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Ustilago maydis: ascenso de un hongo mexicano de la gastronomia local al mundo cientifico

Resumen

En el presente trabajo se describe la naturaleza del hongo Ustilago maydis, su papel como
causante de una enfermedad del maiz, su uso en la cocina mexicana y las condiciones que lo
llevaron a convertirse en material de estudio cientifico, ademas de algunas caracteristicas
descollantes de su fisiologia, genética y bioquimica. U. maydis es un hongo patégeno biotréfico
especifico del maiz, y el teozintle, siendo el agente causal del “huitlacoche” o carbon comtn, una
enfermedad de distribucién mundial que bajo ciertas condiciones puede causar severos dafios
econémicos. Sin embargo, en México, las mazorcas infectadas han sido un alimento usado en la
cocina tradicional desde la época pre-colombina, y actualmente también en la alta gastronomia
del pais y el extranjero. EI hongo y sus huéspedes son nativos de la parte central de México, y
fueron introducidos en Europa por los espafioles, donde la enfermedad fue considerada como una
alteracion fisiologica de la planta. Su naturaleza como infeccion fungica fue reconocida solo
hasta la segunda mitad del siglo X1X. U. maydis se introdujo a los laboratorios de investigacion a
principios del Siglo XX, convirtiéndose en un modelo clésico para el estudio de las bases de la
patogénesis fungica en plantas, de la especificidad en el apareamiento y de la recombinacion
genética, entre otras. Esto fue debido a su facilidad de manejo, su corto ciclo de vida, y el ser
posible su analisis mediante métodos de genética clasica y molecular. El ciclo de vida del hongo
es complicado alternando formas de levadura haploide saprofitica y micelio dicariético
infeccioso. Este ciclo sexual solo se completa en su huésped natural, estando bajo el control de
dos loci de apareamiento que controlan la fusion celular y la patogénesis. En condiciones de
cultivo axénico, hemos demostrado que el hongo es capaz de infectar plantas filogenéticamente
distantes del maiz; y hemos desarrollado condiciones para completar su ciclo de vida mediante la
interaccion del patdgeno con callos de maiz separados por una membrana que evita su contacto
fisico. Por medio del control de pH del medio de cultivo, hemos logrado la transicién de levadura
a micelio in vitro. Otro aspecto importante es la naturaleza de las vias de transduccién de las
sefiales que regulan el comportamiento sexual, la morfogénesis y la patogénesis de U. maydis. Se
ha demostrado que éstas involucran vias MAPK y PKA que operan antagénicamente en la
morfogénesis y en forma cooperativa en la patogénesis. No cabe duda que en el futuro, U.maydis
seguira siendo til para desvelar los secretos de la patogénesis de los hongos en las plantas y

deleitar a los amantes de la buena cocina.
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Summary

In this review | describe the properties of the fungus Ustilago maydis, its role as the causal agent
of a maize disease, its use in the mexican cuisine, and the conditions that led it to become a
subject of scientific research, besides some salient features of its physiology, genetics and
biochemistry. U. maydis is a biotrophic pathogen specific for maize and teozintle, plants where it
causes the disease known as “huitlacoche” or common smut, a disease world-wide distributed,
that under certain conditions may cause important economic losses. However, in México, the
diseased fresh ears have been used in the preparation of traditional dishes since the pre-hispanic
period, recently reaching the modern cuisine. Both, U maydis and its host are native of the central
part of México, and were introduced in Europe by the Spaniards, where the disease was originally
considered to be due to an alteration in the physiology of the plant. Its infectious nature was
recognized only in the second half of the XIX Century. U. maydis was introduced into research
laboratories at the beginning of the XX Century, becoming a classic model for the study of the
bases of fungal pathogenicity in plants, of mating specificity, and genetic recombination, among
others. This was due to the facility in the handling of U. maydis, its short life cycle, and the
possibility to apply methods of classical and molecular genetics. The life cycle of U. maydis is
complex with the alternation of haploid saprophytic yeasts and infectious dikaryotic mycelium.
The life cycle is completed only in its natural host, and is under the control of two loci that
control mating and pathogenesis. Using axenic conditions we found that U.maydis can infect
other plants phylogenetically distant to maize. We have developed conditions for the completion
of the life cycle in vitro through the interaction of the pathogen with maize calli separated by a
semi-permeable membrane that precludes their direct physical contact. Also, by means of the

