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ABREVIATURAS

psrAPE: Aminopeptidasa de Sporisorium reilianum.

psrDAP: Dipeptodilaminopeptidasa de Sporisorium reilianum.

psrCP: Carboxipeptidasa de Sporisorium reilianum.

PMSF: Fluoruro de fenilmetil sulfonilo, inhibidor de serin proteasas
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético, inhibidor de métalo proteasas.
E-64: Inhibidor de cistein proteasas

YPD: Extracto de levadura, peptona y dextrosa (medio de cultivo)
PDA: Papa Dextrosa Agar (medio de cultivo)

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

UV: Ultravioleta



Proteasas intracelulares de Sporisorium reilianum

RESUMEN

Sporisorium reilianum (Langdon, 1978 ), es el agente causal del “carbon de la espiga”
una enfermedad que se caracteriza por la presencia de masas carbonosas de color negro en
mazorcas y en espigas, este cereal ocupa el segundo lugar a nivel mundial después del trigo
como fuente de alimentacion humana, es por eso la importancia del estudio de las
enfermedades y plagas que lo afectan. En el presente trabajo se determiné la produccion de las
proteasas intracelulares de tipo especifico carboxipeptidasa (psrCP), aminopeptidasa (psrAPE)
y dipeptidilaminopeptidasa (psrDAP) de este hongo. Se trabajé con una cepa aislada de
Mixquiahuala Hgo., que fue identificada mediante PCR. Se determiné la actividad de las
proteasas antes mencionadas en diferentes medios de cultivo (YPD y medio minimo con
diferentes fuentes de nitrogeno peptona, infusion de maiz, sulfato de amonio y prolina). El
mejor medio para la produccion de las tres enzimas resulté ser YPD. A partir de un
fraccionamiento celular se encontré que la psrAPE se encuentra localizada en la fraccion
soluble y se inhibe con inhibidores de metalo proteasas y serin proteasas lo cual puede indicar
una mezcla de enzimas con la misma actividad catalitica o de que se trata de una metalo serin
proteasa. Las actividades de psrDAP y psrCP se localizaron tanto en la fraccion soluble como
en la membranal. La psrDAP soluble fue inhibida por el E-64 (inhibidor de cistein proteasas),
en cambio, psrDAPm fue inhibida mayoritariamente por PMSF. La psrCP de citoplasma es
una metalo proteasa al ser inhibida con EDTA y 1-10, Fenantrolina, mientras que la ysrCP
membranal se inhibié con PMSF (inhibidor de serin proteasas) y con EDTA y 1-10,
Fenantrolina. Los geles de actividad de las proteasas de localizacion soluble psrAPE y psrDAP
revelaron la presencia de una sola banda para cada enzima y dos para la psrDAP de
localizacion membranal. Este es el primer reporte de las proteasas intracelulares de tipo
especifico de S. reilianum, su estudio permitira dilucidar el papel de estas enzimas durante el

ciclo de vida y/o patogénesis del hongo.
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. INTRODUCCION

I.1. LA PROTEOLISIS
La protedlisis se define como la hidrolisis de proteinas y polipéptidos, que da como resultado

la produccion de peptidos pequefios y/o aminoacidos. En los seres vivos esta reaccion es
catalizada por enzimas denominadas proteasas (Hirsch et al., 1989).

En 1942, Schéenheimer reconocio el papel central de las enzimas proteoliticas en el
mantenimiento de los niveles proteicos intracelulares, estableciendo el “concepto dinamico de
los componentes celulares”, cuya concentracion permanece constante como resultado del
equilibrio entre las velocidades de sintesis y degradacion. De esta manera, la actividad
proteolitica se convierte en un mecanismo regulador que mantiene los niveles de proteina en
cada momento (Schimke y Doley, 1970). La proteolisis juega un papel clave, no solamente en
el recambio de proteinas enddgenas, sino también en el control de diversas funciones
fisiologicas, como son: la digestion de proteinas, la maduracion de hormonas, la respuesta
inmune, la inflamacion, la coagulacién, la fertilizacion, la germinacion y otros procesos
morfogénicos (Holzer y Heinrich, 1988). Algunas proteasas tienen un papel importante en la
esporulacién, la germinacion, la patogenicidad de diversos microorganismos y pueden
participar en la regulacién post-traduccional (Yuan y Cole, 1989; Suarez-Rendueles et al.,
1991; Vartivarian, 1992; White y Agabian 1995; Monod et al., 1998).

El estudio del sistema proteolitico de la levadura Sacharomyces cerevisiae ha sido
importante para elucidar la funcion de las proteasas en eucariotas. La sobrevivencia de las
células en su ambiente natural depende de su capacidad de adaptacion a los frecuentes
cambios que ocurren a su alrededor. En este caso, la prote6lisis juega un papel clave en la
respuesta al estrés, como son, la falta de nutrientes, condiciones extremas de temperatura, pH
o radiaciones UV. El estrés nutricional probablemente enciende una reorganizacion del
metabolismo celular. EI mas claro ejemplo de esta forma de estrés ocurre cuando levaduras
diploides son transferidas a partir de un medio rico con glucosa a un medio pobre con acetato
como fuente de carbono y sin fuente de nitrégeno, bajo estas condiciones, las células de
levaduras comienzan a diferenciarse y aparecen cuatro esporas. Durante este proceso hay una
alta actividad proteolitica que provee a la célula de aminoacidos para la sintesis de nuevas

proteinas y probablemente para la generacion de energia (Hilt y Wolf, 1992).
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I.2. PROTEASAS DE Saccharomyces cerevisiae.

Las levaduras han sido utilizadas por el hombre desde tiempos ancestrales en la
fabricacion del pan, en la fermentacion del zumo de frutas para la elaboracién de vinos, en la
produccién de materia prima para la i ndustria y en muchos procesos mas. Gracias a ellas en
1860 se establecio el concepto de enzima y en 1897 se logré reproducir in vitro las reacciones
bioguimicas que ocurren en los seres Vivos.

Aunque las primeras actividades bioquimicas descritas en estos microorganismos se
refieren a rutas fermentativas, en 1898, Han y Geret reportaron la primera actividad
proteolitica en levaduras, desde entonces han sido consideradas como un excelente modelo de
estudio de la prote6lisis en células eucariotas, ya que crecen en condiciones nutricionales
definidas, se pueden obtener en cantidades considerables para realizar estudios bioquimicos y
ademas poseen la ventaja de ser facilmente manipulables para la aplicacion de técnicas de
genética clasica y de biologia molecular, y asi, obtener y caracterizar un gran ndmero de
mutantes, lo cual ha permitido establecer la relacién que existe entre la funcion bioldgica
desempefiada in vivo y las reacciones catalizadas in vitro.

Otro aspecto importante es que las levaduras presentan la posibilidad de expresar genes
de eucariotas que son incompatibles con los sistemas bacterianos, convirtiéndolas en un
instrumento biotecnoldgico eficaz para la sintesis de productos de interés biomédico e
industrial (Suarez-Rendueles y Wolf, 1988).

La levadura S. cerevisiae ha sido utilizada para el estudio de las funciones celulares en
eucariotas y entre ellas el papel de las proteasas en la regulacion celular.

Esta levadura dispone de dos sistemas proteoliticos claramente diferenciados:

1.- El primero es un sistema localizado en un compartimento membranoso equivalente
al lisosoma en eucariotas superiores conocido como vacuola, que contiene diferentes
peptidasas inespecificas ademas de otras enzimas hidroliticas. El interior de este organelo es
acido y constituye un lugar de almacenamiento de polifosfatos, aminoacidos, carbohidratos,
iones calcio e interviene en la homeostasis del pH del citoplasma (Klionsky et al., 1990).

Las funciones hidroliticas y de almacenamiento estan reguladas por el crecimiento y la
composicion de los medios de cultivo, sobresaliendo las condiciones de ayuno de carbén y de
nitrégeno (Saheky et al., 1974; Hansen et al., 1977).
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Las proteasas vacuolares més estudiadas en esta levadura son las siguientes: proteinasa
yscA, proteinasa yscB, aminopeptidasa yscl, aminopeptidasa yscCo, aminopeptidasa Y,
dipeptidilaminopeptidasa yscV, carboxipeptidasa yscY y carboxipeptidasa yscS. Algunas de
estas enzimas (proteinasas yscA y yscB y carboxipeptidasa) estan reguladas por la presencia
de inhibidores enddgenos, que son moléculas de naturaleza proteica, de bajo peso molecular,
estables a pH &cido y a altas temperaturas (Umezawa, 1982; Suérez-Rendueles y Wolf, 1988,
Yasuhara et al., 1994).

