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RESUMEN

Los telomeros se localizan en los extremos fisicos de los cromosomas eucariotes y son
estructuras nucleoproteicas necesarias para mantener la estabilidad de los cromosomas durante
cada ronda de replicacion, ademas de proteger los extremos de los cromosomas y ser substratos
para la replicacion del telémero por la enzima telomerasa. EI DNA telomérico esta ensamblado
en una estructura cromatinica no nucleosomal denominada telosoma. En S. cerevisiae, las
principales proteinas en el telosoma son las proteinas Raplp, Tel2p de union especifica a DNA
de cadena doble y Cdc13p, proteina de unién a cadena sencilla del telémero. Raplp ademas de
interactuar con las proteinas Riflp y Rif2p también interactia con las proteinas Sir (proteinas
reguladoras de la informacion silenciosa). En levaduras las proteinas Sir interactian con la
proteina Ku para regular la localizacion de los telomeros en la periferia nuclear al unirse con las
proteinas del poro nuclear. ElI que el complejo telomérico se encuentre organizado en esta
estructura telosomal, se favorece un estado de represion transcripcional que afecta la
transcripcion de genes adyacentes, fenémeno conocido como Efecto por Posicion del Telémero
(TPE). TPE afecta el tiempo de replicacion del DNA o elimina la activacion de las Secuencias de
Replicacion Autonoma (ARS) y afecta el indice de recombinacién mitdtica, asi como también
afecta a las secuencias asociadas a telomero.

Las Secuencias Asociadas a Telomero (TAS) son un mosaico de secuencias
moderadamente repetidas, altamente polimérficas y poco conservadas incluso entre grupos
taxondmicos relacionados. Los genes en estas regiones muestran represion transcripcional en
funcion de su distancia con el telomero. A la fecha la region subtelomérica mejor caracterizada
posiblemente sea la de Sacharomyces cerevisiae aunque también se han descrito con bastante
precision las de Plasmodium falciparum, Tripanosoma brucei y en humanos. Las TAS en S.
cerevisiae se encuentra formado por dos elementos: el elemento Y’ y el elemento X, el elemento
Y’ es una secuencia conservada localizada adyacente a los repetidos teloméricos y puede estar
presenta hasta cuatro veces o0 no estar presente. El elemento X es una secuencia menos
conservada que el elemento Y’, se encuentra una secuencia aproximadamente de 470pb
conservada a la que se le ha dado el nombre de centro X y adyacente al centro X se encuentran
pequefias secuencias llamadas STRs en nimero variable. Las secuencias asociadas a telémero no

tienen una funcion bien dilucidada pero se ha determinado que pueden jugar papeles activos en



fendmenos que ocurren frecuentemente en esa region teniendo varias funciones particulares en
diferentes organismos. Estas funciones se pueden agrupar en dos: 1) son sitios donde se alcanza
una gran riqueza de eventos recombinogénicos y de plasticidad genomica que llevan a la
homogenizacion y dispersion de secuencias y 2) por su cercania al telomero y en algunos casos
por la existencia de repetido telomérico entre las secuencias asociadas a telémero pueden sufrir
silenciamiento transcripcional. El silenciamiento puede estar dado a través de la union a poros de
la membrana interna nuclear y a través de la extension de la cromatina telomérica. Se ha
observado que el centro X de la region subtelomérica de S. cerevisiae actia como un elemento
que propaga el silenciamiento hacia regiones internas del cromosoma en forma discontinua, a
esta funcién se le ha dado el nombre de Protosilenciadores.

Los protosilenciadores son un bloque estructural de elementos o secuencias elaboradas
que permiten el silenciamiento de secuencias vecinas del genoma Unicamente cuando existe un
ambiente silencioso. Un autentico silenciador o un silenciador maestro puede mantener el
silenciamiento autbnomamente durante todo el ciclo celular, mientras el protosilenciador requiere
de un silenciador para poder favorecer la extension de la cromatina silenciosa. Por otra parte,
recientemente se descubrid la existencia de secuencias Cis-actuantes fuera del centro X pero
formando parte del elemento X de S. cerevisiae. Estas secuencias denominadas X-STAR
consisten de uno o varios elementos pequefios nombrados STR-D, -C, -B, -A, y se les ha
atribuido propiedades anti-silenciadoras porque parecen actuar como una barrera para extender la
cromatina silenciada. Se piensa que los aisladores definen el limite de los dominios
cromosomales independientes, asi un gen interpuesto entre un aislador y un protosilenciador
puede ser expresado mientras este protegido por un aislador o viceversa.

Ustilago maydis un basidiomicete dimoérfico, es un organismo adecuado para realizar
estudios de biologia celular y molecular de organismos eucariotes, su extremo cromosomal esta
formado de 37-39 unidades de repetido telomérico del tipo TTAGGG. En el borde del repetido
telomérico se encuentra una secuencia de 376 pb conservado en todos los extremos
cromosomales del hongo a la que se le ha dado el nombre de rumT (repetido de Ustilago maydis
en Telomero). Hacia la region centromero proximal se encuentran dos tipos de elementos
estructurales asociados a telémero denominados: UTASa y UTASb (Ustilago Telomere Associated
Sequense), los cuales son estructuralmente similares a los elementos Y’ y X de S. cerevisiae. En

nuestro equipo de trabajo se realizaron ensayos para determinar la capacidad de las secuencias



del elemento UTASa y UTASb, para modificar la frecuencia de transformacion y estabilidad
mitética. Partiendo de la hipdtesis de que la similitud de UTASb con el elemento X de S.
cerevisiae pudiera ser también funcional, se decidié determinar el papel de estas secuencias para
mejorar la segregacién de plasmidos o mantener el efecto de silenciamiento de RumT+RT,
aspectos en los que subyace la capacidad de union de rumT a proteinas especificas del extremo
cromosomal en el efecto del silenciamiento transcripcional. Este estudio nos permitié por un lado
redondear los datos sobre el estudio funcional en Cis de la region subtelomérica de U. maydis y

por otro lado hacer un andlisis general de ambos elementos subteloméricos.



INTRODUCCION

Los Telomeros son complejos especificos de DNA-Proteinas que proveen una capa
protectora al final de los cromosomas eucariotes lineares. Su principal funcion es mantener la
estabilidad de los cromosomas durante cada ronda de replicacion y ser substratos para la
replicacion del telomero por la enzima telomerasa (Bryan and Cech 1999; Zakian 1996). Los
teldmeros también participan en la organizacion nucleolar de los cromosomas.

El DNA telomérico estd compuesto de secuencias, ricas en guanina y timina,
generalmente cortas y arregladas en tdndem; en organismos como protozoarios, ciliados y
mamiferos estos arreglos forman repetidos con escasas 0 nulas variaciones, mientras en
organismos como Saccharomyces cerevisiae y Paramecium forman repetidos irregulares en
donde las variaciones de un patrén se encuentran interdispersas a lo largo de la secuencia
(Zakian, 1989). La cadena rica en guanina de los teldémeros tiene una orientacion 5’ — 3’ hacia el
extremo de los cromosomas, esta cadena rica en guanina se extiende en direccion 3’ formando
una saliente de cadena sencilla (Fig. 1) (Zakian, 1996).

Los telémeros de Drosophila melanogaster, Chironomus pallidicttatus y Bombix mori
poseen diferentes tipos de repetidos teloméricos pero exhiben algunas similitudes (revisado en
Pryde et al 1997). En Drosophila se presentan los retroelementos HeT-A y TART arreglados en
tandem (Biessman and Mason 1997) cumpliendo la funcion de telomero mientras Bombix tiene
los retrotransposones (TRAS Y SART) cumpliendo la misma funcién (Takahashi et al 1997;
Okazaki et al 1995). En Chironomus la region telomérica estd formado por las secuencias
repetitivas TA (Kamnert et al, 1998; Zhang et al, 1994; Cohn and Edstrom 1992).

El DNA telomérico esta ensamblado en una estructura cromatinica no nucleosomal
denominada telosoma. En S. cerevisiae, las proteinas principales en el telosoma son las proteinas
Raplp (proteina activadora represora) y las proteinas Tel2p de union especifica a repetidos
teloméricos de doble cadena, asi como Cdcl3p, proteina de union a repetidos teloméricos de
cadena sencilla. Raplp, a su vez, puede interactuar con otras proteinas como son Riflp y Rif2p
(factor de interaccion con Raplp 1 y 2), cuya funcion es regular la longitud del telémero
formando un asa y evitando asi la incorporacién de la telomerasa sobre el telomero (Berman et al.
1986; Shore and Nasmyth 1987; Nugent et al. 1996; Virta-Pearlman et al. 1996). En
Schizosaccharomyces pombe a los repetidos teloméricos se unen las proteinas Tazlp y Potlp

(Cooper et al. 1997), a los telomeros de Kluyveromyces lactis Raplp (Larson et al. 1994), a los
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telémeros de Oxytricha nova TBP (proteinas de unién a telomero) (Froelich-Ammon et al.1998)
y a los telomeros de mamiferos las proteinas TRF1 Y TRF2 (factor 1 de union al repetido
TTAGGG) (Broccoli et al. 1997; Bilaud et al 1996; Chong et al. 1995). Raplp ademas de
interactuar con las proteinas Riflp y Rif2p también interactGa con las proteinas Sir3p, Sirdp y
Sir2p (proteinas reguladoras de la informacion silenciosa). Sin embargo, a diferencia de Raplp de
levaduras, en ensayos in vitro Raplp de humanos interactia con TRF2 propiciando su unién al
DNA telomérico. Otras dos proteinas teloméricas humanas, TIN2p y la proteina reparadora de
DNA Ku, interacttan con los telémeros por la via de unién a TRF1p. En levaduras las proteinas
Sir interactia con la proteina Ku para regular la localizacion de los telémeros en la periferia
nuclear al interactuar con las proteinas de poro nuclear Mlp2 (Blackburn, 2001).

Toda la estructura del complejo telomérico antes mencionada, favorece un estado de
represion transcripcional que afecta la transcripcion de genes adyacentes, este es un fenémeno
conocido como Efecto por Posicion del Telomero (TPE, Telomere Position Effect) (Gottschling
et al 1990). Practicamente, cualquier gen colocado en una region adyacente al telémero es
apagado o afectado en su replicacion. En Drosophila la represion transcripcional de genes
cercanos al telomero lleva al apagado de la expresion de un gen en alguna de las células de una
clona de manera heredable, este es un efecto conocido como Variegacion por Efecto de Posicion
(PEV). La variegacion por efecto de posicion se caracteriza por estados heterocromaticos
epigenéticos semiestables por varias divisiones celulares. Un gen es controlado entre un estado
silenciado o no silenciado cuando esta bajo la influencia de PEV (Aparicio et al 1991; Pardue et
al 1995). TPE también afecta el tiempo de replicacion del DNA o elimina la activacion de las
Secuencias de Replicacion Auténoma (ARS) (Ferguson and Fangman 1992) y afecta el indice de
recombinacion mitética (Sthavenhage and Zakian 1998). Otras secuencias también son afectadas

por TPE, estas son en general las secuencias asociadas a teldmero.

Secuencias asociadas a teldmero(TAS) Repetido telomérico

N A
( \p )

NN A 7AVA

3
Figura 1: Representacién esquematica del extremo cromosomal. Los rectdngulos rojos representa la region
subtelomérica y los rectdngulos morados con rejillas al repetido telomérico en tandem de doble cadena, la linea
morada representa a la cadena sencilla con orientacion 3’ hacia el extremo de los cromosomas.
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SECUENCIAS ASOCIADAS A TELOMERO

Las Secuencias Asociadas a Telémero (TAS) son un mosaico de secuencias
moderadamente repetidas, altamente polimérficas y poco conservadas incluso entre grupos
taxondmicos relacionados. Se encuentran formando un dominio estructural y funcionalmente
distinto al resto del genoma, compuesto de arreglos de secuencias interdispuestas sobre el
extremo de los cromosomas (Zakian, 1996). En ellas vamos a encontrar un nimero bajo de
marcos de lectura abiertas, ya sea de genes o de elementos genéticos moviles e incluso sus
reminiscencias (Pryde et al 1997). Los genes en estas regiones muestran represion transcripcional
en funcion de su distancia con el telémero.