control of pH of the culture media, we have obtained the transition of the fungus from the yeast
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form to mycelium in vitro. Another important aspect is the nature of the transduction pathways
that relay the signals that regulate the sexual behavior, morphogenesis, and pathogenesis of U.
maydis. It has been demonstrated that these involve MAPK and PKA systems that operate
antagonically in morphogenesis, and synergically in pathogenesis. No doubt that in the future U.
maydis will keep being useful in revealing the secrets of the mechanisms involved in fungal

pathogenesis in plants, and in providing pleasure to the lovers of the gourmet cuisine.

Key words: Ustilago maydis, pathogenesis, signal transduction, sexual cycle
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Introduccion

El huitlacoche (carb6n comun) es una enfermedad especifica del maiz (Zea mays) y de su
probable antecesor, el teozintle (Zea mays ssp parviglumis; del nahuatl teocintli, “grano de los
dioses”, nombre aplicado a diversas especies del género Zea nativos de Mesoameérica), la cual se
caracteriza principalmente por el desarrollo de tumores o agallas en las mazorcas.

Se sabe que el maiz se domesticé en la parte central de México. Aunque las fechas de este
proceso son aun discutibles, lo mas probable es que el proceso se inicidé hace ca. 9000 afios,
segun datos obtenidos de material recogido en la cuenca del rio Balsas. Las muestras mas
antiguas de maiz (de hace 6250 afios) han sido encontradas en la cueva Guila Naquitz del Valle
de Oaxaca. Pero el proceso debid haber sido lento hasta poder obtener variedades autoctonas

semejantes a las actuales.

La enfermedad del huitlacoche es causada por un hongo, Ustilago maydis. U. maydis es
un basidiomiceto del grupo de los Ustilaginales. Los Ustilaginales constituyen un importante
grupo de hongos fitopatdgenos con mas de 50 géneros y 1200 especies, que infectan a méas de
4000 plantas monocotiledoneas divididas en 75 familias en todo el mundo. Estos patdgenos
poseen el potencial de causar severas epifitias e importantes pérdidas econémicas a la agricultura,
aun con el uso de tratamientos quimicos a las semillas y a las plantas, la existencia de cultivares
parcialmente resistentes y los diferentes métodos de cultivo empleados. Entre las especies de
Ustilaginales fitopatégenos podemos citar a Ustilago hordei (carbon cubierto) y U. nuda (carbén
volador), que parasitan a la cebada, y a U nigra (carbén volador negro) de la avena. Entre los
patdgenos del trigo se puede citar a Tilletia indica (carbdén parcial), T. caries y T. controversa
(carbones hediondo y causantes de enanismo). T. scitaminea es un importante paréasito de la cafia

de azUlcar.

Dada la especificidad de huésped de U. maydis, es de presumirse que el hongo es un
parasito que evoluciond a partir de un antecesor comdn con otros Ustilago spp hasta adquirir la
categoria de especie diferente, al convertirse en un patdgeno especifico del teozintle y el maiz.
Esta hipdtesis ha sido recientemente confirmada al analizar la variabilidad del virus de U. maydis
(UMV-H1) en muestras de huitlacoche obtenidas de diferentes localidades de México, Estados

Unidos y Sudamérica. Los resultados demostraron que el virus acompafio al patégeno durante la
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introduccion del maiz proveniente de nuestro pais en Norte y Sudamérica, fendmeno que ocurri6
en varias ocasiones durante el periodo pre-hispanico.

