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Resumen

Con el avance de los proyectos de secuenciacion masiva se ha encontrado que exis-
ten eventos de transferencia horizontal de genes entre eucariotes, sobre todo entre
aquellos que comparten nichos ecolégicos. El patosistema Phaseolus vulgaris (frijol)
y Colletotrichum lindemuthianum es importante desde el punto de vista econémico
en México, por lo que el estudio de la interaccion entre esas dos especies ha sido
abordado anteriormente. En tales investigaciones se percibié que ambas especies
compartian un gen con una identidad de mas del 90%, lo que sugiere un evento de
transferencia de genes. Por su parte, en este trabajo se encontrd que el gen perte-
nece a la superfamilia de las caleosinas; ademas, presenta un dominio conservado
en dicha familia y cuenta con un segmento transmembranal, lo que concuerda con
las proteinas de ese tipo. Asimismo, se verificd que se efectud un evento de trans-
ferencia de genes de la planta de frijol al hongo fitopatogeno C. lindemuthianum.
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Introduccion

La transferencia horizontal (o lateral) de genes (HGT)
se define como el intercambio y la integracion de
material genético entre diferentes especies (Doolitt-
le, 1999). Se pensaba que la HGT en eucariotes era li-
mitada, sin embargo, con el rapido avance de los pro-
yectos de secuenciacion de eucariotas se ha notado
un impacto mayor de la HGT en la evolucion de los
eucariotes (Fitzpatrick, 2012).

Debido al impacto econdémico que causan los
hongos a los cultivos, mas de 100 especies fingicas
han sido secuenciadas; ello permitié observar casos
de HGT en Ascomicetos y en sistemas planta-hongo
fitopatogeno, donde la HGT ha sido tanto del hongo
hacia la planta como de la planta hacia el hongo (Ri-
chards et al., 2009).

Las caleosinas también estan presentes en cuer-
pos lipidicos de semillas de angiospermas, son res-
ponsables de dirigir a los cuerpos oleosos nacientes.
Los genes que codifican para caleosina se localizan
en algas y hongos (Jiang y Tzen, 2010).

El frijol comtn (Phaseolus vulgaris L.) es una de las
especies econdmicas mas sobresalientes en México.
Varios patégenos originan enfermedades en la plan-
ta, entre estos, Colletotrichum lindemuthianum como
agente causal de la antracnosis, considerada como la
principal causa de la baja productividad de frijol en
América Latina (Gepts et al., 2008).

En la respuesta de defensa temprana de plantas
contra el hongo fitopatégeno C. lindemuthianum, se
encontro la sobreexpresion de una proteina de uniéon
a calcio. Ese gen se manifiesta en ambos genomas
(planta y hongo) (Alvarado-Gutiérrez et al., 2008).

Por lo anterior, esta investigacion tiene como ob-
jetivo estudiar la proteina de union a calcio, cono-
cer la secuencia completa de la misma, y verificar
en posible evento de HGT de ese gen entre frijol y C.
lindemuthianum.
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Metodologia
Amplificacion de los genes de caleosina

Las cepas de C. lindemuthianum fueron cultivadas
en medio Harina de Maiz-Agar. Fusarium solani,
Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum fueron cul-
tivados en medio PDA. La extraccién del DNA ge-
némico se hizo con el método NTES. Los oligonu-
cledtidos usados para la amplificacion de los genes
caleosina fueron: 5-~AGGCAAACATGGAAGTGACA-3" y
5-TGGGAAATACAAGAATGATGAAG-3.

3. Se corrieron 35 ciclos (94°C por 1 minuto, 56°C
por 45 segundos y 72°C por un minuto).

Analisis bioinformaticos

Se efectuaron busquedas de dominios en el progra-
ma CDD del NCBI. La busqueda de marcos de lectu-
ra abiertos se hizo con GENESCAN (Burge y Karlin,
1997), el analisis de segmentos transmembranales
(STM) se hizo con el programa Toppred2.

Filogenia molecular
de la familia de caleosinas

Se indag6 la secuencia del completa del gen de ca-
leosina en el ensamblado del genoma de frijol, se usé
el fragmento de la secuencia reportado (AAZ23153).
Para obtener las secuencias para construir la filoge-
nia, la secuencia del gen se tradujo y se emple6 pa-
ra hacer una buasqueda con blastp. Las secuencias se
descargaron, catalogaron y depuraron. Se alineé el
grupo final con ayuda de clustalw 2.0 (Larkin ez al.,
2007) y se realiz6 una correccion del alineamiento a
mano. Para reconstruir la filogenia se utiliz6 el pro-
grama MEGA5 (Tamura et al., 2011) con el método de
ML (Maximum Likelihood). Como prueba estadisti-
ca se efectud analisis Bootstrap de 1000 repeticiones
para cada arbol.
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Resultados y discusion

Se reporto la existencia de un gen similar a cal-
modulina en frijol y en el hongo fitopatégeno C.
lindemuthianum (Alvarado-Gutiérrez et al., 2008).
Los genes reportados tienen mas del 90% de iden-
tidad entre ellos, por lo que es factible que se haya
dado un evento de HGT entre esos dos organismos
eucariotas.