El estudio fenotipico de mutantes carentes de diversas proteasas ha puesto de
manifiesto que la funcion principal de las endoproteasas y carboxipeptidasas, reside en el
proceso de diferenciacion de la esporulacion que es estimulado por el ayuno de nitrégeno, en
donde la actividad de estas enzimas aporta a la célula los aminoécidos necesarios para la
sintesis de nuevas proteinas a expensas de la degradacion de otras que ya no son necesarias
(Zubenko y Jones, 1979; Mechler y Wolf, 1981; Teichert et al., 1987), ademéas de esta
funcidn, estan relacionadas con la maduracion de otras enzimas vacuolares (Hemmings et al.,
1981; Mechler et al., 1982; Ammemer et al., 1986; Rothman y Stevens, 1986; Mechler et al.,
1988).

Las dipeptidilaminopeptidasas son enzimas que liberan dipéptidos comenzando por el
extremo amino terminal libre y generalmente actlan sobre sustratos que contienen prolina en
la segunda posicion (Garcia-Alvarez et al., 1985). En S. cerevisiae la DAP yscV esta
localizada en la membrana vacuolar, los estudios genéticos han demostrado que el gen
denominado DAP2, codifica para esta enzima. El papel bioldgico que desempefia es
desconocido, ya que las mutantes dap2 no muestran ninguna alteracion fenotipica (Suarez-
Rendueles y Wolf, 1988).

Las aminopeptidasas catalizan el corte de un aminoacido en el extremo amino terminal
de péptidos y proteinas. Estas enzimas pueden ser clasificadas por su especificidad de sustrato
segun su preferencia por un aminoacido neutro, basico y acido. Muchas aminopeptidasas son
metaloproteasas, sin embargo se han descrito serin y cistein aminopeptidasas (Taylor, 1993).
En S. cerevisae se conocen al menos tres aminopeptidasas de localizacién vacuolar cuya
funcién en la célula hasta el momento es desconocida (Suarez-Rendueles y Wolf, 1988; Chang
y Smith, 1989; Yasuhara et al., 1994).
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Las carboxipeptidasas son proteasas que requieren del extremo carboxilo terminal para
actuar y liberar aminoacidos. Las carboxipeptidasas yscY y yscS de S. cerevisae de
localizacion vacuolar, han sido bien caracterizadas y ambas estan relacionadas con la
degradacion de proteinas y en el metabolismo nitrogenado (Suarez-Rendueles y Wolf, 1988).

2.- El segundo sistema proteolitico es extralisosomal y esta formado de proteasas
altamente especificas situadas en diferentes compartimentos celulares. La proteasa mejor
caracterizada es la yscE o el equivalente al proteasoma encontrado en todas las células
eucariotas, la cual es una enzima de 600 kDa constituida por 14 subunidades de un tamarfio que
oscila entre 20 y 38 kDa (Achstetter et al., 1984; Heinemeyer et al., 1991). Como en todos los
proteasomas de eucariotas descritos hasta el momento (Orlowski, 1990) en S. cerevisiae se
presentan al menos tres actividades proteoliticas, del tipo quimotripsina, tripsina y peptidil-
glutamil-peptidasa (Heinemeyer et al., 1991; Groll et al., 1997). La delecion de los genes
estructurales de las diferentes subunidades del proteasoma es letal para la levadura (Fujiwara
et al., 1990; Emori et al., 1991; Heinemeyer et al., 1991). Estudios realizados en mutantes
deficientes en algunas actividades proteoliticas de la proteinasa yscE, (prel y pre2) parecen
ligar al proteasoma con la ruta de degradacion de proteinas mediada por ubiquitina (Hilt y
Wolf, 1992).

Como se puede apreciar la prote6lisis no solamente esta asociada exclusivamente con
el lisosoma de la célula. Ahora se sabe que tiene diferentes funciones importantes y que este

evento toma lugar en cualquier compartimento celular (Suarez-Rendueles y Wolf, 1988).

11



Proteasas intracelulares de Sporisorium reilianum

I1. ANTECEDENTES

Il.1. EL HONGO PATOGENO DEL MAIZ S. reilianum.

S. reilianum es el agente causal del “carbon de la espiga” una enfermedad de
distribucion mundial que afecta principalmente al maiz (S. reilianum f. sp. zeae) y al sorgo (S.
reilianum f. sp. reilianum) ocasionando numerosas pérdidas econdmicas. Este patdgeno del
suelo penetra a la planta durante la geminacién de la semilla produciendo una infeccion
sistémica que se manifiesta después de la floracion. La caracteristica mas sobresaliente de la
enfermedad es la presencia de masas carbonosas de color negro en mazorcas y en espigas,
estas Ultimas presentan un desarrollo excesivo y deformaciones (Fredericksen, 1977; Shurtleff,
1980; Matyac y Kommedahl 1985; Martinez et al., 2000).

S. reilianum pertenece a la division Basidiomycota y a la clase Ustilaginomycetes, que
incluye carbones, los cuales infectan un gran numero de plantas monocotiledéneas y
dicotileddneas, la produccion de esporas de color oscuro es su caracteristica distintiva (Agrios,
1999 y Romero, 1993). La clasificacion correspponde a la publicada por (Index Fungorum).

Reino; Fungi

Divisién; Basidiomycota
Clase; Ustilaginomycetes
Subclase; Ustilaginomycetidae
Orden; Ustilaginales

Familia; Ustilaginaceae

Genero y especie; Sporisorium reilianum

La enfermedad carbon de la espiga se manifiesta en las espigas masculinas y mazorcas
y se caracteriza por la presencia de soros que contiene esporas que sustituyen la formacion de
polen y de grano destruyendo por completo la mazorca (Figura 1).

La infeccion en plantulas no presenta sintomas visibles y la infeccion se manifiesta por
severos achaparramientos, acortamientos de entrenudos y esterilidad. Los sintomas visibles se
expresan en plantas adultas en los tejidos jovenes activos, en yemas axilares, flores

individuales de la mazorca y espigas (De Leon, 2004).

12
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Figura 1. Maiz que presenta la enfermedad del Carbén de la Espiga ocasionado por S. reilianum
en la localidad de Cinta Larga municipio de Mixquiahuala Hgo. La mazorca (A) y la espiga (B)
son remplazadas por masas carbonosas de color negro.

Foto: Cristina Mendoza

La incidencia del carbdn de la espiga esta relacionada a las condiciones ambientales y
practicas culturales. La plantula es infectada por teliosporas presentes en el suelo durante o
después de la emergencia, el desarrollo de la enfermedad es determinado por la humedad y
temperatura del suelo, la fertilidad, el distanciamiento entre plantas y tipo de suelo (Matyac y
Kommedaht, 1985).

Los factores que influyen en el desarrollo de la infeccidn son: temperaturas de entre 20
y 30° C, 15 a 25 % de humedad en el suelo, cantidad de esporas presentes, capacidad de
infeccion y la virulencia del patégeno, susceptibilidad de las variedades de maiz y la
alcalinidad del suelo (Romero, 1993; Mack et al., 1984).

