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RESUMEN
Palabras clave: U. maydis, S. cerevisiae, trehalosa, Atps2, estrés.

Ustilago maydis es un hongo basidiomiceto perteneciente al grupo de los
ustilaginales y culturalmente importante en México, produce en la planta de maiz
la enfermedad conocida como “huitlacoche” o “carboncillo del maiz”. En este
trabajo se destaca la importancia que tiene la sintesis de la trehalosa sobre la
virulencia del hongo en la planta de maiz, asi mismo ante la respuesta a diferentes
condiciones de estrés en ensayos realizados in vitro. Se disefiaron dos plasmidos
que posteriormente se utilizaron para transformar las mutantes Afps2 de U. maydis
afectadas en la produccion de trehalosa. El primer plasmido disefiado AC94 porta
el gen homologo UmTPS2 de U. maydis y el segundo plasmido EH205 porta el
gen heterdlogo quimérico ScTPS2 de S. cerevisiae, ambos plasmidos derivados
de pNEBU-H, portan el gen de resistencia a higromicina B, como marcador de
seleccion. Una vez que se obtuvieron las cepas complementadas, se realizaron
ensayos in vitro con varios agentes estresantes, los cuales miden la respuesta del
hongo ante la desecacion, temperatura, radiacion ultravioleta y estrés oxidativo.
En seguida, de acuerdo con el ciclo de vida de U. maydis, se inocularon las
plantas de maiz con las cepas Afps2 sexualmente compatibles, complementadas
con el gen endogeno o heterélogo quimérico de manera independiente, como
control positivo las cepas silvestres FB1xFB2, para analizar el comportamiento
fenotipico de las cepas Afps2 complementadas y a su vez compararlas con la
cepas mutantes Atps2, observando la participacion de este gen en la virulencia y
la respuesta ante condiciones de estrés en este hongo fitopatdgeno.



SUMMARY
Key words: U. maydis, S. cerevisiae, trehalose, Atps2, stress.

Ustilago maydis is a basidiomycete fungus, member of Ustilaginales group this
fungus is culturally important in Mexico. In corn it produces the disease named the
“huitlacoche” or “charcoal corn”. In this work, we suggested the importance of
trehalose biosynthesis related with the virulence of U. maydis on the corn, likewise
to the response on stress conditions in vitro assays. We constructed two plasmids
to complemented U. maydis Atps2 mutants affected in the trehalose production.
The first plasmid designed bear the homologue U. maydis UmTPS2 gene was
named AC94, and the second one harbours a quimeric heterologous of S.
cerevisiae’'s ScTPS2 gene and was named EH205. Both plasmids are derived
from pNEBU-H plasmid having a hygromicin B resistence gene as a selection
marker. Once the complemented strains were obtained we did in vitro assays using
several stress agents to measure response to dessication, temperature, ultraviolet
radiation and oxidative stress. According to the cycle life of U. maydis, corn plants
were inoculated with sexual compatible strains. Each plant was inoculated with a
mixture of: mutant Afps2 strains; complemented strains harbouring the
endogenous or the quimeric heterologous gene; and as a control the mixture of
wild type FB1xFB2 strains, likewise to analize the fenotipic behavior of Afps2
complemented strains, in comparison with mutant Afps2 strains, we observed the
participation of this gene for virulence and response to stress in this important
phytopatogenic fungus.
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1. INTRODUCCION

En México, una de las aportaciones que presenta mayor peso economico y sobre
todo de gran importancia en la alimentacién, es sin duda la produccion de maiz
(CIMMYT http://www.cimmyt.org). Segun cifras de la SAGARPA (2011)
(http://www.sagarpa.gob.mx), en el afio 2010 se cosecharon mas de 23 millones

de toneladas de maiz, obteniéndose un ingreso superior a los 65,000 millones de
pesos. De manera natural, el maiz posee resistencia genética contra una gran
variedad de microorganismos patégenos ya sean virus, hongos, bacterias o
fitoplasmas, sin embargo, el maiz es susceptible de ser atacado por muchos tipos
de hongos. Estos microorganismos que son eucariotas simples producen diversos
sintomas en practicamente cualquier parte de la planta. Entre los hongos que
atacan al maiz se encuentran, por mencionar algunos; Fusarium moliniforme, F.
proliferatum, F. subglutinans, Giberela zeae, Nigrospora oryzae, Penicilium
oxalicum, Phytium aphanidermatum, Macrophomina phaseolina,
Peronosclerospora sorghi y Aspergillus flavus (Agrios, 2005). De igual manera,
existen otros hongos patdégenos naturales de este cultivar, como es el caso de
Ustilago maydis, el cual también parasita al teocinte (Zea mexicana). El sintoma
principal de la enfermedad producida por U. maydis, es el desarrollo de un tumor
que se genera principalmente en los granos de elote, por lo tanto, en la etapa final
del desarrollo de esta planta. En México, este tumor es conocido comunmente
como “huitlacoche” o enfermedad del carboncillo del maiz (Banuett, 2005), lo cual
afecta en gran medida a la economia a nivel mundial. Es interesante comentar que
tanto el producto de la enfermedad, “el tumor”, como el propio hongo (U. maydis)
no generan ningun tipo de dafio o patologia para el hombre. Por el contrario, el
huitlacoche es comestible y forma parte de la riqueza cultural de México (Martinez
Espinoza y Ruiz-Herrera, 1998; Ruiz-Herrera, 2011).

El hongo U. maydis, es un basidiomiceto perteneciente al grupo de los
Ustilaginales, que durante una etapa de su ciclo de vida presenta el fendmeno
denominado dimorfismo, lo cual significa que tiene una fase de crecimiento en

forma de levadura, que es haploide saprdfita y otra con la morfologia de micelio
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que es diploide y ademas esta ultima constituye la forma infectiva del hongo
(Brefort et al. 2009; Ruiz-Herrera, 2011; Vollmeiste, 2012). Sin embargo, para que
U. maydis complete su ciclo de vida, este requiere de la presencia de su
hospedero natural, que son la planta del maiz y el teocinte. La sintomatologia que
se desarrolla en la planta debido a la infeccion del hongo, consiste en la presencia
de clorosis, produccion de antocianinas y por ultimo el desarrollo de tumores en
las partes aéreas de la planta (tallos y hojas), siendo la mazorca el 6rgano mas
afectado. Una vez que la planta esta infectada, el grano de elote se deforma
completamente y en este se desarrollan las teliosporas, las cuales constituyen las
formas de propagacion y reproduccion del hongo, ademas son las responsables
del color negro caracteristico presente en el tumor, otorgandole el aspecto
carbonoso (Brefort et al. 2009; Ruiz-Herrera, 2011; Vollmeiste, 2012).

Por otra parte, la trehalosa es un disacarido no reductor formado por dos
moléculas de glucosa. Este disacarido, se produce en varios tipos de organismos,
con la excepcion de los vertebrados. En los hongos, la trehalosa tiene doble
funcionalidad, sirve tanto como carbohidrato de reserva, asi como en la respuesta
ante condiciones de estrés (Singer & Lindquist, 1998; Al-Bader N. et al. 2010).
Existe una relevante relacion entre la produccion de trehalosa y la respuesta a
condiciones de estrés, lo cual ha sido sujeto de estudio principalmente en hongos
patégenos de humanos (Van Dijck et al. 2002). En el caso de Candida albicans,
hongo de gran interés e importancia debido a su capacidad para infectar al ser
humano, se ha reportado que la interrupcion del gen CaTPS2 (trehalosa-fosfato-
fosfatasa), se obtiene como resultado la ausencia de trehalosa, acumulandose
altos niveles de T6P (trehalosa-6-fosfato), lo que conduce a que las células se
agreguen en su fase estacionaria y disminuye la infectividad de C. albicans en
ratones (Zaragoza et al., 2002). En C. albicans, la trehalosa es sintetizada en dos
pasos enzimaticos; 1) La enzima trehalosa-6-fosfato sintasa que es codificada por
el gen TPS1, produce trehalosa-6-fosfato (Tre6P), a partir de una molécula de
glucosa-6-fosfato y una molécula de UDP (Uridin Difosfato)-glucosa, 2) La enzima
Tre6P fosfatasa, codificada por el gen TPS2, desfosforila a la Tre6P, produciendo
asi trehalosa y fosfato. De acuerdo con Van Dick et al. 2002, sefiala que en las
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cepas mutantes de C. albicans (CaTPS2), se inhibe el crecimiento y las células
mueren pronto ante la exposicion a alta temperatura (condicion de estrés), lo que
sugiere que la enzima Tps2, puede ser blanco de accidn para la produccion de
fungicidas. Asi mismo, los patdégenos de humanos Cryptococcus gattii y C.
neoformans, a pesar de que ambas especies han divergido evolutivamente, las
vias de sintesis de trehalosa se encuentran altamente relacionadas en lo que se
refiere a su participacion en la virulencia (Petzold et al. 2006; Ngamskulrungroj et
al., 2009).
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. HONGOS

Los hongos, son organismos eucariotas que pertenecen al reino Fungi. Este grupo
se divide en cinco filas denominados Ascomycota, Basidiomycota,
Glomeromycota, Zygomycota y Chytridiomycota. No sintetizan materiales
organicos a diferencia de las plantas, ni tampoco pueden ingerir sélidos como en
el caso de los animales. Como caracteristicas generales y en comun son
heterotréfos para el carbono, obtienen sus nutrientes por absorcidn de materiales
solubles organicos e inorganicos, contienen quitina como parte de la pared celular,
asi mismo presentan estilos de vida unicos y distintos para cada caso, pueden ser
sexuales, otros asexuales e incluso algunos combinan ambas formas de vida, la

forma de dispersion es mediante sus esporas (Hudson, 1992).

2.2. TREHALOSA

La trehalosa, es un disacarido no reductor, que consiste en dos moléculas
de glucosa unidas en una configuracion a,a-1,1, siendo un disacarido muy estable
(Figura 1), funciona como fuente de energia de reserva y en respuesta a estrés
(Matthew et al. 2008). Se encuentra en bacterias, levaduras, hongos, plantas,
insectos e invertebrados (Elbein, 2003). Es también conocida como “tremalosa” o
‘mycosa”. En 1832 fue descubierta por H. A. Wiggers, en el hongo parasito de
cereales y hierbas, Claviceps purpurea, conocido como ergot o cornezuelo; en el
mismo afo Berthelot, aisl6 de diferentes insectos un azucar, al que nombro
“trehalique glucosa” o trehalosa. Mas tarde, en 1925 Koch & Koch, establecieron
protocolos basicos de aislamiento de la trehalosa en levaduras (Richards et al.
2002; Lordachescu e Imai, 2011).
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Figura 1. Estructura de la trehalosa (a-D-glucopiranosil a-D-glucopiranésido)(Imagen tomada de
Matthew et al. 2008).

2.2.1. RUTA BIOSINTETICA DE LA TREHALOSA

Actualmente se conocen alrededor de cinco diferentes rutas de la sintesis de
trehalosa, en distintos organismos, desde bacterias, hongos, plantas e insectos
(Figura 2) (Avonce, 2006). Mientras que la degradacion de la trehalosa es

realizada de manera general por las enzimas denominadas trehalasas.
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A Ruta TS Maltosa Trehalosa
Trehalosa Sintasa (TS)

B Ruta TreY/TreZ _— Maltooligosiltrehalosa —_— Trehalosa

Maltooligosacéridos Maltooligosil-Trehalosa Maltooligosil-Trehalosa
Almidén o Glucogeno Sintasa (TreY) Trehalohidrolasa (TreZ)
C Ruta TreP Glucosa 1-fosfato + ‘_ S Trehalosa + Pi
Glucosa

Trehalosa Fosforilasa
(TreP)

D Ruta TreT ADP -Glucosa R >_ Trehalosa + ADP
+ Glucosa Trehalosa Fosforilasa (TreP)
D- Glucosa
———
E Ruta TreH Trehalosa &

Trehalasa (TreH) D- Glucosa

Figura 2. Rutas biosintéticas de la trehalosa en diferentes organismos. A) la ruta biosintética de la
trehalosa que se lleva a cabo en, micobacterias, enddfitas y eubacterias como Pimelobacter; B) la
ruta que predomina en el grupo de arqueas termofilas como Sulfolobus; C) la ruta presente sélo en
algunos basidiomicetos, protistas, hongos micorrizicos y bacterias termofilicas; D) la ruta presente
en el arquea hipertermofilico Thermococcus litoralis y E) se indica el ultimo paso metabdlico, que
finaliza con la degradacion de la trehalosa por la enzima trehalasa, formando asi dos moléculas de
glucosa (Imagen tomada de Avonce et al. 2006).

En el caso particular de los hongos, la via de sintesis de trehalosa se
conoce como la via TPS/TPP (Figura 3) descrita inicialmente en la levadura S.
cerevisiae, por Cabib & Lenoir en 1958, sin embargo, como se menciono se
conocen otras cinco rutas biosintéticas descritas para otros organismos (Figura 2).
En el caso de la levadura, la primera fase de sintesis consiste en la produccién de
trehalosa-6-fosfato (T6P), la cual es sintetizada por la enzima trehalosa fosfato-
sintasa (Tps), codificada por el gen TPS1, la cual transfiere un resto de glucosa a
partir del uridin difosfato glucosa (UDPG) a la glucosa-6-fosfato (G6P).
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Posteriormente, la enzima trehalosa-fosfato-fosfatasa (TPP), codificada por el gen
TPS2, desfosforila a la trehalosa-6-fosfato generando trehalosa (T) y fésforo (Pi)
(Bell et al. 1998). La trehalosa una vez que ha cumplido su funcién en la célula es
degradada por las enzimas trehalasas, codificadas por los genes NTH1 y NTH2
(trehalasas neutras intracelulares con pH éptimo de 7) y ATH1 (trehalasa acida
extracelular con pH éptimo de 4.5) (Petzold et al. 2006). En el caso de U. maydis,
se realizd la busqueda de los genes putativos involucrados en la ruta de sintesis-
degradacion de trehalosa en la base de datos del Munich Information Center for
Protein Sequences, MIPS Ustilago maydis data base (http://mips.helmholtz-

muenchen.de/genre/proj/ustilago), identificando a todos los genes participantes
(Figura 3).

UmO00429 Um10650
UDP-Glucosa TPS1 TPS2
+ Trehalosa 6-P Trehalosa
Glucosa 6-P \
UDP HZO Pi
H,0

Trehalasa
Um11661
NTH1
Um02212
ATH1

Figura 3. Esquema del metabolismo de la trehalosa propuesto para U. maydis. La trehalosa-6-
fosfato (T6P) es el precursor metabdlico de la trehalosa, producto de la reaccién de condensacion
de UDP-glucosa mas glucosa-6-fosfato (G6P), es catalizada por la enzima trehalosa-6-fosfato
sintasa (Tps1) (Um00429). La T6P es desfosforilada a trehalosa y fésforo inorganico por la
trehalosa-6-fosfato fosfatasa (Tps2) (Um10650). La trehalosa es hidrolizada por las trehalasas Nth1
(Um11661) o Ath1 (Um02212), en dos moléculas de glucosa. Los numeros de acceso
correspondiente a los genes putativos en U. maydis se obtuvieron de la base de datos MIPS
(http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago). El esquema general fue tomado de Liam
et al. 2012.
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2.2.2. FUNCION PROTECTORA DE LA TREHALOSA

De manera general se ha descrito que la trehalosa es capaz de proteger y
estabilizar la estructura y funcidon de las proteinas, asi como la integridad de las
membranas celulares bajo condiciones de estrés abidtico como puede ser la:
desecacion, la congelacion, alta salinidad, la oxidacion y las radiaciones
ultravioleta asi como altas temperaturas, entre otros (Colaco et al. 1992;
Lordachescu e Imai, 2011).

