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RESUMEN 

Ustilago maydis es un hongo fitopatógeno que pertenece al orden de los Ustilaginales 
el cual afecta únicamente al cultivo de maíz y a su ancestro común el Teocincle (Zea 
perennis); se ha convertido en el organismo modelo para estudios moleculares en la 
interacción patogénica hongo-planta. En el presente trabajo con técnicas de biología 
molecular (PCR, RT-PCR,etc) y microbiología se caracterizó fenotípicamente la 
mutante nula sencilla (472 y 476)  del gen Um02178 que codifica para una probable 
proteasa aspártica, se evaluaron parámetros de virulencia en plántulas de maíz 
(tamaño de tumor y formación de antocianos), y se estudió la participación de esta 
proteasa en la capacidad para utilizar algunas fuentes de carbono (fructosa, 
sacarosa, glucosa, glicerol, acetato de sodio y etanol) y la respuesta a algunas 
condiciones de estrés (tert-butilhidroperoxido y peróxido de hidrógeno) en este 
basidiomiceto. Se encontró que la deleción de dicha proteasa aspártica no afecta la 
morfología estructural de pared celular, ni el grado de virulencia en el hospedero, sin 
embargo cuando las mutantes nulas son crecidas en un ambiente oxidativo en un 
medio suplementado con Rosa Bengala (9.8 μM y 15 µM)  éstas muestran mayor 
capacidad para formar colonias, por lo que posiblemente la proteína Um02178 podría 
estar involucrada en un mecanismo de inhibición frente a estrés oxidativo; el genoma 
de U. maydis codifica para 4 proteasas aspárticas adicionales a la deletada 
(um02597, um05097, um11569 y um11908),  por lo que al no encontrar un fenotipo 
diferente respecto a la cepa silvestre, es posible que éstas proteasas adicionales 
soportan la pérdida, a través de redundancia de funciones. 
 
Palabras Clave: Ustilago maydis, proteasa aspártica,  rosa de bengala, estrés 

oxidativo. 
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1. ANTECEDENTES 

1.1. Proteasas Aspárticas. 

El conocimiento de las enzimas de un organismo permite entender las 

interacciones y las respuestas de éste ante su entorno. Existe una gran cantidad de 

procesos enzimáticos así como la clasificación de las enzimas involucradas, en este 

caso las proteasas aspárticas también conocidas como péptidasas aspárticas, son 

enzimas hidrolíticas que están presentes en muchos organismos tanto eucariontes 

como procariontes; desde vertebrados, hongos y plantas así como en retrovirus; 

además debido a su alta actividad y estabilidad a pH ácido se han utilizado en la 

industria alimenticia, principalmente en lácteos, como agentes coagulantes o para 

mejorar el sabor de ciertos alimentos (Mandujano-González y col., 2016).  

1.1.1. Estructura. 

 En todos los vertebrados y muy probablemente en los hongos, las proteasas 

aspárticas son sintetizadas como zimógenos, en donde el extremo N-terminal es 

escindido y separado conllevando así a la activación enzimática (Davies, 1990). 

1.1.1.1. Estructura primaria.  

En la mayoría de los mamíferos, plantas y hongos, estas enzimas tienen un 

peso promedio de 35 KDa, con aproximadamente 327 aminoácidos (Davies, 1990), 

la característica principal de este polipéptido es que tiene dos dominios homólogos 

internos, cada uno de los cuales poseen un residuo catalítico de Aspartato, ubicado 

en un motivo D-T/S-G (Aspartato-Treonina/Serina-Glicina) en el sitio activo (Revuelta 

y col. 2014). Cada uno de estos residuos es seguido por una secuencia hidrofóbica-

hidrofóbica-Gli: estos residuos forman una estructura llamada bucle-psi ψ (Cooper y 

col. 1990). 

El dominio N-terminal contiene un residuo estrictamente conservado de Y75 

localizado en la horquilla beta del bucle y que sobresale del sitio activo, y por lo 

general contiene un residuo de Triptófano en la posición 39 (Revuelta y col. 2014). 
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1.1.2. Función biológica. 

Al igual que en otras familias de péptidasas, la función individual que 

desempeñan es muy variada; existen peptidasas aspárticas muy bien caracterizadas 

como es el caso de la pepsina, gastricsina y la quimosina (rennina) las cuales se 

encuentran involucradas en el proceso de la digestión en seres humanos; en el caso 

de los hongos se cree están involucradas en el proceso de esporulación (Hofmann, 

1989). 

Aunque se han producido industrialmente proteasas aspárticas (PAs, proteasas 

aspárticas) secretadas por hongos, como la aspergilopepsina (Cho y col. 2001), 

mucorpepsina (Newman y col. 1993), la penicilopepsina (Fraser y col. 1992) que 

incluso se han caracterizado bioquímicamente; muy poco se conoce de las funciones 

fisiológicas. Se sabe que las PAs fúngicas pueden localizarse en las vacuolas o estar 

asociadas a la membrana celular o a la pared a través de una unión mediada por 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Revuelta y col. 2014). 

1.1.3. Clasificación de las péptidasas. 

Las PAs, pertenecen a una de las ocho grandes clases de proteínas 

degradadoras de enzimas, las cuales se dividen en cinco clanes o súper familias (AA, 

AC, AD, AE y AF) y 16 familias, el clan AA incluye a la familia A1 de las PAs 

eucariotas (Revuelta y col. 2014). 

1.1.4. Mecanismo de reacción de las proteasas aspárticas. 

El mecanismo generalmente aceptado es una reacción ácido-base que 

involucra la coordinación de una molécula de agua entre dos residuos de ácido 

aspártico; en uno de los residuos, el oxígeno se encuentra protonado formando un 

puente de hidrógeno con el oxígeno carboxílico del polipéptido. El otro oxígeno del 

residuo desprotonado abstrae un protón del agua, activando el grupo hidroxilo, el 

cual es una especie altamente reactiva, permitiendo un ataque nucleofílico al carbono 

carboxílico, formando un intermediario tetrahídrico. Dicha forma al ser inestable 

experimenta un re-arreglo permitiendo la protonación del átomo de nitrógeno, 
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generando así la formación de una amida y un ácido carboxílico, ver Figura. 1 (MACiE 

data base, 2016). 

 

Figura 1. Mecanismo de reacción de una proteasa aspártica. (Cambridge 
MedChem, 2016). 

 

1.2. El rol de las proteasas aspárticas en las plantas. 

Las péptidasas de la familia A1 predominan en las plantas, y son activas a un 

pH ácido, son inhibidas por pepstatina A, con dos residuos de ácido aspártico el cual 

es indispensable para su actividad catalítica. La mayoría de las péptidasas aspárticas 

de las plantas son sintetizadas con un predominio y después son maduradas en dos 

cadenas enzimáticas (Simões y Faro, 2004). 

1.2.1. Estructura primaria de las péptidasas vegetales. 

De igual forma que en otros organismos, las péptidasas vegetales comparten 

similitudes muy bien conservadas, son activas a pH ácido y presentan un 

prosegmento de alrededor de 40 aminoácidos, que será escindido para activar el 

zimógeno; sin embargo, su característica principal es la presencia de una secuencia 

de aproximadamente 100 aminoácidos denominada inserto específico vegetal o PSI 

por sus siglas en inglés (plant specific insert); dicha secuencia es muy similar a las 

saposinas y a las proteínas tipo saposinas (Simões y Faro,2004). Este tipo de 

proteínas poseen dos secuencias catalíticas, Asp-Tre-Gli (DTG) y Asp-Ser-Gli (DSG) 

(Simões y Faro, 2004). 

OH 

• 1 
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1.2.2. Estructura secundaria de las péptidasas vegetales. 

A lo largo de la estructura secundaria predominan las láminas beta, con hélices 

alfa cortos, la molécula es bilobulada con el sitio catalítico localizado en una gran 

hendidura, entre dos dominios beta, cada uno de los cuales contribuye con un motivo 

catalítico (DTG/DSG). Tres puentes disulfuro estabilizan la molécula, además de que 

las interacciones hidrofóbicas y los enlaces de hidrógeno mantienen juntas las 

cadenas polipeptídicas. Al igual que en otras PAs, contiene una sección flexible 

conocida como capucha, la cual se proyecta hacia afuera de la hendidura y acerca 

sus substratos e inhibe el sitio activo (Simões y Faro, 2004). 

El inserto específico vegetal o PSI experimenta diversos procesamientos 

proteolíticos para producir una o dos cadenas maduras de la enzima. El 

procesamiento proteolítico inicia con la remoción de la secuencia señal hasta la 

translocación a él lumen del retículo endoplasmático, seguido de un rompimiento del 

prosegmento o la parcial remoción del PSI (Davies, 1990). En el caso de la 

procardiosina A, el precursor de la cardiosina A es completamente removido, 

probablemente por una peptidasa aspártica antes que el prosegmento, esta 

conversión en su forma activa ocurre dentro de la vacuola, cuando la proteína es 

acumulada (Ramalho-Santos y col., 1998); un mecanismo similar autocatalítico 

experimenta la centroprosina, una proteasa aspártica de Centaurea calcitrapa 

(Domingos y col. 2000) y la proteasa recombinante oryzasina 1 del arroz (Asakura y 

col. 2000). 

1.3. Importancia de las proteasas aspárticas en los hongos. 

1.3.1. Efecto homeostático de las PAs en Saccharomyces cerevisae. 

En S. cerevisiae se ha demostrado la importancia que tienen las PAs en el 

mantenimiento de la integridad de la pared celular, específicamente en la 

homeostasis de glucano. S. cerevisae cuenta con 5 diferentes genes que codifican 

para proteasas aspárticas (YPS1, YPS2, YPS3, YPS6 y YPS7), dichos genes se 

expresan cuando la célula se encuentra en condiciones de estrés, la expresión del 

gen YPS1 aumenta hasta doce veces cuando la célula es sometida a un cambio 
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abrupto de temperatura de 30° a 37 °C; en las mutantes nulas simples, no se ve 

afectado el crecimiento, no así en dobles mutantes, se demuestra que dichas 

proteasas pueden tener función redundante, las mutaciones en esos genes 

comprometen la integridad de la pared celular, lo que demuestra que las PAs están 

relacionadas con el efecto homeostático de 1,3- y 1,6 β-glucano, así como la 

retención e incorporación de este polímero a la pared celular (Krysan y col., 2005). 

