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Resumen
Introduccion: Ustilago maydis es un hongo basidiomiceto que infecta al maiz y teozintle
produciendo una enfermedad conocida como carbén comudn o huitlacoche. Actualmente no
existen reportes acerca del secretoma del hongo cultivado bajo condiciones in vitro. Un estudio
de esta naturaleza permitiria caracterizar los genes involucrados en varios procesos importantes,
entre los que se tienen aquellos relacionados con la nutricion, la patogenicidad y la diferenciacion
del hongo. El objetivo de esta investigacion fue identificar las proteinas secretadas al medio de

cultivo por las formas de levadura o micelio de este hongo cultivado en dos condiciones de pH.

Método: Se generaron las formas de micelio o levadura de Ustilago maydis (cepa FB2—a2b2) a
través del cultivo en medios minimos con pH 3y 7 respectivamente y se determiné su cinética de
crecimiento. Las proteinas secretadas al medio se concentraron en una columna de fase reversa
Sep-Pak Plus C18 y se eluyeron con una solucion de acetonitrilo (60 %) + acido trifluoroacético
(0.1 %), seguida de su liofilizacion parcial, y precipitacion con &cido tricloroacético-acetona.
Posteriormente las muestras fueron sometidas a electroforesis en poliacrilamida (SDS-PAGE) y
los geles tefiidos con azul de Coomassie. Las bandas de proteina se cortaron del gel y se
digirieron con tripsina. Las mezclas de péptidos fueron inyectados para su andlisis en un
espectrometro de masas y el espectro MS/MS obtenido fue procesado en Masslynx 4.0 antes de
someterlo al programa MASCOT (Matrix Science) para realizar las busquedas no-redundantes en

la base de datos del National Center for Biotechnology Information.

Resultados: El crecimiento de U. maydis a pH 7 fue mayor que a pH 3 (D.0O.a 600 nm=1.35y
0.85, respectivamente) a las 30 h de incubacion. El proceso dimorfico de levadura a micelio a pH
3 se inicid a las 8 h después de iniciados los cultivos. A las 30 h de cultivo se observo que el 100
% de las células tenian una morfologia micelial. A este tiempo, se colectd el sobrenadante y se
someti6 al proceso descrito anteriormente, obteniéndose de manera reproducible 8 bandas de
proteina del medio minimo del cultivo a pH 7 y 2 del medio minimo del cultivo de pH 3. Las
proteinas se analizaron, pero solo fue posible identificar 5, todas ellas provenientes del medio de
pH 7, cuyas masas tedricas oscilan entre 31 y 68 kDa y presentan valores de punto isoeléctrico
calculados en un rango de 4.72 a 10.13. Cuatro de las 5 proteinas fueron identificadas como de

secrecion de U. maydis. Tres de las 5 proteinas son de funcidn desconocida, una esta relacionada
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con el precursor de la spherulin 4 y la Gltima parece ser una proteina GPI (glycosyl

phophotidylinositol ) relacionada con una glucanasa.

Discusién o Conclusién: Los resultados aqui presentados son los primeros datos descritos de
proteinas secretadas al medio en condiciones in vitro por la forma de levadura de U. maydis Con

este trabajo se establecieron las bases para el estudio posterior del secretoma del hongo.

Palabras Clave: protedmica, secretoma, huitlacoche, Ustilago maydis.

Recepcion: 07-04-10 Aceptacion: 25-05-10

Abstract

Introduction: Ustilago maydis is a fungus included in the group of Bacidiomycete that host
maize and teocinte plants producing a disease known as common smut or huitlacoche. Today,
there are no reports regarding the secretome of this organism grown under in vitro conditions.
This information might be useful to characterize the genes involved in several important
processes such as those related to nutrition, pathogenicity and fungus diferentiation. The main
objective of this study were to identify the proteins differentially expressed and secreted into the
culture media by both the sporidia and mycelium forms grown in two conditions of pH and

analyzed through the mapping in SDS-PAGE geles.

Methods: We initially generated the two morphological forms (sporidia and mycelium) of
Ustilago maydis (strain FB2—a2b2) through its culture in minimal media with adjusted pH of 7
and 3, respectively, and the growth kinetics was determined. The secreted proteins to the culture

medium were concentrated in a Sep-Pak Plus C18 and eluted with a solution of acetonitrile (60

Revista Electrénica Nova Scientia, N° 4 VVol. 2 (2), 2010. ISSN: . pp: 104 — 130
- 106 -

Bl i ey o



Estrada-Luna, A. etal.

