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RESUMEN

La sumoilacién es una modificaciéon postraduccional que estd involucrada en muchos
procesos esenciales para las células eucariotes, tales como la divisién celular, respuesta a
estrés, reparacion del ADN y patogenicidad, entre muchos otros; por esto, es un tema de
interés para muchos investigadores. Este mecanismo ha sido ampliamente descrito en
Arabidopsis, vertebrados, y en eucariotes simples, como la levadura Saccharomyces
cerevisiae. En el hongo fitopatégeno Ustilago maydis no ha sido estudiado este mecanismo,
ni se han caracterizado por completo los elementos involucrados, pero creemos que tiene un
papel importante en la respuesta a estrés de diferentes factores, y en la deposicion de

septos.

En este estudio se trabajo con el gen SIZ1 (UM03696) de U. maydis que es clave para el
mecanismo de sumoilacién. Se interrumpié su marco de lectura abierto generando una
mutante para cada tipo sexual: LP1 (alblAdsizl::hyg) y LP2 (a2b24sizl::hyg), y se
caracteriz0 el fenotipo de estas mutantes registrando su capacidad de respuesta a
situaciones de estrés, para diferenciarse en presencia de diferentes estimulos y para infectar
a la planta de maiz. La interrupcion del gen SIZI parece afectar la integridad y calidad de
las septinas ya que, al momento de formar filamentos o hifas, se observa una formacién
mucho menor de estos. En el caso de la virulencia, esta se ve atenuada en las mutantes ya

que inducen tumores mas pequefos.



ABSTRACT

The sumoylation is a postranslational modification that is involved in many
essential processes for eukaryotic cells, such as cellular division, stress response, DNA
repair and pathogenicity, among many others; which is why it’s a topic of interest for many
researchers. This mechanism has been widely described in Arabidopsis, vertebrates, and in
simpler eukaryotes, such as the yeast Saccharomyces cerevisiae. In the phytopathogenic
fungus Ustilago maydis, this mechanism hasn’t been studied, nor have the elements
involved been fully characterized, but we believe that it has an important role in response to

different stress factors and in septa deposition.

In this study we worked with the SIZI gene (UM03696) of U. maydis that is key to
the mechanism of sumoylation. It’s open reading frame was interrupted generating a mutant
of each sexual type: LP1 (alblAdsizl::hyg) and LP2 (a2b24siz1::hyg), and the phenotype of
these cells was characterized by registering their capacity to respond to stress situations, to
differentiate in the presence of different stimuli and to infect de corn plant. The interruption
of SIZI1 seems to affect the integrity and quality of septins, given that at the moment of
filament or hyphae formation, a much smaller of this is observed, even during the infection

to the plants because they are not so aggressive and show smaller tumors.



I.  INTRODUCCION

El phylum Basidiomycota comprende una gran variedad de especies dentro del reino
Fungi. El subphylum Ustilaginomycotina incluye fitopatégenos que causan los llamados
“carbones” (Wang et al., 2015) y dentro de este se encuentra Ustilago maydis, el hongo que
infecta al maiz el cual es utilizado como modelo de estudio por su facilidad para propagarlo
en medios artificiales y por su fase dimérfica (Kahmann y Kdamper, 2004). Se han estudiado
en este organismo sistemas de virus, reparaciéon y recombinacién de ADN, ciclo celular,
sefalizacién, y como modelo de interacciéon entre hongos y plantas (Brachmann et al.,
2004). Ademas, el estudio de las modificaciones postraduccionales como la ubiquitinacion,
nedilacion y la sumoilacion estd tomando importancia por estar estrechamente involucradas

en la patogenia de los hongos (Leach y Brown, 2012).

La sumoilacion es una modificaciéon postraduccional que ayuda a la interaccion,
localizacion, estabilidad o actividad de ciertas proteinas (Melchior er al, 2003). Se
caracteriza por la adicién de una proteina SUMO (small ubiquitin-like modifier) con la
ayuda de tres enzimas principales: E1 (Aos1/Uba2) encargada de la activacién, E2 (Ubc9)
que realiza la conjugacion con el sustrato, y E3 (Sizl) que realiza la ligacion y confiere
especificidad hacia el substrato (Figura 2) (Xhemalce et al., 2004). Sizl es especifico para
ciertos sustratos como las septinas, factores de splicing, y el antigeno nuclear de
proliferaciéon celular (PCNA) (Yunus y Lima, 2009). Interrumpiendo el gen SIZI en el
genoma de U. maydis se puede relacionar en qué sistemas estd involucrada la via de
sumoilacion en este organismo, que se cree que ayuda en la respuesta a condiciones
adversas como estrés nutritivo, pH, oxidacidn, temperatura, entre otros (Zhou et al., 2004;
Johnson y Gupta 2001) y en la formacidn de los septos como se ha descrito en S. cerevisiae

(Johnson y Gupta, 2001).

En este trabajo, se caracterizo parcialmente el sistema de sumoilacién en U. maydis
a partir de la interrupcion de uno de sus efectores mds importantes (Sizl) y determinando
su respuesta a diferentes condiciones de estrés, en la formacion de septos, y ademds

analizando la repercusion de esta mutacidén sobre la infeccién a plantas de maiz. Esto



contribuye al entendimiento de su funcién en U. maydis y su capacidad de adaptacion a las
condiciones variantes de los ambientes en que se desarrolla. Estos resultados podrian ser

extrapolables a otros hongos del phylum Basidiomycota.



II. ANTECEDENTES

2.1 Ustilago maydis

Ustilago maydis es un hongo Basidiomycota dimérfico patégeno perteneciente a la
orden de los Ustilaginales (Tabla 1) que infecta al maiz provocando la formacién de
tumores o agallas en la planta bajo ciertas condiciones, causando pérdidas econdmicas.
Huitlacoche es el nombre que le dieron los aztecas a los tumores formados. El huitlacoche
ha sido consumido por gente del centro de México por muchos afios y es considerado como
una delicia culinaria tanto en este pais como en muchos otros (Valverde et al., 1995; Le6n-
Ramirez et al., 2014). Lo han clasificado dentro del grupo de nutracéuticos, ya que posee

altos niveles de oligonucledtidosacéridos y

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Ustilago fibra dietética que han demostrado estar

maydis

REINO Fungi involucrados en la disminucién del riesgo
> de padecer cdncer de colon; ademdas de

DIVISION Basidiomycota

contener compuestos fendlicos

SUBFILUM  Ustilaginomycotina ) . ..
relacionados con actividad antioxidante

CLASE Ustilaginomycetes (Beas et al., 2011).

SUBCLASE Ustilaginomycetidae
Al ser dimoérfico, U. maydis, puede

ORDEN Ustilaginales

crecer tanto en forma de levadura como
FA’MILIA Ustilaginaceae formar hifas. En la parte de su ciclo de vida
GENERO Ustilago como levadura, permanecen como células
ESPECIE Maydis haploides saprofitas y no son capaces de

infectar a la planta. En esta forma es fécil
su propagacion en condiciones de laboratorio por lo que ha surgido como un modelo para el
estudio de la interaccion planta — hongo (Brachmann ef al., 2004). Sin embargo, se necesita
la fusioén de dos células haploides sexualmente compatibles para formar un dicarién que
crece en forma de hifas, las cuales también dependerdn de su huésped para el crecimiento
(Bolker, 2001). Este fendmeno es controlado por la asociaciéon de los productos de los
genes localizados en el bilocus a y el multilocus b; es decir que se reconocen los receptores

de feromonas que residen en cada alelo. El alelo a codifica para un sistema de feromonas y



un receptor que permiten el reconocimiento de las células para aparearse y poder
fusionarse. El destino del dicarién esta dictado por el locus b que codifica para un par de
factores con homeodominios, llamados bE y bW (Brefort ef al., 2009). La formacién de un
heterodimero formado por los factores bE y bW de células compatibles (be/bW)
desencadena una serie de reacciones para el desarrollo de la patogenia estimulando la
activacion de genes que son factores de patogenicidad (Feldbriigge et al., 2004).

Cuando el dicarion se encuentra en contacto con la planta de maiz, y el homeodominio
bE/bW este activo, el hongo procede a infectar a la planta formando un apresorio. Posterior
a la infeccidn, las hifas se dispersan rdpidamente y a partir del quinto dia existe un cambio
cuando el micelio se septa y se forman las teliosporas diploides que llenan los tumores. Las
teliosporas son una forma de dispersion y resistencia a las condiciones adversas (Kahmann
y Kémper, 2004). Junto con la formaciéon de los tumores, existen otros sintomas
caracteristicos de la infeccion como la presencia de clorosis (tejido amarillento), formacion
de antocianinas (tejido de color rojo y/o café) y la reduccién en el crecimiento (Bannuet,
1995). Al final, las teliosporas son liberadas cuando el tumor se rompe o se seca. Al
encontrarse de nuevo en las condiciones favorables, las teliosporas germinan y el nuicleo
entra en meiosis y brotan células haploides repitiéndose el ciclo con la formacién del

promicelio (Brefort et al., 2009) (Figura 1).

Células

&>
haploides W

Formacion del l
tubo conjugativo %zz‘_y& . . . . . .
Figura 1. Ciclo de vida de Ustilago maydis. Empieza

l con dos células haploides que son sexualmente

compatibles (nucleos de color azul y rojo) que se
conjugan para formar el dicarién que va a infectar a la
planta y por ultimo la germinacién de las teliosporas
fingicas.

Dicariote — forma ® @
infectiva

Infeccion de la
plantay dispersion
de las teliosporas

Germinacion de
las teliosporas 'y
division meiodtica



El fenémeno del dimorfismo que sufre este hongo se ha logrado reproducir en
condiciones de laboratorio bajo diferentes inductores de manera aislada (fuera de la planta).
Desde hace tiempo, se ha descrito que el pH acido induce el dimorfismo levadura — micelio
en U. maydis de cepas haploides (Ruiz-Herrera et al., 1995). La adicién de dcidos grasos
como fuente de carbono como el palmitato, dcido linoléico y estedrico, que son
cominmente encontrados en la planta de maiz (Klose et al., 2004), inducen la formacién de
filamentos mas alargados y delgados. Otro inductor es la inanicién de nutrientes y se dice
que la via cAMP — PKA es la responsable de responder a estos estimulos ambientales

(Sénchez-Martinez y Pérez-Martin, 2001).

Por otro lado, U. maydis ha surgido en los dltimos afios como uno de los hongos
fitopatogenos mas estudiados que, junto con Cryptococcus neoformans, constituyen los
modelos de estudio en Basidiomycotas (Brachmann et al., 2004). Andlisis gendmicos han
demostrado que U. maydis estd mds estrechamente relacionado a los humanos que otros
organismos del reino Fungi. Numerosas proteinas son compartidas entre U. maydis y Homo
sapiens como, por ejemplo, el transporte de larga distancia, mitosis, organizacion de

microtubulos, entre otros (Steinberg y Pérez-Martin, 2009).

El genoma de U. maydis tiene un tamafio de 20.5Mb distribuidos en 28 contigs que
corresponden a 23 cromosomas. Segun la base de datos de U. maydis

(http://pedant.helmholtz-muenchen.de) se han identificado 6784 genes donde algunos

siguen sin anotacién. Esto permite la deteccidon y andlisis de muchos genes nuevos de

importancia, los cuales pueden ser extrapolables a otras especies de fitopatogenos.

2.2 Sumoilacion

Muchas proteinas son esenciales para los procesos celulares y, por consiguiente, en la
patogenia de los hongos. Sin embargo, la actividad de ellas depende en gran medida de las
modificaciones postraduccionales que puedan sufrir. Estas constan de procesamientos
covalentes que cambian las propiedades de las proteinas, ya sea escindiéndolas o

agregandoles grupos funcionales a ciertos aminodcidos. En los dultimos afios, la



ubiquitinacién, nedilacién y la sumoilacion, han sido objeto de estudio por su participacién

en los procesos de virulencia de los hongos (Leach y Brown, 2012).

La sumoilaciéon es una modificacién postraduccional covalente reversible que
involucra tres reacciones principales que ayudan en la interaccion de proteinas. Se
caracteriza por la adicién de una proteina llamada SUMO (small ubiquitin-like modifier)
que fue descrita por primera vez en Saccharomyces cerevisiae con su homélogo Smt3
donde se relacioné como supresor de una mutacién en Mif2 (Zhou et al., 2004). En los
eucariotes como levaduras, nematodos e insectos, solo se tiene una copia de SUMO
llamada cominmente Smt3, en tanto que en los vertebrados existen y se expresan 3
pardlogos conocidos como SUMO-1, SUMO-2 y SUMO-3, y en plantas se expresan hasta
ocho versiones de SUMO (Girdwood et al., 2004; Kurepa et al., 2003). Entre los miembros
de la familia SUMO existe un porcentaje de similitud de 47% entre SUMO-1 y Smt3, estas
versiones las utiliza la célula para modificar proteinas en condiciones basales, mientras que
SUMO 2/3 y Smt3, tienen una similitud de 45% y se expresan preferentemente en

condiciones de estrés como temperaturas altas (Dohmen, 2004).

SUMO consiste en una familia de proteinas altamente conservadas presentes en
todos los organismos eucariotes. Desde su descubrimiento en 1996, se ha encontrado que se
une a mas de 50 proteinas, incluidas c-jun, desacetilasas de histonas, p53, y otras que
participan en la transcripcion, reparacién del ADN, transporte nuclear, transduccion de
sefales y en el ciclo celular (Johnson, 2004). Su modificacién puede modular su
interaccion, localizacion, estabilidad o actividad (Melchior et al., 2003). SUMO es una
proteina de 12kDa que comparte en su secuencia un 18% de identidad con la ubiquitina, no
obstante, la sumoilacion no lleva a la degradacion de proteinas, incluso, en algunos casos,
puede llegar a ser antagonista de la ubiquitinacién al estabilizar a la proteina (Zhao y
Blobel, 2005). Se han descrito algunos mecanismos de regulacién en humanos, por
ejemplo, la sumoilacion del factor IxBa bloquea el residuo de lisina donde se une la
ubiquitina para inducir su degradacion por el proteosoma, también puede inducir cambios
conformacionales en algunas proteinas como la ADN glicosilasa involucrada en la
reparacion del ADN, y por dltimo la unién covalente de SUMO puede conferir nuevas

interacciones (Gill, 2005).



SUMO se une covalentemente a su sustrato por medio de un enlace amida entre una
glicina de su extremo C-terminal y el e-amino de un residuo de lisina dentro de un motivo
de la proteina blanco (WKxE/D), donde y es un aminoacido hidrofobico, generalmente
leucina, isoleucina o valina; K es la lisina que es modificada en el € amino; x es cualquier
aminodcido; y E/D puede ser un 4cido glutdmico o aspartico (Dohmen, 2004; Johnson,
2004; Johnson y Gupta, 2001; Melchior et al., 2003). La unién a esta lisina es la clave para
la unién de SUMO y por consiguiente de su actividad, ya que, por ejemplo, se ha descrito
que un cambio en la lisina por arginina en el factor de transcripciéon Sp3, elimina su
actividad inhibitoria en la transcripcion sin afectar la unién al ADN (Ross et al., 2002). Este
proceso es dependiente de ATP y requiere de 3 pasos principales: la activacién por la
enzima E1 (Aos1/Uba2), la conjugacién por la enzima E2 (Ubc9), y la ligaciéon por la
enzima E3 ligasa (Figura 2); y estas enzimas son especificas para la sumoilacion, a pesar de
la similitud con la ubiquitincacién (Lim et al., 2018). En contraste con la ubiquitinacion,
donde E3 ayuda al reconocimiento, la unién de SUMO es mediada en gran parte por la
enzima E2, ya que es la que reconoce el residuo de lisina en el motivo de la proteina
blanco, sin embargo, la E3 ligasa puede ayudar en la especificidad al sustrato, a estabilizar
la interaccion E2-sustrato, a orientar hacia la lisina aceptora o contribuir a la conjugacion

(Melchior et al., 2003).
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Figura 2. Mecanismo general del sistema de sumoilaciéon. Comienza con la activacion de la forma
madura de SUMO con la ayuda de ATP para formar el enlace tioester con el heterdimero E1. Esta forma
activa es transferida a una cisteina de la enzima Ubc9 (E2) que va a catalizar la uni6n a una lisina dentro
de un motivo conservado (YKxE/D) del sustrato con la ayuda de una E3 ligasa. La desumoilacién por las
proteinas ULP deja libre a SUMO para que vuelva a su forma inactiva.

2.3 E1 — activacion

En S. cerevisiae, la enzima de activacion El1 funciona como un heterodimero
formado por Aosl y Uba2. El proceso comienza cuando el extremo C-terminal de SUMO,
reacciona con ATP para formar adenilato — SUMO. Uba2 contiene un residuo de cisteina
que es un sitio activo, el grupo tiol de esta cisteina ataca al adenilato — SUMO liberando
AMP para formar un enlace tioléster entre SUMO y El. Finalmente, SUMO activado es
transferido a la cisteina de Ubc9 (Johnson, 2004; Miiller et al., 2001).