La poliglutamina (polyQ) es un fragmento peptidico que consiste en la
repeticion del aminoacido glutamina, en cantidades excesivas se relaciona con
enfermedades neurodegenerativas, mediante agregacion y toxicidad, causadas
por mutaciones en modelo de ratdon, que contienen fragmentos de huntingtina
(HTT), y se caracteriza por la desregulacion de la homeostasis de calcio
(Czeredys et al. 2013). En un estudio realizado por Sarkar et al. 2007, en células
de raton tratadas con trehalosa, sostiene que ésta puede actuar por si sola como
chaperona al reducir la presencia de polyQ e inducir la autofagia. Sefalan que la
trehalosa aumenta los niveles de los reguladores de la autofagia, tales como Atg6,
Atg12, Atg7 o Atg5. Y actua como protector en los efectos secundarios durante la
apoptosis. Estos autores resaltan la importancia del estudio de la trehalosa, ya que
junto con el farmaco rapamicina, son considerados como una alternativa en el
tratamiento de la enfermedad de Huntingtina, Parkinson y otras enfermedades

relacionadas.

Como ya se menciono, al tener la trehalosa la propiedad de estabilizar las
membranas y las proteinas durante el estado de desecacion, es considerada
también un protector universal y como chaperona quimica que actua en altas
concentraciones, sobre todo presente en organismos anhidrobidticos, ante la
presencia de estrés. Crowe, 2007 concluye que, la trehalosa sea posiblemente
menos efectiva que otros oligosacaridos, sin embargo, resalta que en condiciones

sub-Optimas es un excipiente preferente.
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2.2.3. FUNCION DE LA TREHALOSA EN HONGOS

En los hongos filamentosos y los levaduriformes, la trehalosa cumple una
funcién protectora ante situaciones de estrés y para una gran variedad de
funciones asociadas con la supervivencia y de manera puntual también
relacionada con la patogenicidad (Lowe, 2009), puesto que tiene relacién directa
con la capacidad infectiva de algunos patdégenos tanto de humanos como de
plantas.

En el caso de Magnaporthe grisea hongo fitopatdgeno que causa dafo en
los cultivos de arroz, la sintesis de la trehalosa es iniciada por el gen TPS1. Foster
et al. 2003, observd que se requiere de la presencia de trehalosa para la
produccion de apresorios funcionales e infeccion primaria de la planta de arroz. Lo
que les indico que se requiere de la funcion del gen TPS1 para la penetracion de
la cuticula en la planta por medio del apresorio. Ademas, en los conidios de M.
grisea se acumula gran cantidad de trehalosa durante el proceso infectivo en la
planta. Y observaron que en las mutantes afectadas en el gen TPS71 que no
producen trehalosa a niveles similares a los de la cepa silvestre, no son virulentas,
lo que destaca la importancia de este disacarido en la funcionalidad del apresorio
y por ende del proceso de patogenicidad (Foster et al. 2003; Wilson et al. 2007).

En el patégeno del trigo, Stagnospora nodorum, la sintesis de trehalosa se
incrementa durante la esporulacion y el crecimiento. En un estudio realizado por
Lowe et al. 2009, demuestran que el gen TPS71 es dispensable para la
regeneracion en presencia de lesiones, sin embargo, la contraparte indica que hay
una disminucidon durante el crecimiento y la esporulaciéon del hongo, tanto en
ensayos en planta como in vitro. Resaltando que, la disminucion en el crecimiento
y en la esporulacidn del hongo se deben a la alta sensibilidad que hay en
presencia de estrés oxidativo y de calor, lo que refuerza la idea de que la trehalosa
juega un papel muy importante durante el proceso infectivo del hongo y en
defensa contra el estrés.

En el caso de Botrytis cinerea, hongo patdogeno que afecta a mas de 230

especies de plantas, también conocido comunmente como moho gris, la trehalosa

20



no participa directamente en la patogenicidad, sin embargo, esta molécula si
regula varias funciones fisioldgicas como lo son: el crecimiento, la osmoproteccidn
y la regulacidon ante situaciones de estrés. La trehalosa participa en la proteccion
ante el estrés por calor, al igual que en la supervivencia de las conidias (esporas).
En cuanto a la germinacion de conidias, el metabolismo de la trehalosa interviene
en dos aspectos: 1) proporciona una fuente importante de energia cuando los
nutrientes externos se encuentran limitados, y 2) el precursor de la trehalosa T6P,
desempenia el papel de regulacion de flujo glucolitico (Doehlemann et al. 2006).

En Candida albicans, hongo oportunista y patdégeno del humano, presenta
tres diferentes morfologias a lo largo de su ciclo de vida, como son; 1) levadura, 2)
pseudohifa e 3) hifa (Berman, 2006). Este hongo llega a causar desde infecciones
superficiales hasta severas. Se consideran como factores de virulencia en C.
albicans, la expresion de adhesinas e invasinas sobre la superficie celular, el
tigmotropismo, la formacion de la biopelicula, el cambio morfolégico y la secrecion
de enzimas hidroliticas (Mayer et al. 2013). La virulencia, depende en gran medida
de la plasticidad morfogenética del mismo, por lo cual, al dimorfismo se le ha
considerado un factor importante para la virulencia (Serneels et al. 2012), este
patdbgeno puede producir infecciones a nivel gastrointestinal y genitourinario
(Sudbery et al. 2004). Como se menciono anteriormente, para C. albicans, el
medio en el que se desarrolla influye en la morfologia de este, es decir, a pH acido
(< 6) predomina el crecimiento en forma de levadura, sin embargo a pH neutro (>
7), se induce al crecimiento de hifas. En términos de patogenicidad, se ha visto
que C. albicans se muestra mas invasiva en forma de hifa que en la morfologia de
levadura (Mayer et al. 2013). En cuanto a la funcién que presenta la trehalosa en
C. albicans, en este sentido destaca la participacion que tiene el gen CaTPS2, el
cual codifica para la trehalosa-6-fosfato fosfatasa (T6P-fosfatasa), que es parte de
la ruta de sintesis de trehalosa, y que a su vez tiene un lugar de suma importancia
en la determinacion de propiedades de la superficie celular, ya que al inhibir este
gen presenta cambios en el crecimiento del hongo en la etapa de hifa, por lo cual
también se ve influenciada en la virulencia (Zaragoza et al. 2002).
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La importancia del estudio de la trehalosa en hongos, durante la respuesta
a estrés, ha sido de gran interés por la biologia de los mismos y lo que el
conocimiento cientifico de este disacarido puede llegar a aportar en un futuro, para
contribuir con soluciones que intervienen con el bienestar humano y/o con su
entorno. Asi mismo, se muestra en la Tabla 1, las aplicaciones que ha tenido la
trehalosa tanto en la naturaleza como en el laboratorio en la proteccion durante

situaciones de estrés.

2.2.4. ESTRES Y RELACION CON LA TREHALOSA

Se ha relacionado a la trehalosa como una posible respuesta ante
situaciones de estrés, en distintos organismos. Es decir, la tolerancia a altas y
bajas temperaturas, estrés oxidativo, salinidad, desecacion y mas, han sido
evitadas debido a la produccion y almacenamiento de este disacarido
(Lordachescu e Imai, 2011). Se ha conceptualizado el término “estrés abidtico” en
aquellos factores no vivos, que afectan de manera negativa a los organismos. Sin
embargo, estos factores han sido y son mitigados por mecanismos y sistemas
biolégicos que se desarrollan en los propios organismos afectados, todo esto
como resultado de procesos evolutivos (Lordachescu e Imai, 2011). Existen dos
mecanismos principales para contrarrestar el estrés abibtico; evitacion y
adaptacion (Roelofs et al. 2008). En el primero, el organismo emigra de lugar,
respeta sus limites de tolerancia como la temperatura y condiciones que éste
requiere. En el segundo, la adaptacion se basa en la activacion de mecanismos
genéticos de defensa, como produccion y regulacion de proteinas, solutos, rutas
sintéticas y demas (Roelofs et al. 2008).

2.2.5. TIPOS DE ESTRES ABIOTICO

De los principales tipos de estrés abidtico que se consideran de mayor
importancia y que destacan para los estudios de respuesta a estrés, son los
siguientes: 1) Desecacion; el agua, es uno de los componentes que se considera
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vital y esencial para los organismos. En 1975, Crowe & Madin definieron a la
anhidrobiosis como “la capacidad de sobrevivir debido a la pérdida de agua”.
Muchos organismos anhidrobioticos, durante la fase de desecacion, acumulan
altas concentraciones de trehalosa (Strom et al. 1993; Lordachescu e Imai, 2011).
De acuerdo con Crowe et al. 1992, la trehalosa es el disacarido mas efectivo, en
estabilizar la membrana durante la desecacion. 2) Temperatura; los organismos
han desarrollado evolutivamente formas y caracteristicas adaptativas para
sobrevivir en el ambiente donde se desarrollan. La desnaturalizacion y la
agregacion de las proteinas ocurre en altas y bajas temperaturas. Sin embargo, la
trehalosa como soluto compatible, puede prevenir la desnaturalizacion y
agregacion de las proteinas. Puede estabilizar la membrana, por los enlaces de
hidrogeno con los grupos fosfato (Lordachescu e Imai, 2011). 3) Radiacién; la
radiacion ultravioleta (UV) es uno de los principales tipos de estres ambiental que
causan dafo celular. Puede provocar efectos tanto dafiinos como benéficos, lo
cual depende de la longitud de onda, el tiempo de exposicion a la radiacién y la
fuente de UV. La exposicion de rayos UV inducen la agrupacién de algunos tipos
de receptores en la superficie celular y envian sefales de proliferaciéon. De manera
intracelular existen mecanismos de activacion en respuesta a la radiacion, que
inducen factores de transcripcion que activan genes involucrados en la reparacion
y sintesis de ADN, transcripcién y regulacién del ciclo celular. Si el dafo es
minimo, la célula contintia su crecimiento o lo repara, por el contrario si es mayor
el dafo, inicia el fendmeno de la apoptosis (Gupta et al. 2013). 4) Estrés oxidativo;
en los organismos aerobios, las células se exponen regularmente a un incremento
en los niveles de ROS (por sus siglas en inglés Reactive Oxigen Species), tales
como el peroxido de hidrogeno (H20;), aniones de superdxido (O72) y radicales
hidroxilo (OH") (Alvarez-Peral et al. 2002). Por lo que, cuando la producciéon de
estas moléculas reactivas anulan la defensa antioxidante de la célula, se genera
estrés oxidativo (Willcox et al. 2004). Asi mismo, este tipo de estrés suele ser
generado por productos xenobidticos extracelulares, que causan la pérdida de la
integridad celular (Costa & Moradas-Ferreira, 2001). Se relaciona el estrés
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oxidativo con enfermedades como desordenes neurodegenerativos y cancer
(Finkel & Holbrook, 2000; Herdeiro, 2006).

Tabla 1. Aplicaciones de la trehalosa en la naturaleza y en el laboratorio.

En la naturaleza

Fuente de Carbono/Energia

Osmoregulacion

Componente estructural de la pared celular en bacterias
Protector durante la desecacion

Crioproteccioén

Inmunogenicidad

Regulador de crecimiento en plantas

En laboratorio

Tratamiento de Xeroftalmia y Xeroderma

Inhibidor de la diferenciacién de osteoclastos, como modelo para el tratamiento
de osteoporosis

Estabilizacion de vacunas y liposomas

Resistencia a la sequia en la cosecha de plantas

Preservacion de células de mamiferos durante la desecacion
Proteccion durante el estrés térmico

Crioproteccion de fibroblastos y ovocitos humanos

Proteccidn contra hipoxia en células de mamifero

Proteccion contra anoxia inducida por agregacion de proteinas
Enfermedad de Hungtington en el modelo de ratén

Modelo de linea celular de OPMD

Osteoporosis en modelo de raton

Agregacion de (3-amiloides

Agregacion de la proteina pridn

La tabla muestra algunas de las areas en las que la trehalosa actua de forma natural y exhibe su
accion de proteccion contra la exposiciéon del organismo al estrés abidtico. Seguido de ejemplos,
en el que se ha usado como “disefio” de proteccidn en diferentes campos.

Tomada y modificada de Kumar & Roy, 2008.
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2.3. MODELO DE ESTUDIO Ustilago maydis
El hongo Ustilago maydis, posee caracteristicas que lo han hecho un buen

modelo de estudio, por ejemplo el ciclo de vida, la fase haploide saproéfita en forma
de levadura. Esta propiedad fue elogiada por Holliday (1961), quién sefiala que al
compactarse las células a nivel genético, permite el uso de técnicas
microbioldgicas y favorece las moleculares. Es interesante el hecho de que U.
maydis se ha posicionado como el hongo modelo para el estudio en hongos
basidiomicetos, asi mismo, ocupa uno de los diez primeros lugares dentro de los
hongos con mayor importancia cientifica y econdmica, a nivel mundial (Dean et al.,
2012). Como en el caso de algunos hongos, el genoma de U. maydis fue
recientemente secuenciado, su base de datos es de libre acceso y esta
debidamente anotada (http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago). Un

hecho importante son las herramientas de biologia molecular y celular que se han
desarrollado a lo largo de mas de cuatro décadas de estudio en este hongo, las
cuales estan disponibles para la comunidad cientifica (Kamper et al. 2006).

