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Jeff Janoda “Los clanes de la tierra helada”
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RESUMEN

Para la sintesis de la trehalosa se necesitan dos enzimas que realizan la unién y el
cambio conformacional de 2 moléculas: la glucosa-6-fosfato y glucosa
uridindifosfato; donde la trehalosa 6 fosfato sintasa (Tps1l) realiza dicha union y la
trehalosa 6 fosfato fosfatasa (Tps2) retira el grupo fosfato de la trehalosa 6 fosfato.
Por lo que, la falta de alguna de estas enzimas hace incapaz al organismo de
realizar dicha biosintesis, teniendo como resultado la reduccion de la supervivencia
ante situaciones de estrés, o bien la disminucién de la magnitud de la virulencia,
como se ha visto en Ustilago maydis con la ausencia del gen TPS2, en nuestro
equipo de trabajo. Asimismo, la ausencia del gen MCAL, incapacita la produccion
de la metacaspasa (Mcal), lo que en muchos organismos modelo reduce la
sensibilidad a metales pesados, peroxido de hidrogeno y sales, al tiempo que
aumenta la supervivencia celular evitando apoptosis. Sin embargo, se ha descrito
gue Mcal elimina proteinas oxidadas o mal plegadas, reduciendo el dafio celular
por el estrés en levadura. En U. maydis se eliminaron los genes MCA1 y TPS2 de
forma independiente, asi como la obtencibn de cepas dobles mutantes
Atps2::Amcal. Con base en el fenotipo observado en las cepas creadas, se
concluye que la trehalosa es una molécula protectora en presencia de agentes
oxidantes, puesto que la cepa mutante Amcal mostré mayor cantidad de trehalosa
durante el estrés oxidativo, la cual es mas resistente a este tipo de estrés. En cuanto
a la expresion del gen MCAL1 durante el estrés oxidativo en el fondo genético Atps2,
observamos que esta es transitoria, teniendo como consecuencia menor cantidad
de células muertas que la cepa silvestre, sugiriendo que la funcion de la
metacaspasa no solo es pro-apoptética sino que también es una proteasa utilizada
para la proteostasis celular, en condiciones de estrés oxidativo y para el
mantenimiento de la pared celular. La avirulencia de las cepas Atps2, se debio a la
alteracion morfoldgica en las hifas, puesto que estas son ovaladas. Ademas, la cepa
Atps2::Amcal recupero la capacidad de formar hifas generando agallas, y mostro
un fenotipo intermedio ante diferentes condiciones de estrés.

Palabras clave: trehalosa, trehalosa 6 fosfato fosfatasa, metacaspasa, U. maydis,

supervivencia, apoptosis.



SUMMARY

For the synthesis of trehalose, two enzymes are required to binding and
conformational change of two molecules: glucose-6-phosphate and glucose-
uridindiphosphate. Trehalose 6 phosphate synthase (Tpsl) which binds and
trehalose 6 phosphate phosphatase (Tps2) which removes the phosphate group
from trehalose 6 phosphate. Therefore, the lack of any of these enzymes makes
incapable to perform biosynthesis, incapacitating its survival or infective capacities,
as seen in Ustilago maydis with absence of TPS2 gene, in our research group. Also,
the absence of MCAL gene, there is no translation of metacaspase enzyme (Mcal),
which in many model organisms reduces the sensitivity to heavy metals, hydrogen
peroxide (H202) and salts, and increases cell survival avoiding apoptosis. However,
it has been reported that Mcal removes oxidized or misfolded proteins, reducing
cellular damage generated by cellular stress in yeast. In U. maydis, MCA1 and TPS2
gene were delete, independently, and obtain double mutant Atps2::Amcal. The
observed phenotype of strains Amcal had a higher amount of trehalose during
oxidative stress, so trehalose is a protective molecule, which makes them more
resistant to this type of stress. And the expression of the MCAL in Atps2 during
oxidative stress is temporary, resulting in less dead cells than the wild type,
suggesting that the metacaspase function is not only pro-apoptotic, also is a
protease used for cellular proteostasis in oxidative stress and for the maintenance
of the cell wall. The avirulence of Atps2 was due to the dysmorphism of hyphae,
since these are oval. Furthermore, Atps2::Amcal recovered the ability to form
hyphae, therefore is able generate galls, and showed an intermediate phenotype

under different stress conditions.

Key words: trehalose, trehalose 6 phosphate phosphatase, metacaspasa, U.

maydis, survival, apoptosis.
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l. INTRODUCCION

Ustilago maydis es un hongo fitopatdgeno Basidiomycota del orden Ustilaginales,
denominados “carbones”. Estos carbones tienen como huésped plantas de la familia
Poaceae (gramineas) que son de gran importancia agroeconémica, como el maiz,
el trigo, el arroz, entre otros. Estos hongos forman sacos de teliosporas que invaden
el grano del hospedador, generando el aspecto de carbén (Brefort et al., 2009). El
hongo U. maydis es un modelo de estudio por su relacién patdégeno-huésped,
debido a su capacidad dimoérfica, que consiste en una fase haploide, levaduriforme
no infectivo, y una diploide, micelial e infectivo del maiz, generando la enfermedad
comunmente conocida en México como “huitlacoche”. Ademas, cuenta con un
sistema eficiente de recombinacion homologa y tiene un ciclo de vida sencillo que
facilita su manipulacién en el laboratorio (Ruiz-Herrera, 2008). Ustilago maydis es
capaz de responder a diferentes estimulos a través de diversos genes que estan
involucrados en diferentes procesos celulares y entre ellos se encuentra un gen que
codifica para una metacaspasa (Mcal), que es una proteasa que comparte
propiedades estructurales con las caspasas, cuya funcion es la regulacion
molecular de la proliferacién celular y la muerte celular programada conocida como
apoptosis (Tsiatsiani et al., 2011). Asimismo, U. maydis tiene el gen que codifica la
enzima trehalosa-6-fosfato fosfatasa (Tps2), cuya actividad radica en la sintesis de
la trehalosa que es un disacarido no reductor muy conservado tanto en eucariotas
como en procariotas (Feofilova et al., 2014), ya que es usado como reserva de
energia, optimiza la actividad enzimatica y provee estabilidad a las membranas en
condiciones de estrés abidtico (Benaroudj et al., 2001). La eliminacion del gen TPS2
en U. maydis (Atps2), anula la sintesis de trehalosa, reduce la virulencia en maiz,
genera vulnerabilidad a estrés oxidativo, térmico, entre otros (Cervantes-Chavez et
al., 2016). Asimismo, se ha estudiado la funcion de la metacaspasa en este modelo,
con la eliminacion del gen MCA1 (Amcal), mostrando resistencia a estrés oxidativo,
térmico y osmotico; este fenotipo puede estar relacionado con la acumulacion de
trehalosa y la sefializacion de otros genes involucrados en las rutas de respuesta
ante estos agentes estresantes. Mientras que la vulnerabilidad de las mutantes
Atps2, puede estar relacionada con la sobreexpresion de la MCAL observada en las

1



cepas Atps2; aunque la sobreexpresion fue parcial, no fue el motivo de muerte
celular en Atps2 por lo que sugiere que una funcion de la metacapasa en U. maydis
es la estabilidad de la proteostasis celular. La eliminacion de ambos genes, es decir,
las cepas dobles mutantes Atps2::Amcal, son mas sensibles al estrés que su
parental mutante Amcal, pero son mas resistentes que las mutantes Atps2, es decir,
se observo un fenotipo intermedio. En cuanto a la transicion dimorfica en las
mutantes Atps2, presentaron hifas aglomeradas y ovaladas, mientras que las dobles
mutantes Atps2::Amcal recuperaron su capacidad para la formacion de hifas,
similar a la morfologia de la cepa Amcal. Respecto a la virulencia, la cepa
Atps2::Amcal restaurd la capacidad de formar agallas, respecto a su parental Atps2
(Cervantes-Chavez et al., 2016), proponiendo que la eliminacion de la metacaspasa
provee la resistencia adecuada para proteger a U. maydis de los factores respuesta
del huésped. En cambio, la mutante Amcal no presentdé cambios en la virulencia

respecto a la silvestre.



ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de los hongos fitopatégenos

La fitopatologia es la ciencia que estudia la interaccion patdégeno-planta, que resulta
de la asociacioén parasitica entre el organismo (hongos, bacterias o virus) y la planta
(Agrios, 2008). Los hongos son organismos eucariotas quimioheterotrofos que
presentan metabolismo absortivo, pueden reproducirse por medio de procesos
asexuales (division binaria, gemacion o formacién de esporas) o a través de esporas
de tipo sexual. Los hongos pueden ser tanto unicelulares como pluricelulares. Los
unicelulares consisten en células aisladas redondas u ovaladas, denominadas
levaduras. Los pluricelulares estan constituidos por células alargadas que crecen
por extension apical, se tabican uniformemente, formando largos filamentos
denominados hifas, que se ramifican y forman el micelio, tal es el caso de los
Ascomicetos y los Basidiomicetos (Prats, 2005). En varias especies de hongos
fitopatogenos, la hifa incrementa su tamafo y forma una estructura aplanada en
forma de bulbo para adherirse a la cuticula del hospedante denominada apresorio,
algunos forman una estructura llamada haustorio, la cual penetra al interior de las
células y sirve para extraer los nutrientes (Agrios, 2008). Desde el punto de vista
antropocéntrico, los hongos tienen efectos tanto destructivos como benéficos. Entre
los efectos nocivos cabe destacar que son agentes causales de enfermedades en
cultivos y demés organismos superiores. Entre los efectos benéficos esta su uso
como: alimento, productores de metabolitos secundarios por ejemplo los
antibioticos, y su importancia en la investigacion. De las mas de 100,000 especies
de hongos la mayoria son hongos conocidos son saprofitos, de éstos, 50 son
patégenos para humanos. En relacion con las plantas, el nUmero de especies
patdégenas supera las 8,000 (Dean et al., 2012; Brefort et al., 2009; Rivera-Coto,
2007).



2. 2 Género Ustilago

La denominacion etimologica del género Ustilago proviene del latin ustus, ustulatos,
guemado o chamuscado, de ustulo, quemar, por el color negro de la masa de
esporas en el fruto de las gramineas causando la enfermedad conocida como
carbones. El término como Uftilago fue acufiado por los franceses Henri Francois-
Anne de Roussel en 1806 en su libro “Flore du Calvados et terrains adjacents,
composeée suivant la méthode de Jussieu” y Christiaan Hendrik Persoon (Ulloa &
Herrera, 1994). Se clasifica en la division Basidiomicetos, de la orden Ustilaginales
(Holliday, 1960). Los Ustilaginales constituyen un importante grupo de hongos
fitopatdgenos con mas de 50 géneros y 1,200 especies, que infectan a mas de 4,000
plantas monocotiledéneas divididas en 75 familias en todo el mundo (Ruiz-Herrera,
2008). La division Basidiomicetos incluye un gran numero de hongos saprofitos,
productores de cuerpos fructiferos llamados basidiocarpos, presentan micelio
septado y sus esporas sexuales son las basidiosporas, producidas en los basidios
o probasidios (Rivera-Coto, 2007). La mayoria de los hongos ustilaginales atacan
los ovarios de las gramineas, y se desarrollan en sus frutos destruyéndolos por
completo. Algunos carbones infectan las semillas o las plantulas y se desarrollan en
el interior de la planta hasta que alcanzan la inflorescencia. Las células de los tejidos
infectados son estimuladas para que se dividan y crezcan a tal grado que producen
agallas, alterando dramaticamente el ciclo celular de tal manera que el grano es

reemplazado por esporas del carbon, denominadas soros (Agrios, 2008).

2. 3 Ustilago maydis

El “huitlacoche” (carbdn del maiz) del ndhuatl huitla, excremento y cochi, dormir, es
la enfermedad especifica del maiz (Zea maydis) y de su antecesor el teosintle (Zea
mays ssp parviglumis, del nahuatl teocintli, grano de dioses), que se caracteriza por
el desarrollo de tumores negros en las mazorcas, las cuales son consumidas
mundialmente como un platillo gourmet. Introducido en Europa como consecuencia
de la conquista espafiola, cuyas alteraciones fisioldégicas eran consideradas como

una enfermedad propia de la planta, hasta que en 1836, Unger identific6 al



huitlacoche como un infeccién por el hongo, que denoming, Ustilago zeae; entre los
afos de 1883 y 1895 Brefeld logro la infeccion del maiz usando una suspension de
esporidias del hongo; en 1944 Stevenson y Johnson determinaron el nombre
binomial de Ustilago maydis, que habia sido previamente usado por (DC.) Corda en
1842, para referirse al hongo patégeno del maiz y en 1927 se conoci6é por completo
el ciclo de vida de U. maydis (McTaggart et al., 2016; Ruiz-Herrera, 2008). El
patosistema del maiz-U. maydis es considerado como un modelo para el estudio de
los Basidiomicetos fitopatdégenos y también un modelo para la interaccién biotrofica
gue se lleva a cabo en todo el desarrollo del hongo dentro del hospedero (Brefort et
al., 2009). Este sistema posee muchas herramientas que lo hacen atractivo para
realizar diversos tipos de estudios, ya que tiene la capacidad de crecer en medios
de cultivo definidos, es haploide y por su capacidad dimérfica crece como levadura
siendo sapréfito y en forma patogénica como micelio (Holliday, 1960). El proceso
infectivo de U. maydis involucra el desarrollo sexual, por lo que el apareamiento y
la formacion de un filamento dicariético son necesarios previo al desarrollo de la

sintomatologia en el maiz (Brefort et al., 2009).

Su ciclo de vida inicia en la fase sapréfita, donde el hongo crece en forma de
levaduras haploides o esporidias las cuales se reproducen por gemacion. La gema,
se desarrolla en el extremo formando un angulo de 30° a 45° con respecto a la célula
madre. La fase micelial, que ademas es la forma infectiva, inicia con el desarrollo
sexual por la fusion de dos células haploides participando dos loci denominados a
y b. El locus a contiene dos genes, el mfal codifica una feromona lipopeptidica y
pral codifica un receptor transmembranal, cuya funcion es para el reconocimiento
de la célula haploide de sexo opuesto, iniciando asi el desarrollo sexual, arrestando
el ciclo celular en la fase G2 y formar el tubo conjugativo. Una vez formado este
tubo, ocurre la plasmogamia, lo cual permite establecer un filamento dicariético.
Para mantener un dicarion estable se necesita la funcion del locus b (Nadal et al.,
2008; Banuett, 1995). El locus b codifica dos proteinas de homeodominio, bE y bW,
forman un heterodimero que tiene funcion de factor de transcripcién. Este factor de
transcripcion Unicamente se activa cuando se ensamblan bE y bW, derivados de

diferentes alelos b, p. €j. los alelos provenientes de la cepa FB1 (albl) al cruzarse
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con una cepa FB2 (a2b2) (Matei & Doehlemann, 2016). Esta fusién inhibe la
gemacion e induce la formacion de tubos de conjugacion que se dirigen uno hacia
el otro por accién quimiotrépica para formar el filamento o hifa dicaridtica, el cual es
capaz de invadir al huésped (Ruiz-Herrera & Ledn-Ramirez, 2012; Kamper et al.,
2006). En la planta, el crecimiento de hifas en los tejidos meristematicos genera una
serie de alteraciones morfolégicas (agallas), sitio en donde se lleva a cabo la
esporulacion del hongo, incluyendo la ramificacion, la formacién de un material
mucilaginoso y el desarrollo de sensibilidad celular osmatica, antes de dar lugar a
las teliosporas, las cuales constituyen la fase diploide del ciclo celular de U. maydis,
su formacion implica cambios morfologicos de las hifas dicaridticas, que se
encuentran embebidas en una matriz mucilaginosa. Las hifas se fragmentan por
citocinesis y producen células individuales de forma esférica, ornamentada y de
pigmentacion oscura (Banuett & Herskowitz, 1996). Las teliosporas, una vez
maduras, son liberadas de las agallas y cuando las condiciones ambientales son las
adecuadas, se inicia su germinacion con la formacion de un tubo germinativo
denominado promicelio. El nucleo de la espora migra hacia el promicelio y en este
punto ocurre la meiosis. A partir del promicelio se forman cuatro basidiosporas las
cuales geman para formar esporidias producto de la recombinacién meiética
(Banuett, 1995) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de U. maydis (Modificado de Stanley et al., 2007).

2. 4 La muerte celular y apoptosis por caspasas

La muerte celular es el programa de suicidio que lleva a cabo la célula y que es
esencial para propiciar el desarrollo del organismo, involucra la degeneracion de
procesos celulares, lo cual conduce al envejecimiento celular y a varias
enfermedades, se caracteriza por activacibn masiva de caspasas, perdida del
potencial transmembranal de la mitocondria, completa permeabilizacién de la
membrana mitocondrial y la exposicion de residuos de fosfatidilserina. Por lo que,
la célula se considera muerta cuando se toman en cuenta los siguientes criterios
moleculares y morfolégicos: (1) la célula pierda la integridad de la membrana
plasmatica, (2) el nucleo de la célula esta fragmentado y (3) los restos celulares son
engullidos por otras células (Kroeme et al., 2005). La muerte celular programada
(por sus siglas en inglés, PCD) es caracterizada por la reduccion del volumen
celular, ulceracion de la membrana plasmatica, se presenta la condensaciéon de la
cromatina (picnosis), la fragmentacién nuclear (cariorrexis) y la degradacion del
ADN seguida de la destruccion celular (Vachova & Palkova, 2007). Debido a



morfologia generalizada en la muerte celular se clasifica en tres tipos la PCD: Tipo
I, apoptotica, dependiente o independiente de caspasas; tipo Il, autofagica, se
caracteriza por la vacuolacién del citoplasma; y tipo lll, necrética, se dilatan los
organelos y se inflama el citoplasma (Kramer et al., 2016). La apoptosis es un
proceso fundamental y estrictamente conservado en eucariontes, tanto en
organismos unicelulares como pluricelulares, que garantiza el bienestar de la célula
ante el envejecimiento de ésta, las infecciones por virus, el control de la proliferacién
celular, respuesta al ataque por patégenos y las condiciones de estrés oxidativo
(Lam, 2004; Madeo et al., 2002).

La adquisicion de la morfologia apoptética se asocia con la activacion de un
conjunto de proteasas, pertenecientes a la familia cisteina-proteasas que se activan
especificamente en las células apoptéticas. Estas proteinas son homologas entre si
y forman parte de un grupo de enzimas denominadas caspasas (Kaushal et al.,
1997). Las caspasas son sintetizadas como zimdgenos. Estos zimdgenos se
componen de tres dominios organizados de la siguiente forma: un prodominio N-
terminal, los dominios p20 y p10, con el conservado elemento divalente His-Cys en
el dominio p20. El prodominio de la proteina de la caspasa tiene una extensiéon N-
terminal y un prodominio, que se necesita para formar complejos de proteinas,
denominado apoptosoma (Vercammen et al.,, 2007). Esta activacion requiere
rompimiento proteolitico para separar los dominios y eliminar el prodominio; una vez
activado esto, la caspasa iniciadora propicia una cascada por activacion proteolitica
de caspasas efectoras zimogenas. Las caspasas efectoras rompen numerosos
sustratos, su especificidad esta determinada por los cuatro residuos amino-terminal
hasta el punto de corte, antes de un acido aspartico, causando la morfologia de la
apoptosis (Kumar, 2007).

Las caspasas, en funcion a su sustrato, el grado de identidad de la secuencia y las
similitudes estructurales, se dividen en subfamilias, como las paracaspasas,
encontradas en los metazoarios, y las metacaspasas, localizadas en plantas,

hongos y protozoarios (Uren et al., 2000).



2.5 Las paracaspasas y las metacaspasas

Las paracaspasas poseen un prodominio que contiene un dominio de muerte (DD)
cuya secuencia y estructura esta relacionada con el efector de muerte (DED) y el
dominio de reclutamiento de caspasas (CARD), denominado dominio Ig (Uren et al.,
2000). Las metacaspasas son producidas como zimdgenos, con un prodominio N-
terminal y las dos subunidades, p20 y p10 (Lee et al., 2010). El prodominio de las
metacaspasas no contiene los motivos DED y CARD de las caspasas, por lo que su
activacion proteolitica es desconocida; sin embargo, se induce por agentes
estresantes e incluye la separacion de la subunidad pl0 pero no elimina el
prodominio, el cual contiene un fragmento rico en prolina y un domino rico en poli-
Q/N que es un dominio rico en Glutamina (GIn, Q) y Asparagina (Asn, N) que tiene
una funcién de proteina formadora de priones por lo que facilita su interaccién con
las proteinas (Michelitsch & Weissman, 2000). Tanto las metacaspasas como las
caspasas tienen residuos de His-Cys (Histidina-Cisteina) de caracter catalitico
acoplado a su sitio activo dentro de la subunidad p20, por medio del residuo de Cys
actian como nucledfilo usando el grupo tiol (-SH) para la hidrélisis de la cadena
peptidica como sustrato en el residuo aspartil (Tsiatsiani et al., 2011). Sin embargo,
existen algunas diferencias entre las secuencias, comparando la metacaspasa de
levadura con el efector e iniciador de las caspasas (caspasa-3 y caspasa-9) se
reveld una homologia del 10-11%, por lo que cada una tiene estructura y funciones
diferentes (Wong et al., 2012). La caracteristica bioquimica mas notable de todas
las metacaspasas es su estricta especificidad a los sustratos de Arginina (Arg) y
Lisina (Lys), y su activacion depende de la concentracion del calcio para la

eliminacién del prodominio (Watanabe & Lam, 2005).