En los cromosomas humanos las regiones subteloméricas se componen de un mosaico de
secuencias arregladas en forma de minisatélites ricas en G y C con una region conservada de 350
pb (Rouyer et al. 1990). Las TAS en humanos estan organizadas por bloques cortos de
secuencias de 1 a 1.5 kb localizados hacia el extremo distal de los cromosomas; hacia la region
centromero proximal estos son bloques grandes de secuencias de 3.0-15 kb. Estos dos dominios
subteloméricos estan separados por un sistema de repetidos TTAGGG. Estos dos dominios
fueron encontrados en los cromosomas 16p, 4p, 22q y 4q y muy probablemente existan en todos
los cromosomas (Rouyer et al. 1990).

En Plasmodium falciparum las TAS estan localizadas adyacentes al repetido telomérico y
se componen de seis Elementos Repetitivos Asociados a Telomero (TAREs 1-6) que muestran
una organizacion conservada (Figueiredo et al 2000). Estos elementos estan flanqueados por
miembros de la familia de genes que codifican para factores de virulencia de este
microorganismo, incluyendo los genes de la familia var (genes codificantes para determinantes
antigénicos variables PFEMP1) (Herndndez-Rivas et al 1997; Rubio et al 1996) responsables de
la variacion antigénica y citoadherencia. En las TAS de Tripanosoma brucei se encuentran los
genes VSG (variantes de glicoproteinas de superficie) (100 a 1000 repetidos) intercalados con las
secuencias B-ES (sitios de expresion en sangre). Los genes VSG son regulados por el promotor
de las secuencias ESAGs (genes de expresion sitio asociados) localizado a una distancia de 45 a
60 kb y separado del resto del cromosoma por una region de 10 a 40 kb formado por repetidos de
50 pb. (Barry et al 1998). En Leishmania las TAS se van a formar por las secuencias LCTAS de
100 pb y MINITAS de 1.6 kb (Fu and Barker 1998).
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En plantas las TAS generalmente presentan tramos largos de secuencias repetidas en
tandem, frecuentemente separadas de los repetidos teloméricos por secuencias espaciadoras
(revisado en Pryde 1997). En tabaco las TAS estan formadas por las secuencias NP3R de 165 pb
y NP4R de 180 pb (Chen et al 1997).

En S. cerevisiae las TAS incluyen a los elementos Y’ y los elementos X. Los elementos
Y’ se localizan adyacentes al repetido telomérico, se encuentran altamente conservados y puede
haber de 0O a 4 copias en cada extremo cromosomal. El elemento X es una secuencia menos
conservada que el elemento Y’. Este elemento se encuentra en todos los extremos cromosomales
de la levadura y se localiza yuxtapuesto al repetido telomérico o a los elementos Y’. Todos los
elementos X tienen una secuencia central de aproximadamente 470 nucledtidos a la que se le ha
dado el nombre de centro X. Adyacente al centro X se encuentran secuencias pequefias
nombradas STRs (subtelomeric repet), entre el elemento X y el elemento Y’ se puede encontrar
tramos cortos de repetidos teloméricos (Fourel et al 1999; Louis 1995; Louis et al. 1994).

——X () I I Y (0-4) —
Core X  Secuencias ORE ORF
.................................... STR'D,C,B,A > > ACS TEL
Hacia el
centrémero ———
..................................... (TAGOO (TG,

Figura 2: Representacion esquematica del extremo cromosomal de S. cerevisiae. En el dibujo, el extremo final del
cromosoma se encuentra hacia la derecha y el centrémero hacia la izquierda. Los tridngulos morados representan al
repetido telomérico, el rectangulo azul al elemento Y, el rectangulo verde al centro X y los rectdngulos rosas a las
secuencias STR-D, -C, -B, -A y los rectangulos negros a las secuencias ACS.

FUNCION DE LAS SECUENCIAS ASOCIADAS A TELOMERO

Las secuencias asociadas a telomero no tienen una funcion bien dilucidada pero se ha
determinado que pueden jugar papeles activos en fendmenos que ocurren frecuentemente en esa
region teniendo varias funciones particulares en diferentes organismos. Estas funciones se pueden

agrupar en 2:
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1.- Son sitios donde se alcanza una gran rigueza de eventos recombinogénicos y de
plasticidad genémica.

Muchas de las secuencias en los genomas son relativamente estables, Unicamente
acumulan cambios que suceden esporédicamente a través del tiempo. Otras regiones, sin
embargo, sufren cambios frecuentes que llevan a la homogenizacion y dispersion de secuencias
repetidas (Pryde et al. 1997), tal es el caso de la region subtelomérica.

La region subtelomérica es en general dinamica, es un sitio donde se lleva a cabo cambios
frecuentes por recombinacion e intercambio de estas secuencias que llevan a la homogenizacion y
dispersion de secuencias repetidas. Estos cambios se han observado en levaduras, humanos,
Tripanosomas y Plasmodium. La recombinacion en esta region esta implicada en la variacion de
antigenos de superficie de parasitos patdgenos a través del rearreglo y la expresion de genes en
TAS, donde se tiene una especie de plasticidad claramente adaptativa (Hernandez Rivas et al
1997; Freitas-Junior et al 2000). En organismos no patdgenos la naturaleza dinamica de la region
también puede ser adaptativa, por ejemplo en levaduras la region subtelomérica es usada para
amplificar genes involucrados en la utilizacion de fuentes de carbono: SUC (invertasa), MAL (un
operén de tres genes: maltosa, permeasa, maltasa y un factor trans-activante) y MEL (a-
galactosidasa). También se han descrito interacciones ectdpicas frecuentes por conversion de gen
0 cambios reciprocos entre el locus silvestre MAL y homologos de otros extremos cromosomales
(revisado en Pryde and Louis 1997).

Los altos niveles de cambios vistos en la region subtelomérica no son los observados en el
resto del genoma, a excepcion de regiones especificas en el mismo organismo que sufren una
rapida diversificacion evolucionaria, tal como el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
de vertebrados (Stephens et al 1999).

2.- Silenciamiento Transcripcional de las Secuencias Asociadas a Telomero por su cercania
al Telomero.

El silenciamiento se define como la inactivacion de genes cercanos a una estructura
represiva que propicia una conformacion de cromatina silenciada (semejante a la
heterocromatina), la cual persiste a través del ciclo celular y es dirigida por una cooperacion
interactiva entre secuencias de DNA requeridas para el silenciamiento (silenciadores), las

proteinas de union a los silenciadores y proteinas silenciadoras, las cuales de manera global
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interactian con proteinas de union a DNA y nucleosomas (Gasser and Cockell 2001; Moazed,
2001). La cromatina silenciosa se forma Gnicamente sobre ciertas regiones, blogueando el acceso
de proteinas requeridas para la transcripcion de genes cercanos a esta zona.

El silenciamiento transcripcional se ha observado en S. cerevisiae (Lusting 1998),
Schizosacharomyces pombe (Grewal 2000) y en eucariontes superiores (Joseph et al, 2001). Un
ejemplo clasico de silenciamiento es el estudiado en Drosophila (Stephane et al, 2001; Henikoff
2000, 1995) y raton (Henikoff 2000); en donde la heterocromatina se encuentra concentrada en
regiones centroméricas y teloméricas, desde donde se reprime la expresion de genes cercanos. A
este fendmeno se le ha dado el nombre de variegacion por efecto de posicién por la naturaleza
variable del silenciamiento (Henikoff 2000; Heard et al 1997). Un segundo ejemplo es el
mecanismo utilizado en la regulacion de la expresion de los genes Hox (genes requeridos para
que lleve a cabo la Gltima etapa de desarrollo de D. melanogaster), por los genes del grupo
polycomb, los cuales codifican para proteinas que modulan la estructura de la cromatina
desencadenando un efecto represivo sobre los genes Hox (Thomas et al 1996). Otro ejemplo
clasico es la inactivacion del cromosoma X en mamiferos, un proceso que involucra la
compensacion de genes X conectados a través del silenciamiento transcripcional de uno de los
cromosomas X de células femeninas (Henning 1999). En eucariotes inferiores como S. cerevisiae
y S. pombe, la cromatina silenciosa o heterocromatina-like es responsable del silenciamiento en:
(1) locus de apareamiento (HM), (2) repetidos del rDNA y (3) telomeros, ademéas de los
centromeros en S. pombe (revisado en Ying, 2002). Algunos de estos eventos se describen a
continuacion.

1. Silenciamiento transcripcional en los loci de apareamiento (HM). En levaduras los
dos loci silenciosos de apareamiento, HMR y HML son donadores de informacién para el locus
MAT vy son responsables del control de apareamiento en levaduras (Haber, 1998). Los loci HM
estan flanqueados por los silenciadores E e | los cuales reprimen la transcripcion de los genes
HML y HMR (figura 3). En estas secuencias se encuentran sitios de union para el complejo del
origen de replicacion (ORC), para la proteina represora y activadora 1 (Raplp), y para el factor
de unién a ARS (Abflp) (Lusting 1998; Loo et al 1995). La funcion de E e | es iniciar el
ensamblaje del complejo de los reguladores de la informacion silenciosa (complejo Sir). Los
silenciadores también pueden servir como elementos aisladores como es el caso del silenciador |

el cual separa la cromatina activa de la inactiva del locus HML (Bi et al 1999).
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Figura 3: Loci de apareamiento sobre el cromosoma I1l. Ademés del locus MAT, El cromosoma |11 presenta otros
dos loci donadores HML y HMR. Estos donadores son mantenidos en la estructura heterocromética (lineas
diagonales) forzado por dos secuencias silenciadores adyacentes HML-E (E,), HML-I (1), y HMR-E (Er) y HMR-I
(Ir). Cuando la endonucleasa HO es expresada, los alelos MAT pueden ser controlados por una conversion de genes
(Haber 1998).

El silenciamiento en los loci HM requiere del complejo proteico Sir, el cual incluye a las
proteinas Sirlp, Sir2p, Sir3p, y Sirdp (Moazed et al 1997). EI complejo Sir es reclutado sobre
secuencias que actian como silenciadores en presencia de las proteinas asociadas (Raplp, Abflp
y del complejo ORC), (ver Fig. 4) (Moretti et al 1994). Sirdp es reclutado por la proteina Sirlp
cuando esta unido a ORC (Triolo and Sternglanz 1996). Una vez ensamblado el complejo Sir se
extiende sobre los nucleosomas por la interaccion entre Sir3p y Sirdp con las colas
aminoterminales hipoacetiladas de las histonas H3 y H4 (Hecht et al 1995; Braunstein et al
1993). Sir2p es requerido en pasos posteriores a la interaccién inicial (Hoppe et al 2002). El
papel de Sirlp, asi como Sir2p, Sir3p y Sirdp, no debe ser limitado al ensamblaje de la cromatina
silenciada de los loci HM; también parece tener un papel en el mantenimiento del silenciamiento
a través del ciclo celular (Bi and Broach 1997; Cheng and Gartenberg 2000).

2. Silenciamiento transcripcional en repetidos de rDNA. En muchos organismos
eucaridticos, los genes para rRNA (rDNA) estan agrupados en largos repetidos en tindem sobre
uno o pocos cromosomas. En S. cerevisiae el locus del DNA ribosomal tiene de 100 a 200 copias
de unidades repetidas en tandem separados por espacios intergénicos (IGS) sobre el cromosoma
XII (Petes, 1977). Cada repetido de rDNA tiene una longitud de aproximadamente 9 kb y posee
una secuencia de replicacion autdnoma (ARS), aunque solo de 1 a 3 repetidos son utilizados como
origenes en la fase S (Brewer and Fangman, 1988; Liskens and Huberman, 1988).