La proteasa aspártica de S. cerevisae codificada por el gen YPS1, es una proteína 

bilobulada. En la Figura 2, panel A, podemos apreciar la hendidura, lugar donde se 

encuentra el sitio activo, con los residuos Asp-Tre-Gli en rojo, en el panel B se 

aprecian las láminas β en la base de la proteína. 

 

 

 

A) 

,

 

B) 

Figura 2. Estructura cuaternaria de la proteasa aspártica (2JXR) de S. cerevisiae, 

donde los aminoácidos Asp 32 y Asp 215 del sitio activo se muestran en átomos 

verdes, donde el extremo amino terminal se encuentra de color dorado, y el 

extremo carboxilo terminal en azul A) Vista lateral,  B) Vista inferior (MEROPS, 

2016). 
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1.3.2. Importancia de las proteasas en la virulencia de un fitopatógeno. 

Se han estudiado diversas proteasas aspárticas extracelulares de 

fitopatógenos y en particular, como éstas participan en los procesos de colonización, 

penetración y degradación de proteínas estructurales de la pared celular vegetal 

(Mandujano-González y col., 2015). La pared celular de un posible hospedero es la 

principal barrera que tiene que vulnerar un hongo, aunque su composición cambia 

considerablemente, comparten moléculas estructurales en las que se enfocan las 

enzimas degradadoras de pared celular o CWDE por sus siglas en inglés (Cell Wall 

Degrating Enzime; Kubicek P. C. y col., 2014), todas las plantas contienen micro 

fibrillas de celulosa embebidas en una matriz de pectina, hemicelulosa, lignina y 

proteínas estructurales (Cosgrove, D. 2005; Rose J. y col.,2004), y el éxito para 

degradar estos compuestos depende de la capacidad de producir esta enzimas 

hidrolíticas (Geiser y col., 2017). 

1.3.3. Hongos de importancia económica y científica.  

La existencia de hongos fitopatógenos es muy amplia y diversa, sin embargo, sólo 

algunos se consideran de mayor importancia, ya sea por su amplio rango de cultivos 

a los que puede afectar, por su difícil erradicación, o porque por su genoma y 

herramientas de biología molecular, microscopía, etcétera, se han vuelto organismos 

modelo en el estudio interacción hongo-planta (Ustilago maydis y Melampsora lini). 

Por su reporte en la literatura, se han tomado en cuenta un conjunto de 10 hongos 

patógenos (Ralph Dean y col., 2012): 

 

• Magnaporthe oryzae 

• Botrytis cinerea 

• Puccinia spp. 

• Fusarium graminearum  

• Fusarium oxysporum  

• Blumeria graminis  

• Mycosphaerella graminicola 

• Colletotrichum spp. 

• Ustilago maydis 

• Melapsora lini 
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Los mecanismos moleculares, por el cual un fitopatógeno logra vulnerar la barreras 

físicas y químicas de la planta, se encuentran codificados en el genoma de dicho 

hongo a través de herramientas obtenidas y perfeccionadas a través de una 

coevolución con su hospedero; Botrytis cinerea y Magnaporthe oryzae destacan por 

su importancia en el daño económico que pueden causar; M. oryzae produce la 

enfermedad conocida como la quema del arroz (rice blast disease, piriculariosis, 

quemazón, el ‘fallat de l’arròs’, el ‘cucat’ o añublo) el problema más recurrente en las 

regiones productoras (Dean y col., 2012), los cálculos recientes estiman una pérdida 

anual equivalente a las necesidades calóricas de 212 y 742 millones de personas 

(Fisher y col., 2012). 

 

1.3.3.1. Botrytis cinerea. 

B. cinerea, es un ascomiceto, fitopatógeno de vida libre necrotrófico, el cual 

presenta gran plasticidad genética contra mucha clase de fungicidas, altamente 

destructivos en tejidos seniles o maduros en dicotiledóneos, causa pérdidas masivas 

en cultivos en campo abierto e invernadero (Williamson y col. 2007). 

Dentro de una amplia lista de hospederos, incluyen, flores, frutos, hojas, tallos y 

órganos de almacenamiento radical (papas o zanahorias). Los cultivos más 

afectados son los vegetales (como por ejemplo repollo, lechuga, brócoli y frijol), y los 

de frutos pequeños (ejemplo uva, fresa, frambuesa y mora) (Williamson y col. 2007). 

Los síntomas que normalmente se presentan son pudriciones, seguido de un colapso 

en el tejido de parénquima, y una aparición de masas grises de conidios (tal como se 

muestra en la figura 3), principalmente en hojas y frutos suaves (Williamson y col. 

2007). 
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Figura 3. Síntomas de infección por B. cinerea. A) Pudrición gris en fresa. B) 

Pudrición gris en frambuesa. C) Manchas de pétalos de rosa (derecha). D) Lesión 

en los entrenudos después de una infección en hojas de frambuesa. E) Frutos de 

grosella unidos al tallo, previo a la liberación de conidios. (Imagen tomada de 

Williamson y col., 2007). 

 

El patógeno B. cinerea muestra una gran adaptabilidad a los hospederos 

susceptibles, cerca de 200 especies vegetales (Ralp Dean y col., 2012), debido a la 

cantidad de herramientas bioquímicas que secreta en el momento de colonizar; en 

gran medida para poder sortear las barreras físicas y químicas, dichas proteínas han 

sido clasificadas en cuatro clases funcionales (González-Fernández, y col. 2015):  
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• Enzimas degradadoras de pared celular, como pectinesterasas y endo-

poligalacturonasas 

• Proteínas involucradas en la degradación de proteínas hospederas, tales 

como proteasas aspárticas 

• Proteínas relacionadas con daño oxidativo como glioxaloxidasa 

• Proteínas que inducen respuesta hipersensible como proteínas con dominio 

ceratoplatanina. 

Las proteínas secretadas por el patógeno B. cinerea se expresan dependiendo del 

tipo de tejido del huésped al que está en contacto; en frutos maduros, donde las 

células tienen pH ácido y una cantidad considerable de proteínas de defensa; la 

proteasa aspártica BcAP8, (una α-amilasa 1) y BcPls1 juegan un papel importante 

para la colonización, ya que permiten a B. cinerea, obtener aminoácidos para su 

crecimiento, ablandar la pared celular (para la penetración de la hifa), y degradar 

proteínas de defensa (González-Fernández, y col. 2015). 

Sin embargo, cuando se deleta el gen que codifica para BcAP8, las cepas mutantes 

no muestran una disminución en la virulencia, ya que la perdida de actividad se 

compensa por la expresión de otros genes que pertenecen a la familia BcAP8, lo que 

demuestra que B. cinerea es un patógeno con una gran adaptabilidad ya que posee 

un arsenal de herramientas moleculares capaces de colonizar el hospedero con éxito 

(González-Fernández, y col. 2015). 

 

1.3.3.2. Magnaporthe oryzae 

M. oryzae es un hongo ascomiceto filamentoso, el cual es el principal agente 

causal de las enfermedades en arroz. Todos los tejidos de la planta son susceptibles, 

por ejemplo la infección en la panícula (Figura 4) representa la total perdida de 

granos. A la fecha el desarrollo de cultivares resistentes es la principal estrategia 

para controlar esta enfermedad, aunque M. oryzae supera rápidamente dicha 

resistencia en un periodo de 2 o 3 años (Ralp Dean y col., 2012).   
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Figura 4. Infección en arroz y avena. A) Infección en la panícula de arroz, infección 

en todo el tejido foliar. B) En avena la infección se limita a la panícula, a menudo el 

síntoma puede confundirse con F. graminearum. (Imagen tomada de Ralp Dean y 

col., 2012). 

 

El ciclo de vida de éste ascomiceto consiste en una etapa de infección hemi-biotrófico 

y otra de reproducción asexual (si bien se ha descrito el ciclo sexual, raramente se 

encuentra en la naturaleza), en el caso de la reproducción sexual es necesario que 

los fondos genéticos MAT1-1 y MAT1-2 se encuentren en el hospedero para que se 

desarrollen los cuerpos fructíferos. Durante la fase asexual son producidas tres 

células llamadas conidias que son esparcidas por las gotas del rocío. Un tubo 

germinativo emerge adhiriéndose a la superficie de las hojas en una fase conocida 

como “enganche” (Hooking), señales como la hidrofobicidad, la dureza superficial, y 

propias de la planta así como los monómeros de cutína, favorecen la formación de 

una estructura conocida como apresorio, el cual por fuerza mecánica es capaz de 

atravesar la cutícula de las hojas (Pérez-Nadales y col., 2014). 

Durante la interacción entre la planta de arroz y M. oryzae, son secretadas por la 

planta un conjunto de moléculas asociadas a patógenos (PAMPs), ejemplo: son las 

especies reactivas de oxígeno (ROS), metabolitos (como fitoalexinas, 

fenilpropanoides, lignina y algunos flavonoides),  y una amplia variedad de enzimas 
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hidrolíticas, por su parte el patógeno también responde con un armamento proteico 

codificado en su genoma; enzimas hidrolíticas de pared celular, peptidasas, toxinas, 

enzimas oxido-reductoras, y efectores apoplasticos, los cuales juegan un papel 

crucial para su invasión (Gon-Kim y col., 2013). 

Cuando se analizó el secretoma involucrado en la interacción entre arroz y M. oryzae 

(Gon-Kim y col., 2013) por identificación multidimensional de proteínas (MudPIT 

analysis), se encontraron un total de 708 proteínas expresadas durante la interacción 

hongo-planta, 283 y 425 respectivamente con distintos procesos biológicos y 

funciones moleculares; en el caso del hongo se encontraron una amplia familias de 

proteínas, 54 Glicosilhidrolasas, 25 proteasas, 14 esterasas, 3 glicosilesterasas y 2 

nucleasas, en la figura 5 es posible apreciar que algunas poseen un péptido señal, 

lo cual sugiere distintos rutas metabólicas (Gon-Kim y col., 2013). 

