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1.- Resumen.

Los teldmeros, son estructuras nucleoproteicas que se localizan al extremo de los
cromosomas eucariontes. Su funcidn es proteger a los extremos cromosomales, evitando
la degradacion y la fusion cromosdémica. Estan constituidos por secuencias cortas
repetidas, ricas en G+C, dispuestas en tandem, y terminan en un tramo de secuencia de
cadena sencilla 3' OH. Existen dos vias encargadas del mantenimiento de los teldmeros. La
via de transcripcion reversa (telomerasa, retrotransposones de extremo cromosomal) y las
vias alternativas (basadas en recombinacion). En la primera, interviene la telomerasa, un
complejo enzimatico ribonucleoproteico con actividad de transcriptasa reversa,
compuesto por una subunidad catalitica proteica (TERT) y un componente de RNA que
sirve de molde para la retrotranscripciéon (TER). La expresion transcripcional de TERT se
encuentra regulada a niveles transcripcionales, postranscripcionales y epigenéticos, y es
un factor limitante para la actividad de la enzima. Para las vias alternativas (ALT)
intervienen al menos una treintena de genes involucrados en varios aspectos del
metabolismo primario de los acidos nucleicos, y se desconoce mucho de su regulacion. La
HDACs juegan un papel importante en la descompactacién de la cromatina y la expresion
de algunos genes involucrados en el desarrollo. En diferentes organismos, la delecion de
las HDACs tienen un efecto sobre la expresion de genes de contingencia localizados en las
cercanias del telémero, y en Ustilago maydis la delecion de hdal provoca la desrepresion
de genes exclusivos de la fase micelial. En nuestro laboratorio, se han logrado obtener
mutantes de U.maydis Ahdal y trt1::hph. Ambas son afectadas en el patrén del fragmento
terminal de restriccion (TRF); con el fin analizar el impacto de la delecién de hdal en
mutantes trt-, en este trabajo se propuso obtener dobles mutantes para ambos genes y
esclarecer el impacto de estas en el patron de TRF, y contribuir al esclarecimiento de los
mecanismos de alargamiento del telémero por las vias ALT, asi también se realizaron
investigaciones, para el desarrollo de cultivos in vitro de tejido de planta maiz, infectadas
con U.maydis.



2.- Introduccion.

El estudio de la microbiologia, es sin duda uno de los aspectos de mayor relevancia en
nuestros tiempos. Numerosas investigaciones se han realizado a lo largo de la ultima
década, dando como resultado, una enorme cantidad de conocimientos acerca de los
microorganismos con los que convivimos diariamente y que estan presentes en
practicamente todo lo que nos rodea. Gracias al estudio de estos, se han logrado
importantes avances en numerosos campos, como la medicina, la agronomia, la industria
alimentaria, la industria farmacéutica; entre otros. Por tanto el estudio del mundo
microbiano es de vital importancia para la vida futura de la humanidad.

Dentro de la amplia gama de microorganismos, se encuentran los hongos, organismos
eucariontes que han tomado un papel muy importante en nuestra vida diaria. Nombrando
algunos de los mas importantes en la tabla 1, entre los que se encuentra Ustilago maydis,
el organismo del presente trabajo de investigacion (Dean et al., 2012).

Tabla 1. Clasificacién de los hongos seglin lo votado por los mic6logos de hongos
asociados a plantas, para la revista Molecular Plant Pathology 2012 (1) Ralph Dean, (2)
Jan a. L. Van Kan, (3) Zacharias A. Pretorius, (4) Kim E. Hammond-Kosack, (5) Antonio
di Pietro, (6) Pietro D. Spanu, (7) Jason J. Rudd, (8) Marty Dickman, (9) Regine Kahmann,

(10) Jeff Ellis.

Ranking Hongo Autor o descripcidn del hongo
1 Magnaporthe oryzae Ralph Dean
2 Botrytis cinera Jan A,L. van Kan
3 Puccinia spp Zacharias A. Pretorius
4 Fusarium graminearum Kim Hammond-Kosack
5 Fusarium oxysporum Antonio Di Pietro
6 Blumeria graminis Pietro Spanu
7 Mycosphaerella graminicol Jason J.Rudd
8 Colletotrichum spp Marty Dickman
9 Ustilago maydis Regine Kahmann
10 Melampsora lini Jeff Ellis




2.1.- U.maydis.

El “huitlacoche” (carbén comun) es una enfermedad especifica del maiz (Zea mays) y de
su probable antecesor evolutivo, el teozintle (Zea mays ssp. parviglumis; del ndhuatl
teocintli, “grano de los dioses”, nombre aplicado a diversas especies del género Zea
nativos de Mesoameérica), la enfermedad se caracteriza principalmente por el desarrollo
de tumores o agallas en las mazorcas (Ruiz-Herrera 2008).

U.maydis es un hongo basidiomiceto dimdrfico facultativo, pertenece al grupo de los
Ustilaginales, los cuales constituyen un importante grupo de hongos fitopatégenos con
mas de 50 géneros y 120 especies, que infectan a 4000 especies de plantas
monocotiledéneas divididas en 75 familias en todo el mundo. U. maydis infecta a Zea
mays, principalmente (Kronstad 2008). Los primeros trabajos en este hongo, fueron
realizados por Christensen y Stackman en 1930 a 1950 (Ciclo de vida vy fisiologia). En
México, unos de los primeros investigadores, en trabajar con U. maydis, como modelo de
estudio, fue Ruiz-Herrera en 1996.

Entre las especies de Ustilaginales fitopatdgenos podemos citar a Ustilago hordei (carbdén
cubierto) y U. nuda (carbdn volador), que infectan a la cebada, y U. nigra (carbén volador
negro) de la avena. Entre los patdgenos del trigo se puede citar a Tilletia indica (carbén
parcial), T. caries y T. controversa (carbones hediondo y causantes de enanismo). T.
scitaminea es un importante patogeno de la cafia de azucar (Ruiz-Herrera 2008).

Imagen 1. Mazorcas de maiz, infectadas con U.maydis.

El ciclo de vida de U.maydis, estd constituido en varias etapas. Las células haploides se
reconocen entre si mediante un sistema de feromonas, este gradiente de feromonas
orienta el desarrollo de tubos de conjugacion de estas células, para que pueda llevarse a
cabo el apareamiento por medio de la plasmogamia, ocurre la fusién de células haploides,
el brote de la forma dicaridtica, formacién de hifas, y la proliferacién de estas hifas en la
superficie. La segunda consiste en la invasidon de las hifas hacia el hospedero y la
proliferaciéon del hongo entre las células del hospedero. La tercera etapa provoca la
alteracion del control de crecimiento del hospedero y la inducciéon de formacién de
tumores. En la cuarta hay produccion de material mucilaginoso, cariogamia,
fragmentacidon de la hifa y la célula comienza a tomar una forma redonda; existe
reorganizacion de la maquinaria para el crecimiento polarizado y la secrecién. En la quinta



etapa se presenta la deposiciéon, de una pared celular especializada y comienza la
produccién de telioesporas maduras. Y por ultimo, en la sexta etapa ocurre la germinacién

de las telioesporas, meiosis, y la generacion de la forma haploide (Banuett, 2002),
(Banuett y Herskowitz 2002).

A continuacién se muestra el esquema del ciclo de vida de U.maydis

Imagen 2. Ciclo de vida de U.maydis (Steinberg et al., 2007).
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Sin duda alguna, U. maydis es un modelo de estudio muy completo y sobre todo muy facil
de manejar, algunas caracteristicas del modelo, se mencionan a continuacion.

* Tiene una fase unicelular haploide con un corto tiempo de generacién 120 minutos
en un medio rico, comparado con S. cerevisiae (90 min), y S. pombe (120 min). La
forma unicelular crece bien en medios liquidos en un amplio rango de
temperaturas, de hasta ~35 °C



* El tamafio pequefio del genoma haploide de U.maydis, de ~20 Mb, hace posible la
secuenciacion entera del genoma en poco tiempo, el cual estd organizado en 23
cromosomas y contiene 6522 genes.

* La existencia de varios marcadores de seleccidon, hace posible y facil la introduccién
de multiples interrupciones dentro de la misma célula. Estos marcadores son
phleomycina (ble), hygromicina (hyg), carboxin (cbx), y noursetricina (nat). El
remplazamiento de genes por recombinacién homdloga puede ocurrir con una
frecuencia de 20-65%.

* La existencia de meiosis, permite el andlisis de la segregacidn y la generacién de
dobles y triples mutantes por medio de cruzas.

* Puede completar su ciclo de vida en cualquier parte de la planta, puede ser
completado en 2—3 semanas.

* Presenta teldmeros cuyo motivo repetido (TTAGGG), es similar al de otros hongos
filamentosos y al de mamiferos, entre ellos el humano (Banuett, 2002, Sanchez
Alonso 1997).

El ultimo punto de la lista anterior, es de mayor relevancia para este trabajo, ya que se
abordan temas relacionados con el telémero y su estructura.

2.2.- Telomeros.

Los telémeros son estructuras formadas principalmente por DNA y proteinas, que se
localizan en los extremos de los cromosomas eucariontes, para protegerlos de la
degradacion y fusiéon cromosdmica, manteniendo asi la estabilidad del genoma (Blackburn
et al., 1984). Estan constituidos por secuencias repetidas de nucledtidos, arregladas en
tdndem de DNA, las cuales no son genes ni secuencias codificantes (Blackburn, 2001). El
DNA telomérico en células de mamiferos, presenta repeticiones en tandem de la
secuencia TTAGGG (Palm et al., 2008). Este tipo de repetido se encuentra en U. maydis y
en general en los hongos filamentosos (Podlevsky, 2008). Los telémeros estdan implicados
en varias funciones celulares importantes como la estabilidad cromosdmica y funciona
como parte del reloj bioldégico que determina la extensidon de vida celular (Blackburn,
2001). El teldmero debe mantener una secuencia promedio y esto es posible en la
mayoria de los organismos por la actividad de la telomerasa y una red de proteinas
asociadas a los telémeros. En U. maydis la longitud promedio de los telémeros es de 200
a 350 pb, presentan dos conformaciones UTASa y UTASb. En la siguiente tabla, se
muestran algunos repetidos teloméricos de algunos organismos.



Tabla 2. Repetidos teloméricos en hongos (Sanchez Alonso P. 2008 (a) Bhattacharyya y Blackburn
(1997), (b) Underwood et al. (1996), (c) Inglis et al. (2005), (d) Farman y Leong (1995), (e)
Schechtman (1990), (f) Coleman et al. (1993), (g) Hijri et al. (2007), (h) Padmavathi et al. (2003),
(i) Levis et al. (1997) y Long et al. (1998), (j) Levis., et al. (1997), (k) Powell and Kistler (1990),
() Guzman y Sanchez (1994), (m) Shampay et al. (1984), (n) Matsumoto et al. (1987), (0)
McEachern y Blackburn (1995) y McEachern and Hicks (1993), (p) McEachern y Hicks (1993),

(9) Kusumoto et al. (2003)).

