que

produce ETI (una respuesta PTlI amplificada y acelerada). ETI es el factor para
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determinar resistencia y usualmente lleva a producir la respuesta hipersensible
(HR) en el sitio de infeccion.

e Fase 4: Mediante seleccion natural los patdgenos pueden evitar ETI por dos
caminos: propagacion o diversificacién del gen efector (el que puede reconocer
la defensa de plantas) o por adquirir efectores adicionales que suprimen ETI,
pero ETI puede detonarse por estos nuevos efectores (proteinas secretadas por
el patébgeno para invadir el tejido huésped, suprimir o distraer su sistema

inmunitario o para ayudarlo a sobrevivir)

La respuesta hipersensible no se da normalmente en la célula infectada, es un
efecto retardado y activa mecanismos en la planta que comprometen su integridad

como hospedero, una defensa de este tipo puede ser la muerte celular programada.
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Umbral HR
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Figura 18 Modelo del sistema inmunitario en plantas (Tomado y modificado de Jones, J.
et al., 2006) Abreviaturas: PAMPs: Patrones Moleculares Asociados a la Patogénesis (por
sus siglas en inglés), MAMPs: Patrones Moleculares Asociados a Microorganismos (por
sus siglas en inglés), PRRs: Receptores de Reconocimiento de Patrones (por sus siglas
eninglés), PTIl:Inmunidad desencadenadapor patégenos (por sus siglas en inglés), ETS:
Susceptibilidad desencadenada por efectores (por sus siglas en inglés), ETI: Inmunidad
desencadenada por efectores (por sus siglas en inglés), HR: Respuesta de
hipersensibilidad (por sus siglas en inglés), Avr-R: proteinas R que reconocen al efector
avirulento (por su denominacion eninglés), Umbral de resistencia efectiva: intensidad de
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la sefial necesariapara activar la defensa, Umbral HR: intensidad de la sefial que produce
un respuesta que compromete lavida del hospedero.

2. Proteinas relacionadas con la patogénesis

Parte de la respuesta de defensa que ocurre por la percepcion de PAMPs o de
efectores, incluye la apertura de canales iénicos, formacién de especies reactivas de
oxigeno (EROs), modificaciones en la polaridad de la membrana, modificacién en
actividad enzimatica de NAD(P)H oxidasas, fosfolipasas, fosfatasas, y cinasas,
producciéon de fitoalexinas, acido salicilico, 6xido nitrico, acido jasmonico, y etileno, asi
como la induccion de proteinas relacionadas a la patogénesis (PRP) como quitinasas y

glucanasas.

Las PRPs se acumulan en el tejido vegetal infectado o durante la infeccion por distintos
tipos de patogenos (Riveros-Angarrita, 2010). Asimismo, algunas sefales quimicas o
fisicas como fitohormonas, reguladores de crecimiento y factores como dafio mecanico,
ozono y luz UV-C, inducen la produccion de estas proteinas. Algunas PRP han sido
involucradas en la inhibicion del crecimiento de hongos, liberacién de moléculas que
son inductores enddgenos de la defensa de plantas (elicitores) y en el reforzamiento de
las estructuras de la pared celular. Las PRPs se clasifican por sus propiedades (tipo de
enzima a la que se atribuye actividad), masa molecular y miembro. Se clasifican en 17

familias que se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7 Familias de proteinas relacionadas a la patogénesis (PRP). Tomada y modificada
de: Fuentes-Silva et al., 2006, Ebrahim et al., 2011)

Familia Miembro tipo Mezig;r;ol Clasificacion/propiedades

PR-1 Tobacco PR-12 15-17 Antifingica

PR-2 Tobacco PR-2 23.35 Antifungica, B-1,3-glucanasa
clases Il

PR-3 Tobacco P, Q 2535 Antifungica, l(;]/l{l\'[/l:‘llasa tipo |, 1,

PR-4 Tobacco ‘R’ 13-19 Antifangica, quitinasa tipo 1y i

PR-5 Tobacco S 22-24 Proteinas tipo taumatina

PR-6 Tomato Inhibitor 1 6-13 Inhibidor de proteasas

PR-7 Tomato p69 69 Endoproteasas

PR-8 Cucumber chitinase 28 Quitinasal/lisozima, tipo Il

34




PR-9 Tobacco “lignin forming

- - 39-40 Peroxidasa
peroxidase
PR-10 Parsley "PR1’ 17-18 Rlbonucle,:asas-llke, proteinas
homdlogas a Betv 1
PR-11  Tobacco “class V” chitinase 41-43 Quitinasa, clase |
PR-12 Radish Rs-AFP3 5 Defensinas
PR-13 Arabidopsis TH12.1 14 Tioninas
PR-14 Barley LTP4 712 Proteinas tra}rl_sportadoras de
lipidos

PR-15 Barley Ox Oa (germin) 22-36 Oxalato oxidasa
PR-16 Barley OxOLP 22-36 Oxalato oxidasa-like
PR-17 Tobacco PRp27 27 Desconocida

3. Hidrolasas de glucanos: quitinasas y glucanasas

Las hidrolasas son un grupo de enzimas (E.C. clase lll) que estan involucradas en la
ruptura hidrolitica (intervienen moléculas de agua) de enlaces C-O, C-N, O-P y/o C-S.
Las quitinasas y glucanasas son PRPs con actividad hidrolitica y cuya funcion es

relevante en la respuesta de defensa contra hongos patdégenos.
Quitinasas

La quitina es un polisacéarido lineal de la B-1,4-N-acetilglucosamina y es abundante en
la naturaleza ya que se encuentra en insectos, hongos, levaduras, algas y en
estructuras de vertebrados (Punja et al.,, 1993, Ver figura 18). Por lo que las enzimas
encargadas de la degradacion de quitina reciben el nombre de quitinasas; contribuyen a

la generacion de carbono y nitrdgeno en el ecosistema (Hamid et al., 2013).

Las quitinasas estan clasificadas como EC 3.2.2.14 Endoqutinasas y EC 3.2.1.52
Exoquitinasas de acuerdo a CAZy, al ser glicosil hidrolasas de las familias 18-20. Su
peso molecular varia entre 20-90 kDa y son producidas por diversos organismos como

bacterias, hongos, levaduras, plantas, actinomicetos y humanos (Hamid et al., 2013).
Mecanismo:

Las endoquitinasas hidrolizan enlaces internos en el polimero para producir el dimero
dicetilquitobiosa y otros multimeros como quitriosa y quitotetraosa. Las exoquitinasas

por su lado se divide en 2 subcategorias: Quitobiosidasas (EC 3.2.1.29), catalizan la
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liberacién de diacetilquitobiosa y no forma monosacaridos y oligosacaridos. B-1,4-N-
acetil-glucosaminidasas (EC 3.2.1.30), descompone los polimeros de quitina como

quitriosa o quitotetraosa para dar monémeros de N-acetil-glucosamina (figura 19).
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Figura 19 Monomero=NAG, Polimero=Quitina, Numero definido de mondémeros en la
cadena: Quitobiosa (2), Quitotetraosa (3), Quitotetraosa (4). Tomado y modificado de
Rahar et al., 2011.

Glucanasas

Las glucanasas son glicosil hidrolasas que catalizan la ruptura de los enlaces
glucosidicos, los cuales se encuentran en glucanos (polimeros de glucosa). En plantas

existen 3 grupos principales de glucanasas:

— B-1,3-glucanasas, cuyo sustrato son los enlaces B-1,3-glucosidicos
- B-(1,3-1,4)-glucanasas, cuyo sustrato son los enlaces alternados [(-(1,3-1,4)-
glucosidicos

— B-1,4-glucanasas, cuyo sustrato son los enlaces B-1,4-glucosidicos

Por lo que son altamente especfficas. Los enlaces B-D-glucosidicos se encuentran en

los B-glucanos, componentes de la pared celular de hongos filamentosos (Figura 20).
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Figura 20 Enlaces glucosidicos. Tomado y modificado de Pizarro et al., 2014. A: Se
muestra un polimero de glucano, formado por moléculas de glucosa unidas mediante
enlaces B-1,4-glucosidicos. B: Trimero de enlaces B-1,3-glucosidicos y el ultimo posee
ambos enlaces (B-1,3 y B-1,4) para unir otra cadena con enlaces B-1,3-glucosidicos.

El glucano es un polisacarido formado por unidades de glucosa unidas mediante
enlaces B-glucosidicos, la configuracién B le permite formar cadenas largas, lineales y
paralelas unidas entre si formando una estructura organizada. Como podemos observar
en la Figura 21, la diferencia entre la conformacion a y B de monémeros de glucosa es

en el Carbono 1.

¢CH,OH ¢CH,OH
5 9) 5 O. OH
4 OH 1 4 OH 1
HO OH HO
3 2 3 2
OH OH
a-D-Glucosa 3-p-Glucosa

Figura 21 Configuracién de la glucosa. Tomaday modificada de McKee et al., 2014.

El mecanismo de hidrélisis de las glucanasas puede clasificarse por el tipo de enlace

sobre el que actian y por su modo de accion en:

Exo-B-1,3-glucanasas hidrolizan los polimeros de B-1,3-glucano desde el extremo no

reductor, asi produce mondmeros de glucosa (Figura 22).
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Endo-B-1,3-glucanasas que rompen enlaces internos de la cadena, dando lugar a

oligbmeros de glucosa (Figura 22).

Produccién de extremo
Actividad de endo- reductor por actividad de

alucanasa en enlaces B exo-glucanasa

s —0
gt QRO S 0 vy U s S et (Y ot -l Nt B

Actividad de exo-glucanasa en enlaces (3

Figura 22 Clasificacion de glucanasas por el mecanismo de hidrolisis. Tomado y
modificado de Withers et al., (Ultima consulta 05.11.2017)

Clasificacién

La informaciéon mas detallada procede del analisis de la secuencia de aminoacidos
derivada de clonas de DNA genémico y cDNA de 1,3-B-glucanasas de tabaco; de
acuerdo a la identidad de secuencia de aminoacidos se clasifican del | al IV (Gofi,
2011). Todas estan dentro de la familia PR-2 de PR y de la familia 17 de las glicosil

hidrolasas. Las principales caracteristicas de éstas son:

- 1,3-B-glucanasas de clase | son representadas por isoenzimas basicas como la de
tabaco con una masa aproximada de 33 kDa. Se caracteriza por tener una secuencia
N-glicosilada en el extremo C-terminal, la cual es responsable de su transporte a

vacuola.

- 1,3-B-glucanasas de clase I, lll y IV son de caracter acido, carecen del péptido sefial
en el extremo C-terminal y son excretadas al medio extracelular. Las glucanasas de
clase Il son las mas abundantes, tienen un peso molecular promedio de 34-36 kDa, y

difieren un 48 % en la secuencia de aminoacidos con la clase |.

-1,3-B-glucanasa de clase Il en tabaco, es de 35 kDa y tiene por nombre PR-2d, difiere

en mas de 40 % con la clase 1 y II.
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-1,3-B-glucanasas de clase IV se asocian a la proteina Tagl expresada en la antera de
las flores de tabaco, esta caracterizada por un péptido sefial en el extremo N-terminal,

tiene una masa de 35 kDa y una identidad del 37.5 % aproximadamente con las demas.
Glucanasas de maiz:

El genoma de maiz (Zea mays) se encuentra secuenciado y consta de 2135.08 Mb y su
anotacion predice 58,291 proteinas. Su genoma esta dividido en 10 cromosomas y
posee al menos 11 genes anotados que codifican potencialmente para glucanasas,

cuyas caracteristicas se resumen en la tabla 8.