En el caso de Saccharomyces cerevisiae, la estructura de la metacaspasa Mcal
comprende en el centro ocho laminas-f, tres hélices-a (a1, a4 y a5) y 2 hélices-a
(02 y a3) de ambos lados (Figura 2), también contiene una B horquilla que
comprende B3a y B3b, y una pequefia hélice-a (a2a), localizada entre la lamina 33
y la hélice a3, cerca del sitio activo de Mca1. Por definicion el sitio activo de
caspasas contiene 3 bucles bien ordenados L1, L2 y L4. Los bucles, L1 y L4,

constituyen dos lados opuestos del surco putativo de union para el sustrato. El
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residuo putativo catalitico Cys?’® esta en el bucle L2, entre los bucles L1y L4 (Wong
et al., 2012).

Las metacaspasas (MCs) estan divididas en tres tipos, caracterizados por su
secuencia primaria y su dominio estructural: las MCs del tipo I, presente en
protozoos y hongos, tienen una extension N-terminal denominada prodominio, un
motivo repetido rico en prolina; también un motivo de dedos de zinc presente en
metacaspasas de origen vegetal (Uren et al., 2000). El tipo Il de las metacaspasas,
localizada en plantas, no contiene tales motivos, pero alberga una region
conservada de aproximadamente 180 aminoéacidos, que une la subunidad p20 y la
pl0 (Vercammen et al., 2004). El tipo Il se encuentra en el fitoplancton, la cual
posee un reordenamiento en la estructura del dominio entre el N- y C-terminal (Choi
& Berges, 2013).

2. 6 Funcion general de las metacaspasas en organismos unicelulares

La delecion y la sobreexpresion del gen de la metacaspasa MCAL en diversos
organismos mostraron alteraciones fisioldgicas significativas; la sobre-expresion de
MCAL incrementa los defectos en el control del ciclo celular, ya que incrementa los
defectos en la segregacion de cinetoplastos, mitosis y citocinesis en Leishmania
major (Ambit et al., 2008). Asi como mayor resistencia al estrés (oxidativo, osmatico,
salino) en la ausencia del gen MCAL, por lo que la metascapasa actua en favor de
la PCD para la supervivencia y el mantenimiento celular. En las mutantes del gen
MCAL de S. cerevisiae, se ha observado la acumulacién de proteinas mal plegadas
y agregados de proteina por la deficiencia de la actividad proteolitica de Mcal,
identificando asi su participacion como co-chaperona al emplear el prodominio Q/N
R como secuestrador de los agregados facilitando la consecuente actividad de la
maquinaria chaperona (Hsp104), manteniendo el control de la calidad de proteinas
(PQC) (Lee et al., 2010). En el caso de las proteinas mal plegadas, Mcal fragmenta
los sustratos para facilitar su accesibilidad en la degradacion por el proteosoma (Hill
et al.,, 2014); esta acumulacién de agregados de proteina induce la posterior

activacion de la ruta de autofagia por la presencia de cuerpos autofagicos (Bozhkov
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et al., 2010). Esto sugiere que la funcion de la metacaspasa es el efecto indirecto
de la regulacion de la ruta apoptoética y un mecanismo alternativo de supervivencia
y adaptacion de los organismos en estrés oxidativo (Hill & Nystrom, 2015;
Kampinga, 2014; Tsiatsiani et al., 2011; Herker et al., 2004; Madeo et al., 2002).

Figura 2. Estructura de Ycal en S. cerevisiae. Representacién gréfica de la proteasa
Mcal. En el nacleo contiene 5 hélices-a (magenta) y 8 laminas-8 (azul). Los elementos de
la estructura secundaria, los bucles del sitio activo L1 y L4, y el residuo catalitico Cys?’®

estan sefialados (Wong et al., 2012).

2. 7 Efectos de la manipulacién funcional de la metacaspasa

En S. cerevisiae la metacaspasa (Ycal) fue reportada como un regulador de la
respuesta a estrés oxidativo, salino y osmético que induce a la PCD; cuando se
sobre-expresa Mcal se produce una alta sensibilidad a especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) lo que conlleva a una muerte acelerada en
respuesta a dicho estrés (Madeo et al., 2002). Por el contrario, la delecion de este
gen produjo células que son tres veces mas resistentes al efecto toxico del peroxido
de hidrégeno (H202) (Madeo et al., 2009). También se ha reportado que la delecién
de YCAL afecta la biosintesis de fosforribosil pirofosfato, que es un importante
intermediario en la produccion de purinas y pirimidinas, asi como de algunos

aminoacidos como histidina y triptéfano, por lo que se reduce la cantidad de
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nucleétidos prolongando la transicion de G1 a S y baja regulacion del punto de
control G2/M (Zdralevié et al., 2015; Lee et al., 2008); asi como la acumulacién de
agregados de proteinas y de los cuerpos autofagicos durante la fase exponencial
en S. cerevisae (Lee et al., 2010).

Existen metacaspasas que son requeridas durante la senescencia asociada a la
apoptosis, como en el caso de Podospora anserina, este hongo posee dos genes
con funcion de metacaspasa, PaMCALly PaMCA2, que se activan cuando el micelio
es senescente. Es interesante el hecho de que la delecion de estos dos genes de
manera independiente aumenta la longevidad del hongo, en el caso del gen,
PaMCA2 en un 78% y para PaMCA1 en un 148%, pero la delecién de ambos no
maximiza sus cualidades observadas de forma independiente (Hamann et al.,
2007). Esto sugiere que cada proteasa tiene funciones especificas, como en el caso
de PaMCAL1 que es Unicamente activada en presencia de H20:.

En el caso de la levadura Candida albicans, el H202 y el antifungico anfotericina B
producen dafio oxidativo. En respuesta a estos tratamientos, se observaron
marcadores apoptéticos clasicos como son la fragmentacion del ADN y la
generacion de ROS (Gonzéalez-Parraga et al., 2011; Lu et al., 2011). En este hongo
patdgeno de humanos existen evidencias que relacionan al estrés oxidativo con la
apoptosis como son: la presencia del ARN mensajero y la actividad de CaMCA1
(gen de la metacaspasa) los cuales son inducidos en células sometidas a estrés
oxidativo. Asimismo, se observd que la interrupcion del gen CaMCAL conduce a
niveles bajos de ROS y aumenta la viabilidad celular, indicando la participacion de
esta proteina en la muerte celular (Cao et al., 2009). En el hongo patdégeno de
humanos Aspergillus fumigatus, se deletaron los dos genes de metacaspasas CasA
y CasB, las mutantes simples y dobles, mostraron hipersensibilidad para agentes
gue inducen el estrés del reticulo endoplasmatico (ER). Lo que sugiere que las
metacaspasas son mediadores importantes para la supervivencia bajo el estrés de
ER, por 2-deoxy-D-glucosa y tunicamicina, y posiblemente, participan en la
eliminaciéon de los agregados de proteina que se forman en el ER (Richie et al.,
2007).
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Por otra parte, el genoma de Trypanosoma brucei (parasito responsable de la
tripanosomiasis africana o enfermedad del suefio), codifica cinco metacaspasas
(Szallies et al., 2002), cuya reduccion simultanea de la expresion (por medio de RNA
de interferencia) de los genes ToMCA2, TboMCA3 y TbMCADS5, produjo defectos en
la citocinesis, causando posteriormente la muerte de parasito, asi como la
localizacion nuclear de ToMCA4 en S. cerevisiae, sugiriendo que la metacaspasa
podria tener una funcién nuclear que controla la proliferaciéon nuclear acoplada a la
biogénesis mitocondrial (Gonzalez, 2009; Helms et al., 2006; Szallies et al., 2002),
involucrando asi a las metacaspasas en procesos del desarrollo celular. Mientras
gue la sobre-expresién del gen de la metacaspasa en L. major, estimula la muerte
celular inducida por estrés oxidativo y un retardo en el crecimiento (Zalila et al.,
2011), y la delecion, produce células inviables por alteraciones en la regulacion del
ciclo celular, lo que sugiere que esta proteina puede tener una funcion esencial

durante la division celular (Ambit et al., 2008).

En el caso de la planta modelo, Arabidopsis thaliana, las metacaspasas del tipo I,
AtMC1 y AtMC2 son funcionales en S. cerevisiae, debido a que complementan a la
mutante Amcal de esta levadura, este dato indica la conservacion funcional de la
proteina, aun en especies con gran divergencia evolutiva (Watanabe & Lam, 2005).
La sobreexpresion de la metacaspasa AtMC1l en A. thaliana, mostrO0 ser un
regulador positivo de la respuesta hipersensible de la muerte celular (Coll et al.,
2010), caso contrario, la delecion de la metacaspasa AtMC2 resultdé en plantas
resistentes al estrés oxidativo, sin embargo, la expresion constitutiva de este gen
induce apoptosis en respuesta al mismo estimulo (Watanabe & Lam, 2011). De
manera natural muchas de sus metacaspasas son inducidas durante la senescencia
de las flores, asi como en presencia de patdgenos y durante el estrés abidtico
(Sanmartin et al., 2005). Esto provoca que la muerte celular sea consecuencia de
la respuesta a estrés tanto bidtico como abidtico, ante la carencia facultativa de la

adaptacioén por parte de la planta (Vercammen et al., 2007).
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2.8 Latrehalosa

La trehalosa es el nombre general usado para a-D-glucopiranosil-1,1-a-D-
glucopiranésido, es un disacarido no reductor, formada por dos moléculas de
glucosa unidas por un enlace a,a-1,1 glucosidico (Figura 3) (Elbein et al., 2003).
Este disacéarido fue identificado por primera vez por Wiggers en el cornezuelo del
centeno en 1832. Posteriormente fue identificada y aislada en diferentes
organismos, como en el capullo del escarabajo Larinus maculates del Medio
Oriente, cuya secrecion es comestible y dulce, conocida como “trehala-manna”, y
en 1858 Berthelot aisl6 la trehalosa de Echinops persica y la denominé como se
conoce hasta ahora (Paul et al., 2008). La sintesis de la trehalosa estd ampliamente
distribuida en una variedad de organismos, como en bacterias, hongos, plantas,
insectos y otros invertebrados, excepto en vertebrados que sélo tienen la capacidad
de degradar la trehalosa (Avonce et al., 2006).
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Figura 3. Estructura de la trehalosa. Disacarido a-D-glucopiranosil-1,1-a-D-
glucopiranésido, la unién de dos moléculas de glucosa unidas por una configuracién a,a-
1 (Elbein et al., 2003).

2. 9 Propiedades de latrehalosay sus aplicaciones

La trehalosa esté clasificada quimicamente entre las azucares reductores y su fuerte
estabilidad es el resultado de la baja energia (1 kcal mol?) del enlace glucésido de
oxigeno que une los dos anillos de hexosa, en comparacion con otros disacaridos
no reductores, como la sacarosa, que tienen una energia de enlace de 27 kcal mol
1 (Paiva & Panek, 1996). De acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas la molécula
de la trehalosa puede resistir una temperatura de 100 °C, y un rango de pH de 3.5
— 10 por 24 horas, siendo resistente a la hidrolisis acida, por esta razén demuestra

la capacidad molecular para proteger, estabilizar las estructuras de las proteinas y

14



mantener la integridad de las membranas ante diferentes tipos de estrés (Patist &
Zoerb, 2005). Durante la desnaturalizacion de proteinas y membranas, reemplaza
el agua de los puentes de hidrégeno por residuos polares, en la desecacion la
trehalosa forma estructuras amorfas de cristal que limitan el movimiento molecular,
lo que previene los agregados de proteina y la difusién de radicales libres. Por lo
que su configuracién a,a-1,1 es crucial para la preservacion de la estructura de la
bicapa lipidica en la ausencia de agua. Al ser un azucar no reductor no muestra
reaccion de Maillard con los compuestos amino. Asimismo, la trehalosa se utiliza
para enmascarar olores y sabores en la comida, también es un importante
ingrediente en la industria alimentaria como estabilizador y preservativo de comida
fresca. Se usa como crioprotector de células y enzimas, en la medicina y en la
microbiologia. También la trehalosa inhibe la agregacién de proteina inducida por
poliglutamina encontrado en la enfermedad de Huntingdon (Paul et al., 2008).
Debido a las diversas aplicaciones de la trehalosa se ha producido a escala
industrial desde los comienzos de 1990, siendo el método mas factible el uso de
diferentes organismos a partir de su sistema enzimético, como el de la bacteria
Arthrobacter sp. Q36 que sintetiza trehalosa a partir del almidén por la ruta TreY-
TreZ (Schiraldi et al., 2002).

2. 10 Metabolismo de latrehalosa

Existen cinco rutas para la sintesis de la trehalosa en bacterias (Figura 4), sin
embargo en hongos, plantas, insectos y algunos invertebrados solo hay una via,
denominada via TPS/TPP descrita en S. cerevisiae por primera vez en 1958 por
Cabib and Leloir (Eleutherio et al., 2014), ésta involucra dos pasos enzimaticos
catalizados por la trehalosa-6-fosfato sintasa (Tpsl), que genera la molécula de
trehalosa-6-fosfato (T6P) a partir de la unidon de una molécula de glucosa-6-fosfato
(G6P) y una glucosa donada por el glucosa-uridindifosfato (UDP-Glucosa), y la
enzima trehalosa-6-fosfato fosfatasa (Tps2), que desfosforila la molécula de T6P

para obtener finalmente la trehalosa (Avonce et al., 2006).
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Figura 4. Rutas de la biosintesis de la trehalosa en eucariotas (1) y procariotas (2). A) Ruta
Tpsl/Tps2 (TPS/TPP) consiste en dos enzimas: trehalosa-6-fosfato sintasa (Tpsl) y trehalosa-6-
fosfato fosfatasa (Tps2). B) Ruta alternativa de la trehalosa fosforilasa (TreP) consiste de una
enzima trehalosa fosforilasa que reversiblemente convierte la glucosa y glucosa-1-fosfato (G1P)
a trehalosa y fosfato inorganico (Pi). C) La ruta TreY/TreZ se compone por la enzima maltooligosil
trehalosa sintasa (TreY) que convierte maltooligosacaridos, glucégeno y almidon (maltodextrinas)
a maltooligosil trehalosa, después la maltooligosil trehalosa trehalohidrolasa (TreZ) hidroliza la
maltooligosil trehalosa para obtener la trehalosa. D) La trehalosa sintasa (TreS) cambia
directamente la maltosa a trehalosa. E) ADP-Glucosa y la glucosa son reversiblemente
convertidas en trehalosa por la enzima trehalosa glicosil-transferasa sintasa (TreT) (Modificado de

Thammahong et al., 2017).

Por lo tanto, la ruta de la biosintesis de la trehalosa utiliza sustratos importantes

(G6P y UDP-Glucosa) que son requeridos para la glucdlisis, en la ruta de las
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pentosas fosfato y en la biosintesis de la pared celular, de modo que la interrupcion
de esta ruta conduce a la desregulacion de otras rutas metabdlicas (Thammahong
et al., 2017). Mientras que el sistema de regulacion de la sintesis de trehalosa esta
determinada por las necesidades del organismo, distribuidas en tres escenarios: (1)
la célula en condiciones fisiolégicas estables, por lo que no hay sintesis de
trehalosa, (2) la célula en estrés induce la sintesis de trehalosa, la activacion del
transportador simporte de la trehalosa Agtl para la proteccion de la célula, y la
expresion de la trehalasa neutra (NTH1, NTH2) no fosforilada y sin actividad, y (3)
la recuperacion de la célula por el estrés, los bajos niveles de glucosa activan la
expresion de la trehalasa acida (ATH1) para degradar la trehalosa extracelular y
generar glucosa para internalizarla de nuevo en la célula para su recuperacion,
asimismo sucede la fosforilacion de las trehalasas neutras (NTH1, NTH2)
activandose para hidrolizar la trehalosa del citoplasma (Eleutherio et al., 2014;
Macakova et al., 2013).

2. 11 Funcién de la trehalosa en insectos y plantas

La trehalosa es el principal componente de la hemolinfa (80 — 90%) de los
artropodos. En los insectos la trehalosa es utilizada como fuente de energia, por la
ruta TPS/TPP que es estimulada por neuropéptidos que se activan antes y durante
el vuelo, para que sea degradada por las trehalasas de los musculos del térax. Estos
organismos, también usan la trehalosa como punto de partida para la sintesis de
quitina (Avonce et al., 2006).

Las plantas sintetizan dos sacaridos no reductores, la sacarosa y trehalosa, cuya
funcion de la primera es la reserva de carbohidratos que se distribuyen por el
floema, y la trehalosa, que se encuentra en plantas que experimentan desecacion,
encontrdndose en bajas concentraciones, por lo que se concluyé que no era
indispensable para las plantas, hasta que a principios del afio 2000 se encontré que
en A. thaliana existen 11 genes de TPS y 10 genes de TPP, para la sintesis de
trehalosa por la ruta TPS/TPP (Paul et al., 2008), comprobando la importancia de
los genes (AtTPS1) y la funcibn de T6P como una molécula sefal para el

metabolismo y desarrollo (Eastmond et al., 2002). Por esta razon, la alteracion de
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la ruta de sintesis de la trehalosa puede perturbar la maduracién de embriones y
hojas, la arquitectura de la inflorescencia, la cantidad de biomasa de las plantulas y
plantas adultas, la fotosintesis, la utilizacion y degradacién de la sacarosa y el
almidon, la sefalizacion del acido abscisico, y la tolerancia al estrés abidtico,

particularmente durante la sequia (Avonce et al., 2006; Paul et al., 2008).

2. 12 Importancia de la trehalosa en organismos unicelulares

Es conocido que la trehalosa protege a los hongos en respuesta de estrés térmico
y deshidratacién, porque forma puentes de hidrégeno con las proteinas, también
interactla con la cabeza polar de los fosfolipidos para mantener la estructura de la
membrana bajo condiciones de deshidratacion, e inhibe la fusion y la transicion de
la fase lipidica en condiciones anhidrobioticas, asimismo previenen la agregacion
de proteinas desnaturalizadas por bajas temperaturas manteniendo la membrana
celular intacta, y en el caso de estrés oxidativo protege a la célula contra los
radicales libres (Elbein et al., 2003; Rudolphal et al., 1990; Crowe & Crowe, 1988).
En S. cerevisiae en condiciones de estrés térmico (1 h a 40 °C) aumenta la cantidad
de trehalosa, por lo que incrementa la actividad enzimatica de TPS y de NTH, para
la recuperacion de la célula (Hottiger et al., 1987), en cuanto a la mutante Atps1, su
crecimiento se inhibe en medio con glucosa a altas temperaturas (Bell et al., 1992).
También se acumula trehalosa en respuesta a frio (12 h a 10 °C) pero la doble
mutante tpsl/tps2 todavia sobrevive bajo esas condiciones, sugiriendo que existe
otra ruta de adaptacion al frio para S. cerevisiae (Schade et al., 2004). Durante el
estrés oxidativo las mutantes tps1/tps2, al no sintetizar trehalosa, son mas sensibles
al peroxido de hidrégeno (H202) por lo que presentaron gran cantidad de proteinas
dafiadas por el ambiente oxidante, sugiriendo que la acumulacion de trehalosa
protege a las células ante el dafio oxidativo (Benaroudj et al., 2001).

En el caso de C. albicans, Cryptococcus neoformans y Aspergillus nidulans, la
trehalosa es importante para el estrés térmico y la supervivencia en estrés oxidativo
(Petzold et al., 2006; Alvarez-Peral et al., 2002; Fillinger et al., 2001). Respecto al
crecimiento en glucosa, la mutante Atpsl de C. albicans crece a 30 °C, pero su

desarrollo se ve afectado a 42 °C (Zaragoza et al., 1998). De manera similar, en C.
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neoformans y C. gattii la pérdida de la funcion de Tpslp afecta su crecimiento en
glucosa a 37 °C (Ngamskulrungroj et al., 2009; Petzold et al., 2006). En A. fumigatus
la mutante nula AtpsA/B se ve afectada por el choque térmico a 50 °C, pero
mantiene su viabilidad a 38 °C, en cuanto al estrés oxidativo se redujo la viabilidad
de los conidios al exponerlos a 100 mM de H202 por 10 min y su crecimiento en
glucosa no se vio afectado (Al-Bader et al., 2010). Por otra parte, en Magnaporthe
oryzae y M. grisea la ausencia del gen TPS1 inhibe el crecimiento en glucosa y
disminuye la capacidad invasiva en el arroz (Badaruddin et al., 2013; Foster et al.,
2003). En el caso de muchos hongos patégenos, la acumulacién de la molécula de
sefalizacion T6P inhibe la actividad de las hexocinasas y regula el flujo de glucosa
(Puttikamonkul et al., 2010).