Organismo Repetido Telomérico Referencia
Aspergillus nidulans TTAGGG a
Pneumocystis carinii TTAGGG b

Metarrhizium anisopliae TTAGGG c
Magnaporthe grisea TTAGGG d
Neurospora crassa TTAGGG e
Cladosporium fulvum TTAGGG f
Glomus intraradices TTAGGG g
Beauveria bassiana TTAGGG h
Pestalotiopsis microspora TTAGGG i
Botrytis cinérea TTAGGG j
Fusarium oxysporum TTAGGG k
Ustilago maydis TTAGGG |
Sacharomyces cerevisiae TG 13 m
Schizosaccharomyces pombe TTA(A)(C)G(1-8) n
Kluyveromyces lactis GGTGTACGGATTT GATTAGGTATGT o)
Candida albicans GGTGTACGGATGT CTAACTTCTT p
Aspergillus oryzae TTAGGGTCAACA q

2.2.1.- Mantenimiento de Telomeros.

El nimero de divisiones que la célula puede experimentar, se correlaciona con la longitud
de los telémeros (Counter 1996). Esto derivado del propio proceso de replicacién del DNA,
debido que no es capaz de replicar completamente los extremos cromosdmicos. Como
resultado, los teldémeros se acortan en cada ronda de divisién celular por replicacién
incompleta o por reseccion de la cadena 5’ terminal. En la siguiente imagen, se
esquematiza el fendmeno de acortamiento de los telomeros.

Imagen 3. Acortamiento de los telomeros, debido a los proceso de replicacion celular (Blackburn et al., 1984)
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Existen dos vias encargadas del mantenimiento de los telémeros. La via de transcripcién
reversa y las vias alternativas basadas en recombinacién. En la mayoria de los organismos
eucariontes, el principal mecanismo de mantenimiento de la longitud del telémero, es la
transcripcién reversa, llevada a cabo por la telomerasa (Greider, et al., 1987), otra forma
de transcripcién reversa para mantener la longitud de la secuencia terminal de los
cromosomas, es la retrotransposicién de los elementos HetA y TART al final fisico de los
cromosomas de Drosophila melanogaster. La telomerasa por su parte sintetiza el extremo
cromosémico 3’-OH terminal, mientras que la cadena complementaria es sintetizada por
la DNA polimerasa convencional (Zvereva et al., 2010). La telomerasa es un complejo
enzimatico ribonucleoproteico, tiene como componentes centrales una subunidad
proteica con actividad de transcriptasa reversa, o subunidad catalitica, y un componente
de RNA telomerasico, el cual contiene el molde para la sintesis de repetidos teloméricos.
La expresion de TERT se encuentra regulada a niveles transcripcionales,
postranscripcionales y epigenéticos (Zvereva et al, 2010). Por otra parte, las vias
alternativas (ALT) estdn basadas en eventos recombinatorios; también son moduladas por
la descondensacion de la cromatina de las regiones regulatorias de los genes involucrados
en los procesos recombinacionales de ALT (Yang et al.,, 2013). La delecién de algunas
HDACs, genera la descompactaciéon de la cromatina y la expresion de algunos genes de la
region subtelomérica. En el siguiente esquema, se muestran las vias conocidas de
mantenimiento de los teldmeros.

Imagen 4. Vias de mantenimiento de los telomeros.

Transcripcion Reversa Vias ALT de alargamiento
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2.3.- Teldmero terminal transferasa (Telomerasa).

La telomerasa es esencial para el mantenimiento de la longitud del telémero y de la
capacidad replicativa de células troncales y pluripotenciales, y esta involucrada en el
desarrollo de cancer. La expresiéon de las dos subunidades centrales de la enzima (TERT y
TR) se encuentra muy fuertemente regulada durante el ciclo celular y durante el ciclo de
vida de los eucariotas. Otros componentes proteinicos esenciales adicionales incluyen
EST1A y EST1B, asi como disquerina en mamiferos, y Estl, Est3 y Sm7 en S.cerevisiae (Hug
y Lingner 2006). La subunidad TERT contiene al menos cuatro dominios. El primero es el
dominio central, correspondiente al de la transcriptasa reversa (RT), formado por siete
motivos conservados (1,2,A,B,C,D,E), los cuales catalizan la sintesis de la cadena rica en G’,
el segundo dominio es de unién al RNA, comprende tres motivos conservados; CP, QFP, y
TS , es necesario para la unién especifica de TERT, el tercer dominio es el de N-terminal,
que puede tener una regidén conservada conocida como GQ, la cual es necesaria para la
actividad in vivo. Y el ultimo dominio corresponde al C- terminal, el cual estd involucrado
en la procesividad y el reclutamiento de la telomerasa en los telémeros (Zvereva et al.,
2010). La subunidad de RNA o TR presenta tres dominios conservados, el dominio
pseudonudo/molde, el dominio CR4/CR5 y una caja de dominio H/ACA (Wyatt et al.,
2010).

En humano, la expresion de TERT, se encuentra fuertemente regulada en niveles
transcripcionales, postranscripcionales y epigenéticos (Zvereva, et al., 2010), algunos de
los cuales se mencionan a continuacion.

2.3.1.- A nivel transcripcional.

En mamiferos, se sabe que una cantidad de factores involucrados en el control de la
proliferacidn celular, y en la regulacidon génica durante el desarrollo, se unen a la regién
del promotor de TERT; entre estos factores encontramos c-Myc, Ap2, Sp1, Sp3, HIF-1,
ER81, Ets, p53 y Wt1 (Kyo et al., 2008). Especialmente importante es la participacion de c-
Myc, un factor transcripcional que interactua con mds del 10% de los promotores de
humano. Myc es un regulador global, que controla genes involucrados en crecimiento y
divisién celular, la progresioén del ciclo celular, la diferenciacién celular y la apoptosis. Este
regulador actia en forma de heterodimero c-Myc/Max, el cual presenta afinidad por las
cajas E (E-boxes), las cuales se encuentran en las regiones promotoras de genes de la
eucromatina, entre ellos de hTERT,; esta afinidad es mayor cuando la cromatina se
encuentra modificada como H3K4Me2, H3K4Me3, H3K9Me2, H3K9ac, H3K18ac y H3K27ac
(Wahlstrém, 2013). Recientemente se ha determinado que tanto la cantidad de las marcas
sobre la cromatina como la actividad transcripcional de hTERT aumentan cuando c-



Myc/Max se une a las cajas E-box, poniendo en relieve el control que ejercen éstos
factores transcripcionales sobre la transcripciéon de hTERT (Wahlstrom, 2013).

2.3.2.- A nivel postranscripcional.

La regulacion de hTERT también se efectua durante el proceso de maduracién del
transcrito, por empalme alternativo de exones (Ulaner 1998; Ulaner 2001). El gen que
codifica para hTERT tiene 16 exones, los cuales dan origen a un transcrito maduro
funcional Unicamente cuando contiene todos los exones, pero también da origen a
multiples variantes o isoformas por empalme alternativo de algunos de éstos exones,
cuyas funciones actualmente estan siendo elucidadas (Killian et al., 1997). El empalme
alternativo se propuso como una forma de regulacion de la actividad de la telomerasa,
debido al hallazgo de isoformas relacionadas con el tipo de tejido, la edad gestacional y el
desarrollo del humano (Ulaner, 1998).

2.3.3.- A nivel epigenético.

Respecto a la regulacién de la subunidad catalitica por rutas epigenéticas, esta es aun
complicada, debido a la cantidad de modificaciones que puede sufrir tanto el DNA como
las colas de las histonas de la cromatina.

2.4.- Histona Desacetilasas (HDACs).

Las (HDAC) son enzimas que eliminan los grupos acetilos de los residuos de lisina
localizados en los extremos N-terminales, de las proteinas histonas. Otros de los sustratos
de estas enzimas son proteinas diferentes de histonas que incluyen factores y reguladores
de transcripcidn, mediadores de la transduccidn de sefial, enzimas de reparacidn del DNA,
reguladores de importe nuclear, proteinas chaperonas, proteinas estructurales,
mediadores de inflamacién y proteinas virales (Brosch et al., 2008; Lee et al., 2009; Marks
and Xu 2009). Se conoce que en humano la activacidon anormal de las HDACs conduce a la
iniciacion y promocion del cdncer, posiblemente por la desregulacion de genes
involucrados en procesos esenciales de crecimiento y proliferacidon celular (Witt et al.,
2008). Las HDACs se agrupan en 4 clases: |, I, Ill y IV. Esta clasificaciéon estd basada en su
identidad de secuencias respecto a sus ortdlogos en levaduras Rpd3, Hdal y Sir2
respectivamente (Ruijter et al., 2003; Gregoretti et al., 2004). Las clases |, Il y IV son
conocidas como HDAC cldsicas y comprenden 11 miembros de la familia en humanos.
Mientras que los miembros de la clase Ill, son nombrados sirtuinas (Gregoretti et al.,
2004). Las HDAC clasicas y sirtuinas difieren en sus mecanismos cataliticos. Las HDACs
clasicas son enzimas dependientes de Zn** las cuales contienen en un compartimiento en
su base catalitica iones de Zn?**. Estas enzimas puede ser inhibidas por la presencia de
algun agente quelante, como los 4cidos hidroxamicos (Witt et al., 2008). En contraste en
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la clase lll, las sirtuinas, los agentes quelantes no son activos en ellas, debido a que estas

presentan un mecanismo de accién diferente, que requiere NAD* como cofactor esencial
(Ruijter et al., 2003). En la tabla 3 se muestra la clasificacion de HDAC.

Tabla 3. Clasificacion y funcién de las HDACs. Abreviaciones: MEFs- Fibroblastos de embriones de raton; N-
Nuclear; C- Citoplasmatico; N/C, Nuclear y citoplasmatico; nd- no determinado (Ruijter, et al. 2003; Gregoretti, et

Miembrosde la
familia HDAC

al. 2004).
HDAC1
Clase | HDACZ
HDACS
HDACE
HDACA
HOACS
Clase 11 A
HDACT
HDACD
HDACSE
Clasell B
HDAC1O
Clase IV HDAC11

NS

My

NSC

MSC

M

MSC

Substratos

PS3, MyoD, E2F-1,
Stat3 androgeno.

Bcl-5,
Stat3, receptor
glucocorticoid,¥Y-1

GATAL RelA Stat3,
MEF2D,¥¥-1,5HP

nd

GCMa, GATA-1, HP-
1

Smad-7, HP-1,
GCha

FLAG 1y 2

nd

A-Tubulina,
H5P90,5HP,5mad7

H5P90?

nd

Parejas de unidon Expresion tisular

Sin3,Mi2/NURD,CoR

EST

5in3,Mi2/NURD,CoR

EST

MN-CoR/SMRT

EST1B

AMNERA, RFXAME

REA, receptor de
estrogeno

HIF1a, Bck6

FOX3P

nd

HDOACE?