Para hallar mas informacion sobre aquel gen se
hizo una butisqueda de dominios conservados en el
servidor CDD del NCBI, se obtuvo que el gen tiene un
dominio de la superfamilia de las caleosinas (ntime-
1o de acceso cl10635). Por lo anterior, el gen se nom-
bré como caleosina en lugar de calmodulina.

Las caleosinas han sido recientemente descritas
como una clase de proteinas de union a calcio pre-
sentes en plantas y hongos que se unen a cuerpos li-
pidicos y al reticulo endoplasmético (RE). En Brassi-
ca napus la isoforma 25-kDa se ubica sélo en tejidos
como embriones en desarrollo y cotiledones, que
contienen cuerpos de lipidos de almacenamiento.
En contraste, la isoforma 27-kDa de unién al RE se
sitia en raices, tallos y hojas.

La relativa abundancia y la localizaciéon de ca-
leosinas en RE y en cuerpos lipidicos posiblemente
tienen un rol en el trafico membrana/lipidos (Her-
nandez-Pinzon et al., 2001). Recientemente se ha
notado que las caleosinas también se expresan en
respuesta a patogenos y estrés (Partridge y Murphy,
2009; Feng et al., 2011), lo que concuerda con lo ad-
vertido para la caleosina de frijol (Alvarado-Gutié-
rrez et al., 2008).

Para observar si ese gen se encuentra en otras va-
riedades de C. lindemuthianum se llevé a cabo una
reaccion de PCR disefiando oligos para la secuencia
reportada de la caleosina de C. lindemuthianum (nt-
mero de acceso EU045571), en las diferentes cepas de
hongos fitopatégenos. Hubo amplificaciéon de este
gen en distintas cepas de C. lindemuthianum, pero
no se vio amplificacion en Fusarium oxysporum, Fu-
sarium solani ni en Rhizoctonia solani (figura 1); ello
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sugiere que la transferencia sélo se ha dado en C.
lindemuthianum.

Se tuvo acceso a los supercontigs del genoma en-
samblado de frijol a fin de conseguir la secuencia del
gen de caleosina en frijol. Se obtuvo una secuencia
con parecido a la caleosina, la cual se extrajo de la
base de datos mas 5 Kb en ambos sentidos para averi-
guar el gen completo. Se buscaron los marcos de lec-
tura abiertos en esa secuencia; se hallo un solo mar-
co de lectura de 205 aa, que tiene 100% de identidad
con el fragmento (35 aa) de la secuencia traducida
de la caleosina de frijol, por lo que se concluye que
ese es el gen completo.
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Figura 1. Amplificacién del gen de caleosina en
diferentes cepas de C. lindemuthianum. 1) Marcador de
tamano molecular. 2) C. lindemuthianum cepa 2. 3) C.
lindemuthianum cepa 448. 4) C. lindemuthianum cepa 1472.
5) Fusarium oxysporum. 6) Fusarium solani. 7) Rhizoctonia
solani.

Las caleosinas son proteinas asociadas a mem-
brana, por lo que se buscaron STM a la caleosina de
frijol; se encontr6 un posible STM, que sugiere la lo-
calizacion en membrana de esa caleosina. Para pro-
bar que exista una HGT entre los genes de C. lindemu-
thianum y frijol, se procedi6 a reconstruir la filogenia
de la superfamilia de caleosinas. Se obtuvieron 226
proteinas de esa familia con base en una busqueda
por similitud, se usé como plantilla la proteina com-
pleta de frijol.

La superfamilia de caleosinas tiene miembros
en plantas, hongos y una bacteria; se distribuye en
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cuatro grupos. Los grupos I, I y Il agrupan protei-
nas de plantas principalmente; el grupo 1V esta for-
mado por caleosinas de hongos (figura 2A). La ca-
leosina de C. lindemuthianum se sitia en el grupo I,
junto a la caleosina de frijol en un grupo compuesto
exclusivamente por proteina de plantas (figura 2B),
ello confirma el evento de HGT de planta a hongo
patdgeno.

Hace poco fue reportado un evento similar de
HGT donde el gen de una subtilisina se transfi-
1i6 entre C. gloeosporioides y maiz (Jaramillo et al,
2013), lo que sugiere que el intercambio de genes
entre plantas y especies de Colletotrichum no es
raro.
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Conclusiones

Se obtuvo la secuencia completa de un gen que codi-
fica para una caleosina, la cual fue transferida desde
el frijol (P. vulgaris) a C. lindemuthianum.
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Figura 2. Arbol filogenético de la familia de las caleosinas. a) La familia de las
caleosinas se dividen en cuatro grupos. Las flechas sefialan secuencias de hongos
en grupos donde predominan proteinas de plantas. b)) Rama del grupo I donde se

ubican las caleosinas de P. vulgaris y C. lindemuthianum (flecha roja).
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