Tabla 8 Glucanasas de maiz. Fuente: NCBI ->gene -> glucanase Zea mays
(https://iwww.ncbi.nim.nih.gov/gene/?term=Glucanase%2C+zea+mays. Ultima consulta
02.03.2018, 11 resultados). *Predicho por EXPASY (web.expasy.org/compute_pi/,
consultado 02.03.2018)

. Cromo- # Qe PM pl
Nombre Descripcion soma | &mino- (kDa) redicho*
acidos P
geb1 glucan-endo-1,3-B-glucanase 3 335 36.85 1201
homolog 1
gla3 B-glucanase 5 633 69.63 11.56
LOC _ :

103653383 endo-1,3;1,4-B-D-glucanase-like 4 264 29.04 9.52
LOC100281146 endo-1,4-B-glucanase 9 620 68.20 9.49
LOC100285405 endo-1,4-B-glucanase Cel 1 1 621 68.31 9.87
LOC103653384 | endo-1,3-1,4-B-D-glucanase-like 4 276 30.36 9.14
LOC100282382 endo-1,3-1,4-B-D-glucanase 8 241 26.51 9.35
LOC103638141 putative endo-1,3(4)-B-glucanase 9 Sin Sin 775

2 dato dato '
gpm842 a/B-hydrolases _superfamlly 3 241 26.51 947
protein
LOC109941680| endo-1,3;1,4-B-D-glucanase-like 8 112 12.32 9.78
gpm530 uncharacterized LOC100194227 8 237 26,07 941

Los genes anteriores mejor estudiados y caracterizados son gebl, gla3 vy
LOC103653383, cuyas caracteristicas se presentan en la tabla 9.
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Tabla9 Descripcion de las funciones de tres glucanasas de maiz.

Gen Descripcion Referencia
geb 1 Proteina relacionada a la patogénesis (glucanasa Wu et al., 1994
clase ). Es inducida por Hg, NaCl, agua

contaminada y dafio mecanico

gla3 Exo-B-glucanasa y usa a la laminarina como Suen et al., 2003
sustrato. Proteina liberada por el polen, ayuda a
romper la pared celular y a secretar proteinas
para perder y/o generar una nueva pared celular.

LOC Endo-1,3;1,4-B-D-glucanasa y comparte actividad Thomas et al,
103653383 de xylo-B-glucanasa en dicotiledoneas. 2000

4. B-1,3-glucanasas y su funcion en la defensa

Las B-1,3-glucanasas son proteinas ampliamente distribuidas en plantas implicadas en
muchos procesos metabdlicos como estrés, infeccidén y procesos de desarrollo. Debido
a su capacidad para hidrolizar B-1,3-glucanos, componentes esenciales de la pared
celular de hongos y bacterias, han sido designadas como proteinas relacionadas a la
patogénesis perteneciente a la familia 2 (PR-2). Se han aislado de tomate, platano y
tabaco (Fuentes-Silva et al., 2006).

En planta tienen funcion en division celular, elongacion celular, maduracién del fruto,
germinacion de polen, fertilizacion, embriogénesis somatica, germinacién de semillas y
formacion de flores (Shen-Quan et al., 1989). Su funcion en defensa se ha demostrado

por varias lineas de evidencias que son:
- Induccion de glucanasas en respuesta de defensa:

En plantas de soya atacadas por Phytophtora sojae se inducen 1,3-3-glucanasas
liberando B-glucanos que a su vez funcionan como elicitores para activar otros
mecanismos de defensa del hospedero, ya que interactian con receptores de
membrana y activan la cascada de sefializacion PTI (Esquerré-Tugayé et al.,
2000). En Arabidopsis thaliana, se encontraron glucanasas inducidas por acido
salicilico, por etefon (sf) y al infectar con extracto de Ermwinia carotovora que

también induce PR en tabaco (Fritig et al., 1993).
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Sobreexpresion de glucanasas en plantas transgénicas y su efecto en la

resistencia a patégenos fangicos

En plantas de cacahuate transformadas con una (-1,3-glucanasa de tabaco
presentan una reduccion en el nimero de manchas y un retraso en la aparicion
de la enfermedad respecto a plantas no transformadas, cuando se inocularon
con el patégeno fungico Cercospora arachidicola. Asimismo, al retarse con
Aspergillus flavus se not6 un retraso en la propagacién de las hifas y se redujo la

aparicion de aflatoxinas en las semillas (Balasubramanian et al., 2012).
Mutacién de glucanasas y su efecto en la respuesta a patégenos fungicos

En Nicotiana sylvestris se generé una mutante deficiente de glucanasas, la cual
se infecté con virus necrosantes, se observd que las plantas compensaron la

actividad de glucanasas produciendo proteinas “ersatz’ (Minic, 2008).
Inhibicidon de glucanasas y su efecto en la respuesta a patdégenos fangicos

Resulta interesante encontrar organismos patdgenos que han evolucionado y
han generado mecanismo de contradefensa para neutralizar la defensa de su
hospedero, tal es el caso de Phytophthora sojae que es un oomiceto patégeno,
capaz de sintetizar proteinas inhibidoras de glucanasas (GIPs, por sus siglas en
inglés) producidas por plantas de soya (Rose et al, 2002). La soya tiene 2
glucanasas: endoglucanasa A y B (EGaseA y EGase B), y la proteina GIP1

inhibe selectivamente a la EGaseA (Fig. 23).
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D. Antecedentes inmediatos

La fumonisina B1 (FB1) es un factor de virulencia de F. verticillioides, pues contribuye a

la infeccion y colonizacion de plantulas de maiz. Esto esta sustentado por:

1. Los genes del locus FUM se expresan en las etapas tempranas de la infeccion in
plantay ocurre la sintesis de FB1 (Williams et al., 2006; Sanchez-Rangel et al., 2012).

2. Cuando cepas de F. verticillioides son incapaces de infectar maiz y de producir FB1,
son complementadas con una secuencia genémica que contiene el locus FUM integro,
se obtiene una cepa productora de FB1, capaz de colonizar plantulas de maiz y de

causar todos los sintomas de la infeccién (Glenn et al., 2008).

Nuestro grupo de investigacion reportd que la FB1 inhibe a las [-1,3-glucanasas
basicas de maiz (Sanchez-Rangel, et al., 2012) y que esta inhibicién ocurre in vivo al
infectar embriones de maiz con F. verticillioides (Galeana-Sanchez et al., 2014). Las
isoformas basicas, determinadas por corrimiento electroforético, son mas sensibles que
las isoformas acidas a esta inhibicion. Sin embargo, conocemos poco sobre estas
enzimas. En el genoma de maiz hay al menos 12 secuencias relacionadas que tienen
un grado de identidad que va del 64% al 100% con 3-1,3-glucanasas. En otros modelos
planta-patdogeno se han identificado proteinas (GIP1, producida por Phytophtora sojae)
capaces de inhibir B-1,3-glucanasas de plantas de soja (Ham et al., 1997). A diferencia
de GIP1 y otros inhibidores, la FB1 es una molécula no proteica, por lo que resultara
novedosa la caracterizacion de la interaccion e inhibicion de la FB1 con [-1,3-
glucanasas purificadas de maiz. Se ha propuesto que las B-1,3-glucanasas basicas son
blancos de la fumonisina B1, por lo que identificar las B-1,3-glucanasas que son
sensibles al patégeno contribuye a establecer la funcion de la fumonisina como un

factor de virulencia del hongo patdgeno F. verticillioides.
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ll. Hipotesis

En la interaccion entre F. verticillioides y maiz la fumonisina B1 disminuye la actividad

enzimatica de las isoformas basicas de las B-1,3-glucanasas.

IV. Objetivos generales y particulares

Objetivo general: Purificar, identificar y caracterizar las [-1,3-glucanasas basicas

sensibles a inhibicion por fumonisina B1

Objetivos particulares:
1. ldentificar las B-1,3-glucanasas basicas de maiz susceptibles a inhibicion por FB1

2. Purificar a las B-1,3-glucanasas basicas sensibles a FB1 a partir de embriones de

maiz

3. Obtener los parametros bioquimicos (pH y temperatura 6ptimos) de la actividad de

las B-1,3-glucanasas basicas sensibles a la FB1
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V. Materiales y métodos
A. Material biolégico: cultivo de Fusarium verticillioides

1. Preparacion de medio de cultivo para cepas de F. verticillioides (Galeana-
Sanchez, 2014)
PDA 0.5X, para preparar 300 mL del medio para 10 cajas Petri de plastico, pesar 5.85 g

de PDAy 1.35 g de agar. Condiciones de esterilizaciéon 20 minutos, 121°C, 15 psi.

2. Crecimiento de cepas de Fusarium verticillioides (Windels et al., 1988)
A partir de frascos con sustrato y vermiculita inoculados con las cepas de F.

verticillioides (MY3 y MY5; Sanchez-Rangel et al., 2005), se esparcio sobre cajas Petri
de PDA y se incub6 a 28°C para obtener los cultivos. Después se extrajo un cubo de
aproximadamentel cm?® del medio para resembrar en PDA y tener cultivo fresco libre de
vermiculita. Para favorecer la produccidon de conidios, se alternd la incubacién a 28°C
en luz fluorescente con oscuridad. Después de 8-10 dias se observaba que el hongo

llenaba la caja.

3. Conteo de conidios y preparacion de la suspension (Galeana-Sanchez, 2014)
Se utilizaron cultivos de 10 dias de cada una de las cepas de F. verticillioides en medio

PDA a 29°C bajo luz fluorescente, se adiciond entre 5-10 mL de agua estéril a cada
caja y se agitaron a 150 rpm durante 60 a 90 min. Con una punta estéril se raspo6
delicadamente para desprender los conidios del micelio y se recolectdé en tubos de 16 x
150 mm. Para el conteo de conidios se usO una camara de Neubauer y en el
microscopio Optico se contaron los conidios de los cuadrantes de las esquinas usando

el objetivo de 40x, el nimero de conidios se calculd con la formula:

Conidios

CXFD x10=
ul

C=promedio de conidios
FD=factor de dilucién para el conteo de conidios en la camara

Con el conteo de conidios, se preparé 1 mL de una concentracion de 5000 conidios/uL.
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B. Material biolégico: embriones de maiz embebidos

1. Obtencion, desinfeccién y germinacion de embriones de maiz (Galeana-
Sanchez, 2014)
Se usaron semillas de maiz en buen estado de la raza “Chalquefio”, los embriones se

obtuvieron mediante la diseccién manual de la semilla usando una navaja para eliminar
el endospermo y cuidando la integridad del embrion; los embriones colectados se
mantuvieron en refrigeraciéon a 4°C. Para desinfectarlos se usaron 100 mL de una
solucién de hipoclorito de sodio al 0.5 % y se agitaron por 2 minutos. Se realizaron 4
lavados con agua estéril por 2 min cada vez con agitacion vigorosa, después se dejaron
secar entre 2 servitoallas estériles, bajo campana. Para el crecimiento, se distribuyeron
los embriones en contacto con el agar al 0.9 % y se incubaron a 29°C bajo luz

fluorescente. Los embriones germinan entre 24hy 48h.

2. Preparacion de medio de cultivo para embriones (Galeana-Sanchez, 2014)
Agar 0.9%, se prepararon 400 mL del medio para 10 cajas Petri de plastico. Se pesaron

3.6 g de agar y las condiciones de esterilizacion fueron 20 minutos, 121°C, 15 psi.