Interesantemente, el huitlacoche en nuestro pais, no es generalmente una plaga, sino que
normalmente infecta a lo méas entre 1 y 5 % de las plantas de un cultivo. Y aun maés, constituye
una ganancia para el agricultor, ya que una mazorca infectada tiene un valor de mercado varias
veces mas alto que el de una sana. La razon de ello es que, como bien sabemos, el huitlacoche es
comestible y constituye la base de una serie de platillos tipicos de México, muchos de los cuales
se remontan a la época pre-colombina, aunque fuesen desdefiados por los conquistadores de
nuestro pais. Sin embargo, mas recientemente, el gusto por su sabor tan peculiar que le ha valido
el nombre de “trufa americana” le ha abierto las puertas de la alta gastronomia en el pais y en el

extranjero, donde llega a alcanzar precios exorbitantes.

Una pregunta a hacerse es ¢como U. maydis, un hongo mexicano que constituye una
aportacion de la gastronomia nahuatl al mundo, llegd a convertirse en un importante modelo de
estudio bioldgico en laboratorios cientificos destacados del pais, de Estados Unidos y de Europa?
Para ello debemos partir de dos aspectos: 1 ¢Cual ha sido el tortuoso camino que siguié este
parasito, aparentemente sin un severo impacto en la agricultura, desde las cocinas mexicanas
hasta llegar al mundo cientifico?; y 2 ;Qué caracteristicas posee que lo han hecho atractivo para
la Ciencia? A continuacion describiré brevemente algunos aspectos relevantes relacionados con
ambos aspectos, y algunos datos de la fisiologia, bioquimica, genética y patogénesis de U.

maydis.

Se sabe que el huitlacoche fue introducido en Europa por los espafioles (probablemente en
forma accidental con maiz infectado), pero durante siglos se pensé que la enfermedad era debida
a una alteracion fisiologica de la planta. No fue sino hasta 1836 que Unger identifico al
huitlacoche como la infeccion por un hongo al que llamé Ustilago zeae; y en 1883-1895 Breffeld
logré la infeccion experimental del maiz con esporas del hongo; pero no fue sino hasta 1927 que
se conocio su ciclo de vida al descubrirse su estado sexual. Su nombre fue oficialmente cambiado
a U.maydis (De Candolle, Corda) por Stevenson y Johnson en los Estados Unidos (citado por
Christensen 1963).
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Posiblemente los estudios iniciales més serios sobre el ciclo de vida y la fisiologia de
U.maydis fueron los realizados por Christensen y Stakman en los afios 1930-1950, mismos que
fueron recogidos en una importante monografia por Christensen (1963). Pero es quizas el terreno
de la genética donde U. maydis aport6 sus méas importante contribuciones iniciales como modelo
ideal para la comprension de las bases moleculares de esta ciencia. Se ha dicho que quien realiz6
los primeros estudios serios sobre la genética de U. maydis fue David Perkins, quien siendo
estudiante de la Universidad de Columbia en Nueva Cork, un dia de los afios 40 del siglo pasado,
en que recorria la propiedad Rockefeller, pas6 por un sembrado de maiz, y le llamé la atencion
una mazorca infectada con U. maydis. La recogié y la llevé a su laboratorio, donde realizé un
interesante estudio genético, que involucr6 el primer aislamiento de mutantes bioquimicas del
hongo (Perkins 1949). Sin embargo, fue Robin Holliday quien en Inglaterra y desde la mitad del
siglo pasado, realizd los estudios mas profundos de la genética de U. maydis, establecid los
modelos de recombinacion genética aceptados actualmente y sent6 las bases para convertir a este
hongo en un modelo para el estudio de aspectos biolégicos basicos (ver Holliday 1961, 1974).
Actualmente se considera que U. maydis es el modelo fangico mas estudiado para el analisis de la
patogénesis en plantas.