13
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S. reilianum es un hongo que sobrevive en forma de teliospora; ataca a plantulas,
mediante micelio dicariotico septado y se desarrolla sistémicamente invadiendo 6rganos
reproductivos no diferenciados (Romero, 1993). Los soros que destruyen las inflorescencias
estan cubiertos cada uno por peridio fungoso (tejido membranoso blanco) que se desintegra y
forma ceélulas estériles esféricas o subesféricas, hialinas amarillentas palidas de 5-15 um de
diametro. En los soros se forman bandas filamentosas de color blanco, las cuales son vestigios
del sistema vascular de las inflorescencias. Las teliosporas son estructuras esféricas o
subesféricas de color café amarillento palido a rojizo oscuro o negro, equinuladas, de 9 a 12
um de diametro. Las teliosporas al germinar producen promicelio y esporidios laterales
pequefios, hialinos, unicelulares y tipo de compatibilidad (+) y (-), aproximadamente en igual
namero que miden 7-15 um de diametro. Las teliosporas que germinan directamente en el
suelo producen hifas infectivas dicarioticas. Las agallas, que encierran las clamidosporas
(teliosporas), se rompen con facilidad y caen al suelo, después de un periodo de reposo
germinan e infectan semilla y posteriormente a plantas jovenes. La teliospora joven sufre
cariogamia, al madurar se transforma en esporas binucleadas diploides, estas esporas germinan
inmediatamente o permanecen en un periodo de reposo de 3 a 4 meses (Alexopoulus y Mims,
1985). En la (Figura 2), se presenta un ejemplo del ciclo de vida de Ustilago maydis, este es
similar al ciclo de vida de S. reilianum, con la diferencia de que este Gltimo es un carbon
desnudo (Herrera- Ullua, 1990).

14
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- \ 'i Mitosis y
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Figura 2. Ciclo de vida de Ustilago maydis.
Tomada de Herrera- Ullua, 1990

Varios autores mencionan que el uso de plantas resistentes es la mejor opcién para el
control de S. reilianum en maiz sembrado en condiciones de riego y temporal. En los
programas de mejoramiento de maiz, se ha encontrado que genotipos de maiz que se

evaluaron como resistentes al ataque de S. reilianum en un afio al siguiente se comportan
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como susceptibles y el grado de ataque varia segun la zona y el afio (Stromberg et al., 1984;
Hirschhorn, 1986; Ramirez et al., 2000).

Todos los carbones son patdgenos de plantas, existen aproximadamente 1100 especies
de carbones que atacan a mas de 75 familias de angiospermas y algunas especies estan
confinadas geograficamente a areas pequefias y en donde se encuentra la planta hospedante. El
carbon de la espiga nunca ha sido una enfermedad devastadora, pero causa pérdidas en el
rendimiento de la produccién del maiz. (Alexopoulus y Mims, 1985).

En Meéxico la enfermedad se encuentra presente en los estados de Jalisco,
Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Puebla, Estado de México y Veracruz; en
donde ataca principalmente a maiz de ciclo tardio en siembras de humedad residual y de
temporal (Fuentes, 1962; Yerkes, et al., 1959). En la década de los 60’s en el estado de
Hidalgo S. reilianum fue reportado en campos de cultivo de maiz, para 1985 se volvié a
presentar y en los Ultimos afios causd dafios en 35 hibridos comerciales en 318 campos de
cultivo con diferente grado de afectacion.

1.2. PROTEASAS DE HONGOS FITOPATOGENOS

Durante la interaccion planta-hongo fitopatdgeno, este Ultimo secreta diferentes
enzimas extracelulares que pueden degradar los componentes poliméricos de la pared celular
del hospedero, las cuales, no sélo contribuyen a la generacién de una importante fuente de
nutrientes asimilables, sino que también, facilitan la penetracion, la colonizacion y la
maceracion de los tejidos de la planta (Walton, 1994; Oliver y Osbourn, 1995; Annis y
Goodwin, 1997).

Tradicionalmente las pectinasas han sido las enzimas mas estudiadas debido a que son
producidas en grandes cantidades por los fitopatdgenos (Alghisi y Favaron, 1995); sin
embargo, se ha propuesto que las enzimas proteoliticas extracelulares tiene un papel
importante durante la penetracion y colonizacidn, participando activamente en la hidrdlisis de
las glicoproteinas fibrosas estructurales de la pared celular del hospedero (Walton, 1994;
Rauscher et al., 1995).

El papel de las proteasas enn los hongos fitopatdgenos ha sido estudiado en pocos

sistemas tal es el caso de una carboxipeptidasa y una aspartil-proteasa, esta Ultima considerada
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como factor de virulencia en Botrytis cinereae (ASCOMYCOTA), (Urbanek y Kaczmarek,
1985; Movahedi y Heale, 1990). A partir de este mismo hongo se han clonado cinco genes que
codifican para cinco aspartil proteasas (Bcapl-5), que se expresan en los tejidos infectados de
la planta (ten Have et al., 2004).

En Pyrenopeziza brassicae (ASCOMYCOTA), la evidencia de que una cistein-
proteasa representa un importante factor de patogenicidad, se encontré por complementacion
de mutantes avirulentas obtenidas por luz UV (Ball et al., 1991). Por el contrario, la
interrupcién de dos genes que codifican para las proteasas alcalinas en Cochliobolus
carbonum (ASCOMYCQOTA) no afecta la virulencia del hongo (Murphy y Walton, 1996).

Fusarium culmorum (DEUTEROMYCOTA), produce una proteasa acida que
posiblemente tenga un papel importante en la fitopatogénesis, debido a que es capaz de
hidrolizar varias proteinas de origen vegetal (Urbanek y Yirdaw, 1984).

A partir de F. oxysporum sp. lycopersici se aislo el gen Prtl que codifica para una
proteinasa tipo subtilisina. La inactivacion especifica de prtl no tiene ningun efecto detectable
durante el crecimiento micelial, la esporulacion y la patogénesis (Di Pietro et al., 2001).

Endothia parasitica (Cryphonectria parasitica) (ASCOMYCOTA), secreta una
aspartil-proteasa denominada endotiapepsina, que esta codificada por el gen epn-1 (Choi et al.,
1993). A partir de este ascomyceto se han clonado los genes que codifican para dos
proteinasas &cidas extracelulares (eapB y eapC), que presentan caracteristicas estructurales
diferentes (Jara et al., 1996).

Glomerella cingulata (ASCOMYCOTA), produce una aspartil-proteasa secretada
denominada GsSAP, la cual se induce por la presencia de proteina exdgena, y se reprime por
sales de amonio (Clark et al., 1997).

Sclerotinia sclerotiorum (ASCOMYCQOTA), es un hongo necrofitico del cual se han
aislado los genes que codifican para una aspartil-proteasa (aspS) y una proteasa acida no
aspartil (acpl). La primera se expresa al comienzo de la infeccion, y la segunda se induce
fuertemente con la presencia de proteinas de la pared celular de la planta (Poussereau et al.,

2001a; Poussereau et al., 2001b).
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En Monilinia fructigena (ASCOMYCOTA), se encontré que una aspartil proteasa,
tiene un papel importante en la nutricion del hongo durante la infeccién (Hislop et al., 1982).
Por otro lado, se ha observado que la expresion de la proteinasa Mpl de Magnaporthe poae en
raices infectadas, esta relacionada con el incremento y la severidad de los sintomas en la
planta (Sreedhar et al., 1999).

El gen SPM1 de Magnaporthe grisea (ASCOMYCOTA), codifica para una serin proteasa.
Los andlisis de las secuencia sugieren que la proteina podria ser de localizacion vacuolar
(Fukiya et al., 2002).

Uromyces Vviciae-fabae (BASIDIOMYCOTA), produce diferentes actividades
proteoliticas durante los procesos de infeccion. La mayoria de estas proteasas, a diferencia de
las intracelulares, degradan especificamente proteinas fibrosas ricas en hidroxiprolina las
cuales son importantes en la estabilidad de la pared celular de las plantas (Rauscher et al.,
1995).

El patogeno del trigo Stagonospora nodorum (ASCOMYCQOTA), produce una proteasa
extracelular tipo tripsina (SNP1) durante el crecimiento del micelio en la superficie de las
hojas del hospedero y durante la penetracion del hongo (Bindschedler et al., 2003).