3. Inoculacion de embriones con las cepas de F. verticillioides (Galeana-Sanchez,
2014)
A cada embrion colocado en el agar 0.9 %, se les inoculé con 10 uL de la suspension

preparada de 5000 conidios/pL y se incub6 a 29°C con luz fluorescente por 24 h o 48 h
dependiendo del experimento. Para su recoleccién se congelaron con nitrégeno liquido

y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

C. Técnicas bioquimicas: extracciéon de proteinas y ensayo de actividad para 8-
1,3-glucanasas

1. Extraccién de proteinas totales de los embriones de maiz (Galeana-Sanchez,
2014, con modificaciones)
Se pesaron 75 embriones, posteriormente se molieron con nitrégeno liquido hasta

obtener polvo fino. Se adicionaron 2.5 mL de amortiguador de extraccion (Ver
apéndice), por cada 2 g de embriones y fueron mezclados con espatula hasta obtener
una pasta. El macerado se transfiri6 a varios microtubos de 2 mL. Los tubos se
centrifugaron en microfuga MiniSpin Eppendorf a 13400 rpm por 10 min a 4°C. Se
desecho la capa de lipidos formada en la parte superior y se tomé el sobrenadante, se

colecté en microtubos de 1.5 mL. Si aun se presentaba demasiado material particulado,
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los tubos se centrifugaban nuevamente bajo las mismas condiciones. Se almacenaron
alicuotas de 500 pL con 20% de glicerol a -70°C para los distintos experimentos.

2. Cuantificacion de proteina total por el método de Bradford (Bradford, 1976)
Se prepar6 la curva estandar con albumina sérica bovina (BSA) y los componentes

indicados en el apéndice. Se utilizaron 3 réplicas por cada punto de la curva y por
duplicado en el caso de las muestras. Se calculd la concentracion de proteina de cada
muestra mediante regresion lineal. La absorbancia de las muestras se leyéo a A=595nm

en celdas de plastico. Se muestra una curva tipica obtenida en el apéndice.

3. Electroforesis de proteinas
Los geles de poliacrilamida-SDS se prepararon de acuerdo a los componentes del

apéndice, utilizando separadores de 0.75 mm. De cada muestra se carg6 en el pozo
aprox. 20-50 pg de proteina mezclando con amortiguador de carga (1:2). El gel se
corrio en una camara de electroforesis Hoefer Amersham a 95 V por 3 horas, las
muestras antes de cargarlas en el gel se calentaron 5 minutos a 95°C. Para revelar las
proteinas en el gel se incub6é por 2 horas en solucion fijadora, 2 horas en solucion
tefiidora (azul de Coomassie) y 1 hora en solucion destefiidora. Se almacena a 4°C en

solucién de almacén (glicerol 5%).

4. Electroforesis nativa para observar la actividad de B-1,3-glucanasas en gel
(Sdnchez-Rangel et al., 2012, con modificaciones)
La mezcla de proteinas se resolvio por electroforesis en geles de poliacrilamida al 12 %

en condiciones nativas (sin SDS ni agentes reductores). Los geles — separador y
concentrador- se prepararon de acuerdo a los componentes descritos en el apéndice y
utilizando separadores de 1.5 mm. De cada muestra se cargd en el pozo un volumen
equivalente a 100-200 pg de proteina total, mezclado con el amortiguador de carga en
una porcion 1:4. El gel se corrié en una camara de electroforesis Hoefer Amersham
Biosciences a 50 V por 15-17 horas a 4°C o a 95 V por 3.5 horas a temperatura

ambiente.

5. Ensayo de la actividad de B-1,3-glucanasas en gel nativo (Sanchez-Rangel et
al., 2012, con modificaciones)

El gel se desprendié cuidadosamente del vidrio y se coloc6 en un recipiente de plastico
y se cubrié con 5 mL de solucion de laminarina (2.5 mg/mL) en amortiguador de acetato

de sodio pH 5.0 y se incub6 por 1-2 h a 40°C con agitacién suave y constante.
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Transcurrido el tiempo de incubacion, se decantd la solucion anterior y se realizaron de
1-2 lavados de 5-7 min cada uno con fosfato de potasio 0.05 M pH 7.0, seguido de otro
lavado de 5 minutos de agua desionizada. El agua se sustituyd por 5.0 mL de reactivo
de glucosa (SIGMA) y se incub6é 20 min a temperatura ambiente con agitacion suave y
constante. Para el desarrollo de color se afiadié a la solucion anterior azul de tetrazolio

o NBT (0.25 mg/mL) y se incub6 a 40°C por una noche.

6. Determinacion de la actividad enzimatica de B-1,3-glucanasas, mediante
meétodo espectrofotométrico A.
En microtubos de 1.5 mL se hizo la mezcla de reaccién de acuerdo a la siguiente tabla:

Amortiguador * Solucion Proteina
sustrato**
Blanco 400 pL
Blanco de 200 pL 200 pL
reaccion
Muestra 100 pL 200 pL 100 pL

*El amortiguador usado es acetato de sodio 0.05M, pH 5.0. **La solucién sustrato es 5mg/mL de

laminarina-azure en amortiguador de acetato de sodio 0.05M, p =5.0.

Se mezclaron por inversion del tubo y fueron incubados 2 h a 37°C, parar la reaccion
con 1 mL de etanol frio (almacenado a 4°C) y dejar 2 horas en hielo. Después se
centrifugd 5 min a 4°C a 13400 rpm en la microcentrifuga (Mini Spin, Eppendorf), se

decant6 y leyo el sobrenadante a 590 nm.

7. Determinacion de la actividad enzimatica de B-1,3-glucanasas, mediante
método espectrofotométrico B.
En microtubos de 0.600 mL se hizo la mezcla de reaccién de acuerdo a la siguiente

tabla:
Amortiguador * Solucién Proteina
sustrato**
Blanco 400 pL
Blanco de 200 puL 200 pL
reaccion
Muestra 150 pL 200 uL 50 pL
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*El amortiguador usado es acetato de sodio 0.05M, pH 5.0. **La solucién sustrato es 2.5 mg/mL de

laminarina en amortiguador de acetato de sodio 0.05 M, pH 5.0.

Se mezcld por inversion del tubo y se incubd 30 min a 40°C, se tomaron 200 uL de la
mezcla de reaccion y se colocaron en un tubo de 13 x 100 mm. En el tubo se mezclo
con 600 uL de amortiguador de fosfatos pH 7.0 y 200 yL de reactivo de glucosa. Se

ley6é a 595nm.

8. Ensayo para deteccion de azUcares reductores con DNS en placa
En microtubos de 0.600 mL se hizo la mezcla de reaccidén de acuerdo a la siguiente

tabla:
Amortiguador * Solucion Proteina
sustrato**
Blanco 160-250 pL
Blanco de 150 uL 10-100 pL
reaccion
Muestra 150 pL 10-100 pL

*El amortiguador usado es acetato de sodio 0.05M, pH=6.0. **La solucién sustrato es 2.5 mg/mL de

laminarina en amortiguador de acetato de sodio 0.05M, pH=6.0.

Se mezcldé en Vvortex el tubo y con microcentrifuga (Mini-Spin, Eppendorf) se
concentraron la mezcla de reaccion en el fondo del tubo, se incub6é 30 min a 40°C, se
tomaron 50-100 uL de la mezcla de reaccion y se colocaron en otro microtubo de 0.600
mL a que previamente se le afiadieron 50 pL de reactivo DNS***, Se procedio a calentar
5 minutos a 95°C, después se colocé en hielo 5 minutos, agregar agua cbp 100 pL, se
transfiri6 a una microplaca para leer a 540nm. Para conocer la cantidad de azlcares
reductores detectados, se hizo una curva patrén con glucosa (Ver apéndice) usando el

reactivo DNS.
***\/er apéndice

9. Electroforesis/Geles semidesnaturalizantes (Protocolo 1)
Los geles de poliacrilamida sin SDS (nativo) se prepararon de acuerdo a los

componentes del apéndice, utilizando separadores de 0.75mm. De cada muestra se

cargo en el pozo aprox. 200 ug de proteina mezclado con amortiguador de carga para
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gel semidesnaturalizante (SDS 1%, ver apéndice). El gel se corrié6 en una camara de
electroforesis Hoefer Amersham a 95V por 2.5 - 3 horas, las muestras antes de cargar

para este experimento no se calentaron.

Al salir el gel, se lavo dos veces con 10 mL de una solucion de isopropanol 25% en Tris
10 mM (pH=8.0) por 10 minutos con agitacion (solucion de lavado), a temperatura
ambiente. Después del segundo lavado, se enjuagd el gel con amortiguador de
acetatos 0.05M pH=5.0 por 10 minutos, a temperatura ambiente (por duplicado).
Después del segundo enjuague, se evalud la actividad de glucanasas en gel como se

describe en la seccion C4.

10. Electroforesis/Geles semidesnaturalizantes (Protocolo 2)

Los geles de poliacrilamida sin SDS (nativo) se prepararon de acuerdo a los
componentes del apéndice, utilizando separadores de 0.75 mm. De cada muestra se
cargd en el pozo aprox. 200 ug de proteina mezclado con amortiguador de carga para
gel desnaturalizante (ver apéndice). El gel se corri6 en una cadmara de electroforesis
Hoefer Amersham a 95V por 2.5-3 horas, las muestras antes de cargar calentar por 5
min a 95°C.

Al salir el gel, se lavd con 20 mL de una solucién de isopropanol 20% en amortiguador
de acetatos 0.05M pH=5.0 cada 10 minutos hasta completar 5 lavados (solucién de
lavado), con agitacion a temperatura ambiente. Después del lavado, se sumergio el gel
en 20 mL de una solucion de Tween-20 (1%) en amortiguador de acetatos 0.05 M
pH=5.0, por 10 minutos hasta completar 5 lavados, con agitacion a temperatura
ambiente. Finalmente, se lavo el gel dos veces mas Unicamente con el amortiguador de

acetatos y se realizo el ensayo de actividad de glucanasas en gel (seccion C4).

11. Electroforesis/Geles semidesnaturalizantes (Protocolo 3)

Los geles de poliacrilamida sin SDS (nativo) se prepararon de acuerdo a los
componentes del apéndice (gel separador con 3 mg/mL de laminarina), utilizando
separadores de 0.75mm. De cada muestra se cargé en el pozo aprox. 200 ug de
proteina mezclado con amortiguador de carga para gel semidesnaturalizante (SDS 2%,
ver apéndice). El gel se corrié en una camara de electroforesis Hoefer Amersham a 25
mA por 3-4 horas, y las muestras se calentaron a 95°C 3 minutos antes de cargar. El

gel se lavo dos veces con 10 mL de una solucion de Tritdbn 1% en amortiguador de
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acetatos 0.05M pH=5.0 por 10 minutos a temperatura ambiente y después con 10 mL
con Unicamente amortiguador de acetatos en un bafio de agua a 37 °C con agitacion. Al
término se incub6 el gel por 2 horas a 37°C sobre un vidrio en cama de papel mojado
para secar, después incubar por 15-16 horas en 200 mL de amortiguador de acetatos a

37°C y se procedi6 al ensayo de actividad de glucanasas en gel.

D. Técnicas bioquimicas: Purificacion y caracterizacién de las B-1,3 glucanasas.
Después de extraer las proteinas de 75 embriones se continué con la purificacion:

1. Fraccionamiento con sulfato de amonio
Se midid el volumen del extracto de proteinas y se transfiri6 a un vaso de precipitados

de 10 mL para adicionar sulfato de amonio para obtener 60% de saturacion (3.7 g por
cada 10 mL), el sulfato de amonio se afiadié poco a poco con agitacion en un recipiente
de hielo. La suspension se transfirid a un tubo de centrifuga y se centrifugé a 3600 rpm
por 25 min en una centrifuga Beckman GS-6R. El sobrenadante se almacené mientras
que el precipitado se disolvi6 en 8-12 mL de amortiguador de extraccion Il (ver

apéndice) y se procedié a aclarar por centrifugacion.

2. Ultrafiltracion
Se transfirié la solucién resuspendida a un tubo corex de vidrio y se centrifugd 20 min a

10,500 rpm en una centrifuga Jouan MR1812. Se desechd el precipitado y el
sobrenadante se transfirid a un tubo Amicon Ultra-K10 y se centrifugd a 3600 rpm por
30-70 min hasta tener 1 mL en la parte superior del filtro, en centrifuga Beckman GS-6R

a 5°C. La fraccion retenida se transfirié a un microtubo de 2 mL y se almacend a -20°C.

