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RESUMEN

Ustilago maydis (DC) Corda, hongo causante de [a enfermedad conocida como
carbdn comun o “huitlacoche” (Bolker, 2001) v Arabidopsis thaliana L., planta modelo
por excelencia (Meyerowitz, 1987), integran el patosistema utilizado para el estudio
de la interaccién planta-patégenc y andlisis de factores de virulencia de Ustilaginales
{Méndez-Moran, 2004). Con el fin de conocer los mecanismos moleculares
implicados en la patogenesis de U. maydis en A. thaliana se construyé un banco de
expresion diferencial a las 72 hpi, usando la técnica “Hibridacién Substractiva” (SH)
siguiendo las instrucciones del proveedor (CLONTECH®). Los fragmentos obtenidos
fueron enriquecidos por PCR y clonades en un vector de clonacién T/A (pDrive); para
la transformacidn se utilizé células competentes TOP10 F' de Escherichia. coli. Se
obtuvieron 181 clonas positivas (63% de fransformantes). EI ADN plasmidico de
algunas clonas positivas fue aisiado; la calidad y cantidad de ADN se analizd
mediante electroforesis en geles de agarosa tefiidos con BrEt, los cuales fueron
visualizados con luz UV. Posteriormente se verificd la presencia de insertos
utiizando PCR, los fragmentos presentaron un tamafio entre 100 y 1000 pb. Se
seleccionaron algunos de estos plasmidos (144, 79.5 % de las clonas analizados) y
fueron secuenciados. Mediante el andlisis comparativo de secuencias con el
algoritmo “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) (Altschul y cols., 1997), se
determing la identidad de los fragmentos clonados. Entre los fragmentos analizados
se encontrd genes con similitud tanto a U. maydis como A. thaliana, en el caso de U,
maydis se localizé algunocs genes con relacion al preceso de patogénesis que
codifican para: Una D-arabinitol 2-deshydrogenasa, Proteina de choque térmico
Hsp70, C-14 sterol reductasa {Erg24), Proteina Disulfuro Isomerasa (PDI} y
Hexanquifosfohidrolaza acida (Fitasa). Este dltimo gen fue sometido a un analisis
bicinformatico mas detallado, el cual demostré que el fragmento pertenece al gen
Umf1 que tiene similitud con una Hexanquifosfohidrolaza &cida, encargada de
hidrolizar el dcido fitico. Se construyeron oligonucledtidos especificos para amplificar
una region conservada del gen, gue permitié seguir su expresién por RT-PCR

durante el proceso infectivo, los resultados sugieren una aumento en la expresion de
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este gen a parir de las 72 hpi incrementandose conforme avanza el tiempo de
infeccidén.

En resumen se concluye que la biblioteca substractiva construida a las 72 hpi
es significativa y permitié localizar nuevos genes expresados diferencialmente a los
anteriormente reportados a las 24 y 96 hpi, utilizando el mismo patosistema. Ademas
se demostrd la expresién diferencial de genes relacionades al proceso patogénico de

U.maydis tal es el caso de una 3-fitasa acida (UmfT).
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1. INTRODUCCION

Muchos organismos considerados como “Modelos Experimentales” han sido
investigados con el fin de obtener informacion que pueda ser generalizada a otras
especies (Serrano-Cartagena, 1998), principalmente en el estudio de patogénesis, en
donde se han podido definir a nivel molecular (Schneider y Shahabuddin, 2000)
interacciones complejas entre factores producidos por un agente infeccioso y los
mecanismos de defensa utilizados por el huésped {Pradel y Ewbank, 2004), estos
organismos modelos se caracterizan por tener un genoma reducido y ser
susceptibles a la acumulacidn e integracién de la informacion genética. Entre los
modelos fingicos mds utilizados encontramos: Aspergillus nidulans, Magnaporthe
grisea, Neurospora crassa Sacharomyces cereviseae, y recientemente Ustilago
maydis (Maheshwari, 2000).

En los ultimos 15 afics U. maydis ha sido el modele flingico mas utilizado en
estudios bioldgicos y genéticos (Bolker, 2001). Esta especie de hongo es biotréfica
por lo que necesita un huésped para completar su ciclo sexual; considerade como
patégeno natural del mafz {Zea mays L.) y causante de fa enfermedad conocida
como carbdn comin o “huitlacoche” (Bolker, 2001; Kahmann y Kamper, 2004). Con
anterioridad se ha reportado el uso de huéspedes alternativos no naturales para U.
maydis (Leén-Ramirez, 2004). E! patesistema no natural integrado por Ustilago
maydis-Arabidopsis thallana demostrd ser un moedelo Util para el estudio de la
interaccion planta-patégeno, con la finalidad de caracterizar genes implicados en el
proceso de patogenicidad con mayor facilidad que en el huésped natural (Méndez-
Morén y cols., 2005).

Con el fin de conocer los mecanismos meleculares implicados en la interaccidn
de Ustilago maydis—Arabidopsis thaliana, en el presente trabajo se construyé un
banco de expresion diferencial de ADNc en la infeccién temprana (72 hpi), teniendo
como finalidad que los resultados de este trabajo puedan ser extrapolados con otros
honges de importancia ya sea médica o agrondmica, tal es el caso de hongos

dimérficos y aquellos causantes de carbones en cultivos de importancia econdmica,
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por ejemplo Ustifago hordei (Pers.) Lagerh, Ustilago titrici (Pers.) Rostr., Ustilago
avenae (Pers.) Rostr., entre otros.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de hongos

Los hongos son organismos eucariontes heterdtrofos que divergieron de un
ancestro comin flagelado hace aproximadamente 1,000 millones de afios, el cual
compartia caracteristicas con células eucaridticas animales {Klaus y cols., 2000;
Buckley, 2007). Se encuentran agrupados en dos reinos Straminipila y Eumycota
{Burnett, 2003}, El primero de ellos son hongos imperfectos {pseudohongos) y su
fase vegetativa es predominantemente diploide, se reproducen por zoosporas
biflageladas y su pared celular estd compuesta por celulosa {(B-1.4 glucano)
(Cavalier-Smith, 2008). Los Eumycota (hongos verdaderos) son organismos
predominantemente haploides que poseen paredes celulares engrosadas
principalmente constituidas por quitina, {1,3)-B glucano o manana (Maheshwari,
2000). Los hongos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y son de
gran importancia ecoldgica ya que degradan hasta un 50% de la materia vegetal y
animal muerta (Buckley, 2007). Los podemos encontrar de forma sapréfita, simbidtica
y parasita, siendo estos Ultimos los que causan una gran cantidad de enfermedades
tanto en animales como en plantas (Herrera y Ulloa, 1998).

los Eumycota se subdividen en 8 filums: Ascomycota, Basidiomycota,
Zygomycota, Chytridiomycota, Glemeromycota, Blastocladiomycota,

Neocallimastigomycota y Microsporidia (Hibbett y cols., 2007).

2.1.1. Hongos Basidiomycota

Dentro de éste filum se encuentran clasificadas 30,000 especies, el 37% de
elias ubicadas dentro del reino Eumycota (Kirk y cols., 2001). Principalmente son
dimdrficos y presentan células haploides en la fase de levadura que son sexualmente
compatibles, mientras que en la fase de micelio sus hifas son septadas y dicaridticas.
Es un grupo muy inconsistente pues podemos encontrar especies unicelulares o
pluricelulares, sexuales o asexuales, terrestres o acudticas, su principal

caracteristica, y que todos tienen en comdn, es la formacién del basidio (céluta
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especializada donde se lleva a cabo la cariogamia [fusion nuclear] y la meiosis
formando cuatro basiodiosporas haploides) (Ingold, 1991).

Posee tres grandes divisiones: 1) Pucciniomycotina que incluye a los hongos
conocidos como royas {Pucciniales) y otros taxones (Swann y cols., 2001; Aime y
cols., 2006); 2) Ustilaginomycotina que incluye a los carbones (Ustilaginales) entre
otros (Bauer y cols., 2001; Begerow y cols., 2006); y 3} Agaricomycotina que incluye
a las setas (Agaricomycetes), mucilaginosos (Auriculariales, Dacrymycetales,
Tremellales) y otros mas (Hibbett y Thorn, 2001; Swann y Taylor, 1995; Wells y
Bandoni, 2001; Hibbett, 2006). Los Wallemiomycetes y Entorrhizomycetes
(anteriormente clasificados dentro de los Ustilaginomycotina [Bauer y cols., 2001])
estdn clasificades temporalmente dentro de los Basidiomycota aunque con mucha
incertidumbre {Matheny y cols. 2006; Hibbett y cols., 2007).

2.2. Generalidades de Ustilago maydis (DC) Corda

Ustilago maydis es un basidiomiceto (Figura 1) que de manera natural infecta al
maiz (Zea mays) y a su probable progenitor el “teocintle” (Zea mays sp. parviglumis},
cuya infeccidn produce la enfermedad conocida como ‘“carbén comdn” ©
“huitlacoche” (en Nhuatl). Los principales sintomas de la infeccién de U. maydis en
maiz son: clorosis (amarillamiento del tejido) en las dreas infectadas, acumulacion de
antecianinas (pigmento color violeta), necrosis (muerte del tejido), asi como
hiperplasia e hipertrofia (tumores) en los drganos infectados (Basse y Steinberg,
2004) (Figura 2). Los tejidos meristemadticos de la planta son susceptibles a la
infeccién por U. maydis, dando como resultado el desarrollo de agallas compuestas
de células anormales del huésped y esporas del hongo (Sneiselaar y Mims, 1993).
En condiciones naturales los tumores ocurren predominantemente en los érganos
sexuales (espigas y mazorcas) los cuales pueden contener més de 200 billones de
esporas (Basse y cols., 2004). En la germinacién, las esporas se someten a meiosis
y producen la fase haploide (Banuett, 1995).

U. maydis es un hongo dimérfico, es decir posee miltiples transiciones
morfolégicas durante el desarrofle patogénico {Figura 3). Crece en su fase haploide

como levadura de tipo sapréfita, mientras que en el desarrolio sexual, la fusién de
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dos células haploides resultan en un dicarion filamentose (Christensen, 1963) que
invade las células de la planta por medio de una estructura llamada apresorio, dicho
proceso ocurre en el hospedero, necesario para llevar a cabo la infeccidn y la

culminacion de su ciclo de vida (Basse y Steinberg, 2004).

2.1.2. Ustilago maydis como modelo de estudio

Actuaimente {J. maydis es el sistema modelo mds ampliamente utilizado para
develar los mecanismos mocleculares de patogenicidad en hongos (Bélker, 2001;
Basse y cols., 2004; Kahmann y Kamper, 2004). Algunas de las caracteristicas que
hacen atractivo a U. maydis son; a) la existencia de una fase haploide, que permite
su manejo por técnicas microbiologicas comunes; b) la posibilidad de construir
diploides bajo condiciones de laboratorio, 1o que hace factible el realizar andlisis de
dominancia y complementacién; ¢} fa disponibilidad de técnicas de transformacion
con ADN exégeno; d) la capacidad de completar su ciclo de vida en plantas jévenes
de maiz de pocas semanas de edad; e} la posibilidad de estudiar la transformacién
dimérfica por manipulacidn del pH externo (Bélker, 2001; Méndez-Moran y cols.,
2005), y muy particularmente, el hechc de que su genoma esté secuenciado y
disponible. Dichas caracteristicas lo hacen util como modelo general para el estudio
de las interacciones planta-hongo (Banuett, 1992; 19985; 2002; Ruiz-Herrera y cols.,
2000; Bolker, 2001).

El genoma de U. maydis fue secuenciado y dado de alta en la internet en el
2004, es el segundo fitopatogeno en ser secuenciado y uno de los 15 genomas
fangicos que actualmente estén disponibles en la intemet. Presenta un tamafio
aproximado de 20.5 Mb (Meksem y cols., 2005); el cual es pequefio comparado con
el genoma de otros hongos patdgenos de plantas (Broad Institute’s Fungal Genome
initiative}. La base de datos Munich Information Center for Protein Sequences (MIPS)
de U. maydis enlista actualmente 6,902 genes probables, mientras que en los
ascomicetos fitopatogenos, el nimero de genes es considerablemente alto: 12,841
en Magnaporthe grisea, 16,597 en Stagonospora nodorum y 11,640 en Fusarium

graminearum (Broad Institute’s Fungal Genome Initiative). La presencia de un menor
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Figurai. Diagrama de las estructuras infectivas de un hongo bictréfico. Corte vertical de una hoja infectada.
Adaptado de Rameseh Maheshwari {2000) “Fungi, experimental methods in biclogy”.

Figura 2. Diferentes aspectos de Ustilago maydis. {a) Formacién del tumores en la mazorca de maiz causado
por la infeccién de U. maydis. {b) Fotografia del dafic causado por U, maydis en la hoja de maiz. La imagen
muestra una zona necrética rodeada de clorosis, sintomas caracteristicos de la infeccion. (¢) Micrografia de
esporidias haploides, microscopia electronica (SEM). {d) Micrografia del apresorio, ia flecha marca el punto de
entrada. {e) Micrografia de una esporidia acoplada a la epidermis de la hoia de maiz, la flecha seftala el
filamento dicaridtico. Imagen (a) tomada de Martinez Pelayo-M. Usos alimenticios del Huitlacoche (Ustilago
maydis (D.C.) Corda), Curso de Etnoboténica; (b) tomada de Laguna, 1.G. y cols., 2009. Enfermedades de Zea
mays L. {(maiz). En: atlas fitopatolégico argentine. 2(2):1851-8974; ¢, d, e) tomadas de Kamper y cols. (2006).
“Insights from the genome of the biotrophic fungal plant pathogen Usfilago maydis” Nature 444, 97-101.
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Deszrrollo filamentoso

Figura 3. Fases del ciclo celular de Ustilage maydis. Adaptado de Kémper y cols. (2006). “Insighis from the
genome of the biotrophic fungal plant pathogen Ustilago maydis” Nature 444, 97-101.