Las caracteristicas que han hecho de U. maydis un modelo atractivo para el estudio genético
molecular se pueden resumir de la siguiente manera: la existencia de una fase haploide, en la cual
el hongo forma colonias compactas, que permiten el uso de técnicas microbioldgicas comunes
(esta propiedad fue elogiada por Holliday quien sefialé que fue la base para sus estudios genéticos
iniciales al poder emplear la técnica de réplica con terciopelo para la identificacion de mutantes);
la posibilidad de construir diploides en el laboratorio, lo cual hace posible el llevar a cabo
examenes de dominancia y complementacion; la transformacion con DNA exdgeno; su
susceptibilidad a que un segmento genémico sea remplazado con una copia mutada del gen por
recombinacion homdloga; la existencia de maltiples marcadores de seleccion para la
manipulacion genética: la existencia de meiosis lo cual facilita llevar a cabo analisis de
segregacion; la capacidad para completar su ciclo de vida en plantas de maiz jovenes de tres
semanas de edad o menos; la posibilidad de analizar la transicion dimorfica (levadura a micelio)
in vitro y el hecho de que su genomio haya sido totalmente secuenciado y sea accesible

(http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago).
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El ciclo de vida de U. maydis en la naturaleza y la patogénesis

U. maydis no es un parasito obligado, pero requiere de uno de sus dos huéspedes naturales
para realizar su ciclo sexual. Solamente los dicariones y los diploides son infecciosos, lo que
muestra la interrelacion entre los aspectos de sexualidad, morfogénesis y patogénesis, y revela la
complejidad de los tres procesos. El ciclo de vida del hongo se muestra en la Fig. 1 (ver Banuett
1992, Holliday 1974, Ruiz-Herrera et al. 2000). Durante el ciclo de vida de U. maydis se
distinguen dos fases. Una de ellas es saprofitica, durante la cual el hongo crece en forma de
levaduras haploides alargadas que se reproducen por gemacion (también Ilamadas esporidias).
La gema aparece en la zona de maxima curvatura formando un angulo de 30-45° grados con
respecto a la célula madre. La gemacion bipolar es comun en contraste con la levadura
Saccharomyces cerevisiae. U. maydis no es un colonizador eficiente de nichos naturales, ya que

el rango de las fuentes de carbono que puede utilizar es muy restringido (Caltrider y Gottlieb,

1965).
v H\
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Figura 1. Representacion esquematica del ciclo de vida de Ustilago maydis. lzquierda; se muestra la
germinacion de las teliosporas con la formacion del promicelio y las cuatro basidiosporas. Estas se
desprenden y se multiplican en la forma de levadura. A continuacion se representa la conjugacion de dos
esporidias sexualmente compatibles para formar el dicarién que invade la planta y se multiplica en forma
micelial, dando lugar a los tumores donde se forman las teliosporas. Estas germinan fuera de la planta para
reiniciar el ciclo. Derecha; se indican los tres estadios del hongo: haploide, dicaridtico y diploide, el sitio
donde proliferan, y la secuencia de eventos por los cuales avanza el ciclo de vida del hongo.
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La segunda fase es la micelial y patogénica, durante la cual el hongo crece en forma de hifas
dicaridticas que solo se desarrollan en el interior del huésped. Esta fase se inicia con el
apareamiento de dos células que compartan loci de apareamiento (sexuales) a y b compatibles
(ver adelante). La cercania de células compatibles provoca una inhibicion de la gemacién y la
formacion de filamentos delgados (tubos de conjugacion) que se dirigen el uno hacia el otro por
una accién quimiotrépica, para finalmente fusionarse en el extremo apical para formar el micelio
dicariotico infeccioso, el cual continta su crecimiento y es capaz de invadir a un huésped
susceptible a través de aberturas naturales, por los estomas, por los drganos florales, o
activamente formando un apresorio. Se ha sugerido que los estigmas son la mas importante ruta
de infeccién, ya que los tumores presentes en las mazorcas son los mas prominentes. Es
importante sefialar que también los diploides son infecciosos, pero no las cepas haploides. En el
interior de la planta el hongo crece de manera intracelular o extracelular sin causar gran dafio al
huésped originalmente en forma de micelio delgado (ver Fig. 2A). La mayor parte del
crecimiento ocurre en los tejidos meristematicos de la planta con la formacion final de las agallas
o0 tumores en los cuales ocurre la esporulacion del hongo. Las hifas adquieren formas irregulares
(Fig.2B,C) y se fragmentan, cubriéndose finalmente con una pared gruesa equinulada y
pigmentada (Fig. 2D) (Banuett y Herskowitz 1996). Durante una fase de este proceso ocurre la
citocinesis con la formacion del estado diploide del hongo. Las esporas maduras (teliosporas) son
liberadas cuando las agallas se secan y se abren. Las teliosporas constituyen el estado diploide del
hongo y hasta el momento no se ha logrado su formacion fuera de las plantas de maiz o teozintle.
Los sintomas de la enfermedad son principalmente la formacion de tumores, aunque también
ocurren clorosis, distorsiones y enanismo de la planta y acumulacion de antocianinas. La
induccion de tumores probablemente involucra fitohormonas y citocininas como ocurre en
algunas infecciones de plantas producidas por bacterias fitopatdgenas; sin embargo su naturaleza
no ha sido aln determinada. Las teliosporas germinan rapidamente en un medio nutritivo e
incluso en agua, aunque se ha descrito que la presencia de disacaridos favorece el proceso. La
germinacion de la teliospora se inicia con la formacion de un tubo germinativo denominado
promicelio. El ndcleo de la espora migra hacia el promicelio y en este punto ocurre la meiosis. A
partir del promicelio se forman cuatro basidiosporas en forma acropétala las cuales geman para