Ustilago maydis (BASIDIOMYCOTA), agente causal del carb6n del maiz producen al
menos cuatro actividades proteoliticas: aminopeptidasa pumAPE, dipeptidilaminopeptidasa
pumDAP y proteinasas pumA y pumB (el sufijo pum significa: protease Ustilago maydis)
(Mercado-Flores et al., 2003b). La actividad de proteinasa pumA se detectdé de manera
intracecelular (pumAi) y extracelular (pumAe), ambas ya fueron purificadas y caracterizadas
(Mercado-Flores et al., 2003a; Mercado-Flores et al. 2005). Al parecer la proteinasa pumAe se
encuentra asociada a la fase patogénica de U. maydis y es secretada al medio de cultivo
cuando el hongo crece en un pH &cido, precisamente cuando ocurre la transicion dimorfica de
levadura a micelio (Mercado-Flores et al., 2003b). En este mismo basidiomiceto se ha
purificado una aminopeptidasa pumAPE, probablemente relacionada con la maduracion de
péptidos que le confieren hidrofobicidad al micelio, permitiendo la adherencia del hongo a su

hospedero (Mercado-Flores et al., 2004)
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Una evidencia adicional de la importancia de las proteasas en la fitopatogénesis, es el
hecho de que las plantas poseen mecanismos que contrarrestan el efecto de estas enzimas,
produciendo inhibidores especificos de proteasas (Ryan, 1990), los cuales contribuyen a la
defensa de las mismas por presentar actividad antiflngica, e inhibir las actividades

proteoliticas producidas por los fitopatogenos (Chen et al., 1999; Pernas et al., 1999).
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I11. JUSTIFICACION

El maiz es una planta que depende del hombre para su desarrollo y distribucion, la gran
capacidad de adaptacion que posee hace de este cultivo una practica adecuada en una gran
diversidad de climas y altitudes. A nivel mundial, este cereal ocupa el segundo lugar después
del trigo como fuente de alimentacién humana, de ahi la importancia del estudio de las
enfermedades y plagas que lo afectan.

Hasta la fecha, no se han estudiado las proteasas producidas por S. reilianum f. sp. zeae
agente causal del carbon de la espiga del maiz. El descubrimiento de que una o varias
proteasas son importantes durante el ciclo de vida y/o fitopatogénesis del hongo, abre la
posibilidad de proponerlas como blancos moleculares para el disefio de fungicidas efectivos
gue ademas de ser compatibles con el medio ambiente permitan profundizar en los estudios de
los procesos que se llevan a cabo durante la interaccion planta-hongo fitopatdgeno y ayuden a
controlar el desarrollo de la enfermedad evitando pérdidas econdmicas, por otro lado,

permitira profundizar.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. OBJETIVO GENERAL
Estudiar la produccion de proteasas intracelulares de tipo especifico, aminopeptidasa
(psrAPE), dipeptidilaminopeptidasa (psrDAP) y carboxipeptidasa (psrCP) en el hongo S.

reilianum.

IV.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar una cepa de S. reilianum aislada en el estado de Hidalgo mediante PCR
especifica (Reaccion en Cadena de la Polimerasa).

e Evaluar la produccion de las enzimas psrAPE, psrDAP y psrCP de S. reilianum en
diferentes fuentes de nitrégeno.

e Determinar la localizacién celular de las proteasas psrAPE, psrDAP y psrCP de S.
reilianum.

e ldentificar el numero de isoenzimas de las actividades de psrAPE y psrDAP
producidas por S. reilianum.

e Evaluar el efecto de inhibidores especificos de proteasas sobre la actividad de psrAPE,

psrDAP y psrCP de S. reilianum.
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V. MATERIAL Y METODOS
V.1 TECNICAS MICROBIOLOGICAS
V.1.1 MICROORGANISMO Y CONSERVACION
La cepa utilizada en este trabajo fue S. reilianum el cual se conservo a largo plazo a
temperatura ambiente en tubos con medio YPD inclinado con aceite mineral. Se realizaron
resiembras periodicas en placas con YPD para tener disponible la cepa en cualquier momento.
Se ultilizo la cepa Saccharomyces cereviseae que fue conservada a largo plazo en
glicerol al 25% a -80°C.
V.1.2 MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO
Los medios de cultivo utilizados en este trabajo fueron los siguientes:
Medio rico YPD
Medio minimo con sulfato de amonio
Medio minimo con peptona
Medio minimo con prolina
Medio minimo con infusion de maiz
La formulacion y preparacion de cada medio de cultivo se encuentra en el Anexo 1.
V.2 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
V.2.1 EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE Sporisorium reilianum
La extraccion del DNA gendmico de S. reilianum se realizé por el método descrito por
Hoffman y Winston en 1987. La concentracion y la calidad del DNA se determino
espectrofotométricamente, realizando lecturas a 260 nm y por la relacion As260/As280,
respectivamente. Se utiliz6 un espectrofotometro Jenway (Peltier controller 6405 uv/vis).
Las muestras de DNA fueron diluidas hasta obtener una concentracion de 200 pg/pl
para la realizacion de la PCR.
V.22 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA LA
IDENTIFICACION de Sporisorium reilianum
Se realizd la identificacion molecular de una cepa de S. reilianum del estado de Hidalgo

siguiendo la metodologia descrita por Xu et al. (1999). Utilizando el termociclador Axygen
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Maxigen.

V.2.3 ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA

El DNA vy los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis en geles
de agarosa al 0.8 %, en regulador TAE 1X a 80 V. Los geles fueron tefildos en TAE con
bromuro de etidio (10 mg/ml), y observados con luz UV.

V.3 TECNICAS BIOQUIMICAS
V.3.1. PRUEBAS EN PLACA PARA REVELAR LA ACTIVIDAD DE psrAPE y psrDAP de
S. reilianum

La cepa de S. reilianum, fue sembrada en medio sélido de YPD por estria cerrada en
seis placas y se incub6 a 28° C durante 48 horas. Tres cajas fueron permeabilizadas con
cloroformo y tres quedaron sin permeabilizar. Un par de cajas (permeabilizada y sin
permeabilizar) fue utilizado para detectar la actividad de psrAPE, otro para la actividad de
psrDAP, utilizando como sustratos Lys-B-Naftilamida y  Lys-Pro-B-Naftilamida
respectivamente y el otro fue utilizado como testigo, sin sustrato. Las proteasas fueran
reveladas como describieron Hirsh et al., en 1988.

Como testigo fue utilizada una cepa de S. cerevisiae DBY.

V.3.2. CINETICAS DE PRODUCCION DE psrAPE, psrDAP y psrCP de S. reilianum

Se realizaron cinéticas de produccién de las proteasas en estudio en los medios: rico
(YPD) y medio minimo con diferentes fuentes de nitrégeno (peptona, prolina, sulfato de
amonio e infusion de maiz), como se describe a continuacion.
A partir de un preinoculo de 12 horas, se inocularon matraces de 250 ml con 50 ml de medio.
Se incubaron en agitacién a 200 r.p.m. y se tomaron alicuotas a las 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120
hras., para buscar las actividades proteoliticas intracelulares, asi mismo se determino el pH en

la fraccion extracelular y el crecimiento del hongo.
V.3.3.0BTENCION DE LAS FRACCION INTRACELULAR DE S. reilianum

Los hongos se cosecharon a los tiempos mencionados en el apartado de cinéticas de

produccién de proteasas. Los cultivos fueron cetrifugados a 1,935 X g. Las células se lavaron
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dos veces con agua destilada fria y se les adiciond por cada gramo de peso humedo: 2.5 ml de
regulador Tris-HCI 0.1 M pH 7.0 y 7 g de perlas de vidrio (ballotini 0.45-0.50 mm). La
suspension celular fue sometida a rompimiento mecéanico en frio mezclando vigorosamente
durante 10 periodos de 1 min, con 1 min de intervalo entre ellos para obtener la fraccion

intracelular (células rotas). ElI rompimiento se verifico en el microscopio (Suérez et al., 1991).
V.3.4.DETERMINACION DE psrAPE, psrDAP y psrCP de S. reilianum

Para la determinacion de psrAPE, se utilizd Lys-p-Nitroanilida como sustrato y para
psrDAP, Ala-Pro-p-Nitroanilida seglin el método descrito por Hirsh et al. (1988).
Para la determinacién de psrCP se utilizo el sustrato N-Bz-L-Tir-p-Nitroanilida segun el

método descrito por Aibara et al. (1971).

Para cada enzima una unidad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima
necesaria para liberar 1umol de p-nitroanilina por min, bajo las condiciones de ensayo

descritas.