2.4 E2 — conjugacion

Como se menciond anteriormente la enzima de conjugacién E2, es la encargada de

reconocer y unirse al motivo consenso en el sustrato (‘WKxE/D). Ubc9 une a SUMO por un
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residuo de cisteina y parece ser que reconoce a la lisina del motivo por un surco hidrofébico
presente en Ubc9. En este surco, un dcido aspartico establece puentes de hidrégeno con la
lisina que ayuda a la catélisis (Dohmen, 2004). Se dice que la eliminacién de Ubc9 es letal
(Melchior, 2000) y también se ha demostrado que Ubc9 es esencial para la sumoilacién
durante la reparacion del ADN (Maeda et al., 2004). Todo este mecanismo se ha descrito en

S. cerevisiae.

2.5 E3 —ligasa

Hasta la fecha, se han identificado tres familias que actian como SUMO E3 ligasa.
La primera comprende al factor de importaciéon nuclear RanBP2, que modifica proteinas
nucleares como SP100 y HDAC4 (Xhelmance er al., 2004). RanBP2 se expresa en
vertebrados y pertenece a la familia del complejo de poro nuclear (NPC por sus siglas en
inglés). Estas proteinas median el intercambio de iones, metabolitos y macromoléculas
entre el nucleo y el citoplasma. Ran cataliza el cambio de conformacién entre GDP a GTP

(Sakin et al., 2015).

La segunda, se descubri6 con la proteina del polycomb Pc2 que potencia la
modificacién del represor transcripcional CtBP1 (Xhelmance er al., 2004). Esta E3 ligasa,

también es expresada en vertebrados (Dasso, 2008).

Por ultimo, la tercera familia categorizada como E3 ligasa, se encuentra en todos los
eucariotes y posee variantes de dominios parecidos a dedos RING (RING-finger like
domain SP-RING). Este tipo de E3 son llamados Siz (dominios SAP y dedos-Miz) en
levaduras, y en vertebrados PIAS (proteinas inhibidoras de STAT activado). En levaduras
se han identificado dos E3 llamados Sizl y Siz2, mientras que en vertebrados se han
descrito cinco E3, que son PIAS1, PIAS3, PIASxa, PIASxP y PIASy (Dasso, 2008). Sizl y
Siz2 son proteinas de 904 y 726 aminodcidos respectivamente, idénticos en uno del otro en
~470 aminodcidos en el extremo N-terminal, mientras que su extremo C-terminal no son
similares entre si, ni con ninguna otra proteina (Johnson y Gupta, 2001). Sizl y Siz2
potencian la sumoilacién de muchos substratos, sin embargo, muestran especificidad por

algunos de ellos. Sizl modifica proteinas como las septinas. Siz2 parece estar relacionado
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con el anclaje de los telémeros para prevenir recombinaciones, y en la sefializacion de dano

celular durante la senescencia (Ferreira et al., 2011).

2.6 Desumoilacion por proteinas Ulp

La eliminacién del grupo SUMO de la proteina blanco se lleva a cabo por las
proteinas Ulp (por sus siglas en ingles ubiquitin-like protein specific proteases) que son
miembros de la familia de proteasas de cisteina C48 y que en su secuencia contienen un
dominio catalitico caracterizado por la triada catalitica (histidina, aspartato y cisteina) y que
hacia su extremo N — y C — terminales difieren entre cada miembro, ddndoles una actividad
para diferentes substratos (Yeh, 2009). En la levadura se han descrito dos proteasas de este
tipo, que son Ulpl y Ulp2 que poseen actividad isopeptidasa (Li y Hochstrasser 2000;
Geiss y Melchior, 2007).

La interrupcién del gen ULPI ha revelado que tiene una actividad importante tanto
en la maduraciéon de SUMO como en su escision (Li y Hochstrasser, 1999), mientras que
mutantes del gen ULP2 muestran la acumulacion de cadenas poli — SUMO por lo que se
considera el mas importante para la desumoilacién (Schwienhorst et al., 2000; Bylebyl,

2003).

2.7 E3 ligasa Siz1

La cristalografia de rayos X, revela que en S. cerevisiae, Sizl contiene un dominio
PINIT en el extremo N-terminal, un dominio central SP-RING y un dominio unico en la
region C-terminal SP-CTD. PINIT estd conformado por dos hojas 3 plegadas antiparalelas.
SP-RING esta compuesto por hojas B plegadas y a-hélices, ademds de que participa junto
con un ion Zn>* (Yunus y Lima, 2009). Cuando se interrumpen regiones de los dominios
SP-RING y PINIT se elimina practicamente, la funciéon de Sizl sobre el proceso de
sumoilacion (Reindle ef al. 2006). En otras bases de datos se incluye una secuencia llamada

dominio SAP (factor de fijacién de andamio) hacia el extremo N- terminal que le ayuda en

10



la unién al ADN. Sin embargo, se dice que este dominio no es esencial para estimular la

sumoilacién (Reindle et al., 2006, Parker et al., 2008).

E3, y especificamente el dominio SP-RING, es la encargada de activar la unién E2-
SUMO en el enlace tioéster, ademds de asociarlos y coordinarlos para optimizar la unién
con la lisina blanco (Yunus y Lima, 2009). Por esto, son llamadas “moléculas puente”, ya
que su principal funcién, es la de facilitar la unién entre E2 y el substrato (Takahasi et al.,

2001).

En la levadura, Sizl se concentra en el nicleo de células en interfase, pero se
relocaliza en el cuello de la yema durante la mitosis (Melchior, 2003). Es especifico para
substratos que incluyen a las septinas, factores de splicing, y el antigeno nuclear de

proliferacion celular (PCNA) (Yunus y Lima, 2009).

2.8 Siz1 frente a condiciones de estrés

Se ha relacionado la presencia de la via de sumoilacién en la adaptacion a diferentes
tipos de estrés, incluso, Zhou y colaboradores (2004), describieron que en S. cerevisiae,
existe un nivel relativamente bajo de proteinas sumoiladas en ausencia de estrés. En este
trabajo, encontraron que en presencia de H>O> ImM y 10% de etanol en el medio, los
niveles de sumoilacién aumentaban considerablemente, y, ademds, que las proteinas Sizl y
Siz2 eran autosumoiladas. También, en Magnaporthe oryzae observaron que el estrés
oxidativo dado por H20: es el factor que induce el més alto nivel de sumoilacién (Liu et al.,
2018). Por otro lado, en U. maydis se ha reportado que resiste H>O, 0.8mM y que genes
involucrados en la prevencion de la acumulacion de ROS, como YAP/, también influyen en

su patogenicidad (Molina y Kahmann, 2007).

En S. cerevisiae, 1a ausencia de los genes SIZI y SIZ2, ya sea individualmente o en
conjunto, provocan en la célula sensibilidad a situaciones de estrés como temperaturas frias
de 20°C y exposicion a luz UV, y, sobre todo, presentan dificultad para crecer atn en las
condiciones adecuadas (Johnson y Gupta, 2001). U. maydis, desde décadas atrds, es

conocido por ser un organismo resistente a la radiacién que posee un mecanismo de
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reparacién de ADN eficiente, tolerando en su forma haploide dosis de hasta 342 J/m? de
radiaciéon UV con una supervivencia del 37% (Leaper et al., 1980). También se analiz6 la
expresion diferencial de genes en U. maydis exponiéndolo a cambios de pH y se encontr6

que el gen SIZ1 se mostraba activo a un pH de 3 (Franco Farias, 2014).

En plantas, se ha descrito el papel de Sizl en diversos procesos de respuesta a estrés
como tolerancia a temperaturas altas y bajas, sequias y cobre, entre otros (CaYoo et al.,

2006; Miura et al., 2007; Catala et al., 2007; Chen et al., 2011).

2.9 Siz1 y las septinas

En S. cerevisiae durante la detencion del ciclo celular en Go/M, la presencia de
SUMO es més abundante en las proteinas llamadas septinas que son miembros de la familia
de proteinas del citoesqueleto. Esta levadura expresa cinco septinas durante el crecimiento
vegetativo: Cdc3, Cdcl0, Cdcll, Cdcl2 y Sep7/Shsl; donde Cdc3, Cdcll y Sep7
contienen sitios para sumoilaciéon en un residuo de lisina (Johnson y Gupta, 2001) aunque
una investigacion reciente revela que Cdcl2 también posee un potencial sitio de
sumoilacion (Liu et al., 2018). Las septinas también pueden sufrir otras modificaciones
postraduccionales como lo son la acetilacion y la fosforilacion (Gladfelter, 2010). Asi
mismo se ha descrito que cepas mutantes en los sitios blanco de sumoilacién, son viables y
se comportan como cepas silvestres, lo que sugiere que la sumoilacién no juega un papel

esencial en la dindmica de las mismas septinas (Melchior, 2000).

Las septinas componen una familia altamente conservada de proteinas de unién a
trifosfato de guanosina (GTP) que estd presente en todos los eucariotes, excepto en las
plantas. En S. cerevisiae, componen un anillo de filamentos de 10nm que rodean el cuello
de la yema y son necesarias para una gemacion y citocinesis normal de la célula (Johnson y
Gupta, 2001). La citocinesis se refiere a la separacion fisica de las células después de la
mitosis. En la pared celular de los hongos la citocinesis se da mediante la formacién de

septos donde las septinas son el mayor componente (Bohmer et al., 2099).

Las septinas son reconocidas como componentes del citoesqueleto por su apariencia

de filamentos, asi como por su asociacién con la membrana celular y con filamentos de
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actina y microtibulos (Mostowy y Cossart, 2012). En U. maydis se han encontrado cuatro
septinas principales (Sepl — 4) (Pan et al., 2007), que corresponden respectivamente a los
homdlogos en S. cerevisiae, Cdc3, Cdcl0, Cdcll y Cdcl2 (Boyce et al., 2005), y que
juegan un papel crucial en la integridad de la célula y en la morfogénesis (Alvarez y Pérez
2010). En C. albicans, 1las mutantes de Cdc10 y Cdcl1 son viables, pero presentan defectos
durante la citocinesis, en la localizacion de la quitina en la pared celular y en la morfologia
de la yema (Warenda y Konopka, 2002). Se ha observado que las septinas Sepl, Sep2 y
Sep3 en U. maydis se localizan en el dpice y en el medio de la célula, y Sep4 se extiende de
polo a polo a través de la levadura y se co-localizan con los microtibulos (Alvarez-Tabarés
y Pérez-Martin, 2010; Gladfelter, 2010). Ademads, ocurren dos eventos de septaciéon en U.
maydis, un primer septo se forma en el cuello de la célula madre gemando, y un segundo

evento en la célula hija (Bohmer et al., 2009).

Las mutaciones en sep3 de U. maydis provocan aberraciones en su morfologia y
division celular, en la respuesta a la formacién de filamentos en presencia de lipidos y para
desarrollar correctamente todos los sintomas durante la infeccién en plantas de maiz (Boyce
et al., 2005). También se ha demostrado que las septinas ayudan en la virulencia y en la
germinacion de teliosporas (Alvarez y Pérez 2010). En el Ascomycota Aspergillus flavus se
ha descrito que la sumoilacién afecta el fenotipo, respuesta a estrés, produccion de conidias
y de esclerocios, en la biosintesis de aflatoxinas y en su proceso de patogenicidad, por lo
que juega un papel importante en su virulencia (Nie et al., 2016). Ademds, existe evidencia
de que, algunos hongos fitopatégenos como Botrytis cinérea y Plectosphaerella
cucumerina atacan la maquinaria de sumoilacién de la planta durante el desarrollo

patogénico (Castafio-Miquel et al., 2017).

En otra investigacion, afirman que la maquinaria de sumoilacién en Magnaporthe
oryzae es crucial para la infeccion a la planta, ya que mutando cada uno de los
componentes de la via, se observa una disminucién en los sintomas de la infeccion, siendo

las cepas mds afectadas las mutadas en Asm¢3 y Aubc9 (Liu et al., 2018)
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2.10Técnica de PCR de Doble Uniéon (Yu et al., 2004)

La técnica de PCR de Doble Union (Double Joint PCR), es una técnica que utiliza la
eficiencia de la amplificacién de fragmentos especificos por medio de PCR convencional.
Se divide en tres rondas principales de PCR, donde se amplifican las secuencias
flanqueantes, que pueden ser un promotor y un terminador, de la secuencia a interrumpir, y
la amplificacién de un marcador de seleccion (Yu et al, 2004). El disefio de
oligonucledtidonucledtidos es la clave para crear fragmentos que puedan superponerse y
crear un solo amplificado que incluya estas tres secuencias que serdn utilizadas para la
transgénesis. Una gran ventaja de esta técnica es la eliminacion de los pasos de ligacion y
clonacién en vectores (Hammond ef al., 2011; Yu et al., 2004). Incluso, se ha descrito que
existe un aumento en el reemplazo de genes utilizando fragmentos de ADN generados por

PCR en comparacion con el uso de plasmidos en U. maydis (Kamper, 2004).

Se deben disefar cuatro pares de oligonucledtidos para las reacciones de PCR, como
se observa en la figura 3, el oligonucle6tido 1 y 2 sirven para amplificar el segmento del
promotor donde el 2 es un oligonucledtido quimérico y contiene parte de la secuencia del
marcador o gen de resistencia. De la misma manera, el oligonucledtido 3 es quimérico vy,
junto con el oligonucledtido 4, amplifican el terminador del gen deseado. Los
oligonucledtidos 5 y 6 delimitan al marcador y estos tres segmentos se amplifican por
separado en una primera ronda de PCR, después, los fragmentos resultantes de la primera
ronda se integran en una segunda ronda de PCR, donde no se agregan oligonucle6tidos. Por
ultimo, se disefian los oligonucledtidos 7 y 8 que son anidados para el casete de
interrupcion y es lo que se utiliza para la transformacion. Este protocolo puede ser

adaptable para disefiar casetes de interrupcidn o para integrar secuencias de interés.
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Figura 3. Técnica de PCR de Doble Union. Se lleva a cabo por tres reacciones principales de PCR.
La primera (A) se amplifican el promotor, marcador y terminador; la segunda (B) se integran los tres
fragmentos anteriores y no se afladen oligonucleétidos; por tltimo (C) se lleva a cabo una reaccién
anidada del casete de interrupcion.

Se ha descrito que el uso de la técnica de PCR de Doble Unién es mds efectiva y
rapida con el uso de un fuerte marcador de seleccion y que tiene una mayor frecuencia de
integracion que otros (Kim et al., 2009). En hongos filamentosos, se necesitan fragmentos
largos de ADN mayores de 500 pb para que suceda la recombinacién homéloga ya que se
ha demostrado que con tamafios de 0.5 a 1.0 kb, el rendimiento de reemplazo es de 2 al
15%, pero con tamafios de 2 a 3 kb, el rendimiento incrementa de 8 a 20% (Yu et al.,

2004).

2.11Técnica de triple recombinacién “Split — marker” (Catlett et al., 2003)

El método de “Split — marker” es un método que consta de dos reacciones de PCR y
que no requiere la clonacién de fragmentos en vectores (Catlett et al., 2003). Puede
empezar a partir de un casete de interrupcion generado por el método de PCR de Doble
Unidn, incluso, se pueden utilizar los mismos oligonucleétidos. Teniendo como referencia

la figura 4, se utilizan los oligonucledtidos forward y reverse anidados y de deteccion de
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higromicina que, al realizar las reacciones de PCR, dardn lugar a dos productos que estan

representados con los oligonucleétidos verdes, y el otro, con los oligonucledtidos azules.

Esta técnica ha sido utilizada en otros hongos como C. neoformans y Cercospora

nicotianae obteniendo una efectividad de recombinacién de hasta 50% (You et al., 2009).

e ——— S—

A |
— —

B [ !

N

I ] !

I ] !

Figura 4. Técnica de triple recombinacién “Split — marker”. Parte de un casete de interrupcién que se
va a fragmentar en dos partes teniendo una regién solapante.

2.12Microscopia de fluorescencia

La fluorescencia es la emision de luz que ocurre en nanosegundos después de la
absorcion de luz de una longitud de onda menor. Filtrando la luz excitante sin bloquear la
emision de fluorescencia, es posible observar solamente los objetos fluorescentes

(Lichtman y Conchello, 2005).

El uso del compuesto DAPI (4°, 6-diamidino-2-fenilindol) fue propuesto desde 1978, y
ha sido ampliamente usado por ser especifico, altamente fluorescente y adecuado para la
citometria de flujo de ADN de todo tipo de células, niicleos o cromosomas (Otto, 1990).
Este compuesto es utilizado para observar la distribucién del ndcleo en células individuales,
donde el complejo DAPI-ADN exhibe su maxima emision de fluorescencia a 450nm

emitiendo un color azul (Gomes et al., 2013).
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Otro compuesto muy util para la caracterizacion del fenotipo en hongos es el blanco de
calcofluor para la visualizacién de la pared celular. La pared celular de hongos es una
estructura compleja compuesta principalmente de polisacaridos cristalinos como lo son la
quitina y las B-glucanas. El blanco de calcofluor tiene la capacidad de unirse a la quitina y a
la celulosa y se puede observar al ser excitado a 346nm (Gongalves et al., 2006) para

observar la distribucién de quitina en la pared.
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III. JUSTIFICACION

Conocer la manera en que las células funcionan y responden a estimulos
ambientales es de vital importancia para explicar su comportamiento ya sea
individualmente, o en conjunto. Las modificaciones postraduccionales en las células
pueden determinar la activacién, modificaciéon o inactivacion de las proteinas. La
sumoilacién es una modificacion postraduccionl que estd involucrada en procesos
fundamentales para la célula como la divisién celular, respuesta a estrés, reparacion de
ADN vy patogenicidad, entre otros. En S. cerevisiae se estima que alrededor de 300 a 400
proteinas son reguladas por el proceso de sumoilacién en algin momento, esto equivale al
5-10% de todas las proteinas presentes en la célula. Caracterizar la sumoilacion en U.
maydis puede proveer informacion sobre estos mecanismos post traduccionales. Utilizando
a Ustilago maydis como modelo de estudio por su facilidad de propagacion, puede servir
como base para el estudio de estos mecanismos en otros hongos Basidiomycota

fitopatdgenos de interés.
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IV. HIPOTESIS

El gen homélogo a SIZI de la ruta de sumoilacion existe en Ustilago maydis y
participa en la regulacion de diversas respuestas a estrés incluida la variacion del pH

ambiental.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

o Caracterizar la presencia y componentes del sistema de sumoilacion en Ustilago

maydis

5.2 Objetivos especificos

o Caracterizar in silico los componentes del sistema de sumoilacion en Ustilago

maydis

o Caracterizar los sistemas de respuesta a estrés en los que se encuentra involucrado

el sistema de sumoilacion en Ustilago maydis
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VI. MATERIALES

6.1 Soluciones

6.1.1 Gel de electroforesis con agarosa 1%

e La agarosa al 1% es disuelta en regulador TBE 1X el cual se prepar6é de una
solucién concentrada 10X que contiene 108gr de Tris, 55gr de dcido bdrico y 40mL

de EDTA 0.5M pH 8 por litro.