Aproximadamente la mitad de los repetidos rDNA son transcripcionalmente activos en algun
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momento (Dammann et al 1993), el resto de los repetidos son mantenidos en un estado
silencioso, en parte, por la accion de la proteina Sir2p (Bryk et al 1997; Fritze et al 1997; Smith
and Boeke 1997). A diferencia del silenciamiento del loci HM y telémeros, el silenciamiento en
el rDNA se requiere del complejo proteinico RENT (regulador del silenciamiento nucleolar y
salida de la telofase). Este complejo esta formado por tres componentes: Sir2p, Netlp (factor de
establecimiento de silenciamiento nucleolar y regulador de la telofase 1) y Cdc14p (Straight et al
1999; Shou et al 1999). El silenciamiento de estas secuencias no requiere de las proteinas Sirl, 3
y 4, las cuales no forman parte del complejo RENT (Smith and Boeke 1997, Straight et al 1999),
sin embargo, Sir2p si es requerida para el silenciamiento del rDNA 'y para la hipoacetilacion de la
histona H4 asociada con rDNA (Georg, J. H., et al., 2002); Sirdp es requerido para regular la
eficiencia del silenciamiento de rDNA modulando la distribucion de una cantidad limitada de
Sir2p entre los telomeros y los repetidos del rDNA. ElI complejo RENT se ensambla sobre la
cromatina y Sir2p requiere de Netlp para ensamblarse al rDNA. Probablemente otras proteinas
desconocidas, intervienen en la union de RENT con el rDNA, los cuales podrian estar jugando

un papel analogo al de los silenciadores y al de las proteinas de union a telomero. (Fig.4)
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Fig.4. Ensamblaje de las proteinas Sir en el locus HMR (cromosoma I11), telémeros, repetidos de rDNA (cromosoma
I11) y a DNA DSB. Sir3p esté estrechamente asociado con Sir2p y Sirdp. Las proteinas Sir son reclutadas por Rap1p,
Abflp y ORC en HMR, mientras que en telomeros las proteinas Sir son reclutadas por Ku y Raplp. Sir2p es
reclutado en repetidos de rDNA por Netlp. Las cajas rellenas representan el extremo de los cromosomas, las cajas
ralladas representan a los silenciadores y las flechas representan a los repetidos de rDNA. (Ying 2002).
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3. Silenciamiento transcripcional en Regién Subtelomérica. Por su cercania al
teldmero y en algunos casos por la existencia de repetido telomérico entre estas secuencias el
silenciamiento puede estar dado: a través de la union a poros de la membrana interna nuclear y b)
a través de la extension de la cromatina telomérica.

a) A través de la union a poros de la membrana interna nuclear. Dos tipos de
silenciamiento pueden ocurrir en la periferia nuclear: 1) En donde los genes de la region
subtelomérica, la proteina y Ku y el complejo de las proteinas Sir estan involucrados. Es decir, si
un gen de la region subtelomérica esta cerca de un silenciador y esté a su vez junto a un telémero
en la periferia nuclear, la represion de ese gen va a ser por la estructura compacta que se forme.
2) Donde estan involucradas las proteinas de la periferia nuclear Nup60, Mlpl y Mlp2 y no hay
represion natural en telomeros o en los locus de apareamiento. La proteina yKu70 y el telémero
se unen a la periferia nuclear a través del complejo del poro nuclear (NPCs) formado por Miplpy
MIlp2p y a su vez estas Mlps se unen a la nucleoporina Nup145p y Nup60p. Por otro lado,
mutaciones en Nup60 y Nup145 dejaron ver la formacion de telémeros agrupados en la envoltura
nuclear en puntos diferentes al poro nuclear, lo que sugiere que existe otro mecanismo de unién
de los telémeros (y sus proteinas y Ku y Sirp) a la envoltura nuclear (Vicent, G. et al., 2000;
Hediger and Gasser, 2002; Feuerbach, F. et al., 2002). Independientemente de cuél sea el
mecanismo de anclaje de los telomeros a la envoltura nuclear existe una alta preferencia por
agruparse en la periferia del nacleo y reprimir genes localizados en la region subtelomérica.

b) A través de la extension de tipo de cromatina telomérica. En S. cerevisiae la
extension del silenciamiento se inicia cuando Sirdp es reclutado por Raplp y este a su vez se
encuentra unido en sitios especificos sobre el telomero; esta interaccion ayuda a determinar la
asociacién posterior de las proteinas en la heterocromatina. Una vez dada esta interaccion, Sirdp
recluta a Sir2p en una interaccion que requiere de la histona H4 del nucleosoma adyacente a los
sitios de union de Raplp en el DNA, para realizar una unién estable. Sir2p deacetila a la histona
H3 Y H4 y permite el ensamblado de Sir3p al complejo, asi como la unién de Sir4p con las colas
N-terminales de las histonas. La presencia de Sir2p y Sir3p permite iniciar el proceso de
elongacion de la heterocromatina de manera ciclica y de esta manera Sir3p recluta a otra Sir4p,
inicidndose de nuevo la union de Sir2p y ensamblando a més Sir3p y Sirdp en la cromatina
(Figura 5). La heterocromatina telomérica adicionalmente es estabilizada por dos eventos

altamente ordenados que incluyen 1) el plegamiento del telomero, el cual a su vez permite
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interacciones adicionales de las proteinas de union al telomero Raplp/Sir2p, Sir3p y Sirdp con
proteinas de union al centro X de la region subtelomérica. Este evento lleva a la formacion de una
cromatina altamente represiva y a la asociacion de un telomero rico en proteinas Sir con la
periferia nuclear; 2) Extension de la cromatina represiva a traves de secuencias que relevan la
funcion de silenciamiento. Se ha observado que algunos elementos de la region subtelomérica de
S. cerevisiae (Centro X) actGan como elementos que propagan (aunque en general no establecen)
el silenciamiento hacia regiones internas del cromosoma en forma discontinua, a esta funcion se

le ha dado el nombre de Protosilenciador (Lebrun. et al., 2001).

Sird

Ar Hiztone H3
and H4 N-tarmini

Rap1 * *
Tobp 0.5kk

Figura 5: Modelo para la iniciacion y extension de la heterocromatina telomérica. Sir es la primera proteina reclutada
para unir a Raplp e iniciar la formacién del complejo de silenciamiento. Sirdp recluta a Sir2p y Sir3p. Sir2p
deacetila la cola de las histonas para permitir la unién de Sir3p a los nucleosomas adyacentes a los sitios Rap1. Sir3p
recluta a mas Sir4p en los nucleosomas (Luo et al 2002).

PROTOSILENCIADORES

El establecimiento y mantenimiento del silenciamiento depende de elementos cis
actuantes conocidos como silenciadores, estos elementos promueven el ensamblaje del complejo
Sir. Sin embargo, existen otras secuencias que son reconocidas por las proteinas de union a
silenciadores las cuales una vez aislados se ha observado que son incapaces de iniciar el
silenciamiento por ellas mismas, pero que in situ lo pueden propagar. Estas secuencias tienen la
funcion de extender el silenciamiento de manera colineal a través de una interaccion cooperativa
con silenciadores fuertes cercanos que lleva a su vez a reforzar el silenciamiento (Boscheron et al
1996). La denominacion de protosilenciadores se ha hecho por analogia con los protoenhancers.
Los protosilenciadores abarcan a varios tipos de secuencias que llevan a cabo la represion de
genes. Dentro de estas secuencias se encuentran algunas secuencias halladas en la regién
subtelomérica de S. cerevisiae. Especificamente el centro X, del cual se ha reportado como un
elemento que tiene la funcion de protosilenciador (Fourel et al. 1999; Lebrun et al. 2001); los
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casetes silenciosos de tipo de apareamiento de la levadura HMR-E y HMR-I también mantienen
el silenciamiento en células arrestadas en la fase G1 (Cheng and Gartenberg 2000). Actualmente
un protosilenciador se define como un bloque estructural de elementos o secuencias elaboradas
que permiten el silenciamiento a secuencias vecinas del genoma Unicamente cuando existe un
ambiente silencioso (Fourel et al. 2002b).

Un autentico silenciador o silenciador maestro puede mantener el silenciamiento
autonomamente durante todo el ciclo celular, mientras el protosilenciador requiere de un
silenciador para poder favorecer la extension de la cromatina silenciosa (Fourel et al, 2002Db).

Curiosamente la concatamerizacion de protosilenciadores puede formar un auténtico
silenciador; esto se ha demostrado mediante la creacion de un silenciador sintético cuando se
utiliza un ORC, sitios de union a Abflp y a Raplp. Actualmente Se estd explorando la
posibilidad de que puedan cooperar varios protosilenciadores para inducir un silenciamiento

fuerte en ausencia de silenciadores cercanos. (Fig.6) (Fourel et al, 2002b).

Figura 6: Modelo para explicar la interaccion
funcional entre elementos silenciadores. (A)
Cooperacion funcional entre un silenciador y
un protosilenciador. (B) Arreglo de
protosilenciadores, se ha pensado que se
implica la unién de diferentes elementos
silenciadores en una sola estructura. (C)
Distintos  protosilenciadores pueden estar
agrupados para aliviar la necesidad de un
silenciador genuino, creando una estructura de
silenciamiento auténomo, como lo observado
en el reclutamiento de componentes de la
heterocromatina. Las lineas gruesas
representan la cromatina silenciada, las esferas
C grandes a los silenciadores maestros y las
esferas pequefias a los elementos
protosilenciadores (Fourel G., et al. 2002).

Por otra parte, recientemente se descubrio la existencia de secuencias cis-actuante fuera
del centro X pero formando parte del elemento X de S. cerevisiae. Estas secuencias denominadas
X-STAR (por subtelomeric anti-silencing region) consisten de uno o varios elementos pequefios
nombrados STR-D, —C, —B, —A. Los elementos X-STAR son a los que se les ha atribuido

propiedades anti-silenciadores porque parecen actuar como una barrera para extender la
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cromatina silenciada. Se piensa que los aisladores definen el limite de los dominios
cromosomales independientes, asi un gen interpuesto entre un aislador y un protosilenciador
puede ser expresado mientras este protegido por un aislador, ya que la funcion propia de un
silenciador o un protosilenciador no es afectado por el aislador o viceversa (Lebrun et al. 2001).

Debido a la organizacion de los elementos X, que incluyen a los protosilenciadores y
aisladores sobre regiones silenciosas del telomero de S. cerevisiae, se habla de una discontinuidad
en el estado de silenciamiento, descartdndose el modelo de extension lineal del complejo Sir
hacia regiones lejanas. Esta hipotesis parece explicar el fendmeno de silenciamiento sobre
regiones distantes mediante un modelo de silenciamiento que incluye silenciadores y
protosilenciadores que actian mediante una interaccion de complejos que permite la extension de
la cromatina silenciosa (Fourel et al. 1999, 2002b) (Fig. 7)
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subtclomeric STAR * silenced chromatin % telomere
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(Fourel et al 1999)

Fig. 7 Mecanismos de silenciamiento por silenciadores, protosilenciadores y aisladores. A) iniciaimente se determina
el efecto por posicion del telémero (a) la cromatina silenciada no se extiende del telémero a no méas pocos kb hacia la
regién del centromero (representado por un triangulo negro). El silenciamiento especifico de elementos
subteloméricos (p/e. el centro X de S. cerevisiae, dvalos morados) puede actuar como relevos prolongando la
propagacion del silenciamiento (b). Las secuencias STAR (caja azul) por el contrario, puede limitar la extension de
la cromatina silenciosa cuando es colocado cerca de los repetidos teloméricos (c) o a alguna distancia (d). El efecto
de las secuencia STAR puede ser recuperado por la presencia de elementos silenciadores subteloméricos (e y f) no
importando la distancia de START. Sin embargo dos secuencias STAR separadas definen un domino que es aislado
de la influencia de elementos silenciadores que los rodean (g). B) Un arreglo de elementos subteloméricos puede
propagar el silenciamiento de una manera discontinua a través de multiples relevos ain de largas distancias.
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ANTECEDENTES

U. maydis, un basidiomicete dimorfico causante del carbon de maiz conocido
comunmente como huitlacoche, es adecuado como organismo modelo para realizar estudios de
biologia celular y molecular de organismos eucariotes (Holliday, 1961; 1974; Banuett 1992;
Banuett and Herskowitz, 1994;).

En U. maydis se han descrito sistemas eficientes de transformacion y disrupcion génica,
se ha secuenciado su genoma Yy sus secuencias Yya han sido liberadas
(http://www.genome.wi.mit.edu/seq/fgi/). U. maydis posee un genoma de 2.2X10’ pb con un
complemento haploide de 23 cromosomas que varian en el rango de 300 a 2000 kb, esto hace
inminentemente Gtil el uso de electroforesis en campos pulsados, para el analisis genético y
molecular de sus cromosomas. Ademas existe una variedad importante de mutantes y
transformantes con diferentes marcadores de seleccion (Banks and Taylor, 1988; Keon et al,
1991; Gold et al, 1994).