V.3.5. FRACCIONAMIENTO Y LOCALIZACION CELULAR DE psrAPE, pstDAP vy
psrCP DE S. reilianum

Para llevar acabo el fraccionamiento y la localizacion celular de las proteasas en
estudio, se utilizé el protocolo descrito por Suérez et al. (1991). A partir de los cultivos en los
que se encontraron los mayores niveles de actividad especifica de cada una de las proteasas, se
obtuvieron las céluals rotas las cuales fueron centrifugadas a 12000 X g durante 10 min,
obteniéndose en el sobrenadante el extracto libre de células, el cual se ultracentrifugd a
100,000 x g durante 2 h para obtener en el sobrenadante la fraccion soluble y en el precipitado

la fracciéon membranal.

A todas las fracciones obtenidas (extracto libre de células, soluble y membranal) se les

determind la actividad de cada una de las proteasas en estudio y la concentracion de proteina.
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V.3.6. ELECTROFORESIS EN GELES NATIVOS DE POLIACRILAMIDA PARA
REVELAR LAS ACTIVIDADES DE psrAPE y psrDAP DE S. reilianum.

Los extractos enzimaticos fueron sometidos a un corrimiento electroforético en geles
de poliacrilamida al 10 % en condiciones no desnaturalizantes como describen Suarez y Wolf
(1988). La actividad de psrAPE se puso de manifiesto utilizando Lys-B-Naftilamida como
sustrato y Lys-Pro-pB-Naftilamida para detectar psrDAP. El gel se incubé a 37°C hasta la

aparicion de bandas de color rojo intenso, las cuales indicaron la presencia de isoenzimas.

V.3.7.EFECTO DE INHIBIDORES ESPECIFICOS DE PROTEASAS sobre la actividad de
psrAPE, psrDAP y psrCP DE S. reilianum.

Se evalud el efecto de inhibidores especificos de proteasas sobre la actividad de las
enzimas en estudio. Los inhibidores utilizados fueron los siguientes bestatina (inhibidor de
aminopeptidasas), pepstatina A (inhibidor de aspartil proteasas), E-64 (inhibidor de cistein
proteasas), PMSF (inhibidor de serin proteasas), 1-10 Fenantrolina y EDTA-Naz (Inhibidores
de metaloproteasas). La preparacion de las soluciones Stock de inhibidores se encuentran en
el Anexo 3. Las reacciones de inhibicién se realizaron por duplicado a dos concentraciones
diferentes. La concentracion se selecciond segin lo recomendado por el proveedor. Las
mezclas de reaccion se realizaron de la siguiente manera:

E-64

Para tener una concentracion final del inhibidor de 10 uM y 50 uM se colocaron 35 y
175 pl respectivamente de la solucion Stock del inhibidor con 25 pl del extractdé enzimético,
posteriormente se adiciond agua destilada para completar un volumen final de 250 pl.

Pepstatina

Para tener una concentracion final del inhibidor de 5 UM y 25 uM se colocaron 17.5 y
88 ul respectivamente de la solucidn Stock del inhibidor con 25 ul del extractd enzimatico,
posteriormente se adicion0 agua destilada para completar un volumen final de 250 pl.

EDTA-Naz

Para tener una concentracién final del inhibidor de 1 uM y 10 uM se colocaron 14 y
140 pl respectivamente de la solucion Stock del inhibidor con 25 pl del estracto enzimatico,
posteriormente se adicion0 agua destilada para completar un volumen final de 250 pl.
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PMSF

Para tener una concentracion final del inhibidor de 1 puM y 5 uM se colocaron 14 y 70
ul respectivamente de la solucion Stock del inhibidor con 25 pl del extracté enzimatico,
posteriormente se adiciond agua destilada para completar un volumen final de 250 pl.

Bestatina

Para tener una concentracion final del inhibidor de 100 uM y 250 uM se colocaron 100
y 250 pl respectivamente de la solucion Stock del inhibidor con 25 ul del extractd enzimatico,
posteriormente se adiciond agua destilada para completar un volumen final de 250 pl.

1-10 Fenantrolina

Para tener una concentracion final del inhibidor de 1 mM y 10 mM se colocaron 14 y
40 pl respectivamente de la solucion Stock del inhibidor con 25 pl del extractdé enzimatico,
posteriormente se adiciond agua destilada para completar un volumen final de 250 pl.

Las mezclas se incubaron a 37° C durante 5 min, para después realizar el ensayo
enzimatico correspondiente. Las actividades fueron expresadas como un porcentaje de la

actividad obtenida en ausencia del inhibidor.
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VI. RESULTADOS
VI.1. IDENTIFICACION DE LA CEPA DE S. reilianum

La cepa de S. reilianum present6 un crecimiento levaduriforme color crema en placas
de PDA y YPD, las cuales se tornaron café oscuro después de 96 horas (Figura 3), estas

caracteristicas concuerdan con las reportadas por Romero (1993).

Figura 3. Crecimiento levaduriforme de S. reilianum en placas de PDA. Se observan colonias
cremosas de color beige que con el tiempo se tornan de color café.
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La cepa de S. reilianum utilizada en este trabajo fue identificada mediante PCR
especifica como describe Xu et al. (1999), para lo cual se realizo la extraccion del DNA total
del hongo el cual resulté ser de buena calidad como se muestra en la (Figura 4).

A partir de la PCR especifica se obtuvieron dos amplificados de 960 pb y de 680 pb utilizando

dos pares de iniciadores especificos SR1 y SR2 respectivamente. (Figura 5).

-— e

DNA

Figura 4. Electroforesis del DNA de S. reilianum. En todos los carriles se colocaron 3 pl de la

misma muestra.

Figura 5. Electroforesis de los productos de PCR para la identificacion de S. reilianum. Carril 1:
Marcador de peso molecular DNA, PCR DNA Marker 50-2000 pb Amresco, Carriles 3y 4:

Amplificacién con los iniciadores SR1, Carriles 6 y 7: Amplificacion con los iniciadores SR3.
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VI.2. PRUEBAS EN PLACA PARA REVELAR LA ACTIVIDAD DE psrAPE Y psrDAP
DE S. reilianum.

Con la finalidad de determinar de manera rapida la presencia de las actividades de
psrAPE y psrDAP en S. reilianum se realizaron pruebas en placa como se describe en los

materiales y métodos.

Se utilizd S. cerevisiae como testigo, debido a que en esta levadura se han descrito
actividades de APE y DAP intracelulares, asi como asociadas a las envolturas. Como se
muestra en las (Figuras 6 y 7) las actividades de esta levadura dieron positivas tanto en células
permeabilizadas (intracelulares) como no permeabilizadas (asociadas a las envolturas). En el
caso de S. reilianum tanto psrAPE y psrDAP fueron evidenciadas en células permeabilizadas,
por lo que se deduce que son de localizacion intracelular (Figuras 6 y 7), aunque los niveles de

actividad son bajos comparados con los de la cepa testigo.

Figura 6. Prueba en placa de actividad de psrAPE. A) Actividad en células permeabilizadas. B)
Actividad en células sin permeabilizar. C) Testigo de actividad sin sustrato en células
permeabilizadas. D) Testigo de actividad sin sustrato en células sin permeabilizar. Sc = S.
cereviseae, Sr= S. reilianum. Los signos (+) y (-) indican prueba positiva y negativa
respectivamente. Las células fueron permeabilizadas con cloroformo como se describe en los
materiales y métodos.
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Figura 7. Prueba en placa de actividad de psrDAP. A) Actividad en células permeabilizadas. B)
Actividad en células sin permeabilizar. C) Testigo de actividad sin sustrato en células
permeabilizadas. D) Testigo de actividad sin sustrato en células sin permeabilizar. Sc = S.
cereviseae, Sr= S. reilianum. Los signos (+) y (-) indican prueba positiva y negativa
respectivamente. Las células fueron permeabilizadas con cloroformo como se describe en los
materiales y métodos