3. Cromatografia de Intercambio lonico
Para la purificaciéon de las glucanasas se eligié una columna empacada con 1 mL de Hi

Trap SP XL (GE Healthcare). La columna se coloc6 en un equipo FPLC GE Healthcare
con detector D-900 y bomba P-900. Todas las soluciones, incluyendo la muestra
proteica, fueron filtradas mediante Nylon 0.45 um el dia de uso. La muestra proteica no

tuvo mas de 48 h de almacenamiento a -20°C.

Antes de su uso, la columna se equilibr6 con al menos 5 volimenes de columna con
amortiguador de acetatos 0.05M a pH 5.0 a un flujo de 0.1 - 0.4 mL/min. Se inyectaron

500 pL de muestra a 0.4 mL/min, se lavé con 2 volimenes de columna y se comenzo el
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gradiente lineal de NaCl de 0 - 1 M (amortiguador de acetatos 0.05 M + NaCl 2 M). Se
generd un cromatograma por el sistema Unicorn y se recolectaron las fracciones (150
puL cada una, nombradas por el nimero de fraccion que da el sistema) para ensayo de

actividad.

Nota: se deben de inyectar 8 muestras para tener un volumen final de 1.2 mL de cada

fraccion y hacer los experimentos correspondientes

4. Cromatografia de exclusién molecular
Para la purificacion de las glucanasas se eligié una columna empacada con 24 mL de

resina Superdex 200 (GE Healthcare). La columna se colocd en un equipo FPLC GE
Healthcare con detector D-900 y bomba P-900. Todas las soluciones, incluyendo la
muestra proteica, fueron filtradas por membranas de Nylon 0.45 um el dia de uso. La

muestra proteica no tuvo mas de 36 h de almacenamiento a -20°C.

La columna se equilibr6 con al menos 2 volimenes de columna con amortiguador de
acetatos 0.05M + 300 mM de NaCl a pH 5.0 a un flujo de 0.4-0.8 mL/min. Se inyectaron
500 pL de muestra de las fracciones de intercambio idénico con actividad de glucanasa a
0.4 mL/min, se lavdé con 0.2 volimenes de columna y se corrié por 2x volimenes de
columna. Se generdé un cromatograma por el sistema Unicorn y se recolectaron las

fracciones (500 pL cada una) para ensayo de actividad.

5. Precipitacién de proteinas con acetona
En un microtubo de 2 mL, se mezclaron 500 uL del extracto proteico (fraccion) con 1.5

mL de acetona fria (-20°C) y se mezclé por inversion. Se incub6 a -20°C por una noche
y se centrifugd a 4°C por 15 min a 13400 rpm en microcentrifuga MiniSpin Eppendorf.
Se decantd el sobrenadante y se dej0 evaporar las trazas de acetona por 10 min
manteniendo el tubo abierto. Si no se usaba de inmediato, se dejaba el precipitado en el
tubo y se almacenaba a 4°C. El precipitado se disolvié en 20 - 60 puL de amortiguador

de carga desnaturalizante y se calentdé 5 - 10 min a 95°C para facilitar la disolucién.

E. Ensayos de actividad antifungica de las B-1,3-glucanasas de maiz

1. Experimento del efecto de extracto de proteina de maiz en discos durante el
crecimiento de F. verticillioides en agar PDA
Se inocularon 1x10° conidios de las cepas de F. verticillioides (MY3 y MY%) en el

centro de una caja Petri de PDA y se incubaron por 48h a 29°C con luz lo que permitio
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el desarrollo de la colonia. Se colocaron discos de papel filtro impregnados con extracto
proteico, tanto de crudo como de fracciones purificadas (10-80 pL) a unos 5 mm del
borde de la colonia. Se incub6 la caja por 24h a 29°C con luz y se fotografiaron las

cajas.

2. Experimento en placa del efecto de extracto/fraccién de proteina de maiz y/o
FB1en el crecimiento de F. verticillioides en medio Czapeck modificado

Se incubaron 10,000 o 20,000 conidios de las dos cepas de F. verticillioides en medio
Czapeck modificado (Ver apéndice) en los pozos de una microplaca de 96 pozos, con

los tratamientos de proteina y fumonisina B1 de acuerdo a la siguiente tabla:
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Volumen de

Medio conidios a Agua FB1 Extracto
Czapeck partir de (cbp 250 2 mM de
(uL) 1000 con/ pL uL) proteina
(uL)
Blanco medio 200 50
Blanco FB1
50UM 200 43.75 6.25ul
Blanco FB1
100uM 200 375 12 54l
Blanco C1
proteina 200 40 10pl
Blanco, C2 200 20 200
proteina
Blanco FB1
50uM + C1 200 33.75 6.254l 10ul
Blanco FB1
50pM + C2 200 23.75 6.254l 20l
Blanco FB1
100uM + C1 200 275 12.5pl 10ul
Blanco FB1
100pM + C2 200 17.5 12.5ul 20ul
F. vert 200 10-20 30-40
Control
F. vert. + C1 200 10-20 20.30 104l
proteina
F. vert. ,+ C2 200 10-20 20-10 200
proteina
F. vert. + FB1 23.75-
50uM 200 10-20 33.75 6.25u
F. vert. + FB1
100uM 200 10-20 17.5-27.5 12.5ul
F.vert. + C1 13.75-
+ FB1 50uM 200 10-20 2375 6.25u | 1oul
F.vert. + C1
+ FB1 100uM 200 10-20 7.5-17.5 12.5 10
F.vert. + C2
+ FB1 50uM 200 10-20 3.75-13.75 6.25 20
F. vert. C2 +
FB1 100uM 200 10-20 0-7.5 125 20

C1: 6.2 ug proteina de fracciones no retenidas (11-14), Act. Esp. 0.0334 mg glu h* mg™

C2:12.4 pg proteina de fracciones no retenidas (11-14), Act. Esp. 0.0334 mg glu h™* mg’

1
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Los blancos se hicieron por duplicado y las muestras por triplicado. Se leyo la densidad

Optica (crecimiento del hongo) a A=630 nm cada 12 h por 3 dias.

Para los ensayos con las fracciones de intercambio iénico (glucanasas basicas), el
volumen final fue de 310 pL y se usé 25 uM de FB1, por lo que se modifico el volumen
del stock de FB1 2 mM para afiadir 3.8 pl en la mezcla de reaccion. También se usaron
para C1 de proteina 40 pL y para C2 fueron 80 pL de proteina. Se dejé constante el
volumen de medio Czapeck a 200 ul y se usaron 20,000 conidios (20 pL a partir de
1000 con/ pL ) de las cepas de F. verticillioides, lo demas se ajusté con agua para llegar
alos 310 pL.

Datos C1 PI: 3.58 ug proteina de fracciones retenidas (52-59), 0.05950 mg glu h'* mg™*
Datos C2 PI: 7.17 ug proteina de fracciones retenidas (52-59), 0.05950 mg glu h™* mg™
Datos C1 PII: 5.0 pg proteina de fracciones retenidas (62-68), 0.03352 mg glu h'* mg™*

Datos C2 PII: 10.0 pug proteina de fracciones retenidas (62-68), 0.03352 mg glu h'* mg™
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VI. Resultados

A. Purificacion de las B-1,3-glucanasas

1. Actividad en extracto crudo

Para la purificacion de las (-1,3-glucanasas se partié de un extracto total de proteinas
solubles obtenidas de 75 embriones de maiz imbibidos por 24h con luz. La cantidad de
proteina extraida de estas muestras varié entre 7.251-19.057 pg/pL en un volumen total

de 10 £ 0.5 ml y la actividad especifica de glucanasa se encontré entre 0.0026-0.1957
mg glucosa h'* mg proteina™® segin se muestra en la tabla 10.

Tabla 10 Proteina total extraiday actividad especifica de B-1,3-glucanasa en muestras de
embriones de maiz germinados por 24 horas.

Extracto total de ancentra’cic’)n Cantidad fotal ggg’é%ﬁ:%
. e proteina de proteina 1
proteina 8x (ug/ul) obtenida (mg) (mg glucosa r11
mg proteina™)
D0828 17.593 8.797 0.196
D0830 7.251 3.626 0.049
D1157 15.217 7.609 0.212
D1201 15.654 7.827 0.003
L0746 19.057 9.529 0.061
L0756 17.726 8.863 0.042
L1153 15.882 7.941 0.061
L1201 17.745 8.873 0.065
Promedio 15.766 7.883 0.086

2. Determinacion de la concentracién de sulfato de amonio para precipitar la
actividad de B-1-3-glucanasas a partir de extractos crudos de proteina.

Como primer paso de purificacion se plante6 la precipitacién con sulfato de amonio por
lo que se realizaron experimentos para determinar el % de saturacion de esta sal en la
que se precipitara cuantitativamente la actividad de [-1,3-glucanasa a partir de los
extractos de proteina total. La tabla 11 muestra que a 60 % de saturacion de sulfato de

amonio se precipita la mayor actividad de 3-1,3-glucanasa.
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Tabla 11 Determinacion del porcentaje de saturacién de sulfato de amonio para la
precipitacion cuantitativa de la actividad de B-1,3-glucanasa de embriones de maiz.
Porcentaje de actividad con respecto al extracto crudo.

% de saturacion sulfato | % Actividad en | % Actividad en
de amonio precipitado sobrenadante

40% 715% ND

60% 744% 0%

80% 120% 0%

ND: No determinado

3. Separacion de las proteinas por cromatografia de intercambio i6nico

Una vez establecido el protocolo de extraccién de proteinas solubles y la precipitacion

con sulfato de amonio (60% saturacion), las fracciones precipitadas se redisolvieron en

amortiguador, se desalaron y concentraron mediante filtracibn molecular. Las proteinas

se separaron por FPLC en una columna de intercambio catiénico Hi Trap SP XL de 1

mL, usando un gradiente lineal de NaCl de 0 a 1 M. La figura 24 muestra un

cromatograma tipico obtenido en este trabajo; muestra los picos formados por el paso

de proteinas no retenidas en la columna en las primeras fracciones (1-25) y el pico

formado por la elucion de proteinas en un gradiente lineal de NaCl (40-80), seguido de

un lavado de la columna con 1 M NacCl. Las fracciones no retenidas corresponden a

proteinas acidas y el gradiente lineal permite separar gradualmente las proteinas unidas

a la columna dependiendo de la fuerza con la que estén unidas a ella.
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Figura 24 Cromatograma de intercambio idnico en la separaciéon de 3-1,3-glucanasas de
embriones de maiz. Las proteinas se separaron por FPLC en una columna de intercambio
cationico Hi Trap SP XL usando un gradiente de NaCl (0 — 1 M). Las lineas rojas muestras
el namero de fraccién ala que corresponde, lalinea azul la lectura del detector a 280 nm
para detectar alas proteinas, la linea café es la conductancia de la fraccion, lalineaverde
el gradiente de NaCl y lalinearosalainyeccion de la muestra.

El cromatograma de la figura 25 es la amplificacion del pico formado por la elucion con
el gradiente de sal mostrado en la figura 24 y fue usado para elegir las fracciones.
Ademas se observa el area del pico que es un indicador de la cantidad de proteina en
la fraccion determinado por la absorbancia a A= 280 nm de los grupos aromaticos de las

proteinas.
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Figura 25 Amplificacién del pico del cromatograma de la Figura 24. Las lineas rojas
muestras el nUmero de fraccion ala que corresponde, lalineaazul la lectura del detector
a 280 nm para detectar alas proteinas, la linea café es la conductancia de la fraccion, la
lineaverde el gradientede NaCl y lalinearosalainyeccion de la muestra.

Se colectaron tanto las fracciones no retenidas como las retenidas para la
determinacion de la actividad enzimética y corrimiento en gel de electroforesis de

poliacrilamida-SDS.