En U. maydis el extremo cromosomal esta constituido por repetidos de la secuencia
TTAGGG, arreglados en tdndem formando tramos largos de 37 a 39 repetidos teloméricos en
promedio. (Sanchez Alonso, 1996).
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Fig. 8: Representacion esquemaética del extremo cromosomal de U. maydis. De color negro se representa al repetido
telomérico, de color verde al elemento UTASa y de color azul al elemento UTASD, el elemento rumT se muestra de
color gris.
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En el borde del repetido telomérico se encuentra un segmento de 376 pb conservado en
todos los extremos cromosomales del hongo. A esta secuencia se le denomino rumT (repetido de
Ustilago maydis en Telomero). RumT muestra un tramo de aproximadamente 89 pb rico en A+T,
el cual se especula que podria tener algun papel funcional (Guzman and Sanchez, 1994) (Fig. 8).
Estudios posteriores (Sanchez-Alonso, 1997) los autores mostraron que esta secuencia también se
encuentra interdispersa sobre regiones internas del extremo cromosomal, y fue aislada como un
fragmento Pstl de 200 pb; a este tipo de secuencia se le denomino rums.

Sanchez Alonso (1997) analizé el efecto de las secuencias del extremo cromosomal
(rumT+RT) sobre vectores autoreplicativos y no autorreplicativos. En su estudio mostré que los
plasmidos autorreplicativos portadores de 39 unidades del repetido telomérico (RT) 39, O
portadores del borde rumT+ (RT) 39, sufrian un decremento drastico en su capacidad para
transformar U. maydis, esto, reflejado en la obtencion de una frecuencia de transformacion menor
a 10 transformantes por microgramo de DNA cuando se tiene Unicamente al repetido telomérico.
(Fig. 9)

En estudios posteriores, se mostrd que la frecuencia de transformacion de los mismo
vectores aumentaba al disminuir el nimero de unidades de repetido telomérico, y adicionalmente,
la subclonacion de 29 unidades de repetido telomérico (TTTGGGG) de Arabidopsis thaliana,
mostraba un efecto similar al del telomero (RT) 39 de U. maydis. En todos los casos, la estabilidad
mitética de las construcciones fue mas baja que la del vector sin secuencias de la region
telomérica, y su indice de pérdida por ciclo de replicacion mucho mas alta, lo cual indicaba un
efecto de la region subtelomérica sobre la capacidad autorreplicativa. (Sdnchez-Alonso et al,
2002)

El fendmeno de silenciamiento sobre secuencias de replicacion autonoma ha sido
reportado en Saccharomyces cerevisiae tanto para las secuencias localizadas en su genoma
(Raghuraman et al, 1997; Stevenson and Gottschling 1999), como para secuencias de replicacion
auténoma localizadas sobre vectores plasmidicos (Kimmerly et al, 1988; Longtine et al, 1992;
Ansari and Gartenberg 1997).
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Fig. 9: Efecto de las Secuencias Teloméricas sobre la frecuencia de transformacion. A. Representacion
esquemética de los plasmidos utilizados para analizar la frecuencia de transformacion de las construcciones que

portan secuencias teloméricas. B. Frecuencia de transformacion de los plasmidos portadores de la region telomérica
usando como marcador de seleccion a LEU1 y el casete de resistencia a carboxin.
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Fig. 10: Efecto de las Secuencias Teloméricas sobre la frecuencia de transformacion. A. Frecuencia de
Transformacién de plasmidos que portan o no repetido telomérico, con o sin rumT y repetido telomérico de
Arabidopsis. B. Efecto de la regién subtelomérica sobre plasmidos de prueba para recombinacion.
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Por otra parte, la subclonacion de rumT+ (RT) 39 sobre vectores no replicativos, mostro
un aumento discreto en la frecuencia de transformacion y estabilidad mitotica, que se mantiene a
pesar de la disminucion del nimero de unidades de repetido telomérico (Fig. 10).

Este segundo efecto parece ser dependiente de la presencia de ambas secuencias rumT+
(RT), sobre el vector y parece ser similar al reportado en S. cerevisiae como un efecto de
estabilizacion debido a una mejor participacion del vector. Se especula que este fendmeno puede
ser debido a la interaccion del complejo telomero-proteinas de union al extremo cromosomal con
proteinas de membrana nuclear (Galy et al, 2000; Feuerbach et al, 2002).

En S. cerevisiae y S. pombe se observo que plasmidos portadores del repetido telomérico
(TRS) son més estables que plasmidos control durante la segregacién mitética. En S. cerevisiae
la estabilidad de los primeros depende de la interaccion de los repetidos teloméricos con Raplp
(Longtine et al, 1992). En Plasmodium falciparum se mostré que un plasmido que contiene una
secuencia Rep20 (repetido mas largo de las secuencias TARES en la regién subtelomérica de este
parésito) mejoro la segregacion debido a la unién fisica del plasmido con el extremo de los
cromosomas (O’Donell et al, 2002).

Hacia el extremo centromero proximal de la region telomérica se encuentran dos tipos de
elementos estructurales asociados al telémero denominados: UTASa y UTASb (Ustilago
Telomere Associated Sequense) los cuales son estructuralmente similares a los elementos Xy Y’
de S. cerevisiae. UTASa es una secuencia muy conservada, localizada en los extremos
cromosomales del hongo; al igual que el elemento X alberga un marco de lectura abierto de 2664
pb aqui denominado USHER con los siete motivos conservados de la subfamilia de helicasas tipo
RecQ (Sanchez Alonso and Guzman, 1998; Vaquero-Vera, 2003) (Fig.8). Recientemente, se ha
demostrado la presencia de productos de transcripcién de USHER mediante ensayos de RT-PCR.
Los productos de transcripcion se detectaron en cepas con un alto nimero de copias del elemento
repetido sobre la region subtelomérica, sin embargo existen cepas con un transcrito indetectable
(Vaquero-Vera, 2003). La subclonacion de UTASa sobre vectores replicativos y no replicativos
no modifico la frecuencia de transformacion y estabilidad mitdtica, no mostrando algin efecto
sobre la secuencia de replicacion autbnoma de nuestro vector replicativo. (Anastacio-Marcelino,
2001).
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UTASb comparte semejanzas con el elemento X de S. cerevisiae, su tamafio es variable y
presenta una region conservada de aproximadamente 1 kb semejante al “centro X” de S.
cerevisiae (Fig.8) (Sanchez-Alonso and Guzman, 1998).

En este trabajo realizamos ensayos para determinar la capacidad de las secuencias del
elemento UTASDh, para modificar la frecuencia de transformacion y estabilidad mitdtica.
Partiendo de la hipdtesis de que la similitud de UTASb con el elemento X de S. cerevisiae pudiera
ser también funcional, decidimos determinar el papel de estas secuencias para mejorar la
segregacion de plasmidos o mantener el efecto de silenciamiento de RumT+RT, aspectos en los
que subyace la capacidad de union de rumT a proteinas especificas del extremo cromosomal en el
efecto del silenciamiento transcripcional. Este analisis nos permitio por un lado redondear los
datos sobre el estudio funcional en Cis de la region subtelomérica de U. maydis y por otro lado

hacer un analisis general de ambos elementos subteloméricos
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HIPOTESIS

El elemento UTASb de la region subtelomérica desempefia algun papel funcional similar

al de X de S. cerevisiae en el extremo cromosomal.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

Estudiar la dindmica del extremo cromosomal tipo b de Ustilago maydis, utilizando un

sistema de plasmidos autorreplicativos y no autorreplicativos.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Analizar la frecuencia de transformacion y estabilidad mitética de plasmidos portadores
de las secuencias UTASD del extremo cromosomal de U. maydis.

2. Determinar el comportamiento molecular de los anteriores plasmidos en las

transformantes de U. maydis.

3. Identificar o proponer un papel funcional de UTASb con base a los resultados anteriores.
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ESQUEMA DE TRABAJO

CLONACION DE UTASh EN VECTORES
REPLICATIVOS Y NO REPLICATIVOS

TRANSFORMACION DE LA CEPA UCM-104 DE U. maydis CON LAS
CONSTRUCCIONES REALIZADAS

ANALISIS DE LA FRECUENCIA DE DETERMINACION DE LA
TRANSFORMACION. ESTABILIDAD MITOTICA

DE LAS
TRANSFORMANTES.

SOUTHERN BLOT DE SOUTHERN BLOT DE
DIGERIDOS CARIOTIPO
GENOMICOS ELECTROFORETICO

;’ ANALISIS DE RESULTADOS

v

ANALISIS GENERAL DE RESULTADOS DE LAS CONSTRUCCIONES
REALIZADAS PARA DETERMINAR LA FUNCION DE LAS SECUENCIAS

|

SUBTELOMERICAS EN U. maydis.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Las cepas utilizadas durante los experimentos fueron U. maydis UCM-104, alb2 leu
1-1, auxotrofa para leucina y las cepas de E. coli: XL1 BLUE MRF’ (supE44 hsdR17 recAl
endAl gyrA46 thi relAl lac) y DH5aF’ (supE44 AlacU169 (&80 lacZ4aM15) hsdR17 recAl
endAl gyrA96 thi-1 relAl), fueron utilizadas como hospederos para la amplificacion de

plasmidos utilizados en este trabajo. Los vectores utilizados se describen en la siguiente tabla.

Tablal: Descripcion de vectores utilizados en este trabajo.

PLASMIDO CARACTERISTICAS REFERENCIA
Fagémido de 2961 pb derivado de pUC19, permite o-
complementacién tiene sitio de clonacion mdltiple y el gen
de resistencia a ampicilina.

Stratagene Cloning

pBluescripll KS- Systems

Vector con marcador de seleccién para Leucina, UARS1 y

- o Onel et al 1995
un sitio de clonacion maltiple.

pCM201

Vector con marcador de seleccién para Leucina, sin UARS1

y un sitio de clonacién maltiple. Sanchez-Alonso 1998

pCM201-A

MEDIOS DE CULTIVO
El medio utilizado fue Luria-Bertani (LB), suplementado con ampicilina (100 x g/ml) para
crecer cepas transformantes de E. coli.

U. maydis fue crecido en los siguientes medios: YEPS (extracto de levadura 1%,
peptona de caseina 2% y sacarosa 2%), medio minimo (Nitrato de Amonio 1.5 g, solucién de
sales 63 ml, sacarosa al 1% y glicina 100mg/ml) y medio completo de Holliday modificado
(Holliday, 1974), a una temperatura de 28°C. Los medios utilizados para las transformaciones

fueron suplementados con sorbitol 1M.
TRANFORMACION DE Ustilago maydis.

La transformacion de U. maydis con las construcciones disefiadas se realizaron con los

vectores replicativos y no replicativos como se ha descrito (Fotheringhan and Holloman, 1990).
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De un precultivo de U. maydis cepa UCM-104 crecido en medio YEPS por 24 horas, se
inocularon 50 pl en un matraz de 250 ml conteniendo 50 ml de medio YEPS y se incubé a 28 °C
en agitacion (200 rpm) hasta obtener una DOggo= 1.0-1.2 (2.5X10 células/ml). Una vez obtenido
el cultivo se centrifug6 para obtener el paquete celular y lavar 2 veces con SCS (sorbitol 1 M,
Citrato de Sodio 50 mM, pH 5.8). Se resuspendi6 el paquete celular en 500 x| de SCS y se
adicionaron 50 mg de Lyzing Enzyme from Trichoderma harzianum (SIGMA-ALDRICH lote:
1412) disuelta en 500« de solucién SCS. Se mezclo suavemente e incubo a 37°C por 10
minutos con movimientos ocasionales. Una vez formados los protoplastos se centrifugé a 1000
rpm por 5 minutos y lavaron 2 veces los protoplastos con SCS y una vez con STC (sorbitol 1M,
CaCl; 100mM, Tris-HCI 10mM pH=7.0), posteriormente se resuspendieron en 1 ml de STC (la
densidad celular de los protoplastos estuvo aproximadamente 107/ml). Se realizaron alicuotas de
50 | de protoplastos y se les adicionaron 2 «| de heparina (50 mg/ml) y 500 ng de DNA
(cuantificado por fluorometria) resuspendido en 1 « | de agua, con movimientos suaves se mezclo
e incubo en hielo por 15 minutos. Transcurrido el tiempo se agrego 8ml de medio TOP (medio
minimo de Holliday, sorbitol 1M, agar bacterioldgico 0.8%) a 45°C, se mezclo muy bien y se
vertié en placas con medio minimo (medio minimo de Holliday, sorbitol 1M, agar 1.6%). Las

placas se incubaron a 28°C de 4 -5 dias.

EXTRACCION DE DNA GENOMICO.