VI.3. CINETICAS DE PRODUCCION DE psrAPE, psrDAP y psrCP DE S. reilianum

La actividad de aminopeptidasa (psrAPE) de S. reilianum fue detectada en todos los
medios de cultivo utilizados en este trabajo. EI mejor medio para la produccion de esta enzima
resulto ser el medio YPD donde se encontraron dos picos de actividad a las 48 y 96 horas sin
embargo, la mayor actividad especifica se presentd en el medio minimo con amonio a las 12
horas y en el medio minimo con peptona a las 120 horas, (Figuras 8, 9 y 12). En los medios
minimos con infusion de maiz y prolina se observaron bajos niveles de actividad, (Figuras 9 y
10).
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Figura 8. Cinética de produccion de psrAPE de S. reilianum en el medio YPD. La actividad
enzimatica fue determinada en los extractos intracelulares obtenidos como se describe en los
materiales y métodos. Actividad especifica -- Activad total -- Crecimiento -- pH
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Figura 9. Cinética de produccion de psrAPE de S. reilianum en el medio de Peptona. La
actividad enzimatica fue determinada en los extractos extracelulares obtenidos como se describe
en los materiales y métodos. Actividad especifica -- Activad total -- Crecimiento -- pH
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Figura 10. Cinética de produccién de psrAPE de S. reilianum en el medio de Infusién de Maiz.
La actividad enzimatica fue determinada en los extractos extracelulares obtenidos como se

describe en los materiales y métodos. Actividad especifica -- Activad total -- Crecimiento -- pH
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Figura 11. Cinética de produccion de psrAPE de S. reilianum en el medio Prolina. La actividad
enzimatica fue determinada en los extractos extracelulares obtenidos como se describe en los
materiales y métodos. Actividad especifica -- Activad total -- Crecimiento -- pH
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Figura 12. Cinética de produccion de psrAPE de S. reilianum en el medio de Amonio. La
actividad enzimatica fue determinada en los extractos extracelulares obtenidos como se describe
en los materiales y métodos. Actividad especifica -- Activad total -- Crecimiento -- pH
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Figura 13. Estudio cinético de la produccién de psrAPE de S. reilianum en medios de cultivo. La

actividad enzimatica fue determinada en los extractos intracelulares obtenidos como se

describe en los materiales y métodos.
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La actividad total de dipeptidilaminopeptidasa psrDAP fue mayoritaria en YPD y en el
medio minimo con peptona. En el primer caso la produccion de la enzima se encontrd
asociada al crecimiento del hongo aunque sus valores disminuyeron a las 120 horas, en el
segundo caso la actividad enzimatica se asocié a la fase logaritmica del crecimiento (Figuras
14 y 15). La actividad especifica fue mayor en el medio minimo con peptona a las 120 horas.
En el medio minimo con infusion de maiz se encontraron niveles bajos asociados a la fase
estacionaria de crecimiento (Figura 16). No se encontré actividad en los medios minimos con

amonio y con prolina.
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Figura 14. Cinética de produccion de psrDAP de S. reilianum en el medio YPD. La actividad
enzimética fue determinada en los extractos extracelulares obtenidos como se describe en los
materiales y métodos. Actividad especifica -- Activad total -- Crecimiento -- pH
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Figura 15. Cinética de produccién de psrDAP de S. reilianum en el medio Peptona. La actividad
enzimatica fue determinada en los extractos extracelulares obtenidos como se describe en los
materiales y métodos. Actividad especifica -- Activad total -- Crecimiento -- pH
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Figura 16. Cinética de produccion de psrDAP de S. reilianum en el medio de Infusién de Maiz.
La actividad enzimatica fue determinada en los extractos extracelulares obtenidos como se

describe en los materiales y métodos. Actividad especifica -- Activad total -- Crecimiento -- pH
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Figura 17. Estudio cinético de la produccién de psrDAP de S. reilianum en diferentes medios de
cultivo. La actividad enzimatica fue determinada en los extractos intracelulares obtenidos

como se describe en los materiales y métodos.

Como se muestra en la (Figura 18), la actividad de psrCP se pone de manifiesto con la
adicion de desoxicolato de sodio. Con este antecedente se decidid utilizar este detergente para
la realizacion de todas las determinaciones de esta proteasa.

La actividad de psrCP fue mayoritaria en el medio YPD en donde se encontraron las
mayores valores tanto de actividad total como de actividad especifica, en este mismo medio la
produccién de la enzima se asocia a las fases logaritmica y estacionaria del crecimiento,
mientras que en el medio minimo con amonio se asocia a la fase logaritmica y en el medio
minimo con peptona al crecimiento del hongo (Figuras 19, 20 y 22). En el medio minimo con
infusion de maiz la produccion de la enzima fue baja comparada con el resto de los medios

utilizados (Figura 21). No se encontr6 actividad en el medio minimo con prolina.
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Figura 18. Ensayo de activacion de psrCP de S. reilianum con la adicidn de desoxicolato de sodio.

Se observa que con la presencia de dicho detergente se determina la actividad de esta enzima.

YPD
100 - 7 10
90 A L 9
6_
80 - L 8
£ 70{ 51 / r 7
2 IS
E 60{E , ] - 6
© o
s 5013 - 5
o n 3
< 4012 - 4
>
= 30 1 2 -3
<
20 L 2
1_
10 L
o N S — 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110120130

Tiempo (h)

ON B~ OO

r 30
F 28
F 26
F 24
F 22
r 20
- 18
F 16
r 14
F12

Actividad especifica (mU/mg)

Figura 19. Cinética de produccion de psrCP de S. reilianum en el medio YPD. La actividad
enzimatica fue determinada en los extractos extracelulares obtenidos como se describe en los

materiales y métodos. Actividad especifica -- Activad total -- Crecimiento -- pH
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Figura 20. Cinética de produccion de psrCP de S. reilianum en el medio Peptona. La actividad
enzimatica fue determinada en los extractos extracelulares obtenidos como se describe en los
materiales y métodos. Actividad especifica -- Activad total -- Crecimiento -- pH
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Figura 21. Cinética de produccion de psrCP de S. reilianum en el medio de Infusion de Maiz . La
actividad enzimatica fue determinada en los extractos extracelulares obtenidos como se describe

en los materiales y métodos. Actividad especifica -- Activad total -- Crecimiento -- pH
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Figura 22. Cinética de produccion de psrCP de S. reilianum en el medio de Amonio. La actividad
enzimatica fue determinada en los extractos extracelulares obtenidos como se describe en los
materiales y métodos. Actividad especifica -- Activad total -- Crecimiento -- pH
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Figura 23. Estudio cinético de la produccion de psrCP de S. reilianum en diferentes medios de

cultivo. La actividad enzimatica fue determinada en los extractos intracelulares obtenidos

como se describe en los materiales y métodos.
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V9.4, FRACCIONAMIENTO Y LOCALIZACION CELULAR DE LA PROTEASAS
pSrAPE, psrDAP y psrCP.

La actividad de psrAPE se encontré localizada Unicamente en la fraccion soluble
(psrAPES), por otro lado la proteasa psrDAP ademas de ser encontrada en esta misma fraccion
(psrDAPs) tambien se localizo en la fraccion membranal (psrDAPmM), estos mismos resultados
fueron encontrados para psrCP (psrCPs y psrCPm), sin embargo, en el caso de psrDAP la
actividad fue mayoritaria en la fraccion soluble mientras que psrCP fue en la fraccién

membranal (Tabla 1).

Al realizar geles de poliacrilamida en condiciones nativas para revelar el perfil de
isoenzimas de las proteasas psrAPE y psrDAP, se encontrd una sola banda de actividad para
ambas enzimas en la fraccion soluble y dos bandas de psrDAP en la fraccion membranal
(Figura 24).

TABLA 1. Distribucion de la actividad de psrAPE, psrDAP y psrCP en diferentes fracciones

celulares de S. reilianum.

psrAPE psrDAP psrCP Enolasa
Fraccion celular Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje

de actividad de actividad de actividad de actividad

Sobrenadante de 23 000 X g

) 100 100 100 100
(Extracto libre de células)
Sobrenadante de 100 000 X ¢
) 98 62 25 100
(Fraccién soluble)
Precipitado de
0 30 63 0

(Fraccién membranal)

Las células fueron obtenidas a partir de un cultivo de 96 horas en medio YPD.
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DAP
FS FS FM perEArm

SR «—psrAPES <+—psrDAPs \ psrDAPmM

Figura 24. Geles de actividad de psrAPE y psrDAP. FS= Fraccion Soluble. FM= Fraccion
Membranal. Las bandas se tifien de color rojo las cuales indican la presencia de la actividad.

VI.5. EFECTO DE INHIBIDORES ESPECIFICOS DE PROTEASAS SOBRE LAS
ACTIVIDADES DE psrAPE, psrDAP y psrCP de S. reilianum.