 

Figura 5. Interacción arroz-M. oryzae. A) En planta hay mayor expresión de 

proteínas Glicohidrolíticas (GH) y peroxidasas. B) En M. oryzae el número de 

proteínas tipo GH es mayor, y una mayor expresión de proteasas para poder 

colonizar la planta (modificado de Gon-Kim y col., 2013). 

 

1.4. Ustilago maydis 

U. maydis es un hongo basidiomiceto fitopatógeno que infecta al cultivo de 

maíz (Zea mays) y a su ancestro el teocintle, (Kämper y col. 2006; Dean y col. 2010), 
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se trata de un hongo dimórfico, cuyas células haploides crecen como levaduras 

saprofitas, o bien como hifa una vez que infecta al maíz (Ruiz-Herrera, 2012) 

 

U. maydis forma parte de la lista de los 10 hongos fitopatógenos de mayor 

importancia tanto económica como científica; a diferencia de los otros hongos que 

poseen un amplio rango de hospederos, este basidiomiceto al ser huésped estricto 

del maíz y el teocintle posee cualidades que lo hacen único. Su genoma ha sido 

secuenciado y es de libre acceso en su base de datos, (MUMDB; 

http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/); (Kämper, 2006), su genoma comparte 

algunas similitudes con los humanos en algunas proteínas y procesos celulares como 

puede ser el sistema de recombinación homóloga (Banuett y col., 2008; Holloman, 

2011; Steinberg y Pérez-Martin, 2008). 

 

 

1.4.1. Ciclo de vida de U. maydis. 

El ciclo de vida de este basidiomiceto está regulado por dos loci sexuales, el 

a con dos alelos a1 y a2, y por el locus b el cual es multialélico (Ruiz-Herrera, 2012), 

la fase haploide saprofita no infectiva se caracteriza por que crecen en forma de 

levadura de 12 a 18 µm de largo y un ancho de 4 a 5 µm (Holliday,1974). Cuando 

dos células haploides sexualmente compatibles se encuentran lo suficientemente 

cerca, se fusionan formando una estructura tubular, llamada tubo de conjugación. A 

continuación, los núcleos de las células originales migran a esta hifa dando origen a 

la fase dicariótica del hongo (Ruiz-Herrera y col. 2012) la cual se caracteriza por el 

crecimiento filamentoso; dicha fase del ciclo de vida es la única capaz de invadir la 

planta por medio de una estructura llamada apresorio; aunque el hongo haya 

invadido la planta, no hay aparente respuesta de ésta en esta fase, manteniéndose 

los tejidos vegetales vivos, es hasta la fase infectiva tardía, que ocurre el crecimiento 

de la hifa en los tejidos vegetales experimenta procesos de alteraciones 

morfológicas, tales como ramificaciones, formación de material mucilaginoso, 

desarrollo de células osmóticamente sensibles previo a la formación de las 

http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/
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teliosporas, es aquí donde sucede la cariogamia con la formación del estado diploide 

(Vollmeister y col., 2012) ). A partir de la teliospora se forma un tubo germinativo 

denominado promicelio donde posteriormente migrará el núcleo ocurriendo la 

meiosis, formándose cuatro basiodiosporas en posición acropétala las cuales geman 

reiniciando el ciclo de vida del hongo (Ruiz-Herrera, 2008), ver Figura 6.  

 

Figura 6.  Ciclo de vida de U. maydis. Tomado de Godde, 2008. 
 

1.4.2. Genoma de U. maydis 

El análisis del genoma de este basidiomiceto, en la cepa haploide 521, tiene un 

tamaño de 20.5 Mb (millones bases) organizado en 23 cromosomas (Kämper J. y 

col. 2006). La base de datos MIPS de U. maydis enlista 6902 genes, el cual resulta 

muy pequeño si es comparado con otros hongos fitopatógenos. U. maydis posee una 

cantidad reducida de intrones, 0.46 intrones por gen, con un 70% de genes sin 

intrones, otros basidiomicetos como Cryptococcus neoformans, Coprinus cinereus y 

Phanerochaetechry sosporium contienen en promedio 5.3, 4.5 y 2.6 intrones por gen 
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respectivamente (Loftus y col.2005). La reducida cantidad de intrones en U. maydis 

podría ser consecuencia de un sistema de recombinación homóloga muy eficiente 

(Holliday, R., 2004; Kämper, J. 2006). 
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2. HIPÓTESIS 

La deleción del gen Um02178 que codifica una proteasa aspártica afecta la virulencia 

y la fisiología del hongo Ustilago maydis. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. General 

• Estudiar la función del gen Um02178 que codifica para una proteasa 

aspártica, en la fisiología del fitopatógeno Ustilago maydis con énfasis en la 

virulencia.  

3.2. Específicos 

• Analizar la capacidad de las mutantes en el gen de la proteasa aspártica para 

metabolizar diferentes fuentes de carbono y de nitrógeno.  

• Estudiar la respuesta a estrés osmótico y oxidativo de las mutantes nulas en 

el gen que codifica la proteasa aspártica. 

• Evaluar la participación del gen que codifica para la proteasa aspártica en la 

virulencia en plántulas de maíz. 
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4. METODOLOGÍA 

4.1. Métodos. 

4.1.1. Edición del genoma de Ustilago maydis. 

4.1.1.1. Estrategia de deleción del gen Um02178. 

Para la construcción de las mutantes, se amplificó el gen por PCR con los 

oligonucleótidos praca5´ y praca3´ (Figura 7A), posteriormente se clonó en el vector 

pGEM. Para eliminar parte del marco de lectura (ORF), el inserto se cortó con la 

enzima de restricción KpnI. Con esta digestión se eliminó un fragmento de 507 pb 

(Figura 7B), en dicho sitio se clonó el gen de resistencia a carboxina. De esta manera, 

la construcción así generada se recuperó por PCR con los oligonucleótidos praca5’ 

y praca 3’, con este producto de PCR se transformó la cepa parental FB1 y FB2 

(Figura 7C).  

 

 A) Amplicón de los Oligos PRACA, parte del cromosoma 5 (Orf_Um_chr05). 

 

 

B) Mapa de Enzimas de Restricción del amplicón PRACA. 

 

� (436,712 .. 436,729) � (439,169 .. 439,186) 

-erk ··· 

Naef (1432) 
Bpmf (1478) 
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C) Utilizando la enzima KpnI se elimina parte del Marco de Lectura (507 pb) y en su lugar 

se inserta el gen de resistencia a Carboxina. 

 

 

D) Marco de Lectura del gen de Resistencia a Carboxina (CbxR de  1771 pb y extremos da 

un fragmento de 1850 pb). 

 

 

  

 

 

 

E) Construcción clonada por PCR que se utilizó para hacer la transformación de U. maydis. 

 

Figura 7. Estrategia de deleción. En el panel A) puede apreciarse el gen en estado 

nativo flanqueado por los oligos PRACA para ser clonado. Panel B y C) el inserto 

en el vector pGEM el cuál es digerido con las enzimas KpnI eliminando parte del 

marco de lectura (507 pb). Panel D) Marco de Lectura del gen de resistencia a 

carboxina Cbxr. E) Construcción utilizada para la transformación de las cepas 

parentales FB1 y FB2. 
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4.1.1.2. Extracción de ADN Genómico. 

Se llevó la extracción de ADN genómico de las cepas de U. maydis mutantes 

resistentes a carboxina y de las cepas silvestres FB1 y FB2 (colección del laboratorio 

de Microbiología Molecular, cuadro 1), previamente inoculadas en tubos cónicos de 

50 mL, en 10 mL de medio completo líquido (MC) con una concentración de 

carboxina de 4 g/mL (cepas mutantes). Los cultivos se incubaron a 28 °C en 

agitación a 150 revoluciones por minuto por un periodo de 24 horas. 

Pasadas las 24 horas, se concentraron las células, por centrifugación  a 3500 rpm 

(en una centrifuga Thermo Scientific ST40R) durante 5 minutos, se desechó el 

sobrenadante y se recuperó la pastilla de células concentradas en el fondo del tubo 

cónico. Se añadieron 200 μL de solución TE, dicha mezcla se transfirió a tubos 

eppendorf, a continuación se agregaron 400 μL de solución TSNTE y 400μL de 

solución Fenol-Cloroformo (1:1), y se agitó durante 5 minutos utilizando un agitador 

vortex. Posteriormente se centrifugó a 12000 rpm por espacio de 10 minutos, se 

recuperó el sobrenadante en un tubo eppedorf nuevo y se le agregaron 3 μL de 

ARNsa (10 mg/mL), se aplicó una breve agitación con vortex. La mezcla se incubo a 

37 °C durante 20 minutos. 

Terminada la incubación se agregaron 300 μL de cloroformo, y se aplicó una 

agitación en vortex durante 3 minutos y nuevamente se aplicó una centrifugación a 

12000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se recuperó en un tubo eppendorf 

nuevo. 

Al tubo con sobrenadante se le agrego un décimo de volumen de acetato de Sodio 

3M y 2 volúmenes de etanol puro (frío), y se mantuvo a una temperatura de -20 °C 

durante 30 min para favorecer la precipitación de ADN. 

Cuando finalizó el tiempo de incubación, se centrifugo a 12000 rpm durante 10 min, 

terminado el tiempo de incubación, se desechó el sobrenadante, se formó una pastilla 

blanquecina que consiste de ADN, se agregaron 350 μL de etanol 70% para limpiar 

la muestra. El tubo se centrifugo durante 5 min a 13,000 rpm, se desechó el 
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sobrenadante, el tubo se colocó boca abajo y se dejó secar la pastilla de ADN durante 

10 min, al final la pastilla se suspendió en un volumen aproximado de 50 μL de agua 

desionizada estéril (grado biología molecular).  

4.1.1.3. Extracción de ARN total. 

Se llevó a cabo la extracción de ARN total tanto de la cepa silvestre FB2, como de 

las cepas mutantes (praca), nombradas como 472, 473, 475 y 476 (cuyos fondos 

genéticos se encuentran en el cuadro 1.  