%) + trifluoroacetic acid (0.1 %) followed by a partial liophilization and precipitation with
trichloroacetic acid-acetone solution. After this step, the protein samples were subjected to a
polyacrilamide (SDS-PAGE) electophoresis and stained with Coomassie blue for mapping. The
protein bands obtained were cut from the gels and digested with tripsin. Then, the mix of peptide
samples were injected in a mass spectrometer for analysis and the obtained MS/MS spectra were
then analyzed with Masslynx 4.0 before being subjected to MASCOT (Matrix Science) to

perform non-redundant searches on the National Center for Biotechnology Information data base.

Results: After 30 h of inoculation, the growth kinetics of U. maydis cultivated at pH 7 was
consistently higher compared to pH 3 (O.D. at 600 nm= 1.35 and 0.85, respectively). The process
of dimorphism from sporidia to mycelia at pH 3 began 8 hours after inoculation. Thirty hours
after inoculation, we observed that 100 % of cells had differentiated into mycelia. At this time,
the supernatant was collected and processed as previously described, obtaining 8 reproducible
bands of proteins from the minimal medium at pH 7 and 2 from the minimal medium of pH 3. All
proteins were analyzed, however, only 5 from media at pH 7 were identified and their theoretical
mass ranged between 31 to 68 kDa showing calculated isoelectrical points between 4.72 y 10.13.
Four out of the five proteins were identified as secretion proteins of U. maydis. Three of the five
proteins have an unknown function, one of them is related to the Spherulin 4 Precursor, and the

remaining one seems to be a GPI (glycosyl phophotidylinositol ) related to Glucanase.
Discussion or Conclusion: Our results are the first set of data describing secreted proteins to the
media under conditions in vitro by the sporidial form of U. maydis. With this research we

established the bases to study the secretome of the fungus.

Keywords: proteomics, secretome, huitlacoche, Ustilago maydis.
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Introduccion

Ustilago maydis es un hongo basidiomiceto que parasita especificamente al maiz (Zea mays L.) y
a su probable ancestro el teozintle (Zea mays ssp. parviglumis), a los que produce la enfermedad
conocida como huitlacoche o carbon comdn del maiz (Agrios, 2005). Este hongo pertenece al
orden Ustilaginales, que es un grupo relevante de organismos porque incluye patégenos de
importancia agricola que causan enfermedades conocidas como “carbones” en unas 4,000
especies de angiospermas pertenecientes a 75 familias (Agrios, 2005; Martinez-Espinoza et al.,
2002). U. maydis puede atacar a sus huéspedes en cualquier estadio de crecimiento, produciendo
sintomas que incluyen el desarrollo de clorosis, el desarrollo de tumores en mazorcas, espigas,
hojas y tallos, los cuales dan como resultado alteraciones en la morfologia de la planta y
reduccion del crecimiento y la produccién de grano (Agrios, 2005; Banuett, 1992; 1995;
Klosterman, 2007; Ruiz-Herrera y Martinez-Espinoza, 1998; Villanueva Verduzco et al., 2007),
dando lugar a pérdidas econdmicas considerables en los cultivos comerciales de maiz (Agrios,
2005; Immer y Christensen, 1928; 1931; Martinez-Espinoza et al., 2002).

U. maydis es un hongo biotrofico dimérfico que en su fase haploide crece en forma de levaduras
unicelulares saprofitas que se dividen por gemacion. La fase diploide o sexual se inicia con la
fusion de dos células haploides sexualmente compatibles, las cuales se unen mediante un tubo de
conjugacion para dar lugar a un dicarion, el cual es filamentoso (micelio). Este cambio provoca
que el hongo se transforme en patogénico y parésito obligado (Banuett y Herkowitz, 1989;
Banuett, 1992; 1995; Kahmann y Ké&mper, 2004; Klosterman, 2007; Klosterman et al., 2007).
Durante el crecimiento invasivo del micelio en la planta, las hifas del hongo proliferan y se
diferencian dentro del tejido del huésped induciendo hiperplasia y tumores donde se acumulan las
esporas diploides o teliosporas de color negro (Agrios, 2005; Banuett, 1995; Kahmann y Kamper,
2004; Klosterman, 2007), las cuales al ser liberadas al medio ambiente germinan sufriendo una
ronda de meiosis y produciendo 4 basidiosporas, que al germinar reinician el ciclo de vida del
hongo (Banuett, 1992; Banuett y Herskowitz, 1994). El ciclo de vida del hongo puede ser
completado en dos o tres semanas bajo condiciones controladas de invernadero (Villanueva,
1997; Villanueva Verduzco et al., 2007).

Revista Electrénica Nova Scientia, N° 4 VVol. 2 (2), 2010. ISSN: . pp: 104 — 130
- 108 -

Bl i ey o



Estrada-Luna, A. etal.