4. Andlisis de las fracciones purificadas provenientes de cromatografia de
intercambio i6nico; Tabla de Purificacion.

Las fracciones obtenidas en los pasos cromatograficos se analizaron para determinar la
concentracion de proteina y la actividad enzimética, con el fin de determinar el grado de
pureza y rendimiento de la purificacion, segun se observa en la tabla de purificacion
(tabla 12).
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Tabla 12 Tabla de Purificacion de B-1,3-glucanasas de embriones de maiz

germinados por 24 horas separadas por cromatografia de intercambio iénico (IC).

] o Actividad _
Volumen Proteina Actividad especiﬁca Veces de Rendi-
Paso de fraccion total total (mg glu o miento
(mL) (mg) (mg glu h'%) Lo Purificacion (%)
mg™)
Homog.
0.5 7.883 0.0120 0.00152 1.00 100
crudo
Ppt. de
sulf. amon 0.6 9.509 0.0112 0.00118 0.77 93.613
(60%)
Fracc. IC
(10-14) 1.2 0.705 0.0066 0.00936 6.16 54.967
Fracc. IC
(45-48) 1.2 0.034 0.001 8.626 236.04 8.935
Fracc. IC 1.2 0.13 0.0012 0.00923 6.07 9.674
(52_57) . . . . . .
Fracc. IC
(58-61) 1.2 0.197 0.002 1.712 46.832 18.427

A partir de las fracciones 56, 57 y 59 de intercambio iénico, se tom6 una alicuota de 500

ML para inyectar a columna de exclusidn molecular para fraccionar a las glucanasas

aprovechando esta propiedad.

5. Separacion de proteinas por cromatografia de exclusién molecular

De las fracciones 56, 57 y 59 de la cromatografia de intercambio i6nico con mayor

actividad, se separaron por cromatografia de exclusibn molecular en una columna

Superdex 200 de 24 mL que separa masas moleculares entre 10-600 kDa, la figura 26

presenta un cromatograma tipico obtenido de esta separacion donde se observan

varios picos que son representativos de las proteinas presentes en la fraccion.
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Figura 26 Cromatograma de exclusién molecular en la separacién de -1,3-glucanasas
de embriones de maiz. Las proteinas se separaron por FPLC en una columna Superdex
200. Lineaazul: detector de fluorescencia Abs,g, para detectar alas proteinas Linea café:
conductancia de lafraccion. Lineas rojas: fracciones. Linearosa: inyeccion de la
muestra.

6. Analisis de las fracciones purificadas provenientes de cromatografia de
exclusion molecular; Tablas de Purificacién.

Las fracciones obtenidas en los pasos cromatograficos se analizaron para determinar la
concentracion de proteina y la actividad enziméatica, con el fin de determinar el grado de
pureza y rendimiento de la purificacion, segun se observa en la tabla de purificacion
(tablas 13 y 14).
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Tabla 13 Tabla de Purificacion de B-1,3-glucanasas de embriones de maiz germinados por
24 horas, intercambio i6nico (IC 56) y exclusién molecular (EM).

Volumen ] Actividad | Actividad
Proteina & imi
de total especifica | Vecesde | Rendimiento
Paso > total - ifinaai A
fraccion (mg) (mg glu | (mg glu h™ | Purificacion (%)
(mL) h™) 'mg™)
Homogenado | 7883 | 00120 | 0.00152 1.00 100
Crudo
Ppt. de sulf.
amon. (60%) | *° 9509 | 0.0112 | 0.00118 0.78 93.613
FraceioniC 1 0167 | 00013 | 000767 5.04 10.669
FraceRnEM | o5 0003 | 00018 | 059156 | 389.18 14,789
Fraccz'g” EM1 o5 0004 | 00021 | 0.52476 345.24 17.492
Fraccz"é” EM 05 0.003 | 00018 | 0.61472 404.42 15.368
Fraccé‘é” EM o5 0.005 | 00022 | 0.44760 294.47 18.650
Fraccion EM | g5 0003 | 00018 | 059928 | 394.26 14.982

38

A través de estos pasos se logroé un enriquecimiento de mas de 400 a 2000 veces de la

actividad de B-1,3-glucanasa (Tablas 13-14), sin embargo, la cantidad de proteina fue

muy baja para poder realizar ensayos bioquimicos y de actividad por lo que la mayor

parte de los resultados que se presentan sobre la caracterizacion bioquimica y de

actividad corresponden a fracciones purificadas por cromatografia de intercambio

idnico.
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Tabla 14 Tabla de Purificacion de B-1,3-glucanasas de embriones de maiz germinados por
24 horas, intercambio i6nico (IC57) y exclusiéon molecular (EM).

Volumen . Actividad | Actividad
Proteina « imi
Paso de otal total especifica | Vecesde | Rendimiento
fraccion (mg) (mg glu | (mg glu h™ | Purificacion (%)
(mL) g h?) 'mg™)
Homogenado | ¢ 7883 | 0012 | 0.00152 1.00 100
Crudo
Ppt. sulfato 0.6 9.509 0011 | 0.00116 0.76 93.613
amon.
Frac‘;‘;)” I 1.2 014 | 00015 | 0.01071 7.05 12.723
Fracc'g” EM1 o5 0.0009 | 0.0014 1.56 1023.39 12.086
FracclonEM1 o5 | 00007 | 00014 | 200 1315.79 11.893
Fracc?')g” EM1 o5 0.0007 | 0.0014 2.00 1315.79 11.700
Fraccéi” EM1 os 0.0004 | 0.0014 3.50 2302.63 11.314
Fracé'la” 35 0.5 0.0005 | 0.0014 2.80 1842.11 11.507
Frac;'l\‘jl” % | o5 0.0007 | 0.0014 2.00 1315.79 11.700

7. Andlisis de las fracciones purificadas por electroforesis en geles SDS.

Una vez identificadas las fracciones con mayor actividad especffica, tanto de la
cromatografia de intercambio iénico como por la cromatografia de exclusién molecular,
se concentraron las proteinas por precipitacion con acetona y se analizaron por

electroforesis desnaturalizante (Figuras 27 y 28). En el gel en el que se separaron las
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fracciones de intercambio i6nico se observa que en las fracciones de la 52 a la 58,
presentan una banda intensa de 50 kDa y otra muy cercana a los 75 kDa, ademés de
otras proteinas (Figura 27). A diferencia de las fracciones 9 a 11, que fueron las

fracciones no retenidas en la columna, contienen un mayor nimero de proteinas.

Marcador 9 10 11 52 55 56 57 58

250 kD
150
100

75 '

S -
87

-

ﬁ

Figura 27 Analisis por electroforesis en poliacrilamida-SDS de las fracciones separadas
por cromatografia de intercambio i6nico. Se analizaron las proteinas de las fracciones no
retenidas en la columna (9-11) y también las retenidas (52-58) se separaron en un gel de
poliacrilamida-SDS (12%) y fue tefiido con azul de Coomassie. En el carril 1 se cargaron
los marcadores de P.M.

Por otra parte las fracciones provenientes de la columna de exclusion molecular fueron
separadas en un gel de poliacrilamida-SDS (Figura 28). Las proteinas de las fracciones
24, 27 y no fueron retenidas en la columna de intercambio i0nico y estan en el rango de
peso molecular entre 30 a 75 kDa. Las proteinas de las fracciones 27, 28, 32, 42 y 45 si
fueron retenidas en la cromatografia de intercambio idénico y son bandas muy tenues
que varian entre 50 y 75 kDa de peso molecular. Esta observacion corrobora lo

obtenido en la cuantificacién de proteina de estas fracciones (Tablas 13y 14).
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Figura 28 Analisis por electroforesis en poliacrilamida-SDS de las fracciones separadas
cromatografia de exclusién molecular. Las proteinas de las fracciones 24, 27 y 29
provienen de lafraccion 11 de intercambio i6nico y las proteinas de las fracciones 27, 28,
32,42y 45 provienen de lafraccion 56 de intercambio i6nico. Se separaron en un gel de
poliacrilamida (12%) y fue tefiido con azul de Coomassie. En el carril 1 se cargaron los
marcadores de P.M.

Una vez establecido y estandarizado el protocolo de purificacion en el que se empled la
precipitaciéon con sulfato de amonio (60% saturacion), seguido de cromatografia de
intercambio cationico, se obtuvieron consistentemente una serie de fracciones retenidas
que se agruparon y denominamos Pl fracciones 49-56 y PIl contuvo las fracciones 57-
65. Se siguio este esquema y el patrén de proteinas en cada fraccion se presenta en el
gel (Figura 29). Se observa en el extracto crudo que la mayoria de las proteinas se
encuentran entre 25 a 100 kDa y el numero de bandas se reduce en las fracciones
obtenidas por cromatografia de intercambio i6nico (P Iy II).
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MarcadorPM  Crudo pp60% Pl Pll

Figura 29 Andlisis del extracto crudo, precipitado con sulfato de amonio a 60% de
saturacién y las fracciones retenidas en la cromatografia de intercambio i6nico (pool |y
pool Il) por electroforesis SDS-PAGE (12%) tefiido con azul de Coomassie.

8. Deteccion de las B-glucanasas mediante geles nativos de Actividad

Debido a que detectamos actividad de [B-1,3-glucanasa tanto en las fracciones no
retenidas como en las fracciones retenidas en la columna de intercambi6 idnico,
corroboramos su presencia por geles de actividad. La Figura 30 muestra bandas de
actividad de glucanasa tanto en las fracciones retenidas en la columna (P |y Il), como
en las fracciones no retenidas (7,11 y 14), lo que es consistente con la existencia de

isoformas acidas y basicas de estas hidrolasas.
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Fracciones No Retenidas Fracciones Retenidas

7 11 14 PoolI Pool II

—>

— -

Figura 30 Gel nativo para revelar la actividad de glucanasas en las fracciones no
retenidas (Fraccion 7: 5.9 ug, Fraccion 11: 109.3 ug, Fraccion 14: 109.5 pg.) vy las
fracciones retenidas en la columna de intercambio catiénico (Pool I: 53.76 ug, Pool II: 75
Hg).

La figura 31 muestra una réplica de gel de actividad de las fracciones no retenida (14) y

los Pools de fracciones retenidas en la columna de intercambio cationico, Ply PII.
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Fracci_én No Fracciones Retenidas
Retenida

14 Pool | Pool Il

Figura 31 Gel nativo pararevelar laactividad de glucanasas en las fracciones no
retenidas (Fraccion 14: 109.5 pg, Pool I: 53.7 ug, Pool II: 75 pg).

B. Caracterizaciéon bioquimica de las fracciones purificadas

1. Efecto de la temperatura

Para caracterizar las actividades de [-1,3-glucanasa empleamos las fracciones
retenidas en la columna de intercambio idnico, Pl Se evalud la actividad a diferentes
temperaturas (4°C a 70°C) y la figura 32 muestra que la actividad se incrementa
conforme aumente la temperatura, hasta alcanzar un maximo a los 40°C, y cae a 50°C
llegando la actividad a ser menor al 50 %; a partir de 60°C no detectamos actividad

enzimatica.
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Figura 32 Efecto de la temperatura en la actividad de B-1,3-glucanasas purificadas por
cromatografia de intercambio i6nico (P 1). La reaccidon enzimatica se llevé a cabo a
distintas temperaturas en el rango de 4°C a 70°C por 30 min, usando 0.2 ug de proteina.

2. Efecto del pH

Asimismo, se evalud el efecto del pH (amortiguadores de acetatos y de Tris-HCI), para
conocer el pH optimo, En la grafica se identifica que a pH=6.0, la enzima muestra

mayor actividad (figura 33).
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Figura 33 Efecto del pH sobre la actividad de B-1,3-glucanasas purificadas por
cromatografia de intercambio i6énico (PI). La reaccion enzimatica se llevé a cabo con
distintos amortiguadores con pHs en un rango de 3 a 9 por 30 min, usando 0.2 pg de
proteina

3. Efecto del tiempo

Para el experimento del efecto del tiempo se usaron varias fracciones consecutivas de
la columna de intercambio i6nico. La figura 34 muestra que hay un incremento en la

actividad durante los primeros 10 minutos y ésta se estabiliza a tiempos posteriores.