6.1.2 Protoplastos y transformacion de Ustilago maydis (Método modificado de

Tsukuda et al., 1988)

e La solucién SCS contiene citrato de sodio 20mM a pH 5.8 y con sorbitol 1M.

e La solucién STC se prepara con TRIS-HCl 10mM a pH 7.5 con CaCl; 100mM vy
sorbitol 1M.

6.1.3 Extraccion de ADN de organismos eucariotes (Sambrook y Russel, 2001)
e El regulador NTES contiene NaCl 1M, TRIS pH 7.5 1M, EDTA pH 8 0.5M y SDS
al 20%.

e Para preparar la soluciéon de fenol, se mezclaron fenol, cloroformo y alcohol

1smoamilico en una relacion 25:24:1

6.1.4 Regulador de fosfato salino (PBS) 1x

e 1L de PBS contiene 8.0gr de NaCl, 0.2gr de KCl, 1.42gr de NaoHPOu, 0.24gr de
KH>PO4 disueltos en agua bidestilada
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6.2 Medios de cultivo

6.2.1 Solucion de sales (Holliday, 1961)

e La solucién de sales se prepara para 1L con 16gr de KH2POj4, 4gr NaxSOs, 8gr de
KCl, 2gr de MgSOs, 1gr de CaCl, y 8mL de la solucién de elementos traza.

e La solucidn de los elementos traza contienen 60mg de H3;BO3, 140mg de MnCl»
4(H20), 400mg de ZnCl,, 40mg de Na,MgMoO4, 100mg de FeCl; 6(H20) y 400mg
de CuSO45(H20) en 1L de agua bidestilada.

6.2.2 Medio completo (MC) (Holliday, 1961)

e Para preparar 1L de MC se requieren 2.5gr de peptona de caseina, 10gr de extracto
de levadura, 1.5gr de nitrato de amonio, 62.5mL de solucién de sales y 10gr de
glucosa la cual se esteriliza por separado. En caso de requerir MC sélido, se agregd

agar bacteriologico al 2%.

6.2.3 Doble medio completo — sorbitol (DCM-S) (Método modificado de Tsukuda
et al., 1988)

e Por litro, se requieren 10gr de casaminodcidos, 3gr de nitrato de amonio, 20gr de
extracto de levadura, 125mL de solucién de sales, 182.2gr de D-sorbitol, agar al 2%
y 10gr de glucosa esterilizada por separado. Para preparar placas de DCM-S sélido

se agreg6 agar bacterioldgico al 2%.

6.2.4 Medio Minimo (MM) (Holliday, 1961)

e Para 1L de MM pH 3, se necesitan 3gr de nitrato de amonio, 62.5mL de solucién de

sales y 10gr de glucosa esterilizada por separado. El pH fue llevado con &cido
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fosférico 85% y Tris 3.5M. El MM a pH 4, 7 0 9, fue preparado de la misma manera
cambiando el nitrato de amonio por nitrato de potasio en la misma cantidad. En caso

de requerir MM sdlido, se agregd agar bacteriolégico al 2%.

6.3 Cepas y material genético

6.3.1 Cepas de Ustilago maydis

Se utilizaron las cepas silvestres FB1 con un genotipo albl, y la cepa silvestre
sexualmente compatible FB2 con su genotipo a2b2 (Banuett y Herskowitz, 1989).
La cepa BMA mutante con genotipo a2b2Ariml101::hyg (Aréchiga et al., 2005)
proporcionada por la Unidad de Manipulacién Genética de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leodn, fue utilizada como control
positivo de resistencia a higromicina. Por dltimo, las cepas mutantes generadas en

este trabajo fueron LP1 (albliAsizl::hyg) LP2 (a2b2Asizl::hyg).

6.3.2 Casete de interrupcion para el gen SIZ1 (Rios-Holguin, 2017)

Fragmento generado con la técnica de Double Joint PCR (Yu et al., 2004), que
contiene el marcador de seleccion de resistencia a Higromicina, flanqueado por el
promotor y terminador del gen SIZI proporcionado por la Unidad de Manipulacién
Genética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de

Nuevo Leon.
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6.4 Analisis bioestadistico

6.4.1 IBM SPSS Statistics

Para el andlisis bioestadistico se utilizé el paquete IBM SPSS Statistics version 20
utilizando un disefio bifactorial al azar con la prueba de Tukey en todas las cinéticas
de crecimiento y proteina comparando los datos de las cepas silvestres con la
mutante correspondiente (FB1 vs. LP1 y FB2 vs. LP2). Ademas, para verificar las
diferencias en el ensayo de infeccidén de plantas de maiz, se realiz6 la prueba de
Friedman en tamafio, presencia de antocianinas y clorosis, y tamafio de tumor; y
para la localizacion de los tumores en la planta y en la diferencia en talla, se recurrié

a una prueba de Wilcoxon.
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VII. METODOS

7.1 ETAPA I: Identificacion de los componentes de la via de sumoilacion

7.1.1 Diseno de sondas aminoacidicas in silico para la busqueda de los

componentes de la via de sumoilaciéon

e Para la bisqueda de los componentes de la via de sumoilacién, SUMO, Aosl1, Uba2,

Ubc9, Sizl, Ulpl y Ulp2, se disefiaron sondas aminoacidicas tomando las

secuencias existentes en el National Center for Biotechnology Information (NCBI

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de organismos

registradas fueron buscadas en Octubre del 2017 (Tabla 2).

relacionados. Las

secuencias

Tabla 2. Sondas aminoacidicas. Organismos, nimeros de acceso en el NCBI de las secuencias
utilizadas y las sondas disenadas para la identificacién de los componentes de la via de sumoilacién.

COMPONENTE ORGANISMO ID SONDA
SUMO Saccharomyces cerevisiae NP_010798.1
Schizosaccharomyces NP_001342889.1 HINLKVTGDNNNEVFF
pombe KIKRTTKLRKLMDAFC
Aspergillus nidulans XP_658795.1
Candida albicans XP_713803.1
Neurospora crassa XP_011393283.1
AOS1 Saccharomyces cerevisiae EDN61296.1
Schizosaccharomyces NP_593251.1 DEIALYDRQIRLWGMT
pombe AQANLRSAKILLINLGA
LGNEITKNLVLSGIGSL
Sugiyamaella XP_018734750 TIL
lignohabitans
Candida orthopsilopsis XP_003869097.1
Neurospora crassa XP_011393987.1
UBA2 Saccharomyces cerevisiae AJU64459.1
Schizosaccharomyces NP_595945.1 SKVLLVGAGGIGCELL
pombe KDLILMGFGEIHIVDLD
TIDLSNLNRQFLFRQKD
Aspergillus fumigatus XP_750939.1 IKQPKS

Kluyveromyces marxianus

XP_022674896.1



UBCY9

SI71

ULP1

ULP2

Candida albicans
Saccharomyces cerevisiae

Schizosaccharomyces
pombe

Candida orthopsilopsis
Trichoderma harzianum
Fusarium oxysporum
Saccharomyces cerevisiae
Kluyveromyces marxianus
Candida albicans
Candida glabrata
Candida orthopsilopsis
Saccharomyces cerevisiae

Schizosaccharomyces
pombe

Kluyveromyces marxianus
Komagataella pastoris
Candida glabrata
Saccharomyces cerevisiae
Kluyveromyces marxianus
Candida glabrata

Schizosaccharomyces
pombe

Candida orthopsilopsis

XP_717612.2
NP_010219.1
NP_593204.1

XP_003869559.1
XP_024777320.1
XP_018240801.1
NP_010697.3
XP_022675777.1
XP_718168.2
KTB22319.1
XP_003868178.1
NP_015305.1
NP_595975.1

XP_022674547.1
ANZ76143.1
KTB18811.1
NP_012233.1

XP_022676190.1
KTB11630.1
NP_593475.2

XP_003866031.1

WEGGLYKITVAFPEEY

PTKPPKCKFPPPLFHPN

VYPSGTVCLSILNEEED

WKPAITLKQILLGIQDL
LDDP

TTSTILSLQCPISYTRMK
YPVKSIHCDHLQCFDA
LWFIESQLQIPTWQCPV

FNSFFYTTLSERGYQGV
RRWMKRKKVDIAKLD
KIFIPVNLNDSH

RQTHSRAIDPIKEFLISY
AKDKYQIQIDKTLIKM
KTCPVPQQPNFSDCGV

Las secuencias de cada componente de los diferentes organismos se alinearon

utilizando la herramienta BioEdit (Hall, 1999) usando el programa ClustalW y se

generd una secuencia consenso de ~50aa, la cual se ingres6 en BLASTp del NCBI

delimitando contra el organismo Ustilago maydis. Con ayuda de la base de datos de

dominios del NCBI y la plataforma Pfam (Finn et al., 2016) se identificaron los

dominios conservados presentes en cada secuencia aminoacidica de los

componentes.
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e Adicional a esto, se realiz6 un andlisis del promotor del gen SIZI de U. maydis
tomando 2000pb rio arriba del gen y se ingresé esta secuencia en la herramienta
Yeastract (Teixeira et al, 2018 http://www.yeastract.com/) en el apartado de

biisqueda de sitios de unidn para factores de transcripcion.

7.2 ETAPAII: Generacion de mutantes Asiz!/

7.2.1 Marcador de peso molecular Lambda PstI (A-pstl)

e En un tubo estéril, se agregaron 50uL de ADN del fago A (0.3ug/uL TaKaRa No. de
catdlogo 3010), ademads se agregé 1U/uL de enzima Pstl (Promega No. de catdlogo
R6111) con 6uL de regulador HIOX (Promega No. de catdlogo ROO8A) y 6uL de
albimina de suero bovino (BSA) 10X. Se incubd por 3hrs a 37°C y al finalizar, se
corri6 en un gel de agarosa al 1% a 80V por 40mins para verificar el corte
enzimatico. Por dltimo, se agregaron 0.75uL. de EDTA 0.5M y 12.8uL de regulador
de carga 5X (Green GoTagq® Flexi Regulador, Promega, No. de catdlogo M891A).

7.2.2 Gel de electroforesis de agarosa al 1% (Sambrook y Russel, 2001)

e Para cada gel de agarosa empleado, se pesé 1gr de agarosa y se le afiadié 100mL de
regulador TBE 1X y esto se calentdé hasta que la agarosa se homogenizd y se
observaba cristalina. Se vertié en una cdmara de electroforesis con un “peine” de
pocillos y se deja polimerizar. Posteriormente se retiré el peine y se procedié a
afiadir las muestras utilizando 1ul de regulador “de corrida” 5x Green GoTaq®
Flexi Regulador, 1ul de colorante GelRed™ 0.1X y 3ul de muestra. Se aplicé una

corriente de 80V por 45mins y se observo el gel en un transiluminador.
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7.2.3 Formacion de protoplastos de Ustilago maydis (Método modificado de

Tsukuda et al., 1988)

Para la formacién de protoplastos se inocularon células de U. maydis en SmL de
MC como pre-inoculo y se incubdé por 24 horas a 28°C. Al dia siguiente, se
inocularon 500uL de este pre-inoculo en 100mL de MC y se incubaron por 16hrs a
28°C. después de este tiempo, se midid la densidad 6ptica a 600nm hasta alcanzar
de 0.6 a 0.8 de Absorbancia. Una vez alcanzada ésta, se centrifugaron las células a
2500rpm por 10mins y se elimind el sobrenadante. Se resuspendieron las células en
10mL de solucion SCS fria y el volumen se llevo a 30mL con la misma solucion. Se
centrifugaron las células a 2500rpm por 10mins y se elimind el sobrenadante. Las
células se resuspendieron en ImL de solucién SCS y se afiadieron 100mg de
enzimas liticas de Trichoderma harzianum (Sigma Aldrich No. de catdlogo L.1412-
25G) y se incubd por 30mins a 28°C mezclando suavemente por inversion.
Posteriormente se comprobd en el microscopio Optico la formacion de los
protoplastos y se centrifugaron a 1000rpm por 10mins. Se elimind el sobrenadante y
los protoplastos formados se resuspendieron nuevamente en 1mL de soluciéon SCS.
Las células se transfirieron a tubos de 1.5mL y se centrifugaron a 2000rpm por
Smins. Luego, se retir6 el sobrenadante y los protoplastos se resuspendieron en 1mL
de soluciéon de SCS y se centrifugaron a 2000rpm por Smins. Se retiré el
sobrenadante con una micropipeta y los protoplastos se resuspendieron en ImL de
solucion STC fria. Se centrifugaron a 2000rpm por Smins y se resuspendieron en
930uL de solucion STC y 70uL de dimetil sulfoxido (DMSO) (Sigma Aldrich No.
de catidlogo 67-68-5). Para finalizar, se prepararon alicuotas de 50uL y se

almacenaron en ultracongelacion para su posterior uso.

7.2.4 Método de interrupcion de genes por split - marker (Catlett ef al., 2003)

Se prepararon reacciones de 25uL. de PCR para cada fragmento requerido. El casete

de interrupcioén utilizado para la transformacién fue proporcionado por la Unidad de
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Manipulacién Genética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL, el cual
contiene como marcador de seleccion el gen de resistencia a higromicina y esta
dirigido hacia el gen SIZ1 (UM03696) (Rios-Holguin, 2017). Para el segmento de
promotor y de resistencia a higromicina 5’(P — H), se agregaron 0.5uL. de ADN
molde, en este caso el casete de interrupcion para SIZI, 0.5uL del oligonucleétido
anidado forward (10uM), 0.5uL del oligonucledtido de deteccién de resistencia a
higromicina reverse (10uM), 2.5uL de regulador 10X, 1.25uL de MgSO4 2.5mM,
0.5uL de dANTP’s 10mM, 1puL de enzima Platinum Taq DNA Polymerase High
Fidelity SU/uL (Thermo Fisher Scientific No. de catdlogo 11304-029), y 18.25uL
de agua miliQ. Para el fragmento de resistencia a higromicina y terminador 3* (H —
T), se agregé 0.5uL de ADN molde, 0.5uL del oligonucledtido anidado reverse
10uM, 0.5uL del oligonucledtido de deteccion de resistencia a higromicina forward
10uM, 2.5uL de regulador 10X, 1.25uL de MgSO4 2.5mM, 0.5uL de dNTP’s
10mM, 1pL de enzima Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity SU/uL, y
18.25uL de agua miliQ (Figura 5). Las PCR’s se llevaron a cabo en un
termociclador BIO-RAD T100™ Thermal Cycler (Tabla 3 y 4).

HIGROMICINA (H [ TERMINADOR(T) |

e |
1 - 2 w—y-

Figura 5. Interrupcion de genes por Split — marker. Casete de interrupcion utilizado como molde
para la técnica de Split — marker donde se generan dos fragmentos, (P — H) amplificados por los
oligonucleétidos 1, y (H — T) amplificados con los oligonucleétidos 2.
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Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para el método de Split-marker. Se incluyen las secuencias,
Tm® utilizada y el tamaiio del amplificado

NOMBRE ID SECUENCIA Tm° TAMANO

Anidado 9F-AniSiz CAACGACCCCACTTCACCCT 54.18°
forward #315

2458pb
Deteccién de  SR-hygdetec ~ GATTTGTGTACGCCCGACAG 53.33°
higromicina #311
reverse
Anidado 9R-AniSiz TTCCCTCTGTGCTCAACATGC  55.09°
reverse #315
2109pb
Deteccion de  5F-hygdetec CGAGAGCCTGACCTATTGCATC 57.17°
higromicina #311
forward

Tabla 4. Programa de PCR utilizado para amplificar los fragmentos 5’ y 3’ de Split — marker.

TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
94°C 2 mins
94°C 45 seg
54°C 30 seg 35X
72°C 3 mins
72°C 5 mins
4°C 0

7.2.5 Transformacion de protoplastos de Ustilago maydis con ADN (Método
modificado de Tsukuda et al., 1988)

e En un tubo estéril, se mezclaron de 1 a Sug de ADN transformante (obtenido por la
técnica de Split — marker) con 1uL de heparina 15ug/uL (bioWORLD No. de
catalogo 40800004-1) y se aforé a SuL con soluciéon STC. La reaccidén se mantuvo

en hielo y se agregaron S0uL de protoplastos de U. maydis previamente formados y

30



se mezclaron suavemente con la micropipeta. Esto se mantuvo en hielo por 10mins
y después de agregaron 500uL de polietilenglicol (PEG) 40% p/v en soluciéon STC
y se mezcld por inversion suavemente. Se incubd en hielo por 15mins y luego, se
agregaron 500uL de solucién STC y se mezclé por inversién suavemente. Se
centrifugé a 2500rpm por 10mins y se retir6 el sobrenadante. Se resuspendid
lentamente en 100uL de soluciéon STC para posteriormente inocular en placas de
DCM-S con 200ug/uL. de Higromicina. Las placas se incubaron de 3 a 5 dias a
28°C. Las colonias obtenidas se estrian en placas de MC con 200ug/uL de
Higromicina (GOLD BIOTECHNOLOGY No. de catdlogo H-270-5), las cuales se
incuban a 28°C hasta obtener colonias aisladas; estas se crecieron en SmL de MC y

se les realizo extraccion de ADN.