Ubicuo

Ubicuo

Ubicuo

Ubicuo

Corazon, musculo
lisoycerebro

Corazon, musculo
lisoycerebro

Corazon, placents,
musculolisoy

pancreas.

Musculolisoy
cerebro

Rifign, Higado,
corazon, pancreas

Bazo, rifidon, higado.

Corazon, musculo
lizo, rificgn, bazo.
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Las HDACs son proteinas altamente conservadas, ya que éstas enzimas provenientes de
humano, de Arabidopsis thaliana y de levaduras, presentan aproximadamente un 50-70%
de similitud en las secuencias de aminoacidos (Gonzdles, et al., 2004). Las HDACs mejor
estudiadas en humano son las HDACs clase | y Il cuyas contrapartes en eucariontes
inferiores pueden incluir RPD3-like | y la clase HDAC1 Like II.

Las modificaciones epigenéticas en la cromatina y en el DNA tienen un profundo efecto en
el control de la regulacion génica y en el mantenimiento de la regidn telomérica, con un
efecto sobre el control de la subunidad catalitica de la telomerasa que es dependiente de
la linea celular. La inhibicién de histona deacetilasas, por fadrmacos en células humanas,
afecta de manera no selectiva a las distintas clases de histona deacetilasas, asi como los
efectos de los inhibidores de histona deacetilasa afectan la transcripciéon de hTERT. En
células normales y cancerosas, los inhibidores de HDACs conducen a respuestas diferentes
dependiendo de la linea celular, por ejemplo: en células normales la inhibicion de las
histona deacetilasa por tricostatina resulta en la activacion de la telomerasa y un aumento
en la abundancia de transcritos de hTERT, resultando en el alargamiento del telémero
(Cong y Bacchetti, 2000). Este aumento en la transcripcién de hTERT puede estar regulado
a través de la remodelacion de la cromatina por la acetilacidn reversible de las colas de
histona.

En algunas lineas celulares cancerosas la activacién de las HDACs a su vez activa
transcripcionalmente a hTERT e incrementa la actividad de la telomerasa durante la
inmortalizacién celular. En las células cancerosas que son telomerasa-negativas, la
inhibiciéon de las histona deacetilasas conduce al mantenimiento de la longitud del
teldmero por la via ALT, debido a la descondensacion de la cromatina de las regiones
regulatorias de los genes involucrados en los procesos recombinacionales involucrados en
ALT. Esta via de mantenimiento de la longitud del telé6mero se cree compite con la via de
la telomerasa cuando en condiciones normales se descondensa la cromatina, dando como
resultado un aumentd en la longitud de los telémeros (Jung, 2013).

Por otra parte, en cerdos clonados, el tratamiento de los blastocitos con el inhibidor de
HDACs tricostanina, permite el alargamiento de los teldmeros de los cromosomas en los
nucleos somaticos transferidos, corrigiendo el acortamiento de los telémeros que persiste
en los cromosomas de mamiferos clonados (Xie, 2012). Una clase de HDAC de gran
importancia, es la HDACS, la cual pertenece a la clase Il A (Ruijter, et al., 2003). Se ha
observado que co-inmunoprecipita Unicamente con miembros de la familia HDAC3, por lo
que podria formar complejos multiproteicos. También interaccionan las proteinas MEF2
(factor potenciador de miocitos), dando lugar a la represidn de los genes dependientes de
MEF2. Finalmente, el uso del inhibidor de HDAC AR42, sobre cultivos celulares de la linea
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U87MG de glioma, deriva en la desfosforilacién de hTERT por la via PI3K/Akt y la actividad
de la holoenzima es suprimida en un alto porcentaje, sin decremento en los niveles de
transcritos de hTERT, mientras el uso de inhibidores de fosfatasas restauran los niveles de
AKt activado y de hTERT, indicando la participacion de las HDACs en el control de la
actividad de la holoenzima (Yang, 2013). En la siguiente tabla se muestra el efecto de la
inhibicidon de la HDAC (rpd3) en el mantenimiento de los telémeros.

Tabla 4. Efecto de la inhibicién o delecion de HCAC, sobre genes relacionados con telémeros.

Organismo Inhibidor o Efecto sobre los genes Autor
delecion relacionados con telomeros
Células humanas normales Tricostatin Activacion transcripcional de TERT; Cong y Bacchetti,
Alargamiento del telémero 2000
Células humanas de cancer Tricostatin Activacidon de mecanismos ALT; Jung, 2013
Inalterado longitud del telémero
Cerdo clonado Tricostatin Activacion transcripcional de TERT; Xie, 2012
Alargamiento del telomero
Alternaria alterneta Tricostatin Activacion de genes del metabolismo | Keats et al., 2007
secundario
Penicillium expansum Tricostatin Activacion de genes del metabolismo | Keats et al., 2007
secundario
Aspergillus nidulans Tricostatin Activacion del cluster de genes Keats et al., 2007
cercanos al telémero
Aspergillus fumigatus Delecidn Activacidn del clister de genes Lee et al., 2009
cercanos al telémero
Schizosaccharomyces pombe Tricostatin Activacion del de genes cercanos al | Chung et al.,, 2008
teldmero

Lo anterior es de gran relevancia, debido a que se puede relacionar la funcidn de la HDAC
en el mantenimiento alternativo de los telédmeros, debido a la desregulacidn
transcripcional de algunos genes involucrados en estas vias. Aunado a esto, se tienen
reportes que el tipo de HDAC (rpd3) (Yan Hu et al., 2012), se encuentra relacionado con el
reordenamiento de la cromatina en U.maydis, como se muestra en la siguiente tabla

Tabla 5. Efecto de la HCAC (rpd3), sobre la estructura de los telémeros.
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2.5.- Vias ALT de mantenimiento de los telomeros

En mutantes telomerasa negativas, el DNA telomérico es mantenido por medio de
mecanismos de recombinacién, conocido como “Alargamiento alternativo de los
teldmeros” (ALT) (Bryan, 1997). Aproximadamente el 85% de las células inmortalizadas de
los tumores humanos usan la telomerasa para el mantenimiento de los teldmeros,
mientras que el 15% aplican los mecanismos ALT para el mantenimiento de los telé6meros
(Neumann, 2002).

En mutantes telomerasa negativa de S. cerevisiae, la mayoria de las células entran en
estado de senescencia después de las 50—100 divisiones, cuando los telémeros se reducen
a un tamafio aproximado de 100 pb. Sin embargo, un pequefio porcentaje de estas logra
sobrevivir, debido a mecanismos de recombinacién que les permite alargar los telémeros,
a estas cepas se les denomina supervivientes (McEachern, 2006).

Estas supervivientes, estan categorizadas en dos tipos, (Tipo | y Tipo Il), las cuales
presentan diferentes caracteristicas a nivel de DNA telomérico y definidos por su
dependencia sobre Rad52 mas Rad51 o Rad50 respectivamente. Las supervivientes tipo |
exhiben un gran amplificado en los elementos subtelomericos Y’ y secuencias cortas de
repetido telomérico, y los productos génicos involucrados en esta via son Rad52, Rad51,
Rad54, Rad55 y Rad57. Por otro lado, las supervivientes Tipo Il, presentan una larga
secuencia de repetido telomérico, la cual es muy heterogénea, y los genes involucrados en
esta via son Rad 52, el complejo MRX (Mrell — Rad50 — Xrs2) y Sgs1.

Cabe mencionar que las mutantes telomerasa negativas en S.cerevisiae, alrededor del 90%
de las supervivientes generadas en medio sdlido son del Tipo I, mientras que el 10% son
del tipo Il. Sin embargo las supervivientes Tipo Il crecen mas rapido que las Tipo | en
medio liquido.

Tabla 6. Telotipo en S. cerevisiae (Makovets S., T. L. Williams and E. H. Blackburn 2007).

Yeast Telomere Structure Telomere Telotype
X - telomeres Y’ - telomeres maintenance (via)
Telomerase + (WT) s e e TTTTTTT Telomerase TERT
Telomerase --
Pre-survivors — 1) NONE SEN
Type | Survivors (TIS) s 1T s 111 Rad51-Rad52 ALTI
Type Il Survivors (TIIS) B L LT L LT L — x nuLLnLy Rad50-Rad52 ALT I

v (GraT)n

Y' element

= X element

—— non-telomeric DNA
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En el siguiente gel, podemos observar las caracteristicas del teldmero, en los dos tipos de
supervivientes Tipo | y Tipo |l en mutantes telomerasa negativa de S.cerevisiae. Se puede
observar un amplificado de Y en las supervivientes TIS (Type | Survivor) y un repetido
telomérico muy heterogéneo en las supervivientes TIIS y escasa amplificacién de los
elementos Y.

Imagen 5. Analisis de hibridacion Southern blot de los telomeros de TIS y TIIS antes y después de

la reintroduccion de la telomerasa funcional utilizando pTLC11 (Makovets S., T. L. Williams and
E. H. Blackburn 2007).
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2.6.- Cultivo in-vitro de plantas

La expresion cultivo in vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro de un contenedor
en un ambiente artificial, el cual presenta dos caracteristicas fundamentales: la asepsia y
el control de los factores que afectan el crecimiento (Castillo A, 2004).

Reproducir en condiciones de laboratorio todos los factores que conforman el ambiente
de la planta en la naturaleza es técnicamente muy complejo. Por esa razén se realiza una
simplificacion de la realidad, escogiendo aquellos factores que se puedan mantener
controlados. Cuando no se realiza el estudio con todo el ser vivo, sino con solamente una
parte del mismo, se utiliza el término explante para indicar la parte del drgano 6 tejido
vegetal que se cultiva in vitro. A la dificultad de reproducir las condiciones naturales en
condiciones de laboratorio, se debe afiadir la dificultad de suministrar al explante todo
aquello que antes obtenia del sistema completo. En resumen, el cultivo in vitro de plantas
es una técnica que exige un control especifico del ambiente, tanto fisico como quimico, en
el que se situa al explante.
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La micropropagacion o propagacion clonal, es una de las aplicaciones mas generalizadas
del cultivo in vitro, a través de la micropropagacion, un explante de una planta madre, se
obtiene una descendencia uniforme, con plantas genéticamente idénticas, denominadas
clones. El explante mas usado para los procesos de propagacion in vitro son las yemas
vegetativas de las plantas. Los contenedores que contienen las plantas se ubican en
lugares con luz artificial dentro de la cdmara de crecimiento, donde se fija la temperatura
en valores que oscilan entre los 21 y 23°C, ademds de controlar la cantidad de horas de
luz. Por su parte, el medio de cultivo se compone de una mezcla de sales minerales,
vitaminas reguladores de crecimiento, azucar, agua y agar. La composicion del medio
depende de la especie vegetal y de la etapa del proceso de micropropagacion. Se puede
clasificar los principales factores no bioldgicos que afectaran al desarrollo del cultivo in
vitro (Castillo A, 2004).