reiniciar el ciclo de vida.
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Figura 2. Fotografias del crecimiento de U. maydis en una planta de maiz inoculada experimentalmente.
Plantulas de maiz fueron inoculadas por inyeccién con una mezcla de dos cepas sexualmente compatibles. A
intervalos se obtuvieron cortes finos de distintas plantas, se tifieron con lactofenol-azul de algoddn y se
observaron en un microscopio. A, cortes obtenidos a los 2 dias de la inoculacidn; se observan las esporidias
del hongo en el interior de la planta, algunas estdn en un proceso de apareamiento. B y C, hifas con
morfologia alterada creciendo en el interior de la planta a los 5 dias de inoculacion, en B se observa una hifa
cruzando de una a otra célula del tejido vegetal. D, formacion de teliosporas al cabo de 10 dias de
inoculacion. Algunas aparecen inmaduras y con morfologia piriforme. Otras son esferoidales y ya poseen la
doble pared equinulada. Fig. A, 400X; Figs 2-4, 1000X.

Sexualidad y apareamiento, y su relacion con la patogénesis

El apareamiento en U. maydis es un fendmeno complejo, siendo de tipo tetrapolar y
estando controlado por dos loci llamados a y b, el primero con dos alelos y el segundo con
multiples alelos (Rowell 1955a, 1955b, Holliday 1974), Solamente la unién de células haploides
con diferentes loci a 'y b da lugar a la forma patogénica del hongo. Se ha demostrado que el locus

a gobierna el apareamiento y la fusion celular (Trueheart y Herskowitz 1992), y que solamente
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las células que poseen diferentes alelos a pueden fusionarse. Los dos alelos del locus a (al y a2)
han sido clonados y secuenciados, habiéndose demostrado que difieren en el tamafio y secuencia
de DNA, 4.5 kpb y 8 kpb para al y a2 respectivamente (Bolker et al. 1992). Dada la diferencia
entre ambos, se han denominado como idiomorfos, en vez de alelos, aunque en la literatura
aparecen ambas denominaciones. Cada idiomorfo contiene dos marcos abiertos de lectura (ORF).
El primero de ellos denominado MFAL para al y MFA2 para a2, codifican los precursores de las
feromonas (hormonas sexuales) de U. maydis (Spelling et al. 1994). Ambas son polipéptidos de
40 aminodcidos para al y 38 aminoacidos para a2. Ambas proteinas presentan una secuencia Cis-
A-A-X en su extremo carboxilo terminal, la cual es caracteristica de las feromonas de levadura.
El segundo ORF en los loci al y a2 codifica polipéptidos de 357 y 346 aminoacidos
respectivamente. Estos segundos ORFs se denominan respectivamente PRAL Y PRA2, y
codifican los receptores de las feromonas producidas por las células del sexo opuesto. Ambos
genes estan regulados positivamente. Cuando se mezclan células compatibles sexualmente dan
lugar a un fendmeno de activacion autocrino que inicia el apareamiento, el cual ocurre como se

describié anteriormente.