2.3.1. CICLO DE VIDA

El ciclo de vida de U. maydis presenta dos fases de crecimiento, una
haploide (n) que se caracteriza por crecer en forma de levadura que mide de 12-
18um de largo y 4-5 ym de ancho y una fase diploide (2n) que se presenta de
manera natural cuando el hongo se encuentra en la planta hospedera y se
caracteriza por tener una morfologia de hifa. Aunque U. maydis no es un patdégeno
obligado de la planta del maiz, requiere de ésta para completar la segunda fase de
su ciclo de vida (revisado por Ruiz-Herrera & Ledn Ramirez, 2012). Para explicar
el ciclo de vida, es importante indicar la participacién de los loci a y b, es decir; es
un tipo de apareamiento tetra-polar (Vollmeister et al. 2012). Para que se lleve a
cabo el apareamiento, se requiere de la unidon de dos cepas que sean
sexualmente compatibles, como ejemplo, una cepa a1b1, se puede aparear con
una cepa a2b2. El locus a codifica la feromona (mfa1,2) y el receptor (pra1,2) de la
feromona (Farfsing et al. 2005), para el locus a solamente existen dos alelos el a1
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y el a2, caso contrario para el locus b, éste es multi-alélico puesto que se ha
reportado la presencia del b1 hasta el b25. Este locus, codifica para las proteinas
bW y bE, que cuando provienen de loci diferentes éstas interactuan y forman un
heterodimero, cuya funcion es vital para regular la expresion de los genes
relacionados con la patogenicidad (revisado por Ruiz-Herrera & Ledn-Ramirez,
2012). Posterior a la union de dos cepas haploides, se produce una hifa
dicaridtica, la cual constituye la forma infecciosa del hongo, cuando la teliospora
madura, se lleva a cabo la fusion nuclear “cariogamia”, en esta etapa se convierte
en diploide. Cuando se dan las condiciones propicias, se lleva a cabo la meiosis y
comienza a germinar la teliospora, generandose de ella cuatro basiodiosporas
haploides, las cuales comienzan a crecer en forma de levadura. Sin embargo, para
que U. maydis genere patogenicidad y cause dafio en la planta, una vez
fusionadas las formas haploides ej. a1b1 y a2b2 que forman un dicaridn, éste
comienza a crecer y desarrollar el promicelio o hifa, por lo que requiere tener
contacto directo con la pared celular de la planta hospedera Zea mays, y asi
penetra por los estomas u orificios de la planta y continua el crecimiento del
micelio entre la pared celular y el citoplasma. Provoca anormalidades morfologicas
durante el crecimiento y desarrollo de la planta, presentando clorosis, desarrollo y
crecimiento anormal, asi como formacion de tumores en la planta y en el fruto
(mazorca). Se sabe que los tumores ya sea en los granos de elote, hojas o en
tallos, éstos contienen basidiosporas, por lo que éstas se dispersan y continuan el
ciclo de vida de este microorganismo (Brefort et al. 2009; Ruiz-Herrera & Leon-
Ramirez, 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Representacién esquematica del ciclo de vida de U. maydis. El ciclo se divide en dos
fases, haploide y diploide. Se sefalan las teliosporas inmaduras y maduras (meiosis) con la
formacién del promicelio, éstas forman cuatro basidiosporas, que se desprenden y se reproducen
en forma de levadura. Se conjugan dos esporidias sexualmente compatibles y forman un dicarion
que, posteriormente invade a la planta creciendo en la morfologia de hifa, dando origen
eventualmente a los tumores donde se almacenan las teliosporas (Tomada y modificada de Pérez-
Nadales et al. 2014).
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2.4. ANTECEDENTES DE LA FUNCION DE LA TREHALOSA EN U. maydis

En este grupo de trabajo se generaron las mutantes Atps2 denominadas
1328 y 1335, las cuales no producen trehalosa, es por ello que al estudiar su
comportamiento encontramos que presentan diferentes caracteristicas fenotipicas
interesantes, entre las que destacan la incapacidad de responder a diferentes
situaciones de estrés in vitro, como es oxidativo, salino y agentes que danan la
pared celular (Cervantes Chavez y col. datos no publicados) (Figura 5, datos
representativos). Asi mismo, nuestros ensayos de virulencia en plantas de maiz
sugieren que las mutantes Afps2 de U. maydis estan afectadas en el
establecimiento de la enfermedad (Figura 6). Estos datos resaltan la importancia
que la sintesis de trehalosa tiene en U. maydis, siendo éste el primer hallazgo en
un basidiomiceto patogeno de plantas.
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Figura 5. Ensayo de respuesta a estrés de las cepas silvestre (FB2), mutantes Afps2 [1328 (a1b1)

y 1335 (a2b2)], empleado en distintos agentes estresantes. A) Control a 28° C, B) 0.7M Cloruro de
Calcio (CaCly), €) 10mM Cloruro de Litio (LiCl), D) 50mM Acetato de Litio (AcLi), E) 50mM Acetato
de Sodio (AcNa), F) 50mM Acetato de Potasio (AcK), G) 2mM Cafeina, H) 200uM CFW e 1) 0.003
% SDS.
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Figura 6. Ensayo de patogenicidad. Las plantas de maiz de la variedad cacahuazintle, fueron
inoculadas con diferentes cepas de U. maydis. La imagen muestra, de izquierda a derecha, la
cruza de cepas Afps2 1328x1335 y la cruza de cepas silvestres FB1xFB2. Los sintomas se

registraron 4 semanas posteriores a la inoculacion.
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3. JUSTIFICACION

En éste grupo de trabajo se ha eliminado el gen TPS2 en U. maydis, las
cepas mutantes Afps2 muestran alteraciones que pueden de manera conjunta
estar involucradas en el estado general del bienestar del hongo, repercutiendo asi
en la virulencia. Se debe considerar que la planta, como primer mecanismo de
defensa ante la presencia de un patégeno, monta la explosién oxidativa. Aunado a
ello, la apropiada remodelacion de la pared celular es importante para que el
hongo pueda invadir exitosamente al huésped (Brefort et al. 2009). Asi como los
defectos observados en la virulencia, estos datos resaltan la importancia que la
sintesis de trehalosa tiene en U. maydis, siendo éste el primer hallazgo en un
basidiomiceto patégeno de plantas.

Se ha indicado en parrafos anteriores que existe poca informacion de la
funcién de la trehalosa en hongos fitopatogenos, puesto que ésta ha sido sujeto de
estudio desde un punto de vista antropocéntrico. Aunado a ello, como se cito el
hongo U. maydis posee caracteristicas que lo han hecho un atractivo modelo de
estudio y lo han colocado entre los diez patégenos de mayor interés a nivel
mundial, lo que hace posible extrapolar la informaciéon que se obtiene en este
hongo a otros basidiomicetos recalcitrantes a eventos de transformacion (Dean et
al. 2012).

Sin embargo, para poder concluir que el fenotipo observado en las cepas
Atps2 es debido a la eliminacién del gen TPS2, es necesario complementar dichas
mutantes. Por lo que se propuso realizar la complementacion utilizando tanto el
gen homologo, asi como un gen heterdlogo previamente caracterizado en otro
sistema. Es por ello que basados en un analisis filogenéticos se plantea utilizar el
gen de la levadura S. cerevisiae (ScTPS2) para la complementacién heterdloga
asi como el gen endogeno de U. maydis (Um11650). La recuperacion del fenotipo
silvestre en las mutantes Afps2 complementadas tanto con el gen silvestre como

con el heterdlogo, nos indicara que las caracteristicas fenotipicas observadas en
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las mutantes Atps2 son debidas a la ausencia de la funcién del gen UmTPS2 y por
lo tanto se podra validar la participacion de la molécula de trehalosa en la
respuesta fisiologica del hongo ante diferentes condiciones de estrés vy

principalmente en la capacidad infectiva del mismo.
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4. HIPOTESIS

Las caracteristicas fenotipicas observadas en las mutantes Aips2 de U.
maydis (1328 y 1335) afectadas en la sintesis de trehalosa, son debidas a la
ausencia del gen UmTPS2 y el fenotipo mutante podra ser revertido por la funcion
del gen homologo UmTPS2 y/o del gen heterélogo quimérico ScTPS2.
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5. OBJETIVO

Revertir el fenotipo de las mutantes Afps2 de U. maydis en la respuesta a
estrés in vitro y la virulencia en plantas de maiz, expresando de manera

independiente el gen homdlogo UmTPSZ2 y el gen heterélogo quimérico ScTPS2.

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Transformar genéticamente las cepas mutantes Afps2 1328 y 1335 de U.
maydis con un plasmido que porte el gen homoélogo UmTPS2.

- Transformar genéticamente las cepas mutantes Afps2 1328 y 1335 de U.
maydis con un plasmido que porte el gen ScTPS2 heterélogo quimérico de

S. cerevisiae.

- Identificar a nivel molecular la presencia de los genes UmTPS2 y ScTPS2
en las cepas complementadas.

- Analizar el fenotipo, en condiciones de estrés, de las cepas

complementadas con ambos genes de manera independiente.

- Analizar la capacidad infectiva de las cepas complementadas con ambos

genes de manera independiente, en plantas de maiz.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1  ANALISIS BIOINFORMATICO

6.1.1. SECUENCIACION Y ANALISIS

Las construcciones de los plasmidos EH205 y AC94 se secuenciaron en el
LANGEBIO, CINVESTAYV, Unidad Irapuato, del Instituto Politécnico Nacional, para
verificar su identidad. El analisis de la secuencia obtenida se analiz6 con los
programas Vector NTI y APE. Asi mismo, las secuencias de los genes heterélogos
de TPS2, de diferentes organismos se obtuvieron de la base de datos del National

Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para
realizar este trabajo, se disefaron varios oligonucledtidos, los cuales se
sintetizaron en la compafiia Sigma. Estos se diluyeron a una concentracién de
1ug/ul en agua destilada estéril grado biologia molecular (H,O-GBM), y para la
solucion de trabajo se diluyeron a 100ng/ul (Tabla 2).

6.2. CEPAS EMPLEADAS
Se presentan los datos de las cepas, que fueron utilizadas para el

desarrollo del presente proyecto (Tabla 3), éstas se conservaron a -80° C en 50%
glicerol, cuando fue necesario las cepas de interés se recuperaron en medio
completo (MC) (Apéndice), suplementado con el agente de seleccion segun fue el

caso.
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Tabla 2. Lista de oligonucledtidos empleados en este trabajo.

1-1 F ScTPS2 (2045) 5-GGAGTCGTGAGTCGTGGTCAA-3’
1-3 R ScTPS2 (2046) 5-GAATTGTCTTGGGCAGTGGTGGTCATCGTGCGTTTTCTCTTCACGCTG-3°
1-2 F ScTPS2 (2047) 5-CAGCGTGAAGAGAAAACGCACGATGACCACCACTGCCCAAGACAATTC-3”
1-4 R ScTPS2 (2048) 5-CTTACACCGGCGCAAAGGTTTAATACGATGTAAAGCACGTTTTTTTTC-3’
1-6 F ScTPS2 (2049) 5’-CGGTACAAGCACGCTCTAGG-3’
1-5 R ScTPS2 (2050) 5-GAAAAAAAACGTGCTTTACATCGTATTAAACCTTTGCGCCGGTGTAAG-3
Secuencia ATG (2051) 5-CGTCCAGATCCTGTGGTTTT-3"
F Kpnl UmTPS2 (2013) 5-CGCCATATGGTACCCGCCGAGTGTACAGAACAAGTA-3"
R Kpnl UmTPS2 (2014) 5-CGTCAACGGGTACCCACTACCTCGACCGTCATCTC-3°
F UmTPS2 (2040) 5-CAAGGTCCGGAACATGTCTT-3’
R UmTPS2 (2057) 5-AGGACAGGACGAGTACCGAA-3’

Abreviaturas: F: Foward; R: Reverse; Sc: S. cerevisiae; Um: U. maydis; TPS2: Trehalosa-fosfato-
fosfatasa; Kpnl: Sitio de restriccion de la enzima se muestra subrayado.

Tabla 3. Cepas utilizadas para este trabajo.

NOMBRE GENOTIPO FUENTE
Ustilago maydis
FB1 Silvestre a1b1 F. Banuet
FB2 Silvestre a2b2 F. Banuet
1328 Mutante Atps2,a1b1 cbx® No publicado
1335 Mutante Atps2,a2b2 cbx® No publicado
EH236 Complementada 1328 Atps2,a1b1 hyg“cbx" Este trabajo
EH237 Complementada 1328 Atps2,a1b1 hyg cbx® Este trabajo
EH287 Complementada 1335 Atps2,a2b2 hngcbe Este trabajo
EH289 Complementada 1335 Atps2,a2b2 hyg cbx® Este trabajo
AC145 Complementada 1328 Atps2,a1b1 hyg cbx® Este trabajo
AC146 Complementada 1328 Atps2,a1b1 hyg cbx® Este trabajo
AC167 Complementada 1335 Atps2,a2b2 hngcbe Este trabajo
AC168 Complementada 1335 Atps2,a2b2 hyg cbx® Este trabajo
Saccharomyces cerevisiae
BY4741 his3A leu2A met15A ura3A LANGEBIO,
CINVESTAV.

Escherichia coli
Top10 recA1 (Invitrogen')
Abreviaturas: A; mutante, cbx"; cepas con resistencia a carboxina, hng; cepas con resistencia a
higromicina B. Se enlista por columnas en el siguiente orden; el nombre de la cepa, genotipo
relevante y fuente de donde se obtuvieron.
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6.3. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

6.3.1 EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Una vez que se tuvo listo el cultivo (10 ml) de células de interés, crecidas
hasta la fase estacionaria, las células fueron centrifugadas a 5000 revoluciones
por minuto (rpm) durante 5 minutos. Se obtuvo una pastilla celular y ésta fue re-
suspendida en 200pl de Buffer TE (10 mM Trizma base, 1 mM EDTA, pH 8). Las
muestras se transfirieron a tubos Eppendorf y se adicionaron 400 ul del buffer de
lisis: 2% Tritén X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8 y 1 mM
EDTA. Se agregaron 400 pl de la mezcla de Fenol-Cloroformo (1:1) y 0.3 gr de
perlas de vidrio (0.1mm de diametro, lavadas con acido nitrico y esterilizadas).
Para romper las paredes de las células, se colocaron en agitador vértex de 3 a 5
minutos. Posteriormente los tubos fueron centrifugados a 14 000 rpm durante 10
minutos y se recupero la fase acuosa en tubos nuevos (estériles). Se adicionaron
2 pl de RNAsa A (10 mg/ml) y se incubaron por 5 minutos a 37°C. Se adicionaron
400 pl de fenol-cloroformo y se agitaron en el vortex por 1 minuto, se centrifugaron
durante 7 minutos a 14 000 rpm y se recuperd la fase acuosa en un tubo
Eppendorf. Posteriormente se adicionaron 400 ul de cloroformo y se agitaron en el
vortex por 1 minuto, nuevamente se centrifugaron durante 5 minutos a 14 000 rpm
y se recupero la fase acuosa en un tubo Eppendorf. EI ADN se precipitd con
acetato de sodio 3 M (1/10 del volumen) y con etanol 95% frio (dos volumenes).
Se dejé precipitar a -20°C durante 20 minutos. Posteriormente se centrifugd
durante 10 minutos a 12 000 rpm, la pastilla se lavé con 300ul de etanol al 70%
frio, nuevamente se centrifugaron durante 3 minutos a 12 000 rpm, se decanto y
se dej6 secar la muestra, finalmente el ADN se disolvid con H>O-GBM,

utilizandose un volumen aproximado de 50ul.