Ambiente quimico

e Composicion del medio de cultivo
e pH

Ambiente fisico

e Temperatura

e Luz y fotoperiodo

e Humedad
2.6.1.- Reguladores de crecimiento

Auxinas: Las auxinas son un grupo de hormonas vegetales naturales que regulan muchos
aspectos del desarrollo y crecimiento de plantas. La forma predominante en las plantas es
el acido indolacético (IAA), muy activo en bioensayos y presente cominmente en
concentraciones nanomolares. Otras formas naturales de auxinas son el acido 4-cloro-
indolacético (4-Cl- 1AA), acido fenilacético (PAA), acido indol butirico (IBA) y el acido indol
propidnico (Ludwig-Miller Cohen 2002).

Citocininas: Citocininas estimula la progresion del ciclo celular. En primer lugar, a nivel de
la fase G1, citocininas mds otras hormonas (auxinas) inducen la acumulacién de ciclinas y
por tanto promueven un nuevo ciclo celular (Smith & Atkins 2002). Citocininas también
estimularian la entrada a la fase M, probablemente por activacién de una fosfatasa.
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Imagen 6. Estructura de algunas auxinas naturales (IAA,IBA,PAA, CI-IAA) y sintéticas
(NAA, dicamba, 2,4-D y 2,4,5-T) (Ludwig-Miiller & Cohen 2002).

COOH oo
\ \ CQOOH
NH NH
Ac. Indol-3-acético Ac. Indol-3-butirico Ac. fenilacética
(1AA) (IBA) (PAA)
cl COOH COOH
COCH
\ OO CI h
NH Cl
Ac. cloroindol-3-acético Ac. naftalen-aceético Ac. 2-metox, 3,6-
(CI-IAA) (NAA) Diclorobenzeico (dicamba)
C
. ,COOH o ,COOH
Cl Cl
Cl
cl Cl
Ac. 2,4-diclorofenoxiacético Ac. 2,4 5-triclorofenoxiacético
(2,4-D) (2.4,5-T)

Imagen 7. Estructura de algunas citosinas sintéticas (BA, Kinetina y TDZ) (Smith &
Atkins 2002).
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3.- Antecedentes.

El gen de la subunidad catalitica de la telomerasa trt1, en U.maydis se encuentra en el
locus UMAG_11198, consta de 4116 pb y codifica para una proteina de 1371 aa. Mutantes
interrumpidas en este gen, dieron lugar a mutantes telomerasas negativas, todas del tipo
de apareamiento (a1 b1). Se ha reportado en 2002 que la delecién del gen hdal de
U.maydis, causa la desrepresion de genes exclusivos de la fase micelial, lo cual abre la
puerta al estudio de las vias ALT de mantenimiento de los telomeros en mutantes
telomerasa negativas. Se tienen reportes, de la presencia de supervivientes telomerasa
negativas en S,cerevisiae, las cuales son nombradas Like | y Il, ambas presentan
caracteristicas telomericas diferentes, como ya se ha mencionado anteriormente. En base
a estos resultados, se tiene que en nuestro laboratorio, se han logrado obtener mutantes
de U.maydis Ahdal vy trtl1::hph. Ambas son afectadas en el patrén del fragmento terminal
de restriccion (TRF); con el fin analizar el impacto de la delecién de hdal en mutantes trt-.

En la siguiente imagen se observan los patrones telomericos, correspondientes a las
mutantes obtenidas en el laboratorio. Se decidié trabajar con las mutantes HDA-1E y HDA-
4E, debido a que estas presentaban un alargamiento y un acortamiento respectivamente,
y significativo, por lo que resulta de interés, trabajar con estas mutantes que presentan
TRF diferentes.

Imagen 8. Patron TRF de las mutantes parentales obtenidas en el equipo de trabajo (A). Mutantes
en trtl (Dolores Bautista 2014), (B). Mutantes en hdal Galicia Sarmiento R, sin publicar BGM-
ICUAP)

tret  trt =
A B

=

=

521
520
tl‘t1. 7
tr( ; R 2
trn_ 53
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4.- Justificacion.

El aumento en la longitud del telémero proviene de la actividad de telomerasa en células
haploides de U. maydis. En mutantes histona deacetilasa-negativas seria importante
determinar si los cambios en la longitud del telémero son debidos a cambios en la
expresion de los genes involucrados en el mantenimiento del telémero como trt1, o en las
vias alternativas basadas en recombinacion, y determinar cual es el impacto en el patrén
de TRF en las superviviente telomerasa negativa cuando se deleta en éstas el gen hdal.
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5.- Hipotesis.

La desregulacidn transcripcional producida por la delecidn de hdal de U. maydis provoca
cambios en la longitud del telémero, los cuales pueden estar relacionados con la
expresidon de genes asociados al mantenimiento de los telémeros, y en la determinacién
del tipo de supervivientes telomerasa-negativas como ocurre en otros organismos; El
analisis del patron de TRF en las dobles mutantes Adhdal trt1::hph bajo condiciones de
cultivo seriado podria darnos algunos indicios sobre el mantenimiento del extremo
cromosomal en U. maydis.
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6.- Objetivo General.

Analizar el patréon de TRF, y expresién de genes relacionados con el alargamiento del

teldmero en mutantes de U.maydis Ahdaltrtl::hph.

6.1.- Objetivos Particulares.

Analizar las cruzas heterocigotas de las mutantes hdal4 X hdal para determinar si
ésta mutacién causa fenotipos asociados a haploinsuficiencia en el estado
dicaridtico biotrdfico.

A partir de las mutantes Trt1-53 (trtl:hph) y HDA-1E (hdal4), HDA-4E (hdalA)
generar dobles mutantes trt1::hph hdalA, mediante cruzas en planta de maiz y
analizar la velocidad de crecimiento.

Analiza el patréon TRF en las dobles mutantes obtenidas.

Analizar la expresion de genes Ku70, rad51 y rad52, determinar la abundancia de
transcritos en las parentales 521 y 518, en las mutantes haploides Trt1-1, Trt1-2,
Trt1-53 y HDA-1E, HDA-4E y en las dobles mutantes

Analizar macro y microscopicamente si ocurre la formacién de teliosporas en tejido
de planta cuando se cruzan hdalA X trtl::hph-.
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7.- Materiales y Métodos

Las cepas de U. maydis utilizadas en este trabajo fueron 521 (a1b1) y 518 (a2b2) donada
por el Dr. W.K. Holloman (Department of Microbiology and Immunology, Cornell
University Weill Medical College, NY, USA), la cepas telomerasa negativas Trtl-1, Trtl-
2 (albl) y Trtl1-53 (a2b2), e histona deacetilasa negativas HDA-1E y HDA-4E (alb1)
pertenecen a la coleccién de cepas del laboratorio previamente obtenidas (Bautista-
Espafia et al., 2014; Galicia-Sarmiento 2014). Las cepas de U. maydis se crecieron en
medio minimo (MM) o medio completo (MC) de Holliday (1974) suplementados cuando
fue necesario con hygromycina (150 pg/ml) (Sigma-Aldrich, Co. St. Louis Missouri USA
Chemical) o con carboxin (1 pg/ml) (Plant Media, BioWorld) o ambos.

7.1.-Extraccion de DNA

Sembrar un pre-cultivo en tubos de 5 ml con medio YEPS (extracto de levadura 10 %,
peptona de caseina 20%, sacarosa al 20%) e incubar toda la noche a 30 °C. Inocular con
100 pl del pre-cultivo anterior en matraces con 50 ml de YEPS. Incubar a 30 °C en una
estufa con agitacidn, hasta alcanzar una D.0.g00=1.2 (aprox. 20-24 h), centrifugar a 3,500
rom. Congelar la pastilla, colocandola en nitrogeno liquido y molerla en mortero;
recuperar la molienda en tubos de fondo redondo, agregar 2 ml de buffer de extraccién
de hongos (200 mM Tris-HCI pH 8.5, 250 mM NacCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS) mezclar hasta
homogenizar. Agregar 2 ml fenol-cloroformo (fenol saturado en T.E. pH 8.2 y mezclar a
partes iguales con cloroformo) y agitar hasta homogenizar la emulsién. Centrifugar
durante 15 min a maxima velocidad y transferir cuidadosamente el sobrenadante a otro
tubo de fondo redondo. Extraer una vez mas con fenol cloroformo como se ha descrito, y
recuperar el sobrenadante en otro tubo. Agregar un volumen igual de cloroformo, agitary
recuperar la fase acuosa centrifugando 10 min a maxima velocidad, transferir la fase
superior a un nuevo tubo y agregar 0.6 voliumenes de isopropanol. Dejar a temperatura
ambiente durante 30 min y recuperar la pastilla de DNA mediante centrifugacion a
maxima velocidad durante 5-7 minutos, enjuagar la pastilla dos veces en etanol al 70%,
retirar todo y dejar evaporar completamente, resuspender el DNA en 500 ul de agua
destilada estéril. Si fuese necesario, re extraiga nuevamente con fenol para limpiar mejor
el DNA.

7.2.- Purificacion de DNA con RNAsa

A cada muestra de DNA, agregar 5 ul de RNAsa (100mg/ml). Mezclar bien e incubar a 37
°C durante 30 min, agregar 1 v de fenol-cloroformo. Isoamilico, mezclar con ayuda del
vortex, centrifugar por 15 min a 13000 rpm, pasar el sobrenadante a otro tubo y agregar 1
v de cloroformo, mezclar con vortex y centrifugar 10 min a 13000 rpm. Pasar fase superior
a otro tubo y agregar 0.5 v de acetato de amonio 7.5 M pH 5.5y 2 v de EtOH absoluto frio,
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mezclar y dejar precipitando durante 20 min a -20 °C, centrifugar 10 min a 13000 rpm y
tirar el sobrenadante, lavar la pastilla dos veces con EtOH al 70% retirar el exceso y dejar
secar la pastilla a temperatura ambiente, resuspender en 100 ul de agua destilada estéril.

7.3.- Extraccion de RNA

Preparar un cultivo en 50 ml de medio YEPS a una DOggo= 0.8 — 1.0, centrifugar el cultivo
por 10 min a 3500 rpm, retirar el sobrenadante y dejar la pastilla en congelacién a -70°C
durante .5 — 1 h. Moler la pastilla con ayuda de nitrégeno liquido y recuperarla en tubos
con fondo redondo. Agregar 2 ml de Sol. A. (Acetato de sodio 0.02M pH=5.5, 0.5% de SDS
y 1mM de EDTA) y 2 ml de Fenol- Acetato (Fenol saturado con acetato de sodio 0.02M
pH=5.5). Homogenizar suavemente por inversién y separar en tubos eppendorf. Incubar
en termoblock a 65°C por 10 min, agitando constantemente, centrifugar a 10000 rpm por
10 min a 4°C, separar la fase superior a otro tubo nuevo, y agregar 1 v de cloroformo,
resuspender por inversidon para homogenizar. Centrifugar a 10000 rpm por 10 min a 4°C,
separar la fase acuosa a un tubo nuevo, dando entre 2 a 3 lavados con cloroformo,
agregar 0.5 v de acetato de amonio 7.5 M pH 5.5. y 2 V de EtOH absoluto frio,
homogenizar por inversidon suavemente. Dejar precipitar a -70°C durante 1 h, centrifugar
a 11000 rpm por 10 min a 4°C, tirar el sobrenadante y enjuagar la pastilla con EtOH al 70%
dos veces, dejar secar la pastilla a temperatura ambiente el menor tiempo posible y
resuspender en agua DEPC entre 100 y 200 pl, correr el gel a 60 Volts por 50 min para
corroborar la calidad de la extraccion.