U. maydis ha sido considerado como modelo bioldgico desde mediados de la década de los 40’s
para el estudio de los aspectos basicos de la patogénesis fungica en plantas, la especificidad en el
apareamiento, la recombinacion genética, los genes que participan y controlan el proceso de
dimorfismo, entre otros (Ruiz-Herrera y Martinez-Espinoza, 1998; Boélke, 2001; Martinez-
Espinoza et al., 2002; Holliday, 2004; Klosterman, 2007). Este particular interés lo ha convertido
en el miembro del orden Ustilaginales més estudiado en la actualidad (Martinez-Espinoza et al.,
2002). El genoma de U. maydis ha sido secuenciado y anotado (K&mper et al., 2006), revelando
que posee un genoma relativamente pequefio (20.5 Mb) que codifica aproximadamente 6,500
genes, y posee un reducido numero de intrones (Kémper et al., 2006; Klosterman, 2007). El
analisis funcional del genoma reveld que un namero significativo de genes codifica enzimas de
secrecion estando ordenados en 12 grupos con 3 a 6 genes cada uno, que probablemente
representan islas de patogenicidad, las cuales se encuentran distribuidas en todo el genoma
(Kamper et al., 2006; Mdller et al., 2008). Algunos grupos cientificos actualmente estan
enfocados en estudios de gendmica funcional; sin embargo, poco se ha avanzado en aspectos de
analisis protedmico, lo cual resultaria importante para entender los mecanismos de las
modificaciones post-traduccionales, el cambio sistematico en el flujo metabdlico, etc. Un aspecto
relevante en el estudio de los hongos filamentosos es el analisis del secretoma, el cual se define
como la combinacion de las proteinas nativas secretadas, asi como la maquinaria celular
involucrada en el proceso (Tjalsma, 2000), ya que estos organismos sintetizan un gran nimero de
enzimas que son empleadas como parte de los mecanismos de degradacion de sustratos para

poder alimentarse y atacar a sus huéspedes.

U. maydis es un hongo que sintetiza y secreta diversos compuestos al medio ambiente resultantes
de su metabolismo primario y secundario, los cuales incluyen aminoacidos (Kurtz y Ericson,
1962), glicolipidos (toxinas activas contra microorganismos procaridticos y eucarioticos (Haskins
y Thorn, 1951), sideréforos (involucrados con la adquisicién y almacenamiento del ién Fe**), y
antibidticos y compuestos derivados de triptéfano, algunos de los cuales actian como reguladores
del crecimiento y que se relacionan con el proceso de infeccion del hongo (Bolker et al., 2008).
Respecto de las proteinas que el hongo secreta, pocos trabajos han sido descritos (Yonghyun et
al., 2007). Béhmer et al. (2007) llevaron a cabo un estudio de proteinas citosolicas solubles

sintetizadas durante el dimorfismo, y Mdller et al. (2008) generaron mutantes y a través de
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analisis bioinformaticos identificaron proteinas relacionadas con la patogénesis. Mueller et al.
(2008), usando estrategias bioinformaticas, analizaron y agruparon las proteinas que constituyen
el secretoma del hongo. Actualmente no existen reportes acerca del secretoma del hongo
cultivado bajo condiciones in vitro. Un estudio de esta naturaleza permitiria caracterizar los genes
involucrados en varios procesos importantes, entre los que se tienen aquellos relacionados con la
nutricion, la patogenicidad y la diferenciacion del hongo. Por lo anteriormente expuesto, el
objetivo del presente estudio fue identificar las proteinas expresadas diferencialmente y
secretadas al medio de cultivo por Ustilago maydis cultivado en dos condiciones de pH que

permiten el crecimiento en forma de levadura o micelio.

Materiales y Métodos.

Cepa Experimental y condiciones de cultivo

La cepa de Ustilago maydis empleada en la presente investigacion fue la FB2, que es un haploide
silvestre con un genotipo a2b2, y la cual fue proporcionada por Flora Banuett (California State
University, Long Beach, CA, U.S.A.). La cepa se mantuvo congelada a =70 °C en un
ultracongelador (REVCO, Legaci Refrigeration System, Asheville, North Carolina, U.S.A.) en
una solucion de glicerol (UltraPure Glycerol, invitrogen, cat. No. 15514-001), al 50 % (v/v)

disuelto con medio de cultivo completo.