Figura 4. Aspectos moriclégicos de Arabidopsis thaliana. {a) plania adulta; (b} Tallo, silicua v racime de
flores; (¢) racimo de flores; (d) acercamiento de una flor; (e) acercamiento de semillas, la barra blanca
representa 1 mm; (i) dibujc del aspecto frontal y corte axial de una silicua mostrande las semillas; (g)
portada de la revista Nature dénde se dio a conocer la secuenciacion del genoma de A. thaliana en el afio
200Q; (h) hojas basales; i) hojas en forma de roseta; j) acercamiento de las hojas basales mostrando fa

forma eliptica y el margen dentado.
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nimero de genes en [J, maydis describe menos isoproteinas, por lo tanto es factible

el seguimiento de genes Unicos, siendo ésto una caracteristica importante en su

especificidad de hospedero.

2.2. Generalidades de Arabidopsis thaliana (L.) Heinh

Arabidopsis thafiana (L.} Heinh., es una planta vascular angiosperma que
pertenece a la clase de las Dicotiledéneas y a la familia de fas Brasicdceas o
Cruciferas (Strasburger, 1994). La familia abarca aproximadamente 340 géneros y
mas de 3,350 especies (Al-Shehbaz, 1984), asi como diferentes ecotipos. La planta
adulta de A. thaliana puede llegar a medir de 20 a 30 cm, el tallo es erecto con
ramificacién un poco alejada de la base y cubierto de tricomas (pelos) cortos
ramificados, que se encuentran distribuidos desde la base de la planta, dispuestos
muy densamente y que van desapareciendo o se reduce su densidad a medida que
se aproxima a ias inflorescencias. Las hojas van desde la forma eliptica a ovales con
los bordes enteros. Tiene dos tipos de hojas, las basales de hasta 2 cm de largo por
0.5 cm de ancho, y arrosetadas (pegadas al suelo formando una roseta, de cuyo
centro surge el tallo). Las flores se presentan en racimos no demasiado compactos,
ubicados en el exiremo de las ramas o el tallo, éstas se van separando unas de otras
a medida que el tallo crece, una planta desarrolia aproximadamente 10 flores de tipo
bisexual de unos 5mm de didmetro, su fruto es una silicua de unos 3 cm de longitud
y 1 mm de anchura, cilindrico, un poco argueado, sin pelos y cada una contiene entre
30 y 60 diminutas semillas. En la madurez las semillas tienen un color anaranjado
son lisas y miden medio milimetro aproximadamente (Figura 4). Como la planta
contintia produciendo flores durante varios meses, es posible obtener hasta 10,000
semillas de un solo individuo (Meyerowitz, 1987; Serrano-Cartagena, 1998; Diaz,
2004).
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2.2.1. Arabidopsis thafiana) como modelo de estudio

Una de las principales caracteristicas de A. fahafiana, por la que se ha
convertido en un importante modelo de estudio en ia mayoria de los laboratorios, es
que la planta presenta un tamafio pequefic, lo que permite sembrar hasta 10,000
A plantas/m?, asi como presentar un ciclo de vida corto (de aproximadamente seis
semanas cuando es cultivada a 25 °C bajo iluminacidn continua). La planta es
autégama permitiendo su autofecundacion sin la intervencion humana, reduciendo
asi gastos de mantenimiento y personal, las semillas de A. thaliana permanecen
viables durante varios afios a temperatura ambiente (Serrano-Cartagena, 1998). El
tamano reducido de su genoma lo hace un madelo ideal para el mapeo genético,
facilitando su completa secuenciacién (The Arabidopsis thaliana Genome Project). A
principios del siglo XXI A. thaliana se convirtic en el primer genoma de una planta en
ser completamente secuenciado (Adam, 2000), v el tercer organismo multicelular
después de Caenorhabditis elegans (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998)
y Drosophila melanogaster (Adam y cols., 1991).

El genoma haploide de A, thaliana contiene 157 Mpb (Bennett y cols., 2003)
divididas en cinco cromosomas (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), y es
considerablemente menor que el de ofras plantas como el arroz 466 Mpb (Gofi v
cols., 2002; Yu y cols., 2002}, maiz 2.500 Mb (Bennetzen, 2002), cebada 4.900 Mpb
(Bennetzen, 2002) o trigo 16.000 Mpb (Adam, 2000). A pesar de las dimensiones de
su genoma A. thafiana presenta las caracteristicas tipicas de otras angiospermas en
lo referente a morfologia, anatomia, crecimiento, desarrolic y respuestas al ambiente.
En consecuencia, no hay razdn alguna para pensar que tiene menos genes que
cualquier otra planta con flores de las 250,000 especies existentes (Serrano-
Cartagena, 1998).

2.3. Patosistema Ustilago maydis-Arabidopsis thaliana

Se ha mencionado con anterioridad la necesidad que tiene U. maydis de pasar
por un hospedero para cumplir su ciclo de vida, este proceso es bastante complejo,

por lo que se han buscado alternativas que faciliten su estudio, una de ellas es el uso
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de un modelo experimental que permita caracterizar genes implicados en el proceso
de patogenicidad con mayor facilidad que en el huésped natural (Méndez-Moran,
2004; Méndez-Moran y cols., 2005). En U. maydis se han realizado estudios con
huéspedes no naturales tales como: sorgo, cebada, trigo, ajo, tabaco y papaya
{L.edn-Ramirez y cols., 2004) y mas recientemente en A. thaliana, el cual establece la
occurrencia de la patogénesis en ausencia del ciclo sexual (que permite estudiar
factores de virulencia de manera independiente) y la posibilidad de infeccion de
células haploides (que permite el estudioc de mutantes recesivas afectadas en
patogenicidad) (Méndez-Moran vy cols., 2005). El uso de este patosistema abre la
posibilidad de ampliar el estudio de la interaccion planta-hongo con base a que en
ambos sistemas se encuentra su genoma completamente secuenciado y disponible,
comparado con el huésped natural en donde ademas de que se requiere del ciclo
sexual para el desarrello de la infeccidn no se encuentra secuenciado, lo que limita
su caracterizacion, a diferencia de lo que ocurre con A. thalina en donde el haploide
puede infectar a diferencia del huésped natural y producir tumores caracteristicos de

la infeccién por U. maydis.

2.4. Genes involucrados en patogénesis de Ustilago maydis

Las transiciones morfogenéticas que presenta U. maydis estan regutados por
dos foci de apareamiento denominados & y b (Banuett y Herskowitz, 1994; Ruiz-
Herrera y Martinez-Espinoza, 1998). El locus a posee dos alelos diferentes (a1 y a2)
que intervienen en el reconocimienio de células opuestas para ilevar a cabo la
conjugacion mediante el efecto de feromonas, el alelo a también mantiene el
desarrollo filamentoso durante los primeros momentos del establecimiento de la
infeccion en la planta (Klaus y cols., 2000), mientras que el locus b {multialélico)
controla el crecimiento filamentoso y la patogenicidad de manera independiente
(Banuett, 1995). La funcién del gen b estd determinada por la interaccién del
heterodimero bE y bW que pertenecen a diferentes alelos (Gillissen y cols., 1992). El
factor de transcripcién Pri1 es activado por fa interaccion del heterodimero bE/bW
(Yee y Kronstad, 1998), de lo contrario no se mantiene el desarrollo filamentoso v
patogénesis (Klaus y cols., 2000).
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Eil entrecruzamiento de las vias de senalizacion de las Proteinas de Activacion
por Mitogeno Cinasas (MAPK) y el Adencsin Monofosfato ciclico (AMPg) estd
regulado por la proteina Ras2 que se une a GTP, se ha reportado que fa activacion
de Ras2 (Ras2 esta activado por el gen 5gf2) que promueve el desarrollo de
pseudohifas, en la cual se involucran la activacién de MAPKK (Fuzz 7) y MAPK
(Ubc3) (Lee y Kronstad, 2002). Genes como Ubc4, Ube3y Fuzz7 son independientes
de la via regulada por AMPc y estdn involucrados en ia transduccion de sefales de
dos formas: una dependiente del gen activado por la feromona y otra estimulada por
sefales especificas del huésped {Bannuett y Herskowitz, 1994). El gen Prfl regulado
por la via de las MAP kinasas y dependiente de AMPc¢ codifica para un factor de
trascripcion de tipo HMG, el cudl determina la expresion de elementos involucrados
en la respuesta a feromona (Hartmann y cols., 1996).

El gen Ubct pertenece a la via regulada por la Proteina Cinasa A (PKA)
dependiente de AMPc y codifica para una subunidad regulatoria de la PKA. Las
mutantes ubc? originan clorosis en plantas de maiz; sin embargo no son capaces de
inducir tumores, de tal forma, que se puede inferir que los eventos posteriores a la
conjugacion son importantes para el desarrollo de la patogenicidad (Gold y cols.,
1897; Durrenberger y cols., 1998). UkcT codifica para una proteina relacionada a una
Cinasa, y cuya disrupcién resulta en una morfologia afectada, aftamente pigmentada
e incapaz de producir micelio, por otro lado es avitulenta en plantas de maiz. Esto
sugiere su paricipacidon en [a morfogénesis, pigmentacion y patogénesis
(Durrenberger y Kronstad, 1999). Una disrrupcién del gen Hg/T mostrd que su
producto génico podria ser una diana de fosforilacion por una PKA con relacion al
apareamiento de células compatibles sexualmente y la sefaliazacion via AMPc con
dos aspectos importantes de la virulencia de U. maydis: la trancision dimorfica vy a la
formacion de teliosporas (Dirrenberger F. y cols., 2001). El gen Kpp6 codifica para
una MAPK que tiene un dominio N terminal no relacionado a proteinas de este tipo,
cuyas mutantes son incapaces de penetrar la cuticula de la planta, lo que sugiere la
respuesta de Kppé a una sefal de la planta para regular los genes necesarios y
lograr de alguna manera la penetracion y subsecuente infeccién (Brachmann y cols.,
2003).
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Los genes Kint y KinZ2 cuyos productos génicos codifican para proteinas de tipo
kinesinas, actian sobre el citoesqueleto y estan implicadas en el crecimiento de las
hifas (Lehmler y cols., 1997). Otros genes encontrados son Fuzi, Fuz? y BRifi. Los
cudles intervienen en la formacién de teliosporas, distribucion y tamafio de los
tumores, germinacion de esporas y formacion de tumores, respectivamente (Banuett,
1991). El gen Myo5 que codifica para una proteina miosina de la clase V, esta
involucrada en ia morfogénesis, dimorfismo y patogénesis de . maydis (Weber y
cols., 2003). El gen UmChs6 es una chitin sintasa cuya disrupcion resulta en una
atenuancién del desarrollo filamentoso y la induccidn de tumores en maiz (Garcera-
Teruel A. y cols., 2004). El gen YapT esta relacionado la destoxificacion del HxO»
mecanismo que le permite hacer frente a las especies reactivas de oxigeno (ROS)
emitidas por su huésped como defensa. Mutantes de U.maydis en el gen Yap?
(Ayap1} presentaron una hipersensibilidad al H,Op, y una virulencia atenuada
significativamente por lo que se puede inferir que Yap? es utilizado por U. maydis
durante el proceso infectivo en su hlesped (Molina L. y Kahmann R., 2007). El gen
Pep1 codifica para una proteina secretada por U. maydis cuya expresidén es
escencial para la penetracion de las hifas en su hospedero. En mutantes (Apep?) de
la cepa solopatogénica SG200 se observaron defectos en la formacion del micelio y
los apresorios, pero no causd alteraciones en morfologia, desarrollo o tolerancia al
estrés, por lo que PepT? se relaciona directamente con la posibilidad de penetracién
de U. maydis en las células de su huésped (Doehlemann G. y cols., 2009). Et gen
Rok? es una fosfatasa que controla la fosforilacion de Kpp2 v Kpp6é en la
sefializacion de las MAPK; mutantes (Arok?) sobreexpresoras resultaron en un
incremento considerable de la virulencia, esta diferencia se debid a una mejor
eficiencia en la formacién de apresorios y la invasién del huésped (Di Stasio M. vy
cols., 2009){Figura 5).