7.4.- Limpieza de RNA con DNAsa

Colocar 10 pl de muestra de RNA, en 50 pl de agua DEPC, agregar 5 pul de buffer de DNAsa
y 1 ul de DNAsa (10mg/ml), incubar a 37 °C por 30 min. Realizar una PCR para algun gen
constitutivo (Actina, Tubulina). Correr amplificado y reamplificado para corroborar. Llevar
el volumen de la muestra a 300 pl y agregar 150 ul de acetato de amonio 7.5 M pH 5.5,
homogenizar y agregar 400 pul de fenol- acetato- cloroformo- isoamilico, mezclar durante
30 seg en vortex y centrifugar a 10000 rpm por 10 min a 4 °C, separar sobrenadante y
lavar 2 veces con 1400 ul de cloroformo. Recuperar el sobrenadante y agregar 1 ml de
EtOH absoluto, dejar precipitar por 30 min a -70 °Cy centrifugar a 10000 rpm por 10 min a
4 °C, tirar el sobrenadante y lavar la pastilla con EtOH 70%, dejar secar la pastilla y
resuspender la pastilla en 30 ul de agua DEPC.

7.5.- Obtencidn de Progenie de U.maydis.

Sacar las teliosporas de los tumores en forma aséptica, agregar 1 ml de CuSO4 al 1 %,
machacar el tejido en un tubo, eliminar los restos de tejido vegetal, dejar durante 2-5 h a
temperatura ambiente, centrifugar por 15 min a 2500 rpm, lavar 2-3 veces con agua
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destilada estéril, resuspender en 1 ml, hacer diluciones para poner alrededor de 100
teliosporas por placa, usar medio completo adicionado con ampicilina (10mg/ml), para las
dobles mutantes agregar carboxin e hygromicina (Cbx 1 pug/ml, Hyg 150 pg/ml), incubar a
28 °C, dejar crecer poco, las colonias deben ser muy pequefias, agregar agar estéril y
colectar con una espatula de vidrio las colonias, verter las esporidias en un tubo para
centrifuga y homogenizar. Contar las esporidias en hematocitometro y ajustar a
aproximadamente 100—1000 esporidias por caja, incubar nuevamente a 28 °C, replicar en
medio con carbén activado pH = 7.0 para seleccionar levaduriformes, amplificar la
poblacién y guardar en DMSO 7%.

7.6.- Protocolo de infeccidn.

Sembrar las cepas de trabajo en placa, e incubar por 18 h a 28 °C, tomar una azada de la
placa y sembrar en aproximadamente 5-10 ml de medio, dejar incubar durante 18 h a 28
°C, observar al microscopio, para descartar contaminacién. Tomar 1 ml del pre cultivo y
sembrar en 40 ml de medio, dejar incubar durante 18 h a 28 °C, observar al microscopio,
centrifugar en tubos Falcédn por 10 min a 2500 rpm, resuspender en 20 ml de agua
destilada estéril y leer la absorbancia a 600 nm, volver a centrifugar a 2500 rpm x 10 min,
resuspender en un volumen de agua destilada estéril, necesario para igualar las
absorbancias, mezclar cantidades iguales de cada cepa (esporidias) en tubos nuevos y
estériles, homogenizar perfectamente la mezclar, tomar 100 pl con jeringas estériles e
inyectar a la planta, en el hipocotilo, una cantidad de 10 pl por planta.

7.7.- Protocolo de desinfeccidon de semillas de maiz.

Colocar las semillas en solucidn jabonosa al 3 % (Accién liquido comercial), durante 30-40
min, mantener en agitacién manual o magnética, enjuagar 3 veces con agua destilada
estéril, para eliminar el detergente,(lavados de de 2-3 min). (A partir de este paso, trabajar
en la campana de flujo laminar). Pasar las semillas a un matraz estéril y sumergirlas en una
soluciéon de EtOH 70% por 30 seg, enjuagar 3 veces con agua destilada estéril, transferir las
semillas a un vaso estéril y sumergirlas en una solucién de hipoclorito de sodio al 5 %,
durante 10-15 min, lavar las semillas para eliminar restos del cloro (4-5 lavados), decantar
la totalidad de agua de los lavados y dejar secar durante 5 min, sembrar las semillas en
medio agar-agua para su germinacion.

7.8.- Protocolo de desinfeccion de explantes.

Colocar los explantes en solucién jabonosa al 3 % (Accién liquido comercial), durante 10-
15 min. Mantener en agitacién manual o magnética, enjuagar 3 veces con agua destilada
estéril, para eliminar el detergente, (lavados de 2-3 min). (A partir de este paso, trabajar
en la campana de flujo laminar), colocar los explantes a un matraz estéril y sumergirlos en

23



una solucion de EtOH 70% por 15 seg, enjuagar 3 veces y transferir los explantes a un vaso
estéril y sumergirlos en una solucién de hipoclorito de sodio al 2 %, durante 5-7 min, lavar
los explantes para eliminar restos del cloro (4-5 lavados), decantar la totalidad de agua de
los lavados y dejar secar durante 5 min, sembrar los explantes en medio MS.

7.9.- Medio MS (Murashige y Skoog 1962)

Macronutrientes ~— -
mg/lL | e _7:;_ %
(NH,)NOs 1650 1 e e
MgS04.7H;0 370 B . I
KNOs 1900 20, TS ] ——
KH2PO4 170
CaCl.2H;0 400 | [CmERO TO@s | [Secwom

7.10.- Solucion Hidropodnica.

Elementos Concentracion (%)

KH,PO, 1.36

K,HPO, 0.94

MgSO, 2.5

CaCl, 1.5
Microelementos Concentracion (500 pl)

H3BO; 0.7g
CacCl, 0.0625 g
MnSO, 042g
Na,SO, 0.0185 g
Znso, 0.29g
NH;,Mo 0.09

7.11.-Cineticas de crecimiento.

Medicién de la poblacién celular (DOggonm)

Tomar una alicuota del matraz de la cinética, de aproximadamente 800 pl, de los cuales
tomar 200 pl para medir DO. En una celda tomar 200 pl de cultivo y colocar en 1800 ul de
agua, para el blanco tomar 200 ul de medio YEPS en 1800 ul de agua, homogenizar
perfectamente y se leer la absorbancia a 600 nm, repetir cada 4 h hasta la hora 36.
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UFC (Unidades Formadoras de Colonia).

Para medir UFC realizar diluciones seriadas de 1/10, partiendo de 100 ul de cultivo en 900
pul de medio minimo y asi sucesivamente hasta 5 diluciones mas de la misma forma.
Posteriormente tomar 10 pl de cada dilucidon y sembrar en placas con medio YEPS, dejar
abiertas las placas, hasta que secara perfectamente la gota de cultivo y colocar en la
incubadora para su crecimiento y posterior conteo.

Conteo en camara Neubauer.

Fijar 500 pl de cultivo, para posteriormente cuantificarlas. Lavar con 250 ul de buffer TBS y
250 pl de solucién fijadora, homogenizar perfectamente, posteriormente centrifugar
durante 5 min a maxima velocidad y resuspender en 500 pl de solucion fijadora. Rotular
perfectamente y almacenar a 4°C hasta su conteo.

Para contar, se utilizé el método de conteo por cuadrantes, tomar el promedio de células
de 5 cuadrantes, y multiplicar por los factores de dilucion realizados. A continuacion se
presenta la formula aplicada.

Cuenta Neubauer =(X 5 cuadrantes/16)*(400/0,1)*(1000/1).
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8.- Resultados y discusidn.

8.1.- Objetivo 1 Analizar las cruzas heterocigotas de las mutantes hdalA X hdal para
determinar si ésta causa fenotipos asociados a haploinsuficiencia en el estado dicariético
biotrofico.

Un evento de haploinsuficiencia, es una situacién en la cual la proteina producida por una
sola copia de un gen normal, no es suficiente para garantizar una funcién normal. Para
este caso, se realizaron una serie de cruzas heterocigotas de las mutantes A4hdal (hdal-
1E, hdal-4E) con la cepa silvestre hdal (518), y la mutante trt1::hph (Trt1-53) con la
silvestre trt1 (521), para poder definir si se presenta el proceso natural de la infeccion, asi
como la produccién de teliosporas y determinar si es normal o se presenta alguna
insuficiencia en ésta.

Tabla 7. Locis de apareamiento de las cepas de trabajo.

Cepa Loci de apareamiento
518 a2b2
521 albl
HDA-1E albl
HDA-4E albl
Trt1-53 a2b2

En base a la tabla anterior, se realizaron las siguientes cruzas. El protocolo de infeccion en
planta de maiz, se describe en la parte de metodologias, se llevd registro de infeccion cada
tercer dia (Anexos).

Tabla 8. Cruzas de trabajo

Cruza

518x521

518xHDA-1E

518XHDA-4E

521XTrt1-53

Posterior a la inoculacidn de las cruzas de U. maydis en plantas de maiz, se realizaron
evaluaciones del desarrollo de la infeccion de plantas cada tercer dia, obteniendo los
siguientes promedios, correspondientes a tres repeticiones del ensayo Tabla 9.
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Tabla 9. Andlisis de infeccion de eventos de haploinsuficiencia.

518x521 518xHDA-1E 518xHDA-4E 521xTrt1-53
r risti
ca a.cte sf'cas gE Dias % Dias % Dias % Dias %
infeccion
Ap’arICIon etz 5+-1 81.25 5+-1 53.3 5+-1 60 5+-1 68.75
sintomas
. Agallas 7+-1 75 7+-1 46.6 7+-1 13.3 7+-1 37.5
inmaduras
Agallas maduras
10+-2 62.5 11+-1 46.6 12+-1 45 16+-1 0

Contenido de

telioesporas en 14+-1 Ry 14+-1 ++/++ 14+-1 [+ 16+-1 0
agallas maduras
Aparicion de
i 16+-1 0 16+-1 0 16+-1 ~2 16+-1 ~3
nuevos tumores

Imagen 9. Agallas producto de la infeccion en planta de maiz, con cruzas de U.maydis (Al- A4); Control positivo, cruza 518x521, (B1-
B4); Cruza heterocigota (518xHDA-4E), Cruza heterocigota (518XxHDA-1E) y cruza heterocigota telomerasa (521xTrt1-53)

e 518x521

o\ : - f -

521xTrt1-53
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Con base en los resultados obtenidos, se puede deducir, el porcentaje de infeccidn y de
formacién de telioesporas, de las cruzas heterocigotas, en comparacién con la cruza del
control positivo, se vio reducida en cada una de ellas y en el caso de la cruza (521 x Trt1-
53), se inhibié completamente la formacién de telioesporas. En la siguiente tabla se
presentan los porcentajes de infeccion de cada una de las cruzas.