Confirmacion del tipo de apareamiento de la cepa de U. maydis usada

Para este fin se llevaron a cabo experimentos de apareamiento y confirmar el fenotipo “Fuzz”
empleando cepas de genotipo conocido que incluyeron esporidias de FB2 (a2b2) y su contraparte
compatible FB1 (albl). La prueba consiste en mezclar alicuotas de suspensiones celulares de las
dos cepas, inocularlas juntas en placas con medio de cultivo minimo o completo para U. maydis
adicionado de 1% de carbdn activado. Las placas se incuban a 28 °C por un tiempo de 10 a 18

horas (Martinez-Espinoza et al., 1997).
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Preparacién de Medios para el Cultivo de U. maydis

De manera rutinaria se emplearon los medios de cultivo Medio Completo (MC) (Holliday, 1974)
y Medio Minimo (MM) (Holliday, 1974). El medio de cultivo fue preparado liquido o bien
solido, dependiendo las condiciones del cultivo. Cuando se prepard liquido, simplemente se
agregaron los constituyentes y se aforé con agua desionizada (milli-Q). Para los cultivos sélidos
en placa, se adicion6 agar bacteriolégico (12 g L™). El pH se ajusté a 3 con HCI (0.1 N) o a pH 7
con NaOH (0.1 M). Para el crecimiento en forma de levadura se emple6 MM de pH 7, y para el

cultivo de la forma micelial se emple6 medio de pH 3 (Ruiz-Herrera et al., 1995).

Cultivo del inéculo.

Para iniciar los cultivos, las células mantenidas en glicerol a —70 °C se inocularon en MC sélido a
pH 7 y se incubaron a 28 °C durante 48 h para crecer colonias individuales. A partir de este
cultivo, se sembro6 una colonia individual en MC liquido a pH 7, al cual se adicionaron 12.5 pL
de carbenicilina (1mg mL™) y se cultivé en una incubadora (Orbital Shaker Incubator, Hsiangtai
Machinery Industry Co. Ltd, China) por 20 h a 28 °C y 125 rpm de agitacion. Las células se
separaron por centrifugacion, se lavaron con agua destilada estéril 3 veces por centrifugacion, se
resuspendieron en agua destilada estéril y se contaron con una camara de Neubauer. Se
inocularon 10° células mL™ en 250 mL de MM de pH 7 y se cultivaron en una incubadora a 28
°Cy 125 rpm durante 20 h. Al cabo de este tiempo, las células se cosecharon por centrifugacion y
fueron lavadas por tres veces con agua destilada, resuspendidas en agua desionizada estéril y se
incubaron a 28 °C y 125 rpm durante 2 h para sincronizarlas en la fase Go (tratamiento de ayuno
nutrimental). Al cabo de este tiempo, la suspension celular se centrifugd a 700 g y 4 °C durante
10 min, se decantd el agua y las células se resuspendieron en 30 mL de agua desionizada estéril.
Posteriormente las células se mantuvieron a 4 °C durante al menos 30 min (tratamiento de

choque térmico).
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Cultivos Experimentales.

Los cultivos experimentales se establecieron en matraces de vidrio de 2 L de capacidad, en los
cuales se inocularon 500 mL de medio minimo a pH 3 (MM3) 6 pH 7 (MM7) suplementados con
12.5 pL de carbenicilina (Img mL™). Como indculo se usé una poblacién de 7.5 X 10° células
por mililitro del indculo previamente preparado. Las células se cultivaron durante 30 horas en una
incubadora a 28° C y 125 rpm de agitacion. Este tiempo de cultivo se establecié como el éptimo
luego de analizar la cinética de crecimiento, para evitar la lisis celular, lo que daria lugar a la
contaminacion de las proteinas secretada con las liberadas durante la lisis celular. Durante los
cultivos experimentales se tuvo cuidado de manipular de manera homogénea al indculo y
mantener uniformes y constantes las condiciones ambientales para el crecimiento de las células

con objeto de tener resultados reproducibles.
Colecta y Concentracién de las proteinas.

Al final del cultivo, se tomé una alicuota de 1 mL de cada suspension celular (MM3 y MM7)
para la determinacion de la absorbencia de los cultivos a una longitud de onda de 600 nm en un
espectrofotometro (Ultrospec 111 UV/Visible, Pharmacia). También se comprob6 por microscopia
que los cultivos no estuviesen contaminados, asi como la morfologia celular. Después de esto, las
células se eliminaron por centrifugacion, se recupero el sobrenadante y se mantuvo en hielo. Para
concentrar las proteinas del medio de cultivo, éste se acidifico con acido trifluoro-acético (TFA)
al 0.1 % y se procedio a pasar la solucion por una columna de fase reversa Sep-Pak Plus C18
Environmental Cartridge (WATO023635, Waters) previamente lavada con 6 volimenes de
acetonitrilo + TFA al 0.1 %, seguida de 6 volimenes de agua milli-Q + TFA (0.1 %) con ayuda
de una bomba peristaltica modelo TRIS™ (ISCO, USA). El eluido de los 500 mL de medio se
descarto, la elucion de las proteinas se llevo a cabo con 7.5 mL de una solucion al 60 % de
acetonitrilo + TFA (0.1 %) que se llevaron inmediatamente a congelacién a =70 °C a un
ultracongelador (REVCO, Legaci Refrigeration System, Asheville, North Carolina, USA), en
donde permanecieron hasta su procesamiento para el andlisis de las proteinas. Todo este

procesamiento de las muestras se llevo a cabo en un cuarto frio a una temperatura de 4 °C.
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Cuantificacion de la Proteina