La actividad psrAPEs resultd ser una serin metalo proteasa al ser inhibida por el PMSF
(inhibidor de serin proteasas), EDTA y 1-10, fenantrolina (inhibidores de metalo proteasas),
sin embargo, se observé un claro efecto de inhibicion debido a la accion de pepstatina A
(inhibidor de aspartil proteasas). Como era de esperarse la Bestatina (inhibidor de
aminopeptidasas) también inhibidé considerablemente la actividad de la enzima. El E-64
presento un ligero efecto sobre la proteasa.

La psrDAPs fue inhibida considerablemente por el E-64, lo que indica que se trata de
una cistein proteasa, sin embargo, se observo un ligero efecto de inhibicion debido a la accion
de inhibidores de metalo proteasas (EDTA y 1-10, fenatrolina). En cambio, psrDAPm fue
inhibida mayoritariamente por PMSF aunque se observé una ligera inhibicion con pepstatina
A.
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Probablemente la actividad de psrCPs es una serin proteasa al ser inhibida por PMSF,
aunque inibidores como pepstatina A y 1-10, fenantrolina mostraron cierto efecto inhibitorio
sobre la enzima.

Al igual que psrCPs, la actividad de psrCPm también fue inhibida mayoritariamente
por PMSF y considerablemente por la pepstatina A, sin embargo, esta misma enzima mostro
sensibilidad al EDTA y al E-64. (Tabla 2).

TABLA 2. Efecto de inhibidores especificos de proteasas sobre la actividad de psrAi de S.

reilianum.
Porcentaje de Actividad (%)
Inhibidor ~ Concentracion YPD*
psrAPES psrDAPS psrDAPM psrCPs psrCPm
) $ir_1 100 100 100 100 100
inhibidor
Bestatina 100 81 100 100 100 100
mM
200 56 100 100 100 100
Pepstatina 5 77 100 94 72 81
MM
25 4 100 87 39 49
PMSE mM 1 59 100 100 28 86
5 2 100 76 14 5
EDTA mM 1 42 100 100 100 81
10 2 90 100 100 19
1-10
mM
10 3.7 75 94 62 83
E-64 pM 10 98 100 97 100 72
50 79 8 79 100 59

*Los extractos enzimaticos fueron obtenidos a partir de un cultivo de 96 horas
Los sufijos s y m indican que las actividades fueron determinadas en la fraccion soluble o en la
fraccion membranal respectivamente.
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VI1I. DISCUSION

Uno de los cultivos méas utilizados a nivel mundial en la alimentacion humana y de
ganado, es el maiz, se sabe que aproximadamente mas de 120 millones de hectareas son
utilizadas en todo el mundo para la produccion de este cereal. Dentro de las enfermedades mas
importantes de este cultivo se encuentra el carbon de la espiga ocasionado por S. reilianum,
una enfermedad de distribucion mundial cuyos sintomas se manifiestan al final de la etapa de
floracién. (Munkvold, 2003; Matyac y Kommedahl, 1985).

Para la realizacion del presente trabajo, se utiliz una cepa de S. reilianum aislada de la
localidad de Cinta Larga municipio de Mixquiahuala Hgo lugar en donde la enfermedad es un
problema importante. Se encontré que la morfologia colonial y microscopica correspondian a
las reportadas por Romero en 1993, sin embargo para corroborar su identidad fue necesario
realizar la metodologia descrita por Xu et al. (1999), la cual se basa en la utilizacion de una
PCR especifica, la cual nos permitié realizar la identificacién a nivel molecular de la cepa
utilizada.

El estudio de la biologia de S. reilianum se ha limitado a escasos reportes enfocados a
la determinacion de su ciclo de vida (Baier y Kruger 1962; Al-Sohaily et al., 1963;
Frederiksen, 1977; Teferi et al., 1989; Martinez et al., 1999; Martinez et al., 2002), sin
embargo, las actividades proteoliticas especificas intracelulares de este hongo no se habian
estudiado. En este trabajo se encontré que S. reilianum produce al menos una proteasa con
actividad de aminopeptidasa denominada psrAPE, probablemente esta enzima es similar a la
que ha sido reportada en U. maydis (pumAPE) la cual ya fue purificada y caracterizada
bioquimicamente (Mercado-Flores, 2003b, 2004). Tanto psrAPE y pumAPE se localizan en la
fraccion soluble y son afectadas por los mismos inhibidores especificos de proteasas
(Bestatina, PMSF, EDTA y 1-10, fenantrolina) lo que nos indica que pertenecen al grupo de la
serin metalo proteasas. A pesar de que las aminopeptidasas estan ampliamente distribuidas en
eucariotes y procariotes (Taylor, 1993), los reportes acerca del estudio de este tipo de enzimas
en basidiomicetos son muy escasos. Por ejemplo se han purificados y caracterizado las
aminopeptidasas intracelulares de los hongos Lyophyllum cinerascens y Grifola frondosa
(Abdus-Sattar et al., 1989; Nishiwaki y Hayashi, 2001), la aminopeptidasa de Trametes trogi
ha sido detectada en los sobrenadantes de los medios de cultivo durante el crecimiento del
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micelio (Caporale et al., 1996) y Coprinus cinereus produce una leucin-aminopeptidasa que es
detectada durante la profase de la meiosis (Ishizaki et al., 2002).

En la levadura S. cereviseae se ha descrito una aminipeptidasa de localizacion vacuolar
denominada yscCo, la cual solo es activa en presencia de pequefias cantidades de iones Co?*.
La enzima corta de manera eficiente los sustratos Alc- prop-4-pNa y Lys-4-pNa y es inhibida
por el EDTA (Hirsch et al., 1989). Aunque no es posible saber si la aminopeptidasa psrAPE es
de localizacion vacuolar, muy probablemente sea similar a la yscCo debido a que hidroliza el
sustrato Lys-4-pNa y es inhibida por el EDTA.

Una de las funciones importantes de las aminopeptidasas es la generacion de
aminoacidos basicos a partir de los péptidos generados por el proteasoma (Hilt y Wolf, 1992;
Kisselev et al., 1999), asi como, la activacion e inactivacion de péptidos bioldgicamente
activos, tal es el caso del gen repl de U. maydis que codifica para una proteina de 652
aminoacidos producida durante el crecimiento filamentoso del hongo, a partir de la cual se
generan 11 péptidos que finalmente se localizan en la pared celular y que son los encargados
de mediar la hidrofobicidad del micelio aéreo del hongo, lo cual es importante durante el
proceso de infeccion. Especificamente el péptico 1-4, requiere del corte de una lisina
localizada en el extremo amino terminal para ser activo, dicha actividad tiene que ser realizada
por una lisin aminopeptidasa (Wosten et al., 1996). La aminopeptidasa psrAPE podria tener
cualquiera de las funciones antes mencionadas.

Otra proteasa encontrada en S. reilianum fue la dipeptidilaminopeptidasa psrDAP. En
U maydis se reportd una actividad similar a esta enzima denominada pumDAP, sin embargo se
pueden observar diferencias en cuanto a su produccion. En el caso de pumDAP, ésta se
produce Unicamente en medios minimos con prolina e infusion de maiz como fuente de
nitrégeno (Mercado-Flores et al., 2003b), mientras que psrDAP se produce en el medio YPD y
en un medio minimo con pepetona, aungue se detectan niveles bajos en un medio con infusién
de maiz.

Las dipeptidil aminopeptidasas de origen fungico mejor caracterizadas son las de S.
cereviseae denominadas yscDAP A yscDAP B, la primera se localiza en la membrana del
aparato de Golgi y participa en el procesamiento del precursor del factor sexual a, (Julius et
al., 1983, Santa Anna-Arriola et al., 1994). La yscDAP B se encuentra unida a la membrana

vacuolar y su funcidn in vivo es desconocida, sin embargo la sobre expresion de yscDAP B en
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mutantes que carecen de yscDAP A, da como resultado la maduracion del factor sexual o
(Roberts et al., 1989). En S. reilianum se ha descrito que es necesario la produccién de
feromonas para la complementacion sexual del hongo en este caso psrDAP se encontrd
asociada a las fracciones soluble (psrDAPs) y membranal (psrDAPm). Probablemente esta
ultima sea una actividad con funciones similares a las dipeptidilaminopeptidasas membranales
de S. cereviseae.