Los genes antes descritos son solo algunos de los que se ha demostrado su
intervencion en el proceso patogénico de U. maydis; sin embargo aun falta por
conocer como responde U maydis a las sefiales de su huésped y como influyen en

su paso dentro del mismo.
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Figura 5. Representacion esquemdtica de la regulacidn y expresion de genes responsables de la transicién
dimérfica y virulencia de Ustilago maydis reportados hasta fa fecha (Gillissen y cols., 1292; Banuett y Herskowitz,
1994; Banuett, 1995 Ruiz-Herrera y Martinez-Espinoza, 1998; Bolker, 2001; Lee y Kronstad, 2002; Garcerd-Teruel
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2.5. Sistemas disefiados para el andlisis de expresién diferencial

La capacidad de secuenciar genomas completos desarrollados en la Uitima
década ha impulsado a la investigacién cientifica en la direccidn de definir la funcién
de cada uno de los genes identificades. Para contribuir con ese objetivo se han
diseflado metodologias que permiten estudiar la expresion génica glebal en un
determinado tejido y en un momento particular del desarrollo, posibilitando la
identificacion inicial y el agrupamiento en clases funcionales de secuencias nuevas
con una actividad asociada. Los procedimientos para esta evaluacién han
progresado desde los métodos desarrcllados para el andlisis de genes uUnicos y
especificos (como el northern blot y dot biotting, la RT-PCR semicuantitativa vy
cuantitativa v los ensayos de proteccion de nucleasas) hacia otros, enfocados en fa
identificacién de multiples transcritos que difieren en su representacién entre las
diversas muestras experimentales (como la hibridacion substractiva [Figura 6 y 7], el
despliegue diferencial, el ADNc-AFLP®, la secuenciacion de etiquetas expresadas o
EST, el andlisis serial de la expresidn de genes o SAGE y la hibridacién de
microarreglos). La organizacién de las secuencias dentro de grupos funcionales
basada en los datos de expresidn y de homologia proporciona un marco béasico para
conducir nueveos estudios dirigidos a definir la actividad precisa de cada producto

génico (Pessino y cols., 2004).
2.5.1. Hibridacion substractiva

Los métodos de hibridacion substractiva fueron creados a principios de la
década de los ‘805 con el propdsito de construir bibliotecas de ADNc para obtener
sondas de genes expresados diferencialmente {Pessino y cols., 2004). La hibridacion
substractiva permite comparar dos poblaciones de ARNm y obtener clonas de genes
gue se expresan en una de las poblaciones, pero no en la otra. La teoria basica de la
substraccidn es simple, primero ambas poblaciones (Control y problema) de ARNm
son transformadas a ADNc de doble cadena a continuacion son digetidas con la
enzima de restriccion RSA |, el ADNc problema se subdivide en 2 poblaciones, cada

una es ligada con un adaptador diferente (Figura 6). Los adaptadores ne contienen
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grupos fosfato, asi que solo un extreme de cada adaptador se une a los extremos 5
del ADNce. Los dos adaptadores tienen secuencias idénticas en fos extremos que les
permiten el alineamiento con el oligononucledtido del PCR una vez que los extremos
vacios de las cadenas son rellenados.

El problema vy el control son hibridizados en dos ocasiones, en la primera, un
exceso de ADNc control digerido es agregado a cada muestra problema previamente
separadas, entonces las muestras son desnaturalizadas por calor y posteriormente
alineadas, generando diferentes tipos de moléculas (Figura 8a, b, ¢, y d). Durante la
segunda hibridacién, [as primeras muestras hibridizadas son mezcladas sin
desnaturalizar; ahora solo los ADNc's de cadena sencilla del problema restantes
substraidos, se pueden reasociar y formar los nuevos tipos de hibridos; estos nuevos
hibridos son moléculas de doble cadena con extremos diferentes, los cuales
corresponden al adaptador 1 y 2R (Figura 8e). El nuevo ADNc desnaturalizado del
control, es agregado para enriquecer ain mas las moléculas de distinto adaptador
con secuencias diferencialmenie expresadas. Después de rellenar los extremos de
las cadenas con la ayuda de ADN polimerasa, las secuencias complementarias con
diferente adapatador tienen diferentes sitios de alineamiento para los iniciadores
anidados en sus terminaciones 5" y 3'. Toda la poblacidn de moléculas se somete a
PCR ﬁara amplificar las secuencias diferencialmente expresadas que se desean
obtener. Debido al efecto de supresion del PCR, la mayoria de las secuencias
complementarias que tienen un mismo adaptador forman una estructura con forma
de anillo que evita su amplificacion exponencial (Figura 7). Las secuencias
complementarias con un sélo adaptador tienen una amplificacién lineal y sélo las
complementarias con diferente adaptador se amplifican exponencialmente (Figura
8e).

El procedimiento completo requiere unicamente de 0.5-2.0 ug de poli A+ARN y
no requiere separacion fisica de las cadenas dobles y simples, ademds la supresion
debida a los sucesivos PCR’s previene la amplificacién de moléculas indeseables
mientras que se enriquecen las moléculas objetivo (Diatchenko y cols., 1996;

Galbraith y cols., 2004). En la figura 7, se muestra un diagrama de la metodologia
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Promotor T7

Adaptador 1 [ S'BCTARTACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCECCCGEGCAGGTD!

/\ 3'DGGCCCETCCRDS!
Cligonucledtido

de PCR 1

Cligonucledtide anidado 1

Rsal  1f2-site
[ S 'BCTARTRCGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGECCGAGGTDS !
Adaptador 2 Promotor T7 3'DGCCGEECTLCEDST
N

S'EAGCGTGETCECGGCCGAGETDI "
Oligonucledtido anidado 2R

Figura 6. Secuencia de los Adaptadores 1 y 2R, que muestra el premotor T7 ademas de los cligenucledtidos 1
y 2R utllizados en la Hibridacidn Substractiva. Adaptade del manual “PCR-Select cDNA Subtraction Kit® de
CLONTECH®, 2007.

s e o I s Desnaturalizacién
a 94°C

Alineamiento a
68°C

/ Adapatdor

e e S

Sintesis de
ADN

o

Estructura de

horquilla; ocurre la m
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Figura 7. Esquema del proceso de substraccién por PCR en la metodologia de Hibridacién Substractiva. Las
estructuras en forma de horquilla impiden ia amplificacion de secuencias indeseables. Adaptado del manual
“PCR-Select cDNA Subtraction Kit" de GLONTECH®, 2007.
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Figura 8, Esquema que muestra la secuencia de pasos a seguir por la técnica de Hibridacién substractiva.
Dentro del rectangulo azul se muestran las secuencias deseadas que presentaran una amplificacion durante
e! PCR. Adaptado del manual “PCR-Select cDNA Subtraction Kit” de CLONTECH®, 2007.
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seguida por la Hibridacién Substractiva para postertormente construir las bibliotecas

de ADNc.

2.6. Bioinformatica
2.6.1. Herramientas Bioinformaticas

Recientemente las técnicas basadas en la tecnologia del ADN recombinante
han logrado avances poco convencionales. Técnicas como la “Reaccién en Cadena
de la Polimerasa” (PCR por sus siglas en ingles) han permitido obtener grandes
cantidades de ADN a las que se podria obtener por métodos convencionales,
aumentando la posibilidad de la experimentacion (Rey y Piedra, 2002). La técnica es
especifica, sensible y rdpida, sin embargo, su funcionalidad estaria incompleta sin el
arribo de las tecnologias informaticas y la internet, transformando la estructura de
almacenamiento y acceso a los datos, lo que ha permitido el desarrollo de aspectos
fundamentales para el avance de los conocimientos sobre los sistemas bioldgicos
(Baxevanis y Ouellette, 2001).

La bioinformatica nace entonces del uso de las herramientas computacionales
aplicadas a la busqueda de solucicnes de problemas bioldgicos (Zdobnov y cols.,
2002). Tanto el andlisis gendmico come sus disciplinas relacionadas pueden ser
abordados desde una perspectiva diferente, a partir de la enorme disponibilidad de
proteinas y secuencias moleculares acumuladas en bases de datos internacionales
como: GenBank (gue pertenece al NCBI), Laboratorio de biologia molecular Europeo
(EMBL), Banco de datos de ADN de Japon (DDBJ) v la base de proteinas mundial
(UniProf). El impacto de los proyectos en gendmica durante los Ultimos 10 afios, ha
sido impulsado por un lado, debido a la creciente disponibilidad de secuencias, y por
el otro fa gran diversidad de datos biolégicos acumulados, cuyo principal fin ha sido
la bisqueda de similitud entre las secuencias moleculares, el andlisis comparativo
(filogenético y taxonémico) de especies, el andlisis de macromoléculas, la ingenieria
y disefio de estructuras proteicas, entre otros (Kanehisa y Bork, 2003).

Dentro de las herramientas bioinforméticas que se han desarrollado para

facilitar la interpretacion de datos biologicos se encuentran: a) bases de articulos
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cientificos; b) bases de informacioén molecular; ¢} bases de genomas secuenciados;
d) bases de dominios; e) alineamientos de un par o miltiples secuencias; f)
busqueda de homdlogos remotos; g} prediccidn de genes; h) paquetes de disefio de
oligonucleétidos; |} programas de prediccidén proteica, entre otros (Paniego y cols,,

2004).

2.6.1.1. Alineamiento entre pares de secuencias

Una de las maneras mas frecuentes de obtener informacién sebre una o un
grupo de secuencias incognitas, es mediante la blisqueda comparativa utilizando la
informacién depositada en distintas bases de datos (Paniego y cols., 2004). Uno de
los métodos comparativos mds comunes es el alineamientc de pares de secuencias,
entre las plataformas mds usados se encuentran: Basic Local Aligneamient Search
Tool (BLAST) {Altschul y cols., 1990), FASTA (Pearson, 1988) y Smith-Waterman
search (SSEARCH) (Dayhoff, 1978} que miden similitud ¢ identidad entre secuencias
pero no homologia. ‘

Para la interpretacion de los resultados obtenidos en la busqueda de similitud
entre bases nucleotidicas, se utiliza cualquiera de los algoritmos FASTA, BLAST o
SSEARCH, en donde el valor mas representativo que se considera es el error ¢ valor
E (Altschul, 1998). Este depende del valor positivo de comparacion a lo large de la
secuencia incégnita y del tamafio de Ja base de datos analizada; mide las
posibilidades de que et alineamiento obtenido no sea solamente causa del azar. Asi
un valor E de 0.001 (que es el valor de corte mas usado para las blsquedas con
BLAST) significa que hasta 1 de cada 1000 alineamientos puede haberse dado al
azar. Un valor cercano o menor a 1 e-50 es menos frecuente de encontrar, y resulta
muy confiable en cuanto a que las secuencias alineadas estén evolutivamente
relacionadas, no obstante esta apreciacién exige una confirmacion mediada por un

andlisis filogenético (Altschul y cols., 1990).
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2.6.1.2. Basic Local Aligneamient Search Tool (BLAST)

El algoritmo BLAST es un programa informatico que permite realizar
alineamientos locales y globales asi como regiones de similitud entre genes no
relacionados, de tal forma gue en un tiempo relativamente corto se pueden encontrar
secuencias de genes con una similitud al fragmento de la secuencia analizada y de
esta manera inferir en su funcién, parentesco, efecto de sondas, disefio de
oligonucleotidos especfficos, entre otros (Nei y Kumar, 2000). BLAST permite
ademas hacer comparacion de secuencias de nucleédtido a nucledtido (BLAST'n), de
aminoacidos a amincdcidos (BLAST'p), la traduccién de una secuencia de hases
nitrogenadas a aminoacidos (BLAST'X} y viceversa, los cudles arrojan un porcentaje
de similitud y dan informacion sobre la proteina codificante con respecto a la

secuencia similar en el bance de datos {Altschul y cols., 1987).

2.6.2. Disefio de QOligonucleotidos

El disefic de los oligonucledtidos (primers, cebadores ¢ iniciadores) es un paso
critico en {a aplicacién de la “Reaccidén en Cadena de la Polimerasa” (PCR) {Yang y
cols.,, 2006), por lo que poner un especial cuidado en el disefio es de gran
importancia. Para disefiar correctamente un par de olignucledtidos es necesario
comprender sus propiedades y los factores que lo afectan (Dieffenbach y cols.,
1995). Entre los factores estructurales que influyen en su eficiencia encantramos: a)
famario det ofigonucledtido que influye en la especificidad, la temperatura de fusion y
el tiempo necesario para la hibridacién a la secuencia complementaria, la longitud
optima debe ser entre 18-24 bases; b) temperatura de alineamierto (Tm) debe ser de
59-60°C, ademas es importante que ambos oligonucledtidos tengan temperaturas de
fusion similares (2 = °C); ¢) la especificidad, depende de la longitud del
oligonucledtido, y de fa temperatura de fusion (55-72°C), por lo que se debe evitar
escoger secuencias altamente repetitivas que puedan hibridar en varios sitios en
nuestro molde de ADN; d) la complementariedad en la secuencia de los

oligonuciedtidos, se deben evitar, para eliminar a posibilidad de formar dimeros entre
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los oligonucledtidos que impiden la formacidn del producte por competicién; e) el
contenido en G/C, debe estar entre 45% y 55%, evitando zonas ricas en pcli A o poli
T, f) se debe considerar un residuo de G o C en el extremo 3' del oligonucledtido para
asegurar que el extremo 3' hibride correctamente y con elle minimizar el
desacoplamiento del oligonucledtido; g) en el extremo S'-terminal y regiones
centrales, es conveniente incluir regiones ricas en GC con el fin de incrementar la
estabilidad de! oligonucledtido a su secuencia diana (Sharrocks y cols., 1994, Innis y

cols., 1994; Dieffenbach y cols., 1995; Pinzon, 2007; Yuryev, 2007).
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3. JUSTIFICACION

Para reducir la pérdida de produccién alimenticia a consecuencia de
microorganismos patdégenos se han desarrollado una gran cantidad de productos
sintéticos (pesticidas), que resolvieron aparentemente este problema, sin embargo,
los avances cientificos demostraron la magnitud de los estragos gque estes productos
causaban al ecosistema y a la salud, por ejemplo Wilson y Wisniewsky (1989)
demostraron que se presentd un fiesgo elevado a ia salud (60% de contraer cancer)
cuando se utilizaron estos productos.