En relacion a las bacterias, en el caso de Escherichia coli los genes de la sintesis
de trehalosa son importantes para responder al choque por frio (Kandror et al.,
2002). En algunas especies de Mycobacterium los glucolipidos contienen trehalosa,
como es la trehalosa dimicolato que esta involucrada en la virulencia y la
homeostasis de la pared celular (Arglelles, 2000). Ademas, durante el estado de
dormancia de Mycobacterium smegmatis, se demostré que acumula trehalosa para
el mantenimiento celular y supervivencia, manteniendo su viabilidad, y cuando sale
de este estadio existe una mayor actividad de las trehalasas, por lo cual decrece la

concentracion de trehalosa y aumenta la cantidad de glucosa (Shleeva et al., 2017).

2. 13 El rol de la molécula T6P y de la fosfatasa Tps2

En la mayoria de los organismos, mencionados con anterioridad, denotan que la
eliminacién del gen TPS2 afecta la ruta de biosintesis de trehalosa, como
consecuencia se genera la acumulacion de T6P, la cual es una molécula sefial que
inhibe la actividad de las hexocinasasl1-2 (Hxklp y Hxk2p) y de Tpsl, también
detiene la sintesis de trehalosa durante un choque térmico y disminuye la actividad
de Tps2, en S. cerevisiae (Trevisol et al., 2014), en plantas, la acumulacion de T6P
regula el crecimiento en sacarosa (Schluepmann et al., 2003), y en C. albicans se
sabe que niveles altos de T6P son tdxicos porque la acumulacién causa

agotamiento de fosfato, y reducen la infectividad (avirulento) (van Dijck et al., 2002).
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En S. cerevisiae se observo que mutante Atps2 no pudo crecer en temperaturas
superiores a 34 °C (Piper & Lockheart, 1988), y acumula T6P (De Virgilio et al.,
1993). En cuanto a C. albicans, la mutante nula en Atps2/Atps2 acumula T6P a 44
°C, no tiene defectos en la formacién de hifas en medio con glucosa a 30 °C pero
disminuye sus crecimiento a 42 °C, también, a pH superior a 7 la integridad de la
pared celular esta comprometida, y tiene una disminucion significativa en la
virulencia (Zaragoza et al., 2002; van Dijck et al., 2002). En el caso de C.
neoformans el gen TPS2 cuenta con cuatro copias de elementos de respuesta a
estrés (STRE) en su region promotora y TPS2 de C. gattii cuentan con una similitud
de secuencia del 89% con C. neoformans, de modo que en ambos casos las
mutantes Atps2 acumulan T6P y tienen defectos de crecimiento a 37 °C en medio
con glucosa e incluso la muerte, y se restaura el crecimiento en medio adicionado
con sorbitol o galactosa a 37 °C, la mutante Atps2 de C. gattii tiene un ligera
disminucién de la virulencia en Caenorhabditis elegans, pero en el modelo murino
la virulencia disminuye drasticamente (Ngamskulrungroj et al., 2009; Petzold et al.,
2006). Las mutantes en el gen TPS2 en Fusarium graminearum, no producen
trehalosa y estan afectadas en la esporulacién y en la reproduccién sexual,
asimismo afectod el crecimiento polarizado de la célula, alterando la estructura y la
remodelacion de la pared celular (Song et al., 2014). Las mutantes TPS2 de U.
maydis, tampoco producen trehalosa, presentaron mayor sensibilidad a estrés
oxidativo, osmatico, al igual que a agentes que dafian la pared celular. Asi como,
una dréstica disminucion en la virulencia en el maiz (Cervantes-Chavez et al., 2016).
Ademas, la eliminacion de TPS2 (orlA) en A. nidulans y A. fumigatus afecté la
homeostasis de la pared celular, por defectos en la producciéon de la quitina
contenida en la célula, alterando asi la biosintesis de la quitina y el ensamble de la
pared celular, atenuando la virulencia en murinos (Puttikamonkul et al., 2010; Borgia
et al., 1996). Todos estos descubrimientos, en cuanto a la disminucion drastica de
la virulencia y otros defectos notorios en el desarrollo de varios organismos modelo,
por la ausencia de TPS2, se ha propuesto como un blanco farmacéutico la inhibicion

de esta fosfatasa.
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. HIPOTESIS
La ausencia de trehalosa y las condiciones de estrés oxidativo, osmaético y dafio en
la pared celular conducen a la muerte celular de Ustilago maydis via la metacaspasa

(Mcal), afectando de manera general la virulencia.

IV. OBJETIVO GENERAL
Determinar la relacion de la muerte celular mediada por la ausencia de trehalosa y
la eliminacién del gen de la metacaspasa MCAL en Ustilago maydis en respuesta a

estrés oxidativo, osmatico y en dafio de pared celular, asi como en la patogenicidad.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Determinar la tasa de muerte celular en respuesta a estrés oxidativo y osmotico

en la cepa mutante Atps2.

* Estudiar la regulacién de la expresion del gen MCA1 en respuesta a estrés
oxidativo en la cepa mutante Atps2.

* Analizar la capacidad de sintesis de la trehalosa en la mutante Amcal en estrés

oxidativo y osmotico.

« Caracterizar in vitro la respuesta de la mutante simple Amcal y la doble mutante

Atps2::Amcal en estrés oxidativo, dafio de pared celular y estrés osmaotico.

« Comparar la capacidad infectiva en plantas de maiz de la mutante simple Amcal

y la doble mutante Atps2::Amcal.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6. 1 Cepas y condiciones de cultivo

Se utilizaron las cepas silvestres (WT) de Ustilago maydis, FB1 (albl) y FB2 (a2b2),
proporcionada por la Dra. Flora Banuett de la Universidad de California, y los fondos
genéticos mutantes FB1 Atps2 (234) y FB2 Atps2 (277) (Cervantes-Chéavez et al.,
2016) (Tabla 1). Las cepas se propagaron en medio completo MC (0.5% de peptona,
1% de extracto de levadura, 1% de glucosa, 0.15% de nitrato de amonio, 62.5 mL
de solucion de sales de U. maydis y 2% de agar bacteriologico para medio solido)
(Holliday, 1974). Las mutantes Amcal y las dobles mutantes Atps2::Amcal se
recuperaron en MC suplementado con el antibiético de seleccién, 200 pg-mL* de
higromicina B para las cepas Amcal, y 3 ug-mL* de carboxina para las mutantes
Atps2, asimismo las cepas dobles mutantes Atps2::Amcal se recuperaron en
presencia de ambos antibiéticos (Tabla 1). Para la produccién de ADN de pladsmido
se utilizaron células de Escherichia coli Top10, crecidas en medio Luria Bertani (LB)
(Sambrook & Rusell, 1999). Todas las cepas y medios de cultivo fueron

manipulados en condiciones asépticas en campana de flujo laminar.

Para el estudio de patogenicidad se utilizaron semillas de maiz de la variedad
“cacahuazintle” cultivadas en el invernadero de la Facultad de Ciencias Naturales,

Campus Juriquilla de la UAQ.

Tabla 1. Especificaciones del cepario

CEPA DESCRIPCION REFERENCIA
FB1 Silvestre albl

(Banuett & Herskowitz, 1989)
FB2 Silvestre a2b2
234 Atps2, cbxR, albl

(Cervantes-Chavez et al., 2016)
277 Atps2, cbxR, a2b2
165 Amcal, hygBR, SG200 (solopatogénica) |(Figueroa-Resendiz, 2016)
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639 al 644 |Amcal, hygBR, albl

653 al 662 |Amcal, hygR, a2b2

669 al 676 |Atps2::Amcal, cbx® hygR, albl in planta
Este trabajo

647 Atps2::Amcal, cbx® hygR, a2b2 in vitro

651 Atps2::Amcal, cbx® hygR, a2b2 in vitro

665 al 668 |Atps2::Amcal, chxRhygR, a2b2 en planta

Cepas haploides albl y a2b2. cbxR® resistencia a carboxina.
hygBR resistencia a higromicina B. A delecion del gen.

6. 2 Amplificacion de ADN Y ADNc

Con base en la secuencia de los genes de interés de U. maydis, el ORF (Open
Reading Frame) obtenido de la base de datos MIPS (http://pedant.helmholtz-
muenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method=start_method&Db=p3_t2376
31 _Ust_maydi_v2GB) y con el programa Vector NTI, se disefiaron oligonucleotidos
para el gen MCAL1 (UMAG_01408) y para el gen de TPS2 (UMAG_10650), ademas
de sus respectivas regiones UTR (por sus siglas en inglés untranslated region) 5’ y
3’, de cada uno de los respectivos genes, para la comprobacién de la integraciéon
homologa doble del cassette de interrupcion; junto con oligonucleétidos anidados
en el vector pPDONR higromicina B y pDNOR carboxina respectivamente (Tabla 2).
También se disefiaron oligonucledétidos para el gen de actina (UMAG_11232). Estos
oligonucledtidos se utilizaron para amplificar por medio de una reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) los fragmentos de interés de ADN y ADNc (Acido
desoxirribonucleico complementario), cuyas combinaciones se especifican en la
Tabla 3. El PCR se realiz6 en el termociclador BioRad®T100. Todos los

oligonucledtidos fueron sintetizados en la empresa Sigma-Aldrich.
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Tabla 2. Secuencia de los oligonucleodtidos.

. Numero de : .
Secuencia . ” Secuencia de nucleétidos
blanco oligonucleétido
2084-D 5-AGTATGCCACGAACCATGTCA-3’
ORF MCA1 2090-R 5-TACTGTTTGCCTGTCGTTCG-3'
2190-D 5-CAGAACGGCGAGCTTCGAGG-3’
3-hyg-D 5-CTCGAGGGTTCACTTACTCCACG-3’
pDNOR hph
2114-R 5-ATTGCAGGCGAGAAGAAATG-3’
Rio arriba 2023-D 5-ATCGAAGGGCCTTGTAACCT-3’
MCA1
Rio abajo 2028-R 5-AGATCGGCGGTAAGAACATG-3'
MCA1
2035-D 5-CTTCCTGACGGACAGGTGAT-3’
ORF Actina
2036-R 5-CTCGGGAGGAGCAACAATC-3’
2040-D 5-CAAGGTCCGGAACATGTCTT-3'
ORF TPS2
2057-R 5-AGGACAGGACGAGTACCGAA-3’
SDNOR cbx 1072-D 5-GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC-3’
1071-R 5-TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC-3'
Rio arriba 1720-D 5-GCGGTACTCCATTCACACCT-3’
TPS2
FTiéosgbajo 1721-R 5-TGGCTAAACAACCAGAAAACG-3’

D oligonucledtido directo, R oligonucleétido reverso.
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Tabla 3. Especificacion de los amplicones

Amplicon Oligonucledtidos | Tw (°C) | Tamafio (pb)

2084 — 2090 64 290
ORF MCA1

2190 - 2090 70 726
5’-hph (Amcal) 2023 - 3’hyg 60 2628
3’-hph (Amcal) 2028 — 2114 63.7 3446
ORF TPS2 2040 — 2057 69 390
UP-pDNOR (Atps2) 1720 - 1071 57 1261
DOWN-pDNOR (Atps2) 1072 - 1721 57 1065
ORF Actina 2035 - 2036 64 276

Tw Temperatura de hibridacion

6. 3 Extraccion del ADN plasmidico (AC97)

Se trabajoé con el plasmido AC97, que es el casette de eliminacion del gen de la
metacaspasa (MCAL), en 5 mL de medio de cultivo LB adicionado con kanamicina
(50 pg-mL™Y) se incubd por 24 horas a 37 °C y 150 rpm. Posteriormente la muestra
se centrifugd 2 minutos a 12,000 rpm para concentrar las células, se decantd el
sobrenadante y se repitié el proceso de concentracion de células. La pastilla celular
asi obtenida se re-suspendioé con 200 pL de la Solucion | (50 mM glucosa, 25 mM
Tris:HCIl pH 8 y 10 mM EDTA pH 8), posteriormente se adicionaron 400 pL de la
Solucion 11 (0.2 M NaOH, 1% SDS), se homogenizo y se incub6 por 10 minutos en
hielo. Se agregaron 300 pL de la Solucion Il (3 M acetato de potasio, 2 M acido
acético glacial), se incub6 10 minutos en hielo. Posteriormente el tubo se centrifugo
durante 10 minutos a 12,000 rpm, se recupero el sobrenadante en tubos Eppendorf
nuevos. EI ADN plasmidico se precipitdé con 600 uL de isopropanol frio, y se incubd
la muestra a -20°C por 20 minutos. Se centrifugd durante 10 minutos a 12,000 rpm.
Se decant6 el sobrenadante y la pastilla se lavo con 300 pL de etanol al 70% frio,
nuevamente se centrifugd 5 minutos a 12,000 rpm, se decanté el etanol y se

invirtieron los tubos para secar la pastilla. Para limpiar el ADN plasmidico, la pastilla
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se re-suspendio en 700 pL de agua grado biologia molecular y se afiadieron 3 pL
de RNAsa A (10 mg-mL?), se mezclé e incubd durante 20 minutos a 37 °C, se
agregaron 300 pL de solucion de fenol: cloroformo (1:1), 2 minutos en vértex, se
centrifugd 10 minutos a 12,000 rpm y se recupero el sobrenadante. Se agregaron
300 pL de cloroformo, se agité durante 2 minutos en vértex, y se centrifugd 5
minutos a 12,000 rpm, se recupero el sobrenadante, este paso se realizo dos veces.
El ADN se precipité con 1/10 del volumen de 3 M acetato de sodio y con dos
volumenes de etanol 95% frio. Las muestras se mantuvieron 20 minutos a -20 °C,
posteriormente se centrifugaron 10 minutos a 12,000 rpm y se decanté el
sobrenadante, la pastilla se lavé con 300 pL de etanol al 70%, se centrifugo, se
decantd y se invirtio el tubo para secar. Finalmente, la muestra se re-suspendié en
50 uL de agua grado biologia molecular. Se determind la identidad del plasmido por
medio de enzimas de restriccion Hindlll y Pstl.

6. 4 Linearizacion del plasmido para transformar protoplastos de U. maydis

El plasmido AC97 se linearizé con la enzima de restriccion I-Scel (New England,
Biolabs). Se utilizaron 5 pL (1 pg-uL?t) de ADN plasmidico, 5 uL de amortiguador
10X de la enzima I-Scel, 0.5 pL de albumina de suero bovino (BSA) y agua grado
biologia molecular para 50 pL de reaccion. La mezcla se incubd a 37 °C durante
dos horas. Una vez cumplido el tiempo de incubacion, la digestion se precipitd con
5 pL de 3 M acetato de sodio (pH 5.2) y 100 uL de etanol al 95%. Se agit6 en el
vortex y se incubd a -20 °C por 15 minutos. Después se centrifugé por 15 minutos a
12,000 rpm. Se descart6 el sobrenadante y la pastilla se lavé con etanol al 70%. Se
dejé secar la pastilla y se re-suspendié en 12 yL de amortiguador STC (véase

apeéndice) se usaron 3 UL de esta solucion por cada reaccion de transformacion.

6. 5 Formacién de protoplastos de U. maydis
Se inoculd una colonia de la cepa de U. maydis de interés en 5 mL de MC liquido y

se incubd a 28 °C durante toda la noche a 150 rpm. De este cultivo se tomaron 100
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uL, 250 pL y 500 pL para inocular de manera independiente 100 mL de MC liquido
y se incubo durante 20 horas a 28 °C en agitacion, o hasta que un cultivo alcanzo
una densidad optica (D. O. soonm) cercana a 0.8 medida en el espectrofotometro
Genesys 10s UV-Vis (Thermo SCIENTIFIC). A continuacion, se transfirié el cultivo
del matraz seleccionado a dos tubos coénicos de 50 mL, se centrifugaron a 2,500
rpm durante 7 minutos, el sobrenadante fue desechado. Se adicionaron 15 mL de
amortiguador SCS (véase apéndice) a cada tubo, se re-suspendieron las células y
se juntaron en un solo tubo, nuevamente se centrifugd y fue desechado el
sobrenadante. El concentrado de células fue re-suspendido en 1 mL de SCS, se
adicionaron 800 pL de enzimas liticas de Trichoderma harzianum (100 mg-mL™)
diluidas en amortiguador Il (véase apéndice), se incubaron en agitacion suave
durante 10 minutos, o hasta que se observé la formacion de los protoplastos en el
microscopio (Leica DM750). Se centrifugaron a 2,300 rpm durante 10 minutos, se
decanto el sobrenadante y se adicion6 1 mL de SCS. Las células se transfirieron a
tubos Eppendorf, se centrifugaron a 2,000 rpm durante 2 minutos, se decantd y las
células se re-suspendieron en 1 mL de SCS. Se repitié el paso anterior, finalmente
se decant6 el sobrenadante y se re-suspendieron en 1 mL de amortiguador STC
frio. Para su almacenamiento a -80 °C se adiciono6 dimetilsulfoxido (DMSO) al 7%

(70 pL de DMSO y 930 uL de protoplastos) y se prepararon alicuotas de 50 L.

6. 6 Transformacion de protoplastos de U. maydis en hielo

ElI ADN plasmidico linearizado (5 pg), se re-suspendié en 4 pL de STC y se adicion6
1 yL de heparina (15 mg-mL?* en STC), se mantuvo en hielo, después se transfirié
a 50 L de protoplastos y se mezclé con movimiento circular suavemente con la
punta de la micropipeta, se mantuvieron en hielo por 10 minutos. Se adicionaron
500 pL de polietilenglicol (40 % PEG 3350 en STC) frio y se incubd por 15 minutos
en hielo. Transcurrido el tiempo se agregaron 500 yuL de STC y se mezclé
suavemente por 15 segundos. La reaccion se centrifugd a 2,500 rpm durante 5
minutos. Se decantd el sobrenadante y se agregaron 200 uL de STC para re-

suspender las células. El contenido se sembré en medio completo doble con 1 M
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de sorbitol, DCM-S, y antibiéticos (2 pg-mL? carbenicilina, y 200 pg-mL* de
higromicina B), las células se distribuyeron suavemente de manera homogénea con
una varilla de vidrio estéril. Finalmente se incubaron a 28 °C durante 4 a 5 dias
aproximadamente (Garcia-Pedrajas et al., 2008). Pasado el tiempo de incubacion
se recuperaron las transformantes en MC sdlido adicionando del agente selectivo
(higromicina B). Una vez crecidas las transformantes se inocularon algunas colonias
en MC liquido con el agente selectivo, se incubaron a 250 rpm durante 24 horas

para su posterior extraccion de ADN gendmico.

6. 7 Extraccion de ADN genGmico

Las células de U. maydis crecidas en MC sélido (placa) se utilizaron para inocular
MC liquido (10 mL), se incubaron a 28 °C a 150 revoluciones por minuto (rpm) hasta
gue alcanzaron la fase logaritmica. El cultivo se centrifug6 a 3,500 rpm durante 5
minutos para obtener una pastilla celular, ésta se re-suspendié en 200 uyL de
amortiguador Tris EDTA pH 8 (TE, véase apéndice). La muestra se transfirio a tubos
Eppendorf y se adicionaron 400 pL del amortiguador de lisis (TSNTE, véase
apendice). Se agregaron 400 pL de la mezcla de fenol-cloroformo (1:1) y 0.3 gramos
de perlas de vidrio (0.1 mm de didmetro, lavadas con &cido nitrico y esterilizadas).
Para romper las paredes de las células, se coloco el tubo en agitador vortex de 3 a
5 minutos. Posteriormente los tubos fueron centrifugados a 12, 000 rpm durante 10
minutos. Se recupero la fase acuosa en tubos nuevos (estériles). Se adicionaron 2
UL de RNAsa (10 mg-mL1) y se incubd por 5 minutos a 37 °C. Se adicionaron 400
uL de cloroformo y se agitaron en el vortex por un minuto, se centrifug6 durante 7
minutos a 14,000 rpm y se recuper6 la fase acuosa en un tubo Eppendorf.
Posteriormente se agregaron 400 pL de cloroformo y se agitd en el vortex por 5
minutos, nuevamente se centrifugd durante 10 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 de la muestra) y con dos volumenes de etanol 95% frio. Se incubd6
a -20 °C durante 20 minutos. Posteriormente se centrifugd durante 10 minutos a

12,000 rpm, la pastilla se lavo con 300 pL de etanol al 70% frio, nuevamente se
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centrifugd durante 3 minutos a 12,000 rpm, se decantd y se dej6 secar la muestra,
finalmente el ADN se disolvié con 50 pL agua grado biologia molecular. La
integridad del ADN se analiz6 por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en
amortiguador TAE 1X (véase apéndice). A 100 mL de agarosa se le adicionaron 60
Kg de bromuro de etidio los geles tefidos se visualizaron en el el transiluminador de
BIO RAD®Gel Doc. XR, con el Software Image Lab™.