La concentracion de las proteinas se midio por el metodo de Bradford (Bradford, 1976) con una
solucion comercial (B6916, Sigma™), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
absorbencias fueron leidas en un espectrofotometro pQuant Microplate (Biotek Instruments,

Inc., USA) usando el software Gen5™.,

Precipitacion y limpieza de proteina con TCA-Acetona

Después de la purificacion de la proteina de los medios de cultivo, las muestras se concentraron
por liofilizacion hasta un volumen de 1ml, e inmediatamente después se precipitaron con 100 pl
de &cido tricloroacético (TCA) al 77 % en acetona toda la noche a =20 °C y se sedimentaron por

centrifugacion (700 g). Posteriormente se lavaron 3 veces con acetona a —20 °C.

Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Las proteinas se sometieron a SDS-PAGE en geles al 10 % usando el método de Schagger y von
Jagow (1987) para proteinas de bajo peso molecular. Los geles fueron tefiidos durante toda la
noche con una solucion de azul de Coomassie G al 0.025 % disuelto en acido acético al 10 %y

destefiidos con una solucién de acido acético al 10 %.

Digestion de las proteinas para su analisis

Las bandas de proteinas fueron cortadas del gel y digeridas con tripsina grado espectrometria de
masas (Promega) de acuerdo al protocolo descrito por Shevchenko et al. (1996). Finalmente, los
segmentos del gel se incubaron dos veces durante 15 min en una solucién de acetonitrilo: acido

férmico:H,0 (60:5:35), se centrifugaron y se colecté el sobrenadante conteniendo los péptidos.
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Andlisis de las proteinas diferenciales

Después de la digestion, las muestras de péptidos fueron inyectados para su andlisis en un
espectrometro de masas (Q-Tofll Micromass Spectrometer, Waters, Milford, MA, USA). Las
muestras fueron analizadas en el “Survey Mode” bajo el control del programa “Masslynx 4.0
(Waters). El espectro MS/MS obtenido fue procesado en Masslynx 4.0 antes de someterlo al
programa MASCOT (Matrix Science) para realizar las busquedas no-redundantes en la base de

datos del National Center for Biotechnology Information.

Resultados

Analisis de la cinética de crecimiento de U. maydis en las formas de levadura o micelio y
estandarizacion de los cultivos

Previamente al inicio de los experimentos, se confirm¢ la identidad de la cepa empleada (FB2) a
través de la determinacion de su tipo de apareamiento (a;b,) mediante la prueba tipo “Fuzz”. Los
resultados obtenidos confirmaron dicha identidad (Figura 1), ya que como resultado de esta
reaccion se obtuvo el desarrollo de dos tipos de colonias después de 20 horas de cultivo: colonias
de color gris y consistencia himeda y arrugada (Figura 1-A, B) y colonias de color blanco de
consistencia algodonosa (Figura 1-C). Con el propésito de estandarizar los cultivos y determinar
el punto dptimo de colecta de las proteinas secretadas, se analizo la cinética de crecimiento
durante un periodo de tiempo de 76 h mediante la determinacion de la absorbencia (600 nm), la

integridad celular, y el proceso de crecimiento del hongo en forma de levadura o micelio.

Revista Electrénica Nova Scientia, N° 4 VVol. 2 (2), 2010. ISSN: . pp: 104 — 130
-114 -

Bl i ey o



Estrada-Luna, A. etal.

Bl ot e g o

Figura 1. Resultados de la reaccién de Fuzz entre la cepa FB2 (a2b2) y FB1 (albl) del hongo U. maydis cultivado en
medio minimo a pH 7 después de 20 horas de incubacién. Crecimiento levaduriforme de colonias de FB1 (A) y FB2
(B). Crecimiento del micelio blanco y algodonoso desarrollado de la fusion compatible entre las cepas FB1 X FB2 (C).