6.3.2. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Se utilizé la electroforesis en gel de agarosa al 1%, para determinar la
pureza y la calidad del ADN gendmico, plasmidico, observar fragmentos de PCR 'y

productos de digestién de plasmidos. Para ello se prepararon geles de agarosa al
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1%, que contienen; para 100ml de agarosa al 1%: 1g de agarosa disuelto en
100ml de buffer TAE 1X (Stock 50X, 242g Trizma™ base, 100ml EDTA 0.5 M con
57.1ml de acido acético, volumen final 1L), y 6ul de Bromuro de Etidio (10 mg/ml).
Una vez que el gel de agarosa se solidifico, se colocd dentro de una camara de
electroforesis con solucion de Buffer TAE 1X, la electroforesis se realizé a 100
Voltios durante 30 a 60 minutos. Para cargar las muestras, éstas se prepararon
con 3ul de Buffer de carga 6x (azul de bromofenol 0.25%, xilen-cianol FF 0.25%,
glicerol 30%). Asi mismo se coloca en cada uno de los pocillos cada una de las
muestras que se requiere observar. Como marcador de peso molecular se utilizé 1
Kb o 100 pb (Fermentas). Una vez corrida la electroforesis el gel se observo en el

bTM

fotodocumentador (Molecular Image® Gel Doc™ XR+ with Image Lab™ Software

de BIORAD).

6.3.3. CUANTIFICACION DEL ADN EN NANODROP

Las muestras de ADN se cuantificaron por un método espectrofotométrico,
utilizandose el Nanodrop (NanoDrop2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific).
Como blanco se colocaron 2ul de H,O-GBM. Posteriormente se colocaron 2ul de

la muestra, el cual se mide con el software apropiado.

6.3.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

En tubos para PCR, se colocaron 2ul de ADN (100 ng/pl), 2.5ul de 10x
Buffer, 0.75ul de 50mM MgCl,, 0.4ul de 10mM dNTP’s, 0.5ul de oligonucledétido
sentido 5° (100 ng/ul) y 0.5ul de oligonucledtido reverso 3" (100 ng/ul), 0.15ul de
Enzima (Taq DNA Polimerasa, Invitrogen) y 17.95ul de H,O-GBM, para el volumen
total de 25ul. Se utilizé el termociclador (T100T'VI Thermal Cycler, BIO-RAD), el cual
fue programado con las temperaturas y ciclos especificos correspondientes para
cada par de oligonucleottidos (Apéndice).
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6.3.5. EXTRACCION DEL ADN DE PLASMIDO

La cepa de interés de Escherichia coli se cultivé en 5ml de medio LB (Luria
Bertani) (Apéndice) por 24 hrs a 37°C en agitacion constante. Posteriormente la
muestra se centrifugd 2 minutos a 12000 rpm para concentrar las células, a
continuacion se decantdé el sobrenadante y se repitid el proceso de centrifugacion.
Las células se re-suspendieron con 200yl de la Soluciéon | (Apéndice),
posteriormente se adicionaron 400yl de la Solucidn Il (Apéndice), se
homogenizaron y se incubaron por 10 minutos en hielo. Se agregaron 300yl de la
Solucion 1l (Apéndice), se incubaron 10 minutos en hielo. Posteriormente el tubo
se centrifugd durante 10 minutos a 12000 rpm, se recuperé el sobrenadante en
tubos nuevos. EI ADN de plasmido se precipitd adicionando 600ul de isopropanol
frio y se mantuvieron a -20°C por 20 minutos. Se centrifugaron 10 minutos a
12000 rpm. Se decanto el sobrenadante y la pastilla se lavé con 300ul de etanol al
70% frio, nuevamente se centrifugaron 5 minutos a 12000 rpm, se decanto el
etanol y se invirtieron los tubos para secar la pastilla. Para limpiar el ADN de
plasmido este se re-suspendié en 700ul de H,O-GBM, se anadieron 3ul de
RNAsaA (10 mg/ml), se mezcldé e incubd durante 20 minutos a 37°C, se agrego
300yl de fenol:cloroformo 1:1, 2 minutos en vortex, se centrifugé 10 minutos a
12000 rpm y se recuperé el sobrenadante. Se agregaron 300ul de cloroformo, 2
minutos en vortex, y se centrifugd 10 minutos a 12000 rpm, se recuperd el
sobrenadante, este paso se repitio dos ocasiones. EI ADN se precipitdé con 1/10
del volumen total, de 3 M acetato de sodio y 2 volumenes de etanol 100% frio. Las
muestras se mantuvieron 20 minutos a -20°C, posteriormente se centrifugaron 10
minutos a 12000 rpm y se decantaron, se lavaron con 300ul de etanol al 70%, se
centrifugaron y se dejaron secar. Finalmente las muestras se re-suspendieron en
50ul de H,O-GBM.
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6.3.6. DIGESTION ENZIMATICA DE PLASMIDO

La reaccion se realizdé en un volumen total de 20ul. Para ello se colocaron
en tubos Eppendorf; S5yl de ADN (1pg), 0.5ul de Enzima de restriccidon, 2ul de
buffer de Enzima correspondiente, H,O-GBM para 20ul. La reaccion se incubd a
37°C durante 90 minutos. Finalmente el producto de la digestion se separd en gel
de agarosa al 1% y se observo en el transluminador (Molecular Image® Gel Doc™
XR+ with Image Lab™ Software de BIORAD).

6.3.7. PREPARACION DE CELULAS ELECTROCOMPETENTES

Las células de E. coli se cultivaron en 10ml de medio YENB (Extracto de
levadura 0.75% y caldo nutritivo 0.8%) y se incubaron a 37°C en agitacion, toda la
noche. Un litro de medio de cultivo se inocul6 con 5-10ml del cultivo anterior y se
incubaron a 37°C en agitacion, durante tres horas, hasta alcanzar una densidad
optica entre 0.6 y 0.9 (DOeno). Una vez que el cultivo obtuvo la DO adecuada, este
se colocd 5 minutos en hielo y el cultivo se centrifugd 10 minutos a 4000 rpm a
4°C. Se decant6 el sobrenadante y la pastilla de células se lavé con H,O milliQ
estéril fria, este paso se repitid dos veces. Posteriormente las células, se re-
suspendieron en glicerol al 10% frio (H20 milliQ) y se centrifugaron a 4000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Finalmente la pastilla celular se re-suspendié en 2 ml
de glicerol al 10% frio (H20 milliQ). Se prepararon alicuotas de 50ul y se
conservaron a -80°C hasta su uso (Sambrook, 1989).

6.3.8. EXTRACCION DE PLASMIDOS DE U. maydis PARA
TRANSFORMACION EN Escherichia coli

Se sembré la cepa de U. maydis de interés y se incubd en condiciones
estandar (28°C, agitacion 150 rpm, 18-24 hrs) posteriormente el cultivo se
centrifugé a 3,500 rpm durante 5 minutos. Se decantd el sobrenadante y a la
pastilla de células se le agregaron 500ul de buffer de extraccién (Apéndice) se

agitdé 5 veces en el vortex por 1 minuto y colocando la muestra un minuto en hielo.
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Posteriormente se incubé a 70°C por 10 minutos. Se agregaron 200ul de 5M
acetato de potasio y 150ul de 5 M NaCl, se incubaron en hielo durante 20 minutos.
Las muestras se centrifugaron 20 minutos a 4000 rpm. El sobrenadante se
transfirio a tubos nuevos. Se agregd 1/3 del volumen de polietilenglicol 6000 al
30% y se incubaron en hielo durante 10 minutos. Posteriormente la muestra se
centrifugé durante 10 minutos a 12000 rpm, se decantd el sobrenadante y la
pastilla fue re-suspendida en 50ul de H,O-GBM. La transformacion de E. coli se
llevé a cabo por electroporacion.

6.4. TRANSFORMACION GENETICA DE U. maydis

6.4.1. FORMACION DE PROTOPLASTOS

Se inoculd una colonia de la cepa de U. maydis de interés en 5ml de medio
liquido MC y se incub6 a 28°C durante toda la noche en agitacion constante. De
este cultivo se tomaron 100ul, 250pl y 500ul para inocular 100ml de medio MC
liquido en 3 matraces de 250ml y se incub6 durante 20 horas a 28°C en agitacion,
hasta que se obtuvo una densidad optica (DOggp) cercana a 0.8. Una vez que se
alcanzo la DO, se transfirid el cultivo del matraz seleccionado a dos tubos conicos
de 50ml, y fueron centrifugados a 2500 rpm durante 7 minutos, el sobrenadante
fue desechado. Se adicionaron 15ml de SCS (Apéndice) a cada tubo, se re-
suspendieron las células y se juntaron en un solo tubo, nuevamente se centrifugo
y fue desechado el sobrenadante. El concentrado de células fue re-suspendido en
1ml de SCS y se adicionaron 800pl de una solucién de enzimas liticas [(100mg/ml)
de Trichoderma harzianum, SIGMA-Aldrich]. Se colocaron en agitacion suave
durante 10 minutos o, hasta que comenz6 la formacion de los protoplastos
(monitoreada al microscopio). Se centrifugaron a 2300 rpm durante 10 minutos, se
decanto el sobrenadante y se adicioné 1ml de SCS. Las células se cambiaron a
tubos Eppendorf, se centrifugaron a 2000 rpm durante cinco minutos, se decanto
el sobrenadante y las células se re-suspendieron en 1ml de SCS. Se repitid el
paso anterior finalmente posterior a decantar el sobrenadante se re-suspendieron

en 1ml de STC (Apéndice) frio. Para su almacenamiento a -80°C se adicion6
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dimetilsulféxido (DMSO) al 7% (70ul de DMSO y 930ul de protoplastos) y se

prepararon alicuotas de 50pl.

6.4.2. TRANSFORMACION GENETICA DE U. maydis EN HIELO

El ADN plasmidico (5ug), se re-suspendio en 4ul de STC y se adiciond 1ul
de Heparina (15mg/ml en STC), se mantuvo en hielo. Se transfiri6 a 50ul de
protoplastos y se mezcld en circulos suavemente con la pipeta, se mantuvieron en
hielo por 10 minutos. Se adicionaron 500ul de polietilenglicol (Apéndice) frio y se
incubo por 15 minutos en hielo. Transcurrido el tiempo se agregaron 500ul de STC
y se mezcldé suavemente por 15 segundos. La reaccion se centrifugd a 2500 rpm
durante cinco minutos. Se decanto el sobrenadante y se agregaron 200ul de STC
para re-suspender las células. El contenido se deposit6 en una caja petri con
medio soélido [DCMS (Apéndice)] suplementado de antibidticos, 1ug/ml de
Carbenicilina (stock 100ug/ml), 200ug/ml de Higromicina B (stock 50,000ug/ml),
4ug/ml de Carboxina (stock 5000ug/ml)], las células se distribuyeron suavemente
de manera homogénea en toda el area de la caja utilizando una varilla de vidrio.
Finalmente se incubaron a 28°C durante 4 o 5 dias aproximadamente. Cuando las
transformantes crecieron, éstas se recuperaron en MC sdlido adicionado con el

agente selectivo.

6.4.3. CONSTRUCCION DEL GEN HETEROLOGO QUIMERICO:
PLASMIDO EH205

Para la construccion del plasmido que porta el “open reading fame”, marco
de lectura abierto (ORF) del gen TPS2 de S. cerevisiae, cuya expresion estara
dirigida por el promotor y el terminador del gen UmTPS2, brevemente, se amplifico
por PCR el promotor del gen UmTPS2 de U. maydis (919 pb), con los
oligonucledtidos 2045 y 2046. En otra reaccion de PCR se amplifico el terminador
del gen UmTPS2 de U. maydis, con los oligonucleétidos 2049 y 2050 (697 pb). Asi
mismo se amplifico también el marco de lectura del gen heter6logo ScTPS2 con
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los oligonucledtidos 2047 y 2048 (2738 pb). A continuacién se realizo la reaccion
de empalme por PCR, de los tres fragmentos (promotor, marco de lectura abierto,
terminador) siguiendo las indicaciones de Davidson et al. 2002 y utilizando los
oligonucledtidos 2013 y 2014, obteniéndose la banda de amplificacién del tamafo
esperado de 4354 pb. Posteriormente se realizo la clonacion de dicho producto de
PCR en el vector comercial pCR® 2.1-TOPQ® (Invitrogen™) se mezclaron 4.5pl del
producto de PCR, 1ul de sales (50mM NaCl, 10mM MgCl,) y 0.5ul del vector, se
incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos. La reaccién de clonacion se
dializé durante diez minutos utilizando una membrana Millipore® de 0.022um de
tamafo de poro, posterior a la dialisis se recupero la reaccién de ligacion. Se
mezclaron 4ul de ésta con 50ul de células electro-competentes de E. coli,
siguiendo las especificaciones sefialadas en el manual de uso (Eporator
Eppendorf). Posteriormente se adicionaron a la celda 500ul de medio LB sin
antibiotico y se recuperé la reaccion de electroporacion en un tubo Eppendorf
nuevo estéril. Esta mezcla se incubd por una hora a 37°C en agitacion,
transcurrido este tiempo se sembraron 100ul de esta reaccion, en una caja petri
con medio LB, suplementado los antibidticos de seleccion, 25ul de carbenicilina
(1pg/ml), 6l de kanamicina (12pg/ml) y 20ul de X-gal (800ug/ml). Las cajas se
incubaron a 37°C durante 24 horas y posteriormente se seleccionaron aquellas
colonias de color blanco, para realizar la extraccion de plasmido. La identidad del
plasmido se determin6 por patron de digestion y por PCR utilizando el par de
oligonucledtidos 2047 y 2048.

Posteriormente el fragmento (3890 pb) se subcloné en el mismo sitio del
plasmido pNEBU-H (resistencia a Higromicina B, proporcionado por la Dra. R.
Kahmann, Instituto Max Planck, for Terrestrial Microbiology, Marbug, Alemania).
Las transformantes se seleccionaron en medio LB suplementado con 20ul de X-
gal (800pl/ml), y se analizaron las colonias blancas. Se identificé aquellas que
portaran el plasmido correcto en base al patron de digestion y al PCR, generando
asi el plasmido EH205.
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6.4.4. CONSTRUCCION DEL GEN HOMOLOGO: PLASMIDO AC94

El plasmido AC94, deriva del vector pNEBU-H. Porta el gen UmTPS2
endogeno. Esta secuencia se obtuvo de la base de datos MIPS

(http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago) de U. maydis, numero de

acceso um10650. El fragmento de ADN para la complementacion incluye 783 pb
del promotor (5" UTR), 3963 pb para el marco de lectura abierto y 568 pb para el
terminador (3° UTR), el gen completo fue amplificado con los oligonucleotidos
2013 y 2014 flanqueados con la enzima de restriccion Kpnl. Para esta
amplificacion se utilizé la enzima de alta fidelidad, Platinum Tag DNA polimerasa
(Invitrogen™). El producto del PCR fue digerido con la enzima Kpnl y clonado con
el unico sitio Kpnl de pNEBU-H, utilizandose la enzima T4DNA ligasa, el producto
de ligacion se transformo en E. coli como en el caso del plasmido EH205,
generando asi el plasmido AC94.