Para el aislamiento del DNA gendmico se uso un procedimiento modificado (Sherman et
al., 1986). De un cultivo de 30 ml con DOgy =1.5 (aprox. 2X10" células/ml), se centrifugé a
2000 rpm por 10 minutos, el paquete celular obtenido se lavé dos veces con SCS, y se
resuspendio en 500 « | del mismo buffer adicionandole 12 mg de la enzima Lyzing Enzyme from
Trichoderma harzianum (SIGMA-ALDRICH) disuelta en 100 « | de buffer SCS. La mezcla se
incub6 por una hora a 37°C y se centrifugo a 1000 rpm por 5 minutos. Al paquete obtenido se le
agreg6 0.5 ml de Buffer para extraccion de hongo (Tris-HCI pH= 8.5 200 mM; NaCl 250 mM;
EDTA 25 mM; SDS 0.5 %) se mezclé muy bien la muestra hasta obtener una lisis completa. Se
agrego 500 x| de fenol-cloroformo y se mezclo suavemente. Se centrifugd la muestra por 30
minutos 14000 rpm en frio. Se separd la fase acuosa y agrego 2 1 de RNAsa al 0.1 % e incubo

por 30 minutos a 37°C. Se agreg6 un volumen de fenol-cloroformo y centrifugé por 15 minutos a
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14000 rpm en frio. Se separ0 la fase acuosa y agrego 0.5 volumen de acetato de amonio y 2
volumen de etanol absoluto frio. Se mezclé suavemente e incubo a —20 °C por 20 minutos.
Posteriormente se centrifugd por 10 minutos, se desecho el sobrenadante y se lavé la pastilla dos

veces con etanol frio al 70 %. Por Gltimo se resuspendid la pastilla en 100 « | de agua estéril y se

almaceno a-20°C hasta su uso.

ELECTROFORESIS EN GEL DE CAMPOS PULSADOS (PFGE, Pulsed Field Gel
Eectrophoresis).

Se prepararon los bloques de agarosa de bajo punto de fusién con DNA de U. maydis como
se describe en Guzman and Sanchez (1994). De un cultivo de 20 ml de células transformantes
crecidas en medio minimo a una D.0.g00=1.0-1.2 se obtuvo el paquete celular y se lav6 dos veces
con SCS (Sorbitol 1M, Citrato de Sodio 50 mM, pH=5.8). Posteriormente se resuspendio el
paquete celular en 450 pul de SCS y se agregd 10 mg de la enzima Lyzing Enzyme from
Trichoderma harziarum disuelta en 100ul de SCS'y 750 pul de agarosa de bajo punto de fusion al
1% (grado cromosdmico) disuelta en 125 mM de EDTA. La mezcla se vertié en moldes para
blogues y se dejo en hielo por 5 minutos. Posteriormente se desmoldaron los bloques y se
colocaron en tubos falcon de 15 ml agregandoles aproximadamente 2 ml de buffer LET (EDTA
500 mM, Tris-HCI 10 mM, B-mercaptoetanol 30 mM, pH=7.0) y se dejo incubando a temperatura
ambiente por 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo se le cambio el buffer LET por el Buffer
LDS (Duodesil Sulfato de Litio 1%, EDTA 100%, Tris HCI pH=8.0) e incubo a 50 °C por 24
horas. Por ltimo se lavaron los bloques dos veces con EDTA 50 mM y se almacenaron hasta su

uso en 50 mM de EDTA a 4°C, evitando cambios bruscos de temperatura.

HBRIDACION RADIACTIVA.

Para la transferencia se utilizo membrana Nylon (Hybon N. Amersham), y amortiguador
SSPE 10X. Para la hibridacion se utilizé el material radiactivo Random Priming con [**P] dCTP
para marcar la sonda LEUI (un fragmento Sall de 1500 pb del plasmido pCM201) y la sonda KS-
(plasmido pBluescripKS- linearizado). La hibridacion se realizo a 65 °C. Para detectar la sefial se
realizaron los siguientes lavados: 2(X) por 15 minutos a temperatura ambiente (2X SSPE, 0.1%
SDS), 1 X por 10 minutos a 65 °C (0.4X SSPE, 0.05% SDS). Sin dejar secar el filtro

completamente se envolvid en papel Saran wrap y se expuso la membrana a una pelicula
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fotografica. Para regenerar membrana se uso 500 ml de la solucion 0.1X SSPE y 0.5% SDS a 95
9C y se expuso nuevamente la membrana a peliculas fotogréficas para asegurar que la sonda fue

eliminada totalmente.

DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD MITOTICA.

Las clonas transformantes de U. maydis se crecieron en dos ml de medio completo de
Holliday (medio sin presién de seleccién) por 30 generaciones a 28 °C en agitacién constante.
Estos cultivos liquidos se resembraron en placas de medio completo de Holliday gelificado. Se
seleccionaron 100 colonias al azar y se resembraron en parches sobre placas de medio minimo
(presion de seleccion) y medio completo (sin presion de seleccion).

El porcentaje de estabilidad mitdtica se reporto como:

Colonias Leu+ crecidas sobre medio con presién de seleccion X 100

Total de colonias crecidas sobre medio sin presion de seleccion

EXTRACCION DE PLASMIDOS, TRANSFORMACION EN E. coli Y PURIFICACION
DE PLASMIDOS.

Los procedimientos de extraccion de DNA de plasmidos por lisis alcalina, y las
minipreparaciones se llevaron a cabo como se describe en Sambrook (1989). La transformacion
en E. coli se llevo acabo como describe Millar (1987). La recuperacion de insertos de bandas de
agarosa y limpieza por fenolizacion se efectué conforme a Silhavy (1984). Las digestiones de
DNA se hicieron de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

CONSTRUCCION DE VECTORES QUE PORTAN LAS SECUENCIAS UTASb DE LA
REGION SUBTELOMERICA DE U. maydis EN VECTORES REPLICATIVOS Y NO
REPLICATIVOS.

Para la clonacion de la secuencia UTASD en el vector replicativo y no replicativo se utilizo
como base al vector pCM201 y su derivado pCM201-A carente de secuencia de replicacion
autbnoma respectivamente. La secuencia UT8 (1620 pb) + 22 repetidos teloméricos (RT)

(Sanchez Alonso and Guzméan 1998) fue clonado en los sitios Kpnl y Sstl de los vectores
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pCM201 (vector replicativo) y pCM201-A (vector no replicativo). Los vectores obtenidos fueron

nombrados pCUT8 y pCUT8-A respectivamente. Fig. 11 y 12.
Otra de las construcciones realizadas se obtuvo mediante la clonacién de la secuencia UT8

(2002 pb) + 14 RT (Sanchez Alonso and Guzman, 1998) en los sitios de restriccion Kpnl y Sstl
de los vectores pCM201 y pCM201-A obteniendo las construcciones pCUT7 y pCUT7-A

respectivamente. Fig. 13 y 14.

Pstl Spel Not  Sstil

Kpnl Apal Xhol EcoRI * fSmayXbal/Bambt” Sst|
@( uts

+ Digestion -
+ Kpnl-Sstl

Mozl S e -
Bl

Figura 11. Construccidon del plasmido pCUTS8. En el diagrama se indican los sitios de
restriccion relevantes.
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Figura 12: Construccién del plasmado pCUT8-A. En el diagrama se indican los
sitios de restriccion relevantes.
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Figura 13. Construccidon del plasmido pCUT7. En el diagrama se indican los sitios de

restriccion relevantes.
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Figura 14. Construccion del plasmido pCUT7-A. En el esquema se muestran los sitios de
restriccion importantes.

Figura 15. Andlisis del patron de restriccion de las construcciones obtenidas. pCUT7, pCUT7-A,
pCUT8 y pCUT8-A fueron digeridas con las enzimas Kpnl y Sstl.
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RESULTADOS

Subclonacion del elemento UTASb+RT (repetido telomérico) en vectores de U. maydis, tanto
replicativos como carentes de capacidad de replicacion.

Durante la caracterizacion del extremo cromosomal de U. maydis (Sanchez Alonso and
Guzman, 1998) se aislaron tres secuencias que hibridaron con la sonda para UTASDb, una de ellas
fue UT7 (Gene Bank, no. de acceso AF30888) de 2002 pb y otra fue UT8 (Gene Bank, no. de
acceso AF030889) de 1620 pb, las cuales tienen 14 y 22 RT respectivamente. Ambas secuencias
fueron clonadas en el vector replicativo pCM201 y en el vector no replicativo pCM201-A. A las
construcciones obtenidas se les dio el nombre de pCUT7, pCUT7-A, pCUT8 y pCUT8-A (Tabla
2, Fig. 11 a 15).

Tabla 2: Caracteristicas de las construcciones utilizadas en este trabajo.

Construccion | UARS1 | Secuencia No. de Repetido Marcador de Referencia
Clonada telomérico seleccion
pCM201 Si - 0 LEUI Onel et al. 1995
pCM201-A - - 0 LEUI Sanchez Alonso, 1996
pCUT8 si uT8 22 LEUI Este trabajo
pCUT8-A - uT8 22 LEUI Este trabajo
pCUT7 si uT? 14 LEUI Este trabajo
pCUT7-A - uT? 14 LEUI Este trabajo

pCUT7 y pCUTS8 son los vectores replicativos, mientras que pCUT7-A y pCUT8-A son los vectores no replicativos.
pCM201 es nuestro control replicativo y pCM201-A nuestro control integrativo.

Las construcciones se utilizaron para transformar genéticamente la cepa UCM104 y
registrar los cambios en los valores de frecuencia de transformacion genética y de estabilidad
mitética; al realizar la prueba se utilizaron como controles los vectores pCM201 y pCM201-A.
Antes de proceder se cuantificd la concentracion de los plasmidos, los cuales deberian estar
purificados y libres de RNA. Los plasmidos fueron cuantificados utilizando un Fluorometro
(BIO-RAD, Versa Fluor™:, Fluorometer) y posteriormente se ajusto la concentracion a 500ng/pl.
La transformacion fue realizada como se describe en material y métodos.

La frecuencia de transformacion obtenida con el control replicativo pCM201 fue
designada arbitrariamente como 100%. Los porcentajes de transformantes obtenidas con cada

uno de los plasmidos restantes se expresaron como el nimero de transformantes obtenidas por 119
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de DNA de cada uno de los plasmidos entre el nimero de transformantes obtenidas por g de
DNA del control pCM201 y multiplicado por 100. El plasmido pCM201-A fue utilizado como
control para los vectores no replicativos (vectores que carecen de secuencia de replicacion
autonoma (ARS), y la frecuencia de transformacion con este tipo de construcciones generalmente
es inferior al 1%.

Las colonias transformantes de los plasmidos pCUT7, pCUT7-A, pCUT8 y pCUT8-A
crecieron a los cinco dias después de realizar la transformacién, mientras que las transformantes
con los plasmidos pCM201 y pCM201-A crecieron a los cuatro dias. Los resultados obtenidos se

muestran en la tabla 3.

Tabla3: Frecuencia de Transformacion y Estabilidad Mitética de los pldsmidos pCUT7, pCUT7-A, pCUT8 y
pCUT8-A al ser transformados en U. maydis.

Construccién No. De Transformantes Frecuencia De Estabilidad
Por ug De DNA* Transformacion Mitdtica (%)
pCM201 8648 100% 30
pCM201-A 138 1.59% 100
pCUTS8 7656 88.52% 58.83
pCUT8-A 248 2.87% 66.5
pCUT7 7484 86.54% 33
pCUT7-A 357 4.12% 64.5

*Los resultados son el promedio de tres ensayos realizados, y cada ensayo se realizo por duplicado

La frecuencia de transformacion de los vectores no replicativos fue de 138 transformantes
para pCM201-A, 248 para pCUT7-A 'y 357 para pCUT8-A, estos resultados son congruentes con
lo esperado, sin embargo difiere un poco de lo reportado por Fotheringham and Holloman (1990),
quien encuentra 10 transformantes/ug de DNA para vectores no replicativos. Los resultados
reportados para el vector control, aqui presentan un aumento mayor a 10 veces, cuestion que se
discutira en la siguiente seccion, sin embargo, persiste un ligero aumento en la frecuencia de
transformacion de los plasmidos portadores de secuencias del extremo cromosomal previamente
reportado, y que aqui es de 2.87% para pCUT7 y de 4.12 % para pCUT8-A (Fig. 16 B).