6. 8 Extraccion de ARN (acido ribonucleico)

El cultivo de la cepa de interés se prepard segun lo descrito en cada experimento.
La pastilla de células se colecto por centrifugaciéon a 3000 rpm durante 5 min. Se
congel6 en nitrégeno liquido y se moli6 en mortero con nitrdgeno liquido con la
ayuda de un pistilo, el polvo fino asi obtenido (aproximadamente 100 mg) se
deposité en tubos Eppendorf (libres de RNAsas). Para purificar el ARN se
homogenizo la muestra con 1 mL de TRIzol, se colocé el tubo en agitador vértex 2
minutos y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente (Ta, 20 — 25 °C), se
afiadieron 400 pL de cloroformo y se agitdo suavemente. Se incubd a Ta durante 3
minutos y se centrifugé a 12,000 rpm a 4 °C por 10 minutos, el sobrenadante se
transfirié a otro tubo. Se realiz6é una purificacion empleando 400 uL de cloroformo y
se agité un minuto en el vortex, después se centrifugd a 12,000 rpm por 10 minutos
a 4 °C, se recuper¢ la fase acuosa. El ARN se precipité con 600 uL de la mezcla
0.8 M citrato de sodio/1.2 M NaCl, y 700 uL de isopropanol frio, se incub6 a
temperatura ambiente por 10 minutos, posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm
durante 10 minutos a 4 °C, se descarto el sobrenadante. La pastilla obtenida se lavo
con 1 mL de etanol al 75% frio, se centrifugd a 14,000 rpm por 5 minutos a 4 °C, se
decantd y dej6 secar el tubo con la pastilla durante 5 a 10 minutos. Finalmente, la
pastilla se disolvié con 50 pL de agua DEPC (tratada con Dietilpirocarbonato al
0.1%), y se cuantificd el ARN en el Nanodrop 2000 (Thermo SCIENTIFIC). Todos

los reactivos se prepararon con agua DEPC (0.1%).
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6. 9 Sintesis de ADNc

Para obtener el ADN: (ADN complementario) se utilizaron los reactivos de la marca
(Thermo SCIENTIFIC, #EP0441). El ARN total se tratd con la enzima DNAsa |, libre
de RNAsa en relacion 1 U de DNAsa | por 1 ug de ARN, se afadieron 2 pL
amortiguador 10X de la enzima DNAsa I/MgCl. y agua DEPC, para una reaccion de
20 pL. La reaccion se incubé a 37 °C por 35 minutos, pasado el tiempo de
incubacion se detuvo la reaccion con 2 L de 50 mM EDTA, y se incub6 a 65 °C por
10 minutos. Se agregaron 0.5 pL de oligo (dT) a 10 uL ARN tratado con DNAsa |,
se incubd la reaccion 65 °C por 5 minutos. A continuacién, se agregaron los
siguientes componentes: 4 uL de amortiguador de reacciéon 5X, 0.5 uL de Inhibidor
de RNAsa RiboLock, 2 pL de la mezcla de dNTPs (10 mM) y 1 uL de la enzima
Transcriptasa Reversa (RT), en un volumen final de 20 pL. Para los controles, la
reaccion se llevo acabo con y sin la enzima RT (+RT y —RT, respectivamente), por
cada muestra. La reaccion se incubd a 42 °C por una hora, la reaccién se finalizo a

72 °C por 10 minutos.

6. 10 Obtenciéon de cepas dobles mutantes Atps2::Amcal

Se infectaron plantas de maiz de 10 dias de edad con una cepa sexualmente
compatible de la mutante Atps2 (carboxina resistente a2b2, 277) y la cepa mutante
Amcal (higromicina B resistente albl, 643). Se prepar6 el pre-indculo de estas
cepas mutantes en 10 mL de MC, de forma independiente, se incubaron 20 horas
a 28 °C a 150 rpm suplementados con el antifingico correspondiente. Después se
inocularon 60 mL de MC con 600 uL de células del pre-in6culo, se incubaron por 24
horas a 28 °C y 150 rpm, pasado el tiempo de incubacién se procedio6 al lavado de
células con agua destilada estéril y se re-suspendi6 la pastilla celular en 30 mL de
agua destilada estéril, posteriormente se mezclaron ambas cepas en un solo matraz
y se inocul6 cada planta por inyeccion en la base del tallo con 150 pL de células.
Los signos de las plantas se observaron durante un mes. Las agallas maduras se
colectaron y se conservaron a -80 °C. En condiciones asépticas se macero el tumor

en mortero y pistilo estéril en 5 mL de agua destilada estéril. El macerado se filtro
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con tela magitel sobre un embudo, y se centrifugé a 3,500 rpm por 5 minutos, se
descarto el sobrenadante y la pastilla se re-suspendié en 2 mL de agua destilada
estéril, se verific la presencia de teliosporas al microscopio (Leica DM750). A
continuacion, se agregaron 2 mL de sulfato de cobre al 3%, 60 uL de carbenicilina
(100 mg-mL?) y 120 pL de kanamicina (50 mg-mL™1), se incubd a 28 °C a 150 rpm
por 2 horas. Posteriormente se centrifugo a 3,500 rpm por 5 minutos, se descarto
el sobrenadante y se disolvi6 la pastilla en 1 mL de agua destilada estéril, de este
concentrado celular se realizaron diluciones 1:10 y 1:100, para esparcir 200 pL de
cada dilucion en MC sdlido suplementado con 0.5 % triton X-100, y antibiéticos (1
1g-mL*carbenicilinay 1 ug-mL*kanamicina), se incubaron a 28 °C hasta observar
crecimiento de U. maydis. Subsecuentemente, se recuperaron 300 colonias, estas
se depositaron en 10 mL de agua destilada estéril, para separar las esporidias se
agitaron 2 minutos en vortex. Se realizaron diluciones 1:10 y 1:100, a continuacion,
se esparcieron 200 pL de cada dilucién en MC sélido (1 pug-mL?) carbenicilina, se
incubaron a 28 °C durante 48 horas. Las colonias asi aisladas se recuperaron en
MC sélido y liquido adicionado con higromicina B (200 pg-mL™) y carboxina (3
ug-mLY), el medio liquido se incubd a 28 °C durante 24 horas en agitacién de 150
rpm, y el medio sélido se incubd 48 horas a 28 °C. De las cepas resistentes a ambos
antifingicos (dobles mutantes, Atps2::Amcal), se procedid a determinar el sexo de

cada cepa por reaccion “fuz”. La doble mutacion se comprobé por PCR y RT-PCR.

6. 11 Reaccion de apareamiento “fuz”

La capacidad de apareamiento de las cepas mutantes simples Amcal, Atps2 y
dobles mutantes Atps2::Amcal se determind por reaccion fuz (Banuett &
Herskowitz, 1988). Se realiz6 un indculo de 5 mL de cada una de las cepas a
aparear, se incub6 por 24 horas, en agitacion 150 rpm a 28 °C. Posteriormente se
lavaron las células con agua destilada estéril, y se procedié a su conteo en la
camara de Neubauer. Se ajust6 la concentracion a 1x108 células-mL?! de cada
cepa. En un tubo Eppendorf® de 1.5 mL se mezclaron 20 pL del par de cepas a

aparear (doble mutante vs silvestre albl y a2b2 de manera independiente).
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Después, se inocularon gotas de 10 pL de cada mezcla sobre MC con 1% de carbon
activado. Las cajas se incubaron a 28 °C por 24 horas. Se considera una reaccion
fuz positiva, por el crecimiento con aspecto algodonoso. Posteriormente éstas
fueron fotografiadas con una camara CANON EOS Rebel T3i. La observacion de la
reaccion de apareamiento se magnifico con el estereoscopio Leica EZ4D acoplado

a la camara Leica ICC50 HD usando la aplicacion Leica Application Suite v. 2. 0. 0.

6. 12 Ensayos de respuesta a estrés en placa

Las cepas de interés se inocularon en 7.5 mL de MC durante 24 horas a 28 °C y
150 rpm, terminado el tiempo de incubacion se lavaron las células con agua
destilada estéril y se disolvio la pastilla celular en 5 mL de agua destilada estéril. Se
realizé el conteo de células (camara de Neubauer) y se ajusto a una concentracion
de 1x108 células-mL, a partir de ésta se realizaron diluciones decimales (107 hasta

1073 células-mL™1).

Para el ensayo de estrés en placa se utilizo MM pH 7 (30 mM Tris-HCI) con 1% de
glucosa (condicién control). Para la condicién estresante, se suplementd con el
agente indicado en cada experimento. Los tipos de estrés a los que las células se
sometieron fueron: oxidativo, acido, de pared celular, osmotico, radiacion con luz
ultravioleta, salino y estrés por metales pesados. El medio indicado se inoculé con
gotas de 10 pL de cada dilucién de células (107 hasta 10-%) método “spot assay”
(Cervantes-Chavez et al., 2010). Las cajas se incubaron a 28 °C por 96 horas. Una
vez transcurrido este tiempo, las cajas fueron fotografiadas con una camara
CANON EOS Rebel T3i. Los ensayos se realizaron por triplicado, con dos replicas

por experimento.

6. 13 Analisis de la expresion del gen UmMCAL1
Para analizar la expresion del gen UmMCAL en la cepa FB1 y 234 (Atps2) en
condiciones de estrés oxidativo y osmatico se inocularon 300 mL de MC liquido con

600 pL de cultivo de cada una de las cepas (previo cultivo de 18 a 24 horas), y se
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incubd durante 20 horas a 28 °C y 150 rpm. Pasado el tiempo de incubacion, el
cultivo se dividio en 6 tubos conicos de 50 mL, se centrifugaron a 3,000 rpm por 4
minutos, se lavaron las células se descartd el sobrenadante y re suspendio la
pastilla celular en 10 mL de agua destilada estéril, éstos se utilizaron para inocular
35 mL de medio minimo pH 7 (MM pH 7) con 2.5 mM H202, se incubaron a 28 °C a
150 rpm durante 30 minutos, 60 minutos y 120 minutos, como control se utilizd6 MM
pH 7 sin H202. Una vez pasado el tiempo de incubacion las células se recuperaron
por centrifugacién a 4,000 rpm por 3 minutos, se descarté el sobrenadante y se
almacend la pastilla a -80 °C, para extraer posteriormente el ARN. El analisis
densitométrico de la expresion de Mcal, se realizé a partir de PCR de punto final
observado en gel de agarosa, en el cual se utiliz6 como templado el ADNc. Se uso6
el programa Image J para el analisis de la imagen, donde la relacion de intensidad
de banda para Mcal y la banda del gen constitutivo (actina, Um11232) de la cepa
sin estrés se le asigno un valor arbitrario de 100% Yy los otros valores se calcularon
tomando esto como el valor base. Los valores arrojados se analizaron con una
prueba de ANOVA con post-test Tukey (p<0.05) en el programa PRISM de
GraphPad. Los experimentos se realizaron por triplicado.

6. 14 Extraccion de trehalosa

Se realizé de acuerdo (Ferreira et al., 1997). Las cepas de interés se crecieron en
un pre-inéculo de 5 mL MC liquido durante 20 horas a 28 °C y 150 rpm.
Posteriormente, se inocularon 50 mL de MC con 100 pL de células del pre-indculo
y se incubaron 20 horas a 28 °C y 150 rpm, pasado el tiempo de incubacion se
centrifugaron a 3,000 rpm 5 minutos se decant6 el medio y se lavo la pastilla celular
dos veces con agua destilada estéril. Después se inocularon 200 mL de MM pH 7
(30 mM Tris-HCI pH 7) a una D. O. soonm de 0.02. EI medio inoculado se incubd por
15 horas a 28 °C y 150 rpm, inmediatamente se agregoé el agente estresante (2.5
mM H202 y 500 mM NaCl, de manera independiente) por 3 horas manteniendo las
mismas condiciones de incubacion, como control se mantuvo el cultivo en

incubacion sin la adicién del agente estresante. Transcurrido este tiempo se
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concentraron las células por centrifugacién, a pastilla obtenida se congelé en
nitrogeno liquido y se molid hasta obtener polvo fino evitando descongelar la
muestra, una vez molida se peso directamente en un matraz Erlenmeyer de 50 mL
y se adicionaron 30 mL de etanol grado HPLC. La muestra se sometié a un proceso
de ebullicion (bafio maria) hasta la evaporacibn completa del solvente.
Posteriormente, a las muestras secas se le adicion0 1 mL de la mezcla de
acetonitrilo:agua (50%), ambos grado HPLC, para disolver la trehalosa presente en
cada muestra. La suspensiéon obtenida se pas6 a tubos Eppendorf de 1.5 mL y se
centrifugd dos veces a 13,000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante se recuper6 en
tubos nuevos. Previo a la cuantificacion por HPLC la muestra se filtré en un filtro
para jeringa de 4 mm de diametro Phenex ™-NY de membrana de nylon cuyo
tamafio de poro es de 0.2 um. Para cuantificar la trehalosa se utiliz6 una columna
Agilent Zorbax Carbohydrate 4.6 X 150 mm 5 um (No. CAT 843300-908), la fase
movil fue 75 % acetonitrilo, 25 % agua a 30 °C y su flujo de 1.5 mL-min-t, isocratico
10 min. Se utilizo el equipo de HPLC Agilent 1200 de bomba isocratica con detector
de indice de refraccion (IR), en el laboratorio de cromatografia PlanTECC del
CINVESTAV-Irapuato. La curva de calibracion se preparé con D-(+)-Trehalosa de
Sigma-Aldrich® (véase apéndice). El analisis estadistico fue una ANOVA con post-
test Tukey (p<0.05) en el programa PRISM de GraphPad. Los experimentos se

realizaron por triplicado.

6. 15 Tincidon con yoduro de propidio

La cuantificacion de la muerte celular se determiné con la tincion con Yoduro de
Propidio. Las cepas de interés se inocularon en MC durante 24 horas en 150 rpm a
28 °C, terminado el tiempo de incubacién se lavaron las células con agua destilada
estéril y se disolvio la pastilla celular en 5 mL de agua destilada estéril, se realiz6 el
conteo de células con la camara de Neubauer y se preparé una suspension a una
concentracion de 1x10% células-mL?t. De ésta, se tomaron 500 pL para cada
condicién: control, 2.5 mM H202 y 500 mM NacCl, y se incubaron por 3 horas. Al
termino de este tiempo se lavaron las células y se re-suspendieron en 50 L de una

solucién de yoduro de propidio 1:100 (1Img-1mL™?) se mezclaron y se incub6 a Ta en
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oscuridad por 20 minutos. Posterior a la tincién se realiz6 una dilucion 1:10 con
agua destilada de las células tefidas para su adecuada visualizacion en el
microscopio compuesto triocular EPI-fluorescente Mod. M834FLR AMSCOPE® con
el objetivo 40x, y conteo a partir de la imagen capturada por Scopelmage 9.0. Para
el analisis estadistico se realizé una prueba ANOVA de dos vias con un ajuste de
residuales con el post-test Bonferroni (p<0.05), en el programa PRISM de

GraphPad. Los ensayos se realizaron por triplicado.

6. 16 Crecimiento en forma de hifa

Las cepas de interés se crecieron en MC durante 20 horas a 150 rpm, pasado el
tiempo de incubacion se centrifugd el cultivo a 4,500 rpm por 5 minutos, y se re-
suspendio la pastilla con agua destilada estéril e incub6 24 horas a 4 °C. Después
se dejé en ayuno 3 horas a 28 °C a 150 rpm, posteriormente se incub6 en hielo
durante 30 minutos. Se tomaron 250 uL de las células ayunadas, se inocularon 5
mL de MM pH 7 (morfologia de levadura) y 5 mL de MM pH 2.8 (morfologia de hifa)
con 1% de glucosa, se incub6 a 28 °C a 150 rpm durante 24 horas (Ruiz-Herrera et
al., 1995). Posteriormente, las células se tifieron con calcoflior White (CFW, 18909
Sigma-Aldrich®), se tomaron 50 pL del cultivo y se agregaron 50 puL de CFW, y se
mezcld; se procedié a tomar fotos en el microscopio compuesto triocular EPI-
fluorescente Mod. G506T UNICO®, objetivo 40X. La imagen fue capturada por el

programa Scopelmage 9.0. Los experimentos se realizaron por triplicado.

6. 17 Crecimiento con acetato de sodio

Las células de las cepas de interés se prepararon como en el punto 6.12. Para el
ensayo del acetato de sodio (AcNa) en placa se utilizo6 MM pH 7 (30 mM Tris-HCI)
con 1% de glucosa (condicion control) y 1.5%, 2%, 3% y 4% de AcNa sin glucosa.
Las placas se inocularon con gotas de 10 L de cada dilucién de células (107 hasta
10%) método “spot assay” (Cervantes-Chavez et al., 2010). Las cajas se incubaron
a 28 °C por 96 horas. Una vez transcurrido este tiempo, las cajas fueron
fotografiadas con una camara CANON EOS Rebel T3i. Los experimentos se

realizaron por triplicado, con dos replicas por experimentos.
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6. 18 Pruebas de patogenicidad

Se inyectaron plantas de maiz de la variedad “cacahuazintle” de 8 a 12 dias de
edad, en condiciones de invernadero. Se prepard el pre-indculo de las cepas
sexualmente compatibles: doble mutantes, mutantes simples y silvestre en 10 mL
de MC y se incubaron 20 horas a 28 °C y 150 rpm, suplementados con el antifingico
correspondiente. Después se inocularon 60 mL de MC con 600 pL de células del
pre-inéculo, se incubaron por 24 horas a 28 °C en 150 rpm, pasado el tiempo de
incubacion se procedio al lavado de células con agua destilada estéril y se re-
suspendio la pastilla celular en 10 mL de agua destilada estéril, se determiné la
concentracion celular en la camara de Neubauer. Se prepar6 una suspension a una
concentracion de 1x108 células-mL. Se mezclé en una relacién 1:1 cada par de
cepas sexualmente compatibles y las plantas de maiz fueron inyectadas con 300
UL de esta suspension en la base del tallo. La sintomatologia de las plantas de maiz
se evalud a los 14 dias posteriores a la inoculacion, clasificando los sintomas en:
asintomatica, hojas con clorosis y produccion de antocianinas, agallas pequefias,
agalla grande y muerte de la planta (Chavan & Smith, 2014). Las plantas fueron
fotografiadas EOS Rebel T3i. Para el andlisis estadistico se realizd la prueba
Kruskal-Wallis con el post-test Dunn (p<0.05) en el programa PRISM de GraphPad.
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VIl. RESULTADOS

7.1 Andlisis in silico de Mcal

Se analiz6 la secuencia de aminoacidos obtenida del gen UMAG 01408, clasificada
como la Unica metacaspasa en Ustilago maydis (UmMcal), en el banco de datos de
proteinas (PDB) (https://www.rcsb.org/pdb/protein/Q4PEQ5). La proteina esta
conformada por un prodominio y el dominio caspasa que incluye las dos
subunidades (p20 y p10). El dominio est4 conformado por dos regiones ricas en
glicina y prolina, seguida de la subunidad p20, en éste se encuentran el sitio activo,

donde estan conservadas las histidina y cisteina (His-Cys), seguida de la subunidad

pl0 (Figura 5).
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Figura 5. Esquemade las regiones de UmMcal. Rectangulo verde, region rica en glicina
(Gly® al Gly™). Rectangulo naranja, region rica en prolina (Pro?® al Pro®). Rectangulo
amarillo, dominio conservado de caspasa denominado peptidasa C14, del Arg*® al lle3%4,
Circulo rojo, residuos cataliticos conservados de histidina (H%) y cisteina (C?%9).

El modelaje de la proteasa UmMcal se realizé en el servidor I-Tasser
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Para ello se introdujo la
secuencia de aminoacidos en formato FASTA. Para el modelado de Mcal de U.
maydis se comparo con la estructura de otras de secuencias de metacasapasa en
la base de datos de PDB, cuyo analisis indico la homologia de UmMcal con 3
proteinas de diferentes organismos, una hidrolasa, identificada como una
metacaspasa de Trypanosoma brucei (cédigo PDB, 4AF8); la hidrolasa, identificada
como una metacaspasa (Ycal) de Saccharomyces cerevisiae (cédigo PDB, 4F60)
y una proteina no caracterizada de Geobacter sulfurreducens (cédigo PDB, 3BIJ)
(https://www.rcsb.org/). La estructura de UmMcal comprende en el centro siete
laminas-f con tres a-hélices a un lado (a1, a4 y a5), y en otro lado dos a-hélices (a2
y a3) (Figura 6). Entre del sitio activo de UmMcal se encuentra una horquilla B que

tiene las laminas-B, B3ay B3b (Figura 6A), para la manipulacion de la estructura se
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realizé en el programa PyMol v.2.1.1 de Schrodinger. En general, la estructura de
UmMcal muestra una conformacion de caspasa, especialmente por las seis
laminas-B (B1-B4, B6 'y B7) y las cinco a-hélice (a1-a5), representando el nucleo del
plegamiento de una caspasa. Sin embargo; existen diferencias entre UmMcal,
Ycaly la caspasa de humanos (Casp 3). La diferencia primordial es que Ycal tiene
una lamina-B extra, entre las laminas B5 y la 36, teniendo en total 8 laminas-f3,
mientras que la Casp-3 no tiene ninguna de las anteriores laminas-8 (Figura 6B). El
alineamiento de secuencias se realizé en el programa CLC Main Workbench v.8.0.1.
de QIAGEN.