Estos antecedentes ponen de manifiesto [a necesidad de desarrollar nuevos
mecanismos que contrarresten el dafio causado por hongos, evitando cualguier
riesgo; una alternativa viable es la sintesis de nuevos productos naturales de
actividad biolégica, lamentablemente aidn es mucho el trabajo que debe de hacerse
en ciencia béasica para dilucidar los principios moleculares de la interaccion planta-
patégeno que sean la base para el desarrollo de estos nuevos productos.

A través del estudic a nivel molecular del proceso de patogenicidad en hongos,
se abre la posibilidad de disefiar estrategias efectivas que permitan el control de
diversas enfermedades al tener una mayor comprension de los procesos bioldgicos y
de los productos genéticos participantes.

El presente trabajo radica en la generacién de una base de datos de ADNc's
diferenciales con el fin de generar conocimiento que ayude a entender el proceso
patogénica de U. maydis, principaimente sobre aquellos genes que participan
durante este proceso, complementando con esto los diversos estudios gue se han
enfocado principalmente hacia las vias de sefializacién y de transduccién de sefiales
involucradas en diche proceso (Ruiz-Herrera, 1898). La comprensién de los
diferentes niveles del proceso patogénico de U. maydis como modelo, puede ser la
base para poder disefiar estrategias que permitan el control de hangos fitopatégenos
biotréficos.

U. maydis es un sistema modelo importante para develar los mecanismos
moleculares de patogenicidad de hongos (Basse y Steinberg, 2004). Por lo que al

encontrar genes que se expresan de manera diferencial durante el proceso
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patogeénico, se bordea la posibilidad de encontrar uno ¢ algunos genes necesarics
para regular dicho proceso, de esta manera comprender el proceso patogénico de

otros hongos al extrapolar los resultados obtenidos en este estudio.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetive general

Obtener un banco de ADNc diferencial durante la infeccién temprana de

Ustilago maydis en Arabidopsis thaliana mediante hibridacion substractiva.

4.2. Objetivos especificos

1) Obtener un bance de ADNc diferencial mediante el método de hibridacién

substractiva a las 72 h posteriores a la infeccién (hpi) por Ustilago maydis en

Arabidopsis thaliana.

2} Realizar el andlisis bicinformatico de los fragmentos obtenidos y seleccionar

al menos uno para determinar su posible funcién.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material bicldgico y condiciones de cultivo

5.1.1. Arabidopsis thaliana (L..) Heinh

Se utilizé la variedad silvestre de Arabidopsis thaliana Landsberg erecta (Ler.}
como huésped para Ustilago maydis, el medic de cultivo utilizade fue Murashige y
Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1969) con algunas modificaciones: Sclucion (1)
NH4NQC;3, 20.6 Mm; KNQO3 18.8 Mm; CaCL,. 2H.0, 3 mM; MgS0,.7H:0, 1.5 mM,; Ki,
SuM: HzBQOaz, 25uM; MnSO4H:0O, 0.1 mM; ZnSo47H:0, 30mM; NaMoQ. 2H.0,
0.25mg/L; CuS0.:5H:0 0.025 mg/L. Solucion (2) KH2PO, 1.15 mM. Solucién (3).
Inositol, 100 mg/L; FeSQO.7H0, 0.1 mM; NaEDTA. 2H:0, 0.1 mM; glicina, 2 mg/L,
piridoxina.HCI, 0.5 mg/L; acido nicotinico, 0.5 mg/l; tiamina.HCL, 0.1 mg/L. Se
mezclaron las tres soluciones, en una proporcién 1:1:1 (v/v), se llevd a pH a 5.7-6.0
con Hidréxido de Potasio (KOH) 1M, 1% de agar, se esterilizé el medio en autoclave
y se vacio en cajas de petri altas(25 X 100 mmy}.

Para el cultivo de A. fahliana las semillas fueron desinfectadas con aleohol
etilico al 70% estéril durante cince minutos, transferidas a una solucion de hipoclorito
de sodio (30%) per 10 minutos, y se lavaron tres veces con agua destilada estéril.
Las semillas fueron sembradas {25) y se incubarcn en condiciones controladas de

temperatura (25°C), con un fotopericdo de 16 h [uz y 8 h oscuridad.

5.1.2. Ustilago maydis (DC)} Corda.

Se utilizé la cepa silvestre FB1 (alb1} (Flora Banuett, California State
University, Long Beach). La cepa se cultivd en Medio completo (MC) (Hollyday,
1974). El cual se detalla a continuacién: glucosa 1%, hidrolizade de casefna, 0.25%
extracto de levadura, 0.1%; NH4NO3 0.15% y 62. 5 mL de solucidn de sales por litro
(la solucion de sales contiene: KHaP, 16g/L, Na,SO, 4g/L, MgSQ4 2¢/L, Cacly 1g/L,
Kcl 8g/L; elementos traza 8 mL/L los cuales contienen: HsBOs 0.06 g/L, MnClz.4H,0
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0.14g/L, ZnCl: 0.4g/L, NaMoQO, H>0 0.C4g/L, FeCl3.6HC 0.1g/L, CuSQ04.5H:C
0.4g/L). Se agregd carbencilina (50 pb/mL).

Las condiciones de cultivo fuercn las descritas por Sambrook y cols. (1988). Se
tomaron alicuotas de la cepa mantenida a -70°C en glicerol estéril al 50% (v/v), se
crecieron en 3 mL de MC y se mantuvieron en agitacion constante a 28°C de 2 a 3
dias. Dichos cuttivos se utilizaron como preincculo. Alicuctas de los preinoculos (50
pL) fueron inoculadas en 3 mL de MC en tubos de ensayo y se mantuvieron en
agitacién constante a 28°C de 18-24 h. El cultive se centrifugd {3,000 X g/5 min) y las
células fueron lavadas tres veces con agua destilada estéril y resuspendidas en agua

destilada estéril.

5.1.3. Escherichia coli.

La cepa de Escherichia coff utilizada fue la TOP10 F’ de Invitrogen, su genotipo
es: Fllacl?, Tn10(Tet™)} merA A(mr-hsdRMS-merBC) 980/acZAM15 AlacX74 recAt
araD139 Alara-leu)7697 gald gakK rpsL (Str") endA1 nupG, es quimiocompetente y
necesita IPTG para inducir el coler azul/blanco para la seleccidn de recombinantes;
ademas presenta una tasa de transformacion de 1x1 0° ufc/pg pUC DNA.

El medio de cultive utilizado fue: Luria-Bertoni (LB), que contiene: extracto de
levadura, 1.0%; Bacto triptona, 1.6%; NaCl, 1%; se lievo a pH 7.0 con NaOH 5 N
(Sambrook y cols., 1989). Las condicicnes de cultive se describen a continuacion: fas
células se incubaron a 37°C toda la neche por un tiempo no mayor a 20 h en
agitacion constante a 350 rpm. En los casos necesarios se afadié agar al 2%, y para
la selecciobn de clonas resistentes se adiciond carbencilina (50 pg/mlL),
bromocloroindol §-D-galactdsido (X-gal) en dimetiiformamida (20 pg/mb) e IPTG

(isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosida) en agua destilada (concentracion final de 1
M.
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5.2. Inoculacién de plantulas de Arabidpsis thaliana con Ustilago maydis

U. maydis fue cultivado in vitro en MC a 28°C en agitacion constante de 18-24
h. Las céluias se recuperaron por centrifugacién {3,000 X g/ 5 min) para obtener una
concentracién de 1X10° esporidias/mL y se resuspendieron en agua destilada estéril,
el conteo de esporidias se llevé a cabo,con un hemocitémetro en un microscopio
compuesto. De esta suspensién, 0.5 pL (5 X10° esporidias/mL) fueron inoculados en
la epidermis de las hojas (entre las dos primeras hojas verdaderas) de plantulas de
seis dias postetiores a la germinacion (dpg), después las plantas fueron incubadas
en una camara de crecimiento en condiciones controladas a 25°C con un fotoperiodo
de 16h luz y 8h oscuridad hasta cumplir 72 hpi. Los controles correspondieron a
plantulas de A. thaliana de ocho dias de crecimiento sin inocular y el cultivo haploide

de U. maydis crecido in vitro en MC.
5.3. Manipulacidon de acidos nucléicos
5.3.1. Aislamiento de ARN total

Se partid de ARN total aislado con el protecolo de extraccidn de ARN con
TRIZOL (Invitrogen} y el kit *“Micro to Midi RNA purificacién system” (Invitrogen) con
algunas modificaciones. Para el control se utilizo ARN de plantas de A. thaliana no
inaculadas y ARN de U. maydis cultivado in vitro (2 pg de cada muestra de ARN) y el
problema consistio en ARN de plantas de A. thaliana infectadas con U. maydis (4
Hg).

Para determinar la pureza y concentracion del ARN obtenido de cada muestra
se utilizo electroforesis en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes
(Sambrook y col, 1989) comparado con un marcador de peso molecular de
concentracion conocida (1 pg/uL). La iniegridad y calidad del ARN obtenido se
determind por comparacion del ARN correspondientes a las fracciones ribosomales

28S y 16S en geles de agarosa.



5.3.2. Transcripcion Reversa-Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (RT-
PCR)

Para llevar a cabo el RT-PCR, se utilizaron los reactivos y metodologia
descrita en el manual de la técnica “PCR-select cDNA substraction kit
(CLONTECH®) y el “kit transcriptasa reversa Super Script HI” (Invitrogen). En tubos
separados, se mezclaron los ARN con el oligonuclectido de sintesis de ADNe 10 miM
(5-TTTTGTACAAGCTT-3), ajustando a un volumen final de 5 pL con H:O estéril
libre de ARNasas y se incubd cada reaccién a 70 °C por 2 min para obtener la
primera cadena después se colocaron en hielo por un tiempo de 2 minutos.
Posteriormente se adiciond buffer de sintesis de la primera cadena 5X (contiene 250
mM Tris-HCI pH 8.5, 40 mM MgCI2, 150 mM KCI y 5 mM ditiotreitol), dNTPs 10 uM,
1ui. de de transcriptasa reversa (50U/ul) y HO estéril para un volumen de reaccion
de 10 pl; se mezclo e incubd durante 1.5 h a 42 °C. Inmediatamente se procedio a la
sintesis de fa segunda cadena, se agregé 1X de buffer de sintesis de la segunda
cadena 5X (contiene 500 mM KCI, 50 mM Sulfato de amonio, MgCl,, 0.75 mM b-
NAD, 100 mM Tris-HCI pH 7.5, y 0.25 mg/mL BSA) para una mezcla de reaccién 1X,
dNTPs (10 mM cada uno), 1X de la mezcla de enzimas para la segunda cadena 20X
(contiene 6 U/ul de ADN polimerasa I, 0.25 U/pL de RNasa H y 1.2 U/uL de E. coli
ADN ligasa), y H,O estéril hasta ajustar a un velumen de reaccion de 80 pL, se
incubd a 16 °C por 2 h, e inmediatamente se agregé 6U de T4 DNA polimerasa y se
incubé 30 min a 16 °C. Se detuvo la reaccion con 1X de EDTA/glicdgeno 20X.
Posteriormente se purificaron los productos de PCR utifizando la metodologia
descrita en el “PCR Clean-up Kit “{LAMDA BIOTECH®).

Como control de carga para Ustilago maydis se utilizé un par de
oligenucledtidos reportados por Kuske y cols. (1998) que amplifican un fragmentc de
735 pb aproximadamente correspondiente a la fraccion de ARNr 183, NS1 sentido
(5-GTAGTCATA TGCTTGTCTC-3'; NS2 antisentido (5-
GGTGCTGGCACCAGACTTGG-3"), con una Tm de alingeamiento de 58°C. El
programa de amplificacion de PCR se describe a continuacion: 94°C durante 2 min;
35 ciclos de 94°C 30 s, 58°C 30 s, 72°C 1 min y finalmente una extension a 72 °C 5

min.
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Como control de carga para A. thafiana se utilizd un par de oligonucledtidos que
amplifican un fragmento de 402 pb de la fraccién del ARNr 18S. At18S sentido
(5’CCTCCGGCGCTGTTACTTTIG-3); At18S antisentido (5-GTTTCAGCCTTGCGA
CCATACTC-3), con una Tm de alineamiento de 56.7 °C. El programa de
amplificacién de PCR se describe a continuacion: 94 °C 30 s; 35 ciclos a 94 °C 30s,
56.7°C 30 s, 72 °C 40 s y finalmente una extension a 72 °C de 10 min.

5.3.3. Aislamiento de ADN plasmidico de Escherichia coli

La obtencion de ADN plasmidico de E. cofi se realizé de acuerdo a los
protocolos descritos por Sambrook y cols. (1988), con el método de lisis alcalina de
Birboim y Doly {1979) que se describe a continuacion: 3 mL de medio de cultivo LB
con antibidtico {carbencifina 50 ul/mL} con la cepa incubada por un periodo de 18 h
a 37°C, se centrifugd a 3,000 X g duranie 5 min a temperatura ambiente (TA}. El
sobrenadante se descarto y se dejd secar periectamente el precipitado. Se
adicionaron 200 L de solucion de lisis | {glucosa 50 mM, Tris HC| 20 mM) fria con
enzima RNasa (2 U/ul). Se adicionaron 300 ul de la mezcla litica o solucién I, se
mezclé por inversion, vy se incubd a 37°C 5 min. Se adicionaron 200 uL de acetato de
potasio 3M pH 5.2 (solucidn 1ll} fria. Se incubd 10 min en hielo, vy se mezclo por
inversion, se centrifugé a 10,000 X g a 4°C durante 10 min, el sobrenadante se
trasfirié a un tubo de microcentrifuga limpio. Se utilizé un volumen igual de
isopropanol fric y se mezclé por inversidn, se incubd a -20°C 15 min, se centrifugd a
10,000 X g 10 min a 4°C, se eliminé el sobrenadante. Se lavo fa pastilla con etanol al
70 %, y se centrifugd a 10,000 X g 10 min, nuevamente se elimind el sobrenadante y
se dejo secar la pastilla de 5 a 10 min. Finalmente se resuspendio la pastilla con 30
ub de agua estérii.