La Figura 2 muestra la cinética del crecimiento de las poblaciones de U. maydis a uno u otro pH
en donde se distinguen claramente las fases lag, crecimiento exponencial acelerado,
desaceleracion y estacionario. En términos generales, puede observarse que los cultivos a pH 7
alcanzaron regularmente valores de absorbencia mayores (D.O.= 1.68 = 0.0127) que los
observados en los cultivos a pH 3 (D.0.=1.16 + 0.0035). Durante los cultivos, las células crecidas
en el medio a pH 7 permanecieron como levaduras unicelulares dividiéndose por gemacion
durante todo el experimento (Figura 3-A). Se observo que el proceso dimdrfico en los cultivos
con pH 3 se inici6 a las 8 h después de la inoculacion. Inicialmente estas células en proceso de

diferenciacion se alargan, después se dividen pero sin sufrir separacion celular (se hacen
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multicelulares), dando origen a los micelios jovenes de 2, 3 6 4 células con una morfologia
diferente a las levaduras (Figura 3-B). A partir de ese momento, la poblacién estuvo mezclada
con levaduras y micelios en proceso de transicién dimorfica (Figura 3-C) y micelios maduros, los
cuales estaban formados por 8-10 células (Figura 3-D). Al cabo de 30 h de cultivo se observo que

el 100% de las células estaban diferenciadas (Figura 3-D).
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Figura 2. Curvas de crecimiento del hongo U. maydis cultivado en medio minimo a diferente pH durante 76 horas de incubacién.
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Figura 3. Morfologia de hongo U. maydis cultivado en medio minimo a diferente pH después 30 horas de
incubacion. A. Células levaduriformes unicelulares (flecha blanca) y en proceso de division (flecha negra) cultivadas
a pH 7. B. Micelios jovenes en proceso de diferenciacion (flechas). C. Cultivo mezclado con células en proceso de
diferenciacion (flecha negra) y micelios en crecimiento (flecha blanca). D. Micelios en proceso de crecimiento y
maduracion.

En el Cuadro 1 se presentan los resultados de crecimiento y concentracion de proteina obtenidos

en estos experimentos, en donde se puede comprobar su reproducibilidad experimental.
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Densidad 6ptica”

Concentracion Total

Medio de Cultivo (600 nm) de la Proteina®
(mg)
pH 7 1.246 £ 0.04 2.44+£0.15
pH 3 0.821 £ 0.06 1.88+0.15

* Lecturas promedio = error standard (n= 15).

® Concentracion =+ error standard obtenidas de cultivos de 600 mL (n=5)

Cuadro 1. Datos de absorbancia y concentracion de las proteinas secretadas por el hongo Ustilago maydis cultivado en medio
minimo a diferentes pHs después de 30 horas de incubacion.

Perfil de proteinas secretadas por U. maydis cultivado a diferentes condiciones de pH.

Resultados representativos del analisis SDS-PAGE se muestran en la Figura 4. De manera
reproducible se lograron separar 10 bandas de proteina (Figura 4); de las cuales 8
correspondieron al cultivo de pH 7 y solo 2 al cultivo de pH 3. Solo 5 de las proteinas analizadas
pudieron ser identificadas en 5 experimentos diferentes, pero el resto no fue posible identificarlas,
porque la concentraciéon de proteina era tan baja que no se obtuvieron resultados satisfactorios.
Las proteinas identificadas pertenecen todas a las secretadas por la forma de levadura del hongo
(pH 7). Las proteinas identificadas y sus valores maximos de semejanza (0.05 o menor) se
describen en el Cuadro 2. Como puede observarse, todas las proteinas identificadas pertenecen
efectivamente a U. maydis, y al menos 4 de ellas son de secrecion. Sus masas tedricas oscilan
entre 31 y 68 kDa, con un contenido de aminoacidos que va de 298 a 636. Estas proteinas
presentan valores de punto isoeléctrico (pl) en un rango de 4.72 y 10.13 y sus genes codificantes
se localizan en 5 cromosomas diferentes (2, 5, 9, 11, 22) de los 22 que posee el hongo. La
actividad o funcion de 3 de las 5 proteinas es desconocida, una esta relacionada con la spherulin 4

y la Gltima es una GPI (glycosyl phophotidylinositol) relacionada con la glucanasa MLG1.
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Figura 4. Gel SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie de las muestras de proteinas secretadas por U. maydis
cultivado en medio minimo a diferente pH durante 30 horas.
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Cuadro 2. Identificacion de las proteinas* secretadas por U. maydis a pH 7. £
Accesion | Identificacion | Valor de SO0RE |  Cromosoma Desrriprion. | Localizacion Laongihad Pumio Pazp
v Expectancia Subcehtar | GenaProtema | Ioelectrice | Molscalr
(i {aa)) Teorico Teomco
b
UniD4044 | 3P 760181 117 /00 {Chrl1 Protema Futa de 1911 | &34 B35 {8, 256
Hipotetica Secrecion
Relarionads oon
Glucosa Oaadaza
UM03614 | 3P _T38741 232700 {Chal0 Protema T 1470 | 422 704 528331
Hipotetica
Cooseryvada
L () e I LT T e {CEail] Profema Futa de BT [ ZE 371 SLOTE
Hipaotetica Secrecion
Cooservada
UMO&15T | 3P _T62504 600 /e kol Felaciomadacon | Puiade s | 3 1013 35,523
&l Precursor de Secrecion
Spheruin 4
UMIIT3 ] 3P 58T Bal 00 Chail3 Felyionads con | Paa de 1167 | 358 G 415108
ESGH &l Precursor de Secrecion
(Ghacarasy
WMLG1

Discusién y Conclusiones

24 h de incubacion.