B) ¥ ¥

U. may MAYPGQ GGHHYQ S THGGG GG == === -nn-nnnan- GFPAPHG-- YAQ--=nnmmseammmmeaanann 30
S. cere M-YPGSGRYTYNNAGGN -NGYQRPMAPPPNQQYGQQYGQQYEQQYGQQYGQANDQ-QFSQ 57
C. albi M-FPGQGRHTYGGQQSNYSNQQQGYDQGYNQGYGQAYGQEYNQGYDRPSGPPPGQGQYNR 59

Casp 3 M---mmmrr e e 1
U. may ~PG-------- YG- - -YAPPSGPPQGYQSGG- - - - GYAPPMQPPPGGVQGAMGYGFA 71
S. cere QYAPPPGPPPMA--YNRPVYPPP - -QFQQEQAKAQLSNGYNNP-NVNAS- - -- - - - NMYG 105

C. albi PSGPPPGPPPGQGQYNRPSGPPPSQQGQYNRPSGPPPGQYGNN-QTRGSGNEQNYGNMHG 11g

CASP 3 “*rtTTeTTTeTeeeTTreeeeeeeeeseeeeeeeieeoiiieeaois ENTENSVD g
2 (e )—+

U. may PPSGP IGPPEYATNHVNY NPQGGMIGNQRYEYSSMQGKRKALLIGINY -« - - - - FGQNGE 125

S. cere PPQNMSLPPP- - - ----- QTQTIQGTDQPYQYSQCTGRRKAL I IGINY------ IGSKNQ 151

C. albi SG-HYSRPPT-------- DSQSFGVENYNYQYSNCSGRKKALLIGINY------ IGTKNE 163

Casp 3 SKSIKNLEPKI IHGSESMDSGISLDNSYKMDYPEM-GLC | | INNKNFHKSTGMTSR----- 64
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U. may LRGC INDVRNVONFL RQR-GYKDDDMVVLTDDQRDARS IPTRQNMTAAMHWL VRGAQPGD 184
S. cere LRGCINDAHNIFNFLTNGYGYSSDDIVILTDDQNDLVRVPTRANMIRAMQWLVKDAQPND 211
C. albi LRGPINDVNNVEQFLL AN-GYSSDNIVKLTDDQRVQRAIPTRQN ILDAIQWLVKDARPND 222
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s ) [3a) 3b (e
f
U. may ALFFHYS-GHGGQAKATQG- - - - - DEADGYNETI IPLDYQQ-AGQIEDDELHAIMVRPLP 237
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C. albi ALFFHYS-GHGGQTEDQPDEYGNYDEDDGYDEVIYPLDFET-NGF I IDDLLHTMMVKTLP 280
Casp 3 SSFVCVLLSHGEEG-------------nm---- [ lFGTNGPVDLKKITNFFRGDRCRSLTGKPK - 156

)2 ()
U. may VGCRLTAIFDSCHSGTALDLPYV YTTSGNVKEPNV |AGV G- -KGIMGAAMNYARGDVLGM 295

S. cere QGVRLTAL FDSCHSGTVLDLPYTYSTK(EHMMEEPN | WKDV G- -QDGLQAA I SYATGNRAAL 322

C. albi QGCRLTALFDSCHSGSVLDLPYMYSTKGVLKEPNVMKE AG--AGLLQSAMAYATGDRSRM 338
------LFI IQACR-GTELDC------- GIETDSGVDDDMACHKIPVEADFLYA------- 196

——N\ L3

L_Eﬁ_w/ 1
AKGLFSTFTTAKvNTSGAE- --EVTKQTRSSGADVVMLSGCKDSQTSADATEAGKATGACS 352
IGSLGS| F}?TVK GGMGNNVDRE RVRQIKFSAADVVMLSGSKDNQTSADAVEDGQNTGAMS 382

Casp 3

U. may

i:zjzf LSGLGGVVKTFMNQGKAEKANEYSKQTNTAPCDA | SLSGCKDDQTSADSKENGTATGANS 393
Casp3 “*"--- YSTAPG--------- YYSWRN SKDGSWF 105 LCAM LKQYADKLE - - - - - - - - - 231
L4 —=\
[ a4 | B7 )
U. may FAFLSVVNQYPQLTYKQMLNAVRDVLASKYSQKPQLSSSHP |DMDLLFVV - 402
S. cere HAFIKVMTLQPQQSYLSLLONMRKELAGKYSQKPQLSSSHP IDVNLQF IM* 433
C.albi YAFLTVMSONPNQSYLSLLONVRE | LSAKYSQKPQLSASHP IDTNLQFIF* 449
Casp 3 -~ FVMHILTRV-NRKVATEFESFS- - FDATFHAKKQIPC VS MLTKE LY FYH 277

Figura 6. Estructura de UmMcal. A) Modelado de UmMcal en dos vistas
perpendiculares. El nlcleo de la estructura contiene cinco a-hélice (azul) y siete laminas-
B (rosa), la cual forma un centro de laminas-f intercalado por a-hélices. Asi como los
bucles L1 y L4, los residuos cataliticos de His!®® y Cys?*° (rojo), y las regiones ricas en
glicina (verde, Gly® y Gly’®) y prolina (naranja, Pro® y Pro®). B) Alineamiento de
secuencias de proteina entre metacaspasa de diferentes organismos. Se utilizaron las
secuencias de: U. maydis (U. may), S. cerevisiae (S. cere), Candida albicans (C. albi) y la
caspasa-3 de Homo sapiens (Casp 3). Las flechas rojas indican el sitio de
autoprocesamiento reportado en Ycal. La secuencia de fondo morado es la lamina- extra

en S. cerevisiae.
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7. 2 Obtencion del cassette para deletar el gen UmMMCA1

El plasmido que se utilizo para la transformacion de U. maydis fue el AC97 (Figura
7A), cuya identidad se determin6 por medio de enzimas de restriccion (EcoRl,
Hindlll y Pstl) de forma independiente. Se comprobd que el sitio de corte

correspondiera con los tamafios esperados (Figura 7B).

A) Pstl (103) B)

HindIII {5819)
Iscel (6438) \ W ' 1 2 3 M
EcoRI (5462) \ pb

Xhol (5318)
(] — 8000

AC97 — S
e g a 3000
Pstl (4523) — e Xhol (1836)
HindIII (4511) e —1000
— 500

st

EcoRI (2856)
Psil (2950)

Figura 7. Identidad del plasmido AC97. A) Esquema del plasmido AC97. Se indica el
gen hph que confiere resistencia a higromicina B, el gen de resistencia a kanamicina (Km),
y la ubicacion de los sitios de restriccion de las enzimas EcoRlI, Hindlll, Pstl, Xhol y Iscel.
Y las regiones UTR, 5' (promotor) y 3' (terminador). B) Digestion del plasmido AC97. 1.
Hindlll present6 las bandas de 5,130 pb y 1,308 pb, 2. Pstl, bandas de 1,573 pb, 2,185 pb
y 2,847 pb, 3. EcoRI mostro las bandas de 3,832 pb y 2,606 pb; (M) Marcador de tamafio
Molecular de 1 kpb.

Para proceder al evento de transformacién genética en U. maydis, es necesario
utilizar el plasmido AC97 en su version lineal. El plasmido se digirié con la enzima
de restriccion I-Scel, se corrié una alicuota del producto de digestion en un gel de
agarosa al 0.8% para verificar la correcta linearizacion, y se observé la banda
esperada de 6,438 pb (Figura 8).
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Figura 8. Linearizacion del plasmido AC97. 1. Digestion del plasmido con la enzima |-

fu

M 2
pb
B S 6000
. — 2000
—1000
§ e
R — 500

Scel, 2. Control sin la enzima I-Scel, M. Marcador de tamafio molecular de 1 kpb

7. 3 Transformacion de U. maydis

La transformacién de U. maydis se realiz6 por medio de protoplastos, de las cepas
silvestres FB1 y FB2, con el plasmido AC97 linearizado previamente. Este pladsmido
contiene laregion 5' UTR (terminador) y 3' UTR (terminador), lo cual permitira eliminar
el 80% de la region codificante (Open Reading Frame, ORF, marco de lectura abierto).

Las transformantes se seleccionaron de acuerdo con su resistencia a higromicina B,

de las cuales se obtuvieron 10 cepas albl y 5 cepas a2b2 (Tabla 4).

Tabla 4. Cepas mutantes Amcal obtenidas por el método Delsgate

Fondo genético

Cepas Amcal | Fondo genético

Cepas Amcal

FB1

FB2

637 638
639 640
641 642
643 644
645 646

653

654

655

656

661

Las cepas mutantes, carentes del gen MCAL, se identificaron por PCR y RT-PCR.

Para ello se usaron los oligonucledtidos ubicados en la secuencia del plasmido
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(cassette de interrupcion), y los extremos de rio arriba o rio abajo de la regién 5' UTR
y 3' UTR respectivamente, asi como los que amplifican un fragmento de gen de
resistencia a hyg B (Figura 9). Por lo que se extrajo el ADN gendmico de las
transformantes para amplificar dichos fragmentos.

A 2 2090
) U. maydis &} =
Cp ] o8 [F—
%

pDNORhyg MCAA1

023 ,  hyg 2114 ! 08
Amcal (-) WT Atps2 Amcal
B) 637 638 639 640 641 642 643644 M H:O FB1 277 165 pb

- hph ﬁ o e 2 628
ﬂﬁ ﬂ -———- ‘

3’ —hph

R 3446

MCA1 726

©) Amcal () WT

653 654 655 656 661 M H,O FB2 pb
2628

5" — hph

3’ - hph
ii-ﬁi

3446

———
S—
S—
...__I.
——

| —

726

Figura 9. Identificacion de mutantes Amcal por PCR. A) Diagrama de la recombinacién
homéloga para la eliminaciéon del gen MCAL. Se muestran los sitios de unién de los
oligonucledtidos rio arriba y rio abajo del gen MCAL, asi como los oligonucleétidos
correspondientes al cassette. B) PCR de mutantes albl. C) PCR de mutantes a2b2. El
gel 3 — hph es el PCR del brazo derecho del cassette de interrupcion. El gel 5° — hph es el
PCR del brazo izquierdo del cassette de interrupcion, como muestra el inciso A. Los
controles utilizados en el PCR fueron los siguientes: H20 (reaccion sin ADN), FB1/FB2
(WT), 277 (Atps2) y 165 (Amcal, SG200).
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7. 4 Obtencion de las dobles mutantes Atps2::Amcal

Se obtuvieron dos cepas dobles mutantes utilizando la técnica del Delsgate con el
plasmido AC97 una vez transformado el fondo genético Atps2 a2b2 (cepa 277),
denominadas 647 y 651. Para obtener las cepas dobles mutantes del sexo albl, se
procedié a obtener dobles mutantes por recombinacién en planta. Para ello se
determiné la capacidad de apareamiento entre las cepas mutantes de cada uno de los
genes (Atps2 y Amcal), esto por reaccion fuz (Figura 10A). Una vez comprobado que
las cepas mutantes de cada gen se aparean correctamente, se realizo la infeccion de
plantas de maiz con las dos cepas mutantes sexualmente compatibles, 277 (Atps2,
a2b2) por 643 (Amcal, albl), de las cuales se recuperaron los tumores maduros un
mes después de la inoculacion. Del andlisis de la progenie se obtuvieron ocho dobles
mutantes (Atps2::Amcal) en el fondo genético albl, y cuatro cepas Atps2::Amcal en
el fondo genético a2b2 (Tabla 5), cuyo sexo se determiné a partir del resultado del
apareamiento con la cepa FB1 o FB2, de forma independiente (Figura 10B). La doble

mutacion Atps2 y Amcal, se corrobor6 por PCR (Figura 11).

A) FB1  FB2 234 277 B)

@ @

673

@

641 |
a1lb1 Amcat

643
alb1 Amcat

647
a2b2 Atps2::Amcat

B
665 666

651
a2b2 Atps2:Amcat

FB1x FB2 | FB2 x 234 | 234 x 277
FB1x 277

Figura 10. Reaccidn fuz. A) Apareamiento de cepas mutantes. Se usaron las cepas Afps2
(234 y 277), Amca1 (641, 643), las cepas dobles mutantes in vitro Atps2::Amcal (647,
651), y las cepas WT (FB1, FB2). B) Apareamiento de cepas dobles mutantes. Estas cepas
se obtuvieron a partir de la germinacion de teliosporas, Arriba. Apareamiento de cada cepa

Atps2::Amcal con FB2. Abajo. Apareamiento de cada cepa Atps2::Amcal con FB1.
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Figura 11. Identificacidon de dobles mutantes Atps2::Amcal por PCR. A) Diagrama de
la recombinacion homéloga para la eliminaciéon del gen TPS2. Se muestran los sitios de
unién de los oligonucleétidos rio arriba y rio abajo del gen TPS2, asi como los
oligonucleoétidos localizados en el plasmido. B) PCR de dobles mutantes obtenidas por
recombinacion en la planta. C) PCR de dobles mutantes obtenidas in vitro albl, 647 y
651. H20 (reaccion sin ADN), FB1/FB2 (WT), 277 (Atps2), 643 (Amcal) y 165 (Amcal

SG200).
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Tabla 5. Cepas dobles mutante Atps2::Amcal obtenidas por recombinacién en

planta.
albl a2b2
669 670 665
671 672 666
673 674 667
675 676 668

7.5 Confirmacién de la eliminacion de los genes UmTPS2 y UmMMCAL1

Para corroborar que no existe transcrito de cada uno de los genes TPS2 y MCA1
gue se eliminaron en el genoma de U. maydis, se extrajo el ARN de las cepas,
mutantes simples (Amca17) y de las dobles mutantes (Atps2::Amcal). Se sintetizo el
ADNc. Con estos experimentos se corrobord que las mutantes Amcal no tienen el
gen de la metacaspasa (Figura 12), de igual manera las dobles mutantes
Atps2::Amcal no amplificaron para los genes MCA1 y TPS2, respectivamente
(Figura 13). En ambos experimentos se utilizé6 el ADN¢ de las cepas FB1 o FB2
(WT), 277 (Atps2) como control, y en el caso de la comprobaciéon de las dobles
mutantes se utilizé la cepa 641 (Amcal) como control. Se amplific6 un fragmento

del ORF del gen constitutivo de actina.

WT Amca1l Atps2 Atps2::Amcal (-) WT pb

FB1 637 639 641 643 277 647 651 M -RT H,O FB1
MCA1 , e : o0
ACTINA s s s w - 276

-RT

Figura 12. Confirmacion de mutantes Amcal por RT-PCR. Se amplificé el fragmento
gue corresponde al gen MCAL con los oligonucle6tidos 2190 - 2090. FB1, cepa silvestre.
637, 639, 641 y 643, mutantes Amcal. 277, Atps2. 647 y 651, dobles mutantes
Atps2::Amcal in vitro. (M) Marcador de peso molecular, (-RT) reaccién sin transcriptasa

reversa, (H20) reaccion sin ADN. Actina se amplifico con los oligonucle6tidos 2035 — 2036.
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Figura 13. Confirmacion de dobles mutantes Atps2::Amcal por RT-PCR. Se utilizo el
ADN. de WT (FB2), la mutante Atps2 (277), la mutante Amcal (641, 655y 661), y dobles
mutantes Atps2::Amcal obtenidas in planta (665, 667, 669, 672, 673y 675). (M) Marcador
de peso molecular, (-RT) Muestra sin transcriptasa reversa, (H20) reaccién sin ADN y
(FB1, ADN) WT.

7. 6 La delecién de los genes MCA1 y TPS2 no afecta el apareamiento de U.
maydis

Para determinar si la delecion de estos genes esta relacionada con el apareamiento,
procedimos a corroborar la capacidad para aparearse de las mutantes Amcal y de
las dobles mutantes Atps2::Amcal, previo a realizar los ensayos de infeccion de
plantas de maiz (Figura 14). Posterior a incubar 24 h procedimos a observar cada
una de las reacciones de apareamiento con el estereoscopio, para asi confirmar la
estructura del micelio y verificar que las cepas haploides no generen reaccion fuz
por si solas, mostrando que las esporidias fueron separadas correctamente (Figura
15A). Observamos que la reaccion fuz obtenida en las cruzas Amcal por Amcal,
Atps2 por Atps2 y Atps2::Amcal por Atps2::Amcal, fue similar entre todas las cepas
probadas, es decir, al compararlo con el apareamiento producido por la cruza de las
de las cepas WT (control). Este dato nos indica que este importante evento celular
en U. maydis no fue afectado por la delecién del gen MCAL o la eliminacion de
ambos genes, MCAL1 y TPS2 (Figura 15B), y que por lo tanto, seran capaces de

iniciar el proceso infeccioso en planta.
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Figura 14. Reaccidn de apareamiento. Se inocularon gotas de cada de cepa en MC con
1% de carbdn activado. A) Reaccién fuz de cepas mutantes simples. WT, FB1 (albl) y
FB2 (a2b2); Amcal, 639, 641 (albl) y 655, 661 (a2b2); Atps2, 234 (albl) y 277 (a2b2).
B) Reaccidn fuz de cepas dobles mutantes Atps2::Amcal. Cepas 651y 667 (a2b2); cepas
672 y 675 (albl). FB1xFB2, control positivo. Las cajas se incubaron 24 h a 28 °C, por

triplicado.

A) B) C)

a2b2

albl

o

FB1 x FB2

639 x 661 641 x 655

FB2 IWT

639 . - 661 % -:‘
Amcal bie; 8
—— e "
641 655
: 675 x 651 672 X 667 234 x 277
N . " IAtpSZ 5

Figura 15. Magnificacion de la morfologia del apareamiento. Reaccién fuz en MC con

Atps2::Amcal

1% carbdn activado. A) Cepas haploides. Izquierda cepas albl, derecha cepas a2b2.
Recuadro verde, cepas mutantes Amcal, recuadro naranja dobles mutantes
Atps2::Amcal. B) Cepas mutantes Amcal y dobles mutantes Atps2::Amcal. C) Cepas WT
y Atps2. WT, FB1y FB2; 234 y 277, Atps2. Imagenes tomadas con el estereoscopio Leica

EZ4D, el experimento se realiz6 por triplicado.
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7. 7 ElI fenotipo observado en la mutante Amcal y doble mutante
Atps2::Amcal depende del tipo de estrés

Para determinar las funciones de la proteina Mcal, la trehalosa y la regulacién de
ambos genes de U. maydis en respuesta a condiciones de estrés, se procedié a
inocular las cepas silvestre (WT), Atps2, Amcal y Atps2::Amcal, del alelo albl, en
MM pH 7 (Tris-HCI) en condiciones que producen estrés oxidativo, reductor, térmico,
osmatico, luz UV, metales pesados, salino y de pared celular, a 28 °C durante 4
dias.

7.7.1 Laeliminacion de TPS2 afecta el crecimiento en estrés oxidativo y por
acido mientras que en Amcal se favorece

Se ha reportado que las mutantes de TPS2 y MCAL presentan respuestas opuestas
respecto al estrés oxidativo en S. cerevisiae, C. albicans, F. graminearum, A.
fumigatus, entre otros (Thammahong et al., 2017; Hill et al., 2014; Song et al., 2014;
Tsiatsiani et al., 2011). Si consideramos que U. maydis al entrar a la planta se
encuentra con un ambiente hostil, determinamos la respuesta de las mutantes
simples y dobles mutantes de este patdgeno ante diferentes agentes que producen
estrés oxidativo; como 130 pg-mL* de rosa de bengala, 3 mM de peréxido de
hidrégeno (H2032), 700 uM de t-butilhidroperoxido (tBOOH), 4 uM de menadiona, y
para el estrés por acido se utiliz6 4 mM de acido acético. Ante estas condiciones
observamos que la cepa mutante Amcal fue resistente en presencia de rosa de
bengala en oscuridad, H202, tBOOH, menadiona y acido acético, caso contrario, no
mostraron resistencia en presencia de rosa de bengala en condicion de luz, puesto
gue ante dicha situacién se aprecié la disminucion de crecimiento (Figura 16).
Mientras que la mutante Atps2 y la doble mutante Atps2::Amcal mostraron un
fenotipo de sensibilidad ante estos agentes, puesto que su crecimiento se vio
disminuido en todas los ensayos de estrés oxidativo mencionados, ya que éstas
crecieron menos que la cepa WT, demostrando asi su incapacidad de resistir a este
tipo de estrés. Mientras que en la condicion del acido acético la doble mutante fue
mas sensible al &cido que la mutante Atps2, por otro lado, la mutante simple Amcal,

su crecimiento fue muy similar al de la cepa silvestre (Figura 16).
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Figura 16. Efectos del estrés oxidativo y acido. Las filas corresponden a diluciones
seriadas y cada columna, se refiere, a las cepas inoculadas: silvestre (FB1), mutante Atps2
(234), mutante Amcal (641) y doble mutante Atps2::Amcal (A::A, 672), respectivamente.
Las placas se fotografiaron después de 96 h de incubacion a 28 °C. El experimento se

realizé por triplicado, con dos replicas por experimento.

7. 7.2 El estrés osmotico no altera el crecimiento de las mutantes Amcal

Respecto a las condiciones de estrés osmético, la mutante Atps2 y la doble mutante
Atps2::Amcal fueron mas sensibles a los agentes osmoticos analizados: 1.3 M de
NacCl (cloruro de sodio), 1.8 M de sorbitol, y 1.4 M de KCI (cloruro de potasio), al ser
comparado con la cepa WT. En el caso contrario, la mutante Amcal mostré mayor
resistencia a este tipo de estrés en comparacién con el crecimiento observado en la
cepa WT (Figura 17), mostrando asi que es mas resistente al estrés osmdtico, el
cual fue mas evidente en presencia de KCl y sorbitol. Cabe mencionar que la cepa

doble mutante, fue mas sensible a los tres tipos de agentes estresantes, incluso que

49



la cepa Atps2, esto en sorbitol y en KCI, puesto que en NaCl, las cuatro cepas
mostraron un fenotipo similar. En este caso, ademas se observo la presencia de un
pigmento color café, el cual fue méas evidente en NaCl, asimismo este pigmento casi

no se observo en la cepa doble mutante, ni en la Atps2 en sorbitol y KCI.