Para obtener ADN plasmidico de mayor pureza para secuenciacion se usaron
columnas de intercambio anitnico (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del

proveedor.



5.3.4. PCR (Reaccidn en Cadena de la Polimerasa)

Reaccidén en cadena de [a polimerasa (PCR). Se utilizaron aproximadamente 2
ng de ADNc o 2 ng de ADN plasmidico. La cantidad de los iniciadores fue de
aproximadamente 10 uM cada uno, la mezcla de desoxirribonucledtidos trifosfatados
fué de 10 mM y 3 mM de MgCl,. El volumen de la reaccidn fue de 50 L y ésta se
inicid agregando 2 U/uL de Taq DNA polimerasa (Invitrogen) y su regulador
concentrado 10 X. Un programa tipico de PCR es el siguiente: desnaturalizacion
inicial a 94 °C, por 3 min, seguida de 30 ciclos con desnaturalizacion a 94°C por 45 s,
alineamiento a temperatura cercana a la Tm de los iniciadores por 30 s y
polimerizacién a 72°C por un tiempo que cumple la siguiente regla: por cada 1000 pb

se requiere de 1 min.

5.4. Obtencién de la biblioteca mediante Hibridacion Substractiva

Se realizé la construccidn de bancos diferenciales utilizando la técnica “PCR-
Select™ cDNA Subtraction Kit® Clontech bajo las especificaciones del proveedor. Se
utilizé ARN total extraido con antericridad; se procedid a obtener el ADNc por medio
de RT-PCR. El ADN¢ de la muestra problema (plantulas de 72 hpi), y el ADNc control
(pléntulas sin infectar, asi come . maydis crecido in vifro) producto del ARN total
aislado, se amplificd por medio de RT-PCR para la obtencion de ADNc de doble
cadena. Con las muestras de ADNc obtenidas se procedio a obtener bancos de
expresién. Las muestras problema se separarcn en dos poblaciones. A una
poblacion se ligd el primer adaptador (Ad1) y a la otra poblacion el segundo
adaptador (Ad2R). El ADNc control no se le adicionan adaptadores. Las poblaciones
Ad1 y Ad2R se hibridaron en forma separada con el ADNc control. Posteriormente
los productos de esa hibridacidn se mezclaron y se realizaron dos amplificaciones
por PCR, para obtener sdle la amplificacion de aquel ADNc de doble cadena
{(hibridos) que presentaron diferentes adaptadores, los cuales se amplificaron

exponencialmente.



5.5. Vector para Escherichia coli

El vector utilizado fué pDRIVE (Qiagen), cuya longitud es de 3,851 pb, posse un
gen Lac Z a (que permite seleccionar a los recombinantes de manera visual), y un
par de genes de resistencia a ampicilina y kanamicina (para la seleccion de clonas
resistentes) (Figura 9).

Este plasmido se utilizé para la clonacién de los productos de amplificacién por

PCR obtenidos durante la técnica de hibridacién susbstractiva.

5.5.1. Transformacidn de células competentes de E. coli

Se adicionaron 2 L del ADN transformante a 100 plL de células competentes
TOP10 F’ (Invitrogen), se dejé en higlo por 10 min, se aplicé un choque térmico de 2
min a 42 °C y se dejé en hielo 5 min mds. Posteriormente se adicionaren 900 pl de

medio LB y se incubd por 1 h a 37 °C en agftacion ienta.

5.56.2, Analisis de clonas transformantes e inserfo

Las clonas transformantes que crecieron en las placas con medio selectivo LB
con carbencilina, IPTG y X-gal, sélo aguellas colonias con crecimiento de color
blanco {clonas positivas) fueron seleccionadas, mientras que las colonias azules se
eliminaren (indica la ausencia de inserto). Se verifico la presencia presencia de
insertas en las clonas positivas, con ayuda de un palillo estéril se pico la clona
transformante y se colocd en 3 mL de medio de cultivo LB con antibiotico y se incubd
con agitacién durante 18 h a 37°C. Después se realizé la extraccién de ADN
plasmidico mediante el método de lisis alcalina de Birboim y Doly (1979) como se
menciono anteriormente y se verificé su presencia mediante electroforesis en gel de

agarosa.
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Vector de clonacion pDrive
3.85kb

Elemento Posicidn (pb)
Sitio de clonacién miltiple 266-393
Péptido Lac Za 216-593
Gen de resistencia a Ampicilina 1175-2032
Gen de resistencia a Kanamicina 2181-2993
Origen de fago 1 588-1043

Figura 8. Esquema del mapa del vector de clonacién pDrive (Qiagen) utilizado para la transformacion de
células de E. cofi, en el cual se muestra el sitio de clonacién miltiple y los genes de resistencia a
kanamicina y ampicilina, el gen Lac Z a, el sitio de origen f1 y se indican ias enzimas de restriccion que
flanguean el sitio de clonacidn multiple. Adaptade del manual QIAGEN PCR Cloning™* Kit 2001.
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5.6. Almacenamiento de la biblioteca substractiva

Las colonias transformantes positivas {0 blancas) fueron inoculadas por
separado en 3 mL de medio LB con antibidtico y fueron incubadas con agitacidn
durante toda la noche a 37°C. Posteriormente, se procedio a colocar 300 L de cada
uno de los cultivos para almacenarlos en cajas de 96 muestras en glicerol al 50%, se

resuspendieron y se almacenaron a -20°C.

5.7. Electroforesis en geles de agarosa

Para el corrimiento electroforetico de ADN se utilizaron geles de agarosa al 1.2
% en TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8) 1 X. Para la visualizacion de los
fragmentos de ADN, se tifie el gel de agarosa con una solucién de BrEt a una
concentracion final de 0.5 pg/mL. LLa separacidn de los fragmentos de ADN se realizé
aplicando un voltaje constante de 50 a 100 V, en una camara de electroforesis que
contiene el mismo regulador TAE 1 X. El tamafio de los fragmentos separados se
determind por comparacion del corrimientc de bandas con marcadores de peso
molecular de ADN comerciales (Boerhinger Mannheim). Los geles se visualizaron
con luz UV en un transiluminador marca “Uliraviolet Products” (UVP) de 365 nm UV,
la imagen se digitalizé utilizando una cadmara digital Power Shot S31S (CANNON).

La presencia y tamaio de fragmentos se observo por electroforesis en geles de
agarosa de los productos de PCR, y utilizande un marcador de peso molecular de
ADN (1 kb; Invitrogen). Se identificaron aguellos plasmidos que presentaban insertos,

de los cuales se seleccionaron algunoes para ser secuenciados.
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5.8. Secuenciacion

La secuenciacién de los ADN plasmidicos se llevd a cabo en el Centro de
Investigaciones vy estudics Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAV-IPN), Unidad IRAPUATO con un secuenciador ABI PRISM 377 DNA
sequencer de Perkin Elmer con oligonucleotides para el plasmido pDrive, con el fin

de conocer las secuencias nuclectidicas de los insertos clonados.

5.9, Analisis bicinformatico

Una vez obtenidas las secuencias de los fragmentos clonados, éstos fueron
andlizados con el software Chromas version 2.33 (Copyright® 2003-2008,
http./www.technelysium. com.au).

Cada secuencia se analizd en internet con el algoritmo “Basic Local Alignment
Search Tool” (BLAST v2.0 , http://www.ncbi.nim.nih.gow/BLAST/) desarrollada por el
Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI) del gobierno de los U.S.A
(Altschul y cols., 1997). Mediante las herramientas BLASTn gque compara una
secuencia de nucledtidos contra una base de datos que contenga también
secuencias nucleotidicas y el BLLAST'x que traduce las secuencias en sus seis
posibles marcos de lectura {aminoacidos) y compararlas ya traducidas contra una
base de datos de proteinas; en ambos casos se considero un valor (E) menor a 1e*
como significativo. Ademas se utilizaron las bases de datos gendmicas de Ustilago
maydis y Arabidopsis thaliana  (www.broad.mit.edu/annctation/fungi/ustilaga_maydis)
{www.genomenewsnetwork.org/articles/04_00/ what_makes_chart. shimi).

Una vez que se obtuvo fa secuencia completa, se realizaron alineamientos
multiples con las homdlogas pertenecientes a otros organismos registrados en la
base datos del NCB! y se desarrollaron arboles filogenéticos con la herramienta
Megaline del paquete bioinformatico Lasergene® v8. 0 de DNASTAR.

Con base en los alineamientos miltiples se disefiaron oligonucledtidos
especificos con la herramienta Primer select del paguete bicinformatico Lasergene®
v8.0 de DNASTAR, correspondientes a [a secuencia de Ustilago maydis
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seleccionada gque un andlisis bioinformatico mas exaustivo, el disefo de estos fue

con el fin de ser utilizados para el analisis de expresion del gen mediante RT-PCR.

5.10. Analisis de expresion por RT-PCR de un gen diferencial

Para comprobar y dar seguimiento a la expresion diferencial de la biblioteca
substractiva se seleccioné uno de los genes para un anaiisis de expresién por RT-
PCR a diferentes tiempos posteriores a la inoculacion de A. fhaliana con U. maydis.
En este caso se utilizaron dos etapas del desarrollo de A. thaliana para su
inoculacion, una a tiempo temprano de desarrollo en donde la planta es mas
susceptible a la infeccién (11 dias posteriores a la germinacion [dpg]} y otro a tiempo
tardio del desarrolle en donde la planta es mas resistente a la infeccion (18 dpg). Se
tomardn muestras a las 24, 72, 120 y 1688 hpi para la etapa uno, a las 24 hpi para la
etapa 2 y de 24h para U. maydis cultivade in vitro. En cada caso se llevd a cabo
extraccidon de ARN; para obtener los transcritos se utilizé amplificacién por RT-PCR
en dos pasos, en el primero se utilizé RT con oligo dT para obtener el ADNc, y
después PCR con los oligos especificos para amplificar el fragmento correspondiente

al gen.



6. RESULTADOS
6.1. Escrutinio de clones

6.1.1. Seleccién de clonas positivas y porcentaje de transformacidn

Para el crecimiento de células transformantes se realizaron dos diluciones una
de 50 pl y otra de 80 jL (Figura 10). Se contaron 286 clonas de ambas diluciones,
en la primera dilucién (50 plL} se obtuvo un total de 191 clonas de las cuales 109
fueron positivas (57%), de la segunda dilucién {80 pL) se obtuvieron 85 clonas de las
cuales 72 fueron clonas positivas (76%) (Figura 11); lo que nos lleva a un fotal de
181 clonas positivas (63.28%) contra 105 clonas negativas {36.71%) (Figura 12}).

6.1.2. Verificacién de clonas positivas por presencia de plasmidos

Una vez aisladas las 181 clonas positivas (blancas) se procedid a verificar la
presencia del plasmido. Se utilizarén 96 clonas {53%) de las 181; se observé que 91
clonas presentaron bandas correspondientes a la presencia del plasmido
recombinante (Figura 13 y 14). Las clonas que no presentaron bandas visibles (5

clonas) se descartaron.

6.1.3. Verificacién de la presencia y tamano de insertos

A partir de las 91 clonas que se confirmaron positivas en el andlisis de
plasmidos, 56 fueron utilizadas para amplificar el inserto por PCR. Cada producto de
PCR fue analizado por electroforesis en geles de agarosa al 1.2% con el fin de
confirmar la presencia y el tamafio aproximado de cada fragmento. Se confirmaron
52 fragmentos por PCR (Figura 15}, los tamafios de éstos se presentaren entre los
100 y 1000 pares de bases (pb). La mayor cantidad de fragmentos se encontrarcn
entre 200 (23%) y 300 pb (37%) del total de clonas analizadas {Figura 16).

44



Figura 10. Clonas obtenidas por Hibridacién Substractiva del patosistema Ustilago maydis-Arabidopsis
thaliana a las 72 hpi. A |a izquierda se muestran los resultados de la transformacién de células de E. cofi
en placas de medio selectivo LB (CB, IPTG y Xgal) en donde se observa la diferencia entre colonias
azules (negativas) y colonias blancas (positivas). A la derecha seleccidn y recuperacion de colonias
positivas. Las flechas sefialan las colonias blancas (clonas transformantes cen inserto); en azul las clonas

negativas (No presentan inserio).