Cuadro 1 Cepas mutantes de proteasa 

Fondo Genético a1b1 a2b2 a2b2 a2b2 a1b1 

 

a1b1 

Cepa FB1 FB2 472 473 475 476 

 

Las cepas se inoculan en medio MC líquido durante 24 horas, pasado este tiempo, 

las células se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 min, se desechó el sobrenadante 

y se guardaron en congelación a una temperatura de -80 °C. La pastilla de células 

se molió en mortero, pistilo en nitrógeno líquido, evitando la descongelación de la 

muestra. El polvo fino obtenido, se colectó en tubos eppendorf de 2 mL (200 L 

aproximadamente de muestra), y se almacenó hasta su uso a -80oC. Posteriormente 

se adicionó 1 mL de trizol a cada muestra, y se aplicó agitación en vortex durante 2 

minutos. Se dejó la muestra a temperatura ambiente durante 5 min, y después se 

agregaron 400 μL de cloroformo, por cada mL de trizol utilizado, se agitó por 15 

segundos con la mano, y se dejó a temperatura ambiente por 3 minutos, los tubos se 

centrifugaron a 12000 rpm a 4 °C por 10 minutos, y se recuperó el sobrenadante a 

tubos eppendorf nuevos. 

EL ARN se precipitó adicionando 600 μL de una mezcla de citrato de sodio 0.8 M y 

NaCl 1.2 M, más 700 μL de isopropanol frío, se dejó a temperatura ambiente durante 

10 minutos. Pasado el tiempo se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min a 4°C y se 

desechó el sobrenadante. La pastilla se lavó con etanol al 75%, y se le aplicaron 
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ligeros golpeteos, y se volvió a aplicar una centrifugación a 13000 rpm durante 5 min 

a 4°C, se decantó y se dejó secar. La pastilla de ARN se disolvió con 50 μL a 100 μL 

de agua tratada con dietilpirocarbonato1% (DEPC), incubar a 55°C por 5 min. Una 

vez disuelto el ARN se determinó su concentración utilizando el nanodrop 2000 

(Thermo SCIENTIFIC). Se consideró ARN de buena calidad si se obtuvo una relación 

260/280 cercana a 2 (lectura en el espectro). 

4.1.1.4. Síntesis de cADN. 

En tubos Eppendorf de 2 mL se prepararon soluciones de trabajo de ARN de las 

cepas FB2 y las mutantes nulas del gen de la proteasa aspártica 472, 473, 475 y 476 

a una concentración final de 400 ng/µL en un volumen de 30 µL. Se tomó una alícuota 

de 5 µL de cada solución trabajo, las cuales fueron tratadas con 2 µL de enzima 

ADNsa I (Thermo SCIENTIFIC), 2 µL de amortiguador de la enzima MgCl2 10X y 11 

µL de agua DEPC, todo en tubos para PCR en un volumen final de 20µL, se 

incubaron a una temperatura de 37°C durante 35 min, pasado dicho tiempo se detuvo 

la reacción añadiendo 2 µL de EDTA 50 mM, y se incubaron por 10 min a 65 °C. A 

continuación, a 10 µL de ARN tratado con ADNsa I se le agregaron 1 µL de oligo (dT) 

y 1.5 µL de agua DEPC y se incubaron por 5 minutos a una temperatura de 65°C, 

terminada la incubación se agregaron los siguientes reactivos 4 µL de amortiguador 

5X, 0.5 µL de RiboLock (inhibidor de ARNsas), 2 µL de la mezcla de dNTPs (10 mM) 

y 1 µL de la enzima Transcriptasa Reversa (RT), en un volumen final de 20 µL. Se 

llevaron a cabo controles con enzima RT (transcriptasa reversa) y sin RT por cada 

muestra. Dicha reacción se llevó a cabo a 42°C por 60 minutos, seguido de 72°C 

durante 10 min, en el termociclador (BIORAD T100). Una vez sintetizado el cADN se 

determinó la expresión del gen que codifica la proteasa aspártica ( Cuadro 2, 

oligonucleótidos 2120 y 2123) por medio de PCR de punto final, en las cepas FB2 y 

correspondientes mutantes. Como control se amplificó un fragmento del gen de 

actina Um11232. El resultado de la amplificación se observó en geles de agarosa al 

1.2 % teñidos con Bromuro de Etidio y marcador de peso molecular de 100 pb. 
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Cuadro 2 Oligonucleótidos utilizados. 

 

Nombre de 

Oligonucleótido  

Secuencia (5´-3´) Gen que 

amplifica 

Sentido Tm 

°C 

2120 TCTGTTGTTCAGCAGCTGTA Um02178 

Parte del 

marco de 

lectura 

abierto 

D 65 

2123 ATCGAAGGGCCTTGTAACCT R 

2035 CTTCCTGACGGACAGGTGAT UmActina D 61 

2036 CTCGGGAGGAGCAACAATC R 

Praca 5´ CGTGCTGATACCGGTGAA 

Gen 

Um02178 

D 

62 

Praca 3´ GATGCCACTCACTAGCGG R 

 

4.1.2. Ensayo de estrés en placa. 

Se inocularon 7.5 mL de MC con la cepa de interés y se incubaron durante 24 horas 

en agitación constante a 28°C. Posteriormente las células se lavaron con agua 

destilada estéril. Las células se resuspendieron en 5 mL de agua destilada estéril y 

se ajustó la concentración a 1x108 células/mL. Posteriormente se realizaron 

diluciones decimales de 107 a 103 células/mL. 

El ensayo de estrés se realizó en medio mínimo (MM) sólido pH 7 (30 mM Tris-HCl) 

con 2% de glucosa como control, suplementado con el agente estresante. Las células 

se sometieron a diferentes tipos de estrés; estrés oxidativo (Menadiona, Peróxido, 

tert-Butil hidroperóxido,  rosa de bengala), estrés de pared celular ( rojo Congo, 

Calcofluor Blanco, dodecil sulfato sódico-SDS y cafeína), estrés osmótico (KCl, NaCl, 

Manitol, Sorbitol). Cada caja se inoculó con 10 µL de cada dilución de células desde 

10-3 hasta 10-7, método de ensayo por goteo “spot assay” para cada cepa (Cervantes-
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Chávez y col. 2010) y se incubaron por 28 °C durante 72 horas. Transcurrido ese 

tiempo, se tomaron fotografías. Los ensayos se realizaron por triplicado. 

4.1.3. Reacción Fuzz. 

Para poder conocer la compatibilidad sexual entre cepas de U. maydis se procedió a 

inocular las cepas parentales y mutantes, en medio MC (Medio Completo) 

suplementado con carbón activado al 1 %; acomodadas en cuadrícula, de tal manera 

que cuando se mezclan cepas sexualmente compatibles, éstas den positiva la 

reacción de Fuzz, la cual representa crecimiento micelial de aspecto blanco y 

algodonoso (Banuett y Herskowitz, 1989).  

4.1.4. Crecimiento en forma de hifa. 

Para dicho análisis, las cepas mutantes y parentales se crecieron en 10 mL MC 

durante 18 h a 28 °C en agitación constante a 150 rpm. Posteriormente los cultivos 

se concentraron por centrifugación a 3000 rpm por 5 min. Se eliminó el sobrenadante 

y el paquete celular se lavó dos veces con agua destilada estéril (10 mL). 

Posteriormente las células se suspendieron en el volumen original del cultivo, 

utilizando agua destilada estéril, la concentración celular se ajustó a 1x107 células/mL 

utilizando la cámara de Neubauer. A continuación, las células se ayunaron por un 

periodo de 4 h a 28 °C a 150 rpm de agitación. Transcurrido el tiempo las células se 

incubaron a 4 °C por 3 h en hielo. Posteriormente 50 µL de éstas células se 

inocularon en 10 mL de: MM a pH 7 (ajustado con NaOH) en el cual se induce el 

crecimiento en forma de levadura y en MM pH 3 (ajustado con HCl) en el cual se 

induce el crecimiento en forma de hifa. Los cultivos se incubaron a 28 °C, en agitación 

constante (150 rpm) durante 12-15 h. Las células se tiñeron con azul de algodón y 

se observaron al microscopio (Leica DM750); se fotografiaron con la cámara Leica 

ICC50 HD, acoplada al microscopio. 

4.1.5. Pruebas de virulencia. 

Para analizar el efecto de la deleción del gen de la proteasa aspártica en la virulencia 

de las cepas mutantes de U. maydis, se comparó con las virulencia de cepas 
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parentales FB1 y FB2 en plantas de maíz. Para ello, se inocularon plántulas de maíz 

de la variedad “Cacahuazintle” de 10 a 12 días de edad en condiciones controladas. 

Para esto se preparó un pre inóculo de las cepas de interés en 5 mL de MC y se 

incubaron por un periodo de 18 a 24 horas 28°C en agitación. Después se inocularon 

25 mL de MC con 500 µL del preinóculo, y se incubó a 28 °C durante 24 horas; 

pasado este tiempo se determinó la concentración de las células en la cámara de 

Neubauer, se preparó una solución a una concentración de 1x108 células/mL, con 

esta solución se inyectó a cada planta con 300 µL (mezcla de células sexualmente 

compatibles). La sintomatología de las plantas se evaluó periódicamente durante 2 a 

3 semanas, clasificando los síntomas como: tamaño de tumor, producción de 

antocianinas y muerte de planta según lo reportado por Chavan y col. (2013). Las 

plantas fueron fotografiadas con una cámara Canon EOS Rebel T3i. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Identificación in silico del gen Um02178. 

Para estudiar la importancia que tiene un gen en el ciclo de vida del basidiomiceto U. 

maydis existen diferentes estrategias, una de ellas es crear organismos a los que se 

les elimine la función de algún gen, y de esta manera determinar las características 

fenotípicas. Para construir una mutante es necesario conocer con antelación la 

secuencia del gen en cuestión, el genoma de U. maydis se encuentra disponible en 

http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago, haciendo una búsqueda in 

silico en esta base de datos, se identificó el gen UMAG_02178 localizado en el 

cromosoma 5, en las posiciones 437522 y 438880, codifica una proteína de 452 

aminoácidos (MIPS, 2016), dando un total de 1359 pares de bases que constituyen 

el marco de lectura abierto este gen que carece de intrones. Este gen se encuentra 

flanqueado por el gen Um02177 que codifica para la proteína deaminasa RIB2 (río 

arriba) y por él gen Um02179 (río abajo) una proteína de 452 aminoácidos la cual no 

ha sido caracterizada. El gen Um02178 codifica para una proteína que pertenece a 

la familia de las aspartato proteasas (EC:3.4.23.-), se trata de un péptido monomérico 

con dos dominios, cada uno de estos dominios poseen un sitio activo cuyo sitio 

catalítico es un residuo de aspartato. 