La compatibilidad del locus b controla el crecimiento filamentoso y la patogenicidad de
U. maydis, independientemente del locus a. Varios alelos del locus b han sido clonados y
secuenciados, demostrandose que cada uno de ellos contiene dos ORF separados que codifican
dos polipéptidos de 410 y 626 aminoacidos respectivamente (bE y bW). Ambos polipéptidos
contienen una region de homeodominio en la parte central, con dominios variables separados, asi
como una regién constante con una homologia del 90% entre los diferentes alelos analizados. La
funcionalidad del locus b depende de que las células que se aparean posean diferentes alelos b.
Las proteinas bE y bW pertenecientes a diferentes alelos se asocian para dar lugar a un
heterodimero que acttia como un factor de transcripcion especifico para la sintesis de factores que

intervienen en el proceso patogénico (Yee y Kronstad 1998).

Mas recientemente, un consorcio internacional del cual forma parte nuestro grupo de
investigacion, llevé a cabo el analisis funcional del genomio de U. maydis (Kamper et al. 2006).
De forma sobresaliente se observé que un numero significativo de los genes del hongo codifican

enzimas de secrecion ordenados en 12 grupos conteniendo de 3 a 26 genes cada uno (“islas de
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patogenicidad”), y que se hallan distribuidos en todo el genomio. La expresion de estos grupos de
genes es controlada durante la infeccion del huésped natural, sugiriendo una funcién coordinada
durante el desarrollo patogénico. La interrupcion de cada una de estas “islas”, condujo a una
disminucion en la patogenicidad. El relativamente bajo nimero de enzimas hidroliticas, su
asociacion génica y la regulacion de su expresion, revelan la estrategia de un hongo biotréfico
gue no afecta severamente el crecimiento de su huésped, sino hasta las Ultimas etapas de la

infeccion.

Ciclo de vida in vitro

Nosotros hemos desarrollado un sistema para inducir el ciclo de vida de U. maydis in vitro
(Ruiz-Herrera et al. 1999). Para ello se disefiaron unas camaras especiales de acrilico con una
membrana semipermeable sobre las que se depositan mezclas de células sexualmente
compatibles, o diploides. Bajo la membrana se colocan callos embriogénicos de maiz que se
desarrollan en un medio solido para plantas. Con ello se establece una comunicacion molecular
entre el callo y el hongo, sin que exista una unién fisica entre ambos. El crecimiento de la forma
micelial de las cepas de U. maydis, incluso de mutantes auxotroficas, indicaba que éstas obtenian
sus nutrientes de los callos, y que ademas estos producian substancias que estimulaban el
crecimiento micelial, ya que sobre el mismo medio de cultivo, U. maydis crecia en forma de
levadura. Al final de un par de semanas U.maydis producia células semejantes a teliosporas, que
sin embargo fueron incapaces de germinar. Pero por otro lado, analisis genéticos del hongo
crecido en las cdmaras, revelaron la existencia de recombinacion genética, por primera vez
obtenida fuera de la planta. La diferenciacion morfolégica de las células meristematicas de los
callos, a su vez reveld la accién de inductores producidos por el hongo, tal como debe ocurrir en

condiciones naturales.
Infeccidn en huéspedes no naturales

El andlisis de la interaccion huésped-parasito en el patosistema U. maydis-maiz es
sumamente complejo ya que involucra fendmenos morfogenéticos (dimorfismo) y sexuales