Comparacionde clonas positivas por

dilucién
120 y7 e S -
w00 77 . o
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w 80 -~ — 1.
3
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= »
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Diluciones

Figura 11. Representacién grafica de clonas obtenidas por Hibridacion Substractiva. Clonas positivas
(barras blancas) contra las negativas (barras azules) de acuerde a la dilucién 50 y 80 pL

respectivamente,
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Porcentaje de transformacion

O Positivas

| Negativas

Figura 12, Distribucién porcentual de los resultados de transformacion de las clonas obtenidas en la bibliotec
substractiva a las 72 hpi utilizando el patosistema Ustilago maydis-Arabidopsis thaliana. En gris el % de clona

positivas (con inserto), en en azul el % de clonas negativas (sin inserto)

Verificacidn de clonas positivas por presencia de
plasmidos recombinantes en gel de Agarosa

50% Pldsmido confrmado
& Plasmido no confirmado

B Clonas no analizadas

3%

Figura 13, Gratfico de porcentajes obtenidos sobre los resultados de clonas confirmadas con presencia de
plasridos por PCR y corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1.2%. Se considerd el porcentaje
obtenido del total parcial analizado
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Figura 14. Verificacién de la presencia de ADN plasmidico extraido por lisis alcalina a partir de las clonas
positivas {blancas) obtenidas del banco substractive a las 72 hpi del patosistema Usfilago maydis-
Arabidopsis thaliana por electroforesis en geles de agarosa al 1.2%. Linea 1, marcador de peso molecular de
1 Kb (1 ug/ul); Lineas 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 ADN plasmidicc extraide de diferentes clonas positivas.

1200 pb

500 pb
300 pb

100 pb

gura 15. Cetrimiento electroforético en geles de agaresa al 1.2% en donde se muestra el tamafic de los fragmentos
>nados determinados por PCR. El PCR se lleve a cabo utilizando los oligonucledtidos especificos Nested 1 y Nested
1 del paquete “PCR select cDNA substraction Kit” (CLONTECH®), Lineas 1 a 18 se presentan los productos de PCR
+ 18 clonas diterentes; Linea 19. Marcador de peso molecular 1 Kb (1ug/ul).
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6.2. Analisis Bioinformatico de secuencias

6.2.1. Secuenciacién

De las 181 clonas positivas obitenidas en la hiblioteca substractiva se
seleccionaron 144 para secuenciarlas. De las secuencias obtenidas se descartaron
seis debido a que no fue posible analizarlas, por lo tanto se sometieron sdlo 138 al
andlisis bieinformatico. Para el analisis de cada secuencia se procedio a buscar cada
uno de los adaptadores utilizados que deben de estar flanqueando al fragmento
clonado (5-TCGAGCGGCCGCCGGGCAGGT-3' [sentido]; 5-ACCTGCCCGG
GCGGCCGCCGA-3' [antisentide complementario] en la cadena 3' ¢ 5-AGCGTGG
TCGCGGCCGAGGT-3 [antisentido]  5-ACCTCGGCCGCGACC-3'  [sentido
complementario] en la cadena 57), de tal manera que tnicamente la secuencia que

pertenece al fragmento clonado se sometio al analisis bioinformatico (Figura 17).

6.2.2. Analisis BLAST' n

El total de las clonas (138) se analizd con la herramienta BLAST en la
modalidad de nucledtidos (BLAST'n) considerande un alineamiento significativo
cuando el valor del error (E) era menor a 1E°. Se obtuvieron 106 secuencias con
identidad al genoma de Arabidopsis thaliana (77%), de los cuales representan a 35
genes diferentes (Figura 18-A), y 22 secuencias tuviercn identidad al genoma de
Ustilago maydis (16%) correspondientes a 19 genes diferentes (Figura 18 B), vy las
otras 10 secuencias no presentaron alineamiento significativo con alguno de los dos

organismos (7%) (Figura 20).

6.2.3. Analisis BLAST x

Todas las secuencias obtenidas {138) fueron alineadas con la herramienta

BLAST en la modalidad que traduce la secuencia de nucleétidos a aminoécidos y se
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comparé con la base de datos perteneciente a proteinas (BLAST'x), se considerd el
alineamiento significativo cuando el error (E) era menor a 1e®. Se obtuvieron 106
secuencias con identidad al gencma de Arabidopsis thaliana (77%) que representan
35 genes diferentes (Figura 12-A), y 25 secuencias presentaron identidad con
secuencias de Ustilago maydis (18%) que codifican para 21 genes diferentes {Figura
19-B), y 7 secuencias no presentaron alineamiento significativo (5%) los cuales se

descartaron (Figura 20).
6.2.4. Secuencias con identidad al genoma de Ustilago maydis

En la tabla 1se muestran las 25 secuencias analizadas con la herramienta
BLAST'x {no redundante) que codifican para 21 proteinas con identidad (<1 e al
genoma de U. maydis y su probable funcion reportada en otros hongos.

La categoria funcional de cada uno de los genes resultd de la siguiente manera:
se obtuvieron 4 proteinas en la categorfa de metabolisrno {19%), 2 en la categoria de
energia (9%), 1 en la categoria de transcripcion (5%), 3 en la categoria de sintesis
proteica (14%), 1 en la categoria de respuesta celular, estrés y virulencia (5%), y 9
proteinas en la categoria de proteinas con funcién desconocida {43%) (Figura 21).

A partir de los 21 genes diferenciales de U. maydis encontrados en la biblioteca
substractiva (Tabla 1), se eligié la clona U1H12 para hacer mas exahustivo su
estudio, ya que el insertc presentd alta identidad con el gen Umf1 de U. maydis.
Dicho gen gue no ha sido descrito aun, podria tener la misma funcién que la enzima
myo-inositol-hexankistosfato 3-fosfohidrolasa al igual que lo reportado en otros

hongos con los que también presenté identidad.

6.3. Andlisis bioinformatico del gen Umf1 (3-fitasa) de Ustilago maydis

La clona U1H12 (192 pb) se sometid a un alineamiento BLAST'x (no
redundante) el cual presenta una identidad del 100% y un valor E de 6e™"" con el gen
Umi1 de Ustilago maydis (Figura 22); asfi mismo preserta una identidad del 80% con
genes que codifican para la enzima myo-inositol-hexankisfosfato3-fosfohidrolasa en

organismos como Agrocybe pediades, Aspergillus japonicus y A. oryza (Tabla 2).
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De acuerdo a la base de datos NCBI se obtuvo la secuencia completa del gen
Umf1 de U. maydis. La secuencia completa del gen se sometié a un alineamiento
BLAST x en el NCBI, el cual reportd 150 secuencias similares, de estas se utilizarén
solo aquellas que presentaron un 60% © méas de identidad, entre las cuales se
localizaron 12 que pertenecen a hongos, las cuales se detallan en la tabla 2. El
andlisis de secuencias del gen Umf7 describe un marco de lectura abierto de 1441
pares de bases (pb}, y su producto génico es una proteina de 483 a.a, de los cuales
41 son a.a. basicos, 42 a.a. acidos, 169 a.a. hidrofdbicos, y 141 a.a. polares. La
traduccion del gen se obtuvo utilizando dos fuentes, el programa DNAstar de
Lasergene y la base de datos MIPS de U. maydis en la internet; en ambos se obtuvo

la misma secuencia de aminodcidos.

Con el fin de tener un comparativo de secuencias entre genes de fitasas se
obtuvieron las secuencia nucleotidicas de cada gen que presentaron una mayor
identidad en el analisis bicinformatico y que pertenecen a otros organismos como
bacterias (Bacillus subtilis) plantas (Zea mays, Arabidopsis thaliana) y hongos (Tabla
2). Mediante el programa Megaline se realizo un alineamiento entre las secuencias,
en el cual se muestran zonas altamente conservadas entre las secuencias de
hongos. LLas zonas con base a su secuencia de aminoacidos “LSPFC” y “NELIART”,
fueron las mas conservadas entre las secuencias de hongos comparadas, en la
figura 23 se muestra un fragmento del alineamiento en donde se esquematiza

claramente las zonas comparadas entre las secuencias de aminodcidos.

Para confirmar que Umf7 se agrupa dentro de las fitasas de hongos se lleve a
cabo una comparacién de secuencias para el disefio de un arbol filogenético con
base a las diferencias entre secuencias (Figura 24). Se pudieron establecer dos
grupos principales, el primero es donde se encuentran las fitasas de hongos
incluyendo U. maydis, bacterias y el de la planta como es el maiz (Zea mays) vy en el
segundo grupo se localizardn las secuencias correspondientes a Arabidopsis
thaliana. En las divisiones subsecuentes se observd que las fitasas de bacterias
presentan una diferencia de aproximadamente 220 pb con respecto a las fitasas de

origen fungica, mientras que la fitasa de maiz presenta una separacién menor de 180
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Comparacion de fragmentos obtenidos

*ND
1000pb
= 100ph
500pb
= 2060ph
400pb 7 300pb
400pb
300pb 37%
= 500pb
200pb e 1000pb
m *ND
100pb J

Figura 16. Comparacién def tamafio aproximado de los fragmentos obtenidos medizante amplificacién por
PCR y andlisis electroforético en geles de agarosa. Se presenta el numero de veces de clonas cbtenidas por
tamafio de fragmento; 9 de 100 pb, 13 de 200 pb, 21 de 300 pb, 5 de 400 pb, 4 de 500 pb, 2 de 10C0 pb, y 2
no determinadas {ND). La mayor cantidad de fragmentos obtenidos presentan una longitud de 200 y 300 pb
representande un 23 y 37% de! total parcial analizado.

‘:GG'». el

AZATT GGTTCGA

GGTTCGGI TTT TALGTGASCTATASARTACAG
TABGCTCGASAAGCTTSTLGACGAATTC:

AGAGCTTGAGGTCTCCATCTTCAAAGGCTGGAACCTGACCAAAAGGG‘I‘I’GCGGGAGAGGAMGGCTCCTI'CTTGTGC
TCACCGTCTITGAGTTCGACATGAACGAGCTCAAAGTCGAGGTTTITCTCG TGGAGGGCGATCAG GACTCTCCTGET
GGCAATGGAAGCTGGGTGTCCGAAAACTTT GATACCTGCCATTGATTI’G GTTACTAAGAN\CTCTIT GAA.GACTGA GA

30 """""L JCGT 5..5'"1.:5:

Figura 17. Escrutinic de las secuencias obtenidas con el fin de definir el inserto clonade. Se representa
la secuencia de la clona U1-H12; en negro, se representa la secuencia del plasmido pDRIVE; en
morade, secuencia del agaptador 1; en verde, secuencia del adaptador 2R; en amarillo, secuencia del
fragmento clonado.
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gura 18-A. Diagrama que representa a la cantidad de
cuencias y genes diferentes que presentan identidad
n el genoma de Arabidopsis thaliana utilizandc la
rramienta BLAST'n

Figura 18-B. Diagrama que representa a la cantidad
de secuencias y genes diferentes que presentan
identidad con ef genoma de Ustiiago maydis obtenidos
utilizande la herramienta BLAST'n

Arabidopsis thaliana BLAST'™X

35genqs
cifargntes

Ustilago maydis BLAST '

N genes
diferentes

‘igura 19-A Diagrama que representa la cantidad de
ecuencias y el total de genes representados que fueron
btenidos utilizando la herramienta BLAST x, que tienen
lentidad a genes de Arabidopsis thaliana obtenidos.,

Figura 19-B8 Diagrama que representa la cantidad de
secuencias y el total genes representados que fuercn
obtenidos ulilizando la herramienta BLAST x, que tienen
identidad a genes de Ustilago maydis.
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Comparacion de clones codificantes en base al algoritmo
BLAST utilizado

- 7%

16% 18%

No.decknes

A thallana U. maydis No significativo

Genoma al que codifica

Figura 20. Grafica que compara la distribucion porcentua! de secuencias analizadas con el algoritmo
BLASTn y BLAST'x con un error de 1e?. Los porcentaies se calcularon en base al total de secuencias
alineadas (138) con respecto al alineamiento positive para los genomas de A. thalianay U. maydis.

Distribucion de las categorias funcionales

| Metabelismo

B Energia

B Transcripcion

B Sintesis proteica
B Destino proteico
& Respuesta celular,

Estrés y Virulencia
i Desconocidas

Figura 21, Distribucién de las categorias funcionales de las proteinas correspondientes a Ustifago maydis en base
al programa FUNCAT de la base de datos MIPS. Los porcentajes fuercn calculados en base al nimero total de
proteinas alineadas (21). La funcién fue determinada en base a los alineamientos significativos que se obtuvieren

con la herramienta BLAST'x de la base de datos GeneBank no redundante.
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Tabla 2 Secuencias - homologas a fitasas om:myorpommtqe de Identlda:l
uhlds pa'a postenoresdmeaumtos :

Nambre Especie alaque Fertenece Porcentae de
identidad(Zs)

Fiasa T Tebramossthemmptys 0%
Precurser A Fitasa 3 Aspergihs lerres 0%
Prousor A Fitasa 3 Aspergillis oryzae 61%
Fosfatasa Acicda A Aspergilus furvgais 0%
Precursor B Fitasa 2 Aspergiis nidulans 61%
Fiesa Asperglius davatts 61%
Precursor Fitasa Fericptor lyaii 61%

" Fitsa Neutl T Aspeiis sp ' 0%
Precursor Fitasa Agrocyte pedades B1%
Fitasa Aspergiius ficuum 0%
Precursor AFitzsa o Aspergisnger &%

e e e

" s : " " n s
TMO03382.8eqg CGTATGCCCAGGATCIGCAGCAGTACGARRAT GCAGGATACGGCGGACCCCITGGAAGGGCATGGAGTGT 980
U1H12.seqg - ~~TIGATACGGATCACCCCTTGGRAGEECATCEGAGIGT 46

Consenso CEEITGEEETIGRACGCAGCTITICTITGCICIGCICICTIGATATGCCT GTC‘.AAGGACCG—CA‘ICACCACCGTIGG
T T T T T

990 1000 1010 1020 1030 1040 1050

UMO03382.3eqg CGGT’IGG}GTGAACGAGCIIQIGCICGA(.—IAPCIGAIAIGCCIGTCAAGGACCACACCACCACCAACACF 105¢C
UlHl12.=eq CEETIGEGECRARCGAGCTICTIGCTCIGAGCTCTGATATGCCTGTCARGEACCGCATCACCACCGTIGCT 116