Cuando se comparó la homología de los aminoácidos del gen Um02178 en la base 

de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information, 2016), el resultado 

arrojó que ésta comparte homología (figura 8) con 100 organismos en diferente 

porcentaje entre los que destacan, con mayor identidad fueron: 

Pseudozyma hubeiensis 84%, Sporisorium scitamineum 81%, Kalmanozyma 

brasiliensis 79%, Sporisorium reilianum 79%, Melanopsichium pennsylvanicum 77%, 

Moesziomyces antarcticus 72%, Ustilago hordei 71%, y Moesziomycesaphidis 67%.  

http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago
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Figura 8. Alineamiento de aminoácidos usando en el método Jotun Hein en el 

programa MegAlign. En amarillo se muestran los aminoácidos conservados entre 

dichas secuencias; el recuadro en gris muestra el sitio activo de la proteína, el 

motivo DTG (Aspartato- Treonina- Glicina) está conservado en todas las proteasas 

aspárticas mostradas. Kalmanozyma brasiliensis, Melanopsichium 

pennsylvanicum,. Moesziomyces antarcticus, Pseudozyma hubeiensis,   

Sporisorium reilianum, Sporisorium scitamineum, Ustilago hordei, Ustilago maydis. 

 

 

 

 

 

 

KYNL---SASS------N-QRRAG--STALTN--------VQY--DSSWVASLSGGTPSKDYEVVLDTGSADLWISSQYYMajority

170 180 190 200 210 220 230 240

KYNL---PSTS------QPQRRAG--AASLTN--------VQY--DSSWVAPISGGTPSKEYYVVLDTGSADLWISDQYY 121K brasiliensis.seq

KYGLPSADASS------K-ARRAQ--GTALTN--------VQY--DSTWVATVTGGTPSKDYEVVLDTGSADFWIASDYY 186M antarcticus.seq

KYGLPSAGASS------K-ARRAQ--GTALTN--------VQY--DSTWVATVTGGTPSKDYEVVLDTGSADFWIASEYY 141M aphidis.seq

KYRM---SATT------P-TRRAG--STSLTN--------VQY--DSSWVATISGGTPSKDYQVVLDTGSADLWIGSDYY 126M pennsyl-.seq

KYNL---PASA------N-QRRAG--ATSLTN--------VQY--DSSWVASLSGGTPSKSYEVVLDTGSADLWISSQYY 105P hubeiensis.seq

KYKL----APA------N-QRRAG--STSLTN--------VQY--DSSWVAPLYGGTPSKQYEVVLDTGSADLWISSQYY 122S reilianum.seq

KYKL----APA--SSSQN-QRRAG--STSLTN--------VQY--DSSWVAPLYGGTPSKQYQVVLDTGSADLWISSQYY 127S scitamineum.seq

KYRLPDSS-SP------L-RRDPQFDPTALTSPAKAEVRMSNYRHDSSWIARVQIGTPPRSYNLLVDTGSSDCWLGAEKF 165T caries.seq

KYRLHDSSTSP------L-RRDAA--DTASASQTTADVRMINYRHDSSWLARVRIGTPPAWYTVIVDTGSSDCWLSTDHF 162T indica.seq

KYHL--SSPSD------K-TRRAG--SSALTN--------VQY--DSSWVASLNGGTPSREYEVVLDTGSADLWISSQYY 131U hordei.seq

KYNL---PTNSSQ----N-QRRAG--ATWLTN--------VQY--DSSWVASLSGGTPAKDYEVVLDTGSSDLWISSQYY 124U maydis.seq

QPSSSSTF-QNQSTAFDIQYGSGEVAGYEATDTFSLAGTTV----NNLHFAVATQVSSGLTSA-AMEGIMGMGFQRLASSMajority

250 260 270 280 290 300 310 320

TPSSSSSF-QNDSSAFNIQYGSGSVSGYLATDTFSLAGTTV----NNLHFAVADQVSQGLTSA-AMEGIMGMGFQRLASS 195K brasiliensis.seq

QPSSSSTF-QNRSTAFNVQYGSGQVAGYEASDTFSLAGTTV----QDTRFAVAEQVSSGLVSG-NMEGIMGMGFQKLAAS 260M antarcticus.seq

QPSSSSTF-QNRSTAFNVQYGSGQVAGYEASDTFSLAGTTV----QDTRFAVADQVSSGLVSG-NMEGIMGMGFQKLAAS 215M aphidis.seq

NPSSSSSF-QNQSTAFDIQYGSGEVAGYDATDSFTLAGTTV----DNLHFAVAEQVSSGLTSS-AMEGIMGMAFQALASS 200M pennsyl-.seq

QPSSSSTF-QNQSTAFDIQYGSGAVDGYQATDTFTLAGTTV----QNLHFAVATSVSSGLTSA-SMEGIMGMGFQKLASS 179P hubeiensis.seq

SPSASSSF-QNYSTPFDIQYGSGDVAGYEATDTFTLAGTTV----NNLHFAVAQSVSSGLTSA-AMEGIMGMGFQRLASS 196S reilianum.seq

SPSSSSSF-QNYTTPFDIQYGSGEVAGYEATDTFTLAGTTV----NNLHFAVANSVSSGLTNA-AMEGIMGMGFQRLASS 201S scitamineum.seq

QLSNSTTFLQTPNAIFDVQYGSGNVSGIMGHDVVRMGSGDVTFVSEKQAIAVASKITSSLSTSPQVAGIMGFAFESLAGV 245T caries.seq

KVENSTTFVPTPDAVFDVQYGSGNVSGIIGHDIVSMGSRDVLFVSENQVIAIADKVTSSLKQSPLVSGIMGFAFESLAGV 242T indica.seq

QPSQSSSF-NNRSTPFDIQYGSGEVAGYQATDTFSLAGTTV----QDLNFAVATQVSSGLTSS-NMEGIMGMGFQRLASS 205U hordei.seq

QPSSSSTF-RNQSTPFDIQYGSGSVHGYQATDTFTLAGTTV----NNLHVAVATSVSSGLTSA-AMEGIMGMGFQRLASS 198U maydis.seq

GEPPLWVAANVDT--FSFYLER--ASLTSSDQT--QPGGIFTLGGTNSSLY-QGDISYNSLIEELYWMVRLGGIGTKGSDMajority

330 340 350 360 370 380 390 400

GEPPLWVASNQNT--FSFYLER--ASLTSADQT--QAGGIFTLGGTNSSLY-QGDISYNSLIEELYWMVRLGAIGTKGSN 268K brasiliensis.seq

GEPPLWVAANVDT--FSFYLER--ASLTSNNQE--QAGGIFTLGGTNSSLY-QGNISYNSLIEELYWMVRLGGIGARGSD 333M antarcticus.seq

GEPPLWVAANVDT--FSFYLER--ASLTSNNQE--QAGGIFTLGGTNSSLY-QGNISYNTLIEELYWMVRLGGIGARGSD 288M aphidis.seq

KEPPLWVAANIDT--FSFYLER--ASLTSQDET--QPGGTFTLGGTNSSLY-QGDISYNSLIEQLYWMIRLGAVGTKGSD 273M pennsyl-.seq

GQPPLWVAAGVDT--FSFYLER--ASLTSSDST--QPGGTFTLGGTNTSLY-QGDISYNSLIEELYWMVRLGGLGARGSA 252P hubeiensis.seq

GEPPLWVAAGVNT--FSFYLER--ASLTSSDQT--QAGGLFTLGGSNSSLY-QGDISYNALIEELYWMVRLGAAGTKGSN 269S reilianum.seq

GEPPFWVVSGVNT--FSFYLER--ASLTSPDQT--QAGGILTLGGTNSSLY-QGDISYNSLLEELYWMVRLGAAGTKGSN 274S scitamineum.seq

DAPPFWLQANISERRFGIYLQRQLTSLLNVSPDIFAPGGTLTLGGINSSLFVAGSENAVEVLERSYWLVLLDGLSAGNQQ 325T caries.seq

NAPPFWLQANISDRRFAIFLERQLTSLTGVSPEVFAPGGTLTLGGVNSSLFIPGSENPIQVLERSFWLILLDGLSIGDQQ 322T indica.seq

GEPPFWIAAGLDT--FSFYLER--ASLSSSDST--QPGGVFTLGGTNSSLY-QGDVSYNPLIEELYWMVRLGGIGTRDSD 278U hordei.seq

GEPPLWVAAGIDT--FSFYLER--ASLSTRDQT--QPGGIFTLGGTNTSLY-QGDISYNSLLEELYWMVRLGAIGTMGAN 271U maydis.seq

VNLNSLTRAAIDTGTTLIGGPDSVVQSLYSQIPNSQ--SQGNGYYSFPC-SSSV-DATLTFGGQQYTIPDSDFVAGTLDQMajority

410 420 430 440 450 460 470 480

VNLGSLTRAAIDTGTTLVGGPDSVVQSLYSQIPNSR--SQGNGYYSFPC-SSSV-DATLTFNGMQYTIPDSDFIAGTLDN 344K brasiliensis.seq

VSLDGLTRAAIDTGTTLVGGPNSVVQSFYANIPGSQ--SQGNGYYSFPC-RQTI-DATLTFGNQQYTIPDSDFVAGTLDQ 409M antarcticus.seq

VSLDGLTRAAIDTGTTLVGGPNSVVQSFYANIPGSQ--SQGNGYYSFPC-RQTI-DATLTFGNQQYTIPDSDFVAGTLDQ 364M aphidis.seq

VDLDSLTHAAIDTGTTLIGGPDSVVQELYSQIPNSK--SQGNGYYSYPC-SSSV-EATLTFGDQQYTIPDSDFSAGTLDQ 349M pennsyl-.seq

VNLNSLTRAAIDTGTTLIGGPDSVVQQFYSQIPNSQ--SQGNGYYSFPC-SSSV-DATLTFGTQQYTIPNSDFVAGTLDQ 328P hubeiensis.seq

VNLNSLTRAAIDTGTTLIGGPDSVVQALYSQIPNSR--SQGNGYYSFPC-SSSV-DATLTFGGMQYTIPDSDFIAGTLDQ 345S reilianum.seq

VNLNSLTRAAIDTGTTLIGGPDSVVQSLYIQIPNSR--SQGNGYYSFPC-SSSI-DATLTFNGVQYTIPDSDFIAGTLDS 350S scitamineum.seq

VNLSGQQRAAIDTGTTLIGGPDEVIAEMYSKIPGAEPMADAPGYYTYPCSARDI-RASMAFGGKWYTLPDIDFVGDIASD 404T caries.seq

VKLGDQRRAAIDTGTTLIGGPDAVIAELYSKIPGAEPMEGAPGYYTYPCSSSSIIEASMAFGGQWYTLPDIDFVGDIASS 402T indica.seq

VNLNSLTRAAIDTGTTLIGGPDSVVQSLYAQIPGSQ--SQGNGYYSFPC-RTSV-GATMTFNGIQYSIPDSDFIAGTLDS 354U hordei.seq

VPLNGLTRAAIDTGTTLIGGPDSVVQQLYANIANSR--SQGNGYYSFPC-SSSV-DATLTFGNQQYTIPSTDFVAGTLDQ 347U maydis.seq
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A partir de las secuencias de aminoácidos de las diferentes proteínas con las que 

comparte homología la proteína de U. maydis, se realizó un dendograma Figura 9. 