Control 1.3 M NaCl 1.8 M sorbitol 1.4 M KCI
WT Atps2 Amcal AtA  WT Atps2 Amcal A:A WT Atps2 Amcal A:A  WT Atps2 Amcal A:A

Figura 17. Respuesta al estrés osmotico. Las filas corresponden a diluciones seriales y
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cada columna a las cepas inoculadas: silvestre (FB1), mutante Atps2 (234), mutante
Amcal (641) y doble mutante Atps2:Amcal (A::A, 672). Las placas se fotografiaron
después de 96 h de incubacion a 28 °C. El experimento se realizo por triplicado, con dos

replicas por experimento.

7. 7. 3 El estrés de pared celular afecta de manera diferencial a las mutantes
Amcal y Atps2

Para estudiar el efecto de la mutacion con relacion a agentes que perturban la pared
celular de las mutantes simples y dobles, se usaron diferentes agentes estresantes
de pared celular como: rojo congo, cafeina, y dodecilsulfato sédico (SDS). De
manera interesante, en este caso, encontramos que la mutante Amcal presento
mayor sensibilidad a 12 pug-mL™ rojo congo y a 0.002% de SDS, en comparacion
con la mutante Atps2, y la cepa control. Respecto a la doble mutante Atps2::Amcal,
observamos que su fenotipo fue similar al de la mutante simple Amcal en presencia
de SDS. Un dato interesante fue el hecho de que, observamos una respuesta
diferencial de la mutante Amcal a la cafeina, pero no con respecto a la cepa WT,
puesto que en este caso en particular fue mas resistente que las cepa Atps2 y la

doble mutante en la presencia de 3.5 M de este compuesto (Figura 18).
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Control 3.5 mM Cafeina 12 pug-mL* Rojo congo 0.002% SDS
WT Atps2 Amcal A:A  WT Atps2 Amcal A:A WT Atps2 Amcal A:A WT Atps2 Amcal A:A

Figura 18. Respuesta a agentes que perturban la pared celular. Silvestre (FB1),
mutante Atps2 (234), mutante Amcal (641) y doble mutante Atps2::Amcal (A::A, 672),
respectivamente. Las placas se fotografiaron después de 96 h de incubacioén a 28 °C.

El experimento se realiz6 por triplicado, con dos replicas por experimento.

7. 7. 4 Los metales pesados disminuyen el crecimiento de Atps2 y
Atps2::Amcal

Expusimos a las cepas de U. maydis a la presencia de metales pesados, cuyo
mecanismo de accién es producir estrés oxidativo. En este caso solo la mutante
Atps2 y la doble mutante mostraron vulnerabilidad ante la presencia de éstos, tales
como 1.2 mM CdSOg, 1.5 mM CoClz, y 1.3 mM CdClz, siendo el efecto méas notorio
en respuesta CoClz (Figura 19). Mientras que la mutante Amcal mostré el mismo
fenotipo de la cepa WT, las cuales crecieron menos que la condicion control (sin
metales pesados) pero notablemente mejor que las cepas carentes del gen TPS2
(Figura 19).

Control 1.2 mM CdSOq4 1.5 mM CoClz 1.3 mM CdClz
WT Atps2 Amcal AzA  WT Atps2 Amcal A:A WT Atps2 Amcal A:zA WT Atps2 Amcal A:A
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Figura 19. Respuesta a metales pesados. Las cepas inoculadas en todas las cajas

son: silvestre (FB1), mutante Atps2 (234), mutante Amcal (641) y doble mutante
Atps2::Amcal (A::A, 672), respectivamente. Las placas se fotografiaron después de 96
h de incubacion a 28 °C. El experimento se realizé por triplicado, con dos replicas por

experimento.
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7. 7.5 Respuesta a otros tipos de estrés

Analizamos la respuesta de las cepas mutantes ante otras condiciones de estres,
como fueron: el choque térmico, ya que se ha reportado que en S. cerevisiae existe
una mayor sintesis de trehalosa y también existe una mayor actividad de Ycal ante
esta condicion de estrés (Thammahong et al., 2017; Lee et al., 2010). Ante esta
condicion nuestros datos indican que la mutante Amcal no fue afectada después
de experimentar una incubacion de 50 minutos a 46 °C, mientras que el resto de las
cepas fueron méas sensibles, destacando de manera particular la respuesta muy
sensible mostrada por la mutante Atps2, mientras que la doble mutante
Atps2::Amcal crecié de manera muy similar a la cepa WT, sugiriendo un fenotipo
intermedio entre la mutante Atps2 y la Amcal. En cuanto al dafio de radiacion por
luz UV (50 mJ-cm™), en todas las cepas carentes por lo menos de alguno de los
genes TPS2 o MCAL tuvieron un crecimiento menor que la cepa WT, cabe sefnalar
que ante esta condicion, la mutante Amcal fue la mas sensible puesto que tuvo
menor crecimiento respecto a las demas cepas. Por otro lado, también estudiamos
la respuesta al estrés salino impuesto con 30 mM de cloruro de litio (LiCl),
observamos que la mutante Amcal mostré6 un mejor crecimiento en comparacion
con las demas cepas, las cuales se comportaron de manera similar, asimismo ante
esta condicidon se observo la produccidon de un pigmento color verde-café; el cual
estd presente en menor cantidad en la mutante Atps2 y en la doble mutante
Atps2::Amcal (Figura 20).

Control 50 mJ-cm2 46 °C por 50 min 30 mM LiCl
WT Atps2 Amcal A:A WT Atps2 Amcal A:A WT Atps2 Amcal A:A WT Atps2 Amcal A:A
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Figura 20. Otras condiciones que alteran el crecimiento en U. maydis. Las cepas

inoculadas en todas las cajas son: silvestre (FB1), mutante Atps2 (234), mutante Amcal (641)
y doble mutante Atps2::Amcal (A::A, 672), respectivamente. Las placas se fotografiaron
después de 96 h de incubacion a 28 °C. El experimento se realiz6 por triplicado, con dos

replicas por experimento



7. 8 En ausencia de trehalosa se indujo la expresion del gen UmMCAL en
respuesta a estrés oxidativo

Durante el analisis fenotipico en la mutante Atps2, observamos que ésta mostro
sensibilidad a todos los tipos de estrés estudiados, es decir es muy sensible. Este
fenotipo puede estar relacionado con la importancia de la trehalosa no s6lo como
un disacéarido protector, sino ademas como un regulador de la expresién génica
(Song et al., 2014). Por lo tanto, es posible que el crecimiento de la mutante Atps2
estd comprometido debido a una desregulacion en la expresion de otros genes
involucrados de manera normal en crecimiento o respuesta a estrés. Asimismo,
considerando que las mutantes Amcal, que son resistentes a la mayoria de los
estreses analizados, hipotetizamos, que uno de estos genes que podria estar
relacionado con este fenotipo. Por esta razon se analizé la expresion del gen MCAL
en el fondo genético mutante Atps2 sometida a condiciones de estrés oxidativo con
2.5 mM de H,0,. Observamos que el nivel de transcripcion del gen MCAL1 en el
fondo genético Atps2 fue mayor en comparacion con lo observado en la cepa
silvestre, esto a los 30 minutos de exposicién con H.O., mientras que los niveles del
transcrito de MCA1, durante estrés oxidativo, en la cepa WT fueron similares a los
30 minutos y 60 minutos, decayendo posteriormente la expresion de MCAL a los
120 minutos. Sin embargo, como podemos observar en la figura 21, en ambos
casos, las cepas WT y Atps2, tienen una mayor cantidad de transcrito de UmMCAL1
durante el estrés oxidativo (2.5 mM de H;0,) que en la condicion control. Por lo
tanto, la cantidad del transcrito de UmMCAL1 es inversamente proporcional al tiempo
de exposicion al H.O.. En consecuencia, a los 120 minutos de exposicion con H;O,,
la cepa Atps2 llega a tener la misma cantidad de transcrito de UmMCAL que la cepa
WT en las mismas condiciones (Figura 21). En este caso, seria necesario medir la

actividad de metacaspasa, para determinar su comportamiento en el tiempo.
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3 Control
B 25mMH,0,

Expresion relativa (%)

FB1 234

WT Atps2

Figura 21. Andlisis densitométrico de la expresién del gen UmMCAL. Cuantificacion de la
00 'expresion de UmMCAL en la mutante Atps2 y la WT, con y sin H202 (2.5 mM) durante 30, 60 y

120 minutos. Imagen analizada por densitometria en el programa Image J y los datos se
normalizaron con el gen de actina. El experimento se realizé por triplicado, F=38.58; DF=35;
p<0.0001.

7.9 Latrehalosa es un disacarido protector en U. maydis

Se ha reportado que la sintesis de trehalosa en varios organismos se incrementa
en respuesta a las condiciones estresantes del entorno (Avonce et al., 2006).
Observamos que las mutantes Atps2 que no la producen, son sensibles a las
diferentes condiciones de estrés, en contraparte; las mutantes Amcal son mas
resistentes, por lo cual planteamos la posibilidad de que estas cepas sinteticen
mayor cantidad de trehalosa, por esta razén se cuantificé la concentracion
intracelular de esta molécula en células sometidas a estrés oxidativo (2.5 mM H,0,)
y osmatico (NaCl 500 mM) durante 3 horas de manera independiente. Nuestros
datos indican que las mutantes Amcal sinterizaron mayor cantidad del disacéarido
en la condicién control en comparacion a la cepa WT. Cuando las células fueron
expuestas con el agente oxidante, se detect6 que las mutantes Amcal acumulan el

doble de la concentracion de trehalosa respecto a la cepa WT sometida a este
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estrés (Figura 22). En contraste, las células Amcal sujetas a estrés osmaético no
mostraron diferencias significativas en la concentracion del disacéarido en relacion
con la cepa WT. Este resultado podria sugerir una respuesta diferencial respecto al
tipo de estrés 0 mecanismo de respuesta utilizado por la célula para sobrevivir

(Figura 22).

b 3 Control
@ 44 i b b 3 2.5 mMH,0,
8 l T B3 500 mM NaCl
@
£ 3
o
"»21a 2 a a
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0 | | | I I |
FB1 641 655
WT Amcat

Figura 22. Cuantificacion intracelular de trehalosa por HPLC. La trehalosa se extrajo
de las cepas sometidas a condiciones de estrés oxidativo (2.5 mM H202), osmético (500
mM NacCl) y sin estrés (condicidn control). La concentracion de trehalosa se determiné
utilizando como estandar trehalosa pura, y se expresé en mg de trehalosa por gramo de
peso fresco de células. FB1 (WT), 641 y 655 cepas mutantes Amcal. El experimento se

realiz6 por triplicado, F=25.51; DF=26; p<0.0001.

7.10 La metacaspasa no incrementa la muerte celular en Atps2

La apoptosis es un estado celular que se caracteriza por la activacion masiva de la
proteina llamada caspasa, cuyo homélogo en hongos es la metacaspasa, que
provocan la permeabilizacion de las membranas por lo que el nucleo queda
expuesto para la fragmentacién del ADN y la dispersion de este ultimo por el citosol.
Para determinar la muerte celular, se tifieron las células con el colorante
fluorogénico yoduro de propidio, este reactivo penetra las membranas celulares por
las ulceraciones y se intercala estequiométricamente entre las bases nitrogenadas
de la cadena doble del ADN, tifiendo asi a la célula. Para ello, tratamos las células
de U. maydis correspondientes a las cepas mutantes Amcal, la Atps2 y la doble

mutante Atps2::Amcal en condiciones control (sin estrés), en estrés oxidativo (2.5
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mM H.O,) y estrés osmdtico (500 mM NacCl), durante tres horas, para
posteriormente realizar la tincion con este colorante. Al observar las células al
microscopio encontramos que la cepa WT es sensible al estrés oxidativo en
comparacion con las cepas Amcal y la Atps2::Amcal, al tener un mayor porcentaje
(23%) de células muertas (Figura 23). Sin embargo, de manera interesante
encontramos que la cepa mutante Atps2 presenta el doble de células muertas en
comparacion con su condicion control y que la mutante Amcal y la doble mutante
Atps2::Amcal. Respecto a la condicion de estrés osmotico, observamos que no
hubo diferencia significativa entre los tres fondos genéticos, lo que sugiere un tipo
de muerte distinta, ya sea por regulada por otras rutas, aun asi, se observé que la
mutante Atps2 presenté menor cantidad de células muertas que las otras cepas, por
lo que la trehalosa no es una molécula protectora cuando las células se exponen a

estrés osmatico (Figura 23).

30
a 3 FB1(WT)
? 1 234 (Atps2)
*qg' 20- B 641 (Amcat )
= Il 672 (Atps2::Amca1 )
g 107 a
R a a
b
0- T
Control 2.5 mM H,0, 500 mM NaCl

Figura 23. Muerte celular. Se muestra la cuantificacion de las células muertas obtenidas
posterior a 3 horas de exposicion al agente oxidante (2.5 mM H203), estrés osmético (500
mM NacCl) y sin estrés (condicion control). Las células tenidas se observaron el microscopio
compuesto triocular EPI-fluorescente Mod. M834FLR AMSCOPE® por triplicado, F=29.71;
DF=24; p<0.0001.

7. 11 La transicion dimdrfica de U. maydis se ve afectada por la delecion de
TPS2 y MCA1

Como se mencion6 anteriormente, U. maydis es un hongo dimorfico, proceso
indispensable para poder infectar al maiz, que pasa de una forma de levadura
(estado haploide, no infectivo) a una forma de micelio (infectiva-dicariotica). En
condiciones de laboratorio este cambio se puede estudiar creciendo a U. maydis en
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medio minimo (MM) pH 7, condicién en la que se obtiene la forma de levadura y en
MM pH 3 para formar las hifas. Las cepas Amcal, Atps2 y Atps2::Amcal crecieron
adecuadamente en la forma de levadura en MM pH 7, en comparacién con la cepa
silvestre. Por otro lado, cuando se observaron las células crecidas en MM pH 3, las
mutantes Atps2 de ambos sexos (albl y a2b2) desarrollaron hifas gruesas y no
elongadas (ovaladas), respecto a las mutantes Amcal estas crecieron con una
morfologia similar a la silvestre. De manera interesante, las dobles mutantes
Atps2::Amcal formaron hifas con una estructura normal, aunque se aprecié menor
namero de ramificaciones que la cepa WT. Un aspecto importante es la formacion
de septos a lo largo de la hifa. A este respecto, las cepas Amcal, Atps2 y
Atps2::Amcal mostraron una menor cantidad de septos respecto a la cepa WT de

ambos sexos (Figura 24).

WT Atps2 Amcaft Atps2::Amcat

alb1

pH7

pH 3

azb2

H7

Figura 24. Dimorfismo en U. maydis. Las cepas incubadas 24 h en MM7 y MM3
respectivamente. Las células tefiidas con calcofltor white fotografiadas con el microscopio
compuesto triocular EPI-fluorescente Mod. M834FLR AMSCOPE®. (WT) FB1 y FB2,
(Atps2) 234 y 277, (Amcal) 641 y 655, (Atps2::Amcal) 672 y 667. Escala igual a 20 pM,

en el objetivo 40x. El experimento se realiz6 por triplicado.



7. 12 La funcién de la trehalosa y la metacaspasa durante el dafio a la
mitocondrial es diferencial

Esta documentado que el acetato es un reactivo que dafia las funciones de la
mitocondria e incrementa el estrés oxidativo generando la PCD. Por esta razon las
mutantes simples y dobles mutantes se crecieron en placa con diferentes
cantidades de acetato de sodio (AcNa) de 1.5%, 2%, 3% y 4% (m-v!) y se compard
el comportamiento con la cepa silvestre. Observamos que la Amcal se comporta
diferente a cada condicién probada, ya que a 1.5% crece similar a la cepa WT, mejor
que Atps2 y que Atps2::Amcal. Mientras que en la condicidén del 2%, las mutantes
Amcal y Atps2 crecen igual, aunque menos que la WT y la cepa Atps2::Amcal,
estas dos ultimas cepas mostraron el mismo comportamiento en las condiciones
posteriores (3% y 4%), mientras que Amcal al 3% y 4% tiene menor crecimiento
que la cepa Atps2, este dato sugiere un umbral en el crecimiento de Amcal en
acetato de sodio (Figura 25). En particular, en esta condicion, se observé mayor

cantidad de pigmento, color café, el cual vario entre las diferentes cepas.

Control 1.5% AcNa 2% AcNa
WT Atps2 Amcal A:A WT Atps2 Amcal A:A WT Atps2 Amcal A:A
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Figura 25. Crecimiento de U. maydis en acetato de sodio. Las cepas inoculadas en
todas las cajas son: silvestre (FB1), mutante Atps2 (234), mutante Amcal (641) y doble
mutante Atps2::Amcal (A::A, 672). Las placas se fotografiaron después de 96 h de
incubacion a 28 °C. El experimento se realizé por duplicado, con dos replicas por

experimento.
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virulencia que la ausencia de Mcal

Las plantas del maiz de la variedad cacahuazintle se infectaron con las cruzas de
las mutantes Amcal (639x661; 641x655), las mutantes Atps2 (234x277), las dobles
mutantes Atps2::Amcal (672x667; 675x651) y como control positivo las cepas WT
(FB1xFB2). Se utilizaron 100 plantas por cada una de las combinaciones
mencionadas, como control negativo se inyecté agua destilada estéril. Los signos
presentados por las plantas se analizaron a los 14 dias posteriores a la infeccion
(Chavan & Smith, 2014). Como se muestra en la Figura 26, las cepas mutantes
Amcal tiene la misma relacion de signos respecto a las cepas WT, estos datos
indican que la eliminacion del gen MCAL no afecta la patogenicidad de U. maydis.
Sin embargo, la eliminacion de gen TPS2 (Atps2) disminuyd la virulencia en las
plantas, de acuerdo con lo reportado por (Cervantes-Chavez et al., 2016), aunque
las dobles mutantes Atps2::Amcal son estadisticamente similares al fenotipo de
virulencia de la cepa Atps2, estas tuvieron la capacidad de generar mas agallas
pequefias y pocas agallas grandes, pero no es comparable con lo observado en las
cepas Amcal o la cruza WT.
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Porcentaje (%)
oS
?

|
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H  Muerte

FB1x FB2 639x661  641x655  234x277  672x667  675x651 H,O

WT Amca1 Atps2 Atps2::Amca1l
Figura 26. Cuantificacion de los signos producidos por las cepas mutantes y dobles
mutantes de U. maydis. Las cepas utilizadas fueron: (WT) FB1xFB2, (Atps2) 234x277,
(Amcal) 639x661 y 641x655, (Atps2::Amcal) 672x667 y 675x651 y H20, (n) niumero de
plantas infectadas. Las plantas se infectaron a los 7 dias de haberlas sembrado. Los

signos se analizaron a los 14 dias después de la inoculacion. Los datos se analizaron por
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VIII. DISCUSION

8. 1 Modelado de la metacaspasa de U. maydis

La metacaspasa de Ustilago maydis (UmMcal; UMAG_01408) es la Unica
metacaspasa presente en este hongo para el analisis in silico. En contraste con lo
reportado en Podospora anserina y Aspergillus fumigatus, en los que se
caracterizaron dos genes con identidad de caspasa, PaMCAl y PaMCA2, CasA y
CasB, respectivamente (Richie et al., 2007; Hamann et al., 2007). La UmMcal esta
clasificada como tipo |, por su prodominio en el extremo N-terminal, que comparte
con Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, ambos prodominios son distintos, ya
gue el de U. maydis tiene una region rica en glicina y prolina (poli G/P, Gly y Pro)
como lo muestra la Figura 5; mientras que en S. cerevisiae, este esta conformado
por una region rica en prolina y un prodominio poli Q/N (GIn y Asn), el cual es
importante para la eliminacion de agregados insolubles de proteina (AIP) y tiene
una funcion priénica (Erhardt et al.,, 2010; Lee et al., 2010). Se sabe que las
proteinas interaccionan con otras proteinas y para ello necesitan secuencias que
favorezcan dicha unién o establezcan ciertos espacios rigidos para la interaccion de
los dominios de las proteinas, es por ello que la region rica en Gly/Pro sirve como
un enlazador de proteinas, ya que la region rica en Pro forma una estructura
relativamente rigida para favorecer la unién entre dominios, que sirve como un
“brazo adhesivo”, mientras que la regidn rica en glicina es flexible para la unién con
los dominios de otras proteinas sin alterar las funciones de cada dominio (Reddy et
al., 2013). Lo que sugiere que la region poli G/P en U. maydis facilita la interaccion
proteina-proteina y funciona como una estructura regulatoria de la metacaspasa con
su sustrato.