7.2.6 Extraccion de ADN de organismos eucaridticos (Sambrook y Russel, 2001)

e Se inocularon las cepas de U. maydis en MC y se incubaron por 24 horas en
agitacion a 28°. Después, se tomaron 3mL de medio cultivo con células en
crecimiento y se centrifugaron a 4°C por 10 minutos a 3,000rpm. Se eliminé el
sobrenadante, se agregaron 500uL de regulador NTES y se resuspendid la pastilla
celular en el vortex. Se agregan 0.3g de perlas de vidrio estériles (Sigma
LifeScience No. de catdlogo G9018 150-212pum 70-100 U.SS sieve) y se mezclan
en vortex por 15mins. Posteriormente, se centrifuga por 10mins a 14,000rpm y se
recupera el sobrenadante en un tubo estéril nuevo. En éste, se agregan 400uL de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico y se mezcla en vértex por Smins. De nuevo se
centrifugan los tubos por 10mins a 14,000rpm y se recupera la fase superior en un
tubo nuevo. Para precipitar, se agregd 0.1 volimen de acetato de amonio 7.5M y 2
volumenes de etanol al 96% y se incub6 a -20°C por un minimo de 12 horas.
Después de esto, se centrifugé a 14,000rpm por 20mins y se decanté el
sobrenadante. Se agregaron 200uL de etanol al 70% para lavar el concentrado
celular y se mezcl6 en vortex por 1min. Se centrifugd por 10mins a 13,500rpm y se

retiré el sobrenadante obtenido y se evaporo el etanol restante en el Thermomixer®
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a 65°C por 5 minutos. Por dltimo, se resuspendi6 el concentrado celular en S0uL de

regulador TE y se almacenaron a -20°C.

7.2.7 Comprobacion de la mutacién por PCR y restriccion

Se utilizaron diferentes métodos para la comprobacién de la mutante: la
presencia/ausencia del marco de lectura abierto del gen sizl y del marcador de
seleccidn de resistencia a higromicina, la diferencia de tamafio de amplificado entre
la secuencia que contiene el gen SIZI (4424pb) y el casete de interrupcion (3891pb)
con el uso de oligonucledtidos externos, y el corte con enzimas de restriccién que
contengan un sitio de corte en el casete de interrupciéon y no en el fragmento
silvestre.

Se emplearon reacciones de 12.5uLL que para amplificar el ORF de sizl contienen
0.5uL. de ADN molde, 0.5uL de oligonucledtido sizl forward (10uM), 0.5uL de
oligonucledtido sizl reverse (10uM), 2.5uL de regulador 10X, 1puL de enzima
MyTaq™ DNA Polymerase S5U/uL (Bioline No. de catidlogo BIO-21105), y 7.5uL
de agua miliQ. Para observar la diferencia de tamafios de amplificado, se utilizan
0.5uL. de ADN molde, 0.5uL de oligonucleétido promotor forward (10uM), 0.5uL
de oligonucledtido terminador reverse (10uM), 2.5uL de regulador 10X, 1uL de
enzima MyTaq™ DNA Polymerase 5U/uL, y 7.5uL de agua miliQ. Ademds, se
detect6 el gen de resistencia a higromicina para comprobar su presencia e insercion
del casete de interrupcién y para verificar la integridad del ADN extraido se
amplifico el gen de actina, donde para ambos se usaron 0.5uL de ADN molde,
0.2uL de oligonucledtido actina y deteccion de resistencia a higromicina forward
(10uM), 0.2uL de oligonucledtido actina y deteccién de resistencia a higromicina
reverse (10uM), 2.5uL de regulador 10X, IpL de enzima MyTaq™ DNA
Polymerase SU/uL (Bioline No. de catalogo BIO-21105), y 8.1uL de agua miliQ
(Tabla 5). Las PCR’s se llevaron a cabo en un termociclador BIO-RAD T100™
Thermal Cycler (Tabla 6 y 7).
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Tabla 5. Oligonucleétidonucledotidos empleados para la comprobaciéon de la mutacién. Deteccién de
presencia / ausencia del ORF de siz1, la diferencia en tamafos de amplificado, la deteccion del marcador de
higromicina y el control de actina con sus respectivas secuencias, Tm° y tamafio del amplificado.

NOMBRE ID SECUENCIA Tm® TAMANO

Sizl forward  10F-otfSIZ CCACTTCAGATCGTTTCCACTTCC 56.38°  1087pb
#318

Sizl reverse ~ 10R-orfSIZ CGAGCTAATCTTGCCATCGGAG  58.49°
#320

Externo fwdextSizl # TGGAGGACGCAAGGATGTCG 56.51°
forward

4044pb
Externo revextSizl # AGTGTGGAAGCAGGTTGTCG 54.31°
reverse
Deteccion de  SF-hygdetec ~ CGAGAGCCTGACCTATTGCATC  57.17°
higromicina #311
forward 676pb
Deteccién de  SR-hygdetec GATTTGTGTACGCCCGACAG 53.33°
higromicina #311
reverse
Actina Actina-F #284 CTCBATCATGAAGTGTGA 50.0°
forward
242pb
Actina Actina-R BTGCTTYGARATCCACAT 50.0°
reverse #284

Tabla 6. Programa de PCR utilizado para amplificar el ORF de SIZ1 y el fragmento de
externos

TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
94°C 2 mins
94°C 45 seg
63°C 54°C 30 seg 35X
ORF externos
72°C 2 mins 5 mins
ORF externos
72°C 5 mins
4°C o0
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Tabla 7. Programa de PCR utilizado para amplificar los controles de actina y detecciéon de

higromicina
TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
94°C 2 mins
94°C 45 seg
54°C 57°C 30 seg 35X
actina  higromicina
72°C 1 min
72°C 5 mins
4°C 0

e Por ultimo, se utiliz6 el programa SnapGene® Viewer 4.1.6 (GSL Biotech

http://www.snapgene.com/) para seleccionar una enzima que corte en el casete de

interrupcion y no en el fragmento silvestre. Se utiliz6 la enzima EcoRI que tiene un
solo sitio de corte y se tienen productos de 2,116pb y 1,775pb (Figura 6). Para la
reaccion se utilizé 2uL de regulador H 10X (Promega, No. de catdlogo ROOSA),
2uL de BSA 10X, 5SuL. de ADN, 1uL de enzima EcoRI 12U/uL (Promega, No. de
catalogo R601A), y 10uL de agua miliQ. Esta reacciéon se mantuvo a 37°C por 4

horas.

Start (0) EcoRI (1775) End (3891)
1 |

1000 2000 3000

[ HygR i

casete de interrupcion para sizl

B 3891 bp

Start (0) End (4424)
\

1000 2000 30007 40007

gen sizl
4424 bp

Figura 6. Enzimas de restriccion utilizadas. Fragmentos que corresponden a (A) el casete de
interrupciéon que mide 3891pb y que con la enzima EcoRI se obtienen productos de 2,116pb y
1,775pb; y (B) al fragmento silvestre del gen SIZ1 donde EcoRI no tiene sitio de corte.
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7.3 ETAPA III: Caracterizacion fenotipica de la mutante

7.3.1 Curva de resistencia a higromicina

Se prepararon placas de MC agar con concentraciones de Oug/uL, 50ug/uL,
100ug/uL, 150pg/uL, 200ug/uL, 250pg/ul, 300pg/uL, 350ug/uL, 400ug/uL,
450ug/uL y 500ug/uL de higromicina y se inocularon las cepas de U. maydis
silvestres FB1 y FB2, las cepas mutantes LP1 y LP2, y un control positivo resistente
a higromicina para observar el crecimiento en comparacion con las cepas silvestres,

y las concentraciones minimas inhibitorias de las mutantes.

7.3.2 Cinética de crecimiento

Se determiné la cinética de crecimiento en MM pH 4, MM pH 7 y MM pH 9
midiendo la absorbancia a 600nm en un espectrofotometro BioMate3 Thermo
Electron Corporatio. Ademads, las células se trataron con NaOH 1N y se dejaron
reposar al menos 24 horas a temperatura ambiente para la medicion de proteina a
595nm. Las lecturas se realizaron a las 0, 8, 12, 24, 36 y 48hrs y las células de los
tiempos 0, 24 y 48, se tifieron con blanco de calcofluor y DAPI y se observaron en
el microscopio de fluorescencia LEICA DMRE MICROSCOPE. Por dltimo, se
midié el pH del medio en un potenciometro. En este experimento, el pH de los
medios no fue controlado con regulador para poder observar si existia un cambio en

éste.

7.3.3 Tincion con blanco de calcofluor

En la tincién con blanco de calcofluor se pretende tefiir la quitina de la pared celular
de los hongos, por lo que se empled blanco de calcofluor White Stain (Sigma-

Aldrich No. de catdlogo 18909) y se utiliz6 el protocolo descrito por la compaiiia,
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donde se agrega una gota de éste en la muestra previamente colocada en un
portaobjetos limpio. Para mejorar la visualizacién de la tincién se agregd una gota
de hidréxido de potasio 10%. Se cubrié con un cubreobjetos y se dejo reposar por 1
min. Finalmente, las muestras se observaron al microscopio de fluorescencia
LEICA DMRE MICROSCOPE a una longitud de onda de 355nm con el objetivo
100X.

7.3.4 Tincion con DAPI

e El 4%, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) utilizado para tefiir el ADN, fue de la
compaiiia Thermo Fisher scientific (No. de catdlogo D1306) al igual que la
metodologia para su preparacion y uso. Se prepard una solucion con 2mL de agua
desionizada estéril (Smg/mL) y se almacend a -20°C. Para preparar las muestras, se
agregaron 2.1uL de esta solucién a 100uL de regulador fosfato salino (PBS) para
tener una solucién 300uM. Después, se diluyd la solucién 300uM a 1:1000 en PBS,
para llegar a 300nM. Posteriormente, la muestra se {ijo en un portaobjetos limpio y
se realizaron tres lavados con PBS a las células, de aqui se afiadi6 suficiente DAPI
300nM hasta cubrir las células. Se incubaron 5 mins en obscuridad y al finalizar se
removio la solucién de DAPIL. De nuevo, se lavaron las células tres veces con PBS y
se observaron al microscopio de fluorescencia LEICA DMRE MICROSCOPE a
una longitud de onda de 358nm/461nm con un objetivo 100X.

e Para analizar la susceptibilidad de las mutantes a diferentes tipos de estrés,
los tratamientos se llevaron a cabo tanto en medio s6lido como liquido. Para
el medio sélido, se tomaron 107 células de las cepas silvestres FB1 y FB2, y
de las mutantes LP1 y LP2 y se realizaron diluciones seriadas hasta la
dilucién 10 las cuales se inocularon por goteo en los diferentes medios
sOlidos. Las placas se mantuvieron a 30°C (a excepcion del estrés por

temperatura), y fueron examinadas después de 48hrs. En medio liquido se
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inocularon 10° células por mililitro de medio, y de igual manera se
incubaron a 30°C y en agitaciéon a 150rpm, se tifieron con blanco de
calcofluor y se observaron a las 48hrs en un microscopio de fluorescencia
LEICA DMRE MICROSCOPE. Como control, se realiz6 el tratamiento en

MC. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.

7.3.5 Estrés por temperatura

e En MM pH 7 se inocularon las células de U. maydis y se incubaron a tres diferentes

temperaturas que son: 20°C, 30°C y 37°C.

7.3.6 Estrés por pH

e Se prepar6 MM de pH 3, pH 7 y pH 9 para el tratamiento en medio liquido y placas
de MM pH 4, pH 7 y pH 9 sélido. El pH se controlé con regulador para evitar

cambios abruptos del pH con el paso del tiempo.

7.3.7 Estrés por choque iénico y osmético

e Para determinar la tolerancia al estrés osmotico, se prepararon placas de MM con
agar y medio liquido MM pH 7 y se le agreg6 una concentracion de NaCl 1M, KCl
IM y LiCl 10mM que se agregaron al MM pH 7 por separado.

7.3.8 Estrés sobre la pared celular

e Se prepar6 MM pH 7 y se les adicionaron cuatro compuestos diferentes para
estresar o desestabiliar la pared celular del hongo, que fueron rojo congo 10pug/mL,

blanco de calcofluor 20pug/mL, sorbitol 1M o 2% de etanol.
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7.3.9 Estrés oxidativo

Para observar el estrés por agentes oxidativos, las placas y el medio liquido de MM
pH 7 fueron suplementadas con rosa de bengala 10mM y se evalud el choque por
H>0: incubando por dos horas en PBS con H202 0.8mM. Las células de U. maydis
se centrifugaron a 3,000rpm por 10 mins y se lavaron con agua destilada estéril dos

veces, por dltimo, las células se inocularon en MM pH7.

7.3.10 Estrés por radiacion UV

Las células de U. maydis, se irradiaron con 500uJ/cm? en un Stratalinker® y se

incubaron igual que los demds tratamientos.

7.3.11 Induccion de la transicion dimoérfica por pH o fuentes de carbono (Ruiz-

Herrera et al., 1995; Klose et al., 2004)

La induccién de la diferenciacion de levadura a micelio se puede dar en condiciones
de pH 3. Para esto, se prepar6 un inoculo en 15mL de MC de las cepas FB1, FB2,
LP1 y LP2, las cuales se incubaron por 48hrs a 30°C y se transfiri6 este inoculo a
un volumen de 150mL de MC y se dejé incubando por 24hrs a 30°C. Se
centrifugaron las células y se lavaron 2 veces por centrifugacién con agua destilada
estéril y se inocularon en 150mL de agua destilada estéril y se dejaron en agitacion
por 4 horas a 30°C. Transcurrido este tiempo, se lavaron 2 veces por centrifugacion
con agua destilada estéril y se recuperaron en agua destilada estéril en un 10% de su
volumen original y se dejaron reposar en hielo por 15mins. Posteriormente, se
inocularon en MM pH3 y en MM pH7, se incubaron a 30°C por 48hrs y se
observaron en un microscopio de fluorescencia LEICA DMRE MICROSCOPE

después de teiiirlas con blanco de calcofluor.
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La diferenciacion también se ha observado usando diferentes fuentes de carbono
como Tween-40 1%, que contiene palmitato, o acetato de sodio, por ellos se
prepararon pre-inoculos en 15mL de MC de las cepas FB1, FB2, LP1 y LP2 y se
incubaron por 48hrs a 30°C y se re-inocularon en S0mL de MC y se crecieron por
24hrs a 30°C. posteriormente se inocularon 10° células por mililitro en un medio
MM pH 7 con Tween-40 al 1% y otro con acetato de sodio al 1%. Las células
adicionadas con acetato de sodio 1% fueron tefiidas con blanco de calcofluor y
observadas al microscopio de fluorescencia LEICA DMRE MICROSCOPE a las
48hrs, mientras que las células en el medio con Tween-40 1%, se observaron hasta
los cinco dias. En ambos casos, también se sembraron las células en MM pH7 con
glucosa como unica fuente de carbono como controles que se incubaron y
analizaron en las mismas condiciones que las células incubadas con Tween-40 o

acetato de sodio.

7.3.12 Determinacion del apareamiento por la técnica Fuzz (Banuett y

Herskowitz, 1989)

Para determinar las mutaciones en el gen SIZ/ afectaban en su capacidad de
apareamiento, se realizo la técnica Fuzz descrita por Banuett y Herskowitz (1989).
Se prepararon placas con MM pH 7 sélido agregandole de carbon activado al 1%.
Posteriormente, a partir de un cultivo con 10° cels/mL, se colocaron Sul de cada
cepa por separado en las placas y en seguida, se colocaron SuL. de la suspension de
células del tipo sexual complementario para observar el apareamiento. Se realizaron
las siguientes combinaciones: FB2 x FB2, FB2 x FB1, FB1 x FB1, FB2 x LP1, LP1
x LP1, LP2 x LP2, LP2 x FB1 y LP2 x LPI. Después de 48hrs a temperatura
ambiente, se confirmé el apareamiento, observandose el desarrollo o no de colonias
blancas y algodonosas (miceliales) que indican una reaccién positiva de
apareamiento, o en ausencia de apareamiento, colonias cremosas y brillantes

(levaduriformes).
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7.3.13 Capacidad de infeccién en plantas de maiz

e Se tomaron 100 semillas de maiz proporcionadas por el Laboratorio de
Diferenciacién y Desarrollo de Hongos del Centro de Investigaciéon y de Estudios
Avanzados del IPN (CINVESTAV) unidad Irapuato, se lavaron con hipoclorito de
sodio al 20% y posteriormente con de etanol al 20% por 20mins, y se dejaron en
agua destilada toda la noche. Posteriormente se dejaron germinar en una cama de
algodén himedo. Al momento de observar un brote de ~3 — 5cm, se sembraron
grupos de 5 semillas en 25 macetas a Scm de profundidad. Aunado a esto, se
inocularon 100mL de MC liquido de las cepas FB1, FB2, LP1 y LP2 y se incubaron
a 30°C por 48hrs y transcurrido este tiempo, se mezclaron en cantidades iguales
generando las siguientes mezclas de células: FB1 x FB2, LP1 x LP2, FB1 x LP2 y
FB2 x LP1. Al observar un crecimiento de las plantas de ~10cm, se inocularon con
una jeringa y aguja, cada una con una mezcla de células (107 células/mL) y se
adicion6 un control al que se le inyect6 agua estéril, y se dejaron en condiciones
controladas de invernadero regindolas cada 3 dias. Después de 10 dias de
crecimiento se anotaron los siguientes pardmetros: tamafio en cm, la presencia de

antocianinas y clorosis, tamafio y localizacién de tumores, y la talla de la planta.
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VIII. RESULTADOS

8.1 ETAPA I. Identificacion de los componentes de la via de sumoilacion

8.1.1 Diseno de sondas aminoacidicas in silico para la busqueda de los

componentes de la via de sumoilaciéon

Para comprobar la existencia de los componentes de la maquinaria de sumoilacién
en U. maydis, se diseharon in silico sondas aminoacidicas alineando secuencias
homdlogas pertenecientes a cada componente reportadas en otros hongos en la base
de datos del NCBI. Las sondas fueron dirigidas a dominios conservados presentes
en cada uno de los componentes. En la mayoria de los casos, se encontré un
porcentaje de identidad menor al 80% (Tabla 8); solamente Ubc9 contenia un 82%

de identidad con la sonda disefiada.