En este se observó, la cercanía filogenética que existen entre la proteína de U. 

maydis y P. hubeiensis, y su relación con las proteínas de los otros organismos. La 

proteasa de U. maydis muestra un mayor grado de homología con la proteína de 

organismos Ustilaginales como el caso del basidiomiceto P. hubeiensis, un 

microorganismo utilizando industrialmente para la producción de diferentes 

biosurfactantes (homología con el gen PHSY_002086, 

http://www.uniprot.org/uniprot/R9P0A5#sequences ) y con Sporisorium scitamineum 

causante del carbón de la caña de azúcar (Barnabas y col., 2016).  

 

 

Figura 9. Dendograma de alineamiento. Comparación en la secuencia de 

aminoácidos en la proteasa aspártica UM02178 de U. maydis con la reportada en 

otros hongos. Dendograma realizado con el programa Larsegen 7.1.0 (44), 

utilizando el método Jotun Hein. 
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Es importante resaltar que el análisis de alineación de proteína mostró un 79% de 

identidad con la proteína CBQ72732.1 de Sporisorium reilianum un hongo biotrófico 

muy cercano a U. maydis y que también tiene la capacidad de infectar sorgo y maíz, 

si bien existe poca investigación en cuanto a su ciclo de vida; se sabe que las 

basidiosporas haploides al germinar en teliosporas éstas crecen en forma de 

filamentos alrededor de las raíces de la planta, utilizando apresorios (al igual que U. 

maydis) para invadir la planta (Schirawski y col., 2005). 

5.2. Escrutinio de mutantes por PCR 

Previamente, en colaboración con el Dr. José Ruiz Herrera y Dr. Ulises Esquivel 

Naranjo (Cinvestav-Irapuato) se contaba con una colección de mutantes para el gen 

Um02178, resistentes al antifúngico carboxina. De esta colección se realizó el 

escrutinio de algunas de ellas utilizando la reacción en cadena de la polimerasa 

“PCR”. Utilizando los iniciadores 2121 y pCBX, los cuales amplifican un fragmento 

de 1600 pb indicando que el cassette de interrupción se integró en el locus Um02178 

(Figura 10), considerando a estas cepas como Um02178. 

 

 

 

Figura 10. Producto de PCR. Cepa parental FB2, , control negativo agua, cepas 

praca 472, 473, 475 y 476. Iniciadores utilizados 2121 y pCBX, que amplifican una 

banda de 1600pb.  

FB2 - kb 472 473 475 476 

1600 pb 
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Como se mencionó, a las cepas ∆Um02178 previamente se les eliminó parte del 

ORF; para comprobar dicha eliminación, se realizó un ensayo RT-PCR, con este 

experimento se confirmó la ausencia del mRNA del gen Um02178. Para ello se 

purificó el ARN total tanto de la cepa parental FB2 (control), así como de las cepas 

mutantes 472, 473, 475 y 476. Se utilizaron el par de oligonucleótidos 2120 y 2123, 

que amplifica un fragmento de 295 pb correspondiente al ORF.  

 

Figura 11. Productos de RT-PCR. Carriles 1 a 4 cepas mutantes 472, 473, 475 y 

476 respectivamente, carril 5 cepa parental FB2, carril 6 control negativo (sin DNA), 

carril 7 control positivo ADN genómico (FB2). A) Amplificación del fragmento del 

ORF del gen Um02178. B) Amplificación de fragmento de gen de actina Um11232. 

C) Amplificación de gen de actina sin RT. D) Marcador de peso molecular 

comercial. 

A) 
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Como se puede observar en la Figura 11 A, el producto de PCR se obtuvo solamente 

en las cepas silvestres, lo que demuestra que el mRNA correspondiente al gen 

Um02178 no se está expresando en las cepas mutantes ∆Um02178, confirmando 

así la deleción del gen. Como control se amplificó un fragmento de 276 pb del gen 

de actina Um11232 con los oligonucleótidos 2035 y 2036 (Figura 11B). 

Adicionalmente, se incluyó el control sin la enzima RT (Transcriptasa reversa), con 

la finalidad de comprobar que no existe DNA genómico como contaminante. 

 

5.3. Metabolismo de diferentes fuentes de carbono. 

 

Una vez identificadas las cepas mutantes, realizamos pruebas para determinar la 

capacidad de metabolizar diferentes fuentes de carbono, tanto a pH 7 como a pH 3, 

comparando a las cepas mutantes 472 y 476 con las cepas parentales FB1 y FB2; y 

de esta manera apreciar si la deleción del gen Um02178 tiene un efecto en su 

crecimiento, en relación a la fuente de carbono utilizada. 

 

Como podemos apreciar en la figura 12, la capacidad para asimilar diferentes fuentes 

de carbono en medio sólido, es apreciablemente semejante en medio ajustado a pH 

7 entre las cepas parentales y las mutantes, podemos observar que el crecimiento 

se ve disminuido cuando la fuente de carbono es etanol, sin embargo, dicho 

comportamiento es el mismo tanto en las cepas parentales como en las mutantes 

472 y 476. 
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Figura 12. Metabolismo de diferentes fuentes de carbono al 2 % a pH 7.  
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También se realizó el mismo ensayo, pero cambiando el pH del medio de cultivo, de 

neutro a pH 3, ya que se ha reportado que  en medio ácido se lleva la transición 

dimórfica (Ruiz-Herrera y León-Ramírez, 2012), por lo que la captación de nutrientes 

podría verse afectada en su desarrollo respecto a las cepas silvestres. 

 

Figura 13. Metabolismo de diferentes fuentes de carbono al 2% y a pH 3.  
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En la figura 13 podemos apreciar que no hay diferencia, entre las diferentes fuentes 

de carbono respecto a las cepas silvestres, no obstante, el desarrollo es diferente 

entre las distintas fuentes, por ejemplo, hay un mejor desarrollo cuando la fuente de 

carbono es un carbohidrato, respecto a la fuente carbono acetato de sodio, etanol y 

glicerol.  

Existe una clara diferencia cuando la fuente de carbono es acetato de sodio pues el 

desarrollo de la colonia es menor cuando se compara con sacarosa. 

 

5.4. Respuesta a condiciones de estrés. 

Para estudiar el efecto que tiene el gen Um02178 en el crecimiento de las células 

(parentales y mutantes) en condiciones de estrés, éstas se inocularon por el método 

“spot assay” en medio de cultivo con diferentes agentes estresantes. 

Cuando las cepas son crecidas en medio suplementado con tert-butil hidroperóxido, 

las mutantes no muestran una diferencia respecto a las cepas parentales, en la figura 

14 se puede apreciar que conforme va disminuyendo la concentración de tert-Butil 

en el medio, las colonias pueden desarrollarse con mayor facilidad. 
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Figura 14. Diferentes concentraciones de tert-butil hidroperóxido.  
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Además del agente estresante tert-butil, también se utilizaron otros agentes 

oxidantes. En la figura 15 podemos apreciar un comportamiento similar al tratamiento 

anterior; existe un aumento gradual en el tamaño de las colonias, tanto parentales 

como mutantes conforme disminuye la concentración de menadiona (panel B al F), 

al igual que en el caso de las cajas suplementadas con peróxido de hidrogeno.  

En la figura 15 podemos apreciar la formación de colonias en las concentraciones 

1x10-7 y 1x10-6 en ambos ambientes oxidantes. 

En el ensayo de estrés osmótico mostrado en la figura 16, el tamaño de las colonias 

es reducido respecto al observado en las colonias control; en dicho ensayo se 

utilizaron las sales NaCl y KCl; sin embargo, el aspecto de la colonia es similar entre 

parentales y mutantes; excepto en los paneles D y F donde las cepas mutantes 

muestran una ligera disminución en el tamaño de la colonia respecto a las cepas 

parentales. 

Para complementar el ensayo de estrés osmótico también se llevaron a cabo pruebas 

(figura 17) con carbohidratos, como manitol (panel C) y sorbitol (panel D), de manera 

interesante, podemos observar en ambos estreses que existe un ligero decremento 

en el tamaño de las colonias mutantes. Indicando cierta incapacidad para responder 

apropiadamente ante este tipo de estrés osmótico.  

En la misma figura también se puede apreciar el ensayo de estrés para estudiar la 

respuesta a agentes que dañan o ponen de manifiesto alteraciones en la estructura 

de la pared celular. Para ello se utilizó el detergente SDS (figura 17) a las 

concentraciones 0.004 % y 0.05 % panel E y F respectivamente en donde el tamaño 

de las colonias de las cepas mutantes se ve claramente afectado por la presencia 

del detergente, esto en comparación con las cepas silvestres. 
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Figura 15. Diferentes condiciones de estrés oxidativo. A) Menadiona 5.0x10-3 mM. 