La frecuencia de transformacién para el control pCM201 y los plasmidos replicativos
pCUT7 y pCUT8 (8648, 7656 y 7484 transformantes respectivamente) muestran una diferencia
de 11.48 y 13.46% respectivamente. Este decremento en la frecuencia de transformacion respecto
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del control parece ser parte de un efecto por posicion del telomero residual, que persiste después
de agrandar la distancia entre el repetido telomérico y UARS1.

Para conocer en qué medida la presencia de secuencias del extremo cromosomal
influyeron en el mantenimiento del plasmido en la poblacién de transformantes se procedié a
determinar la estabilidad mitdtica. La estabilidad mitotica de un plasmido se define por el
porcentaje de las células de una poblacion que retienen un plasmido cuando son crecidas en
ausencia de presion de seleccion. La estabilidad mitotica, al igual que el indice de pérdida de
cualquier plasmido, se ve afectada por parametros como nivel de expresion del marcador de
seleccion, eficiencia de replicacion y eficiencia en la segregacion del plasmido. Si un plasmido
no replicativo se encuentra en estado episomal, su estabilidad mit6tica es practicamente nula; por
otra parte un plasmido no replicativo se integra a los cromosomas, su estabilidad mitdtica es la
misma que la de los cromosomas, practicamente 100%. En la tabla 3 se muestran los resultados
de estabilidad mitotica y la grafica de estos resultados y de la frecuencia de transformacion en la
figura 16.

Figura 16: Gréafico de los resultados obtenidos en frecuencia de transformacion y estabilidad mitética de la
secuencia UTASb de U. maydis.
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A) Representacion esquematica de los plasmidos utilizados en la transformacion de U. maydis, las lineas delgadas
horizontal indican las secuencias del plasmidos, los rectdngulos con rayas onduladas representa al gen LEU1, Los
tridngulos negros representan al repetido telomérico, los rectangulos blancos a la secuencia rumT, rectangulos
rellenos de rombos a la secuencia UT7 y rectangulos rallados a la secuencia UT8. B) Frecuencia de transformacion
de los plasmidos analizados en este trabajo. C) Mediana de la estabilidad mitética de las transformantes en
porcentaje (andlisis no paramétrico). Los resultados de frecuencia de transformacién y estabilidad mitdtica estan
graficados en ciclos de escala logaritmica.
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Para determinar la estabilidad mitdtica se procedidé como se describe en material y
métodos, utilizando seis transformantes elegidas al azar de cada uno de los plasmidos estudiados
en este trabajo (CUT7, pCUT7-A, pCUT8, pCUT8-A), asi como el de los controles pCM201 y
pCM201-A.

En este trabajo se encontrd que la estabilidad mitdtica para las transformantes del control
pCM201-A fue del 100%, lo que sugeria la integracion del vector en el genoma de Ustilago
maydis. Los resultados de estabilidad mitdtica para los plasmidos no replicativos que portan al
elemento UTASb (pCUT7-A y pCUT8-A) tuvieron una media de 66.5 y 64 % con una dispersion
de valores que abarcd todo el rango desde 0% hasta el 100%, presentando un comportamiento en
general mas estable a través de rondas sucesivas de replicacion mitotica que las de los vectores
replicativos portadores de la secuencia UTASb (pCUT7 y pCUTS8). Estos plasmidos presentaron
una estabilidad mitotica media de 58.83 y 33 % con una dispersion de valores también muy alta,
que difiere en mucho del 30% de estabilidad mitdtica que de manera homogénea mostro el
control pCM201 en sus transformantes.

De estos resultados se concluye que el Unico efecto por la adicion de las secuencias
UTASD a las secuencias rumT+RT es la de disminuir el efecto por posicion del telémero (TPE)
que parece ejercer sobre UARSL. Esto parece llevarse a cabo sin disminuir lo que parece un
efecto estabilizador por union de proteinas de union a teldmero que de manera equilibrada

siempre mantiene un nivel minimo de frecuencia de transformacion superior al del control 201-A.

El elemento UTASb en plasmidos replicativos para U. maydis permanece en estado
episomal.

Los resultados anteriores nos llevaron a analizar el destino de los plasmidos en las
transformantes obtenidas con pCUT7, pCUT7-A, pCUT8 y pCUT8-A. Se examinaron cinco
transformantes a las que se les determind la estabilidad mitdtica para esclarecer el tipo de evento
ocurrido durante la transformacion. Se digirié 1 ug de DNA total libre de proteinas y RNA con
dos enzimas por separado: una enzima que puede linearizar el plasmido (Kpnl) y otra enzima que
no corta al plasmido (BamHI y EcoRV) pero que si digiere el DNA del hongo. Al digerir con una
enzima que lineariza el plasmido se puede determinar cualquier cambio de su tamafio cuando se
encuentra en estado episomal; al digerir con una enzima que no corta el plasmido se puede

determinar si el plasmido se encuentra integrado al genoma del hongo, y para ambos casos, el uso
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de sondas especificas nos indica aproximadamente si los plasmidos se encuentran en estado
episomal o integrados.

Los digeridos gendmicos con las enzimas mencionadas se resolvieron por electroforesis
en geles de agarosa al 0.8%, y fueron transferidos a membranas de nylon. Las hibridaciones se
realizaron con dos sondas: la primera sonda fue un fragmento Sall de 1500 pb del gen LEUI
aislado del vector pCM201 (en adelante sonda L) y la segunda sonda fue el plasmido pBluescript
KS- linearizado. Como control utilizamos DNA genémico de UCM-104 sin transformar. En el
ensayo también se utiliz6 el DNA de transformantes obtenidas de los vectores control pPCM201 y
pCM201-A.

La figura 17 muestra el patron de hibridacion del DNA de las transformantes obtenidas
con el plasmido pCUT8. En el panel A de lado izquierdo se muestran los digeridos de DNA total
de las transformantes con la enzima Kpnl tefiido con bromuro de etidio. El patrén de hibridacion
de los digeridos con la sonda KS- y la sonda L se muestran al centro y a la derecha
respectivamente; en ambos casos se observa una sefial de aproximadamente 8kb, tamafio similar
al plasmido linearizado, en el patron de hibridacién también se observa una sefial con un peso
superior a 12 kb que corresponde al gen enddgeno leul-1 de U. maydis. Estos resultados sugieren
que la construccién se encuentra en un estado episomal. Para corroborar estos resultados el DNA
total se digirid con EcoRV, endonucleasa que no corta el plasmido (Fig. 17, panel B). En el
panel de la figura 17 de lado izquierdo se observa a los digeridos gendmicos con la enzima
EcoRYV tefiidos con bromuro de etidio, en el centro y de lado derecho se muestra el patron de
hibridacion con la sonda KS- y la sonda L respectivamente. En el patrén de hibridacion con la
sonda KS- (Fig. 17, panel B, centro) se observa nuevamente una sefial de tamafio aproximado a 8
kb similar al tamafio del plasmido digerido con la enzima EcoRV, y con la sonda L se muestra
una banda del mismo tamarfio pero también una sefial de aproximadamente 4 kb que corresponde
al gen enddgeno leul-1 de U. maydis. En ninguno de los dos ensayos se observaron cambios en
el tamafio, lo que sugiere que el plasmido se encuentra en estado episomal. EI Southern blot del
cariotipo electroforético de estas transformantes con la sonda KS- en la figura 19-A (centro)
muestra un patrén de bandeo que no corresponde a alguno de los cromosomas de U. maydis, y
con la sonda L (derecha) se observa al gen endégeno LEU1 en el cromosoma Ill de U. maydis

(tercer cromosoma mas pequefio, con un tamafio estimado de 450 kb) donde las bandas
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observadas ya sea con la sonda KS- o con la sonda L no coinciden con la zona de resolucion de
alguno de los cromosomas de U. maydis.

Este tipo de migracion puede ser obtenido cuando un plasmido estd covalentemente
cerrado ya que no migra de manera proporcional a su tamafio en un gel de campos pulsados
(Hightower, Metge and Santi 1987; Beverley 1988).

En el caso de las transformantes con pCUT7 (Fig. 18, paneles A y B) los resultados
fueron similares a los obtenidos con el plasmido pCUT8. Los digeridos de DNA total con la
enzima Kpnl tefiidos con bromuro de etidio (Fig. 18, panel A, lado izquierdo), se transfirieron a
nylon (GeneScreen, Perkin Elmer Life Sciences) y se hibridaron con la sonda KS- (Fig. 18, panel
A, centro) y con la sonda L (Fig. 18, panel A, lado derecho). Los patrones de hibridacion se
analizaron y se encontro que con la sonda KS- los digeridos muestran una sefial de hibridacion de
8 Kb aproximadamente que aparentemente corresponde al plasmido linearizado, y con la sonda L
presenta la misma sefial de 8Kb aproximadamente, y otra mas sutil de tamafio superior a 12 Kb
que corresponde al gen leul-1 enddgeno de U. maydis. Estos resultados nos indican nuevamente
que el plasmido se encuentra en estado episomal, sin embargo se verifico el resultado mediante
analisis Southern blot utilizando una enzima que no cortara el pldésmido. Los digeridos de DNA
total (Fig. 18 panel B, carriles 2-6) con la enzima BamHI fueron resueltos por electroforesis y
tefiidos con bromuro de etidio (Fig. 18, panel B, lado izquierdo), el patron de hibridacion de éstos
con la sonda KS- (Fig. 18, panel B, centro) y con la sonda L (Fig. 18, panel B, lado derecho) se
muestran. Con la sonda KS- en los carriles 2, 3, 5 y 6 se muestran sefiales de hibridacion sobre
dos zonas de resolucion que coinciden con la de las formas topoldgicas del plasmido sin
linearizar una de 6 Kb aproximadamente y otra de un tamarfio superior a 12 Kb. Aunque no se ha
reportado si se conserva la topologia de las secuencias extracromosomales durante su replicacion
en Ustilago maydis, los datos aqui obtenidos sugieren esta posibilidad. De manera interesante la
transformante CUT73 (Fig. 18, paneles A y B, carril 4) mostré un desplazamiento de una de estas
sefiales hacia una zona de resolucion de alto P.M. (y de tamafio superior a los 12 Kb). De manera
congruente el patrén de hibridacion con la sonda L (Fig. 18, panel B, izquierda) nos muestra las
mismas sefiales obtenidas con KS-, més la sefial de hibridacion del gen leul-1 endégeno (tamafio
aproximado de 10 Kb). Estos resultados nos confirman que el pldsmido se encuentra en estado
episomal, y sugiere la posibilidad de que se encuentre superenrrollado. Una posible explicacion

de lo que sucede con el plasmido en la transformante CUT73 es la formacion de estructuras de
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alto peso molecular como concatameros, los cuales se forman de manera espontanea con DNA
linearizado en Ustilago maydis (Fotheringam and Holloman, 1990), posiblemente debido a la
apertura también espontanea de plasmidos portadores de telomero (Garcia-Pedrajas and Roncero,
1996; Cooke, 1995). Esto también explica la amplificacion de pCUT7 en la transformante
CUT73 (Fig. 18, panel A, carril 4 de imagenes central y derecha).

En la figura 19, paneles A y B se muestra el analisis Southern blot del cariotipo
electroforético (paneles Ay B, lado izquierdo) de las transformantes con los plasmidos pCUT7 y
pCUTS8. Los patrones de hibridacion con la sonda KS- (paneles Ay B, centro) y sonda L (paneles
A'y B, lado derecho), presentan en ambos casos, sefiales de hibridacion sobre zonas de resolucion
diferentes al del cromosoma Ill y en algunos casos claramente visibles, sobre zonas que no
corresponden a ningln otro cromosoma del complemento en U. maydis. Para el caso particular de
pCUT?7 (Fig. 19, panel B, carriles 2-6), las sefiales provenientes del plasmido y del gen endégeno

pueden discriminarse facilmente.
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Fig. 17: Andlisis Southern blot de las transformantes obtenidas con la construccion pCUT8. Panel A: DNA total de
5 transformantes elegidas al azar fueron digeridas con la enzima Kpnl resuelto por electroforesis y tefiido con
bromuro de etidio (izquierda). En el panel B con la enzima EcoRV. EI DNA fue transferido a una membrana de
nylon e hibridado con una sonda de DNA plasmidico KS- linearizado o con un fragmento Sall de 1500 pb del gen
LEUL. En ambos paneles se muestra el padrén de hibridacién con la sonda KS- (centro) y la sonda L (derecha)
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Fig. 18: Analisis Southern blot de las transformantes obtenidas con la construccion pCUT7. Panel A: DNA total de 5
transformantes elegidas al azar fueron digeridas con la enzima Kpnl resuelto por electroforesis y teflido con bromuro
de etidio (izquierda). En el panel B con la enzima BamHI. EI DNA fue transferido a una membrana de nylon e
hibridado con una sonda de DNA plasmidico KS- linearizado o con un fragmento Sall de 1500 pb del gen LEU1. En
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El elemento UTASb en plasmidos no replicativos forma rearreglos en el genoma de U.
maydis.