(apareamiento), que pueden obscurecer el fendbmeno parasitico en si mismo. En la literatura
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moderna, el uso de modelos de estudio mas simples ha sido reconocido como una estrategia muy
atil para vencer los obstaculos de los sistemas naturales. Por ello nosotros procedimos a analizar
la capacidad de diploides y mezclas sexualmente compatibles de U. maydis para infectar a otras
plantas filogenéticamente separadas e incluso muy distantes de los huéspedes naturales del
hongo: sorgo, cebada, trigo, ajo, tabaco y papaya (Ledn-Ramirez et al. 2001). Estas plantas
inoculadas en condiciones axénicas, presentaron un crecimiento micelial del hongo sobre la
planta, el cual no solamente ocurrié en el sitio de inoculacion y en areas cercanas a éste, sino
también en zonas alejadas, lo cual fue demostrado en estudios por microscopia, y también por
medio de la amplificacion de fragmentos de DNA especificos por medio de la técnica de PCR.
Los sintomas que principalmente se presentaron en ésas plantas fueron la presencia de clorosis, la
produccién de antocianinas, la reduccion de su crecimiento, el desarrollo de malformaciones o de
raices adventicias (indicadores de la capacidad tumoral de U. maydis) y en algunos casos
marchitamiento y muerte. Posteriormente seleccionamos a Arabidopsis thaliana como huésped
alternativo (Méndez-Moran et al. 2005). Entre las caracteristicas apetecible de A. thaliana
podemos citar: su pequefio tamafio, la facilidad de crecer grandes poblaciones bajo condiciones
controladas en camaras de crecimiento, su ciclo vital muy corto, el conocimiento del genomio
total de A. thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative 2000), y la existencia de mutantes
afectadas practicamente en todos y cada uno de los genes de la planta. ElI primer signo de la
infeccion de A. thaliana por U. maydis es el desarrollo de micelio en las zonas superficiales
cercanas al sitio de infeccidn. Posteriormente se observa la entrada del hongo a la planta a través
de los estomas Esto es seguido por el desarrollo de U. maydis en los tejidos de la planta y la
aparicion de sintomas semejantes a los observados en plantas de maiz infectadas con el hongo:
clorosis, produccion aumentada de antocianinas, enanismo, malformaciones, hiper-desarrollo
radicular, necrosis y eventualmente la muerte de la planta. Interesantemente, mutantes aisladas
por nosotros que son avirulentas en el maiz, tampoco fueron virulentas en Arabidopsis. Sin
embargo ni en Arabidopsis, ni en el resto de los huéspedes alternativos ocurrié la formacion de
teliosporas, lo que revela que el ciclo sexual de U. maydis solo se puede completar en los
huéspedes naturales. Una observacion inesperada fue la demostracion de que las cepas haploides
eran casi tan virulentas como las mezclas de haploides sexualmente compatibles o diploides, lo
cual revela la existencia de un mecanismo que no requiere del heterodimetro bE/bW para

desencadenar el proceso infeccioso. Mas recientemente hemos procedido a la identificacion de
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genes de Arabidopsis cuya transcripcion se altera durante el proceso patogénico, por medio de
trampas génicas (Reynaga-Pefia et al. 2006) y por uso de microarreglos (Mendez-Moran et al.
2008).

Dimorfismo in vitro

Como se describié lineas arriba, U. maydis alterna durante su ciclo vital estadios
levaduriforme y micelial. Este proceso (transicion de los hongos de una forma de levadura a otra
de micelio y viceversa, de acuerdo con las condiciones ambientales) se denomina dimorfismo. La
transicion dimorfica en U. maydis ocurre durante el apareamiento de dos esporidias sexualmente
compatibles y se puede observar al mezclar dos cepas con esa caracteristica en placas de un
medio sélido conteniendo carbdn activado. ElI micelio dicaridtico formado por las cepas que
aparean, aparece en forma de colonias blancas de aspecto algodonoso; en tanto que aquellas que
no aparean forman colonias de color grisaceo formadas por levaduras. Esta prueba (FUZ; Day y
Anagnostakis 1971, Banuett y Herskowitz 1989) se utiliza rutinariamente para determinar el tipo
de apareamiento de las cepas de U. maydis. In vitro, los dicariones son inestables, aunque bajo
ciertas condiciones pueden formar diploides, que dan una reaccion FUZ positiva. En condiciones
de ayuno de nitrogeno los dicariones pueden crecer de forma micelial en medios liquidos
(Banuett y Herskowitz 1994). Gold et al. (1994) aislaron una mutante, posteriormente
identificada como deficiente en adenilato ciclasa (uacl), que crece en forma micelial,

demostrando que la heterocariosis en el gen b, no es indispensable para el desarrollo del micelio.