6.5. ANALISIS FENOTIPICO

6.5.1. DILUCIONES SERIADAS EN PLACA

Una vez que se obtuvieron las cepas complementadas de las mutantes
1328 y 1335, se seleccionaron las colonias de mejor apariencia (crecimiento
uniforme) y se estriaron (cepario, 100 colonias). Algunas de ellas se inocularon en
MC liquido con 1pl/ml de carbenicilina (100ug/ml), 200pg/ml de higromicina B y
4ug/ml de carboxina, se incubaron a 28°C de 24 a 48 horas. Una vez transcurrido
el tiempo, se observaron las células complementadas en el microscopio para
descartar contaminacion. Se centrifugaron a 3000 rpm durante cinco minutos y se
decanté el medio, las células complementadas se lavaron con H,O destilada
estéril y se decantd el sobrenadante, esto se repitio dos veces. Una vez lavadas
las células, se re-suspendieron en 1ml de H,O destilada estéril.
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6.5.2. CONTEO DE CELULAS EN CAMARA DE NEUBAUER

Se determiné la cantidad de células de U. maydis presentes por ml,
realizandose el conteo en la camara de Neubauer. Para ello se prepardé una
dilucion 1:10 de las células previamente lavadas con agua destilada estéril. Se
colocaron 10pl de esta dilucién en la cuadricula de la camara de Neubauer y se
procedid a contar las células presentes. EI numero total de células por ml se
determiné de la siguiente manera; el numero de células contadas se multiplicé por
cinco, en seguida el resultado se multiplicé por 10 mil y finalmente el resultado que
se obtuvo de esto se multiplico por 10 (factor de dilucion). Posteriormente dicho
resultado, fue utilizado como denominador en la division de la multiplicacion de un
mililitro por el nimero exponencial 1x107, obteniendose asi el numero de células
que se requieren en microlitros, en seguida se afor6 a un mililitro con agua
destilada estéril, para realizar las diluciones a partir de la concentracion asi
preparada de 1x10’ células/ml. Subsecuentemente se realizaron diluciones
decimales de 1X10°, 1X10° 1X10* hasta 1X10° células/ml que fueron utilizadas

para los ensayos de estrés correspondientes.

6.5.3. ENSAYO DE RESPUESTA A ESTRES in vitro

Para realizar las pruebas de estrés se prepar6 medio minimo a pH 7
(Apéndice) con los diferentes agentes estresantes: LiCl, NaCl, KCI, CaClz, H20.,
TBOOH, Menadiona, Sorbitol, Manitol, Radiaciones UV, estrés de temperatura
(37°C), como control se incubo una caja carente de agente estresante a 28°C. Se
colocaron gotas de 10yl de cada una de las diluciones antes mencionadas, en
orden descendente, para analizar el crecimiento de las cepas de U. maydis
complementadas, mutantes y silvestres, se comparo y analizé el fenotipo de cada
una, ante la presencia de los diferentes agentes estresantes.
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6.5.4. PRUEBA DE PATOGENICIDAD EN LA PLANTA, Zea mays

Para analizar la funcionalidad de las cepas complementadas de las
mutantes Afps2 1328 y 1335 de U. maydis, se inocul6 por inyeccion en el tallo de
las plantas de maiz (Zea mays, variedad cacahuazintle) con el fin de observar la
patogenicidad de U. maydis y los sintomas mostrados por parte de la planta; éstas
fueron inoculadas con pares de cepas complementadas que son sexualmente
compatibles, que de manera independiente portan los plasmidos AC94 o EH205.
Asi mismo, simultaneamente se inocularon otras plantas con los respectivos
controles que corresponden a la cruza silvestre FB1xFB2, y la cruza mutante
Atps2 1328x1335, asi como plantas inoculadas con agua destilada estéril como
control negativo. Las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero a lo

largo de tres semanas a un mes.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. ANALISIS BIOINFORMATICO

En términos de propiedades fisicas, la trehalosa, es de coloracion blanca e
inodora, polimérfica con formas cristalinas que varian con la temperatura e
interaccidn con el agua; en la que una es anhidra y otra amorfa muy bien definida,
que se denomina como dihidrato (Nishant & Ipsita, 2008), ademas de ser una
fuente de carbono para algunos organismos, sirve como componente estructural y
de proteccion (Lordachescu e Imai, 2011). A pesar de que se han propuesto
teorias y se consideran muchas de las propiedades que tiene la trehalosa, aun no
se termina de concretar todos los factores involucrados que existen para explicar
coémo ocurre dicho efecto de proteccidn y por qué es un estabilizador de proteinas,
durante una situacion de estrés a la que se expone un organismo. Lo que si se
tiene conocimiento concreto es que la trehalosa, a excepcién de los vertebrados,
es producida por una gran variedad de organismos (Tournu et al. 2013); y que
éstos a su vez, de acuerdo a estudios previos y con diferentes enfoques, coinciden
en responder con cambios o modificaciones en el crecimiento cuando se generan

alteraciones en la produccion de la trehalosa y ademas ante situaciones de estreés.

Esto puede orillar a pensar, de manera evolutiva, en el posible multiple
origen que tiene esta molécula protectora y de gran interés, que esta presente en
diversos organismos pero no en vertebrados. Entre varios aspectos, en este
trabajo se presenta un analisis de la estructura de la proteina Tps2, que de
acuerdo con las herramientas informaticas, celulares y moleculares que existen en
la actualidad, es posible realizar simulaciones que proporcionan informacion de

este tipo.

Posteriormente se muestra como representacion esquematica, la
comparacion de los dominios cataliticos de la proteina Tps2, de los fitopatogenos
U. maydis (maiz), U. hordei (cebada) y M. grisea (arroz); los patégenos de

humano C. neoformans y C. albicans; y finalmente a S. cerevisiae, levadura de la
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cual se utilizé el marco de lectura abierto, gen TPS2, para construir el gen
quimeérico heterologo.

De acuerdo con Karp (2010) los dominios, ademas de ser las subunidades
y partes estructurales en la composicion de una proteina son, en términos
evolutivos, una fuente importante de informacion, ya que pueden indicar la
cercania que tienen las especies entre si. De este modo, los dominios en las
diferentes proteinas son caracteristicos, ya que definen su estructura y funcién e
influyen en la interaccion con otras proteinas, de tal manera que representan como
es que éstos, a través del tiempo evolutivo de los organismos, se han conservado

o se han perdido y la importancia que esto conlleva.

En la proteina Tps2, se encuentra la presencia de dos dominios, el GT1-
TPS y TPP. El primero, participa en la sintesis de trehalosa 6-fosfato, mientras que
el segundo tiene la funcidn fosfatasa que desfosforila a la trehalosa 6-fosfato,
generando asi trehalosa y fésforo inorganico. Como se puede observar, en la
Figura 7, los mayores tamafos, en numero de amino acidos (aa), de la proteina
Tps2, estan presentes en U. hordei y U. maydis, con 1312 y 1286 aa
respectivamente; en M. grisea, 1020 aa; C. neoformans, 989 aa; S. cerevisiae, 896
aa y de menor tamafio a C. albicans con 888 aa. Se observa, para todos los
organismos sefialados, el mismo arreglo estructural de la proteina Tps2, es decir
el dominio GT1-TPS en la parte central y el dominio TPP hacia el extremo

carboxilo.
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Figura 7. Representacion esquematica de los dominios presentes en la proteina Tps2. Se compara
la proteina de U. maydis con la de U. hordei, S. cerevisiae, M. grisea, C. neoformans y C. albicans.
Debajo de cada una de las barras, se especifica el numero de amino acidos que conforman la
proteina Tps2, en cada uno de los organismos sefialados. En color verde se representa el extremo
N- terminal de la proteina, en color azul se representa el dominio glucosiltransferasa trehalosa-6-
fosfato sintasa (GT1-TPS) y en color amarillo se representa el dominio catalitico fosfatasa.

Como se puede apreciar, igualmente la Figura 8 muestra una
representacion esquematica, que se obtuvo con la ayuda de la opcion Conserved

Domains localizada en la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), la

cual senala a la proteina Tps2 de U. maydis (arriba) y de S. cerevisiae (abajo), con
sus respectivas medidas y distancias en pares de bases. Asi mismo, el esquema
muestra los dominios conservados que conforman a la proteina Tps2, GT1-TPS
(glicosiltransferasa) y TPP (fosfatasa), que destacan en este trabajo por su
importante funcidén en la produccion de trehalosa. Indicando asi, que la proteina de
S. cerevisiae carece practicamente de un fragmento que las proteinas Tps2 de los
basidiomicetos U. maydis y U. hordei adquirieron y que esta localizada en el

extremo amino terminal, en la cual no existe la presencia de ningun dominio.
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Dominios conservados: GT1-TPS y TPP
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Figura 8. Representacion esquematica de la proteina Tps2 en U. maydis (arriba) y S. cerevisiae

(abajo), con los dominios conservados GT1-TPS y TPP (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Este arreglo estructural es de gran interés, ya que en el caso de bacterias
como E. coli, cada una de estas actividades cataliticas OtsA (trehalosa fosfato
sintasa) y OtsB (trehalosa fosfato fosfatasa) son codificadas por genes
independientes, cabe mencionar que en eucariotes, poseen ademas un gen
adicional para la sintesis de trehalosa 6-fosfato, qué como se indicé previamente
en la Figura 3, en el caso de U. maydis dicho gen se denomina UmTPS1,
existiendo correlacion con el analisis realizado por Avonce et al. 2006.

Aunado a esto, se analizaron las secuencias de la proteina Tps2 entre U.
maydis con 1286 amino acidos y S. cerevisiae con 896 amino acidos. Para lo cual,
se realizaron tres alineamientos en BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de
la base de datos del NCBI (http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), el primer

alineamiento de secuencias, se realizd utilizando toda la secuencia de la proteina
Tps2, el cual mostré que existe un 48-46% de similitud (Apéndice). En el segundo
alineamiento que se realizd, se utilizd exclusivamente la seccién del dominio
catalitico fosfatasa, el cual mostré un 75-49% de similitud (Apéndice), en el que se

puede observar que la zona que se encuentra mayormente conservada
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corresponde al dominio fosfatasa de la enzima. El tercer alineamiento se realizd
utilizando unicamente la secuencia que corresponde al dominio GT1-TPS, y se
encontré un 45-81% de similitud (Apéndice). De acuerdo con el porcentaje de
similitud que presentan los alineamientos, éste va en aumento cuanto mas
especifico es, y a su vez, si éste se realiza con secuencias del mismo dominio,
que en este caso se trata de los dominios fosfatasa y GT1-TPS. Estos resultados
proporcionan informacion adicional que orienta a pensar, nuevamente en el origen
comun que puede existir entre los organismos y no sélo de la evolucion de cada
uno de ellos, sino de cada dominio, gen e iclusive de cada enzima, que aunque
estos varien, siguen conservando partes especificas que no se modifican y que
son clave para que estos sigan teniendo las mismas funciones, aunque se trate de

organismos con linajes diferentes.

7.2. CONSTRUCCIONES PARA RECUPERAR EL FENOTIPO SILVESTRE

Como se menciond, para este trabajo fue necesario construir dos
plasmidos, el AC94 con el gen homologo de U. maydis UmTPS2 y el plasmido
EH205 con el gen quimérico heterélogo de S. cerevisiae ScTPS2, esto para
realizar la complementaciéon genética de las mutantes 1328 y 1335 Afps2 de U.
maydis con los plasmidos mencionados. La presencia de estos plasmidos se
determinaron a nivel molecular, amplificando por PCR un fragmento
correspondiente a cada uno de los genes: UnTPS2 y ScTPS2 ylo por la
recuperacion del plasmido en E. coli a partir del material genético recuperado de
las cepas Atps2 complementadas (ver Materiales y Métodos).

7.2.1. PLASMIDO AC94 GEN HOMOLOGO UmTPS2 “Um10650”

En el caso de U. maydis, los marcadores de seleccidn para eventos de
transformacion genética que existen, son genes que confieren resistecia a
antibidticos, como son: Higromicina B, Carboxina, Benomil y Nourseothricina. Para

poder complementar a las mutantes Atps2, se realiz6 a partir del vector pNEBU-H
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(que porta el gen HPH que cofiere resistencia a Higromicina B (Figura 9.B), puesto
que las mutantes Atfps2 son resistentes a carboxina. Para llevar a cabo la
clonacion del fragmento de ADN para la complementacion con el gen homologo,
se incluyd 783 pb del promotor (5" UTR), 3963 pb para el marco de lectura abierto
y 568 pb para el fragmento del terminador (3" UTR). Esta secuencia se obtuvo de

la base de datos (http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago) de U.
maydis, numero de acceso um10650. Este fragmento se amplifico por PCR con
los oligonucledtidos 2013 y 2014, que estan flanqueados con la secuencia del sitio
de restriccion de la enzima Kpnl (Tabla 2). El PCR se realiz6 con la enzima de alta
fidelidad, Platinum Taq DNA polimerasa (Invittogen™) obteniendo una banda
unica de amplificacion (Figura 9.C). El producto del PCR fue digerido con la
enzima Kpnl y clonado directamente en el unico sitio Kpnl de pNEBU H,
generando asi el plasmido AC94 (Figura 9.D).
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Figura 9. Plasmido AC94. A) Representacidon esquematica del gen TPS2 de U. maydis (Um10650),
sefala los sitios de restriccion que se utilizaron para la clonacién: Kpnl (14 pb); Kpn1 (5369 pb) y
los oligonucledtidos: P7, (2013 F); y P8, (2014 R) (Tabla. 2). La barra indica el marco de lectura
abierto, y las lineas las regiones 5y 3" UTR. B) Representacion esquematica del vector pNEBU-H
(5775 pb) utilizado para clonar el gen UmTPS2. C) Banda unica de amplificacién del producto de
PCR. D) Representacion esquematica del plasmido AC94 que porta el gen de resistencia a
higromicina B (HPH) y el gen TPS2 de U. maydis.
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7.2.2. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO EH205

Para la construccién del plasmido EH205, que porta el gen heterdlogo
quimérico TPS2 (ORF) de S. cerevisiae, se procedio a realizar la busqueda de
dicho gen en la base de datos del genoma de S. cerevisiae

(www.yeastgenome.org), posteriormente se disefiaron los oligonucleétidos

necesarios utilizando el programa VectorNTI® (Tabla 2) para cada fragmento
correspondiente (Figura 10.A), de acuerdo a los lineamientos de Davidson et al.
(2012) de tal manera que sea posible fusionar fragmentos de PCR sin la
necesidad de utilizar enzimas de restriccion. Para ello se realizaron las
amplificaciones por PCR del promotor de UmTPS2 (919 pb) con los
oligonucledtidos 2045-2046 (Figura 10.B), del terminador de UmTPS2 (697 pb)
con los oligonucleotidos 2049-2050 (Figura 10.B) y del marco de lectura abierto
del gen ScTPS2 (2738 pb) de S. cerevisiae, con los oligonucledtidos 2047-2048
(Figura 10.C). Una vez obtenidos los productos de amplificacion, éstos se
empalmaron por medio de PCR con los oligonucle6tidos 2013 y 2014, el producto
de PCR esperado de 4.35 Kpb se clond en el vector pCR® 2.1-TOPO®
(Invitrogen™) (Figura 11.A) y se transformé en E. coli, generando asi el plasmido
EH187 (Figura 11.B). El gen quimérico fue recuperado como el fragmento Kpnl
(4.35 Kb) y se sub-clono en el unico sitio Kpnl del vector pNEBU-H (Figura 11.C),
de esta manera se recupero6 en E. coli el plasmido EH205 (Figura 11.D), el cual
posteriormente se utilizd para transformar las cepas Atps2 de U. maydis.
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Figura 10. Estrategia de construccion del gen quimérico heterélogo ScTPS2. A) Representacion
esquematica de la construccion del gen quimérico heterdlogo ScTPS2 de S. cerevisiae. Para
amplificar cada uno de los fragmentos se utilizaron los siguientes oligonucledtidos: P1 (2045) y P2
(2046) para el promotor (p) de UmTPS2; P3 (2047) y P4 (2048) para el ORF de ScTps2; P5 (2049)
y P6 (2050) para el terminador (f) de UmTPS2; P7 (2013) y P8 (2014) para el empalme de las tres
amplificaciones. B) PCR que muestra los productos de amplificacién del promotor (p) y terminador
(t) de U. maydis. C) Producto de amplificacion del ORF de ScTPS2. D) Plasmido abierto o
linearizado (9855 pb) con la enzima Sac/ de la cepa 1328, indicado en la imagen como la segunda
banda del segundo carril. Abreviaturas: m: marcador molecular; p: promotor; t: terminador; e:

empalme; pb: pares de bases.
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Figura 11. Construccién del plasmido EH205. A) Representacién esquematica de la clonacion del
gen quimérico heterdlogo (pUmTPS2-ScTPS2-tUmTPS2) en el vector pCR® 2.1-TOPO®
(Invitrogen™) (3931 pb), del cual se generé el B) Plasmido EH187. C) Representacion
esquematica de la sub-clonacién del sitio Kpnl en el vector pNEBU-H (5775 pb) que contiene el
gen de resistencia a higromicina HPH. D) Plasmido EH205 (9855 pb).