Respecto a la presencia de los extremos cromosomales CUT7 y CUT8 sobre plasmidos no
replicativos, los resultados fueron interesantes: de acuerdo a los datos genéticos se obtiene una
estabilizacion sutil e inconstante del plasmido, se disminuye (pero no totalmente) el efecto TPE,
y se obtienen transformantes aparentemente capaces de replicarse. El analisis Southern blot de las
transformante sugiere que los mecanismos que subyacen para este efecto pueden ser aperturas,
rearreglos y formacion de estructuras concataméricas por recombinacion ilegitima como las
descritas previamente por Holloman (Fotheringham and Holloman, 1990), de las cuales también
hay hallazgos que sugieren que puede estar acoplada a una replicacién no convencional.

Los digeridos gendmicos de seis transformantes obtenidas con el plasmido pCUT8-A, con
la enzima Kpnl (que lineariza al plasmido) se muestran en la figura 20, panel A, y con la enzima
BamHI en el panel B de la misma figura. Estos fueron resueltos por electroforesis como se indica
en materiales y métodos y tefiidos con bromuro de etidio (Fig. 20 paneles A y B, izquierda).
Estos mismos fueron transferidos a Nylon (GeneScreen, Perkin Elmer Life Sciences) e
hibridados con las sondas KS- (Fig. 20 paneles Ay B, centro) y sonda L (Fig. 20 paneles Ay B,
derecha) anteriormente descritas. El patron de hibridacion de pCUT8-A en las transformantes
(Fig. 20, paneles A y B carriles2-7) con la sonda KS-, exhibe en los seis casos una sefial de
hibridacion del tamafio del vector linearizado (mostrada en un extremo de la figura), esta sefial
sugiere la amplificacion del plasmido en diferentes cantidades dentro de las transformantes
(compare carriles 2, 3, 4 y 7 con los carriles 5 y 6). También se observan sefiales sobre zonas de
resolucion de menor masa molecular en los carriles 3 y 6 que sugieren rearreglos del plasmido.
Estas sefiales son congruentes con las que se exhiben cuando se hibrida el DNA del filtro con la
sonda L (Fig. 20, panel A, derecha). En este caso el patron de sefiales practicamente no cambia,
excepto en las transformantes pCUT8-A2, y pCUT8-A5 (carriles 3 y 6) donde se pierden las
sefiales de los fragmentos de menor tamafio y aparece la sefial (p)CUT8-A2) de un fragmento de
tamafio aproximado de 3.5 kb. En todos los casos aparece la sefial del gen enddgeno leul-1, la
cual en los carriles 6 y 7 muestran un sutil desplazamiento hacia una zona de resolucion de menor
masa molecular que posiblemente sea artefactual. Estos resultados sugieren que el plasmido

sufrio una serie de rearreglos que posiblemente propiciaron su permanencia dentro de la célula.
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El patron de hibridacion (Fig. 20, panel B) de digeridos de DNA total con EcoRV que no
corta sobre el plasmido refuerza la hipotesis de que el plasmido se encuentra rearreglado. En la
figura 20, panel B, al centro se muestra el patron de hibridacion con la sonda KS- y a la derecha
con la sonda L. Las sefiales de hibridacién de pCUT8-A con la sonda KS- fueron maltiples sobre
diferentes zonas de resolucion, principalmente sobre zonas de alto peso molecular (Fig. 20 panel
B, centro, carriles 2, 4,6 y 7), y algunas de menor peso molecular que pCUT8 (Fig. 20, panel B,
centro, carriles 2, 3, y4), también se observa eventos de reamplificacion del plasmido (carriles 2,
3y 4 de la misma figura). Esos rearreglos posiblemente no involucran la integracion homologa
sobre el alelo enddgeno leul-1 que es la region de mayor homologia del plasmido con el genoma
del hongo, pues la sefial del gen enddgeno no sufre desplazamientos. Aunque no se descarta este
tipo de eventos, es mucho mas probable un evento de integracion ectdpica por recombinacion no
homologa en las transformantes CUT8-A2, y CUT8-A3 (carriles 3 y 4), o en la persistencia de la
forma episomal en CUT8-A5 por el tipo de sefiales obtenidas. Sin embargo, la presencia de
sefiales definidas del peso molecular del plasmido linearizado en el panel A y la presencia de
multiples sefiales en zonas de resolucion de alto peso molecular en las transformantes CUT8-A1,
CUTB8-A3, CUT8-A5, y CUT8-A6 (Fig. 20, panel B, centro y derecha, carriles 2, 4, 6,y 7), nos
sugiere también, y fuertemente un estado intermediario en la formacion de concatameros lineales
autorreplicables. Los resultados del cariotipo electroforético muestran sefiales de hibridacion
sobre zonas de resolucion que no corresponden con cromosomas del hongo (Fig. 22 A carriles 2-
7) cuando se utiliza la sonda KS- (centro), o la sonda L (derecha). Por otro lado, se tienen
evidencias de estructuras lineales de tamafios de aprox. 100 kb, que se forman en transformantes
con plasmidos no replicativos en trabajos anteriores (dato no mostrado). La presencia de este tipo
de estructuras, y la amplificacion del plasmido nos dejan en este momento solo con la idea de la
persistencia rearreglada de los plasmidos de manera diferente a la que se encuentra con el
plasmido control pCM201-A (dato no mostrado). Para conocer el tipo de rearreglos formados, se
necesitaria realizar una serie de digestiones con enzimas que corten en el interior de la secuencia
y analizar el patron de sefiales de hibridacion para poder decir si los rearreglos se encuentran
integrados ectopicamente, si lo hicieron en tdndem, si se encuentran en la misma direccién o en
forma invertida, etc.

Los resultados del andlisis de las transformantes con el plasmido pCUT7-A (Figura 21,

paneles A y B) fueron similares a los descritos anteriormente y refuerzan la idea de la apertura
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espontanea de la construcciéon y la formacién de concatdmeros. En la figura 21, en el lado
izquierdo de ambos paneles se muestra la tincién con bromuro de etidio de los digeridos del DNA
total de las transformantes y del control, con las enzimas Kpnl que lineariza la construccion
(panel A), y BamHI (que no corta el plasmido). Al igual que en los casos anteriores, en el centro
se muestran los patrones de hibridacion de los mismos digeridos con las sondas KS- (centro) y
sonda L (lado derecho). En la figura 21, panel A, carriles 2, 4 y 6 se muestran sefiales similares al
plasmido linearizado, y en los carriles 2 y 4, también se muestran bandas adicionales de
fragmentos de DNA de menor o mayor tamaiio. En el panel A al centro y derecha, en el carril 3,
(transformantes CUT7-A2) las sefiales de hibridacion provienen de fragmentos de tamafios que
no corresponden al plasmido pCUT7-A y en el carril 5 (CUT7-A4) la sefial es del tamafio del
plasmido no linearizado. El patron de hibridacion con la sonda L mostrd basicamente el mismo
resultado, y confirma que no hubo eventos de recombinacién homologa sobre el alelo leul-1. Los
resultados de las transformantes CUT7-A2, y CUT7-A4, pueden ser compatibles o ajustarse a
eventos de delecion (el primero) y o con eventos de integracion ectopica (el segundo). En general
el plasmido parece haber sido amplificado. Estos resultados coinciden con los obtenidos de las
transformantes de pCUT7-A cuando se digirid con una enzima que no corta el vector. En este
caso las transformantes pCUT7-Al, pCUT7-A3, y pCUT7-A5 (Fig. 21, panel B, centro y
derecha, carriles 2, 4 y 6) muestran una sefial de hibridacion sobre una zona de resolucion de
masa molecular muy alta, o fragmentos de un tamafio mayor a 12 kb. Estas sefiales coinciden con
la nocion de la formacion de concatdmeros lineales y refuerzan la idea de una delecion y de
integracion no homologa. Tanto en el panel A como en el panel B (Fig. 21) el gen enddgeno
leul-1 muestra sefiales de hibridacion del mismo tamafio que el control y no hay modificacion en
la intensidad de su sefial.

La figura 22, paneles A y B muestra el analisis Southern blot del cariotipo electroforético
de las transformantes con los plasmidos pCUT8-A y pCUT7-A (lado izquierdo del panel Ay B).
Los patrones de hibridacion con la sonda KS- (paneles Ay B, centro) y sonda L (paneles Ay B,
lado derecho), presentan en ambos casos, sefiales de hibridacion sobre zonas de resolucion del
cromosoma Il 'y en algunos casos claramente visibles, sobre zonas que corresponden a algun otro
cromosoma del complemento en U. maydis. Para el caso particular de pCUT8-A (Fig. 22, panel
A, carriles 2-6), las sefiales provenientes del plasmido y del gen endégeno pueden discriminarse

facilmente.
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Los resultados hasta aqui obtenidos nos dan una idea general de la dindmica de los
plasmidos que portan secuencias de la regidn telomérica. Estos resultados son de alguna manera
similar a los encontrados previamente para transformantes con vectores portadores de
rumt+RT+UTASa, y en ambos casos descartan la posibilidad de una funcion similar a la de
centro X. Nuestros resultados también refuerzan la idea de que la funcion de rumT sea similar o
equivalente a la del centro X de Saccharomyces cerevisiae (Anastacio-Marcelino et al, 2002), lo
cual abre la perspectiva de construir vectores con marcadores de seleccion apropiados para el

estudio de esta secuencia como protosilenciador.
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Fig. 20: Anélisis Southern blot de las transformantes obtenidas con la construccion pCUT8-A. Panel A: DNA total
de 6 transformantes elegidas al azar fueron digeridas con la enzima Kpnl resuelto por electroforesis y tefiido con
bromuro de etidio (izquierda). En el panel B con la enzima EcoRV. EI DNA fue transferido a una membrana de
nylon e hibridado con una sonda de DNA plasmidico KS- linearizado o con un fragmento Sall de 1500 pb del gen
LEUL. En ambos paneles se muestra el padrén de hibridacién con la sonda KS- (centro) y la sonda L (derecha)
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Fig. 21: Andlisis Southern blot de las transformantes obtenidas con la construccion pCUT7-A. Panel A: DNA total
de 5 transformantes elegidas al azar fueron digeridas con la enzima Kpnl resuelto por electroforesis y tefiido con
bromuro de etidio (izquierda). En el panel B con la enzima BamHI. EI DNA fue transferido a una membrana de
nylon e hibridado con una sonda de DNA plasmidico KS- linearizado o con un fragmento Sall de 1500 pb del gen
LEU1. En ambos paneles se muestra el padrén de hibridacién con la sonda KS- (centro) y la sonda L (derecha)
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Fig. 22: Hibridacion tipo Southern blot de los Cariotipos Electroforéticos de las transformantes obtenidas con las

construccion pCUT8 (A), pCUT8-A (B), pCUT7 (C) y pCUT7-A (D). En ambos paneles se muestra el patrén de

hibridacion con las sondas KS- (lzquierda) y la sonda L (derecha).
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DISCUSION

El estudio de la regidon subtelomerica de diversos organismos, incluyendo levaduras, ha
ido aumentando en los ultimos afios, con el fin de conocer la relacion estructural-funcional y la
organizacién de las secuencias medianamente repetidas mejor conocidas como Secuencias
Asociadas a Telomero (TAS) que la conforman (Brown et al, 1990; Louis et al, 1994). En
levaduras, y practicamente en todos los organismos que las poseen, las TAS varian en namero de
cromosoma a cromosoma, y entre cepas, ademas en muchos casos se pueden encontrar tramos
cortos de repetidos teloméricos entre estas secuencias medianamente repetidas (Louis et al,
1994).