B) Menadiona 3.6x10-3 mM C) Menadiona 3.0x10-3 mM  D) Menadiona 2.4x10-3 

mM. E) H2O2 3 µL. F) H2O22.5 µL. G) H2O2 µL. 
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Figura 16. Diferentes condiciones de estrés osmótico. A) Control B) KCl 1M, C) KCl 

0.8 M D) KCl 1,2M. E) NaCl 1M. F) NaCl 0.8 M. 

 

• • • • ..« 
CONTROL KCI KCI 

FBi FB2 472 476 FBi FB2 472 476 FB FB2 472 476 

10' 10' 10' 

10° 10° 10° 

10° 10° 10° 

10' 10° 10° 

10 10 10° 

• • • • •••• 

A) B)1 M 0)0.8M 

KCI NaCl NaCl 

FBI FB2 472 476 FBi FB2 472 476 FB1 FB2 472 476 
10 

10 10 
10° 

10° 10° 
10° 

10° 10° 
10 

10 10 
10 

10° 10° 

D) 1.2M E)1M F)0.8M 



38 
 

 

Figura 17. Diferentes condiciones de estrés A) Control B) Manitol 0.8 M C) Manitol 

1M D) Sorbitol 1M E) SDS 0.004 % F) SDS 0.05%.  

Para completar el estudio de la respuesta a estrés en pared celular se utilizaron los 

reactivos  rojo Congo y  rosa de bengala, sin embargo, éste último a dos condiciones 

experimentales; en luz y en obscuridad, pero a temperatura ambiente, cabe 

mencionar que el  rosa de bengala es un agente que impone también un reto 

oxidativo.  

Dicho experimento arrojó resultados interesantes; cuando el medio fue suplementado 

con  rosa de bengala las cepas mutantes pudieron desarrollarse mejor, comparado 

con las parentales FB1 y FB2, las cuales incluso no mostraron formación de colonias 

tal como se muestra en la figura 18 panel C, por otro lado cuando el agente estresante 

fue  rojo Congo el resultado fue inverso, pues el ensayo mostró disminución en el 

crecimiento de las cepas mutantes, tal como se muestra en el panel G de la figura 

18, en donde existe una apreciable formación de colonias en la concentración 1x105 

células/mL.  
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Figura 18. Estrés con  rosa de bengala y  rojo Congo.  
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Debido a la respuesta observada ante estos agentes, decimos realizar un segundo 

ensayo (Figura 19) utilizando concentraciones menores (para el reactivo  rosa de 

bengala, 9.8 µM y 15 µM en condiciones de luz y oscuridad y para el reactivo  rojo 

Congo: 9.8 µM, 19 µM y 29 µM), observando que este fenómeno se repite, 

corroborando así los resultados del experimento anterior. 

 

 

Figura 19.  rosa de bengala y  rojo Congo a bajas concentraciones.  
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Otros agentes que en donde se aprecian defectos por su suplementación o 

alteraciones en el establecimiento de la pared celular son el Calcofluor blanco y la 

cafeína. Al probar el efecto de estos agentes observamos que no hubo diferencias 

apreciables entre tratamientos, en el panel B y C de la figura 20 se utilizó una 

concentración a 4 mM y 2 mM respectivamente; en el panel D, E y F se utilizaron 

concentraciones 100 µM, 200 µM y 400 µM de calcofluor blanco respectivamente, en 

dichos ensayos se puede apreciar una mayor tendencia a formar colonias conforme 

disminuye la concentración de calcofluor. 

Figura 20. Cafeína y Calcofluor. 
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En un ensayo se pusieron a crecer cepas parentales y mutantes en un medio con 

gelatina al 2% y agar al 1% (a 28° C durante 48 horas), con la finalidad de usar la 

gelatina como única fuente de carbono y de nitrógeno; los cuatro fondos genéticos 

(FB1, FB2, 472 Y 476) mostraron fenotipos iguales. 

 

Figura 21. Ensayo en gelatina. Las cepas se pusieron a crecer en un medio gelatina 

2% y agar 1%, puso una gota de 20 μL a una concentración de 1x108 celulas/mL, 

se incubó a 28 °C durante 48 horas, se tiño con azul de coomasie, sin mostrar 

diferencia entre las colonias. 

5.5. Reacción Fuzz 

Con la finalidad de determinar si las cepas mutantes están afectadas en su capacidad 

para llevar a cabo el apareamiento, se realizó la prueba de Fuzz. Como podemos 

observar las cepas mutantes dan reacción de Fuzz positiva en un grado similar a lo 

observado en las cepas silvestre. Demostrando de esta manera que no existe defecto 

en el proceso de apareamiento.  
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En la figura 22 puede apreciarse la compatibilidad sexual de la cepa mutante 472, 

con la cepa FB1 y 476 pues se forma una colonia blancuzca de aspecto algodonosa, 

comprobando que su fondo genético es a2b2 y al mismo tiempo se demuestra que 

476 es compatible con FB2. 

 

Figura 22.  Reacción fuzz. Ensayo de apareamiento en el que cepas sexualmente 

compatibles muestran un aspecto blanco algodonoso. 

 

5.6. Crecimiento en forma de hifa 

La transición dimórfica de levadura a hifa en U. maydis puede ser inducida cuando 

se cambia el pH del medio de cultivo. De tal manera que a un pH 7 se obtiene el 

crecimiento en forma de levadura, mientras que cuando el pH del medio se regula a 

3, se obtiene el crecimiento filamentoso. Por lo que comprobar que la deleción del 

gen Um02178 esté implicada en dicha transición, podría suponer que se afecta su 

capacidad infectiva. 

Los resultados arrojaron que no se ve afectada la transición levadura-hifa tal como 

se puede apreciar en la figura 23; entre las cepas mutantes y las silvestres, lo que 
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demuestra que dicha proteína no está involucrada en procesos de diferenciación 

celular, un punto crítico en la fase infectiva: 

 

 

Figura 23 Transición dimórfica. Las cepas mutantes muestran crecimiento micelia a 

un pH ácido, de la misma manera que las cepas parentales. Del panel A a E, G se 

utilizó el objetivo 40x, panel F y H utilizó objetivo 10x. 

5.7. Pruebas de virulencia 

Para determinar la posible participación de este gen Um02178, en el proceso de 

virulencia, procedimos a infectar plántulas de maíz con las cepas parentales FB1 x 

FB2 como control, y las cepas mutantes 472 x 476, cepas sexualmente compatibles; 

se monitorearon las plantas, y se hizo un análisis estadístico no paramétrico a partir 

de los signos de enfermedad tal como lo sugiere Chavan 2013, como son tumores 

grandes, medianos y pequeños, además de la producción de antocianas, así como 

plantas muertas (secas), tal como puede apreciarse en la figura 23. Dado que la 
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presencia de cada uno de los síntomas no es mutuamente excluyente, se consideró 

cada uno de dichos síntomas como variables aditivas ordinales (Esto es asignar un 

valor arbitrario a cada una de las variables observadas). En la figura 23 puede 

observarse cada uno de los síntomas que se presentan cuando una plántula de maíz 

es infectada y en la figura 24 se compara cada uno de los síntomas por separado 

tanto de las cepas silvestres y las cepas mutantes. 

 

Figura 24.  Síntomas de patogenicidad con las cepas 472 y 476. A) Tumores 

pequeños B) Tumores grandes C) Tumores medianos D) Presencia de antocianas 

E) Tumor pequeño en tallo. 

 

D) E) 
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Figura 25. Histograma entre variables de virulencia 

 

Se encontró por medio de la prueba de U de Man-Whitney que no hay diferencia 

significativa con un p=0.4109 (con un nivel de significancia de 0.05, ver figura 26) 

entre la virulencia de las cepas silvestres en plántulas (FB1 con FB2 y las cepas 

mutantes de proteasa (472 con 476), hecho que se puede apreciar en la figura 25, la 

similitud entre tratamientos: 

 

Figura 26 Diagramas de Caja, que muestra la similitud entre 
los tratamientos WT (Fb1XFb2) y UM02178 (472x476) en plantulas de maíz. 
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6. DISCUSIÓN 

Las proteasas presentes en un organismo, involucran todo un conjunto de funciones 

fisiológicas, que incluyen división celular, traducción de señales, esporulación, 

digestión, (Louwrens W. Theron y Benoit Divol, 2014), patogenia y estabilidad del pH 

ácido, en una regulación postranscripcional (Mandujano-González y col. 2016). En 

un análisis previo del sistema proteolítico en U. maydis, se encontró que la deleción 

de la proteasa vacuolar aspártica Pra (gen pep4), afecta considerablemente la 

virulencia del basidiomiceto U. maydis, además de que se reportó una 

sobreexpresión del gen um02178 en la transición dimórfica levadura-hifa 

(Soberanes-Gutiérrez y col. 2015). Por lo que conocer el papel de um02178 en la 

virulencia del basidiomiceto cuando éste se elimina aporta información importante en 

la interacción planta-patógeno. 

U. maydis posee una gran cantidad de proteasas extracelulares codificadas en su 

genoma, las cuales incluyen metaloproteasas, aspartil proteasas, carboxi y amino 

proteasas, endo/exo proteasas y peptidil peptidasas. En un análisis in silico se 

encontró que U. maydis posee 5 proteasas aspárticas codificadas por los genes 

um02178, um02597, um05097, um11569 y um11908 (Mueller y col. 2008). 

Debido a este robusto sistema proteolítico identificado in silico, es que procedimos a 

la interrupción del gen Um02178. Para verificar dicha mutación se realizó un ensayo 

por RT-PCR comprobándose la ausencia del gen refiriéndose a las cepas 472 y 473, 

475 y 476 como mutantes nulas resistentes a carboxina; Y determinamos que el gen 

se expresa en condiciones de cultivo axénico, esto por la técnica de RT-PCR. 

Sabemos que las proteasas extracelulares juegan un papel primordial para la toma 

de nutrientes del medio, en la hidrólisis y absorción de nutrientes proteínicos (Theron 

y Divol, 2014), sin embargo las mutantes nulas mostraron un comportamiento similar 

a las cepas parentales, se ha encontrado que la inhibición de las proteasas pumA y 

pumB, la aminopeptidasa pumAPE y la dipeptidilaminopeptidasa pumAPE por parte 

del inhibidor específico de proteasas aspárticas pepstatin A afecta 

considerablemente la transición dimórfica levadura-micelio y por tanto su ciclo de 
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vida e indirectamente su colonización en planta (Mercado-Flores y col., 2003). 