7.3. TRANSFORMACION DE CEPAS Atps2

Una vez que se obtuvieron los plasmidos AC94 y EH205, se transformo a
cada una de las cepas mutantes Afps2 1328 y 1335, con cada uno de los
plasmidos, de manera independiente. Para lo cual se siguieron dos estrategias:
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para el plasmido AC94 este posee una secuencia autonoma de replicacion “ARS”,
la cual puede ser eliminada con la enzima Sspl. Se procedié a eliminar dicha
secuencia, por lo cual se transformé a las mutantes con el plasmido linearizado
siendo éste de naturaleza integrativa. Una vez que éste se integré de manera
aleatoria en el genoma del hongo, las cepas transformantes se recuperaron en
medio DCMS con carboxina e higromicina B como agentes selectivos.

En el caso del plasmido EH205 no fue posible seguir esta estrategia, debido
a que, ademas de los sitios Sspl que eliminan la secuencia “ARS”, existe un sitio
adicional localizado en el gen quimérico. En este caso, se procedio a transformar a
las cepas Atps2 1328 con el plasmido abierto (linearizado) con la enzima Sacl
(Figura 10. D) y las cepas Atps2 1335 se transformaron con el plasmido cerrado.

7.3.1. IDENTIFICACION DE CEPAS COMPLEMENTADAS

Cabe recordar que las cepas mutantes Atps2 1328 y 1335 son resistentes a
la presencia de 10mM LiCl en MM7, en comparacion con las cepas silvestres FB1
y FB2 que presentan cierta dificultad para crecer en esta condicion (Figura 12),
ésta resistencia fue utilizada como criterio de seleccion de las cepas
complementadas. La razén por la cual las mutantes Afps2 son resistentes a la
presencia de LiCl se desconoce, puesto que en el caso de S. cerevisiae se ha
observado una respuesta contraria, dado que las mutantes Afps2 de esta levadura
son incapaces de crecer en la presencia de 250mM de LiCl en comparacion con el
crecimiento normal de la cepa silvestre (Mulet et al. 2004). En base a este criterio
se utilizaron algunas de las cepas que posterior al evento de transformacion
mostraron una resistencia franca a higromicina B (hasta 300 pg/ml) (Figura 13), se
analizé si recuperaban o no la sensibilidad a la presencia de 10mM LiCl. A partir
de esta seleccién se obtuvieron varias cepas “complementadas” a las cuales se
les realizé extraccidon de ADN plasmidico para determinar a nivel molecular la
presencia del gen homologo UmTPSZ2 y del gen quimérico heterdlogo ScTPS2.
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FB2 1328 C Cc FB2 1328 C Cc

Figura 12. Ensayo de respuesta a estrés in vitro en MM7 a 28° C, con el agente estresante 10mM
LiCl. Se muestra claramente que a diferencia del resto de los agentes estresantes, las mutantes
parecen ser mas resistentes a esta condicion de estrés, caso contrario para las cepas silvestres
que muestran disminucién en el crecimiento asi mismo las cepas complementadas con el plasmido
AC94.

Figura 13. Crecimiento de colonias de las cepas complementadas (Afps2 1328) con el plasmido
EH205 abierto, en medio completo adicionado con el antibiético higromicina B como marcador de

seleccioén, a 28° C.
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7.3.2. DETERMINACION A NIVEL MOLECULAR DEL GEN TPS2

Posterior a un analisis de las transformantes que se obtuvieron con el
plasmido AC94 (Figura 9.D) se conservaron las siguientes cepas
complementadas: AC145, AC146, AC167, AC168. Como se indico, en este caso el
plasmido es integrativo. Se procedio a purificar el ADN gendémico de estas cepas
para realizar la identificacion del gen UmTPS2 por PCR, utilizando como control
negativo el ADN gendmico de la cepa mutante 1328 y como control positivo el
ADN genomico de la cepa silvestre FB2. Para lo cual se utilizo el par de
oligonucledtidos 2040 y 2057, los cuales amplifican una parte central del gen
UmTPS2 correspondiente al ORF (Figura 14).

1000

500
400
300

390 pb

100

Figura 14. Identificacién por PCR de las cepas complementadas con el plasmido AC94. A partir del
ADN gendmico de las cepas transformantes seleccionadas que son sensibles a LiCl, se amplifico
por PCR un fragmento del ORF, con los oligonucleétidos 2040 y 2057 (Tabla 2). Se indica la banda
esperada de 390 pb y corresponde a un fragmento del ORF de UmTPS2.

Las cepas transformadas con el plasmido EH205 seleccionadas son las
siguientes: EH236 y EH237 de la cepa 1328 Afps2 y EH287 y EH289 de la cepa
1335 Ailps2. Posteriormente se muestra en el analisis fenotipico, la funcionalidad
de la sintesis de trehalosa en las cepas complementadas con el plasmido EH205,
ante situaciones de estrés. De acuerdo con el ciclo de vida de U. maydis, las

cepas EH236 y EH287, sexualmente compatibles, se utilizaron para el analisis
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fenotipico de los ensayos in vitro, asi mismo para las plantas de maiz. Es
importante resaltar que solo se realizdé la identificacion por PCR de las cepas
EH236 y EH237 [1328 Atps2] (Figura 15.C). Ya que, el plasmido EH205 fue
cortado con la enzima de restriccion Sacl (Figura 10.D) y la transformacion de las
cepas 1328 Atps2 de U. maydis se realiz6 con el plasmido abierto y éste se insert
en el genoma, para ello se utilizaron los oligonucle6tidos 2047 y 2048 (Tabla 2)
que amplifican el ORF del gen ScTPS2 de S. cerevisiae. Sin embargo, caso
contrario para la cepa 1335 Afps2 (EH287), la transformacion se realizé con el
plasmido EH205 cerrado, lo cual implica que no se insertdé en el genoma. Y por
ello se procedié a recuperar el plasmido aislado de estas transformantes en E.
coli. La identidad de cada uno de los productos de PCR se determiné por digestidon
enzimatica utilizando las enzimas EcoRI, BamHI, Hindlll y Xhol (Figura 15.A,
15.B).
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Figura 15. Determinacion de la identidad del plasmido EH205. A) Representacion esquematica de
la secuencia linear del plasmido. Sefiala la ubicaciéon y distribucién de las enzimas de restriccion
que se utilizaron, para determinar la identidad del plasmido. B) Fotografia de electroforesis en gel
de agarosa 1%, del plasmido EH205 mediante digestién enzimatica, sefialado con las flechas
blancas por carril en el siguiente orden: 1) EcoR/I (1202 pb, 3547 pb, 6547 pb, 7749 pb); 2) BamHI
(7147 pb, 2708 pb); 3) Hindlll (450 pb, 633 pb, 1641 pb, 5497 pb); 4) Xhol (5821 pb, 3596 pb); 5)
Marcador y 6) Control positivo (plasmido EH205). C) Determinacién por PCR de las cepas
mutantes complementadas (carril 2 y 3), para lo cual se utilizaron los oligonucleétidos P3 (2047) y
P4 (2048) que amplifican el ORF del gen TPS2 (2738 pb), como control se amplificé el plasmido
solo (carril 4).
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7.4. ANALISIS FUNCIONAL

La complementacion funcional de las cepas mutantes Atps2 1328x1335 de
U. maydis transformadas con el plasmido AC94 que porta el gen homdlogo
UmTps2 de U. maydis y con el plasmido EH205 que porta el gen heterélogo
quimérico de ScTps2 de S. cerevisiae, fue evaluada en términos generales, de dos
maneras. La primera, mediante el analisis de respuesta a estrés en ensayos in
vitro con diversos agentes estresantes que producen estrés oxidativo, estrés
osmatico y radiacion con luz UV. Esto revela la respuesta del organismo ante
situaciones de estrés, en ausencia y presencia del gen TPS2 que codifica para la
fosfatasa involucrada en la etapa final de la sintesis de trehalosa. La segunda, en
la determinacién de la sintomatologia producida por las cepas complementadas
una vez inoculadas en plantas de maiz (Zea mays, variedad cacahuazintle),
teniendo como controles plantas inoculadas con la mezcla de las cepas silvestres
FB1xFB2 y las cepas mutantes Afps2 1328x1335.

7.4.1. ENSAYO DE RESPUESTA A ESTRES in vitro

Los ensayos de respuesta a estrés, muestran el crecimiento de las cepas:
silvestre FB1 y FB2; mutante 1328 Afps2 y 1335 Afps2; transformadas AC145 y
AC146 de 1328 Atps2, AC167 y AC168 de 1335 Afps2, con el plasmido AC94
(Figura 16). Asi mismo, las cepas: silvestre FB1 y FB2; mutante 1328 Afps2 y
1335 Atps2; transformadas EH236 y EH237 de 1328 Aips2, EH287 y EH289 de
1335 Atps2, con el plasmido EH205 (Figura 17). Para realizar las pruebas de
estrés se prepararon diluciones de 1X10’, 1X10°, 1X10° y 1X10* de las cepas de
interés y se sembraron alicuotas de 10ul, sobre medio minimo pH 7 (MM7). Se
utilizaron diferentes agentes estresantes, para determinar la respuesta de las
cepas, como control se utilizo6 MM7 a 28°C. Para determinar la respuesta a estrés
oxidativo se utilizO menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona, vitamina K3), que es un
componente multivitaminico que ha sido usado para estudios de estrés oxidativo,
asi como un agente terapeutico para la hipotrombinemia y el cancer. La

menadiona actua como un mecanismo citotoxico, que como fuente exogena, ha
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sido asociada con la generacion excesiva de ROS (Vieira et al. 2008), es capaz de
formar tanto superoxido, peroxido de hidrogeno asi como radicales libres (Laux &
Nel et al. 2001). Otros agentes oxidantes que se utilizaron fueron tert-butil
hidroperoxido (TBOOH) y peroxido de hidrégeno (H202). Como se mencioné
antes, también se sometio a las cepas con estrés osmotico, para lo cual se utilizé
sorbitol y manitol. Otro agente estresante que se utilizé fue la radiacién UV (10,000
microjoules cm). Posteriormente fueron monitoreadas a partir de las 48 horas de
incubacion a 28°C y fotografiadas.
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FB2 Atps2 C Cc FB2 Atps2 C Cc FB2 Atps2 C C

Figura 16. Crecimiento in vitro de U. maydis con el plasmido AC94, en MM7 a 28°C. Las cepas se
fotografiaron a los cinco dias de incubacion. A) Condiciéon control, sin agente estresante. B) 3l
Peroxido de hidrégeno (H2O2). C) 4ul Perdxido de hidrogeno (H2O,). D) 1.2M Manitol. E) 0.8M
NaCl. F) 1M KCI. G) 2ul Menadiona. H) 1.5M Sorbitol. I) 10mM Cloruro de litio (LiCl).
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FB2 Atps2 C Cc FB2 Atps2 C Cc FB2 Atps2 C C

Figura 17. Crecimiento in vitro de U. maydis con el plasmido EH205, en MM7 a 28°C. Las cepas se
fotografiaron a los cinco dias de incubacion. A) Condicion control, sin agente estresante. B) 0.5yl
Menadiona. C) 2ul Menadiona. D) 1yl TBOOH. E) 2ul TBOOH. F) 1ul Peréxido de hidrégeno
(H20,). G) 1.3M Sorbitol. H) 1M Manitol I) Radiacién ultra-violeta (UV, 10000 pulsos).

65



7.4.2. ANALISIS FENOTIPICO EN PLANTA, Zea mays

Para el ensayo fenotipico en plantas de maiz (Zea mays, var.
cacahuazintle), se inocularon plantas con las cepas silvestres (FB1xFB2), cepas
mutantes Afps2 (1328x1335), transformadas con el plasmido AC94
(AC145xAC168 y AC146xAC167) y transformadas con el plasmido EH205
(EH236xEH287), que respectivamente, son sexualmente compatibles. Las plantas
inoculadas con el gen ScTps2, presentan clorosis, formacion de tumores y
anormalidades morfoldgicas durante el crecimiento y desarrollo de las mismas, tal
como se presenta la cepa silvestre en la segunda fase del ciclo de vida de U.
maydis, fase infectiva del hongo en la planta (Brefort et al. 2009; Ruiz-Herrera &
Ledn-Ramirez, 2012). Al presentar las plantas inoculadas con las cepas
complementadas, los mismos sintomas que los observados con las cepas
silvestres, nos indica que se llevd a cabo la complementacién funcional de las
mutantes Atps2 de U. maydis con el gen quimérico heterdlogo ScTps2. Asi mismo,
las plantas que fueron inoculadas con cepas mutantes Afps2 (1328x1335), no
presentaron sintomatologia alguna, es decir, las plantas estaban sanas, en
comparacion con las plantas provenientes de la inoculacion con la cruza silvestre
FB1xFB2 por lo que se puede considerar que el gen TPS2 que interviene en la
sintesis de trehalosa, influye en el crecimiento del hongo en la planta hospedera y

es un posible mecanismo clave para determinar la virulencia en la misma.