Tabla 10. Porcentaje de infeccion de las cruzas de U.maydis, realizadas en planta de maiz.

% de infeccion (Total de
Cruza
plantas)
518x521 98
518xHDA-1E 43.3
518xHDA-4E 48.75
521xTrt1-53 55.85

Analizando los datos anteriores, se observaron eventos de haploinsuficiencia en las cruzas
heterocigotas, debido a que el porcentaje de infecciéon de las cruzas 518xHDA-1E y
518xHDA-4E es menor, con respecto al control, se observé una disminucién de
aproximadamente ~50%. Pero estos cambios no afectaron la formacién de telioesporas,
con excepcion de la cruza de 521xTrt1-53, en donde hubo infeccidn de la planta, pero no
formacién de telioesporas. En las cruzas restantes, se obtuvieron teliosporas, aunque en
menor cantidad, pero funcionales, por lo que el modelo de estudio es viable, para poder
continuar con la investigacion. Esto nos permitié alcanzar el primer objetivo y pasar al
siguiente objetivo.

28



8.2.- Objetivo Il. Generar la doble mutante trt1::hph Ahdal mediante cruzas en planta
de maiz y analizar la velocidad de crecimiento.

Se decidid trabajar con las mutantes Trt1-53, HDA-1E y HDA-4E, debido a que presentaban
un TRF muy caracteristico, en especial entre las mutantes HDA-1E y HDA-4E ya que
presentaban un teldmero largo y otra telémero corto respectivamente, como se muestra
en la siguiente imagen. Con el objetivo de poder esclarecer un poco el tipo de

supervivientes que se estaban generando, se seleccionaron estas cepas para trabajar.
Imagen 10. Patrén de TRF de las mutantes: (A)- Mutante trt-, (B) Mutantes 4dhdal.
tre* trt

T
TS

Sonda TTAGGG Sonda: 1 IALCGH,

Se generd la doble mutante Ahdal trtl::hph, mediante cruza en planta de maiz, de las
cepas parentales Trt1-53 (a2b2) con HDA-4E y HDA-1E (alb1). Las cruzas se generaron
como lo describe Puhalla (1968) y se ha descrito en la parte de metodologia. Las
infecciones se realizaron en plantas de maiz (MCS-02), a los 5 dias post-germinacion
Posterior a la infeccidn, se llevo el registro del ensayo cada tercer dia, el cual se muestra

en la siguiente tabla.
Tabla 11. Analisis de infeccion en cruzas dobles mutantes.

518x521 518xHDA-1E 518xHDA-4E
Caracteristicas de ; ; ;
. . s Dias % Dias % Dias %
infeccion
Aparicién de
p 4+-1 85.6 6+-1 40.5 6+-1 38
sintomas
Agallas inmaduras 7+-1 80 9+-1 52.3 10+-2 30.5
Agallas RS 11+-1 85 18+-2 37.2 20+-2 21

Contenido de
telioesporas en 13+-1 [+ 20+-2 [ ++ 22+-2 +/+
agallas maduras

Aparicién de nuevos
tumores

17+-1 0 25+-1 0 25+-1 0
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Es muy importante sefialar que, la formacién telioesporas en las dobles mutantes, no se
dio a nivel superficial de la planta, como ocurre normalmente en las cruzas con las cepas
WT, si no que estas presentaron la formacion de telioesporas a nivel interno de la agalla,
dejando ver solo una delgada linea visible a nivel superficial; sin embargo al momento de
realizar los cortes correspondientes dentro de las agallas, se observé claramente la
formacién de telioesporas. Una caracteristica particular de estas dobles mutantes, es la
formacidn de puntos pequefios de color violeta, en las agallas, las cuales no corresponden
a la formacidn habitual de antocianinas.

Imagen 11. Agallas producto de la infeccidn en planta de maiz, con cruzas de U. maydis dobles mutantes:
(Al-A4); Cruza Trt1-53xHDA-1E, (B1-B3)- Cruza Trt1-53xHDA-4E, (C1)- Control positivo (518X521).

Como se observa en las imagenes anteriores, la formacién de telioesporas en la dobles
mutantes, se presenté dentro de la agalla, igual que en las WT, solo que en las dobles
mutantes, la formacién de estas fue escasa, no logra formar agallas grises llenas de
teliosporas, como en las cruzas WT.

Una vez obtenidas las telioesporas fueron desinfectadas y germinadas en medio MC,
como lo describe Hollyday (1974). Suplementado con higromicina (150 pug/ml) y carboxina
(1 pg/ml) se obtuvo ~90% de germinacién de telioesporas, para ambas cruzas.



Imagen 12. Dobles mutantes (A) colonias recuperadas de la cruza Trt1-53xHDA-1E,
(B) colonias recuperadas de la cruza Trt1-53 x HDA-4E.

/.
-

De estas telioesporas se obtuvieron las dobles mutantes, 6 mutantes para la cruza de
HDA-1E X Trt1-53 (MHT531-(1,2,3,4,5y 7) y 5 mutantes para la cruza de HDA-4E X Trt1-53
(MHT534-(1,2,3,4,6)). Se muestran las imagenes a continuacion.

Imagen 13. Dobles mutantes seleccionadas (A) 6 colonias recuperadas de
MHT531, (B) 5 colonias recuperadas de MHT534.

Una vez obtenidas estas dobles mutantes, se procedié a realizar la verificacién de estas,
por medio de PCR. La estrategia consistid en amplificar los fragmentos que se describen
en el mapa de cada una de las mutaciones, en las siguientes figuras. Para analizar la
interrupcion del gen hdal se amplificaron fragmentos que abarcaron parte del marcador
de seleccidon y uno de los tramos flanqueantes del cassette de interrupcién, desde
secuencias de DNA cercanas pero no comprendidas en el cassette de interrupcién. Las
cepas parentales Trt1-53 y HDA-1E, HDA-4E se incluyeron como controles en los ensayos
de amplificacion (Datos no mostrados).
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e Comprobacion de la presencia del cassette de interrupcidn para hdal en las
dobles mutantes.

Imagen 14. Comprobacion de la interrupcion de hdal en las dobles mutantes (A) Region flanqueante rio
arriba de hdal (~2500 pb), (B) Marco de lectura de hdal (~1700 pb).

Dominio H+-ATPase V1 . .
(um02064) Proteina no caracterizada

(um02066)
—
|r 2511ph —«l

HDASUPPS REVCBX20

Regidn flanqueante UP de hdal.

2500 pb
Y 2500 pb

MPM (1Kb), C+ (521), MHT531_(1-5, 7). MPM (1Kb), C+ (521), MHT534 (1-6),
“ Marco de lectura de HDAC

B -

MPM (1Kb), C+ (521), MHT531 (1-5, 7), MPM (1kb), c+ (521) MHT534(1,2,3,4,6).
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e Comprobacion de la interrupcién de trt1 en las dobles mutantes.

/L —— /|
Est2F noﬂm—bp{ Est2RO0DY

X X

)

Est2FDD1} { HyRDD1Y
1,286 bp

500 bp

Est2r Doz}

| HyRDD1
1. 942 -bp

Cassettee de interrupcion de la telomerasa.

e Electroforesis de PCR, comprobatorios de interrupcién de trt1

Imagen 15. Verificacion de la interrupcion de trtl en las dobles mutantes (A)- Regién
flanqueante rio arriba de trtl (~1940 pb).

1940 pb

MPM (1Kb), C+ (521), MHT531 (1-5, 7), MPM (1kb), c+ (521) MHT534 (1,2,3,4,6).

Con respecto a los resultados anteriores, se puede confirmar que se logré obtener las
doble mutantes (dhdal trtl::hph). Las diferentes pruebas realizadas para corroborar las
mutaciones, salieron conforme a lo esperado: no se presentd amplificacién por parte de
las dobles mutantes para el marco de lectura de hdal, el cual tienen un tamafio esperado
de 1710 pb, asi mismo lo corroboro el hallazgo del amplificado de 2500 pb de la regidn
flanqueante del cassette de interrupcién de este mismo gen, lo cual aseguro que este fue
mutado correctamente. Con respecto a la verificacién de la interrupcién de trt1 de la
telomerasa, se amplificd un fragmento que incluye parte del cassette de interrupcién de
trt1 y parte de la regidén 5’ del gen, el cual tiene un tamafno estimado de 1942 pb; Aunado
al hecho de que fueron sometidas a presion de seleccion con higromicina y carboxina. Por
lo tanto y en base al analisis anterior, se puede afirmar que se obtuvieron dobles
mutantes verdaderas.
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Una vez verificadas las interrupciones en las dobles mutantes, se realizaron cinéticas de
crecimiento, para las dos variantes de mutantes obtenidas. MHT531 y MHT534. Los
periodos fueron de 36 h para todas las cepas WT y dobles mutantes. Los pardmetros
analizados en estas cinéticas, fueron D.O., U.F.C. y cuenta total de células en cdmara de
Neubauer. Los registros se hicieron antes de iniciar al tiempo T=0, y posteriormente se
hicieron las mediciones durante el desarrollo de las cinéticas de crecimiento. Se dejaron
en agitacion y temperatura constantes. A las 8 h después de haber sido inoculado, se
tomaron alicuotas del matraz, para medir los parametros antes mencionados

A continuacién se presentan los promedios obtenidos de las tres repeticiones, para los
parametros a evaluar.