La funcion de las secuencias asociadas a teldmero ha sido un punto de discusion y se han
establecido modelos particulares de organismo a organismo en los cuales se trata de dar una
explicacion a la presencia de estas secuencias (aparentemente dispensables) sobre el extremo
cromosomal (Louis 1994; Lundblad and Blackburn, 1993; Zakian 1996 y Mufioz-Jordan et al,
2001). En cualquiera de los casos las investigaciones convergen hacia la participacion de estas
secuencias como protosilenciadores y como espaciadores que delimitan los efectos de la funcion
estabilizante de la regidén telomérica sobre las secuencias mas proximas a éste (Fourel 1999,
2002b), y lo colocan como sitio preferido para eventos de recombinacion (Craven and Petes
1999), posiblemente como un reflejo de del mantenimiento dindmico que la célula propicia sobre
esa region esencial.

Previamente se ha ido analizando cual podria ser el papel de las secuencias de la region
subtelomérica de Ustilago maydis (Sanchez-Alonso, 1997; Rendon-Gonzales 2001; Anastacio-
Marcelino 2001 y Torres-Solis 2004). En este trabajo nuestro objetivo principal fue analizar el
papel funcional de UTASb de U. maydis y determinar si al igual que el elemento X de
Saccharomyces cerevisiae son capaces de modificar la frecuencia de transformacion (FT) y
estabilidad mitotica (EM) de vectores replicativos (Fotheringham and Holloman 1991) y no
replicativos, ademas estos datos fueron corroborados mediante el andlisis molecular de los
plasmidos en las transformantes de U. maydis.

Nuestros resultados de manera general indicaron que el papel de UTASb en Ustilago
maydis no es equivalente al de Centro X de Saccharomyces cerevisiae por dos razones

principales: (1) aunque estructuralmente son similares, el Core X sostiene el efecto silenciador
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del repetido telomérico en S. cerevisiae (Fourel, 1999), mientras en Ustilago maydis la presencia
de UTASD interpuesto entre RT y UARS1 alivia el efecto represor sobre el Gltimo, (2) Centro X
junto con el repetido telomérico promueven un aumento en la estabilidad mitdtica del las
transformantes que portan esta secuencia junto con el repetido telomérico, en tanto en Ustilago
maydis, éste efecto es menos marcado y actualmente podria ser atribuible a rumT (3).

Algunos rasgos caracteristicos de este trabajo son la frecuencia de transformacion
encontrada al interponer UTASb entre RT+rumT y UARS1 (Secuencia de replicacion autdnoma
de Ustilago maydis), pero para iniciar debemos aclarar algunos aspectos sobre los controles. En
este trabajo se obtuvo una frecuencia de transformacion de alrededor de 200 transformantes/pg
de DNA con el control pCM201-A, cifra 10 veces mayor a la reportada por Tsukuda et al (1988),
quien demostrd que los plasmidos covalentemente cerrados que poseen una secuencia ARS tiene
una alta eficiencia de transformacion (10%-10*) que es similar a la reportada aqui, mientras los
plasmidos que carecen de esta secuencia su frecuencia es muy baja llegando a obtener menos de
10 transformantes por 1mg de DNA como han reportado Fotheringhan and Holloman (1990). En
este trabajo, el aumento en el nimero de transformantes posiblemente se deba a un diferente
conteo de las colonias, en las que se tomaron en cuenta colonias muy pequefias, que resultaron no
ser transformantes reales o fueron transformantes abortivas. No obstante, en al analisis no
paramétrico de Mann y Withney, y de Kolgomorov Smirnoff (Sanchez-Alonso et al, 2002), los
resultados son significativamente diferentes de los que portan las secuencias de la region
telomérica.

La frecuencia de transformacion de los plasmidos pCUT7 y pCUT8 presentan una
disminucion del 13% y 11% con respecto al control pCM201 (tabla 3). Brevemente recordemos
que la presencia de RT+rumT,, en la cercania de UARS1 disminuye drasticamente (alrededor de
100 veces) la frecuencia de transformacion de plasmidos replicativos, y que la presencia de
RT+rumTs disminuye solo alrededor de un 10% la frecuencia de transformacion, es decir, la
presencia de rumT+RT, (donde n puede ser cualquier nimero) sobre plasmidos replicativos,
puede provocar un decremento en la frecuencia de transformacion proporcional a la longitud del
telémero. Un efecto similar se ha observado en ensayos en levaduras, en donde, secuencias ARS
cercanas al telomero se ven afectadas en su actividad (Stevenson and Gottschling, 1999;
Ferguson and Fangman, 1992) esto se ha explicado como una forma de represion sobre las

secuencias de replicacion autbnoma, aunque también se conoce que el encendido de un ARS esta
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temporal y espacialmente regulado por sus secuencias contexto, y que el control del encendido de
las ARS en regiones silenciosas se lleva a cabo durante la fase S tardia, lo cual nos pasa de un
evento de silenciamiento regionalizado a uno local y las implicaciones pueden ser diferentes. La
ligera disminucion en la frecuencia de transformacion podria aun ser parte de cualquiera de estos
dos efectos que se persistiera a pesar de la distancia entre el RT+rumT y la secuencia UARSL.

En esta explicacion sin embargo, debe tomar en cuenta también que el nimero de
repetidos teloméricos en pCUT7 y pCUT8 es menor (alrededor de la mitad o menos) que en la
clona rumT+RT3. La explicacion a favor de un efecto silenciamiento local debido al contexto, y
a una interferencia con el encendido del ARS proviene del andlisis de la frecuencia de
transformacion para las construcciones pCUT7-A, pCUT8-A. Para estos plasmidos la frecuencia
de transformacion fue congruente con su carencia de ARS, pero muestran un ligero aumento
respecto al control de aprox. 2 veces al menos. Un efecto de silenciamiento regional no explica
una mejoria en la frecuencia de transformacion cuando se carece de ARS. Sobre este Ultimo punto
también surgen preguntas importantes: ;Coémo se replican o mantienen los pldsmidos no
replicativos en las transformantes?

A simple vista uno puede pensar en la mejoria de la estabilidad mitotica, la cual en efecto
disminuye drasticamente por la presencia de rumT+RT, trabajo que no abordaremos mas aqui.
En los plasmidos pCUT7-A y pCUT8-A la presencia de las secuencias de la region subtelomérica
provocan un comportamiento muy diferente al de los controles: mientras para pPCM201-A la
estabilidad mitdtica claramente es del 100% por integracion al genoma del hongo o inferior al 6%
por su incapacidad de replicarse, para los plasmidos con secuencias de la region telomérica la
estabilidad mitdtica practicamente es diferente para cada clona, abarcando rangos desde 1 hasta
100% centrandose entre el 20 y 80%, que estan inminentemente relacionados con construcciones
autorreplicativas.

Si la frecuencia de transformacion es una medida de la eficiencia de la entrada exitosa del
DNA foréneo, de los niveles de expresion de los marcadores de seleccion, y de la eficiencia de
replicacion, la estabilidad de la construccion va a estar determinada principalmente por la
eficiencia de replicacion, y de segregacion de la construccion.

Para determinar la forma del vector que permitiera este efecto, se llevé a cabo el analisis
molecular de las construcciones. Los resultados de los ensayos de Southern Blot y cariotipo

electroforético realizados para estas transformantes, nos muestran que los plasmidos replicativos
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permanecen en estado episomal (Fig. 17, 18 y 19). Mientras, las transformantes con plasmidos no
replicativos indican una serie de rearreglos del plasmido. En el caso de pCUT8-A pareciera que
no hubo integracion sobre el genoma de U. maydis, (Fig.20 y 22). Para pCUT7-A, se observa en
tres casos (Fig. 21 carriles 1, 3 y 5) integracion no homologa, también se observa una estructura
con varios rearreglos (Fig. 22, carril 2) y una estructura en forma episomal (carril 4), por lo tanto
la presencia de estas estructuras nos explicaria el porqué la dispersion de valores en la estabilidad
mitdtica.

Uno podria pensar que esto mismo sucede con cualquier construccion no replicativa, sin
embargo los resultados de estudios previos (Anastacio-Marcelino 2001) indican solo eventos de
integracion ectdpica, reemplazo de locus, y pérdida de la construccion. Esto es congruente con lo
reportado por Fotheringham and Holloman (1989) quienes analizaron que para transformantes
con un plasmido circular no replicativo el mecanismo involucrado era predominantemente la
integracion no homologa, encontrando ocasionalmente eventos de reemplazo de gen. Cuando se
transformaron plasmidos linearizados se encontraron eventos de integracion homologo, asi como
casos en donde este plasmido se encontraba en forma rearreglada, como concatameros arreglados
en tdndem y fueron capaces de replicarse como si tuviera una secuencia ARS. Esto se debe a la
eficiencia de Ustilago maydis para conducir a las secuencias de DNA abiertas hacia eventos
NHEJ (Union de extremos no homdlogos) y actualmente existen indicios que la recombinacion
no homologa pudiera estar acoplada a la replicacion. Al analizar nuestros resultados de Southern
Blot y cariotipo electroforético encontramos casos que sugieren (Fig. 20, 21 y 22) eventos de

transformacion con plasmidos linearizados.

(;)k

- . [ Replicacion inducida por

ruptura a cadena (BIR)
NHEJ P

- - <« Bl >

Fig. 23. Modelo propuesto para explicar los posibles mecanismos que se llevaron a cabo para la formacién de
rearreglos en las Transformantes de U. maydis. La linea negra representa al plasmido; el rectdngulo amarillo a
UTASb+rumT+RT; el rectdngulo rojo a la secuencia ARS vy el rectangulo azul al marcador de seleccion
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Una posible explicacion para la formacion de estructuras rearregladas como las descritas
en levaduras, que pueden promover la ruptura de doble cadena (DSBs) durante la replicacion del
telémero (Cooke, 1995) resultando rearreglos e inestabilidad cromosdémica (Bosco and Haber,
1998; Lo, et al, 2002), si estas lesiones no son reparadas produce un arresto en el ciclo celular,
induccién de apoptosis y muerte celular mitotica causada por la pérdida de material genémico
(Kolodner et al, 2002). En células de eucariotes superiores la reparacion DSBs puede ser por dos
rutas: por recombinacion de extremos no homologos (NHEJ) y por recombinacion homdloga
(Rothkamm et al, 2003). En S. cerevisiae la recombinacion parece iniciar en un extremo del
DNA de doble cadena roto, posteriormente el DNA nuevamente sintetizado es copiado del
templete y reinsertado en el cromosoma roto original por union de extremos no homoélogos
(Davis and Symington, 2004; Haber 2000) este efecto también ha sido observado en células de
raton y en plantas de tabaco (Rothkamm et al, 2003) sucediendo la recombinacion entre dos
segmentos no funcionales en segmentos ectopicos y de esta manera producir un producto circular
de replicacion autonoma de forma circular casi estable dependiente tanto del mecanismo BIR y
NHEJ, logrando soportar la replicacion de posteriores generaciones (Fig. 23) (Natarajan and
McEachern, 2002).

Los resultados hasta aqui discutidos nos conducen a las siguientes conclusiones.
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CONCLUSIONES

1. La adicion de secuencias UTASb entre la secuencia rumT+RT disminuye el efecto por
posicion del telémero que parece ejercer sobre la secuencia ARS por lo que se sugiere que
esta secuencia pudiera tener la funcion de secuencia espaciadora, aisladora, bufer de
secuencias gque son utilizadas para el mantenimiento del extremo cromosomal en ausencia de
telomerasa o exhibir alguna funcion no detectada en este estudio.

2. Los eventos de recombinacion no homologa registrados para los rearreglos mostrados en las
transformantes pCUT7-A y pCUT8-A posiblemente sigan la ruta de replicacion inducida por
ruptura (BIR) que es un proceso de recombinacion dependiente de replicacion efectivo para
reparar cromosomas rotos.

3. Los resultados de frecuencia de transformacion y estabilidad mitdtica descartan la posibilidad
de que la secuencia UTASD tenga una funcién similar o equivalente a la del centro X de S.

cerevisiae.

PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo nos dan un indicio del posible papel que pudieran
tener las secuencias asociadas a telomero albergadas en el extremo cromosomal de U. maydis.

Ya que rumT+RT pudieran ser equivalentes a centro X (Anastacio-Marcelino et al, 2002)
se sugiere analizar si estas secuencias pudieran tener funcién de protosilenciador.

Asi mismo, ya que UTASa y UTASb parecen no aumentar el efecto exhibido por
rumT+RT se sugiere analizar su papel como secuencia aisladora semejante al observado en las

secuencias STAR del elemento X de S. cerevisiae.
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