En estudios previos relacionados con la sintesis de trehalosa,
especificamente en hongos patogenos de humano, se ha revelado la importancia
que tiene esta ruta sobre la virulencia. En el caso de A. fumigatus, la disrupcion
del gen ORLA, gen ortélogo de TPS2, en ensayos in vitro genera en las células
mutantes defectos morfolégicos en el crecimiento de las hifas y disminucion en la
conidiacién, aunque no hay una disminucion significativa en la produccién de
trehalosa, ya que durante la sintesis de ésta se encuentran involucrados otros
genes. No obstante, en Puttikamonkul et al. (2010), concluyen que los genes
ortdlogos a tps2, involucrados en la produccion de trehalosa, son requeridos para
la virulencia en hongos. En este caso, el hongo provoca aspergilosis pulmonar, por
lo que el conocimiento que aporta la inhibicion de esta via, puede ser considerado
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para posibles propuestas alternativas en futuros tratamientos. En el caso de C.
gattii, si la produccion de trehalosa es interrumpida se genera un cambio en los
niveles de produccién de manitol como mecanismo de proteccion celular y como
estabilizador osmatico. Por otra parte, aunque C. neoformans y C. gattii son
especies hermanas, ya que pertenecen al mismo género, sélo para el caso de la
cepa mutante R265tps2A (C. gattii), en ensayos in vitro al reemplazar la glucosa
por galactosa como suelo de crecimiento, suprime el defecto de crecimiento en
altas temperaturas (37°C). Sin embargo, en las mutantes H99tps1A y H99ips2A
(C. neoformans) el crecimiento de ambas, pueden ser suprimido con la sustituciéon
de galactosa. Con estos resultados destacan que TPS71y TPSZ2 pueden controlar
el flujo glicolitico, ligeramente diferente, en las dos especies (Ngamskulrungroj et
al. 2009). En Petzold et al. (2006), realizaron estudios con modelos de raton y
conejo, en el que concluyen que C. neoformans requiere de esta ruta biosintética
para sobrevivir en el hospedero. Asi mismo, resaltan el hecho de que la trehalosa
no es sintetizada en mamiferos, y podria ser empleada como farmaco antifungico
e incluso, proponen de manera preventiva, el disefio de vacunas en el que
participe como inmunizadora. En C. albicans la interrupcion del gen CaTPS2
muestra un defecto sobre la integridad de las células, por lo que dichas mutantes
presentan defecto en la sintesis de la pared celular, conducen la agregacion de las
células en la fase estacionaria y disminuye la infectividad de C. albicans en raton
(Zaragoza et al. 2002). Del mismo modo, en experimentos realizados por Alvarez-
Peral et al. (2002), indican que se requiere de la trehalosa como un protector para
el crecimiento de los blastoconidios de C. albicans, cuando se somete a
tratamientos severos de estrés oxidativo con peréxido de hidrogeno (H202). Los
efectos toxicos de ROS son cruciales en la destruccion de patdégenos
intracelulares y reflejan la habilidad de dafar los componentes celulares
esenciales como los acidos nucleicos, lipidos y proteinas. Por lo cual muchos
organismos tienen mecanismos especificos de defensa, como la sintesis y/o
activacién de moléculas o enzimas (Estruch, 2000; Alvarez-Peral et al. 2002),
siendo la trehalosa una de ellas. Por otro lado, en otros organismos que sin

pertenecer necesariamente al grupo de los hongos, destaca la importancia que
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tiene la funcidn de la sintesis de trehalosa. Por ejemplo, en E. coli, la trehalosa es
sintetizada en respuesta a la alta osmolaridad. Sin embargo, en el caso de Bacillus
subtilis, es utilizada sélo como fuente de carbono y no para la osmoregulacion. En
Streptomyces sp., es almacenada en las hifas aéreas y las esporas, lo cual tiene
influencia sobre el crecimiento (Nishant & Ipsita, 2008).

De la misma manera, en Liam et al. (2012) mencionan que la trehalosa es
indispensable para el crecimiento en algunas plantas, como el caso de
Arabidopsis sp. No obstante, los resultados que se muestran en este trabajo,
coinciden con lo aportado en estudios previos. Los ensayos in vitro que se
realizaron como control, sin ningun tipo de agente estresante (Figura 16.A,17.A),
de las cepas Atfps2 de U. maydis con inhibicién del gen TPS2 que interviene en la
sintesis de trehalosa, muestran disminucién, con respecto a la cepa silvestre, en el
crecimiento. Asi mismo, las cepas fueron sometidas a pruebas de estrés oxidativo,
estrés osmotico y radiacion principalmente, en los que muestran una clara
disminucién en el crecimiento ante situaciones de estrés. Incluso, en algunos
casos, el crecimiento es casi nulo con agentes estresantes como: Perdxido de
hidrogeno (H20,) (Figura 16.B,16.C), 0.8M NaCl (Figura 16.E), 1M KCI (Figura
16.F), Menadiona (Figura 16.G, 17.B, 17.C), 1.5M y 1M Sorbitol (Figura 16.H,
17.G), 10mM LiCl (Figura 16.1), TBOOH (Figura 17.D,17.E) que se caracterizan en
causar estrés oxidativo, al igual en que genera estrés osmotico. En el caso de los
ensayos con 1M y 1.2M Manitol (Figura 16.D, 17.H) y Radiacion UV (Figura 17.1),
las cepas mutantes crecen, sin embargo, en menor proporcién que las cepas de
tipo silvestre y las transformadas con los plasmidos AC94 y EH205. Lo que
también indica que la complementacion de las mutantes Afps2 que intervienen en

la sintesis de trehalosa es funcional con ambos genes, UmTps2y ScTps2.

Asi mismo, se muestra en los experimentos realizados en las plantas de
maiz, la patogenicidad causada por las cepas mutantes Afps2 complementadas
con el plasmido AC94 y EH205. Las plantas desarrollaron disminucion y
anormalidad en el crecimiento, clorosis y tumoracién en hojas y tallos, mismas

alteraciones que ocasiona la cepa silvestre de U. maydis, por lo que la
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complementacién se obtuvo de manera exitosa. Los ensayos realizados en la
planta de maiz variedad cacahuazintle, se llevaron a cabo con plantas control las
cuales fueron inoculadas con agua destilada estéril (Figura 18), plantas inoculadas
e infectadas con las cepas silvestres FB1xFB2 (Figura 19), plantas inoculadas e
infectadas con las cepas que presentan el plasmido AC94 (Figura 20) y plantas
inoculadas e infectadas con el plasmido EH205 (Figura 21 y Figura 22) que posee
el gen ScTps2 de S. cerevisiae y el gen de resistencia a higromicina B, que se
utilizé como principal marcador de seleccién.
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Figura 18. Planta sana de maiz (variedad cacahuazintle) utilizada como control positivo, la cual fue

inoculada con agua destilada estéril. A) Acercamiento de la planta en el que se muestra a la planta
de maiz sana, sin ningun tipo de indicador aparente de virulencia. B) Se muestra la planta
infectada aun sembrada en la maceta. C) La imagen muestra a la planta desde la raiz, en la cual
nuevamente se muestra sin indicador de viruencia, con morfologia normal, crecimiento y desarrollo

uniforme.
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Figura 19. Planta de maiz (variedad cacahuazintle) infectada con la cepa silvestre FB1xFB2. A)
Acercamiento de la imagen que muestra la tumoracién en la hoja de la planta de maiz infectada,
dafio caracteristico que genera U. maydis en la hoja de la planta de maiz. B) Se muestra la planta
infectada aun sembrada en la maceta. C) Se muestra la planta infectada, desde la raiz hasta las

hojas, en la cual se aprecia la tumoracion en la hoja de la planta.
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Figura 20. Plantas de maiz (variedad cacahuazintle). A) De izquierda a derecha, se muestra el

desarrollo y crecimiento anormal de las plantas infectadas con las siguientes cepas: cruza de
cepas silvestre FB1xFB2, en seguida una planta infectada con las cepas Afps2 1328 mutante y
silvestre FB1, en el tercer lugar se muestra una planta infectada con las cepas Atps2 1328 y 1335
complementadas con el plasmido AC94 que porta el gen homodlogo de U. maydis y el gen de
resistencia a higromicina B. B) Hoja de una planta de maiz infectada con las cepas mutantes Afps2
1328 y 1335, la cual muestra la presencia de clorosis y dafo ligero, asi mismo en C) se muestra un
cumulo de tumores y un ligero dafo en la hoja, mostrandose como corrugada y la tumoracion con
tendenia a ser plana. D) Lo que indica que, aunque se presente dafo en la planta por parte de las
cepas mutantes Afps2, éste no se muestra tan significativo como para interrumpir el crecimiento o
el desarrollo normal de la planta de maiz, lado izquierdo. A diferencia de la cepa silvestre, lado

derecho, que interrumpe el desarrollo y crecimiento normal de la planta.

72



Figura 21. Plantas de maiz (variedad cacahuazintle) infectadas con las cepas mutantes Afps2
complementadas (EH236xEH287) con el plasmido EH205, el cual porta el gen quimérico
heterdlogo ScTps2 de S. cerevisiae junto con el gen de resistencia a higromicina B. A) Se observa
un acercamiento de la tumoracion que presenta la planta de maiz en una seccion de la hoja. En las
siguientes imagenes se puede observar que la planta de maiz presenta B) clorosis y C) tumoracion
en diferentes secciones de las hojas de la planta. D) Plantas de maiz infectadas, se observa
claramente desde la raiz que el crecimiento, desarrollo y morfologia son anormales. E) Tumoracién

en una seccion de una hoja de otra planta de maiz infectada con las cepas complementadas.
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Figura 22. Plantas de maiz (variedad cacahuazintle) infectadas con las cepas mutantes Atps2
complementadas con el plasmido EH205 que poseen el gen quimérico heterélogo ScTps2 de S.
cerevisiae. A) La imagen muestra tumoracion en el tallo de la planta. B) Se observa en la imagen,
la base de una planta de maiz la cual se encuentra abultada, presenta crecimiento anormal y
ademas tumoracion. C) La imagen muestra a tres plantas infectadas con las cepas mutantes Atps2
complementadas, en la que desde la raiz se aprecia claramente el crecimiento y morfologia
anormal de la planta de maiz. Los cuales son claros indicadores, como en el caso de las cepas
silvestres, de la virulencia y el dafo ocasionado por U. maydis con la presencia del gen TPS2 que

interviene en la sintesis de trehalosa.
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8. CONCLUSION

Los resultados que se obtuvieron, confirman la hipotesis propuesta. Las
caracteristicas fenotipicas observadas en las mutantes 1328 y 1335 Afps2 de
Ustilago maydis afectadas en la sintesis de trehalosa, son debidas a la ausencia
del gen UmTPS2, ya que el fenotipo mutante se revierte por la funcién del gen
homologo UmTPS2 plasmido AC94 y del gen quimérico heterdlogo ScTPS2
plasmido EH205.

El ORF del gen TPSZ2 de S. cerevisiae es funcional en U. maydis. Aunque
estos dos microorganismos se encuentren evolutivamente separados, al ser el

primero un ascomiceto y el segundo un basidiomiceto.

Este estudio proporciona conocimiento adicional sobre el efecto protector
de la trehalosa ante situaciones de estrés y la relacién de la trehalosa con la
virulencia, en hongos patéogenos. Siendo este el primer hallazgo en un hongo
fitopatogeno que pertenece a los basidiomicetos.

Asi mismo, parece ser que la virulencia de U. maydis en la planta del maiz,
puede estar relacionada con la adecuacién del hongo, dicha situacion puede estar
también influenciada directamente por la participacién de la trehalosa.
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10.APENDICE

10.1. PREPARACION DE SOLUCIONES

Soluciones para extraccion de plasmido:

Solucién I: para 100mL, se agrega 0.99g de 50mM Glucosa monohidratada,
1.25ml de 25mM Tris-HCI pH 8 y 2ml de 10mM EDTA pH 8. Aforar a 100ml con
H2O destilada estéril.

Solucioén Il: para 10ml se coloca 0.5ml de 2M NaOH, 1ml de SDS 1%, aforar a
10ml de H,O destilada estéril (debe ser preparada al momento en que ésta es
utilizada).

Solucioén lll: para 100ml se coloca 60ml de 5M acetato de potasio, 11.50ml de
acido acético glacial y 28.50ml de H2O destilada estéril.

Solucion de buffer de extracciéon (plasmido): 50mM Tris-HCI pH 7.5, 20mM
EDTA pH 8, 1% SDS.

Soluciones para transformacion y formacion de protoplastos:

SCS: 20mM citrato de sodio (dihidratado) pH 5.8, 1M sorbitol (para 200ml: 1.18g
citrato de sodio, ajustar pH con HCI, 36.44g sorbitol, utilizar H,O destilada estéril).

STC: 10mM Tris-HCI pH 7.5, 100mM CacCl; (anhidro), 1M sorbitol (para 200ml: 2ml
Tris-HCI [1M pH 7.5], 20ml CaCl, [1M], 36.44g sorbitol, utilizar H,O destilada
estéril).

Buffer Il: 25mM Tris-HCI, pH 7.5, 25mM CaCl, (anhidro), 1M sorbitol. Utilizar H,O
destilada estéril.

Enzimas liticas (Sigma): Disolver 100 mg de enzimas liticas en 1ml de buffer II.
Utilizar H2O destilada estéril.

YEPS: 1% extracto de levadura, 2% bacto-peptona, 2% sacarosa.
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Cuarenta porciento (40%) de PEG en STC: Autoclave 4g polietilenglicol (MW
3350) y 1.82g sorbitol con 3ml de H,O destilada, agregar 0.1ml de 1M Tris-HCI a
pH 7.5, 1ml 1M CaCl; y esterilizar con H,O destilada en 10ml.

Soluciéon de Sales Ustilago: para 1 litro: 16g KH2PO4, 4g NaSO4, 8g KCI, 2g
MgS0O4.7H20, 1g CaCl,.2H,0, 8ml solucidon de elementos traza, aforar a 1 litro con
agua destilada.

Soluciéon de elementos traza: para 500ml: 30mg H3BO3;, 70mg MnClz, 200mg
ZnCly, 20mg Na;MO4, 50mg FeCls, 200mg CuSOq, disolver y aforar a 0.5 L con
agua destilada.

10.2. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

LB: bacto-triptona 10g, extracto de levadura 5g, NaCl 10g, H,O destilada estéril
para 1 litro.

MC: Para 1 litro; 5g peptona, 10g extracto de levadura, 10g glucosa, 1.5g nitrato
de amonio, 62.5ml solucion de sales, H,O destilada para aforar a 1 litro.

MM pH7: Para 100ml: 1g glucosa, 300mg KNO3, 6.25ml solucion de sales, 2g
agar, aforar con H,O destilada a 100ml.

DCM-S: Para 250ml: doble medio completo con D-sorbitol, 0.75g nitrato de
amonio, 5g extracto de levadura, 31.25ml solucién de sales, 45.55g D-Sorbitol, 5g

agar, 5ml glucosa (adicionar después de esterilizar).