Tabla 8. Componentes de la via de sumoilacion encontrados en U. maydis.

COMPONENTE IDENTIDAD ID NCBI

SUMO 56% UMAG_05863 XP_011392223.1
Aosl 64% UMAG_01081 XP_011387042.1
Uba2 77% UMAG_01001 XP_011386983.1
Ubc9 82% UMAG_04542 XP_011390864.1

Siz1 47% UMAG_03693 XP_011390170.1

Ulpl 45% UMAG_00354 XP_011386246.1

Ulp2 75% UMAG_10103 XP_011386660.1

Estos datos muestran que homodlogos de los seis componentes de la via de
sumoilacion estan presentes en U. maydis. A continuacion, se analizé la presencia
de los dominios funcionales conservados presentes en cada uno de ellos (Figura 7).

Se observé que la proteina SUMO contiene el dominio de la familia de proteinas
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Ubiquitin — like y dominios caracteristicos de SUMO. Aosl y Uba2 que forman un
heterodimero, son parte de la familia de enzimas activadoras El1 y ademds,
contienen un dominio ThiF que les ayuda a interaccionar con E2 y a utilizar ATP
para la activacién de SUMO. Para Ubc9, que tuvo el mayor porcentaje de identidad,
se encontrd que pertenece a la familia de las proteinas UBCc y contiene un dominio
de las proteinas conjugadoras E2 que se encargan de encontrar el motivo
conservado en la proteina blanco y que es fundamental para llevar a cabo la
modificacién. En el caso de E3 Sizl se encontré el dominio SP-RING que es
caracteristico de este tipo de enzimas. Por tdltimo, las enzimas Ulpl y Ulp2 cuya
funcién es proteolizar la union de SUMO con la proteina blanco, contienen su
dominio de peptidasa C48 y pertenecen a la familia de las proteinas ULP1. Se
encontré que Ulpl contiene su sitio activo hacia el extremo C-terminal, mientras

que Ulp2, hacia el N-terminal.

SUMO

HINLKVSD{—GSSEI FFRIRRTTPLRRIMEAFARRCGREMDSTRFLYDGERICADCTPEDL

HINLRVVNGEDNNEVFFRIRRTTEFSERLMEIYCARCGRKSMNSILRFLVDGERIRPDCTPAEL
HI_‘\JIY"TD,-‘NNNEVEFF IRRTTELEELMBAFCERCGROPSTVRFLEDGERVRPEDTPDTL
HINVEV SD-GTCEV: FERVERNTEFRRLMEAFARRCGTSPDTMRFLVDGERVHADCTPEDL
HI_\]IRVTD-NNNEV’:'EY IRRSTELERLMEAFCERCGRELASVRFLEFEGORVOPTDTPDTL

CI.\]IIY"KDEDGNEVE- EVERTTELSELEEAYAERMGREENSVRFIFDGOQRIGDNDTAETL

S. cerevisiae
S. pombe

A. nidulans
C. albicans
N. Crassa
U. Maydis

DOMINIOS
CONSERVADOS UBQ family

AOS1

MRSARVLL INBGAIGSEITKSIVLSGIGHLTILDEHMV T-EEELGSCFFIGSED—~V~CW
LECSRVLLITASPLANETARNLVLSG I;RLLKL[SHTWY-EKEVEEC FIEASDS=IGCH
MRNSEILVIGNSAATNEVVENLV ~A‘vJSLTIL[!‘EVR-AR[LGAC:FIDETD--V‘KK
LRSTEILVINEGAAGTECVENLYV ~G~LVSIEIL[DSVV —EEEFTACFELPNDDSTV«FL
IRSANILLITMRALANEIARNLVLAGIGSLTIND VVS'EAELGACF:LSAEDGHI SON
LRCAHILILGHNGIATEILRNTVLSGIGSITILDEEC IBESYDLLSGF FERDEESSVGCR

S. cerevisiae

S. pombe

S. lignohabitans
C. orthopsilopsis
N. crassa

U. maydis

DOMINIOS
CONSERVADOS

El enzyme family
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S. cerevisiae
S. pombe

A. fumigatus
K. marxianus
C. albicans
U. maydis

DOMINIOS
CONSERVADOS

S. cerevisiae

S. pombe

C. orthopsilopsis
T harzianum

F oxysporum
U.maydis

DOMINIOS
CONSERVADOS

S. cerevisiae

K. marxianus
C. albicans

C. glabrata

C. othopsilopsis
U. maydis

DOMINIOS
CONSERVADOS

S. cerevisiae
S. pombe

K. marxianus
K. pastoris

C. glabrata
U. maydis

DOMINIOS
CONSERVADOS

UBA2

GIGSELLRDIILMEFGEIHIVDLDTIDLSNLNRCFLFROEDIRCPEKSETAVEAV
GIGCELLRNLIMSGVEREVHIIDLDTIDLSNLNRCFLFREEHVRCPRARVARRTA

I.'v'(’u-s GGIGCELLRNLLLSGFGEIHIIDLDTIDLSNLNRCFLFRYEHIREKPRARVARKEVA
LLVG

GGIGCELLRDLILEEFGEIHIVDLDTIDLSNLNRCFLFRCRDIRCPRKSNTAVEAV
LMVGAGGIGCELLRDLVIEGYGEIHIVDLDTVTLSNLNRCFLFROEDIDESKSETIASAV
LVVGAGGIGCELLENLVIEGFGNIEIIDLDTIDLSNLNRCFLFCRQHIRRPRSEVARQTA

E1l enzyme family

UBC9
GGVYPITVEYPNEYPSKP

GSLYKLTMAE:’EEYE’TR;-»KLR:TPPLFH ‘\]“
GGVYPIRLDFPEEYPSKPPRVRFPAGFYHPNVYP
GGLFRINIAFPDEYPTRPPRCEFVPPLEFHPNV
GGLERLTIAFPREYPTRPPRCRFVPPLFHPNV
GGLYRLRMIFPEEYPSEKRPPRCRFIPPLFHPNVF

ICLSILNEDCDWRPAITERCIVL
V'I_HIL'\JEEEGWK:AITIK&II_I_
VCLSILNEECDWRPAITLRCIVL
VLL“\ILNEEEAWY\ 'AITVECILL
VCLSILNEEEAWRPAITVECILL
VCLSILDEDRGWEPAITIRCILL

UBCc family

SI1Z1

TTSTIMSLCCPISYTRMEY PSKSINCRHLCCFDARWFLHSCECIPTWCCPVCOCERIALEN
TTSTVMSLCCPISYSRMRY PVRSIHCRHLCCFDAQWFIESCECIPTWCCPVCORETHIED
ICTTELPLRDPLSYTRLANPTRSVHCEHYMCFNGMLFIECCRLVDEWECPVCSREIRKEED
TTSTIISLECPISYTRMSYPVRSEYCEHLCCFDGEWFLHSCECVPTWMCPVCOESLERAD
IEDIILSLRDHYTYTRIEIPVETINCEHLCCFDLRICMICCYESPTWCCPHCRSRFENSD
CGAATMSLERCPESYMRISTPCRSVNCEHVCCFDAYSFESINEQTPSWACPVCORETEPED

RING_Ubox family

ULP1

PNTVAFNSFFYTNLSERGYCGVRRWMERERTCIBELDEIFZPINLNCSHWALGI IDEEERK
PRVHGFNTFFYTSIORRGYAGVRRWARKARVNIADMDAVEFIPVHL-DVHWCMAV INKSEK
PRTVAFNSFFYSTIANRGYCGVRRWMEREERVDIBDLERIFIPVNLNDSHWILGI IDEENK
PSVEAFTTHFYTTFESRGYDSVERWARRREVD IRELDEVEVPINILNSHWALGVY IDNERK
ANIVAFNSFFYTTLSERGYCGVRRWMEREERERCIBELDEIFVPVNLNCSHWALGMIDEENK
WRVHFFSSFFWTNLENERGFDGVERWTIRR=—IDIESEDEILE PINLGNRHWVCGA INMREH

ULP1 family
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ULP2

LCYRFNDGSSYTITNCDFRCLENRDWVNDSILDFEFTREXIESSTERSTIERECVHLMSSF
LSYTFSDGERISVNNC DFRCIENHDWINDTILDFFLEYRIFESINSGIVSREDVYLEFSSF
INYRFEIDGSYYTITNCDFRCLENRDWINDSILDFEFTRYFIESATTNNEVREEDVHIMSSF
INYPFSGTNSIAITNTDLTRLNEGEFLNDTIVDFYLRYLYCRLCTONPSTLANDTHIFNTF
PRSICINRYNIDISFADLCTLRDGRWLNDNIIDFYLNLVMERNSE=——————— VEIWTTH
LAEYPYEGRGAMSLRYSDFERLELDGGLILNDVVIEFGLEFILEEIRARDPALADSTIYVENTF

S. cerevisiae

K. marxianus
C. glabrata

S. pombe

C. othopsilopsis
U. maydis

DOMINIOS :
CONSERVADOS ULP1 familv

Figura 7. Alineamiento ir silico de los componentes de la via de sumoilacién. Usando la
herramienta BioEdit se alinearon las secuencias homoélogas de los componentes de la via de
sumoilacién junto con la secuencia encontrada en U. maydis y los dominios conservados presentes en
las proteinas de las diferentes especies.

e Con ayuda de la base de datos del NCBI y la herramienta Pfam, se analizé la
secuencia aminoacidica completa de Sizl de U. maydis que es de 836aa. Resaltan
dos dominios principales en esta secuencia que son el dominio PINIT (179aa —
315aa), y el dominio SP-RING (364aa — 411aa) que es mds pequeiio. Este dominio
tiene un sitio de unién para un i6n zinc esencial para su funcién (Figura 8).

n*+
1 179 315 364 O 411 8306

Sizl

Figura 8. Dominios presentes en Sizl de U. maydis. Se observa el dominio PINIT y el dominio SP-
RING que contiene un sitio de unién a un ién Zn*.

e Ademads de estos ensayos in silico, se realizé un andlisis del promotor del gen SIZ/
de U. maydis para tener una mejor perspectiva de los procesos en los que puede
estar involucrado. En la herramienta Yeastract se introdujo la secuencia del
promotor de SIZI y nos arrojé una extensa lista de factores de transcripcion que
pueden estar interactuando con el promotor, junto con el motivo que reconoce y el
sitio en pares de base (Tabla 9). Se encontraron 37 factores de transcripcion que

posiblemente pueden estar interactuando con el promotor de SIZ/ en un momento
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dado. Para algunos solo existe una secuencia canénica de reconocimiento, a
diferencia del factor Gerlp que reconoce 23 sitios en el promotor.

e La mayoria de estos factores estin involucrados en procesos celulares generales
como la glicdlisis, traduccion y ciclo celular. Interesantemente, se encontraron
factores implicados en la respuesta a estrés y otros procesos mas especificos, como
Tecl en la formacién de filamentos, Yapl en el estrés oxidativo, Mot3 con hipoxia
y calor, Nrgl con la respuesta a estrés i6nico y pH, Hsfl con el choque térmico y

Swi4 que participa durante la citocinesis.

Tabla 9. Factores de transcripcion que se unen al promotor de SIZ1. Factores de transcripcion y el
ndmero de sitios que reconoce en el promotor de sizl de U. maydis

FACTORES DE NUMERO DE SITIOS DE
TRANSCRIPCION RECONOCIMIENTO
Ace2p 2
Adrlp 4
Aft2p / Aftlp 1/1
Ashlp 4
Baslp 1
Crzlp 1
Cup2p 2
Ecm22p 1
Fkhlp / Fkh2p 1/1
Gendp 2
Gerlp 23
Gsmlp 1
Haclp 9
Haalp 4
Hsflp 4
Imelp 1
Mcmlp 2
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Mot3p 11

Nrgl 3
Pdrlp / Pdr3p 1/1
Pho4dp 1
Rgtlp 4
Rtglp / Rtg3p 5
Skn7p 2
Stb5p 22
Stel2p 1
Stp2p 1
Swidp / SwiSp 1/2
Teclp 1
Upc2p 2
Xbplp 10
Yaplp 3

8.2 ETAPA I1. Generacion de mutante Asizl

8.2.1 Método de interrupcion de genes por split — marker (Catlett ef al., 2003)

e Para generar la mutante de sizl interrumpiendo este gen, se tomé el casete de
interrupcion para SIZI (Rios-Holguin, 2017) (Figura 9), y se le realiz6 la técnica de

split — marker (Figura 10).
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Figura 9. Casete de interrupcion. Disefiado con la técnica de PCR de Doble Unién, el casete
contiene el promotor (P) de SIZI, el gen de resistencia a higromicina (Hig), y el terminador (T) de
SIZ1 con tamafios de 799pb, 2358pb y 886pb respectivamente. Al fusionar estos tres elementos se
obtiene el casete de interrupcién para sizl (CI) con un tamafio de 3891pb.

Los dos fragmentos obtenidos por Split — marker fueron los que se utilizaron para
transformar los protoplastos de U. maydis y obtener la mutante de SIZ/ en las cepas
FB1 y FB2 de U. maydis. Las colonias resultantes de la transformacion fueron
resembradas en placas de MC agar con 200ug/mL de higromicina y las que
presentaron mayor crecimiento fueron inoculadas en MC liquido para la posterior
extraccion de ADN (Figura 11). La eficiencia de transformacién obtenida fue de 2
colonias mutantes en 40 colonias analizadas. Las mutantes obtenidas fueron

llamadas LP1 de la cepa con FB1, y LP2 de la cepa FB2.
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A-pstlt P-H P-H P-H P-H P-H

L

it

2458pb—

L
LA‘

A-pstt H-T H-T . H-T H-T H-T
[ - o o

E

Figura 10. Fragmentos de PCR 5’ y 3’ para la transformacion. Productos de PCR obtenidos con
el método de Split marker que pertenecen al fragmento 5’ de promotor ¢ higromicina (P-H) con un
tamafio de 2458pb y el fragmento 3’ de higromicina y terminador (H-T) de 2109pb.

FBI LP1 FB2 LpP2

ADN— S - e —

Figura 11. ADN de las cepas FB1, FB2, LP1 y LP2. Extraccion de ADN perteneciente a las cepas
silvestres FB2 y FB2 y a las mutantes obtenidas LP1 y LP2.

8.2.2 Comprobacion de la mutacién por PCR y restriccion

e El primer método por el que se comprobd la mutante, fue la amplificacion del ORF
de SIZI. En FB2 y FB1 se observa un amplificado de 1087pb que corresponde al

ORF de SIZ1, mientras que en las mutantes LP1 y LP2 no se observan amplificados
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(Figura 12), lo que nos quiere decir que posiblemente el casete de interrupcién se

insertd en el sitio correcto.

FBI LPI] FB2 LP2  A-pstl

—
o —

1087pb—> W ’ —— . '

Figura 12. Presencia/ausencia del ORF de SIZ1. Se muestra la existencia del ORF de sizl en FB1
y FB2, mientras que en LP1 y LP2, no existe un amplificado.

La diferencia de tamafios de amplificado es otro método indicativo para comprobar
la mutacién y que el casete fue incorporado en el sitio correcto. Al amplificar con
oligonucledtidos externos (Tabla 5) en las cepas silvestres, obtenemos un
amplificado de 4424pb, mientras que, si existe la mutacion, el amplificado es de
3891pb (Figura 13). Esta diferencia se observé en las colonias que anteriormente no
habian amplificado el ORF de SIZI. Ademas, se comprobé la existencia del gen de
resistencia a higromicina con oligonucledtidos de deteccion (Tabla 5) donde en FB1
y FB2 no estd presente, y en las mutantes LP1 y LP2 si existe, mostrando un
amplificado de 676pb (Figura 14). Para verificar la integridad y calidad del ADN
extraido, se amplifico el gen de actina como control, que tiene un tamafio de 242pb,

donde actina amplificé en todas las muestras (figura 15).
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Figura 13. Diferencia de tamafio de los fragmentos silvestres y mutantes. Comprobacién por
diferencia de tamaifios, el control positivo (+) es el casete de interrupcion sin transformar que tiene un
tamafio de 3891pb, en FB2 y FB1 se observa un fragmento de 4424pb que corresponde al silvestre, y
LP1 y LP2 amplifica 3891pb que es del tamafio al casete de interrupcién y que corresponde a las
mutantes.

Figura 14. Deteccion del gen de resistencia a higromicina. Deteccion del gen de resistencia a
higromicina que en FB1 y FB2 estd ausente, en LP1 y LP2 se encuentra presente con un amplificado
de 676pb, y por ultimo el control positivo (+) es la deteccién del gen de higromicina directamente del
casete de interrupcion.
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J-pstl  (-) FB1 FB2 LP1 1E2 (+)

mtc

242pb— o e |

Figura 15. Control de actina. Amplificados de 242pb para FB1, FB2, LP1, LP2 y el control
positivo (+), y un control negativo (-) que no contiene ADN, lo que indica una buena calidad de los
ADN extraidos.