15T

mg gluc /mg prot

0 - ¥ . } . } . } . } . }

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (minutos)

Figura 34 Efecto del tiempo sobre la actividad de B-1,3-glucanasas purificadas por
cromatografia de intercambio i6nico (PI). Incubacion apH 6.0 con 2 ug proteina.
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4. Efecto de la fumonisina B1

Para corroborar que la FB1 inhibe a las glucanasas de maiz, se realizd un control con
extracto crudo, el cual contiene las 3 isoformas de glucanasas antes descritas por
Sanchez-Rangel (2012) y Galeana-Sanchez (2014). Se incubaron por 30 minutos
cuatro medios de reaccién 3 de ellos contenian FB1 en diferentes concentraciones y
otro donde no se afiadié FB1 (control), donde observamos en la grafica que a 50 uM de
FB1 la actividad se ve disminuida, pero a 25 y 100, el patrén es similar al control (figura
35).

E" =+ Control

= —W—FB1=25uM

-

§ FB1=50uM
i FB1 = 100 pM

11

[5] mg/fmL

Figura 35 Efecto de la FB1 en extracto crudo al variar la concentracion del sustrato
(laminarina) de la glucanasas. Se probaron 3 concentraciones de FB1 méas un control sin
FB1.

Por lo anterior, se probé el efecto de la micotoxina (20 uM a 100 pM) sobre la actividad
de B-1,3-glucanasa con las fracciones no retenidas (Figura 36). Se observa que la FB1
tuvo un efecto marginal sobre la actividad enzimatica, y aungue se observa una
reduccidon de ésta a 60 uM de FB1, esto probablemente se debe a una cuestion técnica
en la que se incluyd menor cantidad de proteina en estos pozos. A concentraciones
mas elevadas de la toxina (80 y 100 uM), los valores de actividad son similares a

aguellos en ausencia de FB1.
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Figura 36 Efecto de la FB1 (20 — 100 uM) sobre la actividad de B-1,3-glucanasas acidas
contenida en lafraccion no retenida en la cromatografia de intercambio idnico.

También se determiné el efecto de diferentes concentraciones de FB1 sobre las
fracciones basicas de glucanasas, Pl y PIl (Figuras 37 y 38). La actividad se ve
reducida en un 15 % con 80 uM de FB1 para el Ply para inhibir al PIl al menos 10% se
necesita mas de 100 uM de FB1. Por lo que las tres isoformas tienen un patron de

20 40 60 80 100

FB1 pM

inhibicion por FB1.

120.0
110.0 -:
100.0 -:
90.0 -:

80.0 +

Pocentaje de actividad

70.0 1

60.0 +

50.0 -

Figura 37 Efectode la FB1 (20 — 100 pM) sobre la actividad de B-1,3-glucanasas
contenidaen la fraccion retenida(pool I, Pl) en la cromatografia de intercambio iénico.
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Figura 38 Efecto de la FB1 (20 — 100 pM) sobre la actividad de B-1,3-glucanasas
contenidaen lafraccion retenida(pool Il, Pll) en la cromatografia de intercambio ionico.

C. Actividad antifungica de las B-1,3-glucanasas.

Para determinar si las B-1,3-glucanasas estudiadas poseen actividad antifingica, se
montaron dos ensayos en los que se emplearon como blanco las cepas de F.
verticillioides, MY3 y MY5, previamente caracterizadas en el laboratorio como alta y

baja productoras de FB1, respectivamente.

1. Ensayos en medio liquido en placa multipozos

Para este ensayo se probaron dos cantidades de la proteina purificada y 50 uM de FB1.
En el experimento con la cepa MY3 (Figura 39) se observa que durante la fase lag, las
primeras 20 h, no hay diferencia entre los tratamientos. La FB1 inhibe el crecimiento de
la cepa MY3, ya que los valores de As3p son aproximadamente 20 % menores que en el
control a lo largo del experimento hasta los 72 h. Lo que es claro también es que las
fracciones que tienen actividad de glucanasa inhibieron el crecimiento de forma
significativa, la C1 (6.2 pg de proteina, 0.03339 mg glu h* mg™) provocé una reduccion
del 35 %, mientras que la C2 (12.4 ug, 0.03339 mg glu h* mg™?) causé una inhibicién
del 55 % del crecimiento. Dado que la FB1 también afectd el crecimiento, fue dificil

determinar si inhibe la actividad de glucanasas en este ensayo.
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Figura 39 Efecto antifungico de las B-1,3-glucanasas (fraccion acida) sobre el
crecimiento de F. verticillioides, cepa MY3 en ausencia y presencia de FB1 (50 uM). Se
probaron dos cantidades de proteina (C1 = 6.2 pg, 0.03339 mg glu h* mg™; C2 = 12.4 pg,
0.03339 mg glu h™ mg™). Se inocularon 2 x 10* conidios en cada pozo y se siguio el
crecimiento mediante la lectura de Agsonm poOT tres dias.

Cuando se probé la cepa MY5, observamos que ésta es mas tolerante a la FB1 pue no
hay diferencia en crecimiento entre el medio solo y medio suplementado con FB1
(Figura 40). Las fracciones que contienen actividad de glucanasa inhibieron el
crecimiento de esta cepa de F. verticillioides y la FB1 tuvo poco efecto sobre esta

actividad.
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Figura 40 Efecto antifangico de las B-1,3-glucanasas (fraccién acida) sobre el
crecimiento de F. verticillioides, cepa MY5 en ausencia y presencia de FB1 (50 uM). Se

probaron dos cantidades de proteina (C1 = 6.2 pg, 0.03339 mg glu h™* mg™; C2 = 12.4 ug,
0.03339 mg glu h™* mg™). Se inocularon 2 x 10* conidios en cada pozo y se sigui6 el
crecimiento mediante la lectura de Aszonm pOr tres dias.

Se realizd el mismo experimento con los grupos de fracciones con actividad de
glucanasas bésicas, en los que se empleé una concentracion de FB1 de 25 uM. A
pesar de reducir la concentracion de FB1, la micotoxina afect6 el crecimiento del hongo
(Figura 41). La actividad de glucanasa si tiene actividad antifingica pero es dificil

determinar el efecto de la FB1.

Cuando probamos la cepa MY5, observamos que es mas tolerante a FB1 y la curva en
la que se incuban la glucanasa (C2 = 7.2 pg, 0.05950 mg glu h* mg™?, + FB1) esta por
arriba en valores de As30, a lo largo del experimento que la curva en la que se incuba
con la glucanasa. Este resultado sugiere que la toxina podria estar inhibiendo la

actividad de la hidrolasa.
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Figura 41 Efecto antifungico de las B-1,3-glucanasas (fracciones basicas) sobre el
crecimiento de F. verticillioides, cepa MY3 en ausencia y presencia de FB1 (25 uM). Se
probaron dos cantidades de proteina del Pool | (C1 =3.58 pg, 0.05950 mg glu h™ mg™; C2
=7.17 pg, 0.05950 mg glu h™ mg™). Se inocularon 2 x 10* conidios en cada pozo y se
siguio el crecimiento mediante la lectura de A630 nm por tres dias.
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Figura 42 Efecto antifungico de las B-1,3-glucanasas (fracciones basicas; Pool I) sobre el
crecimiento de F. verticillioides, cepa MY5 en ausencia y presencia de FB1 (25 uM). Se
probaron dos cantidades de proteina (C1 =3.58 pg, 0.05950 mg glu h™ mg™; C2 =7.17 ng,
0.05950 mg glu h™* mg™). Se inocularon 2 x 10* conidios en cada pozo y se siguio el
crecimiento mediante la lectura de Aszp nm por tres dias.
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Las cruvas de crecimiento en presencia de Pll con el mismo experimento incluyen a la
figura 43 (MY3) y 44 (MY5), donde podemos resaltar del crecimiento de MY3 que los
tratamientos que tienen FB1 + proteina, se encuentran por arriba de los tratamientos
que tienen Unicamente proteina, lo que da buen indicio de que la FB1 ayuda al
crecimiento de la cepa en presencia de las glucanasas en el Pool I. En la Figura 44,

resalta que la curva (C2 + FB1) est4 por encima que la curva con glucanasa.
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Figura 43 Efecto antifungico de las B-1,3-glucanasas (fracciones basicas; pool Il) sobre
el crecimiento de F. verticillioides, cepa MY3 en ausenciay presenciade FB1 (25 uM). Se
probaron dos cantidades de proteina del Pool (C1 =5 pg, 0.03352 mg glu h* mg™; C2 =10
ng, 0.03352 mg glu h™ mg™). Se inocularon 2 x 10* conidios en cada pozo y se siguio el
crecimiento mediante la lectura de Ag;o Nm por tres dias.
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Figura 44 Efecto antifungico de las B-1,3-glucanasas (fracciones bésicas; pool Il) sobre
el crecimiento de F. verticillioides, cepa MY5 en ausenciay presencia de FB1 (25 uM). Se
probaron dos cantidades de proteina (C1 =5 pg; C2 =10 pg). Se inocularon 2 x 10°
conidios en cada pozo y se sigui6 el crecimiento mediante la lectura de Agz nm por tres
dias.

2. Ensayos en medio solido en caja de Petri

Para evaluar el efecto antifingico in vitro en medio sélido se sembraron 1 x 10° conidios
de cada una de las cepas en el centro de la caja Petri en medio PDA (0.5X) y se
dejaron crecer por 48 horas a 30°C. Transcurrido ese tiempo se colocaron discos de
papel filtro (diametro = 7-10 mm) impregnados en amortiguador o en solucion de
proteinas (extracto crudo) a una distancia de 0.1-0.5 cm del crecimiento radial. Las
cajas se incubaron por 24 horas y el efecto sobre el crecimiento se documentd

mediante fotografias de las placas.

Para la cepa MY3 de F. verticillioides observamos que con 210 ug de proteina (0.00104
mg glu h'* mg'1) no se ve un “halo de inhibicién” (Figura 45-B), pero el micelio no crece
sobre la zona de los discos, sino alrededor de éstos. A diferencia del disco con
amortiguador, se puede ver que si hay crecimiento de micelio sobre el disco, incluso se

ve coloracién al inicio del disco.
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Figura 45 Efecto de las B-1,3-glucanasas sobre el crecimiento radial de F. verticillioides
(cepaMY3). A. Foto alas 48 h de crecimiento del hongo y la posicién de los discos enla
placa. B. Foto a las 24 h de incubacion de los discos en la placa. Discos: B (20 pL de
amortiguador pH=6.0), 1-3 (210 ug de proteinaa partir de extracto total, 0.00104 mg glu h™*
mg™ + 5 pL de amortiguador pH=6.0).