Tabla 12. Densidades Opticas promedio a 600 nm, de las cepas WT y dobles mutantes a diferentes tiempos
de crecimiento: (X-521 Densidad optica promedio de 521, X-518 Densidad 6ptica promedio de 518, X-
MHT531 Densidad 6ptica promedio de MHT531, X-MHT534 Densidad 6ptica promedio de MHT534)

Horas X-521 X-518 | X-MHT531 | X-MHT534
8 0.18 0.14 0.09 0.04
12 0.38 0.70 0.27 0.15
16 1.45 1.50 0.44 0.38
20 4.35 4.30 1.26 1.04
24 7.67 7.10 2.74 2.62
28 9.32 8.83 5.16 5.45
32 10.48 9.90 7.46 7.26
36 12.07 11.61 8.40 8.36

Grafica 1.Grafica de cinéticas de crecimiento respecto a la DO a 600 nm ( C+ 521,518),
dobles mutantes (M 1E (MHT531), M 4E (MHT534)).
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Tabla 13. Cuenta viable de las cepas silvestres y mutantes en UFC/ml. unidades formadoras de colonias por
mililitro se grafican a diferentes tiempos de crecimiento: X-521 cel/ml promedio de 521, X-518 cel/ml promedio
de 518, X-MHT531 cel/ml promedio de MHT531, X.MHT534 cel/ml promedio de MHT534)

Horas X-521 X-518 X-MHT531 | X-MHT534
8 2.53e6 2.31e6 6.50e5 6.12e5
12 5.02e6 5.07e6 2.83e6 3.63e6
16 2.71e7 3.15e7 5.07e6 4.87e6
20 6.89e7 6.23e7 8.48e6 8.30e6
24 3.23e8 3.47e8 3.53e7 3.41e7
28 3.08e8 3.08e8 4.87e7 4.70e7
32 2.41e8 2.30e8 6.98¢7 6.92e7
36 2.10e8 2.07e8 7.23e7 7.23e7

Grafica 2. Grafica de cinéticas de crecimiento determinando la cuenta viable (UFC /ml).
(C+ 521,518), dobles mutantes (M 1E (MHT531), M 4E (MHT534))
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Tabla 14. Conteo en camara de Neubauer de las cepas WT y dobles mutantes a diferentes tiempos de
crecimiento: (X-521 cel/ml promedio de 521, X-518 cel/ml promedio de 518, X-MHT531 cel/ml
promedio de MHT531, X-MHT534 cel/ml promedio de MHT534)

Horas X-521 X-518 | X-MHT531 | X-MHT534

8 3.60e6 3.40e6 1.28e6 1.02e6
12 5.10e6 5.18e6 3.72e6 3.73e6
16 2.80e7 3.42e7 5.42e6 6.03e6
20 6.97e7 6.66e7 1.01e7 9.85e6
24 3.35e8 3.10e8 3.87e7 3.68e7
28 3.82e8 3.72e8 4.96e7 4.78e7
32 4.47e8 4.35e8 7.01e7 7.00e7
36 4.85e8 4.82e8 7.58e7 7.31e7
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Grafica 3. Grafica de cinéticas de crecimiento respecto a conteo en camara de Neubauer
(cel/ml). (C+521,518), dobles mutantes (M 1E (MHT531), M 4E (MHT534)).
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Una vez obtenida las curvas, se compararon los resultados de conteo en placa de UFCy
conteo en camara de Neubauer, con el objetivo de analizar el comportamiento de estas
cepas a diferentes etapas de la cinética de crecimiento y la relacién que debe de existir, al
momento de contar por ambas formas.

Grafica 4. Relacion conteo UFC / Conteo células totales de 521
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Grafica 5. Relacion conteo UFC / Conteo células totales de 518
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Grafica 6. Relacién conteo UFC / Conteo células totales de (MHT534)
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Grafica 7. Relacion conteo UFC / Conteo células totales de 1E (MHT531)
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Analizando los datos anteriores, se dedujo que, el comportamiento de ambas curvas de
crecimiento, fue el esperado, debido a que los valores de la fase exponencial de ambas
curvas presentan una relacién lineal. Para el caso de las WT, al momento de llegar a fase
estacionaria, la cifra del conteo de células en la cdmara de Neubauer no revela un
descenso o haber alcanzado el plateau, de hecho mostré un aumento en el ndmero
absoluto, pero en conteo de UFC cuenta solo las células capaces de formar colonias, y nos
mostré claramente lo que sucede con el numero de células viables. La relacién de la
cantidad de células que aparece en la fase estacionaria en la cdmara de Neubauer no
correspondié al valor descrito para el conteo de células. En las graficas, podemos observar
una correlacién lineal, con una pendiente de ~1, lo cual corresponde a la relacién de
conteo de UFC comparado con conteo en cdmara de Neubauer.
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Tiempo de Generacion.

En base en las cinéticas anteriores y a los datos obtenidos en cada una de las gréficas, se
obtuvieron los tiempos de generaciones, para cada una de las dobles mutantes y las WT.
Donde se encontraron diferencias significativas en el tiempo de generacién, comparando
la WT con las dobles mutantes. A continuacion se presentan los datos obtenidos al
analizar el tiempo de generacion de estas cepas. Para obtenerlo, se utilizd la siguiente
formula, la cual se encuentra en cualquier libro de ingenieria

Tiempo de Generacion (G).

n= 3.3 log (y/x)
G= T(min)/n

Para obtener (n), se utilizaron los valores de conteo en placa de UFC. Teniendo para el
valor de (y) se tomara la cantidad de UFC a las 24 y 36 h, el cual corresponde al valor mas
alto de concentracién celular (células/ml), en las cinética de crecimiento para las WT y
mutantes, respectivamente. Para el valor (x), se tomara el valor a las 8h, para ambas
cepas, que es donde comenzé la fase exponencial.

Tabla 15. Valores de células/ml por UFC, para tiempo de generacion (G).

Horas (h) WT P521 WT P518 MHT531 MHT534
(Cel/ mL) (Cel / mL) (Cel / mL) (Cel / mL)
| 8 2,53E406 2,31E406 6,50£405 6,126405 |
12 5,02E+06 5,07€+06 2,83E+06 3,63E+06
16 2,71E+07 3,15E+07 5,07E+06 4,87E+06
Y 20 6,89E+07 6,23E+07 8,48E+06 8,30E406
| 24 3,23E+08 347608 | 3,536407 3,41E407
28 3,08E+08 3,08E+08 4,87€407 4,70E407
32 2,41E+08 2,30E+08 6,98€+07 6,926407
36 2,10E+08 2076408 | 7.396407 7236407 |

Se realizaron los célculos, obteniendo los siguientes valores para (n).

Tabla 16. Valores de (n).

Cepa N
WT 521 6.93
WT 518 7.18
MHT531 6.78
MHT534 6.83

38



Para poder determinar los valores de (G), se tomaron diferentes tiempos, ya que para las
WT su pico de crecimiento fue a las 24 h y para el caso de las mutantes, aln continuo
elevandose, por lo tanto se tomad el valor maximo a las 36 h. A continuacidn se presentan
los tiempos de generacion para cada cepa, incluidas las parentales HDA-1E y HDA-4E.

Tabla 17. Tiempos de generacion para WT (521,518), Parentales (HDA-1E y
HDA-4E) y dobles mutantes (MHT531, MHT534).

Cepa G (min) G (Horas)
521 138.53 2.18
518 133.70 2.13

HDA-1E 150 2.30
HDA-4E 170 2.50
MHT531 247.79 4.07
MHT534 245.97 4.06

Se encontré que las cepas, tienen tiempos de generacioén diferentes. Las dobles mutantes
presentaron un tiempo de generacion mayor a las de la WT y parentales, en caldo YEPS,
teniendo un tiempo de generacidn para las parentales 518 y 521 de 2.13 y 2.18 h,
respectivamente, las cepas parentales HDA-1E y HDA-4E presentaron un tiempo de
generacion de 2.30 y 2.50 h respectivamente. Con respecto a las dobles mutantes, se
obtuvo un tiempo de generacién para MHT531 (4hdal trtl::hph) y MHT534 (Ahdal
trt1::hph) de 4.07 y 4.06 horas, lo cual es casi el doble de tiempo, comparado con las WT y
las parentales HDA-1E y HDA-4E, es decir la velocidad de crecimiento es mas lenta.

8.3.- Objetivo lll. Analizar el patron TRF en las dobles mutantes obtenidas.

Para determinar el impacto de la mutacion doble en los genes hdal y trt1 sobre el patrén
del TRF, a las cepas parentales Trt1-53 Y HDA-1E y HDA-4E, se les extrajo el DNA y se
digirié con la enzima Pstl. Se analizd su TRF mediante ensayos de Southern Blot utilizando
como sonda el repetido telomérico. Posteriormente, se realizd el mismo andlisis utilizando
el DNA total de las dobles mutantes subcultivadas 0, 50 y 100 generaciones, las muestras
se digirieron con la enzima Pstl, la cual liberd la region telomérica (Sdnchez y Guzman
1998). Se procedid a realizar el andlisis Souther-blot utilizando para la hibridaciéon una
sonda (TTAGGG), marcada con 32p_ A continuacidn se presenta el numero de las
generaciones de los cultivos de las mutantes y silvestres con las que se trabajaron, esto
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considerando el tiempo que se tomdé desde la obtencién de las dobles mutantes, al

momento de comenzar este ensayo.

Tabla 18. Numero de generaciones de las dobles mutantes.

Numero de generacion

T0

50G

100G

Repetido telomérico y el TR-p se muestran el esquema de la zona de corte de esta enzima

imagen 16.

Imagen 16. Estructura telomérica en U.maydis (Sanchez y Guzman, 1998)

TR-d TR-p

| 1l |

f —

< ==

o~

S = &8

g O:I° $I~$
(TTAGGG),,

Las muestras se sembraron en caldo YEPS, y en base a las cinéticas de crecimiento
realizadas previamente, se realizaron los calculos correspondientes para obtener cepas a
un tiempo 0 (T0O), a las 50 generaciones (50G) y a las 100 generaciones (100G). En la tabla
anterior, se muestran las verdades generaciones para cada uno de los tiempos definidos a
0, 50 Y 100 generaciones.

Tabla 19. Dias de crecimiento para dobles mutantes a 0, 50 y 100 G (Generaciones)

(G) Dias

TO 0
GOG 8
100 G 16

Una vez obtenido los DNA de las dobles mutantes, a diferentes generaciones, se realizé

una cuantificaciéon de cada una de ellas (Anexos)
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Una vez que se tuvieron todas las digestiones, se realizaron los ensayos de hibridacién
Souther-blot, utilizando sondas marcadas de (TTAGGG), con >?P como se describen en la
seccion de materiales y métodos. En las siguientes imagenes, se muestran las
autoradiografias de las muestras anteriores

Imagen 17. Autoradiografias de las dobles mutantes (A) 50 generaciones y (B) 100 generaciones

MHT531 MHT534
1E1,1E2,1E3,1E4,1E7,4E1,4E2,4E3,4E4,4E6

MHT531 MHT534
n 1E1,1E2,1€3,1E4,1E7,4E1,4E2,4E3,4E4,4E6

7t

1.0 = 12.0 —

A0 —
TN —

2.0 —

TR

b -

Podemos observar, que presenta un patrén de TRF similar en los dos tiempos de
generacidn, sin embargo, existen bandeados especificos, que en la autoradiografia se van
atenuando, estos bandeados corresponden a un peso aproximado de 0.6 a 0.7 Kb. Con
base a los datos anteriores, se volvieron a realizar las digestiones de las muestras
anteriores, tomando en cuenta a las generaciones 50 y 100, que es en donde se
presentaron caracteristicas de interés mas marcadas. Por lo cual, se repitieron las
digestiones con Pst1 (Anexos). Para las hibridaciones, se tomd en cuenta a las cepas
parentales, (518, 521, HDA-1E, HDA-4E, Trt1-53). Esto con el objetivo, de comparar los
patrones teloméricos, con las diferentes generaciones de la progenie de las dobles
mutantes. A continuacidon se muestran las autoradiografias correspondientes a estas

generaciones.
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Imagen 18. Autoradiografias de las dobles mutantes con las WT y cepas parentales
(A) 50 generaciones, (B) 100 generaciones, 6ug por carril

100 G 50G
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2N r ¥ 1
ANwwE1234512346 MW 1234512346

05—
03 —
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(TTAGGG), (TTAGGG),