Concesnso

TGECTCIATGTCGACCTT C.'.l' GACCT IICCGC,T TGGACT GGCCGIGTACI ICGICI IIACCCGCT ACACCC
3

1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

TM0O03382.8eq ACGCIC GAIGCCAACAI-\ICI GACCT ICCCGCIIGGACI G-CCAGT CT. ACCT CGAC];IIACACACGACACCC 1120
UlHi2.seq TGCCICTATGTCGACCTTCTGACCT I TACGCTIGGACTGGCCATCCACTCCCICTTTACCCGCIACACCR 186

Concesnso LeCTCACCTCGECUATTGCIGTCATGEGET IGCICAGEEACARACTIGACACARCAASCTATCCGAGARSG
T T ¥ T T T T

1130 1140 1is0 1160 1170 1180 1130
! L L ) . 1 .
UMI03382.8eq AGCTCACCTCGGCCATTGCIGTCATGEGEI IGCTCAGEGACRARCTTGACACRACAAGCTATCCGRAGARG 1190
TUlHlz.s5eq ACCT ——— e e e 190

Figura 22. Alineamiento del gen UmfT de Ustiiago maydis, y la secuencia de nucleétidos correspondiente :
fragmento obterido de la clona U1H12, que fue aislado mediante una biblicteca substractiva a las 72 hpi usando &
patosistema Ustifage maydis-Arabidopsis thaliana. Se utilizd la herramienta Megaline del programa bioinformatic

Lasergene v8.0. de DNAstar
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Bacterias

Zea mays

Arabidopsis
thaliana

Hongos

Ustilage
mayois

“igura 23. Alineamiento mdltiple de varias fitasas, en rosa fitasas de bacterias, en verde fitasas de zea mays, en rojc
itasas de Arabidopsis thaliana, en azul fitasas de varios Hongos, en amarillo Umnff de Ustilago maydis. Los rectangulos

0j0s encierran las zonas altamente conservadas.

Aspergillus ficuum (
Precursor A Aspergiilus nigar
Aspergillus tarreus
Taizramyces thermophylus
== Agnergillus nidulans
=== Agpergillus onzae

E Aspergilius chvatus
Fitasa neutral Aspergiilus sp

] - Fitasa UMO3382
E Aspergillus fumigatus
fitasa coprinus cinerea
{ Precursar A Agroeybe pediades
Precursor A Peniophors lycii
Zeamays e  Maiz (Zea mays)

7 L . — Bacillus licheniformis )
Bacilus subtiis *——— Bacterias

r—— Arabidopsis thaliana 13
Arahidopsis thaliana 23 Arabidepsis thaliana
T T T T 1

230 200 150 100 50 0

Hongos

igura 24. Arbol filogenético que muestra la relacién de parenmtesco del gen Umfl de Ustitago maydis con ctras
zcuencias de fitasas de diversos organismos. En rojo se presenta la ubicacién de la secuencia de Umfi en el grupo
2 [as fitasas de hongos, con mayor parentesco a la fitasa de Aspergilfus fumigatus.
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pb. Por otro lado el gen Umf{71 se ubica dentro del grupo de hongos mostrando mayor

parenitesco con la secuencia representada por Aspergillus fumigatus.

6.3.1. Diseno de oligenucledtidos especificos

Los oligonucledtidos especificos disefiados para la secuencia del gen Umnf1 de
U. maydis, flanquean el gen desde la posicién 91 hasta la 1337, y amplifican un
fragmento de 1247 pb (Figura 25). El oligonucledtido sentide tiene una longitud de 21
bases nitrogenadas; su lectura es la siguiente: 5-GTCGATCCGCAAGTCCTCACC-3
y presenta una temperatura de alineamiento (Tm) de 58.1 °C. El oligonucledtido
antisentido se compone de 23 bases nitrogenadas, su. lectura se presenta a
continuacion: 5-CTGCACTCCTTCAAGCC CGATAG-3, presenta una Tm de 58.9
°C. La diferencia entre las dos Tm es de 0.8 y st Tm optima fué de 58.6°C. El
programa de amplificacion de PCR se describe a continuacion 84°C durante 2 min;
35 ciclos a 94°C por 30 s, 58.6°C por 30 s, 72°C por 1 min y finalmente la extension
por 5 min a 72°C.,

6.4. Anadlisis de expresion por RT-PCR del gen Umf1 de Ustilage maydis

El andlisis por RT-PCR reveld que la expresion del gen Umf! no se expresa
constitutivamente cuando U. maydis se encuentra en esporidias (fase no
patogénica); sin embargo cuando U. maydis infecta a A. thaliana (11 dpg) se observa
una amplificacion perceptible de UmfT a las 72 hpi, incrementandose paulatinamente
conforme avanza la infeccién. Por otro lado cuande A. thaliana es mas resistente a la
infeccion (18 dpg) por U. maydis la expresién det gen Umif? se incrementa en mayor
proporcidn al ser comparado con los resultados obtenidos en las plantas mas
susceptibles a la infeccidn (11 dpg). Por otro lado los contrcles de A. thaliana sin
inocular a los mismos tiempos de crecimiento no mostraron amplificacion del gen (lo
que demuestra la especificidad de los oligonucledtidos).

El control de carga de ADNc para A. thaliana se presentd en forma ceonstante a

lo largo de la infeccién (Figura 26).

48



GTCGAT CCGCAAGT CCTCACC
"GGT CTACCGGT CGAT COGCAAGT CCTCACCAGCTTT G GCAGT GCTT CCGCTAT CGGGCT T BAAGGAGT GCAGCGT T CAGACG
\CCAGET GGCCACTT AGECET TCAGRAGT GGTCGRAAC CGT CACGAAGCTCAT AGCCCEAACT TGLCT CACGT CGCAAGTCTGE
CATAGCCCEAACT TCCTCACGTL

100 1320 1240
BETCTACCOGT COATCCGUAAGT COTCATCAGCTTTG GCAGTGUTTCCGLT AT CGOBCT T GAAGGAGT GGAGGGT T CAGACG

Figura 25. Alineamiento entre los oligenucledtidos disefiados y la secuencia del gen Umfi de Ustilago
maydis, mediante el usc de fa herramienta bicinformdtica primer select del software Lasergene® de

DNAstar. En verde secuencia 5™-3" y en rojo secuencia complementaria.

a) Patosistema Y. maydis-A. thaliana b} U. maydis in vitro ¢} grafico de la expresion de Umf?
Control ‘ T - B
E
Umf1 2
“raccién 16 5 T e
Tiempo (hy  24h  72h 120h 168k 24hR 114dpg 18 ¢oa
3 S N—
e Tiempo 2h I 120h 1080 24n resistencie
1k dpg 18 dpg Densidad éptica 0 34375 377 42056 55218

Figura 26. Andlisis de expresion por RT-PCR del gen Umf7. a) Se muestra el corrimiento electrofdretico en geles
de agarosa de la expresion de Umif? por RT-PCR a las 24, 72, 120 y 168 hpi de plantulas de 11 dpg, y a las 24 hR
de pléntulas de 18 dpg; b} Se muestra el corrimiento eiectroforetico en geles de agarosa de la expresion por
analisis RT-PCR del gen Umft en U. maydis cultivado in vitro; ¢) Representacidn grafica de la expresion del gen
Umf1 duranie la infeccién (linea naranja), datos cbtenidos en base a intensidad de banda comparando control y
problema, el valor numérico méaxima (5.5216) es obtenido a las 24hR (linea roja). Ustifage maydis fue inoculado en
plantulas de A. thaliana. de 11 dpg y 18 dpg, fueron incculadas con 0.5 uL de una dilucidn de1c® esporidias/mL, el
tefido fue ultracongelado para la extraccion de ARN total. Los controles de A. thafiana se inocularon con 0.5 pl de
agua estéril, Los ndmeros indican las horas posteriores a fa inoculacion. Se utilizd como control de carga de ARN
el fragmento de la subunidad riboscmal 188 de A. thaliana y el 183 de hongos para U, maydis.
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7. DISCUSION

El patosistema modelo “Ustilage maydis-Arabidopsis thafiana” establecido por
Méndez-Moran y cols., (2005}, y la técnica de Hibridacién Substractiva (Diatchenkeo y
cols., 1996) que han sido utilizados como herramienta en el estudic de genes
diferencialmente expresados (Mendez-Moran, 2004), fueron aplicados en el presente
estudio para encontrar informacion relacionada con los cambios de expresién génica
de U. maydis durante la interaccién con su huésped no natural A. thaliana en un
tiempo temprano a la infeccidén. La biblioteca substractiva cuenta con 181 clonas
(60% de transformacién), de las cuales mas del 70% presentaron inserto evidenciado
por PCR. Mediante el analisis de secuencias se pudo verificar que el origen
corresponde a genes de U. maydis o de A. thalfana, de tal manera que la biblioteca
substractiva se puede considerar como significativa; estos resultados estén dentro
del rango reportado previamente por otros autores el cual oscila enfre 50 y 95% de
clones con inserto (Ji y cols., 2002; Cramer y Lawrence, 2003; Palominc-Hermosillo,
2008), cabe mencionar que se utilizaron diferentes vectores de clonacion en estos

estudios.

Al realizar el andlisis bioinformatico BLAST'n se localizaron 22 secuencias con
identidad significativa al genoma de U. maydis (19 genes); no cbstante al llevar a
cabo un andlisis con la herramienta BLAST'x se encontid que 25 secuencias
presentaban similitud significativa a transcritos de estos genes de U. maydis (21
genes), esta diferencia numérica es debide a que las secuencias U1F1, U2A8 y
U2H7 al ser sometidas al andlisis BLAST'n no presentaban similitud, al contrario
cuando se sometieron al analisis BLAST'x presentaron similitud con algunc de los
transcritos de genes de U, maydis(Ver figura 20). Cuando se lleva a cabo el andlisis
de estas secuencias en una base de datos genomicos(BLAST n), la comparacién de
secuencias corresbonde a minimos fragmentos gendmicos del gen dando como
resultado un alineamiento no significativo, pero no por eso se descarta la informacion

ya que se encuentra una relacion con algin gen. Se obtuvo un mejor resultado al
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realizar el andlisis por comparacién de transcritcs por BLAST x, con un valor de

identidad mayor debido a que se utiliza una matriz de sustitucion mas efectiva.

Entre los genes identificados de . maydis cuya funcién puede estar
relacionada con el proceso patogénico det hongo en A. thafiana, se encuentran los

siguientes:

La clona U1E4 tiene identidad con una proteina D-arabinotol 2 deshidrogenasa
(UmT) reportada en los hongos: Aspergillus oryzae, Yarrowia lipolytica y Laccaria
bicolor; se ha descrito que la proteina D-arabinotol 2 deshidrogenasa podria estar
implicada, al igual que otros policles como el glicerol, sorbitol y manitol, en una
respuesta frente a estrés osmético u oxidativo como reserva de fuente de carbono o
incluso como “vdlvula de escape” frente a un exceso del poterncial reductor en la
célula en el hongo dimérfice Candida albicans (Gola y Pla., 2005). Por lo anterior, en
el presente trabajo podemos inferir que la expresion del gen Um7, se da en
respuesta al estrés oxidativo determinante en la respuesta de defensa de la planta al

ataque del patégeno.

La clona U1F1 tiene identidad con una enzima disuffuro isomerasa {(PDI; Um2)
reportada en Aflteranaria afternata y Bolrytis cinérea. Esta enzima cafaliza las
reacciones de oxido reduccidn e isomerizacién de enlaces disulfuro en los
polipéptidos nacientes (Wilkinson y Gilbert, 2004), ayudando a estabilizar la
estructura terciaria ¢ cuaternaria de muchas proteinas (Seviers y Kaiser, 2002). En
organismos como Emtamoeba histolytica y Clamydia trichomatis, el plegamiento
correcto de los enlaces disulfuro y su apareamiento con los residuos de cisteina son
indispensables para algunos factores de virulencia y proteinas involucradas en
mecanismos de adhesién y destruccién de tejidos (Ramos y cols., 2005; Abromaitis y
Stephens, 2008). El hecho de que Ustilago maydis exprese este tipo de proteinas
que presentan una actividad PDi, sugiere una funcién relevante durante los

mecanismos de patogénesis del hongo e invasién de los tejidos de su huésped.

La clona U2A10 tiene identidad con la enzima C-14 esterol reductasa (Um3}

reportada en Schizosaccharomices pombe, esta enzima esta encargada de reducir el
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4,4 dimetilergosta-8,14,24(28)-trien-3B-0l a 4.4 dimetilergosta-8,24{28)-dien-33-ol
durante la biosintesis del ergoesterol (el principal lipido constituyente de [a
membrana plasmatica en hongos) (Paltauf y cols,, 1892). La ruta metabdlica del
ergoesterol es tnica para hongos y es indispensable, pues en levaduras mutantes de
Sacharomyces cerevisiae en esta ruta metabdlica resultan inviables (Bard y cols,
1993; Kaneshiro, 2002). Es bien conocida la ruta del ergoesterol como blanco para la
creacién de fungicidas debido a que una alteracion en los componentes de esta ruta
metabdlica desemboca en la imposibilidad o reduccion de la produccién de
ergoesterol, esto a su vez altera la permeabilidad y fluidez de la membrana
plasmatica (Lupettit y cols., 2002; Leber y cols., 2003). La presencia de este gen
diferencial en el proceso patogénico de U. maydis puede deberse a un incremento en
la sintesis de ergosterol necesario para constituir [a membrana plasmatica del hongo,
dado que el mecanismo de defensa del huésped afectaria considerablemente su
pared celular, o bien es un indicativo de un incremento en el crecimiento invasivo del

hengo en el tejido de la planta.