El experimento se realizd igualmente con la cepa MY5 y 210 ug de extracto de proteina
(0.00104 mg glu h* mg?), se observd que en el disco del amortiguador hay micelio,
alcanzé el disco y crecio sobre éste (figura 46-B). En los discos 1-3 el micelio alcanzo el
disco y creci6 alrededor de éste. Al menos en los discos 2 y 3, se ve una ligera
inhibicién del hongo en la mitad cercana al micelio inicial, lo que sugiere el efecto

inhibitorio del extracto total de proteinas.
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Figura 46 Efecto de las B-1,3-glucanasas sobre el crecimiento radial de F. verticillioides
(cepaMY5). A. Foto alas 48 h de crecimiento del hongo y la posicién de los discos enla
placa. B. Foto a las 24h de incubacion de los discos en la placa Discos: B (20 uL de
amortiguador pH=6.0), 1-3 (210 ug de proteinaa partir de extracto total, 0.00104 mg glu h™
mg™ + 5 uL de amortiguador pH=6.0)

Se evaluaron también las proteinas de los grupos Ply PIl. Se observo el mismo patron
que en el extracto total, donde las colonias evaden a los discos con extracto proteico
(figura 47). Es consistente el hecho de que ambas cepas evaden los discos con
extracto de proteina independientemente de que sea extracto total o fracciones
obtenidas de las cromatografia de intercambio i6nico, a diferencia de los discos que
tienen Unicamente amortiguador ya que en esos discos hay crecimiento e incluso una

coloracion mas evidente que en los discos con proteina.
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Figura 47 Efecto de las -1,3-glucanasas sobre el crecimiento radial de F. verticillioides
(cepaMY3). A. Foto alas 48 h de crecimiento del hongo y la posicion de los discos en la
placa. B. Foto a las 24h de incubacion de los discos en la placa Discos: B (20 uL de
amortiguador pH=6.0), 1-3 (4.5 ug de proteinadel Pool |, 0.05950 mg glu h™ mg™ + 10 pL
de amortiguador pH=6.0)
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VII. Discusion

1. Purificaciéon de B-1,3-glucanasas de embriones de maiz

En este trabajo se establecieron las condiciones para la purificacion parcial de las B-1,3-
glucanasas presentes en embriones de maiz. En el genoma de esta planta hay mas de
10 genes anotados que codifican enzimas con esta actividad, pero hay poca
informacién sobre su caracterizacién bioquimica. Un aspecto que complicé Ila
purificacion de estas enzimas fue su estabilidad; a diferencia de muchas
glucohidrolasas, las B-1,3-glucanasas no se renaturalizaron después de la separaciéon
electroforética, para luego determinar la actividad. Esto nos impidié determinar con
precision el P.M. de las enzimas purificadas. Las propiedades de carga neta de las
glucanasas permitieron hacer una separacion efectiva de estas enzimas en fracciones
no retenidas en la columna de intercambio catidnico y la obtencion de dos grupos de
fracciones (Pl y PIl) que eluyeron gradualmente al incrementar la concentracion de
cloruro de sodio. En las tablas de purificacion se observa claramente el incremento en
la actividad especifica de las glucanasas conforme se avanza en los pasos de
purificacion. Es por ello que para tener una buena cantidad de proteina se incubaban
ocho lotes de 75 embriones cada uno para precipitar con sulfato de amonio y de ahi se
inyectaba a la columna, para tener ocho veces mas de la misma fraccion de intercambio

iénico.

Mediante geles de poliacrilamida-SDS de las fracciones purificadas por intercambio
ibnico se observd que hay entre 3 y 6 bandas prominentes (entre 37 kDa y 100 kDa).
Otro indicador de que en las fracciones hay glucanasas fue el zimograma. Después del
paso de cromatografia de intercambio idnico, se inyectaron varias fracciones con
actividad de glucanasa a una columna de exclusion molecular. A pesar de que se
enriquecio la actividad y se logré un alto grado de purificacién (méas de 2000 veces), la
cantidad de proteina fue muy baja para corroborar por zimograma. Las fracciones de
exclusion molecular se observaron en geles de poliacrilamida, encontrando que las
bandas mas intensas en fracciones con actividad son una de 50 kDa y otra de 70-75
kDa.
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2. Propiedades bioquimicas de las glucanasas de maiz

En las fracciones purificadas con actividad de glucanasa se determiné que las
condiciones 6ptimas de actividad fueron 40°C y a pH 6.0. Estos valores estan en el
rango de otras glucanasas purificadas de plantas y microorganismos. A 50°C hubo
pérdida considerable de la actividad, lo que es consistente con la baja estabilidad de

estas enzimas de maiz.

Se han reportado glucanasas de otras plantas con caracteristicas parecidas como se

puede ver en la tabla 15.

Tabla 15 Propiedades de algunas glucanasas de microorganismos y plantas

Glucana- | Tempe- . PM .
pH Propiedades pl | Referencia
sas de: ratura (kDa)
Km= 0.3 mg/mL
Pichia Vmax= 350 lzgu et al.,
37°C 3-55 _ 457 | 4.7
anomala pmol/min*mg con 2004
laminarina
Trichoder Km= 0.087 mg/mL
_ Bara et al.,
ma 55°C 5.1 Vmax= 0.246 U/min | 83.1 | ND
o 2003
asperellum con laminarina
Capsicum Act especfifica: 4020 Kim et al.,
ND ND i 34 9.3
annuum nkat/mg proteina 1997
Induccion entre las Ardila et al.,
Clavel 37°C 55 . ND ND
12-24 hpi 2005

ND: No determinado

El peso molecular, resulta variado entre las diferentes especies, sin embargo, ninguna
excede de los 100 kDa incluyendo a las de maiz (por los geles de electroforesis de SDS
de las fracciones y la informacién tedrica de NCBI); también el resultado es diverso en
el punto isoeléctrico, ya que de unas especies solo hay glucanasas acidas y en otras

basicas, por lo que resulta novedoso que el maiz tenga de ambas.
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Con la informacién proporcionada en la tabla 7 y los resultados, se puede inferir que se
obtuvo la glucanasas del gengla3 al ser de 70 kDa de peso molecular y tener un pl
predicho basico, lo que confirma que sale en fracciones no retenidas en la columna de

intercambio iénico a las condiciones usadas.

3. Papel de las glucanasas en la defensa de las plantas vs microorganismos
patdégenos

La defensa innata de las plantas se caracteriza por ser rapida y producir sefiales para
activar otro tipo de defensas, por lo que en este caso se puede clasificar a las
glucanasas basicas como sensoras por el patdogeno F. verticillioides. Las glucanasas al
romper la pared celular del hongo, podrian formar pequefios fragmentos de glucano
(elicitores) y por ende se activarian otro tipo de glucanasas u otro tipo de defensas de la
planta. De acuerdo con Ham et al. (1997), las glucanasas son proteinas liberadas por
patdgenos y también por estrés quimico, ya que comprobaron que la produccion de
elicitores aumenta con la infeccion o los tratamientos con cloruro de mercurio y genera
aumento en la actividad de glucanasas, por lo que si son consideradas como parte de

la respuesta de defensa de la planta.

Tanto el extracto crudo como las fracciones acidas (no retenidas) y las basicas
(retenidas) mostraron actividad antifungica al inhibir el crecimiento de dos cepas de F.
verticillioides. Esto resalta la importancia de estas enzimas en los mecanismos de

defensa de la planta de maiz contra este patégeno.

Por otra parte, el experimento in vitro de retar la cepa MY3, clasificada como alta
productora de FB1, con tan solo 6.2 ug de extracto proteico, que contiene 0.03339 mg
glu h* mg? de actividad enzimatica de glucanasas &cidas, produjo un efecto anti-
fungico que causO la disminucion de casi el 35 % con respecto al control. A diferencia
de las fracciones Pl y PIl de glucanasas basicas que causaron una disminucion del 11-
18 % con la misma cepa. A pesar de tener un porcentaje diferente del crecimiento del
hongo, ambas demostraron tener una capacidad antifingica. También se retaron los

extractos con glucanasas &cidas y basicas con la cepa MY5, clasificada como baja
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productora de FB1, el resultado fue inhibir el crecimiento aproximadamente un 45 %

con las acidas y con los Ply PIl de las basicas en un 9-18%.

El resultado anterior sugiere que las glucanasas basicas al parecer no se ven afectadas
por la produccion de FB1 por el hongo, al no haber casi diferencia en el porcentaje de
inhibicién del crecimiento con la cepa baja productora con la alta productora de FB1, a
diferencia de las acidas, que aumentaron su porcentaje de inhibicidon en la cepa baja

productora de FB1.

Lo que si se corrobord es que la FB1 tiene un papel importante en el crecimiento del
hongo ya que al adicionar en el mismo experimento in vitro FB1 25-50 pM, dio como
resultado en que la cepa MY3 disminuyd su crecimiento con respecto al control al
adicionar 50 uM, lo que da indicio de que a esa concentracién de FB1 le impide crecer
normalmente al hongo. Respecto a la cepa MY5 al adicionar FB1 disminuy6 también el
crecimiento Unicamente los extractos de glucanasas, esto quiere decir que para MY5
adicionar FB1 no ayuda a reestablecer su crecimiento y/o inhibir a las glucanasas

adicionadas a esa concentracion de FB1.

Sin embargo, en el experimento con las glucanasas basicas se adicion6 25 pM vy el
resultado con la fraccion Pl fue que al crecer MY3 control con FB1 también disminuye el
crecimiento y no hay diferencia en los tratamientos glucanasas y glucanasas + FB1, por
lo que no se ven afectadas las glucanasas in vitro con FB1 y las cepas de Fusarium.
Pero con MY5 da indicio de que si se esta inhibiendo la actividad de las glucanasas y
que la FB1 ayuda al crecimiento de MY5 en el medio enriquecido, pese a que MY5 es

una cepa baja productora de FB1.

Para el Pl es interesante ver que al crecer MY3 con FB1, si inhibe a las glucanasas al
tener mayor OD en los pozos glucanasas + FB1 que el de solo glucanasas, lo que da
un fuerte indicio de que la adicion de FB1 a MY3 si inhibe las glucanasas basicas en
experimentos in vitro. Para la cepa MY5 al retarla con 10 pg de proteina del Pll + 25 uM
de FB1, da un indicio de la glucanasas en el Pool Il (Pll) se inhibe lo suficiente como
para superar la OD del control. También con 5 ug del Pl + FB1 se observa que la OD
sube a diferencia del pozo con ausencia de FB1, pero no llega a igualar el valor del

control (solo MY5 en medio enriquecido).
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VIII. Conclusiones y perspectivas

Conclusiones

Se implementaron los protocolos para fraccionar las -1,3-glucanasas de embriones de
maiz en base a su carga neta; se confirmé la presencia de la glucanasas de acidas y

basicas por su comportamiento en cromatografia en intercambio iénico.

Se realizd una caracterizacién bioquimica inicial y se encontr6 que las condiciones
Optimas de actividad para las glucanasas fraccionadas fue a pH 6.0 y temperatura de
40°C.

Tanto las fracciones acidas como basicas de B-1,3-glucanasas mostraron actividad
antifingica contra dos cepas de F. verticillioides, y fue dificil determinar el efecto de la

FB1 sobre esta capacidad pues la micotoxina también afectd el crecimiento del hongo.

Se encontré que la FB1 inhibié de manera marginal la actividad de [(3-1,3-glucanasas

basicas.

Perspectivas

A partir de los protocolos generados en este trabajo se podran purificar a mayor grado y
cantidad, las glucanasas de maiz de manera que puedan ser analizadas por técnicas

de protedmica moderna y conocer su identidad.

A través del conocimiento de secuencias parciales de aminoacidos de estas enzimas,
se podran clonar sus genes, lo que permitira realizar estudios bioquimicos y

moleculares de las B-1,3-glucanasas en la interaccién Fusarium verticillioides — maiz.
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X. Apéndice

A. Materiales y Métodos

1. Amortiguador de extraccién de proteinas |

Reactivo Concentracion final
Acetato de sodio 0.05 M
Sacarosa 250 mM
B-mercaptoetanol 5mM
EDTA 10 mM
PVP 1%
Glicerol 10%
Tableta de inhibidor de proteasas 1-2 por cada 50 mL

El amortiguador de extraccion lI, solo tiene acetato de sodio, EDTA e inhibidor de proteasas.

2. Gel de electroforesis

Se armo la camara de electroforesis Hoefer Amersham Biosciences (SE 245 Dual Gel
Caster). Primero se ajustaron al mismo nivel la placa de Aluminio, los separadores y el
vidrio. En seguida se montd en el soporte para presionarlos y que no se movieran, para
ahora si fijarlos en la base.