El ultimo paso para la comprobacion de las mutantes fue cortar con la enzima de
restriccion EcoRI que tiene un solo corte en el casete de interrupcion, dando
productos de 2116pb y 1775pb (Figura 16). El fragmento silvestre con el gen sizl y
los fragmentos que contienen el casete de interrupcién en las mutantes, fueron
cortados con EcoRI por 4hrs. El resultado obstenido revela que, en las mutantes,
LP1 y LP2, existe un corte enzimdtico dando los productos deseados, mientras que
con el fragmento silvestre de FB1 y FB2, no existe corte en algin sitio. Con esto se

puede asegurar que se obtuvieron mutantes carentes del gen SIZI en de U. maydis.
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A-pstt  FB1 FBI+ FB2 FB2+ (+)

—i

()t LP1 LPL+ LP2 LR+

- EcoRI EcoRI e 'ﬁ EcoRI EcoRI
4424pb_s, a - - l
3891pb—> , ) .
2116pb—s g | -"" —
1775pb—> b d
=1y

S

Figura 16. Comprobaciéon de la mutante por cortes enzimaticos. Comprobacién con la enzima
EcoRI que en las mutantes LP1 y LP2 corta dando productos de 2,116pb y 1,775pb en cada una, y en
FB1 y FB2 no existe corte. Se muestran los fragmentos sin cortar (FB1, FB2, LP1 y LP2) y los
fragmentos expuestos a la enzima de restriccion (FB1+EcoRI, FB2+EcoRI, LP1+EcoRI y
LP2+EcoRI), ademds del control positivo que es el casete de interrupcion para SIZI (+) y el corte
enzimdtico de este por EcoRI ((+)+EcoRI).

8.3 ETAPA III. Caracterizacion fenotipica de las cepas mutantes

Crecimiento

8.3.1 Curva de resistencia a higromicina

e Durante la caracterizacion de las mutantes, se determind la resistencia a higromicina
comparando contra un control positivo (+) y negativos (FB1 y FB2). Para
determinar la concentracion de higromicina que resisten, se midi6 el crecimiento de
las cinco cepas en placas de medio con concentraciones crecientes de higromicina.
Se observé que a concentraciones mayores de SOug/mL, las cepas FB1 y FB2 no
mostraban un crecimiento considerable, mientras que las mutantes LP1 y LP2

mostraban un crecimiento similar al control positivo (+) hasta una concentracion de

500pg/mL (Figura 17).
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Opg/mL S0pg/mL 100pg/mL

LP1

dy

250pg/mL

FB1 FBI

300pg/mL 350pg/mL 400pg/mL

dy

FB1

450pg/mL 500pg/mL

a7y

FB1 FB1

Figura 17. Resistencia a higromicina de cepas silvestres y mutantes. Las concentraciones utilizadas en la
curve de resistencia van de Opug/mL hasta 500pg/mL. Se tiene un control positivo (+), FB1 y FB2 son
controles negativos, y LP1 y LP2 son las mutantes que contienen resistencia a higromicina.
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8.3.2 Cinéticas de crecimiento

e Para observar el crecimiento de la mutante, se realizé un analisis de la cinética de
crecimiento en MM pH 4, 7 y 9. Se hicieron lecturas de la Absorbancia de los
cultivos (ver datos suplementarios)y de la determinacién de proteina celular a las 0,
8, 12, 24, 36 y 48hrs (ver datos suplementarios), y mediante la prueba de Tukey se
analizaron las diferencias entre las cepas silvestres y mutantes (FB1 vs. LP1 y FB2
vs. LP2). También se le midi6 el pH inicial y final al medio y por ultimo, se
observaron las células al microscopio de fluorescencia tifi€éndolas con blanco de
calcofluor y DAPI a los tiempos 0, 24 y 48.

e A pH 4 el crecimiento de las cepas medida por la Absorbancia de los cultivos es
muy similar (Figura 18), pero para comprobar el crecimiento celular se midi6 la
cantidad de proteina, y en la Figura 19 se observa que las cepas FB1 y FB2 tienen
un mayor crecimiento que las mutantes lo que hace mds notorio de las 36hrs en
delante. El pH vari6 de 4 a 8 en las cepas silvestres y en las cepas mutantes hasta
7.5 (Tabla 10). En cuanto al aspecto microscopico de las células, se observo que se
mantienen en forma de levadura hasta las 48hrs, y también se mantienen los nicleos
bien formados dentro de las células a los tiempos 24 y 48 (Figuras 21 y 22) en que
al tiempo O (Figura 20) parecen estar en etapas del ciclo celular distintas, aunque se

ve una masa de ADN constante en todas las cepas.

54



ABSORBANCIA

Cinetica de crecimiento MM4

2.300 * % o Ty Wk - W
2,000 . o
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0500 e
0.000
0 14 20 30 40 3
TIEMPO (HES)
——FEBl ——FR? —LP1 LP2

** Diferencia altamente significativa entre los valores de la cepa silvestre contra la mutante
correspondiente.

Figura 18. Cinética de crecimiento en MM pH4. Medidas de absorbancia en los tiempos tomados
de las cepas FBI1, FB2, LP1 y LP2 en MM pH4. Las barras de error representan la desviacion
estandar
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Cinetica de proteina MM4

LB o L8 b - L
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TIEMPO (HES)
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=

——FBl —FB2 -LP1 LP2

** Diferencia altamente significativa entre los valores de la cepa silvestre contra la mutante correspondiente

Figura 19. Cinética de proteina en MM pH4. Cinética de crecimiento donde se midié la proteina
proveniente de las cepas y se graficé para comprobar el crecimiento. Las barras de error representan la
desviacién estdndar

Tabla 10. Cambio de pH de cinética en MM pH4.

pH inicial pH final
FB1 4 8
LP1 4 7.5
FB2 4 8
LP2 4 7.5
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TO CC CAL DAPI

FB1

LP1

FB2

LP2

Figura 20. TO de la cinética de crecimiento en MM pH4. Microscopia de las cepas de U. maydis
en el tiempo 0 de la cinética de crecimiento en MM pH4 observadas en campo claro (CC), con
calcofluor (CAL) y con DAPI (DAPI). Barra de escala 10um.
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T24 CC CAL DAPI

FBI

LP1

FB2

LP2

Figura 21. T24 de la cinética de crecimiento en MM pH4. Tiempo 24 de la cinética de crecimiento
en MM pH4 donde las cepas silvestres FB1 y FB2, y las cepas mutantes LP1 y LP2 se observaron en
campo claro (CC) y se tifieron con calcofluor (CAL) y DAPI (DAPI). Barra de escala 10um.
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T48 CC CAL DAPI

FB1

LP1

FB2

LP2

Figura 22. T48 de la cinética de crecimiento en MM pH4. Cepas silvestres y mutantes en el
tiempo 48 de la cinética de crecimiento en MM pH4 observadas en campo claro (CC), con calcofluor
(CAL) y con DAPI (DAPI). Barra de escala 10um
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e El crecimiento a pH 7 medido por la absorbancia de los cultivos (Figura 23) de las
cuatro cepas fue mds semejante que con pH4. Sin embargo, al analizar la cantidad
de proteina celular (figura 24), FB1 y FB2 se distancian mucho hasta el tiempo 48
donde casi se unen los puntos, y LP1 y LP2 se mantienen mds cercanas y
constantes. El pH en el medio tiende a alcalinizarse de nuevo llegando a un pH de 8
en todos los casos (Tabla 11). Microscépicamente todas las cepas permanecen en
forma de levadura y los nucleos se mantienen bien en los tiempos de 0 y 24hrs
(Figura 25 y 26), curiosamente para el tiempo 48, en LP1 y LP2 existen células
donde no se aprecia un nucleo definido, o mas bien, contienen una masa de ADN

nuclear muy pequena a diferencia de FB1 y FB2 (Figura 27).

Cinetica de crecimiento MM?7

2.500
L o L W &R O
- K .- —— = b
- 2000 —
2 ——
£ 1300 -
E 1.000 5
ol x
i
< 0.500 /
0.000
10 20 30 40 50
TIEMPO (HES)
— FBl — Fm2 LP1 LP2

** Diferencia altamente significativa entre los valores de la cepa silvestre contra la mutante
correspondiente

Figura 23. Cinética de crecimiento en MM pH?7. Absorbancias contra tiempo de las cepas FB1, FB2,
LP1 y LP2 en MM pH?7. Las barras de error representan la desviacion estandar
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Cinetica de proteina MM?7
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** Diferencia altamente significativa entre los valores de la cepa silvestre contra la mutante
correspondiente

Figura 24. Cinética de proteina en MM pH7. Medicién de proteina de las cepas FB1, FB2, LP1 y
LP2 a los diferentes tiempos en MM pH?7. Las barras de error representan la desviacién estandar

Tabla 11. Cambio de pH de cinética en MM pH7.

pH inicial pH final
FB1 7 8
LP1 7 8
FB2 7 8
LP2 7 8
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TO CC CAL DAPI

FB1

LP1

FB2

LP2

Figura 25. TO de la cinética de crecimiento en MM pH7. Microscopia de la cinética de
crecimiento en MM pH7 observando las cepas FB1, FB2, LP1 y LP2 en campo claro (CC), con
calcofluor (CAL) y con DAPI (DAPI). Barra de escala 10um.
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T24 CC CAL DAPI

FB1

LP1

FB2

LP2

Figura 26. T24 de la cinética de crecimiento en MM pH7. Microscopia en campo claro (CC), con
calcofluor (CAL) y DAPI (DAPI) de las cepas de U. maydis en el tiempo 24 de la cinética de
crecimiento en MM pH7. Barra de escala 10pm.
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T48 CC CAL DAPI

FBI

LP1

FB2

LP2

Figura 27. T48 de la cinética de crecimiento en MM pH7. Tiempo 48 de la cinética de crecimiento en

MM pH7, observando a las cepas silvestres y mutantes en campo claro (CC), con calcofluor (CAL) y con
DAPI (DAPI). Barra de escala 10um.
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A pH 9 durante la cinética, las absorbancias fueron muy parecidas entre las cepas
(Figura 28) y esto se observa también en la cinética de proteina (Figura 29). Una
diferencia visible en la cinética de proteina en pH9 contra la de pH4 y pH7, es el
tiempo que tarda en empezar la fase exponencial, cuando en los otros pH’s
comienza entre los tiempos 8 y 12, en pH9 se extiende hasta el tiempo 20 y 24
teniendo su mayor crecimiento después de estos. En las otras cinéticas, U. maydis
tenfa que alcalinizar el medio hasta llegar a un pH de 8, en este caso, tuvo que
acidificarlo para llegar a este pH (Tabla 12) y puede que la causa del retraso en la
fase exponencial sea la complicacion para acidificar y adaptar el medio. Al observar
las células al microscopio con calcofluor se ven en forma de levadura un poco més
cortas y redondas (figuras 30 y 31), y para el tiempo 48, los nucleos de algunas
células de LP1 y LP2 se ven dispersos, sin definir, incluso unas sin fluorescer

(figura 32).

Cinetica de crecimiento MNM©9
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** Diferencia altamente significativa entre los valores de la cepa silvestre contra la mutante
correspondiente

Figura 28. Cinética de crecimiento en MM pH9. Mediciones de absorbancia en un periodo de 48hrs de
las cepas FB1, FB2, LP1 y LP2. Las barras de error representan la desviacion estdndar
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Figura 29. Cinética de proteina en MM pH9. Crecimiento de las cepas de estudio midiendo la cantidad
de proteina presente a tiempos determinados. Las barras de error representan la desviacidn estandar

Tabla 12. Cambio de pH de cinética en MM pH9. Cambio en el pH del medio MM pH9 de las cepas
silvestres y mutantes.

pH inicial pH final
FB1 9 8
LP1 9 8
FB2 9 8
LP2 9 8
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TO CC

FB1

LP1

FB2

LP2

Figura 30. TO de la cinética de crecimiento en MM pH9. Cepas FB1, FB2, LP1 y LP2 en la
cinética de crecimiento a pH9 vistas en campo claro (CC), con calcofluor (CAL) y DAPI (DAPI) al
tiempo 0. Barra de escala 10um.
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FB2

LP2

Figura 31. T24 de la cinética de crecimiento en MM pHY. Cepas de U. maydis al tiempo 24 de la
cinética de crecimiento en MM pH9 observadas en campo claro (CC), con calcofluor (CAL) y DAPI
(DAPI) al tiempo 0. Barra de escala 10pum.
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Figura 32. T48 de la cinética de crecimiento en MM pH9. Microscopia en campo claro (CC), con
calcofluor (CAL) y DAPI (DAPI) al tiempo 48 de las cepas FB1, FB2, LP1 y LP2 en la cinética de
crecimiento en pH9. Barra de escala 10um.

69



Respuesta a estrés

Al exponer las cepas de U. maydis de estudio a diferentes condiciones de estrés en
medios solidos, no se observaron diferencias en el crecimiento de las mutantes
contra las cepas silvestres, en contraste con lo observado microscépicamente en los
tratamientos en medio liquido, las células mostraron notables alteraciones
morfolégicos. En el control donde se crecieron en MC (Figura 33), las cepas
mantienen su forma tipica y la tincién con blanco de calcofluor revela la presencia
de un septo en su mayoria, a excepcion de las mutantes, que poseen multiples septos

en diferentes zonas.

A MC

FB1 LP1 FB2 LP2

1x107
cels/ml

1x10°
cels/ml

1x10%
cels/ml

1x10+
cels/ml

1x103
cels/ml
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CC FBI CAL CC FB? CAL

LP1

Figura 33. Control en MC. Crecimiento en MC en medio sélido (A) y liquido (B) de las cepas silvestres
y mutantes observadas en campo claro (CC) y con calcofluor (CAL). Barra de escala 10um.

8.3.3 Estrés por temperatura

e En el estrés por temperatura, las células a 30°C crecen en forma de levadura sin
diferencias entre cepas al ser ésta su temperatura Optima. Al crecerlas a 20°C, la
cepa silvestre FB2 se muestra delgada y alargada al reaccionar al estrés, mientras
que la cepa LP2 sigue con la forma cilindrica al igual que FB1 y LP1. A una
temperatura mayor, como lo son 37°C, todas las cepas toman una morfologia
anormal, las células son mds anchas, septadas y con abultamientos, y en medio
s6lido su crecimiento es muy pobre incluso al usar un inéculo de 107cels/mL

(Figura 34).
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37°C
CC FBI CAL cC FB2 CAL

Figura 34. Estrés por temperatura. Estrés por temperatura en MM pH7 sélido (A) y liquido (B)
expuestos a tres temperaturas que son 20°C, 28°C y 37°C observadas en campo claro (CC) y con
calcofluor (CAL). Barra de escala 10um

8.3.4 Estrés por pH

e Se utilizaron tres valores de pH’s que se mantuvieron estables hasta las 48hrs del
tratamiento (Figura 35). A pH neutro 7, tanto las cepas silvestres como las mutantes
mantuvieron su forma levaduriforme, muy diferente a lo observado a pH 3, donde
las cepas FB1 y FB2 forman un micelio largo y septado, y las cepas mutantes
parecen tener dificultades para formar el micelio, siendo mucho mas cortos y sin
poder aglomerarse. A pH 9 la morfologia de las células es muy diferente
observandose las células de las cepas silvestres aparecen multigemantes o en forma
de racimos y mantienen su forma levaduriforme, més cortas, redondas y unidas

entre si. En el caso de las cepas mutantes una proporcién de células muestra un
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alargamiento y con un mayor nimero de septos, lo que indica que en las cepas
carentes de SIZI a un pH é&cido, como el 3, y un pH alcalino de 9, afectan la

deposicién de septos.

A MM4 MM7 MM9
FB1 LP1 FB2 LP2 FB1 LP1 FB2 LP2 FB1 LP1 FB2 LP2

1x107
cels/ml

1x10°
cels/ml

1x10%
cels/ml

1x104
cels/ml

1x103
cels/ml

CC FB1 CAL CC FB2 CAL

LP1
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MM9Y
CcC FBI CAL CcC FB2 CAL

LP1 LP2

Figura 35. Estrés por pH. Crecimiento macroscopico a pH 4, 7 y 9 en MM sélido (A) y crecimiento
microscopico a pH 3, 7y 9 en MM liquido (B) de las cepas FB1, FB2, LP1 y LP2 en campo claro (CC) y
calcofluor (CAL). Barra de escala 10um.

8.3.5 Estrés por choque iénico y osmoético

e Al observar al microscopio de fluorescencia el efecto de diferentes componentes
sobre las cepas de estudio, se vi6 que por la adicion de KCl 1M, las células se
tornan mds pequeias de lo normal, aunque no existe una diferencia evidente entre
las cepas silvestres y mutantes. Bajo la influencia del LiCl 10mM, se observan
algunos puntos donde se concentra la fluorescencia del blanco de calcofluor en
todas las células, que puede tratarse de vacuolas al ser el LiCl téxico y, ademds de
esto, no se percibe alguna diferencia entre las cepas. Algo diferente sucede al estar
en contacto con NaCl 1M, ya que la cepa FB2 se ve algo mas alargada que las

demas cepas (Figura 36).
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Figura 36. Estrés por choque ionico y osmético. Tratamiento de estrés iénico con KCl y LiCl, y
osmético con NaCl en MM pH7 sélido (A) y liquido (B) observadas en en campo claro (CC) y calcofluor
(CAL). Barra de escala 10um.