La estructura 3D de UmMcal mostré mayor similitud con tres estructuras de
metacaspasas reportadas en la base de datos PDB, entre las cuales se encuentra
la metacaspasa (Ycal) de S. cerevisiae, con una similitud del 75%. Entre las
proteinas utilizadas para realizar el alineamiento de la figura 6 se usaron las
secuencias de S. cerevisiae, Candida albicans, y la caspasa 3 de Homo sapiens, se
pudo observar que la cantidad de laminas-p es diferente entre Yca1 (8), Mca1 (7) y

Casp-3 (6), y en el caso de C. albicans puede tener 8 laminas-3 como en el caso de
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Ycal, por la homologia de la secuencia que existe en la lamina-B extra que
contienen respecto a Mcal de U. maydis; todas tienen su sitio activo conservado
puesto que estan presentes la His y Cys. Conforme se ha visto la proteina Ycal,
tiene una subunidad pequefia (p10) y una subunidad grande (p20), la cuales
comprenden los residuos 1-331 y 335-432, respectivamente; cuyo procesamiento
autocalitico remueve pl0, que se encuentra entre Lys33!y Lys33* formando la
secuencia K33'TVK3*#G (Wong et al., 2012). De manera que, esta pequefia
secuencia esta conservada en U. maydis, excepto por la primer lisina que es una
treonina, T3*TAKS39"N, sugiriendo que el posible sitio de corte podria ser en la Lys30’
(Figura 6). Aunque ambas secuencias, solo difieren por dos aminoacidos en los
extremos de la secuencia de interés, en el programa CLC Main Workbench ambas
secuencias estan reconocidas como sitios de fosforilacion, lo que propone que
conservan alguna actividad en comun. Esta actividad de autoprocesamiento en la
mayoria de las metacaspasas es altamente dependiente de Ca?* y también puede
ser regulado por cambios en la concentracion de iones de Ca?*, como se ha visto
en C. albicans y S. cerevisiae (Minina et al., 2017). A pesar de que ya se sabe que
las metacaspasas son activas como mondémeros, no todas rompen entre las
subunidades p20 y p10 o eliminan el prodominio N-terminal, en el caso de U.
maydis, es necesario realizar otros estudios que permitan determinar si en este

hongo se lleva a cabo este autoprocesamiento.

8. 2 Funcién dual de la metacaspasa en estrés oxidativo y la trehalosa como
una molécula precursora de antioxidantes

En U. maydis se ha descrito que la mutacién del gen TPS2, genera susceptibilidad
en ambientes oxidantes (Cervantes-Chavez et al., 2016). Por lo que, la trehalosa
podria realizar la funciébn de una molécula protectora de proteinas y membranas
durante el estrés oxidativo (da Costa Morato Nery et al., 2008). Por otra parte, la
metacaspasa es una proteasa que promueve la muerte celular programada (PCD)
en presencia de agentes estresantes (Hill & Nystrom, 2015). En C. albicans durante
el estrés oxidativo y térmico, se determiné un incremento en la acumulacién de

trehalosa, mientras que la deficiencia en las mutantes que presentaron déficit en la
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sintesis de trehalosa, mostraron un incremento de apoptosis en presencia de H202,
junto con una mayor cantidad intracelular de Ca?* y actividad de metacaspasa (Lu
et al., 2011).

En U. maydis, como se observé en la Figura 16, las mutantes Amcal, Atps2, asi
como la doble mutante Atps2::Amcal en rosa de bengala (RB) mostraron diferentes
fenotipos en presencia de luz y en oscuridad. EI RB es un colorante fotoreactivo que
produce oxigeno en singulete cuando se ilumina. Ademas, el RB retarda el
crecimiento radial de hongos filamentosos por la produccion de ROS provocando
fototoxicidad en las células (Chilvers et al., 1999). En la condicién de RB (130 pg-mL-
1) con luz, la mutante Atps2 mostré una ligera diminucién de crecimiento respecto a
la cepa silvestre (WT), mientras que Amcal y Atps2::Amcal, tuvieron un menor
crecimiento. Esto sugiere, que la molécula de la trehalosa esta involucrada en la
proteccion celular ante la presencia de fotosensibilizadores como el RB. Por otro
lado, la metacaspasa es importante en la respuesta ante este tipo de estrés, ya que
la doble mutante Atps2::Amcal mostro el mismo fenotipo que la cepa Amcal, donde
ambas cepas fueron sensibles al RB en presencia de luz.

En plantas se ha descrito que la delecion de la metacaspasa | en Arabidopsis
thaliana (atmcl), afecta la viabilidad de las células en presencia del RB mostrando
mayor cantidad de células muertas respecto a la cepa WT (Coll et al., 2014),
indicando que la metacaspasa participa en la respuesta de las células contra el
incremento de las ROS producidos por la presencia de fotosensibilizadores, como
el RB, o durante el envejecimiento. En cuanto a la condicion de RB en oscuridad
sucedid lo contrario, respecto a la presencia de la luz, al comparar el crecimiento de
las cepas. La mejor cepa en crecer fue la WT, mientras que Atps2 y Atps2::Amcal
fueron las mas afectadas por la presencia de RB, aunque la Amcal tuvo mejor
crecimiento que Atps2, pero no supero el crecimiento de WT. Aunque se ha descrito
gue el RB en oscuridad no es fototoxico (Chilvers et al., 1999), el mecanismo de
accion de los organismos ante este reactivo en esta condicién no ha sido descrito a
detalle, es interesante la vulnerabilidad de U. maydis, en ausencia de la sintesis de
la trehalosa, a este fotoreactivo en oscuridad.

En presencia de algunos quimicos oxidantes como menadiona, tBOOH y
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H202, el fenotipo de Amcal mostr0 resistencia a estos agentes causantes de
apoptosis por este tipo de estrés. En el caso de 4 uM menadiona (2-metil-1, 4-
naftoquinona), se sabe que de manera natural A. nidulans, Fusarium graminearum,
C. albicans, Kluyveromyces lactis y S. cerevisiae, son mas resistentes, esto en
funcion de su capacidad detoxificante de superéxidos generados por la menadiona,
mientras que el hongo patdgeno de arroz Magnaporthe grisea, es mas sensible al
estrés oxidativo por menadiona, al igual que U. maydis (Nikolaou et al., 2009). Las
cepas Atps2 y Atps2::Amcal mostraron una mayor sensibilidad que laWT y Amcal,
como se ve en la figura 16, por lo que se reitera la posible participacion de la
trehalosa en la desintoxicacion por superoxidos siendo una molécula involucrada en
la sefalizacion de respuesta a estrés oxidativo para la activacion de enzimas
antioxidantes como superéxido dismutasas, catalasas, y de proteinas de choque
térmico (HSP) (Jamieson, 1998), para mantener la proteostasis mediante el
plegamiento y re-plegamiento de proteinas, debido a la acumulacién de ROS, en S.
cerevisiae (Cervantes-Chavez et al., 2016; Kim et al., 2011).

En S. cerevisiae y C. albicans el agente oxidativo t-butilhidroperoxido
(tBOOH), acelera la peroxidaciéon lipidica de la membrana y activa el sistema
antioxidante (Fekete et al., 2007), en presencia de 700 uM de este agente, se
observd en U. maydis que en Atps2 y la Atps2::Amcal tuvieron un menor
crecimiento que la cepa WT, por lo que su sistema antioxidante puede estar
comprometido por la ausencia de la sintesis de trehalosa, como también se ha
descrito en Cryptococcus neoformans, debido a la mutacién de TPS1 y TPS2
(Petzold et al., 2006). Caso contrario, la mutante Amcal tuvo un buen desarrollo en
comparacioén con las dos mutantes anteriores y la cepa WT. Con base a estos datos,
en U. maydis la metacaspasa actita como un promotor de la PCD ante agentes
estresantes oxidativos como el tBOOH (Figura 16), por lo que seria conveniente
medir la lipoperoxidacion en U. maydis en respuesta a tBOOH.

Al usar 3 mM de peroxido de hidrégeno (H202) la Atps2 y Atps2::Amcal
fueron mas sensibles que la WT, sugiriendo la importancia de la trehalosa como una
molécula protectora en respuesta al estrés oxidativo (Cervantes-Chavez et al.,

2016), asi mismo en el caso de F. graminearum, la eliminacién de ambos genes
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TPS1 y TPS2 inhiben el crecimiento micelial en presencia de H202 (Song et al.,
2014).

Teniendo en cuenta que la apoptosis es una via alterna de muerte celular
inducida por H202, se analizé la expresion del gen UmMCAL en la cepa Atps2
(Figura 21) donde se observé que la susceptibilidad de esta cepa puede estar
potencializada por la mayor expresion de MCAL. Esta sensibilidad a estrés oxidativo
también se observd en mutantes en el gen TPS1 de C. albicans donde se afecté la
viabilidad de las células en presencia de 2 mM de H202, y se observd un aumento
en los niveles intracelulares de ROS, asi como en la actividad de la metacaspasa
(Lu et al., 2011). Lo que sugiere que en U. maydis puede suceder un escenario
similar, en cuanto a un aumento de la actividad de la metacaspasa, al existir una
mayor expresion del gen MCA1 en la mutante Atps2 (Figura 21). Sin embargo, pese
a que el gen MCA1 se expresa mas en Atps2 no generdé mayor muerte celular en
estrés oxidativo como se observé en la figura 23, donde la cepa WT fue la que tuvo
una mayor cantidad de células muertas en presencia de H20:2 (Figura 27);
sugiriendo que la actividad de la metacaspasa no es exclusiva en pro apoptosis,
sino que podria estar relacionada con el mantenimiento de proteinas mal plegadas
para preservar la calidad de la proteinas durante el estrés oxidativo, como se ha
sugerido la participacion de la metacaspasa como co-chaperona en S. cerevisiae
(Hill & Nystrom, 2015; Lee et al., 2010). Mientras que en la mutante Amcal pasa el
efecto contrario, crece mejor que la cepa WT en respuesta a H202, como se ve en
la figura 16; como sucede en P. anserina y S. cerevisiae, ascomicetos en los que la
eliminacion de MCA1 decrecié el porcentaje de PCD inducida por H202, en
comparacién al mismo tratamiento aplicado a la cepa silvestre, tolerando asi el
estrés oxidativo (Hamann et al., 2007; Madeo et al., 2002).

Se tiene conocimiento de que la trehalosa es una molécula protectora ante el
dafio ocasionado por radicales libres de oxigeno (Thammahong et al., 2017); como
se menciong, la mutante Amcal es mas resistente al H20O2; asimismo, esta mutacion
produjo que en las células Amcal se acumulara mayor cantidad de trehalosa en
comparacion con cepa la silvestre; tanto en la condicién control como en presencia

de 2.5 mM de H20: (Figura 22) esto podria deberse a que la eliminacion del gen
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MCAL en otros organismos genera acumulacion de proteinas oxidadas, con la
consecuente activacion del proteosoma 20S (Khan et al., 2005), y que como
mecanismo compensatorio se incrementa la sintesis de trehalosa (Figura 27); ya
gue la trehalosa por si misma se considera una chaperona que protege proteinas y
membranas en condiciones que comprometen el bienestar celular y promueve la
actividad de enzimas antioxidantes en S. cerevisiae y C. albicans, y como se
plantea en el modelo hipotético de la figura 27 (Zaragoza et al., 2003; Benaroud;j et
al., 2001). Este dato concuerda con lo reportado en la mutante Amcal de C.
albicans, en la que se observé una mayor cantidad de trehalosa en 2 mM de H20:2
(Cao et al., 2009), sugiriendo que la capacidad de supervivencia de la mutante
Amcal ante H20: se debe a la acumulacion de trehalosa promoviendo la actividad
antioxidante de otras enzimas, reflejandose en la reduccién de células muertas
durante el estrés oxidativo mostrando asi una relacion entre la metacaspasa y la
sintesis de trehalosa (Figura 23). A pesar de que la cepa Atps2::Amcal se ve en un
punto intermedio entre el fenotipo de Amcal y Atps2, la cantidad de células muertas

es similar a la cantidad presentada por Amcal, aunque tenga los dos sistemas de

[ \
Mcal Glucosa
\ |

Proteasa G6P + UDPG
|

| | Tpsl
Apoptosis Proteostasis T6E|
‘ Tps2

Chaperona Trehalosa

Chaperona
molecular

proteccion comprometidos.

Figura 27. Modelo hipotético de la actividad chaperona de la metacaspasa (Mcal) y
trehalosa. La metacaspasa podria estar implicada en la proteostasis celular como un co-
chaperona para el control de calidad de proteinas (PQC), ante el estrés oxidativo. Y la
sintesis de trehalosa se activa ante la presencia de agentes oxidativos, a partir de la ruta
conocida TPS/TPP donde estan involucradas dos enzimas Tpsl y Tps2, para producir

trehalosa y proteger proteinas y membranas.
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8. 3 Latrehalosa ayuda a soportar el estrés acido pero el dafio a mitocondria
esta comprometido en Amcal

El &cido acético (AA) es un inductor de la apoptosis. En varias especies de Candida,
éste indujo la muerte celular acompafiada de la activacion de la metacaspasa
(Lastauskiené et al., 2014). En S. cerevisiae el AA ingresa a la célula por difusiéon
facilitada por los canales de aquagliceroporina (Fpslp), se acumula en la célula y
acidifica el ambiente intracelular, resultando en apoptosis (Giannattasio et al., 2013;
Ludovico et al., 2001). U. maydis en presencia de 4 mM de AA, la cepa Amcal
crecié mejor que el resto de las cepas (Figura 16), sugiriendo la participacién de la
metacaspasa para conducir este proceso de PCD, como se ha visto en S. cerevisiae
donde YCA1l regula actividades del sistema de ubiquitinacidon-proteosoma y
regulacion de proteinas chaperonas durante la presencia de AA (Longo et al., 2015).

En presencia de este acido, y en ausencia de trehalosa por la eliminacién de
TPS2 en S. cerevisiae se observo una mayor cantidad de ROS, asi como mayor
actividad de la caspasa (Ycal) en presencia de AA (Petitjean et al., 2017), un
escenario que pudiera presentarse en U. maydis, puesto que la cepa Atps2 fue muy
sensible al ataque de este acido, indicando que la trehalosa protege a U. maydis en
presencia de acidos organicos, como en el caso de S. cerevisiae (Yoshiyama et al.,
2015) y es posible que tenga mayor actividad de metacaspasa, segun lo observado
en nuestros estudios de RT-PCR, aunque en presencia de otros tipos de estrés
(Figura 21). En cuanto a la cepa Atps2::Amcal, mostré un fenotipo méas sensible
que la cepa Atps2 al AA, muy contrario al fenotipo de S. cerevisiae, ya que la doble
eliminacién de TPS1 y MCA1 no afecto la viabilidad celular teniendo el mismo
fenotipo que la mutante Aycal (Petitjean et al., 2017).

Por otro lado, se ha descrito que la PCD generada por AA, también juega una
funcién importante en la liberacién del citocromo C (cyt-c) acompafiado de defectos
en la cadena respiratoria de la mitocondria (Guaragnella et al., 2010). En la caso de
la mutante Aycal de S. cerevisiae, ésta no libera el cyt-c al citosol para su funcion
como donador de electrones y secuestrador de ROS, por lo que hay una aumento
de ceramidas en la mitocondria como mecanismo de compensacion; sin embargo,

si disminuye la protedlisis, reduciendo asi la disponibilidad de aminoacidos (Longo
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et al., 2015).

De acuerdo al andlisis del proteoma de la mutante Aycal, se observo que la
proteina Mmflp, que estd involucrada en el mantenimiento del genoma
mitocondrial, estd en menor cantidad que en la cepa WT, la cual también es
requerida en la transaminaciéon de isoleucina, por lo que explica que haya
acumulacion de isoleucina (Zdralevié et al., 2015), este dato sugiere que en la cepa
Amcal de U. maydis pueda existir cierto dafio mitocondrial.

Como se explicod anteriormente, la mitocondria esta implicada en la muerte
celular por el estrés con AA (Giannattasio et al., 2013). Recientemente, en U.
maydis, se utilizé el acetato de sodio (AcNa) para inducir la muerte celular, donde
la captacion de acetato provoca la acidificacion del citoplasma, influye en la
glucodlisis y en el metabolismo de los aminoacidos, dafiando la funcion de la
mitocondria (Kretschmer et al., 2018; Marques et al., 2013). Al estudiar el efecto de
diferentes concentraciones de AcNa en las mutantes y dobles mutantes de U.
maydis (Figura 25). La mutante Amcal mostro resistencia a la condicién 1.5% de
AcNa, sugiriendo que al no estar presente la metacaspasa, no puede conducir a la
muerte por un mecanismo similar al reportado en S. cerevisiae o en U. maydis,
dafiando las funciones de la mitocondria o acidificacién del citoplasma (Kretschmer
et al., 2018; Ludovico et al., 2001), pero no asi cuando el AcNa se incremento al 3%
y al 4%, su fenotipo estuvo comprometido, mostrando un menor crecimiento al
compararlo con la cepa silvestre (Figura 25), sugiriendo la vulnerabilidad de la
mitocondria debida a un umbral de AcNa. Mientras que la mutante Atps2 y la doble
mutante Atps2::Amcal son vulnerables a 1.5% de AcNa (Figura 25), la ausencia de
trehalosa puede ser la causa en la mutante Atps2 y en la doble mutante sea debido
a una causa compensatoria, puesto que no existe la metacaspasa. Por lo que, el
fenotipo mostrado por la cepa Amcal en ambas condiciones, donde el AA induce a
apoptosis y la liberacion del cyt-c mientras que AcNa altera el funcionamiento de
mitocondria, estd comprometido por la carencia de la metacaspasa, aludiendo que

Mcal tienen una actividad dual, en pro de la apoptosis y en la protedlisis.
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8. 4 En ausencia de trehalosa el estrés osmotico no incrementa la muerte
celular
El crecimiento de U. maydis en estrés osmotico (1.3 M NaCl, 1.8 mM sorbitol y 1.4
mM KCI), mostré que la cepa Atps2 fue sensible en todas las condiciones de estrés
osmatico (Figura 17), segun el fenotipo de la mutante Atps2 descrito por Cervantes-
Chéavez et al. (2016); un comportamiento similar fue observado en el caso de F.
graminearum, donde se afectd el crecimiento micelial de la mutante TPS2, en
presencia de NaCl y sorbitol (Song et al., 2014), asi como en C. neoformans (Atps1)
fue sensible al estrés osmatico con 1 M sorbitol (Petzold et al., 2006). En cuanto a
la mutante Amcal, esta mostr6 un mejor crecimiento que las demas cepas,
reiterando la capacidad de la metacaspasa para favorecer la muerte celular, como
se observé en S. cerevisiae, la presencia de agentes de que conducen al estrés
osmoético, como lo es el sorbitol; incrementan la produccion de ROS, la actividad de
la metacaspasa y dafa la mitocondria para promover la apoptosis (Silva et al.,
2005). Sin embargo, cabe sefalar que la cantidad de trehalosa que acumulo la
mutante Amcal durante el estrés osmotico fue igual que la obtenida por la cepa FB1
en condiciones control (Figura 22), por lo que la trehalosa en U. maydis no se
acumula en respuesta al estrés osmaotico, caso contrario a lo observado durante el
estrés oxidativo (Figura 22), sugiriendo que la proteccidon al estrés osmotico esta
regulado por otras rutas de proteccién por moléculas osmoreguladoras como el
glicerol por la via de Hog | descrito en la levadura (Rodriguez-Pefia et al., 2010),
asimismo en S. cerevisiae la acumulacion de trehalosa incrementé la osmolaridad
intracelular simulando un estrés hipotonico ambiental, provocando la activacion de
la via PKC1 (por sus siglas en inglés, protein kinase C1) (Mensonides et al., 2005).
Asi como se observé en la cuantificacion de células muertas en presencia de
NaCl, que hubo una menor cantidad en la mutante Atps2; sin embargo, no existe
diferencia significativa respecto a las demas cepas tanto silvestre, como mutante
Amcal y doble mutante, por lo que el escenario sugiere que la muerte celular no es
dependiente de MCA1 (Figura 23), como se ha visto en S. cerevisiae donde la
apoptosis producida por NaCl, puede ser dependiente o independientemente de
Ycal (Wadskong et al.,, 2004). En U. maydis, la doble mutacién en la cepa
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Atps2::Amcal provocd un precario crecimiento, ya que carece de los mecanismos
necesarios de supervivencia; la metacaspasa como una enzima en favor de la

proteostasis y la sintesis de trehalosa en pro del mantenimiento celular.

8.5 Lasensibilidad de lapared celular se debe alaausenciade la metacaspasa
en U. maydis

La pared celular es la primer estructura de la célula que esta en contacto con el
medio ambiente y da proteccidn; ésta se caracteriza por su plasticidad, y su
capacidad de remodelaciéon (Wang et al., 2018). La integridad de la pared celular es
importante durante la interaccién patdégeno-huésped, como en el caso de U. maydis
donde la alteracion de la biosintesis de quitina conduce a la completa o parcial
perdida de la virulencia en maiz (Garcera-Teruel et al., 2004). Nosotros, detectamos
cierta afectacion de la pared celular por la eliminacion de los genes TPS2 y MCAL,
hecho que se observo cuando las células fueron retadas con diversos agentes que
perturban la construccion o la remodelacién de la pared celular. Analizamos el
efecto de 3.5 mM de cafeina, 12 pg-mL* de rojo congo (RC) y 0.003% de SDS
(Figura 18).