Se preparé primero el gel separador y se cargaron 3-4 mL si los separadores eran de

0.75 mm; si eran de 1.5 mm, se cargaban de 6 a 7 mL. Se dej6 gelificar aprox. 20 min.
En seguida se preparo el gel apilador y se cargaron 2-2.5 mL si los separadores eran

de 0.75 mm; si eran de 1.5 mm, se cargaban de 4 a5 mL. Se colocé el peine una vez

afnadido el gel apilador. Se dejo gelificar aprox. 20 min.

Una vez gelificado el gel separador, se desmont6 el soporte de la base y después el
vidrio del soporte. Se quito el peine y se pasoé a la camara de corrimiento. Se sostuvo el
vidrio con unas pinzas y se afiadié amortiguador de electrodos 1x a la camara de
corrimiento.

3. Gel separador (Acrilamida 12%)

Componente Cantidad

Amortiguador gel
separa?jor pH:%.8 e
Acrilamida 30% 4.0 mL
PSA 10% 100 pL
TEMED 4.0 yL
Aguacbp 10mL 3.4 mL
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4. Gel apilador

| Componente Cantidad
Amortiguador gel apilador pH=6.8 1.5 mL
Acrilamida 30% 1.0 mL
PSA 10% 50 yL
TEMED 4.0 uL
Agua cbp 6 ml 3.4 mL

5. Gel separador (Acrilamida 10%)

Componente Cantidad
Amortiguador gel separador pH=8.8 25 mL
Acrilamida 30% 3.333 mL
PSA 10% 200 pL
TEMED 8.0 uL
Agua cbp 10mL 4.0 mL

6. Componentes cuantificacién de proteina por Bradford
Amortiguador

BSA Volumen BSA (a Agua Reactivo de

Muestra 10}  partirde 3ug/ul)  (uL)  Bradford (uL) 9€ egtgal‘f)c'on
Blalnco 1000
B'aznco 800 200
B'agco 799 200 1L
1 3 1 799 200
2 6 2 798 200
3 9 3 797 200
4 12 4 796 200
5 15 5 795 200
6 18 6 794 200
Muestra X 1 yL del extracto 799 200

7. Componentes del amortiguador de carga desnaturalizante y nativo

1M
Tris- 10% , - 1% azul de
Componerites HCI SDS Glicerol mercathoetanoI bromofenol Agua
pH=6.8
= 5 Desnaturalizante cbp
g o 1mL 4 mL 2mL 2.5 mL 500 pL 10.0
S (2x) mL
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cbp
Nativo (2x) 1mL 2 mL 500 pL 10.0

mL

Los desnaturalizantes tienen 1% o 2% de SDS, dependiendo el protocolo.

8. Componentes del amortiguador de electrodos

Componentes SDS Glicina
. cbp
= Des”"’(‘tllgi)"zame 1541g 59 144g  500.0
S mL
= cbp
@) Nativo (10x) 1541 ¢g —--- 144 g 500.0
mL

Diluir 10 veces (1x) el amortiguador el dia de uso y mantener frio.

9. Componentes del amortiguador del gel separador y amortiguador del gel
separador para gel nativo

Componentes
Desna'z;z(e)lllzante 11.82 g 02 g Alustar §08n HCla cbp 50.0 mL

Canti-dad

11.82 g Alustar o HCla 0500 mL

Nativo (2x)

10. Componentes del amortiguador del gel apilador y amortiguador del gel
apilador para gel nativo

Componentes Tris
K Carga (2x) 394¢g 0.2g¢ Ajustar con HC| cbp 50.0mL
g a6.8
c : Ajustar con HCI
[
S Nativo (2x) 394¢g 268 cbp 50.0 mL

11. Solucion fijadora/destefiidora
Mezclar 500 ml de metanol, 100 ml de acido acético y 400 ml de agua desionizada.
Almacenar en frasco a temperatura ambiente.

12. Solucion tefiidora

| Componente Cantidad
Metanol 1500 mL
Agua desionizada 1500 mL
Acido acético 800 mL
Azul de Coomasie (Brilliant Blue G250) 69
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13. Medio Czapek modificado

| Componente Cantidad
Sacarosa 1g
Nitrato de sodio 0.2 g
Sulfato de magnesio 0.05¢
Cloruro de potasio 0.005 g
Extracto de levadura 0.05¢
Amortiguador de acetatos 0.05M pH=6.0 Cbp 100.0 mL

14. Fundamento de la actividad espectrofotométrica de la actividad de B-
glucanasas.
La accion enziméatica del reactivo de glucosa produce glucosa 6-fosfato con un aumento

en la formacién de NADH detectada a A=340 nm.

Hexokinase
Glucose + ATP ——— Glucose-6-Phosphate + ADP

G6PDH
G6EP + NAD

»  6-Phosphogluconate + NADH

15. Reactivo DNS (Acido 3,5-dinitrosalicilico, por sus siglas en inglés)
Pesar 100 mg de DNS, adicionar 2mL de NaOH 2 M +4.66 mL de solucién de TSP* +

3.32 mL de agua. Almacenar no mas de 10 dias en refrigeracion y protegido de la luz.

*Solucién de TSP: disolver 30 g de tartrato de sodio y potasio en 50.0 mL de agua.
Anadir lentamente en agitacion. Conservar en refrigeracion, si se vuelve a usar, agitar

en bafio Maria para disolver los cristales formados.

16. Fundamento de la medicién de azUcares reductores con DNS
Es una reaccion colorimétrica entre los azlcares reductores que reducen al DNS, que

se revela en solucion alcalina produciendo acido 3-amino, 5-nitrosalicilico (Ver figura).

Se lee la absorbancia a A=540nm.

) Medbc
. :'! ‘ A:_Cxca.' slcalan | . . Azucaf
eI - | oxidado
O ' NO; 18 ‘ NH;
Acido 3,5-dinitrosalicilico (amarillo) Acido 3-amino, 5-nitrosalicilico (rojo)
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17. Curva patrén de glucosa
Cantidad de

Muestra glucosa Estandar 1pg/uL Glucosa (uL) A(‘lg"l_];l

e : : =
1 3 3 47
2 6 6 44
3 9 9 41
4 12 12 38
5 15 15 35
6 18 18 32
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B. Resultados adicionales

1. Curvapatron de proteinas determinadas por la técnicade Bradford. Se empleo
albimina sérica bovina (BSA) como estandar.

0.8
0.7
0.6
€05
0
3
0 0.4
203
2o.
0.2

0.1

y = 0.0478x+0.0091
R?=0.9903

3 6 9 12 15
Proteina (ug)

2. Curvade glucosa determinadacon el método enzimatico (Glucose assay reagent

ISIGMA)
0.4 -

Abs a 340nm
o o
N w

o
|

y = 0.1087x + 0.0096
R?=0.9956

0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
Glucosa (ug)
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3. Curvade glucosa determinada con acido dinitro-salicilico (DNS).

05 ¥ y =0.0142x-0.0338
L R?2=0.99
0.4 +
E 03¢
S i
o 0.2+
m o
a2
2017t
0 4 4 A 4 A 4 - 4 4
I/ 5 10 15 20 25 30
0.1
Hg glucosa

4. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

El gel de otras fracciones de exclusion molecular donde los primeros carriles
corresponden a la fraccion 56 de intercambio iGnico, que en la réplica biolégica dio mas
actividad y por ello se inyecté a columna de exclusion molecular, donde se presenta
muy bajos niveles de proteina en el rango de P.M. entre 50 y 75 kDa (llustracién 1), asi
mismo los carriles verdes son a partir de la fraccion 59 de intercambio i6nico con el

mismo intervalo de bandas (llustracién 1).

W
(¥} )

A8
()

Msarcador 27 28 29 30 31 3

aﬁﬁig

4

llustracién 1 Analisis de las fracciones retenidas en la cromatografia de exclusién molecular por
electroforesis SDS-PAGE. Las proteinas de las fracciones 27-31 provienen de la fraccién 56 de
intercambio i6nico y las proteinas de las fracciones 32-34 provienen de la fraccion 59 de
intercambio i6nico. Se separaron en un gel de poliacrilamida (12%) y fue tefiido con azul de
Coomassie. En el carril 1 se cargaron los marcadores de P.M.
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A partir de juntar varias fracciones consecutivas, se hicieron experimentos y asi mismo
el gel desnaturalizante, donde vemos un patréon de 7-9 bandas en el pool |y de 6-8
bandas en el pool Il (llustracion 2). En el pool | hay bandas entre 37-100kDa y en el

pool Il son menor de 37kDa y maximo 75kDa. En ambos la banda mas intensa esta en
50kDa (llustracion 2).

Marcador Pool 1{45-48) Pool Il (5861)

llustracién 2 Analisis de las fracciones retenidas en la cromatografia de intercambio i6nico por
electroforesis SDS-PAGE. Las proteinas de las fracciones se separaron en un gel de
poliacrilamida (12%) y fue tefiido con azul de Coomassie. En el pool | se juntaron las fracciones
45-48 de intercambio iénico y en el pool Il las fracciones 58-61 igualmente de intercambio idnico.
En el carril 1 se cargaron los marcadores de P.M.

Las fracciones no retenidas en la columna de intercambio i6nico también se estudiaron
y su separacion por SDS-PAGE se presenta en la llustracion 3. Estas proteinas son

abundantes y estan en un rango de P.M. entre 20y 75 kDa.
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llustracién 3 Andlisis de las fracciones retenidas en la cromatografia de intercambio iénico por
electroforesis SDS-PAGE. Las proteinas de las fracciones se separaron en un gel de
poliacrilamida (12%) y fue tefiido con azul de Coomassie. Las fracciones provienen de intercambio
i6nico y se catalogan como acidas por no retenerse en la columna a pH=5.0. En el carril 1 se
cargaron los marcadores de P.M.

5. Ensayos de renaturalizacion de geles para ensayo de actividad en gel
Para conocer el peso molecular de las bandas tefiidas en el ensayo de actividad en gel,

se corrié el extracto de proteinas en geles desnaturalizantes y se probaron varios
protocolos para la renaturalizacién de las proteinas. Sin embargo, con ninguna de las
aproximaciones ensayadas se tuvo éxito para renaturalizar la actividad de glucanasa al
no observar bandas en el revelado de actividad (ilustracién 4). Se tifieron los geles con
Coomassie para corroborar que se tuvieran proteinas en los carriles (llustracion 5) y se
hizo el ensayo en condiciones nativas para corroborar que aun tuvieran actividad
(llustracion 6), con lo que se concluye que las glucanasas son muy sensibles a la

desnaturalizacién por SDS.
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Lo 1 2 3 4

llustracién 4 Revelado de la actividad en gel en condiciones semidesnaturalizantes y/o
renaturalizantes. En todos los protocolos se obtuvieron geles sin bandas. Se cargaron 200 ug de
proteina en cada carril de las diferentes muestras de extracto crudo de proteina a partir de

embriones de maiz.

oo 1 2 3 4

B o .

llustracién 5 Tincion de Coomassie de geles en condiciones semidesnaturalizantes y/o
renaturalizantes. Se cargaron 200 ug de proteina en cada carril de las diferentes muestras de

extracto crudo de proteina a partir de embriones de maiz.
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llustracién 6 Ensayo de actividad en condiciones nativas. Se cargaron 200 ug de proteina en cada

carril de las diferentes muestras de extracto crudo de proteina a partir de embriones de maiz.

En los geles de las ilustraciones 4-6, los carriles se cargaron con 200 ug de proteina a
partir de las muestras de acuerdo a la siguiente tabla:

Carril Muestra
| Réplicas biologicas de
1] embriones de maiz incubados
11 24h a 29°C con luz del
v 8.marzo.2017

1 Réplicas bioldgicas de

2 embriones de maiz incubados
3 24h a 29°C con luz del

4 2.febrero.2017
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