8.3.6 [Estrés en la pared celular

Con concentraciones estresantes de blanco de calcofluor, rojo congo, etanol y
sorbitol se indujo el estrés a la pared celular (Figura 37). Con el blanco de
calcofluor y rojo congo, se observan resultados similares, las cepas silvestres FB1 y
FB2 forman un micelio mds grueso de lo normal, con multiples septos y
ramificaciones a las 48hrs de incubacién, mientras que las mutantes no pueden
formar un micelio grande, ni permanecer aglomeradas unas con otras,
probablemente por una mala calidad en la deposicion de los septos. En el caso del
estrés con etanol, las células de FB1 se alargan un poco y permanecen unidas, las

células de FB2 se empiezan a alargar hacia lo que serd un micelio, y las mutantes se
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mantienen como levadura. Por ultimo, en presencia de sorbitol las cepas no

muestran ninguna diferencia en su tamafio ni en su forma.

A Calcofluor 20pg/mL Rojo Congo 10pg/mL Etanol 2% Sorbitol 1M
FB1 LP1 FB2 1LP2 FB1 LP1 FB2 LP2 FB1 LP1 FB2 LP2 FB1 LP1 FB2 LP2

(0000|9000 |0 o ¢

o % 0l®00 00| 00 O
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cels/ml
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cels/ml
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cels/ml
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cels/ml
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cels/ml §
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LP1
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SORBITOL IM
CcC FBI CAL CcC FB2 CAL

LP1

Figura 37. Estrés por pared celular. Estrés a la pared celular de las cepas mutantes LP1 y LP2, y
silvestres FB1 y FB2, utilizando calcofluor, rojo congo, etanol y sorbitol en MM pH7 sélido (A) y liquido
(B) observadas en campo claro (CC) y calcofluor (CAL). Barra de escala 10um.

8.3.7 Estrés oxidativo

e El rosa de bengala tiene un efecto oxidativo en las células, en las cepas de U.
maydis tratadas con este reactivo, vemos que a las 48hrs de incubacién en medio
liquido, las células de las cepas FB1 y FB2 muestran una morfologia diferente. Las
células de la cepa FB1 son cortas y septadas; en tanto que las células de la cepa FB2
son mds largas y ramificadas, mientras que las cepas mutantes LP1 y LP2 se
agregan y son mds cortas y delgadas y no forman micelio. En medio sélido, el
crecimiento varia ya que en FB1 y LP1 hay una inhibicién del crecimiento a las
10°cels/mL, y FB2 y LP2 tiene un crecimiento considerable al usar un inéculo de

10°cels/mL. El H,O; induce un alargamiento de las células de la cepa FB2 y un
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poco menor en las células de LP2, en comparacién con las células de las cepas LP1

y LP2 (Figura 38).

A Rosa de bengala 0.05SmM H,0, 15 mM
FB1 LP1 FB2 LP2 FB1 LP1 FB2 LP2

1x107
cels/ml

1x10¢
cels/ml

1x10%
cels/ml

1x10*
cels/ml

@
&
&

1x103
cels/ml

ROSA DE BENGALA 0.05mM

CcC FBI CAL CcC FB? CAL

85



H,0, 15mM
CC FBI CAL CC

FB2

Figura 38. Estrés oxidativo. Tratamiento con agentes oxidantes en medio sélido (A) y en medio liquido
(B) usando rosa de bengala y H,O, observadas en campo claro (CC) y con calcofluor (CAL). Barra de
escala 10um.

8.3.8 Estrés por radiacion UV

e Las células fueron irradiadas con 500uJ/cm?2 tanto las que fueron inoculadas en
medio sé6lido, como en medio liquido, y después de 48hrs las células no presentaron
ninguna dificultad para crecer (Figura 39). MicroscOpicamente, las células se

mantienen levaduriforme sin formar ninguna estructura diferente.
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A UV 500pd/cm?
FB1 LP1 FB2 LP2

1x107 §
cels/ml

1x10°
cels/ml

1x10%
cels/ml

1x10*
cels/ml

1x103
cels/ml

B UV 500pJ/cm?
CC FB1 CAL CC FB? CAL

LP2

Figura 39. Estrés por radiacion UV. Crecimiento en medio sélido (A) y microscopia de las cepas FB1,
FB2, LP1 y LP2 después de 48hrs de ser irradiadas con luz UV observadas en campo claro (CC) y con
calcofluor (CAL) (B). Barra de escala 10um.
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Transicion dimorfica levadura — micelio

8.3.9 Dimorfismo inducido por pH acido

Se utiliz6 MM pH3 para observar el dimorfismo y un control a pH 7 tamponados
con regulador. En todos los casos, se observo que a las 48hrs en un medio con pH3
existe la formacion del micelio, sin embargo, en el caso de las mutantes LP1 y LP2
el micelio es mucho maés corto y pequefio. En FB1 y LP1 el micelio parece ser mas
ramificado y delgado mientras que en FB2 y LP2 el micelio muestra en algunas
partes formas mds redondas. A pH 7 las cuatro cepas se mantienen en su forma

levaduriforme (Figura 40).
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CC CAL CC

FBI

LP1

FB2

LP2

Figura 40. Dimorfismo inducido por pH acido. Diferencias en la formacion de micelio a pH3 de las
cepas silvestres FB1 y FB2 contra las mutantes LP1 y LP2 y los controles a pH7 observadas en campo
claro (CC) y tefiidas con calcofluor (CAL). Barra de escala 10um.
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8.3.10 Dimorfismo inducido por acidos grasos

Se utilizé Tween-40 al 1% como fuente de carbono para inducir el dimorfismo.
Después de incubarlas por cinco dias, las células se observaron al microscopio. Los
resultados obtenidos muestran que las cepas mutantes tienen dificultad para poder
formar los filamentos largos como las silvestres. Como se ve en la figura 41 FB1 y
FB2 forman, aunque en diferente proporcion, filamentos delgados y largos, en
comparacion con las mutantes donde LP1 no muestra indicios de la formacién de
filamentos, y la cepa LP2 forma menos filamentos que la silvestre correspondiente.
El control a pH 7 y con glucosa como tnica fuente de carbono, ain a los cinco dias,

siguen manteniendo su forma de levadura, aunque con la formacién de vacuolas.
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TWEEN 40 1% pH 7
CC CAL CC CAL

FBI1

LP1

FB2

LP2

Figura 41. Dimorfismo inducido por acidos grasos. Formacion de filamentos en presencia de palmitato
utilizando Tween-40 1% y el control en pH7 con glucosa como tnica fuente de carbono examinados con
campo claro (CC) y con calcofluor (CAL). Barra de escala 10um.
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8.3.11 Dimorfismo inducido por el acetato como fuente de carbono

Adicionando acetato de sodio 1% en el medio, las cepas silvestres FB1 y FB2
forman filamentos delgados y largos muy parecidos a los formados con Tween-40.
Por el contrario, la diferencia reside en las mutantes que, en este caso, ninguna de
las dos tiene la capacidad de formar filamentos (Figura 42). Esto nos indica que la
fuente de carbono utilizada para observar la formacién de filamentos puede estar
ligada a la actividad de las septinas de alguna manera. A pH 7, las células se

mantienen en forma de levadura.
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ACETATO DE SODIO 1%
CC CAL CC

FB1

LP1

FB2

LP2

Figura 42. Dimorfismo inducido por el acetato como fuente de carbono. Cepas FB1, FB2, LP1 y LP2
analizadas en campo claro (CC) y con calcofluor (CAL) en presencia de acetato de sodio 1% y como
control a pH7 con glucosa como tnica fuente de carbono. Barra de escala 10um.
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Capacidad de infeccion

8.3.12 Capacidad de apareamiento por la técnica de Fuzz

e Antes de llevar a cabo los ensayos de virulencia en plantas, se determind la
capacidad de apareamiento de las mutantes y para ello se usé la técnica de Fuzz
(Banuett y Herskowitz, 1989). Sobre placas de medio s6lido con carbén activado, se
inocularon gotas sobrepuestas de las cepas complementarias sexualmente, y como
se puede observar visualmente en las placas (Figura 43) las colonias formadas por
las mezclas de las cepas de FB1 y FB2, y LP1 y FB2 forman una colonia blanca y
algodonosa, lo que indica que ambas se aparean (Fuzz+). Por el contrario, las
colonias formadas por la cruza entre LP1 y LP2, y LP2 y FB1 aparecian brillantes y

lisas indicando su incapacidad de aparearse (Fuzz-).

CRUZA
FB2 FB1
FB2 { LP1
LP2 FB1
LP2 LP1

Figura 43. Fuzz entre las cepas silvestres y mutantes. Reaccion Fuzz entre las cepas silvestres y
mutantes sexualmente compatibles, donde se observa una Fuzz+ entre FB1 y FB2, mientras que en
las mutantes LP1 y LP2 es Fuzz-
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8.3.13 Capacidad de infeccién en plantas de maiz

Las plantas de maiz fueron infectadas al medir ~3 — S5cm de altura con mezclas de
cepas las compatibles FB1 x FB2, LP1 x LP2, FB1 x LP2 y FB2 x LP1 y a los 10
dias de crecimiento se anotaron las caracteristicas de las plantas, y se fotografiaron
macetas representativas. Se usé la prueba de Friedman para analizar la diferencia
entre ensayos excepto en la localizacion de los tumores y en la diferencia en talla
donde se utiliz6 la prueba de Wilcoxon. Se reservé un control el cual no fue
inoculado por lo que a los 10 dias no presentaron ningtin sintoma de infeccién. Las
plantas presentaron una altura entre mediana y alta, ausencia de clorosis,
antocianinas y tumoracién a lo largo de la planta y con una talla normal (Figura
44A). Con FB1 x FB2 las plantas se mantienen mayormente medianas y la
presencia de antocianinas y clorosis es poca, a diferencia de los tumores que en su
mayoria son de tamafio grande y se concentran en el tallo y aun asi su talla es
preferentemente normal (Figura 44B).

En cuanto a la mezcla entre las cepas LP1 x LP2 se obtuvieron plantas de tamafio
mediano en su mayoria, también una presencia media de clorosis y antocianinas y
los tumores son medianos y tienden a presentarse en tallo, pero también mds en la
hoja, y por ultimo la mayoria son enanas (Figura 44C). La mayor presencia de
clorosis y antocianinas en las plantas infectadas con las mutantes que con las
silvestres, puede deberse a que desarrolla preferentemente estos sintomas por su
incapacidad de formar tumores grandes.

Observando las plantas infectadas con las cepas FB1 x LP2, se vieron las plantas
mds altas de todas, abunda la clorosis baja y una presencia de antocianinas media,
aunque también son las que presentan mayor cantidad de antocianinas a
comparacion de las demds mezclas, los tumores formados oscilan entre medianos y
grandes distribuidos en el tallo y hoja y en su mayoria son de talla normal (Figura
44D).

Con las cepas FB2 x LP1, las plantas son en su mayoria medianas y la presencia de

clorosis y antocianinas se mantuvo entre poca y media, los tumores generados son
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medianos presentes en tallo y hojas y hay una proporcion igual entre plantas de talla
enana y normal (Figura 44E).

Las plantas infectadas con alguna de las cepas mutantes formaron tumores
medianos localizados en tallo y a diferencia de las infectadas con las cepas
silvestres, se encontraron mds tumores en las hojas. Si las cepas mutantes, tienen
una dificultad o el desarrollo de hifas o filamentos es mds lento, puede ser la razén

de infectar més a las hojas por ser un tejido mds blando y que los tumores no sean

tan grandes.

CONTROL
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FB1x FB2

S Pl Sl B 51

LP1x LP2
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FB1 x LP2

E FB2x LP1

Figura 44. Sintomas de la infecciéon por U. maydis en plantas de maiz. Sintomatologia de las plantas de
maiz infectadas con las diferentes mezclas de cepas FB1 x FB2 (B), LP1 x LP2 (C), FB1 x LP2 (D) y FB2 x
LP1 (E) donde se muestra la formacion de tumores en las diferentes partes de la planta, la presencia de
antocianinas y clorosis, su altura y la talla que tienen a diferencia del control (A) que no presenta sintomas.
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Tabla 13. Tamaio de plantas de maiz. Medicion cuantitativa del tamafio de las plantas de maiz

infectadas con las cepas de U. maydis.

Tamaio Pequeiias (5-19cm) Medianas (20-39cm) Grandes (40-60cm)
FB1 x FB2* 4 21 2
LP1 x LP2* 8 13 5
FB1 x LP2* 10 11 8
FB2 x LP1* 8 13 5

+Chi? - 1.000, Sig. — 0.801

Tabla 14. Presencia de antocianinas en plantas de maiz. Medicion cualitativa de la presencia de
antocianinas en las plantas de maiz provocado por la infeccién con U. maydis

Antocianinas Pocas (+) Media (++) Abundante (+++)
FB1 x FB2* 13 10 4
LP1 x LP2* 9 14 3
FB1 x LP2* 9 13 7
FB2 x LP1* 11 13 2

+Chi? - 0.321, Sig. — 0.956

Tabla 15. Presencia de clorosis en plantas de maiz. Abundancia de clorosis en las plantas de maiz

infectadas.
Clorosis Poca (+) Media (+) Abundante (+++)
FB1 x FB2* 16 11 0
LP1 x LP2* 10 16 0
FB1 x LP2* 17 12 0
FB2 x LP1* 13 12 1

+Chi? - 1.080, Sig. — 0.782
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Tabla 16. Tamaiio y localizacion de tumores en plantas de maiz. Presencia de tumores en las
plantas de maiz infectadas clasificados por su tamafio y localizacién.

TAMANO LOCALIZACION
Tumor CH? M2 G? Tallo? HojaP TyH Ausencia
FB1 x FB2 5 7 17 19 10 8 5
LP1 x LP2 6 20 8 21 14 13 4
FB1 x LP2 3 18 14 17 18 9 3
FB2 x LP1 6 19 14 18 21 15 2

aChi? - 1.607, Sig. — 0.658
bZ —-0.730, Sig. 0.465

Tabla 17. Talla de las plantas de maiz. Clasificacion de las plantas de maiz infectadas por su talla
normal o enana.

Talla Normal (planta con Enanas (dobladas y poco
elongacion) desarrollo)
FB1 x FB2* 16 10
LP1 x LP2* 12 14
FB1 x LP2* 18 11
FB2 x LP1* 13 13

+Z —-1.069, Sig. — 0.285
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IX. DISCUSION

Las modificaciones postraduccionales juegan un papel critico en la adaptacién
celular, crecimiento, diferenciacién y desarrollo de todos los organismos. La sumoilacién es
una modificacion que ha tomado importancia por su participaciéon en los procesos
patolégicos de los hongos (Leach y Brown, 2012). Se caracteriza por la adicién de una
proteina llamada SUMO (small ubiquitin-like modifier) de 12kDa que pertenece a una
familia de proteinas altamente conservada en todos los eucariotes y que afecta en la
interaccion, localizacidn, estabilidad o actividad de muchas proteinas (Melchior et al.,
2003; Johnson, 2004). Fue descrita por primera vez en la levadura Saccharomyces
cerevisiae con su homologo Smt3 (Zhou et al, 2004), mientras que en el hongo
Basidiomycota Ustilago maydis, o en algin basiodiomiceto, no se ha descrito ni
relacionado esta via de sumoilacién con su funcionalidad. En este trabajo, se demostrd in
silico la presencia de los componentes que son necesarios para la actividad de SUMO:
SUMO, Aosl, Uba2, Ubc9, Sizl, Ulpl y Ulp2 en U. maydis y que son necesarios para la
actividad de SUMO.

Disefiando sondas aminoacidicas, se encontré un unico gen correspondiente a
SUMO (UMAG_05863). Esta proteina contiene dos residuos de glicina hacia el extremo C
— terminal, que son clave para su actividad al unirse con la proteina blanco (Johnson, 2004).
En nuestro andlisis se encontré que el extremo C — terminal diferia en cada una de las
secuencias salvo por estos dos residuos de glicina, presentes también en la secuencia de U.
maydis. La region mas conservada en SUMO, y a la que fue dirigida la sonda, fue en la que
se encuentra localizada el dominio de UBQ (figura 7) donde todas las proteinas parecidas a
ubiquitina contienen este dominio conservado y que comparten una similitud del ~18% con

la ubiquitina (Johnson 2004; Zhao y Blobel, 2005).

En el heterodimero Aosl (UMAG_01081) y Uba2 (UMAG_01001) encontramos el
dominio ThiF que le ayuda a unir ATP y formar el enlace tiolester entre SUMO y Uba2
(Lim et al., 2018). Para la enzima de conjugacién E2 (UMAG_04542) se ha reportado que
contiene un dominio altamente conservado incluso en humanos (Yasugi y Howley 1996)
caracteristico de las proteinas de la familia UBCc, el cual es el encargado de encontrar el

motivo conservado en la proteina que se quiere modificar y que es esencial para la
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viabilidad (Maeda et al., 2004). En nuestros resultados se encontré que la sonda dirigida a
Ubc9 es la que presentd mayor porcentaje de similitud con un 82% (tabla 8), lo que
concuerda con lo descrito anteriormente y que, en efecto, esta enzima debe ser de vital

importancia para llevar a cabo la sumilacion.