Además la proteólisis juega un papel importante en respuesta frente a estrés, por lo 

que en el presente trabajo las cepas parentales y mutantes fueron sometidas a estrés 

nutricional, al ser crecer colonias en medios ricos en carbono (glucosa por ejemplo) 

o en fuentes reducidas en carbono, sin embargo el análisis estadístico de los 

experimentos en planta y las morfologías de las colonias no arrojó una diferencia 

significativamente distinta (con un nivel de confianza del 95%). por lo que se 

considera que la proteasa aspártica UM02178 podría estar involucrada en un 

proceso diferente a la toma de nutrientes, cabe señalar también que debido a 

diferentes genes con función putativas de proteasa aspártica, exista cierta 

redundancia entre ellos. 

Se sabe que la pared celular es un componente esencial para las células fúngicas, 

manteniendo la homeostasis y rigidez de esta estructura en el hongo. La mayoría de 

las proteínas de pared, son proteínas ancladas a través de un motivo glicosil-

fosfaditil-inositol (GPI por sus siglas en inglés); en el caso de S, cerevisiae se 

predicen cerca de 60 proteínas-GPI, dentro de las cuales están incluidas proteasas 

aspárticas conocidas inicialmente como yapsinas, las cuales se ha confirmado que 

son requeridas para mantener la integridad de la pared celular. (Guan y col. 2012). 

La proteasa um02178 ha sido reportada previamente (Mueller y col., 2008) como una 

proteasa que posee un peptido señal con un motivo GPI, por lo que se llevaron a 

cabo experimentos de estrés de pared, para comprobar su posible participación en 

el proceso de mantenimiento de pared.  

Los resultados mostraron fenotipos interesantes; en la figura 16, existe una ligera 

disminución en crecimiento de las mutantes (paneles D y E) cuando el estrés es 

impuesto con KCl y NaCl respectivamente, dicha disminución frente a estrés 

osmótico, quizá sea debido a que la deleción, compromete la integridad de la pared 

celular, ya que las aspartil proteasas fúngicas están involucradas en la incorporación 

y rentención de β(1,3)-D-glucano en la pared celular (Krysan y col., 2005).  
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Las cadenas de β(1,3)-D-glucano cuya principal función en las células fúngicas es 

mantener la elasticidad de la pared celular la cual se puede adaptar, dependiendo de 

las condiciones a las que se enfrenta (Gao y col., 2014), sin embargo dicha 

elasticidad quizá no se la óptima, puesto que el contenido de β(1,3)-D-glucano no es 

el ideal (debido a la mutación); además si la proteasa UM02178 con péptido señal 

GPI se encuentra asociada a la pared, ésta cumple un papel enzimático secundario 

en la remodelación de  ésta. 

Cuando las células se someten a crecer en un medio con detergente SDS (0.004% 

y 0.005%) las colonias mutantes (Figura 17 panel E y F) mostraron una disminución 

en su crecimiento, lo que demuestra que la integridad de la pared se ve  

comprometida, pero que además la mutación también compromete la integridad de 

la membrana plasmática (Carbó y Pérez-Martín, 2010). 

Un dato interesante fue lo observado cuando las cepas mutantes y silvestres se 

someten a estrés por la presencia de los colorantes rosa de bengala (estrés 

oxidativo) y  rojo Congo (estrés de pared). El reactivo de Rosa Bengala es utilizado 

como un foto-sensor exógeno, en una reacción de tipo II (transferencia de energía 

de excitación del foto sensor a oxígeno molecular) en donde se genera el superóxido, 

1O2; cuando dicho reactivo se expone a luz en el rango visible induce un estrés foto 

oxidativo (Fischer y col. 2004). En el presente trabajo, se encontró que las cepas 

mutantes nulas (472 y 476), mostraron mayor capacidad de crecer cuando las células 

se crecieron en un medio suplementado a diferentes concentraciones del reactivo  

rosa de bengala, por lo que la proteasa UM02178 podría estar involucrada en alguna 

ruta de inhibición de respuesta a estrés oxidativo (es decir mantener la célula sin 

proliferación cuando ésta se encuentra frente a estrés oxidativo, lo cual explica una 

mayor capacidad de crecimiento en  rosa de bengala-luz, mientras que cuando no 

hay un estrés oxidativo Rosa Bengala-Oscuridad parentales y mutantes muestran un 

comportamiento similar) , dato que resulta de suma importancia, puesto que el hongo 

se enfrenta a un estrés oxidativo tiempo después de que ha tenido éxito en penetrar 

a la planta (Molina y Kahman 2007). Por otro lado, el reactivo  rojo Congo inhibe el 

ensamble de β-1,3-glucano en la pared celular. En un estudio previo se encontró que 
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U, maydis, es susceptible al inhibidor de pared,  rojo Congo (Nikolaou y col. 2009); 

bajo las concentraciones utilizadas en el presente trabajo, se observó que las cepas 

parentales mostraron un mejor crecimiento comparado con las cepas mutantes lo 

que puede reforzar las predicciones in silico (Mueller y col. 2008) de que se trata de 

una proteasa estructural involucrada en el mantenimiento de pared o membrana 

celular. 

Respecto a los ensayos de fitopatogenicidad, se utilizaron plántulas de maíz de la 

variedad “Cacahuazintle” por ser una variedad susceptible a la infección producida 

por este hongo, los resultados mostraron que la deleción del gen Um02178 no afecta 

la capacidad infectiva de U. maydis. En dicho ensayo se consideraron como síntomas 

de enfermedad, la producción de antocianinas (U. maydis sobre estimula la expresión 

de leucoantocianidina dioxigeanasa Zm62.1, una enzima clave en la síntesis de 

antocianinas; Doehlemann y col., 2008), la formación de tumores, considerando tres 

tamaños, pequeños medianos y grandes, hecho que puede deberse a la capacidad 

de penetración del apresorio y las proteasas que favorecen el rompimento de la 

cutícula en la epidermis de la planta 

En un estudio realizado por el grupo de Krysancon S. cerevisiae (Krysan y col. 2005), 

se construyeron mutantes sencillas, dobles y múltiples de 5 proteasas aspárticas 

(yps) predichas en su genoma, las construcciones mostraron que algunas proteasas 

mostraban sobrelapamiento de función (proteasas YPS1 y YPS2), lo cual podría 

explicar un fenotipo similar entre las cepas mutantes y parentales de U. maydis, ya 

que la proteasa UM02178 presenta una homología del 45% con la proteasa YPS2 

(de S. cerevisiae), por lo que es posible que la deleción de una proteasa podría estar 

soportada por otra proteasa presente en el genoma de U. maydis (ya antes 

mencionadas).   

La transición de levadura a tipo micelio se indujo en cepas mutantes y parentales, no 

habiendo diferencia en los fenotipos mostrados, lo que demuestra, que la proteína 

UM02178, no se encuentra involucrada en la remodelación de la pared celular, o en 

su defecto está soportada por otra proteasa con similares funciones, que puede 
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operar durante la transición dimórfica; como es el caso de la proteasa ácida PrA 

codificada por el gen Pep4, cuyas mutantes nulas fueron incapaces de hacer el 

cambio transitorio levadura-micelio cuando las cepas Δpep4 se sometieron a 

cambios de pH.  

Previo a llevar a cabo los ensayos de virulencia verificamos que las cepas mutantes 

son capaces de llevar a cabo la reacción de apareamiento, la deleción de la proteasa 

Um02178 no afectó dicho proceso, el cual es indispensable para llevar a cabo la 

formación de la hifa dicariótica (Banuet y col.,1995).  

En mutantes nulas de genes que pertenecen al cluster 19A (Brefort y col., 2014), se 

encontró que las deleciones de genes individuales tienen un efecto menor o 

estadísticamente no significativo en la virulencia de U. maydis, no así en la deleción 

del cluster completo (el cual codifica para 24 proteínas secretadas) demostrando que 

la virulencia puede ser debida a efectos aditivos. 

Así mismo, cabe recalcar que las mutantes de la proteasa UM02178 son resistentes 

a  rosa de bengala, el cual impone un estrés oxidativo. Es posible esta capacidad de 

resistencia ante el  rosa de bengala, se pueda ver reflejada en la capacidad para 

soportar el estrés oxidativo como una de las barreras de defensa iniciales que utiliza 

el maíz en contra de este patógeno (Molina y Kahmann 2007). 
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7. CONCLUSIONES  

1.- Ustilago maydis posee cinco proteasas aspárticas um02178, um02597, um05097, 

um11569 y um11908 cuatro de ellas identificadas in silico. 

2.- La deleción del gen UM02178 afecta los fenotipos mostrados respecto a las 

silvestres, cuando dichas cepas son retadas con agentes estresantes. Las cepas 

mutantes crecen menos en un medio estresante osmótico de KCl y NaCl respecto a 

las parentales. 

3.-. El cambio más notorio en las mutantes fue utilizando los reactivos  rosa de 

bengala (con una mayor crecimiento que las cepas parentales) y  rojo Congo (cuyo 

desarrollo de colonia se vió disminuido respecto a las cepas silvestres) , por lo la 

proteasa Um02178 podría estar involucrada en una ruta de inhibición frente a estrés 

oxidativo. 

4.- La ausencia del gen Um02178 no afecta la capacidad para llevar a cabo la 

transición levadura micelio ni el apareamiento. 

5.- La mutación de esta proteasa no compromete la virulencia de U. maydis en 

plantas de maíz. 
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8. PERPECTIVAS 

 

1. Para poder evaluar si hay una relación entre las distintas proteasas aspárticas y 

su capacidad infectiva, es necesario crear mutantes dobles, simples, triples, y así 

hasta eliminar en totalidad las proteasas del genoma, al carecer este organismo 

de la maquinaria de RNA de interferencia, no es posible utilizar una estrategia 

masiva para reprimir la expresión de estos genes en un solo paso. 

  

2. Si la deleción del gen pep4 (Soberanes-Gutiérrez y col. 2015) mostró una 

sobreexpresión de Um02178¸ será de igual manera interesante medir la 

sobreexpresión de pep4  en el fondo genético Um02178. 

 

3. Determinar si existe un cambio en el contenido de β,1-3 glucano entre cepas 

mutantes y cepas parentales. 
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