Otro gen expresado diferencialmente y muy relacionado a estrés, es el Umd
{clonas U2F8 y U1H11), que tiene identidad con una proteina de chogque térmico
(heat shock protein [Hsp701) repertada en Aspergillus clavatus, Schizosacharomyces
pombe, Neurospora crassa y Rhizopus stolonifer. Como es bien sabido estas
pequefias proteinas estdn relacicnadas a diferentes tipos de estrés en organismos
tanto procariotas como eucariotas (Santoro, 2000). Mayer y Bukau ({2005)
demostraron gue un incremento en la expresion de Hsp70 repercutia directamente
en un decremento en el proceso de muerte celular programada {apoptosis). A las 72
hpi A. thaliana presenta zonas necréticas lo que sugiere la utilizacion de un
mecanismo de defensa, dicho ataque provoca un estrés en ef hongo, el cual dado los
resultados obtenidos (probable expresion de la proteina Hsp70) y la literatura citada,
sugieren la utilizacion de esta proteina como defensa del hengo contra el ataque del
huésped. Por otro lado las Hsp70 también acttian como “chaperonas” ayudando al
correcto plegamiento, ensamblaje y trasporte de proteinas, sobre todo aquellas

sintetizadas en la mitocondria y cloroplasto, de tal forma que una sobreexpresién de
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dichas proteinas podria estar dada por un aumento en la necesidad de plegamiento,

transporte de las proteinas existentes o de las de sintesis de novo (Tavaria M. y

cols., 1996).

Y el gen Umft que presenta identidad con la proteina myo-inositol-
hexankisfosfato fosfohidrolasa (fitasa), esta proteina ha sido reportada en ‘algunos
hongos dimérficos como: Magnaporthe griseae, Agrocybe pediades Aspergillus
oryzae, A, terreus y A. fumigaius; el gen Umft de U. maydis presenta una secuencia
de 1452 pb y se traduce a una proteina de aproximadamente 483 aminodcidos, que
corresponde al tamafo promedio que se ha observado en otros genes homdlogos ya
reportados como en el caso de A. fumigatus (Liu, y Hao, 2004), Rhizopus sp
{Ramachandran y cols., 2005), Mucor racemosus (Roopesh, 2008}, Thrmoascus

aurantiacus {Nampoothiri, 2004) y Myceliophora thermophila (Mitchel, 1897).

Estas fitasas son una clase especial de enzimas que son capaces de hidrolizar
el dcido fitico o fitato (myo-inositol-1,2,3,4,5,6,-hexakisfosfato) {Lei y Porres, 2003). El
acido fitico (Figura 27) es la mejor forma de almacenaje de fosforo en las plantas y
se encuentra en las semillas, legumbres y en menor cantidad en el haz de las hojas;
sin embargo es mas conocido por tener una alta capacidad de unirse a minerales
esenciales (. Ca, Mg, Fe,), atrapar amino#cidos, proteinas y azlcares, ademas de

inhibir enzimas digestivas (Hasoouni y cols., 2006).

Se ha reportado una clasificacion para las fitasas, la cudl tiene como base la
defosforilacién del acido fitico en diferentes posiciones del anillo inositol, lo que
causa diferentes isdmeros e inositol fosfaios menores asi como la actividad
enzimatica optima en relacidén al Ph; agrupandolas en acidas (3-fitasas), neutras (4/6
fitasas) y alcalinas (5-fitasas) (B.-C.Oh y cols., 2002). El grupe més largo de fitasas,
generalmente representado en hongos, es el de las 3-fitasas (también llamadas
exbgenas), la mayoria muestran homologia a las fosfatasas B-laminar y fosfatasas
histidina-acidas. Las fitasas de origen fungico que pertenecen a la clase de histidina
fosfatasas acidas (HAPs por sus siglas en inglés) tienen dos subgrupos: algunos

muestran amplia especificidad de substraios pero baja actividad especifica para
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acido fitico mientras que otros se comportan al contrario (Bohn v cols., 2008). Todos
los miembros de las HAPs comparten dos sitios actives conservados, los dominios
RHGXRXP y HD (Van Etten y cols., 1991} y la hidrélisis del metal libre del fitato en
un rango de pH 4cido; sin embargo no es necesario que compartan alguna regién

adicional similar (Maugenest y cols., 1997).

Las HAP's pueden iniciar la hidrélisis def acido fitico en el carbono 3 o 6 del
anillo inositol y preducir mye inositol monofosfate {(en particular Inositol 2-fosfato)
come producto final (Figura 28)(Mullaney y Ullah, 2003; Greiner y Carlsson, 2006; Oh
y cols., 2006).

En el alineamiento multiple def gen Umif1 de U. maydis con las secuencias de
genes de fitasas homélogos obtenidas en la internet, muestran zonas altamente
conservadas (motivos) lo que nos permite inferir que la secuencia tiene un
parentesco con las secuencias alineadas {fitasas; Figura 23). Umf! se agrupa en el
dendrograma dentro de las fitasas de hangos como: A. fumigatus Aspergillus niger,
A. terreus, A. thermophilus, etcétera; ésto sugiere que UmfT ademas de comportarse
como Hexankisfosfohidrolaza, pertenece a la subfamilia de las 3-fitasas o Histidina

fosfohidrolazas acidas (Figura 24).

La presencia del gen Umnf1, que expresa una enzima fitasa en U. maydis,
sugiere que las fitasas podrfan estar participando durante el procesc patogénico de
este hongo como parte del metabolismo del inositol fosfato {InsP), en donde fos
productos de la degradacion del &cido fitico (myo-inositol hexankifostato [myo inositol
menores]} juegan un rol critico en diferentes rutas de sefalizacion {Bohn y cols.,
2008) y finalmente el acido fitico puede actuar consecuentemente como precursor de

componentes con esta actividad.

El analisis de expresion del gen Umf1 por RT-PCR reveld una expresion del gen
cuando U. maydis fue inoculado en plantulas de A. thafiana de 11 dpg, después de

las 72 hpi, incrementado su expresion con respecto al tiempo de desarrollo de la



infeccién comparado con el control (plantas no inoculadas); pero esto no fue
observado cuando se analizo la expresién de este gen en U. maydis cultivado in vitro
bajo un estado levaduriforme (no patogénico). Por otra parte cuando se inocularon
plantulas en estadio resistente, a los 18dpg, se presenta una sobre-expresion dei
gen UmfT superior al 100% con respecio a plantulas susceptibles de11 dpg (Figura
26). Estos resultados sugieren que el gen Umff no se expresa de manera
constitutiva o se expresa a niveles muy bajos en un cultivo de U. maydis in vitro. Se
observé que el gen se sobre-expresa a partir de las 72 hpi incrementado su
expresion conforme avanza la infeccion, posiblemente éste resultado se debe al
aumento en la necesidad del producte génico, y el sustrato de esta enzima también
se esta incrementando. En el caso de las plantulas que presentan resistencia a la
infeccion por U. maydis (18 dpg) en donde la expresion del gen UmfT presentd una
sobre-expresion mayor al 100%, sugiere una relacion en la expresion de este gen
con respecto a los mecanismos de resistencia de [a planta.

Al utilizar transgénicos de papa (Solanum tuberosum) y A. thaliana atectados en
los niveles de acido fitico, Murphy y cols. (2008} descubrieron que el Acido fitico es
una molécula importante en la sefializacién ya que regula los niveles basales de
expresion de genes de resistencia de plantas a virus, bacterias y hongos patégenos;
de heche la hipersensibiladad se describio como efecto de la deficiencia en el
almacenamiento de Acido salicilico (SA) en plantas de A. thaliana afectadas en los
niveles de acido fitico (Murphy y cols., 2008), el SA representa a un compuesto
ampliamente relacionado a la resistencia de plantas a hongos (Hsien-Jung vy cols.,

2001).

El hecho de que el gcide fitico sea una molécula con diversas funciones
importantes para la célula (por ejemplo: a) confiere resistencia basal de plantas a
patdgenos e interactta con la sefalizacion por auxinas relacionada a la resistencia
antibacterial [Murphy y cols., 2008; Navarro y cols., 2006]; b} incrementa el desarrollo
y homeostasis, mejara la respuesta a estrés y esta involucrado en la reparacion del
ADN [Raboy V., 2007]; ¢) esta relacionado con el procesamiento del ARN y el

mecanismo de exportacion de fos ARNm [Shears, 2004]), hace del acido fitico una
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molécula diana excelente para los productos génicos de hongos patégenos,
encargados de minimizar el mecanismo de defensa de los hospederos, sin embargo,
un rol de las myoc-inositol fosfatas en patogénesis de hongos aun no ha sido

determinado.

Muchas bacterias gram negativas patdgenos de animales o de plantas, han
desarrollado un sistema especializado de secrecién tipo lll o protefnas de
traslocacion bacterial que les permite traslocar una enzima especifica dentro de la
célula de su hospedero eucariota, afectando la sefializacidn de fosfolipidos, y esta a
su vez, el trafico intracelular de la membrana y la supervivencia de la célula (De
Vinney y cols., 2000). En Salmonella dublin, por ejemplo, el gen SopB regula
especificamente la conversién del D-inositol(1,3,4,5,6)Ps en D-inositol(1,4,5,6)P,
{Zhou y cols., 2001) v de esta manera altera el metabolisme myo inositol en su
hospedero. Este mecanismo se conoce también en Escherichia coli (Cottrill y cols.,
2002), Pantoea agglomerans (Greiner R., 2004), Enterobacter cloacae (Greiner R.,
2005) y muchos miembros del génerc Aeromonas (Vilches-Saez, 2005).

Dado que Umf? es un gen que codifica para una enzima exégena (myo inositol
fosfatasa) capaz de hidrolizar el acido fitico, pedria ser traslocada por U. maydis para
intetferir en el metabolismo myo inositol fosfato y bloguear la respuesta de defensa
de A. thaliana. Aungque aidn es necesario seguir trabajando sobre esta posibilidad,
éste podria ser el primer reporte de enzimas traslocables en hogos patdégenos

involucrados en su mecanismo de patogenicidad.

En resumen los resultados en este trabajo demuestran la presencia de cinco
genes de Ustifago maydis expresados diferencialmente o sobreexpresados a las 72
hpi en el patosistema Ustilago maydis-Arabidopsis thaliana que podrian tener
relacion al mecanismo de patogenicidad de U. maydis, como es el caso del gen Umf1
que en este trabajo se pudo determinar una relacion en su expresion con respecto al
tiempo de infeccidn de U. maydis en plantas de A. thaliana, asi como la expresién de

este gen con respecto a los mecanismos de resistencia de la planta.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten llegar a las siguientes

conclusiocnes:

1.- Se obtuvo una biblioteca substractiva con 21 genes diferentes para Ustilago

maydis y 35 genes de Arabidopsis thaliana

2.- Las 25 secuencias que presentan identidad al genoma de Ustifago maydis
codifican para 21 genes diferentes que representan distintas rutas relacionadas en el
procesc metabolico y patogénico de U. maydis durante su interaccidn con su

huésped durante la infeccidn.

3.- La secuencia de la clona UTH12 corresponde al gen Umif? de Ustifago maydis
que tiene una valor alto de similitud con el gen que expresa a la enzima myo-inositol
hexankifosfohidrolaza acida representada en diversos hongos fitopatégenos como
Agrocybe pediades, Aspergillus japonicus y A. ferreus enire otros; enzima dque
hidroliza el acido fitico que forma compuestos de inositol menores que se consideran

moléculas sefalizadoras.

4- La expresion diferencial de la enzima fitasa por RT-PCR sugiere su interferencia
en el metabolismo del inositol fosfate que se encuentrd involucrade en el procese de
sefializacion en la interaccion de Ustilago maydis con su huésped no natural

Arabidopsis thaliana.
5- La enzima myo-inositol hexankifosfohidrolaza acida (Umf?) puede participar en el

proceso patogénico de Ustifago maydis al bloquear la respuesta de defensa de

Arabidopsis thaliana.
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9. PERSEPECTIVAS

E! estudio para determinar la funcion de estos nuevos genes localizadeos en
Ustilago maydis que se expresan durante la interaccién con la planta, podran aportar
informacién relevante sobre el proceso infectivo del hongo y traspolar esta
informacioén a otros miembros del orden Ustilaginales.

Por otro lado estudios particulares sobre el gen Umff permitiran revelar con
certeza cual es su funcion y si este juega un papel importante en el proceso
patogeénico de U. maydis en [a planta.

El analisis del gen de la fitasa de U. maydis (UmfT) representa una nueva linea
de investigacion relacionada con la participacion de los derivados del acido fitico en
la sefializacién de la planta en respuesta al patdgeno, principalmente en U, maydis.

Cabe sefialar que de este trabajo se derivara el andlisis de los 35 genes
diferenciales de A. thaliana que tambien fueron obtenidos en este trabajo y que no
fueron analizados, ya que estos pudran ampliar la informacién relacionada con el

proceso de respuesta de la planta y el desarrollo de la infeccidn de U. maydis.
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