S. reilianum produce la actividad de carboxipeptidasa denominada psrCP la cual se
localiza tanto en la fraccion soluble como en la membranal, la primera se inhibe
considerablemente por PMSF (inhibidor de serin proteasas) y por inhibidores de
metaloproteasas lo que podria indicar que se trata de una mezcla de enzimas con la misma
actividad catalitica. En la levadura S. cerevisiae, se han descrito dos carboxipeptidasas de
localizacion vacuolar denominadas yscY y yscS, la primera es una serin proteasa y la segunda
es una metaloproteasas depediente de Zinc (Hirsh et al., 1989). Se ha demostrado que la
levadura produce un polipéptido de localizacion citoplasméatica denominado 1° el cual es un
innhidor especifico de la carboxipeptidasa yscY. Para poner de manifiesto la actividad en
lisados celulares de la levadura, es necesaria la adicion de desoxiolato de sodio 0 una
incubacion previa a pH &cido para que ocurra la disociacion del inhibidor endégeno y la
proteasa y asi poder derteminar la actividad. Algo similar debera estar ocurriendo en S.
reilianum debido a que para poner detectar la actividad de psrCP fue necesario adicionar
desoxicolato de sodio a la mezcla de reaccion, lo que nos indica la existencia de un inhibidor
enddgeno que regula la actividad de la enzima.

Por otro lado se enconcontr6 en S. reilianum una actividad adicional de psrCP de
localizacion membranal (psrCPm) la cual a diferencia de psrCPs ademas de ser inhibida por
PMSF e inhibidores de metaloproteasas su actividad se ve reducida por el E-64 (inhibidor de
cistein proteasa). En S. cereviseae se ha descrito una carobixipeptidasa de localizacién
membranal denominada ysca la cual es inhibida por PMSF y por compuestos que contienen
mercurio lo que indica que ademas de una serina, la enzima requiere de un grupo cisteinico en
el sitio activo para llevar a cabo la catalisis (Hirsh et al., 1989). Lo anterior pordria ser similar
para psrCP debido a que su actividad es disminuida con inhibidores de serin y cistein

proteasas.
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A diferencia de S. reilianum en U. maydis no se ha encontrado a nivel bioquimico
actividad de carboxipeptidasa (Mercado-Flores et al., 2003b).

Durante el desarrollo del trabajo se encontro que las actividades de psrAPE y psrCP
mostraron una disminucion importante en su actividad con la adicion pepstatina A (inhibidor
de aspartil-proteasas). En la levadura S. cerevisea se ha descrito que la proteinasa vacuolar
ySCA activa a otras proteasas vacuolares (Hirsh et al., 1989), por otro lado, en S. reilianum se
ha descrito una aspartil proteasa intraceluar denominada psrA (Hernandez 2008). Podria ser el
caso que al adicionar pepstatina A a la mezcla de reaccion, la psrA es inhibida ocasionando
que la proteasas psrAPE y psrCP también se vean afectadas en su actividad.

Los resultados que se presentan aqui son el primer reporte de las proteasas de tipo especifico
psrAPE, prsDAP y psrCP de S. reilianum, probablemente estas enzimas tengan funciones

importantes durante el ciclo de vida y/o patogenesis de este basidiomiceto.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se identifico la cepa de S. reiliamun del estado de Hidalgo mediante PCR especifica
utilizando el método Xu et al. (1999).

Se demostrd que S. relianum produce las actividades de psrAPE y psrDAP mediante
pruebas en placa utiliazando los sustratos cromogenicos Lys-B-Naftilamida y Lys-Pro-
B-Naftilamida respectivamente..

S. reilianum produce la actividad proteolitica de psrAPE en todos los medios de cultivo
utilizados en este trabajo.

Las actividad de psrDAP fue encontrada en los medios YPD y minimos con peptona e
infusién de maiz, mientras tanto, la psrCP ademas de ser detectada en los mismos
medios también fue producida en un medio minimo con amonio.

El mejor medio para la produccion de las tres actividades proteoliticas en estudio fue
YPD, sin embargo, la psrAPE también fue producida mayoritariamente en el medio
minimo con amonio.

La actividad de psrCP esta regulada por un inhibidor endégeno debido a que es
necesaria la adicion de desoxicolato de sodio a la mezcla de reaccion para ponerla de
manifiesto.

La psrAPE resulto ser de localizacion soluble, mientras que las actividades de psrDAP

y la psrCP se localizaron tanto en la fraccion soluble como membranal.

Mediante corrimientos electroforéticos en condiciones no desnaturalizantes se encontrd
que S. reilianum produce al menos una banda de actividad de las proteasas de
localizacion soluble psrAPE y psrDAP, sin embargo, fueron detectadas dos bandas

para actividad membranal de psrDAP.

La actividad soluble de psrAPE es una metalo-serin proteasa al ser inhibida por la
Bestatina, EDTA, 1-10 fenantrolina y PMSF.

La psrDAPs es inhibida por el E-64 indicando que se trata de una cistein-proteasa,
mientras que la psrDAPmM ademas de ser inhibida por este mismo compuesto también

es afectada por el PMSF.
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La psrCPs es una metalo-serin proteasa al ser inhibida por 1-10 fentrolina y PMSF,
mientras que la psrCP de localizacion membranal ademas de ser afectada por estos

mismos inhibidores su actividad se ve reducida con la adicion de E-64 y EDTA.

El estudio de las proteasas especificas intracelulares descritas en este trabajo permitira
asignar el papel fisiolégico de estas enzimas en el ciclo de vida y/o patogénesis del S.

reilianum.
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X. Anexos

ANEXO |

I. Preparacion de los medios de cultivos

Medio rico YPD:

e 1% Extracto de levadura
e 2% Peptona de gelatina
e 2% Dextrosa

pH final de 6.7

MEDIOS MINIMOS

YNB-Sulfato de Amonio:

e 0.17% YNB

e 2% Dextrosa

e 0.5% Sulfato de amonio
pH final de 4.0

YNB- Peptona:

e 0.17% YNB
e 2% Dextrosa

e 1% Peptona
pH final de 5.0

YNB- Prolina:
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e 0.17% YNB

e 2% Dextrosa

e 0.5% Prolina
pH final de 6.0

YNB- Prolina:

e 0.17% YNB

e 2% Dextrosa

e 0.5 % infusion de maiz
pH final de 7.0

Infusion de Maiz

e 500 g de Elote se hirvieron durante 15 minutos en 800 ml en agua destilada, la infusion
resultante se filtrd y se suplementd con 0.17% de YNB y 2% de Glucosa y se aforo a
1L con agua destilada.

Todos los medios fueron preparados con streptomicina a una concentracion 1ug/ml.
Cuando fue necesario preparar medio solido se adiciono agar el 2%.

Los medios de cultivo fueron esterilizados a 120 Lb por 15 min.

ANEXO 2
Il. Preparacion de TAE 10X
TrismaBase ...........cocovviiiiiinnn.. 484 ¢
Acido acético glacial..................... 10.9 ml
EDTA. ..o 292 ¢
Agua desionizada....................o..l 1000 ml
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ANEXO 3

I11. Preparacion de inhibidores de proteasas.

1-10 Fenatrolina
Se prepard una solucién a una concentracion de 50 pM, para lo cual se pesaron 0.02 g de

fenatrolina en 2 ml de agua destilada.

Bestatina
Se preparo una solucion a una concentracion de 1 UM de bestatina para lo cual se pesaron 0.7

mg en 2 ml de agua destilada.

E-64
Se prepard una solucién a una concentracion de 200 UM, para lo cual se peso 0.143 mg de E-

64 en 1 ml de agua destilada estéril.

Pepstatina
Se prepard una solucién a una concentracién de 200 uM, para lo cual se peso 0.137 mg de

peptatina en 1 ml de metanol.

EDTA
Se prepard una solucion a una concentracion de 50 mM, para lo cual se peso 18.6 mg de
EDTA en 1 ml de agua destilada estéril.

PMSF
Se prepard una solucién a una concentracion de 50 mM, para lo cual se peso 8.7 mg de PMSF

en 1 ml isopropanol.
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