CLONACION Y CARACTERIZACION DE UN GEN TIPO NIK1 EN EL HONGO
Mycosphaerella fijiensis, AGENTE CAUSAL DE LA SIGATOKA NEGRA EN
PLATANO.
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El hongo Mycosphaerella fijiensis es el agente causal de la enfermedad foliar
de platano conocida como Sigatoka negra, la cual constituye el problema
fitosanitario mas serio que afecta a las regiones productoras de este cultivo en el
mundo. En México el combate de esta enfermedad depende del uso de fungicidas,
cuya aplicacion extensiva e intensiva ha resultado en cuantiosas pérdidas
econdémicas para los productores, contaminacion ambiental, problemas de salud
para los trabajadores que laboran en las plantaciones y ha estimulado la aparicion
de cepas resistentes de este hongo. La investigacion dirigida a elucidar tanto los
genes como los mecanismos moleculares involucrados en la patogénesis de M.
fijiensis podria conducir eventualmente a desarrollar estrategias mas efectivas y de
menor costo para el control de este hongo.

El gen NIK1 del hongo filamentoso Neurospora crassa codifica para una
cinasa de histidina de dos componentes que se encuentra involucrada en la
osmorregulacién, desarrollo de la hifa y en la sensibilidad a ciertos fungicidas (Alex
et al., 1996). Varios homélogos de este gen han sido clonados de diferentes
especies de hongos patogenos del hombre y de plantas (Catlett et al. 2003). En el
hongo Candida albicans que ataca al hombre se logré clonar al gene CaNIK1, el
cual, ademas de tener las mismas funciones del gen NIK1 de N. crassa, también
estd involucrado en aspectos de virulencia (Yamada-Okabe et al.,, 1999).
Recientemente, otros homologos de NIK1 como Dicl y AbNIK1, clonados de los
hongos fitopatogenos Cochliobolus heterostrophus (Yoshimi et al., 2004) y
Alternaria brassicicola (Avenot et al., 2005) respectivamente, han mostrado tener
una funcién similar a la del gen NIK1, lo que sugiere que tanto la estructura como la
funcion de este gen se encuentran conservados evolutivamente en diferentes
especies de hongos patégenos. La funcion del gen NIK1 en aspectos
fundamentales de la biologia de hongos fitopatdbgenos lo hace un candidato
interesante para aplicar estrategias de control cuyo objetivo sea interferir con la
proteina de este gen.

En este trabajo se presentan los avances de la clonacién de un homdlogo del
gen NIK1 en M. fijiensis utilizando una estrategia de PCR degenerada. Como primer
paso para la clonaciéon de este gen, se utilizé la secuencia completa del ADNc de
NIK1 de N. crassa para realizar una busqueda de secuencia homologas en el banco
de genes NCBI utilizando el programa BLASTX. Varias secuencias de proteinas
homologas a NIK1 fueron obtenidas, las cuales fueron utilizadas para realizar un
alineamiento tipo CLUSTALX, el cual se utiliz6 para disefar oligonucle6tidos
degenerados a partir de regiones altamente conservadas de la proteina. Se
evaluaron varias combinaciones de oligonucle6tidos en experimentos de PCR
utiizando ADN genomico como plantilla. Solamente la combinacion de



oligonucledtidos que se anclan en los motivos H y N del dominio de cinasa de
histidina produjo un amplicén del tamafio esperado (~400 pb). Este fragmento fue
clonado en el vector pGEM-T easy (Promega) y cuatro clones fueron secuenciados.
Las secuencias fueron editadas con el programa EDIT del paquete bioinformético
LASERGEN y se determiné que las cuatro secuencias fueron 100% idénticas. La
secuencia de M. fijiensis que se eligié para el analisis bioinformatico fue nombrada
como HK7, la cual fue utilizada para rastrear el banco de genes NCBI con el
programa BLASTX. La secuencia mas similar fue un homdlogo de cinasa de
histidina de dos componentes del hongo Cochliobolus heterostrophus que mostré
un porcentaje de identidad alto (71 %). El resto de las secuencias también fueron
cinasas de histidina de dos componentes, lo que indica que se aisl6 de manera
exitosa una secuencia que pertenece a la familia de proteinas de NIK1 y que los
oligonucledtidos degenerados evaluados son Utiles para amplificar secuencias de
este tipo en M. fijiensis. En estos momentos se esta realizando la secuenciacion de
otros clones con la finalidad de continuar con el analisis bioinformatico y se planea
utilizar la tecnologia de RACE para aislar el ADNc. La disponibilidad de esta
secuencia permitira realizar el andlisis funcional de este gen en la patogénesis de
M. fijiensis.
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