La cafeina es comunmente utilizada para evaluar el fenotipo de la via para la
integridad de la pared celular, en la cual existe una regulacion mediada por cinasas
(Kuranda et al., 2006). En el caso de las mutantes Atps2 el crecimiento se vio
disminuido como lo menciona Cervantes-Chavez et al. (2016), demostrando que la
integridad de la pared celular esta comprometida por la falta de trehalosa y
posiblemente debido a la acumulacién de T6P, inhibiendo la actividad de las cinasas
involucradas en la integridad de la pared celular, como se reporté en Aspergillus
fumigatus y S. cerevisiae (Eleutherio et al., 2014; Puttikamonkul et al., 2010). Por
otro lado, la cepa Atps2::Amcal mostrdé mejor crecimiento que la Atps2, sin embargo
no se restauro la capacidad de crecimiento totalmente al compararla con el fenotipo
de la mutante Amcal, que crecié mejor incluso que la cepa control (WT) (Figura 18),
lo que sugiere que la cafeina puede inducir la muerte celular mediada por la
metacaspasa, como se ha reportado en células de raton, puesto que cafeina

aumenta la actividad de la caspasa 3 (Lu et al., 2002).
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En cuanto al analisis del ensamble de la pared celular, encontramos un dato
muy interesante, puesto que al utilizar RC, reactivo que interfiere con la uniéon de los
B-1,-3 glucanos en la pared (Ram & Klis, 2006); detectamos que la cepa Amcal que
es resistente a la cafeina, ahora mostré un fenotipo de alta sensibilidad ante este
agente (Figura 18), seguida de la cepa Atps2::Amcal influyendo asi la ausencia del
gen de la metacaspasa en el fenotipo de la doble mutante mas que la deficiencia de
trehalosa, puesto que la Atps2 mostré un fenotipo menos sensible que la doble
mutante. Estos datos pueden estar relacionados con lo observado en S. cerevisiae,
en esta levadura existe un aumento de GDP-manosa en la cepa Aycal, lo cual
puede influir en la capacidad del remodelamiento de la pared celular como
respuesta a una condicion de estrés (Zdralevié et al., 2015). Retomando lo
observado con la mutante Atps2, ésta fue mas sensible que la WT al RC, pero aun
asi fue mas resistente que Amcal y Atps2::Amcal, no obstante se ha descrito que
otros hongos presentan sensibilidad a RC en ausencia de TPS2 como en el caso
de A. fumigatus, ademas de defectos en la formacion de la matriz de quitina-
glucano, y en la biosintesis de quitina (Puttikamonkul et al., 2010). Asimismo, en F.
graminearum en la mutante Atps2 se observaron varias alteraciones, como menor
cantidad de quitina debida a una menor actividad de quitina sintasa, resultando en
una expansion lateral anormal de la pared celular, al ser mas gruesa (Song et al.,
2014).

Es bien conocido que el SDS es un agente que solubiliza manoproteinas de
la pared celular (Ram et al., 2004; Garcera et al., 2003). En la condicion de SDS la
cepa Atps2 tuvo mejor crecimiento que la cepa Amcal y la doble mutante
Atps2::Amcal, denotando una participacibn menor de la trehalosa en el
mantenimiento de la pared celular, pudiendo estar mas relacionada la actividad de
la metacaspasa, o0 bien que la ausencia de trehalosa origine cambios en la
composicién de la pared celular como se reporté en F. graminearum (Song et al.,
2014). Como se mencion0 anteriormente, la mutante Aycal de S. cerevisiae tiene
comprometida la via de la biosintesis de la pared celular, presenta un aumento del
50% de GDP-manosa, debido a una mayor actividad de la enzima Sec53p

(fosfomannomutasa) involucrada en la sintesis de GDP-manosa y dolicol-fosfato-
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manosa, misma que es requerida para el plegamiento y la glicosilacion de proteinas
secretoras en el lumen del reticulo endoplasmaético, y una disminucion en la enzima
Psalp que cataliza la sintesis de GDP-manosa, y manosa-1-fosfato (Zdralevi¢ et
al., 2015), influyendo asi en la dinamica del remodelamiento de la pared celular en
ambientes de estrés; una situacion similar podria estar operando en U. maydis en
la mutante Amcal; dado el fenotipo observado en la pared celular ante el RC y SDS,

con estos datos generamos el modelo hipotético explicado en la figura 28.

Glucosa
Amcal |
4Sec53 G6P + UDPG
¥Psal Tps1
manosa Atps2

{quitina

‘ debilitada

Pared celular

Figura 28. Posibles escenarios de la afectaciéon de la pared celular en la ausenciade
Mcal y Tps2. La delecién de la MCAL ocasiona cambios en la sintesis de GDP-manosa
al variar la expresion de Sec53p (sobreexpresion) y Paslp (represiéon) como sucede en S.
cerevisiae, esto podria estar afectando la remodelacién de la pared celular al aglomerar
cadenas largas de residuos de manosa. Asimismo, la ausencia de TPS2 podria hacer que
la cantidad quitina en la pared celular sea menor, afectando en la formacién de hifas y en

la virulencia.

8. 6 La viabilidad celular estda comprometida en Atps2 por metales pesados,
exposicion alaluz UV, choque térmico y estrés salino

La presencia de metales pesados como CdSOa4, CoCl2 y CdClz, solo afectaron el
crecimiento de la cepa Atps2 y Atps2::Amcal, mientras que la cepa Amcal se

comport6 igual que la cepa WT (Figura 19). El CoCl2 induce condiciones similares
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a hipoxia (Kretschmer et al., 2018), mientras que el cadmio es toxico (CdSOs vy el
CdCl2), provoca mutagénesis al alterar la capacidad de la célula para reparar el
dafio a ADN (Nargund et al., 2008). Segun nuestros hallazgos, la eliminacion de
TPS2 generd vulnerabilidad ante estos agentes, por lo que la trehalosa es una
molécula protectora contra metales pesados (Figura 19), como en
Schizosaccharomyces pombe donde se observo que el estrés por cadmio (Il)
provoca la sobreexpresion de los genes de la sintesis de trehalosa TPS1 y TPS2
(Guo et al., 2012). Aunque el cadmio no cataliza la produccién de ROS, si promueve
el estrés oxidativo agotando las defensas antioxidantes (Nargund et al., 2008), como
podria ser el caso de la presencia de la trehalosa como agente protector.

En otras condiciones, como es la radiacién UV con 50 mJ-cm las mutantes
simples Atps2, Amcal y la doble mutante Atps2::Amcal, presentaron un fenotipo
sensible a la radiacion, mas que la cepa WT (Figura 20), sugiriendo que ambos
genes son importantes en la sefalizacion desencadenada por la radiaciéon para
ejecutar un mecanismo de proteccion, ya que la radiacion UV causa estrés
oxidativo, acelerando la oxidacion de proteinas, asi como dafio al ADN (Angelova
et al., 2005), como se ha reportado en S. cerevisiae que la inhibicion de apoptosis
dependiente de caspasa (Aycal) incrementa los niveles de proteinas oxidadas
(Khan et al., 2005), por lo que reitera la vulnerabilidad de U. maydis al estar ausente
la proteina Mcal, disminuyendo la viabilidad celular, asimismo las mutantes
deficientes de trehalosa acumulan mas proteinas oxidadas durante el estrés
oxidativo que la WT (Benaroud;j et al., 2001).

Respecto al estrés térmico, la Unica cepa que toleré dicha condicién fue
Amcal, debido tal vez a una mayor actividad de chaperonas y del proteosoma, ya
gue este dato se correlaciona con la coexistente interaccion proteolitica de Mcal
con el conjunto de enzimas involucradas en la PQC (control de la calidad de
proteinas) como Ydjl, Ssal, Ssa3 y Hspl04, para la posterior eliminacién de
proteinas via el proteosoma en S. cerevisiae (Hill et al., 2014; Lee et al., 2010).
Sugiriendo un rol de Mcal como una chaperona, ante diferentes tipos de estrés,
como el estrés oxidativo o por choque térmico segun lo planteado en nuestro modelo

(Figura 27) (Madeo et al., 2009). Esta caracteristica de supervivencia al calor fue
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comprobado en la cepa Atps2::Amcal, la cual toleré6 mejor la condicion térmica que
la mutante individual Atps2, debido a que en S. cerevisiae el estrés por calor produjo
un incremento de trehalosa y la sintesis de proteina de choque de térmico (Hsp104),
la cual tiene mayor actividad en la mutante que no sintetiza la trehalosa (Saleh et
al., 2014; Li et al., 2009). De forma similar, en A. nidulans la eliminacién del TPS2
produjo lisis celular a 42 °C (Eleutherio et al., 2014), por lo que ambos casos
demuestran la importancia de la trehalosa para favorecer la supervivencia de U.
maydis ante situaciones de estrés por calor, asi como la importancia de la
chaperona Hsp104, por lo que es un dato importante a analizar, en ambas mutantes
de U. maydis.

En algunos ensayos de estrés, como: KCI, cafeina, RC y LiCl; observamos
una coloracion amarilla-café en la cepa Amcal y WT (FB1), excepto Atps2 vy
Atps2::Amcal, la cual podria deberse a la presencia de melanina (comunicacion
personal de Rodriguez Pifa, IPICyT), y en la condicion de NaCl se observé que
todas producen este pigmento, sugiriendo que la trehalosa y el estrés osmotico por
NaCl promueven su sintesis. Es importante mencionar, que la melanina es un
compuesto natural que reduce agentes oxidantes, disminuye el efecto toxico de
especies reactivas de oxigeno y cloro, brinda proteccion a algunos hongos durante
el proceso infectivo como es el caso de Wangiella dermatitidis y Sporothrix schenckii
(Missall et al., 2004). Aunado a ello, en C. neoformans y A. fumigatus la melanina
es un factor de virulencia (Samarasinghe et al., 2018; Couger et al., 2018),
sugiriendo que la ausencia de este pigmento en la mutante Atps2 y la doble mutante

Atps2::Amcal, podria contribuir a la reducida virulencia presentada por estas cepas.

8. 7 La ausencia de trehalosa afecta el dimorfismo en U. maydis

U. maydis es un hongo dimorfico, a partir de la formacion de un filamento dicariotico,
gue resulta de fusién de dos esporidias compatibles, es capaz de infectar al maiz
(Redkar et al., 2017). Por lo que se analizé el cambio dimorfico en células haploides
de las cepas Atps2, Amcal, y Atps2::Amcal, la forma de micelio se obtiene en MM
pH 3y la levadura en MM pH 7 (Ruiz-Herrera et al., 1995). La levadura no mostré

diferencias morfolégicas entre las cepas mutantes y las cepas silvestres (FB1 y
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FB2). Respecto a la forma de micelio, en células tefiidas con calcoflior white se
observo que la cantidad de septos por parte de las mutantes y las doble mutantes
se ve reducida en comparacién con las cepas silvestres, figura 24. La cepa mas
alterada en la formacion de hifas fue la mutante Atps2, puesto que éstas fueron
ovaladas y no elongadas. Esta alteracién, concuerda con varios reportes donde se
inhibe la sintesis de trehalosa, como en el caso de A. fumigatus, cuyas hifas se
vieron severamente afectadas, puesto que éstas fueron de menor longitud, no
presentaron conidiéforos en las puntas y presentaron ramificaciones anormales
(Puttikamonkul et al., 2010). De igual manera las hifas de la cepa Atps2 en F.
graminearum son hinchadas y muy ramificadas, presentan una pared celular mas
gruesa, respecto a la WT (Song et al., 2014). En M. grisea el apresorio producido
por células Atpsl tuvo menor fuerza de turgencia por lo que las hifas no penetraron
eficientemente las hojas de arroz (Foster et al., 2003); estos datos contrastan con
lo que se observo en C. albicans, en esta levadura no hubo diferencias entre la cepa
WT y la cepa Atps2 en la formacién de hifa, pero si afecto la virulencia (van Dijck et
al., 2002; Zaragoza et al., 2002).

Por otro lado, la mutante Amcal y la doble mutante Atps2::Amcal, no se
vieron alteradas en la formaciéon de las hifas de forma dramética, solo presentan
menor ramificaciones que la cepa silvestre, dato que contrasta con lo reportado en
C. albicans, puesto que la delecion de la metacaspasa produjo células con severas
alteraciones en la morfologia de la hifa, en relacion al dimorfismo existe un retraso
en el crecimiento de la hifa, por lo que la metacaspasa juega un rol importante en el

crecimiento filamentoso de C. albicans (Jeong et al., 2016).

8. 8 El grado de virulencia difiere en la ausencia de MCAly TPS2

En cuanto a la virulencia, las cepas Amcal no mostraron diferencia significativa
respecto a la mostrada por las cepas silvestres (Figura 26), aunque tuviera
comprometida la pared celular como se vio en la figura 18, y se mencioné
anteriormente; este fenotipo coincide con el caso de A. fumigatus donde las
mutantes de las metacaspasas CasA y CasB conservaron el patréon de virulencia,

en raton, respecto a la cepa silvestre (Richie et al., 2007). En el caso de C. albicans,
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la mutante Amcal/Amcal, retardd la muerte de los ratones, sugiriendo que la
actividad caspasa es requerida en la virulencia (Jeong et al., 2016). Una respuesta
similar fue observada en ratones inoculados con la mutante Amca4 de Trypanosoma
brucei (Proto et al., 2011), sefalando la importancia de este gen en el proceso de
virulencia. Por otro lado, la cepa Atps2 al mostrar una hifa alterada
morfologicamente, como se describié anteriormente, al infectar maiz mostré ser una
cepa menos virulenta, ya que los signos presentados fueron, 45% asintomaticas,
50% con clorosis y un 5% agallas pequefas (Figura 26), como ya habia sido
observado por Cervantes-Chavez et al.,, 2016; este dato es similar al
comportamiento menos virulento que se observd en las mutantes de TPS2 en A.
fumigatus, C. albicans y F. graminearum, por otra parte la eliminacion de TPS1
también genero menos virulencia en C. neoformans y M. oryzae (Song et al., 2014,
Puttikamonkul et al., 2010; Wilson et al., 2007; Petzold et al., 2006; van Dijck et al.,
2002; Zaragoza et al., 2002). Aunque estadisticamente los signos presentados por
las cepas Atps2::Amcal son significativamente similares a las mutantes Atps2, se
puede apreciar que la cepa doble mutante Atps2::Amcal presenté mayor cantidad
de plantas con agallas, sugiriendo que esto se debe a la restauracion de su
capacidad para formar hifas como se menciond anteriormente, asi como a su
capacidad para tolerar algunos tipos de estrés en comparacion con las cepas

silvestres y la parental Atps2.
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CONCLUSIONES

. La expresiéon del gen MCAL se induce en respuesta a estrés oxidativo en la

cepa silvestre y en ausencia de TPS2, cuya expresion es mayor en la mutante
Atps2.

. La resistencia de las cepas Amcal en condiciones de estrés oxidativo se debe

a la alta concentracion de trehalosa, destacando asi la funcion protectora de

este disacarido, activando otras vias de proteccién celular como PKC1.

. La mutante Amcal muestra una respuesta diferencial en cuanto al estrés de

pared celular, respecto a las demas cepas mutantes y silvestre, disminuyendo
el crecimiento en rojo congo y SDS, pero mas resistente en la condicién con

cafeina.

. La muerte celular esta regulada por Mcal en respuesta a estrés oxidativo, pero

no al estrés osmotico, asi como la trehalosa no esta involucrada en la

proteccion durante la presencia de NacCl.

. La eliminacibn de ambos genes, TPS2 y MCAL, en las dobles mutantes

Atps2::Amcal genera mayor vulnerabilidad al estrés, ya sea oxidativo,

osmotico o térmico.

. La ausencia de TPS2 altera la morfologia de la hifa influyendo en su capacidad

infectiva en maiz, siendo menos virulenta.

. La doble mutante Atps2::Amcal recupera la capacidad de formar hifas, por lo

gue forma agallas pequefias, aunque sigue siendo significativamente similar a

la cepa Atps2 en la infectividad.
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PERSPECTIVAS

Cuantificacion de glucanos en las cepas Atps2, Amcal y Atps2::Amcal.
Medir la cantidad de ROS que produce la Atps2 y Amcal, durante estrés
oxidativo.

Estudiar el autoprocesamiento de Mcal.

Determinar la actividad de Mcal en el fondo genético Atps2.

Cuantificar la actividad de catalasas en cepas Atps2, Amcal y Atps2::Amcal.
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XIl. APENDICE
12. 1 Preparaciéon de medios de cultivo

Todas las soluciones y medios se disolvieron con agua destilada
Medio Completo (MC) 1000 mL
*+ 5 g Peptona
* 1.5 g Nitrato de amonio
* 10 g Extracto de levadura
* 62.5 mL Solucion de sales
* 10 g Glucosa
« 20 g Agar Bacteriologico*
* Medio Sélido
Elementos trazas 500 mL
+ 30 mg Acido boérico
* 70 mg Cloruro de magnesio
+ 200 mg Molibdato de sodio dihidratadodihidratado
* 50 mg Cloruro de hierro

* 200 mg Sulfato de cobre

Solucién de Sales 1000 mL
» 16 g Fosfato de potasio monobasico
* 4 g Sulfato de sodio
» 8 g Cloruro de potasio
* 2 g Sulfato de magnesio heptahidratado
* 1 g Cloruro de calcio dihidratado

« 8 mL Elementos traza

LB 1000 mL
» 10 g Bacto-triptona
« 10g NaCl

+ 5 g Extracto de levadura
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Medio Minimo pH 3 (MM pH 3) 1000 mL

1% (m-v!) Glucosa
3 g Nitrato de potasio
62.5 mL Solucion de sales

* Ajustar el pH con el potenciémetro

Medio Minimo pH 7 (MM pH 7) 1000 mL

1% (m-v!) Glucosa

3 g Nitrato de amonio
62.5 mL Solucién de sales
2% Agar Bacteriologico*
30 mM Tris-HCI pH 7**

* Medio so6lido

** Ajustar el pH con el potenciometro o agregar el amortiguador

DCM-S 250 mL

45.5 g Sorbitol

5 g Extracto de levadura

2.5 g Peptona

0.75 g Nitrato de amonio

31.25 mL Solucion de sales
2% (m-v!) Agar Bacteriolégico*
1% (m-v1) Glucosa**

* Medio Sélido

** Afiadir después de esterilizar

Medio Completo (MC) con carbon activado 1000 mL

5 g Peptona

1.5 g Nitrato de Amonio
10 g Extracto de Levadura
62.5 mL Solucion de Sales
10 g Glucosa

20 g Agar Bacterioldgico*
10 g Carbén Activado
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* Medio Sélido
12. 2 Preparacién de soluciones
12. 2. 1 Extraccion de plasmido
Solucion |
* 50 mM Glucosa
« 25 mM Tris-HCI pH 8
« 10mMEDTA pH 8

Soluciéon Il
e 200 mM NaOH
* 1% (m-v1) SDS

Solucion 1l
+ 3 M Acetato de potasio
+ 2 M Acido acético glacial

12. 2. 2 Formacion de protoplastos y transformaciéon de U. maydis
STC
* 10 mM Tris-HCI pH 7.5
* 100 mM CacCl:

* 1 M Sorbitol

SCS
« 20 mM Citrato de sodio pH 5.8
* 1 M Sorbitol

Amortiguador Il
« 25mM Tris-HCI pH 7.5
« 25 mM CaCl2
* 1 M Sorbitol

Enzimas liticas (Sigma®)*
* 100 mg Enzimas liticas
* 1 mL amortiguador Il

* Almacenar en frio
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Heparina
* 15 mg Heparina
« 1mL STC frio

40% PEG*
* 4 g Polietilenglicol
« 10mL STC

* Almacenar en frio

12. 2. 3 Electroforesis

Tris Acido Acético EDTA (TAE)

« 40 mM Acido acético
* 40 mM Tris-HCI pH 8
« 1 mMEDTA

12. 2. 4 Extraccion de ADN
Tris EDTA (TE)
* 10 mM Tris-HCI pH 8
* 1mMEDTA

TSNTE
* 2% (m-v1) Triton X 100
« 1% (m-vl) SDS
+ 100 mM NacCl
* 10 mM Tris-HCI pH 8
* 1mMEDTA
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12. 3 Curva de calibracién para la cuantificacion de la trehalosa

La cuantificacion de trehalosa se realizdé por medio de HPLC en el Laboratorio de
Cromatografia PlanTECC en CINVESTAV Unidad Irapuato. La curva se prepard con
trehalosa Sigma Sigma-Aldrich®, donde se preparoé la curva de calibraciéon (Figura

29) 60000-

40000+
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R? = 0.9999

0 T T
0 2 4 6
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Figura 29. Curvade calibracion de latrehalosa. Se utilizé D-(+)-trehalosa a 5 mg-mL"
1,25mg-mL?, 1 mg-mL?, 0.5 mg-mL?, 0.25 mg-mL™.

La ecuacion de la recta fue:
Absorbancia = (10763.4057)(Concentracién de trehalosa) + 62.555074

El tiempo de retencion de la trehalosa fue de 4.945 min como lo indica la Figura 30.
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Figura 30. Cromatograma de la curva de calibracion de trehalosa. Se muestra el

cromatograma de 5 mg-mL* de D-(+)-trehalosa de Sigma-Aldrich®.
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