*Todas las proteinas se identificaron en cinco experimentos independientes
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Es importante hacer notar que en este estudio se logré reproducir las condiciones necesarias para
inducir el proceso dimdrfico de U. maydis cultivado bajo condiciones in vitro a diferentes pHs.
Las observaciones realizadas en los cultivos experimentales sefialan que la induccion del
crecimiento micelial se inicia a las 8 h después de la inoculacién en medio de pH 3, lo cual

coincide con datos obtenidos previamente (Ruiz-Herrera et al., 1995) y se completa antes de las

Se observé que el tratamiento de ayuno nutrimental y choque térmico al que fueron sometidas las
células del hongo resultd ser critico para producir el cambio morfoldgico, el cual solamente se da

cuando las condiciones de cultivo y manejo se mantienen estrictamente homogéneas, como lo
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sefiala para U. maydis (Ruiz-Herrera et al., 1995), para Candida albicans (Soll, 1985) y para
Yarrowia lipolitica (Guevara-Olvera, 1983). Las curvas de crecimiento obtenidas luego de 76 h
de cultivo (Figura 2), muestran comportamientos similares para ambas condiciones de pH, en
donde se aprecian las fases tipicas de poblaciones de U. maydis crecidas en medio liquido: lag,
crecimiento exponencial acelerado, desaceleracion y estacionario; sin embargo, fue evidente que
el crecimiento de las levaduras fue mas acelerado que el de los micelios, ya que los valores de
absorbencia después de las primeras 8 h de la inoculacion se dispararon en los cultivos con pH 7.
Una posible explicacion a esta observacion es que las esporidias cultivadas a un pH de 7 s6lo
crecen para dividirse; sin embargo, las células crecidas en un pH de 3, ademas que tienen
condiciones mas restrictivas para la absorcion de los nutrimentos del medio de cultivo, deben
sufrir el proceso de diferenciacion para formar los micelios. Estas condiciones podrian en
consecuencia reducir el crecimiento de la poblacién celular. Los datos obtenidos de los cultivos
sefialan que la fase estacionaria fue relativamente corta, ya que tuvo una duracion de 4 horas en
ambas condiciones de pH. La fase exponencial se extendio hasta las 28 h en los cultivos de
ambos pHs y la fase de desaceleracion fue relativamente prolongada, ya que tuvo una duracion de
12 h (de las 32 a las 44 h de cultivo) en el medio con pH 7 y 24 horas (de las 36 a las 60 horas) en
el medio con pH 3. Este comportamiento de la poblacion celular del hongo permitié asegurar que
proteinas secretadas y cosechadas a las 30 h de cultivo no son contaminante ni fueron liberadas

por un proceso de lisis del organismo como podria ser el caso en cultivos viejos.

Durante el establecimiento de los cultivos experimentales, la pureza e identidad genética de la
cepa experimental fue confirmada a través de la reaccion tipo “Fuzz” (Martinez-Espinoza et al.,
1997; Ruiz-Herrera, 2008). Esta prueba es sencilla de realizar; sin embargo, el apareamiento en
U. maydis es un fenémeno complejo controlado por los loci llamados a y b, el primero
representado por dos alelos y el segundo por multiples alelos (Rowel 1955-a y b; Holliday 1974).
La prueba es contundente porque el apareamiento de las esporidias haploides con diferente loci a
y b resulta en la diferenciacion de la fase micelial. Los resultados obtenidos al crecer de manera
aislada células de la cepa FB2 (a2b2) y células de FB1 (albl) resultaron en la formacion de
colonias de color grisaceo de consistencia humeda y arrugada; sin embargo, cuando se

mezclaron, se logro el apareamiento y la diferenciacion de los micelios, formando colonias
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blancas de aspecto algodonoso, lo cual esta en congruencia con lo reportado por varios autores
(Rowel, 1955-a y b; Banuett y Herskowitz, 1989). Como puede observarse, en este estudio los
experimentos de confirmacion a traves de esta prueba, el estricto control de las condiciones de
cultivo, la preparacion de los indculos y la induccion de la diferenciacion celular fueron
fundamentales para asegurar que siempre se estuvo trabajando con el mismo organismo y con las
condiciones de homogeneidad requeridas que permitieron la obtencion de resultados

reproducibles.