Nosotros desarrollamos condiciones para el crecimiento del hongo alternativamente en
forma de levadura o de micelio, por medio del control del pH del medio (Ruiz-Herrera et al.
1995). U.maydis crece como micelio a un pH acido con un éptimo a pH 3, y como levadura a un
pH cercano a la neutralidad (Fig. 3). Esta transicion dimorfica la llevan a cabo no solo los
diploides, sino también las cepas haploides, e incluso cepas deficiente en el gen b, confirmando el
no-requerimiento de este gen para el crecimiento micelial. El aislamiento de mutantes que no
eran capaces de formar micelio in vitro a pH acido, y la observacion de que eran capaces de
aparear, pero que mezclas sexualmente compatibles de cada una de ellas eran avirulentas,
demostro que la forma infectiva de U. maydis es la micelial (Martinez-Espinoza et al. 1997).

Actualmente realizamos estudios con microarreglos para identificar los genes que se regulan
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positiva o negativamente durante el crecimiento in vitro del hongo en los estadio de micelio o

levadura.

Figura 3. Dimorfismo in vitro de Ustilago maydis. A, levaduras crecidas en un medio de pH 7 (1000X). B,

micelio desarrollado en un medio de pH 3 (400X).

Las vias de transduccion de sefiales en la morfogénesis y la patogénesis

¢Como se reciben y transmiten en U. maydis las sefiales del medio para regular el
apareamiento y la transicion dimorfica, y de la planta en la patogénesis? Se ha demostrado que U.
maydis posee vias de transduccion de sefiales PKA, dependientes de AMPc y al menos una via de
MAP cinasas (MAPK). Antes se describié que una mutante afectada en la adenilato ciclasa
(uacl; Gold et al. 1994) solo crecia en forma micelial. Esto condujo a pensar que la via PKA
estaba involucrada en el crecimiento levaduriforme. Con el objeto de identificar a los elementos
involucrados en el crecimiento micelial, se procedi6 a buscar supresores del fenotipo debido a la
mutacion en el gen Uacl, o sea mutantes que crecieran en forma de levaduras. De esta manera se
identificd una serie de genes que fueron denominados Ubc (Ustilago Bypass of Cyclase). Como
seria de esperarse, entre los genes identificados se encontr6 el que codifica la subunidad
regulatoria de la PKA. Pero interesantemente, el resto de los genes codificaba los miembros de un
modulo MAPK, sugiriendo que mientras la via PKA estd involucrada en el crecimiento
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levaduriforme, la via MAPK lo estd en el crecimiento micelial (véase revision de Martinez-
Espinoza et al. 2002). Posteriormente nosotros demostramos que la adicion de AMPc inhibia el
crecimiento micelial a pH &cido y que las mutantes afectadas en cualquiera de los genes Ubc eran
incapaces de crecer en forma micelial (Martinez-Espinoza et al. 2004). Estos resultados
demostraron que las vias de transduccion de sefiales PKA y MAPK son antagdnicas en U.
maydis; mientras la primera favorece el crecimiento levaduriforme, la segunda favorece el
crecimiento micelial. Estos resultados demostraron ademas que la forma normal del crecimiento
del hongo es como levadura. En lo que se refiere al apareamiento, los resultados obtenidos con el
empleo de mutantes indican que las feromonas se unen a su receptor especifico (ver arriba), y que
la sefial se transfiere al nucleo por medio de una via MAPK, probablemente sin la intervencion de
una proteina G trimérica (ver Sanchez Martinez y Pérez-Martin 2001, Martinez-Espinoza et al.
2002). La mutacion de algin miembro de la via conduce a la esterilidad. Esta misma via esta
involucrada en la patogénesis, ya que mutantes afectadas en cualquiera de sus miembros son
avirulentas. Por otro lado, la demostracion de que la mutante uacl es también avirulenta indica
que, contrariamente a lo ocurre en el caso de la morfogénesis, la operacion de ambas vias, MAPK

y PKA, es requerida para la virulencia.
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