Medio Minimo pH7 con agente estresante: Para realizar las distintas pruebas de
respuesta a estrés, se prepararon los medios de cultivo; medio minimo (MM pH7:
Para 100ml: 1g Glucosa 1%, 300mg KNOs, 6.25ml solucidon de sales, 2g agar,
aforar con H,O a 100ml), esterilizar por autoclave, posteriormente ajustar el pH a 7
con 1M Tris-HCI (estéril). Agregar los agentes estresantes de manera individual:
1.3M sorbitol, 1M manitol, 10mM LiCl, 0.9M NaCl, 1M KCI, 0.7M CaCl,, 1ul H2O»,
2ul HyO,, 1ul Tert-butoxido (TBOOH), 2ul Tert-butoxido (TBOOH), 0.5pl
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menadiona, 2ul menadiona, radiaciones de luz ultra-violeta (UV; 10000 pulsos).
Asi mismo, se utilizaron como tolerancia a temperatura el medio MM pH7 sin
agente estresante a 37°C y como control positivo el MM pH7 sin agente estresante
a 28°C. Una vez que se prepararon los medios con los diferentes agentes

estresantes se vaciaron en cajas de Petri.

10.3. PROGRAMAS UTILIZADOS PARA EL TERMOCICLADOR

94° C 2 2 minutos

94° C 2 20 segundos
63°C - 30 segundos — 10X
68° C - 50 segundos

94° C - 20 segundos
63°C > 30 segundos | o5x
68° C 2 50 + 8 segundos cada ciclo

68° C 2> 7 minutos

Programa 1. Programa para la amplificacion del promotor de Ustilago maydis.

94° C - 2 minutos

94° C - 20 segundos
63° C > 30 segundos — 10X
68° C - 50 segundos

94° C - 20 segundos
63°C > 30 segundos | o5x
68° C - 50 + 8 segundos cada ciclo

68° C = 7 minutos

Programa 2. Programa para la amplificacion del terminador de Ustilago maydis.
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94° C > 3 minutos

94° C - 20 segundos
58°C - 30 segundos — 10X
68° C > 3 minutos

94° C > 20 segundos

58°C > 30 segundos | 25x

68° C = 3 minutos + 10 segundos
cada ciclo

68° C > 7 minutos

Programa 3. Programa para la amplificacién del marco de lectura abierto de TPS2

Saccharomyces cerevisiae.
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10.4. ALINEAMIENTO DE LA PROTEINA Tps2

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool
NCBI/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - YMEASCV5114
Formatting options
Download
Blast report description

Blast 2 sequences

U. maydis y S. cerevisiae TPS2 complete gene

RID YMEASCV5114 (Expires on 08-13 23:57 pm)

Query ID Icl|60741 Subject ID Icl|60743
Description None Description None
Molecule type amino acid See details
Query Length 1286 Molecule type amino acid

Subject Length 896
Program BLASTP 2.2.29+

Graphic Summary
Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
<40 40-50 B0 -200 >=200
DU e rar

1 =250 S00 F50 1000 1250

Descriptions

Sequences producing significant alignments:

Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value

unnamed protein

561 561 48% 0.0 46% 60743
product

Alignments

unnamed protein product

Sequence ID: Icl|60743 Length: 896 Number of Matches: 1
Range 1: 136 to 792

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
561 bits(1445) 0.0() Compositional matrix adjust. 304/667(46% ) 420/667(62% ) 52/667(7%)

Features:

Query 579 PVWLDYNVAHGHYEGYCKATLWPLFHYLLWQDVNSERRAWEEYSWDAYYAANEAFAKRVA 638
WL Y A+A+++
Sbjct 136 PVWL LRKNQSRWRNYAEKVIWPTFHYILNPSNEGEQ———EKNWWYDYVKFNEAYAQKIG 191
Query 639 QEYKPGDLVWIHDYHLLLVPLMLRKLVPD——AVIGLFVHAPFPSSEVFRCLPKRKEILEG 696
+ Y+ GD++WIHDY+LLL+P +LR +IG F HAP+PS+E FRCLP+RK+IL+G
Sbjct 192 EVYRKGDIIWIHDYYLLLLPQLLRMKFNDESIIIGYFHHAPWPSNEYFRCLPRRKQILDG 251
Query 697 MLGADLACFQAFSYSRHFLSSCIRVCGYEASSNAVESASGHVTNITYN———————— PIGT 748
++GA+ CFQ S+SRHF+SSC R+ A + S S Y PIGH+
Sbjct 252 LVGANRICFONESFSRHFVSSCKRLLDATAKKSKNSSDSDQYQVSVYGGDVLVDSLPIGV 311
Query 749 DSVKIAKDSSSEGVLPKIEAIREMYKGKKILVGRDKLDVVRGVVQKLQAFYKFLAEYPEW 808
+I KD K+ +I++ Y+ KKI++GRD+LD VRGVVQOKL+AF FLA YPEW
Sbjct 312 NTTQILKDAFTKDIDSKVLSIKQAYQNKKI IIGRDRLDSVRGVVOQKLRAFETFLAMYPEW 371
Query 809 RNKVVLIQVTAPALN-— DSP———KLERQVSELVSHINGEFGSLSFTPVHHYHQIIDRDEYF 864
. R++VVLIQV++P N +LE+QV+ELV+ IN E+G+L+F+PV HYH+ D
Sbjct 372 RDQVVLIQVSSPTANRNSPQTIRLEQQVNELVNS INSEYGNLNFSPVQHYYMRIPKDVYL 431
Query 865 ALLSVADLALITSVRDGMNTTSMEYIICONRFNK————— SPLILSEFTGTAGRMRSAIQV 9219
. +LL VADL LITSVRDGMNTT++EY+ ++ + +PLILSEF+G++ ++ v
Sbjct 432 SLLRVADLCLITSVRDGMNTTALEYVTVKSHMSNFLCYGNPLILSEFSGSSNVLKDAIVV 491
Query 920 NPWNIFGVAKAIDYALRLTDEEKRARHDQLYHQVVMHTSHTWAAGLVKQLLTRLHNEHSA 979
. K+I+ AL+L EEK +L+ +V T w + L + ++
Sbjct 492 NPWDSVAVAKSINMALKLDKEEKSNLESKLWKEV——PTIQDWTNKFLSSLKEKASSDDDV 549
Query 980 H——LTPPLDRKEMVEKYRNAKKRLLLLDYDGTLTPIVKQPEMALPSQRLLTALDVLSQDE 1037
. +TP L+R ++E Y+ AK+RL L DYDGTLTPIVK P PS RL T L D
Sbjct 550 ERKMTPALNRPVLLENYKQAKRRLFLFDYDGTLTPIVKDPAAAIPSARLYTILQKLCADP 609
Query 1038 KNIFYIISGRDGGFLGKHL GHFRGIGFSAEHGGFVKEPGQDEYRNL’I‘EDLDMTWMKDIR 1096
+IISGRD FL L G +G SAEHG F+K NLTE +DM
Sbjct 610 HNQIWI I SGRDQKFLNKWLGGKLPQLGLSAEHGCFMKDVSCQDWVNL’I‘EKVDMSWQVRVN 669
Query 1097 SVFEYYTERTAGSFIEQKKSAITWHYRGADPDFGSFQAKECQAHLENLSSQNKLAIEVLV 1156
. +T RT GSFIE+KK A+TWHYR P+ G F LS +
Sbjct 670 EVMEEFTTRTPGSFIERKKVALTWHYRRTVPELGEFHAKELKEKL——LSFTDDFDLEVMD 727
Query 1157 GKKNLEVRPLAINKGEIVKRILY———————————— — — — — — — — — DHPDAEFVFCAGDDKTD 1196
. GK N+EVRP +NKGEIVKR+++ FVv C GDD TD
Sbjct 728 GKANIEVRPRFVNKGEIVKRLVWHQHGKPQDMLKGISEKLPKDEMPD——FVLCLGDDFTD 785
Query 1197 EDMFRTL 1203
. EDMFR L
Sbjct 786 EDMFROQIL, 792

Primer alineamiento entre U. maydis y S. cerevisiae de la proteina Tps2, el cual mostré una
similitud de 46-48%.
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BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBI/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - YMNMJTCD114

Formatting options
Download

Blast report description

Blast 2 sequences
Domain U.m-S.c

RID YMNMJTCD114 (Expires on 08-14 02:01 am)

Query ID Icl|3583 Subject ID Icl|3585
Description None Description None
Molecule type amino acid See details
Query Length 300 Molecule type amino acid

Subject Length 416
Program BLASTP 2.2.29+

Graphic Summary
Distribution of 2 Blast Hits on the Query Sequence

Coloer Key for alignment scores
=40 40-50 B0-200 ==200

1
1 &0 120 1Z0 240 300

Descriptions

Sequences producing significant alignments:

Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value

unnamed protein 220 235 75% 2e-72 49% 3585

product

Alignments

unnamed protein product

Sequence ID: Icl|3585 Length: 416 Number of Matches: 2
Range 1: 73 to 312

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
220 bits(561) 2e-72() Compositional matrix adjust. 119/244(49%) 149/244(61%) 25/244(10%)

Features:

Query 21 LTPPLDRKEMVEKYRNAKKRLLLLDYDGTLTPIVKQPEMALP SQRLLTALDVLSQDEKNI 80
+TP L+R ++E Y+ AK+RL L DYDGTLTPIVK P A+PS RL T L L N

Sbjct 73 MTPALNRPVLLENYKQAKRRLFLFDYDGTLTPIVKDPAAAIPSARLYTILQKLCADPHNQ 132

Query 81 FYIISGRDGGFLGKHLG-— HFRGIGFSAEHGGFVKEPGQDEYRNLTEDLDMTWMKDIRSVF 139

+IISGRD FL K LG +G SAEHG F+K+ ++ NLTE +DM+W v
Sbjct 133 IWIISGRDQKFLNKWLGGKLPQLGLSAEHGCFMKDVSCQDWVNLTEKVDMSWQVRVNEVM 192

Query 140 EYYTERTAGSFIEQKKSAITWHYRGADPDFGSFQAKECQAHLENLSSQNKLAIEVLVGKK 199
E +T RT GSFIE+KK A+TWHYR LS +EV+ GK
Sbjct 193 EEFTTRTPGSFIERKKVALTWHYRRTVPELGEFHAKELKEKL——LSFTDDFDLEVMDGKA 250

Query 200 NLEVRPLAINKGEIVKRILY——————————————— — — — — — DHPDAEFVFCAGDDKTDEDM 239
N+EVRP +NKGEIVKR+++ PD FV C GDD TDEDM
Sbijct 251 NIEVRPRFVNKGEIVKRLVWHQHGKPQDMLKGISEKLPKDEMPD——FVLCLGDDFTDEDM 308

Query 240 FRTL 243

FR L
Sbjct 309 FRQL 312

Range 2: 351 to 356

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
15.0 bits(27) 3.2() Compositional matrix adjust. 5/6(83%) 5/6(83%) 0/6(0%)
Features:
Query 19 AHLTPP 24

AHLT P

Sbjct 351 AHLTDP 356

Segundo alineamiento entre U. maydis y S. cerevisiae, Unicamente del dominio catalitico fosfatasa,

el cual mostré una similitud de 75-49%.
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BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBI/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - YVV7297611N

Formatting options
Download

Blast report description

Blast 2 sequences

Domain GT1-TPSU.m-S. c

RID

Query ID
Description
Molecule type
Query Length

YVV7297611N (Expires on 08-16 19:20 pm)

Icl| 186723 Subject ID Icl|186725
None Description None

amino acid See details
480 Molecule type amino acid

Subject Length 526
Program BLASTP 2.2.29+

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color Key for alignment scores
40 40-50 80-200 ==200

1 90 120 270 260 450

Descriptions

Sequences producing significant alignments:

Description Max Total Query E Ident
score score cover value
unnamed protein 347 347 81% 3e-117 45%
product
Alignments
unnamed protein product
Sequence ID: Icl|186725 Length: 526 Number of Matches: 1
Range 1: 122 to 5625
Score Expect Method Identities Positives Gaps Fra

Accession

186725

me

347 bits(890) 3e-117() Compositional matrix adjust. 185/410(45%) 268/410(65%) 25/410(6%)

Features:

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

39

122
99

178
157
238
209
298
269
358
325
418
380
478

PVWLDYNVAHGHYEGYCKATLWPLFHYLLWQDVNSERRAWEEYSWDAYYAANEAFAKRVA
PVWL + +WP FHY+L E+ E+ W Y NEA+A+++
PVWL-—- LRKNQSRWRNYAEKVIWPTFHYILNPSNEGEQ———EKNWWYDYVKFNEAYAQKIG

QEYKPGDLVWIHDYHLLLVPLMLRKLVPDA--VIGLFVHAPFPSSEVFRCLPKRKEILEG
+ Y+ GD++WIHDY+LLL+P +LR D +IG F HAP+PS+E FRCLP+RK+IL+G
EVYRKGDIIWIHDYYLLLLPQLLRMKFNDESIIIGYFHHAPWPSNEYFRCLPRRKQILDG

MLGADLACFQAFSYSRHFLSSCIRVCGYEAS SNAVE SASGHVTNITYN—-——————— PIGI
++GA+ CFQ S+SRHF+SSC R+ A S S Y PIG+
LVGANRICFQNESFSRHFVSSCKRLLDATAKKSKNS SDSDQYQVSVYGGDVLVDSLPIGV

DSVKIAKDSSSEGVLPKIEAIREMYKGKKILVGRDKLDVVRGVVQKLOAFYKFLAEYPEW
++ +I KD+ ++ + K+ +I++ Y+ KKI++GRD+LD VRGVVQKL+AF FLA YPEW
NTTQILKDAFTKDIDSKVLSIKQAYONKKIIIGRDRLDSVRGVVQKLRAFETFLAMYPEW

RNKVVLIQVTAPALN-DSP-—--KLERQVSELVSHINGEFGSLSFTPVHHYHQIIDRDEYF
R++VVLIQV++P N +SP +LE+QV+ELV+ IN E+G+L+F+PV HY+ I +D Y
RDQVVLIQVSSPTANRNSPOQTIRLEQQVNELVNSINSEYGNLNFSPVQHYYMRIPKDVYL

ALLSVADLALITSVRDGMNTTSMEYIICONRFNK————— SPLILSEFTGTAGRMRSAIQV
+LL VADL LITSVRDGMNTT++EY+ ++ + +PLILSEF+G++ ++ AI V
SLLRVADLCLITSVRDGMNTTALEYVTVKSHMSNFLCYGNPLILSEFSGSSNVLKDAIVV

NPWNIFGVAKAI DYALRLTDEEKRARHDQLYHQVVMHTSHTWAAGLVKQL 429
NPW+ VAK+I+ AL+L EEK +L+ +V T W
NPWDSVAVAKSINMALKLDKEEKSNLESKLWKEV- —PTIQDWTNKFLS SL 525

98

177
156
237
208
297
268
357
324
417
379
477

Tercer alineamiento de U. maydis y S. cerevisiae, unicamente del dominio GT1-TPS, el cual mostrd
una similitud de 81-45%.
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