Los resultados aqui presentados son los primeros en mostrar datos del perfil de proteinas que el
hongo secreta cuando es crecido en condiciones in vitro y sometido a un proceso de
diferenciacion dimérfica inducido por el cambio en las condiciones de pH del medio de cultivo.
De esta manera, logramos identificar 5 proteinas de secrecion exclusivas de la forma de levadura
del hongo, las cuales no habian sido identificadas previamente. Esta informacion resulta relevante
porque ofrece la oportunidad de analizar el papel de estas proteinas en el fendmeno del
dimorfismo, lo cual es esencial para completar la informacion generada en los estudios de

gendmica y secuenciacion publicados para este organismo (Kéamper et al., 2006).

Recientemente se ha publicado informacién sobre el secretoma de U. maydis proveniente de
estudios in silico (Mueller et al., 2008; Muller et al., 2008) o del analisis de proteinas citosdlicas
(Bohmer et al., 2007); sin embargo, no existen antecedentes experimentales como el aqui
reportado que avalen los datos publicados. En los estudios a los que se hace referencia se sefialan
algunas proteinas relacionadas con la secrecion del hongo como Hidrofobina (HUM2), una
proteina repelente (REP1) (Teertstra et al., 2006; Wdsten, 2001), otra proteina de la clase
repelente (Rsp2), algunos homologos de la manoproteina MP88, asi como varias proteinas de la
pared con dominios de expansion y fosfolipasas, proteinas hidroliticas y varias enzimas
desconocidas (Muller et al., 2008). Béhmer et al. (2007) reportaron 13 proteinas relacionadas con
el crecimiento y transicion dimorfica del hongo, incluyendo una proteina disulfide-isomerasa,
una aldo-keto reductasa y SEP 3, asi como glutaminasa A, UTP-glucosa-1-fosfato

uridiltransferasa, 1, 4-benzoquinona reductasa y algunos homologos de Cdc48 y Pep4. En nuestro
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estudio, cuatro de las 5 proteinas identificadas estan relacionadas con el metabolismo de
secrecion de U. maydis, lo cual confirma que las proteinas analizadas eran de secrecién. Tres de
las 5 proteinas tienen una funcion desconocida, sin embargo, una esta relacionada con el
Precursor Spherulin 4 y la otra parece ser una GPI relacionada con el Precursor Mixed-Linked
MLG1 Glucanasa. La Spherulin es un antigeno producido por el hongo Coccidioides immitis
durante su estadio de endospora y es usado en la medicina de manera similar a la coccidioidina

para contrarrestar la coccidiomicosis (Merrian-Webster On Line. http://www.merriam-

webster.com/dictionary/spherulin; Stevens et al., 1975). Actualmente no se tiene conocimiento de

la sintesis y secrecion de antigenos en U. maydis; sin embargo, ésta podria ser factible si se
considera que ambos organismos son hongos, aunque la diferencia que salta a la vista es que C.

Immitis lo sintetiza cuando es una endospora y U. maydis en su fase de levadura.

Las proteinas GPIs en particular, son sintetizadas por organismos eucariotes (incluyendo
desde protozoarios, hongos hasta mamiferos) y estan ancladas a membranas por medio de enlaces
covalentes a glycosyl-phosphatidylinositol (GPI). Estas proteinas no tienen un dominio
trnasmembranal ni una cola citoplasmica y se encuentran localizadas exclusivamente en la region
extracelular de la membrana plasmética. Estas proteinas forman una familia de moléculas
diversas asociadas con enzimas, moléculas de adhesién, activacion de antigenos, marcadores de
diferenciacion, etc. (Brown y Waneck, 1992). Todas las GPIs poseen una estructura comdn
caracterizada por una sub-estructura tipo Man (ala€“4) GlcN (al-6) myo-inositol-1P-lipid. La
biosintesis de las GPI incluye tres fases: (i) La sintesis de un precursor en la membrana del
reticulo endoplasmico, (ii) La union de la proteina al sitio C-terminal de la nueva proteina
sintetizada en el lumen del reticulo endoplasmico, y (iii) remodelacion de la cadena de lipidos y/o
carbohidratos en el reticulo endoplasmico y aparato de Golgi. Ruiz-Herrera et al. (2008) reportan
en un estudio llevado a cabo bajo condiciones in silico una lista de proteinas GPI involucradas

con la sintesis de la pared celular de este hongo.

En resumen, con la presente investigacion de establecieron las bases técnicas para continuar con

estudios mas detalladas usando electroforesis de doble dimensidn. También se generé un perfil de
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en el que se identificaron 5 proteinas que no habian sido reportadas previamente, las cuales son

exclusivas de la forma de levadura de U. maydis.
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