Sizl en S. cerevisiae tiene tres dominios: SAP, PINIT y SP-RING (Yunus y Lima,
2009), y lo que se encontré al analizar la secuencia de Sizl en U. maydis fueron los
dominios PINIT y SP-RING que se ha reportado son fundamentales para su accién, incluso
el sitio de unién del i6n zinc estd presente en esta secuencia (Reindle et al. 2006; Yunus y
Lima, 2009). El dominio SAP le ayuda a unirse al ADN, por esto no es esencial para
estimular la sumoilacién sobre las septinas, pero si tiene un efecto modificando el PCNA
(Reindle et al. 2006) aunque se ha descrito que Sizl puede sumoilar el PCNA pero no es
totalmente requerido para su unién con el ADN, donde lleva a cabo su funcion (Parker et
al., 2008) y por esta razén puede que no esté presente este dominio en U. maydis. Al tefiir
con DAPI en las cinéticas de crecimiento, solamente a pH 7 y pH9 en el tiempo 48, se
observa una masa de ADN mads pequefa y no tan definida en algunas células, y esto se ha
visto en dobles mutantes de S. cerevisiae sizl-A0 siz2-A0 en fase G2/M (Strunnikov et al.,
2001). Al no utilizar ninguna técnica de sincronizaciéon de las células, como el estrés
nutritivo, no podemos estar muy seguros de la fase en que iniciaron las células el
crecimiento, no obstante, este defecto en los niucleos puede deberse al tiempo y la
acumulacion de fallas por la falta de Sizl y ademds como no presentaron un retraso
significativo en el crecimiento, puede que otros factores estén interviniendo en el
funcionamiento del PCNA, como Siz2 (Klein, 2006).

Los ultimos dos componentes Ulp1 y Ulp2, son los encargados de la desumoilacion
con un dominio similar que es el de peptidasa C48 que van a liberar a SUMO de la proteina
blanco. U. maydis cuenta con las dos enzimas Ulpl y Ulp2, y que Ulp2 se ha caracterizado
por ser la mds importante de las dos y especifico de SUMO (Schwienhorst et al., 2000). La
diferencia encontrada entre estos dos es que en Ulpl el dominio se encuentra hacia el
extremo C-terminal, y Ulp2 hacia el N-terminal, sin embargo, esto es propio de las

isopeptidasas C48, ya que esto les concede actividad para diferentes sustratos (Yeh, 2009).
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Para la generacion de mutantes, se partié de un casete de interrupcion disefiado con
la técnica de Double-Joint PCR, que tiene una eficiencia de transformacioén obtenida en
otros hongos, dependiendo de la longitud de los fragmentos generados, que va de un 2 —
20% (Yu et al., 2004). Para incrementar la probabilidad de recombinacién se utilizé la
técnica de triple recombinacion “Split-marker” descrita por Catlett y colaboradores (2003),
que se ha reportado mds efectiva (You et al., 2009). En nuestras transformaciones se
obtuvo un 5% de eficiencia de recombinacion, y esto se podria deber al método de
transformacion utilizado, donde en otros reportes utilizan biolistica o electroporacién (Fu et
al., 2005; Kim et al., 2009). Sin embargo, You y su equipo (2009) emplean protoplastos, al
igual que nuestro caso, obteniendo hasta un 50% de efectividad, por lo que la baja
eficiencia obtenida en este trabajo puede depender més de la importancia del gen que se

estd interrumpiendo (Yu et al., 2004).

Para llevar a cabo una gemacion y citocinesis exitosa en la célula, se requiere de la
formacion de septos, donde el mayor componente durante este proceso son las septinas
(Johnson y Gupta, 2001; Bohmer et al., 2009; Douglas et al, 2005) las cuales sufren
modificaciones como la sumoilacion para llevar a cabo su funcidn correctamente (Johnson
y Gupta, 2001). Se ha visto que es indispensable la presencia de Sizl para la sumoilacién
de las septinas in vivo, pero in vitro, Sizl estimula la sumoilacién en diferente proporcién

(Takahashi er al., 2001; Takahashi et al., 2003).

Al realizar las cinéticas de crecimiento a los diferentes pH’s vemos que no existen
cambios morfoldgicos por parte de las cepas, donde se esperaba que, al menos a pH 4cido
(pH 4) las células pudieran sufrir dimorfismo (Ruiz-Herrera et al., 2005), sin embargo, al
igual que en los demas pH’s, U. maydis tiende a adaptar su medio a pH 8, incluyendo las
mutantes, que solamente a pH4, su adaptacién fue un poco mds lenta que llegaron a un pH
de 7.5. Al observar los factores de transcripcién que interaccionan con el promotor de SIZ],
vemos que estd presente el factor Nrgl que, regulando a RimlO01, interviene en la
adaptacion del pH (Lamb y Mitchell, 2003), Basdndonos en las cinéticas de proteina, a pH4
es mds notorio el menor crecimiento de las mutantes LP1 y LP2, y podemos pensar que la
mutacién impide su buen crecimiento como se ha descrito anteriormente (Johnson y Gupta,

2001), no obstante, es el unico pH en el que se muestra este comportamiento tan evidente,
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entonces puede deberse a la dificultad de adaptar y cambiar tanto el pH de su medio y con

esto tiene sentido que Sizl se encuentre activo a pH 4cido en U. maydis (Franco Farias,

2014).

Se ha reportado que los niveles de sumoilacién en la célula suelen ser bajos en
ausencia de algin tipo de estrés (Zhou et al., 2004). En los tratamientos de respuesta a
estrés, macroscopicamente todas las cepas crecen al mismo nivel, evidenciando que la
ausencia del Siz1 no limita el crecimiento de U. maydis ain en condiciones estresantes o, al
menos, en las condiciones demostradas en este trabajo. Las diferencias observadas fueron a
nivel microscépico inicamente, por ejemplo, la presencia de multiples septos en diferentes
zonas en las cepas mutantes en medio MC, pueden ser rastros de un intento de divisién
celular fallido, ya que la integridad de las septinas es necesaria para una citocinesis correcta

(Johnson y Gupta, 2001).

En las tres variantes de temperatura probadas, no se obtuvieron diferencias muy
relevantes. A 30°C las células crecen en forma de levadura, estando esta temperatura en su
rango ideal, mientras a 37°C se presentan con una morfologia alargada poco comin, sin
embargo, no hay diferencias entre las cepas mutantes y silvestres. A 20°C, se ha descrito
que mutantes en el gen SIZI en S. cerevisiae son sensibles a estas temperaturas bajas
(Johnson y Gupta, 2001), a pesar de esto, en U. maydis las mutantes no presentan

sensibilidad alguna ni cambios morfoldgicos.

Desde hace décadas, se ha descrito que el pH 4cido induce el dimorfismo en U.
maydis (Ruiz-Herrera et al., 1995), y es lo que se observa en el tratamiento a pH 3 donde
todas las cepas tienen la capacidad de formar micelio, interesantemente, el micelio que
forman las mutantes son mds pequefios y cortos. Algo parecido observamos estresando la
pared celular del hongo con rojo congo y calcofluor, y con un agente oxidante como el rosa
de bengala. Esta caracteristica puede ser dada por una falla en la actividad de las septinas

que no le permite un buen ensamblaje entre ellas y el crecimiento del micelio es menor.

En diferentes ocasiones, se ha descrito que el H20; es el mayor inductor de la
sumoilacion, junto con el etanol (Zhou et al, 2004; Liu et al., 2018), en nuestros
resultados, U. maydis no muestra un decremento en el crecimiento ni sensibilidad a estos

compuestos. Pueden diferir los resultados por las concentraciones utilizadas, o por la
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existencia de otros componentes que activan a SUMO, ya que los analizados en este trabajo

no son exclusivos.

U. maydis crecido a pH 3, ha mostrado la mayor formacién de micelio en
comparacion de otros pH’s (Ruiz-Herrera et al., 1995), al igual que ocurre al usar un dcido
graso, como palmitato como fuente de carbono, muestra la formacién de filamentos
ramificados (Klose et al., 2004). En 48hrs, obtuvimos en las cepas silvestres un micelio
abundante y largo, y en el caso de las mutantes, el micelio formado es mds pequefio y corto,
y, ademas, las hifas parecen no poder mantenerse unidas. El mismo patrén se observa en los
ensayos con Tween-40 y acetato de sodio, donde la formacién de filamentos largos y
delgados por parte de FB1 y FB2 es mayor a comparacién de las mutantes, que es casi nula.
Resultados similares se obtuvieron en mutantes del gen SEP3, que es una septina de U.
maydis, con la ausente formacion de micelio en presencia de Tween-40 1% (Boyce et al.,
2005). Cabe destacar que en el andlisis de promotor se encontré6 que el factor de
transcripcion Tecl interacciona con el promotor de sizl, que estd involucrado en la
formacion de filamentos (Oehlen y Cross, 1998). Con esto, podemos decir que la mutacion
en sizl afecta la calidad e integridad de algunas septinas, lo que impide que pueda formar

hifas alargadas en respuesta a pH 4cido, palmitato y acetato de sodio.

En los ensayos de virulencia en plantas de maiz, se observo en el 100% los sintomas
de infeccion caracteristicos de U. maydis que son la presencia de clorosis y antocianinas
(Banuett, 1995), aun cuando pocas plantas no presentaron tumores. Incluso cuando las
pruebas estadisticas de Friedman y Wilcoxon mostraron que no existen diferencias
significativas entre las plantas infectadas, se observan ciertas tendencias. Interesantemente,
las plantas con la cruza de las cepas silvestres FB1 x FB2, mostraron la mayor ausencia de
tumores, y en las demds cruzas donde estdn presentes las mutantes, hay menor ausencia.
Entonces, la falla parece presentarse en la etapa tardia de la infeccién posterior a la
penetracion, incluso, se ha relacionado a SUMO, E1 y E2 en la formacion del apresorio en
M oryzae, pero no a sizl (Lim et al., 2018). Siendo las septinas parte importante del
proceso de infeccion (Boyce et al., 2005; Alvarez y Pérez, 2010) y al ser aberrantes por la
falta de sumoilacién en LP1 y LP2, los tumores son mds pequefios y se presentan en las

hojas con mayor frecuencia probablemente por ser un tejido mds blando y f4cil de acceder.
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Si bien las septinas se encuentran en mayor proporcién en la formacién de los
septos, también se ha demostrado que recluta otras proteinas durante todo el ciclo celular
para llevar a cabo la divisién y citocinesis (Takizawa et al., 2000; Gladfelter et al., 2001;
Westfall y Momany 2002), y que ademds, las septinas sufren otras modificaciones como
acetilacién y fosforilacion (Gladfelter 2010), que hacen que la mutacién en sizl en U.
maydis no impida su crecimiento, dimorfismo, infecciéon hacia la planta o cambie su
morfologia; no obstante, parece ser una parte esencial para la correcta funcién de las
septinas al momento de su ensamblaje y estabilidad en la formacion de filamentos o hifas.
Con la informacién obtenida en este trabajo, podemos suponer que sizl actia directamente
en las septinas, en especifico con Sep3, ya que se ha descrito que modifica a su homélogo
Cdcll en S. cerevisiae (Johnson y Gupta, 2001; Pan et al., 2007), y por la concordancia

con los resultados mostrados por Boyce y sus colaboradores (2005).
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X. CONCLUSIONES

Se demostrd la presencia de los componentes de la via de sumoilacién en U. maydis

por medio de anélisis in silico.
. El genoma de U. maydis posee un homologo del gen SIZ].
. El gen siz1 no es esencial para la viabilidad de U. maydis.

. Es posible que Siz1, junto con la maquinaria de sumoilacion, modifica a las septinas
en U. maydis comprometiendo la formacién y el tamafio de micelios bajo diferentes
tipos de estrés como pH 4cido, hacia la pared celular con calcofluor y rojo congo, y

agentes oxidantes como rosa de bengala.

. La falta de sumoilacién en las septinas de U. maydis posiblemente provoca la poca

o nula formacién de filamentos en presencia de palmitato 1% o acetato de sodio 1%

. Las mutantes LP1 y LP2 muestran una infeccién menos agresiva hacia las plantas
de maiz, formando tumores mds pequefios y dirigidos a tejidos blandos como las

hojas.
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XI. PESPECTIVAS

Determinar si existe un retraso o alteracion por la interrupcion de SIZI en las diferentes

fases del ciclo célular observando el nicleo al sincronizar las células silvestres y mutantes.

Determinar la localizacién a Siz1 en las células silvestres y observar los cambios de esta en

las mutantes mediante una fusion con proteina de fluorescencia.
Demostrar que la ausencia de Sizl altera a las septinas de U. maydis.

Evaluar si la interrupcién de SIZ1, debilita en cierta proporcion a la pared celular midiendo

su sensibilidad con enzimas liticas.

Obtener otras mutantes sencillas o dobles mutantes interrumpiendo los genes involucrados

en los demds pasos de la sumoilacién para observar su impacto.
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XIV. SUPLEMENTARIOS

Tabla 18. Mediciones de absorbancia de la cinética de crecimiento en MM pH4

ABSORBANCIA
TIEMPOS FB1 FB2 S1 S2
0 0.072 0.16 0.073 0.088
0.076 0.166 0.077 0.087
0.074 0.169 0.085 0.089
8 0.443 0.796 0.442 0.478
0.472 0.795 0.435 0.488
0.492 0.815 0.44 0.515
12 0.968 1.255 0.826 0.916
0.94 1.201 0.851 0.921
0.93 1.201 0.842 0.913
24 1.735 1.988 1.596 1.688
1.745 1.991 1.518 1.664
1.738 1.992 1.554 1.661
36 2 2.133 1.841 1.943
1.976 2.132 1.814 1.923
1.982 2.128 1.823 1.914
48 2.104 2.074 1.955 2.113
2.101 2.06 1.961 2.098
2.089 2.076 1.957 2.107
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Tabla 19. Mediciones de absorbancia de la cinética de proteina en MM pH4

PROTEINA
TIEMPOS FB1 FB2 S1 S2
0 0.154 0.298 0.134 0.152
0.15 0.299 0.133 0.15
0.156 0.302 0.152 0.146
8 0.223 0.553 0.295 0.241
0.234 0.566 0.307 0.269
0.237 0.568 0.313 0.27
12 0.285 0.677 0.391 0.424
0.314 0.762 0.409 0.453
0.311 0.759 0.416 0.455
24 0.331 0.307 0.234 0.21
0.332 0.31 0.237 0.211
0.336 0.311 0.241 0.212
36 0.289 0.376 0.195 0.264
0.289 0.374 0.197 0.263
0.286 0.385 0.197 0.276
48 0.416 0.418 0.247 0.292
0.427 0.421 0.25 0.294
0.426 0.421 0.252 0.295

121



Tabla 20. Mediciones de absorbancia de la cinética de crecimiento en MM pH7

ABSORBANCIA

TIEMPOS FB1 FB2 S1 S2
0 0.07 0.165 0.096 0.094
0.069 0.171 0.099 0.098

0.077 0.179 0.103 0.098
8 0.389 0.779 0.452 0.526
0.418 0.835 0.536 0.538

0.413 0.813 0.408 0.54
12 0.891 1.23 0.948 1.012
0.907 1.253 0.954 1.001

0.877 1.233 0.958 0.951

24 1.682 2.02 1.679 1.808
1.682 2.018 1.735 1.793

1.695 2.017 1.695 1.783

36 1.953 2212 1.991 2.089
1.95 2213 1.993 2.083

1.958 2.198 1.989 2.092

48 2.112 2.186 2.14 221
2.092 2.195 2.174 2.209

2.089 2.199 2.145 2.204
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Tabla 21. Mediciones de absorbancia de la cinética de proteina en MM pH7

PROTEINA
TIEMPOS FB1 FB2 S1 S2
0 0.153 0.173 0.167 0.127
0.151 0.173 0.169 0.126
0.147 0.205 0.191 0.158
8 0.273 0.355 0.166 0.278
0.281 0.402 0.186 0.286
0.284 0.405 0.188 0.294
12 0.334 0.604 0.486 0.461
0.345 0.602 0.485 0.462
0.347 0.616 0.481 0.471
24 0.227 0.401 0.23 0.302
0.228 0.404 0.238 0.31
0.229 0.409 0.24 0.312
36 0.198 0.388 0.27 0.248
0.201 0.388 0.271 0.254
0.202 0.397 0.273 0.252
48 0.391 0.313 0.35 0.303
0.39 0.316 0.352 0.305
0.391 0.325 0.35 0.308
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Tabla 22. Mediciones de absorbancia de la cinética de crecimiento en MM pH9

ABSORBANCIA

TIEMPOS FB1 FB2 S1 S2
0 0.03 0.004 0.046 0.017
0.024 0.006 0.047 0.019
0.035 0.01 0.053 0.023
8 0.128 0.104 0.142 0.176
0.14 0.112 0.151 0.198

0.138 0.12 0.155 0.2
12 0.223 0.225 0.25 0.376
0.245 0.266 0.271 0.407
0.245 0.244 0.266 0.403
24 1.279 1.247 1.225 1.544
1.232 1.276 1.248 1.579
1.336 1.294 1.236 1.583
36 1.719 1.655 1.581 1.862
1.727 1.664 1.591 1.865
1.729 1.664 1.618 1.839
48 2.002 2.015 1.89 2.143
2.001 2.01 1.912 2.12
2.003 2.012 1.913 2.122
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Tabla 23. Mediciones de absorbancia de la cinética de proteina en MM pH9

PROTEINA
TIEMPOS FB1 FB2 S1 S2
0 0.149 0.126 0.163 0.121
0.149 0.125 0.161 0.121
0.143 0.120 0.159 0.117
8 0.116 0.155 0.158 0.213
0.115 0.157 0.167 0.217
0.116 0.158 0.168 0.217
12 0.197 0.191 0.208 0.282
0.196 0.189 0.212 0.287
0.197 0.187 0.216 0.287
24 0.24 0.179 0.16 0.242
0.246 0.182 0.169 0.248
0.248 0.185 0.171 0.25
36 0.3 0.252 0.262 0.281
0.306 0.254 0.261 0.283
0.305 0.259 0.265 0.284
48 0.422 0.373 0.323 0.325
0.426 0.379 0.322 0.331
0.428 0.379 0.327 0.332
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