Con base en las imagenes anteriores, y tomando en cuenta el tiempo de exposicidon
distinto de ambas membranas, podemos decir de forma presuntiva, que a las 50
generaciones en las dobles mutantes MHT531 y MHT534, el patron predominante de tipo
de teldmero es una mezcla de teldmeros Tipo | y Tipo Il ya que se presentan repetidos
teloméricos muy largos (barrido en la parte superior) y en bandas de menor tamafno que
varia sugiriendo mas de una especie de fragmentos. Después de 100 generaciones, se
observé un cambio en la intensidad de la sefial del telémero (parte superior del gel) en las
cepas provenientes de la cruza MHT534, y se observé un desvanecimiento del bandeado
correspondiente al patron analogo al Tipo | de supervivientes, lo cual sugiere que estd
ocurriendo un cambio de tipo de teldmero, pues la intensidad de la sefial de fragmentos
teloméricos mas largos es mayor, los cuales se observan alrededor de 12 Kb. Este
fendmeno es interesante, debido a que esta cruza, proviene de una cepa parental HDA-4E
gue posee un tipo de teldmero homogéneo y corto. Estos resultados apuntan hacia un
fendmeno de intercambio de tipo de telémero, el cual debera de ser analizado en trabajos
posteriores, en donde aparte de analizar la longitud el repetido telomérico, se deberdn de
analizar el alargamiento o acortamiento de las secuencias asociadas a telémero, para
poder corroborar si ocurre un fendémeno similar al de S.cerevisease y poder definir el
telotipo de estas dobles mutantes en U.maydis.
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8.4.- Objetivo IV. Analizar la expresion de genes ku70, rad51 y rad52, determinar la
abundancia de transcritos en las parentales 521 y 518, en las mutantes haploides Trt1-1,
Trtl-2, Trt1-53 y HDA-1E, HDA-4E y en las dobles mutantes.

Aunque las imagenes anteriores sugerieron cambios sutiles en los patrones de restriccion,
posiblemente en las derivadas de la cruza trtl::hph X Ahdal HDA-1 y HDA-4 pudieran
existir cambios en el patron de expresion de algunos genes. Con el objeto de profundizar
el estudio se disefiaron y se mandaron a sintetizar oligonucleétidos especificos para genes
qgue de interés. El enfoque inicialmente fue dirigido a las enzimas involucradas en eventos
de recombinacién. Los oligonucledtidos fueron disefiados en base a la secuencia de DNA
de genes ortdlogos de distintos organismos eucariotas utilizando el paquete de programas
BLAST (U.S. National Library of Medicine, National Institutes of Health, Health & Human
Services) y el banco de datos publico del genoma de U. maydis http://pedant.helmholtz-
muenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method=analysis&Db=p3_t237631_Ust_m
aydi v2GB.

A continuacién se muestra la tabla, con las caracteristicas de los oligonucleétidos, fueron
disefiados con el programa Ape oligo editor, y analizados con el programa libre (oligo
analyzer). Es importante sefialar, que ninguno de estos genes analizados, presentan

intrones.
Tabla 20. Disefio de oligos, para los genes Rad51, Rad52, Rad50 y ku70.
Primers Secuencia ™ Amplicén Gen ID
R_— For5’CTCGCTTACCTCGCTTTATC3’ 53°C S o ref|XM_754344.1
Rev5’'CTTGCGTAGTGACAATCTCG3’ 53.4°C P
For5’AGACAAGCAGAATACCAACC3' 52.4°C
B2 Rev5'GTGACAATCTGGTGCGATTC3’ 54°C Loct it P 7SE e
For5’GGAAGCAAGAGGGTATTCTG3’ 52.8°C
S Rev5’CGTCATCGTAATGAGCAAAG3’ 51.5 °C 2elps AL EsAA

Se procedié a realizar pruebas, para corroborar que no presentaran alguna falla en el
diseio, que la TM (Temperatura melting), fuera la correcta o que no presentaran algunos
problemas, como amplificaciones inespecificas o formacidn de dimeros. A continuacién se
presenta el programa de amplificaciéon de estos genes y su posterior amplificacidn,
revelado en un gel de agarosa
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Imagen 19. Comprobacion de la especificidad de amplificacién (A). Programa de
amplificacion, (B). Gel de agarosa con amplicones especificos.

—

m Rad51 247 pb o %_
p “ Ku70 256 pb

Rad52 156 pb id

Como se observa en la imagen anterior, no presentaron amplificaciones inespecificas para
los genes de interés, por lo cual se realizé la extraccion de RNA, la sintesis de cDNA y se
realizaron los experimentos para analizar la abundancia de transcritos.

Se extrajo RNA de las dobles mutantes y de las parentales, al momento en el que el
cultivo, presentara una DO de entre 0.6 y 0.8 para poder obtener una cantidad suficiente
de RNA de interés. En las siguientes imagenes se observa la calidad del proceso de
extraccion de RNA.

Imagen 20. Extraccion de RNA de las WT (518,521), parentales (Trt1-53, HDA-1E y
HDA-4E) y dobles mutantes (MHT531 y MHT534).
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Se hicieron PCR semicuantitativos, con el objetivo de tener la misma cantidad de cDNA, en
cada reaccidn. Se realizaron amplificaciones con el gen constitutivo de actina, para hacer
ajustes de concentracidn, respecto a la secuencia de referencia. A continuacién se
muestran las amplificaciones realizadas con diferentes diluciones.

Imagen 21. PCR de diluciones de cDNA con oligonucle6tidos especificos de Actina, para
ajustar la misma cantidad de cDNA en cada reaccion (A). Dilucion 1 (1/2), (B). Dilucion 2 (1
— 6, 1/10), (7 - 8, (1/2), (9 — 11, 1/5), (C). Dilucién 3 (1 — 6, 9 — 11, 1/5), (7 — 8, 1/2),
“Dilucion de Trabajo”, (D). (1 —11, 1/5).

Dilucion 1: (1/2) Dilucién 2: (1/2)—((1/10),(1/2) y (1/5).

§C+C-123.4567891011 =
= Carriles: .1'2 3 456 7 8 91011

3—-4E
4-Trt1-53
5-Trti-1
6—Trti-2
7-531-1
8-531-2
9-534-1
10-534-4
11-534-6

C D
Dilucion 3: ((1/10),(1/2) y (1/5)-(1/5) Dilucidn 4: (1/5)—(1/10)
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Con base a los geles anteriores, se pude observar que presentan la misma intensidad de
banda a partir de la dilucién 3, por lo cual se decidié tomar esa como la dilucién de
trabajo. Se realizé una dilucidn mas para poder corroborar si no existia algin cambio, con
una dilucion mas. A partir de estos ensayos, se realizaron las PCR semicuantitativas para
los genes de interés, Rad51, Rad 52 y Ku70. A continuacidn se presentan los resultados
obtenidos para cada uno de estos genes.

Imagen 22. PCR de diluciones de cDNA con oligos especificos para Ku70, Rad51 y Rad52,
misma cantidad de cDNA en cada reaccion (A). Ku70 (B). Rad52, (C). Rad51.
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En base a los resultados anteriores observamos que no existen modificaciones en la
intensidad de banda, para los genes estudiados (Rad51, Rad52 y Ku70), por lo que
corresponde a lo esperado, en donde se sabe que no son genes inducibles. Sin embargo,
para el ensayo del gen Rad51, posiblemente estuviera presentandose una ligera cantidad
mayor de transcritos, debido a que se logré observar un ligero cambio en la intensidad de
la banda. Para lo cual se deben de realizar mas ensayos para poder concluir que existiera
un aumento en la cantidad de estos transcritos, por lo que por el momento, estos
resultados se podrian tomar como preliminares, de algo que debe de ser corroborado
para poder definir exactamente el telotipo de estas dobles mutantes.
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8.5.- Objetivo V. Analizar macro y microscépicamente si ocurre la formacion de
teliosporas en tejido de planta cuando se cruzan hda1AX trt-.

Debido a que en el proceso de infeccion maiz-U.maydis, el tipo de tejido de la planta de
maiz, su capacidad de crecimiento y desarrollo juegan un papel importante, y que en las
cruzas heterozigéticas de U. maydis trtl::hph X WT la velocidad de crecimiento de la
agalla es lenta y no se necrosa (datos no mostrados), nos enfocamos a tratar de establecer
un sistema para analizar el proceso infeccioso en tumores crecidos in vitro utilizando
como punto de partida los tumores de una cruza heterozigética y observar al microscopio.

Para el desarrollo de este experimento se utilizé la técnica de inoculacidn en plantulas de
maiz, con 5 dias de emergidas, como describe Puhalla (1968) o variantes de la misma en la
inoculacidn post emersién para cultivar callos en medios de cultivos a partir de explantes
de planta de maiz infectados con U.maydis. Inicialmente se llevd a cabo el ensayo,
creciendo los tumores en el invernadero. En la tabla 21 se muestra el resultado de
diferentes cruzas, con la estimacién de la infectividad que presentaban mediante cruces.

Tabla 21.Tabla de infeccién de cruzas en invernadero, para micropropagacion.

518x521 Trtl-2xTrtl-53 Trtl-1xTrtl1-53
Caracteristicas de , , ’
) ., Dias % Dias % Dias %
infeccion
Aparicion de
, 4+-1 62.5 4+-1 66.6 4+-1 43.7
sintomas
Agall
. gatas 8+-2 25 9+-2 20 9+-2 12.5
inmaduras
Agallas maduras
g 14+-2 62.5 15+-2 60 15+-2 12.5
Contenido de
telioesporas en 16+-2 [+ 0 0 0 0
agallas maduras
AR de 18+-2 0 15+-1 ~2 15+-1 ~]
nuevos tumores

Analizando la tabla de infeccidon, observamos, que las cruzas de Trt1-2/Trt1-53 y 518/521,
producen un buen porcentaje de agallas, las cuales, se trabajaron para micropropagacion.
Los explantes se sometieron a un proceso de desinfeccidn, con el objetivo de eliminar los
contaminantes presentes en el invernadero. Una vez desinfectados los explantes, se
sembraron en medio MS adicionado con hormonas vegetales, para inducir la formacion de
nuevos brotes. En las siguientes imagenes se muestran las macetas con plantas infectadas,
que contienen agallas, de donde fueron tomados los explantes para los ensayos de
micropropagacion.
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Se eligié este sistema debido a que la velocidad de crecimiento y persistencia de los
tumores de las cruzas heterocigotas de cepas trt+ X trt- pudieran ser cultivables, por lo
gue se hicieron explantes axenicos, para generar callos en medio MS.

Imagen 23. Macetas con plantas infectadas en el invernadero

:v ( B v

e -

trtl-1/trt1-53 trt1-2/trt1-53

Los explantes fueron cortados de manera transversal a la agalla, tratando de obtener
trozos de aproximadamente medio centimetro, estos explantes fueron colocados en el
medio MS de forma apical, para mantener el flujo ascendente de nutrientes hacia la
planta. Se cerraron parcialmente y se cubrieron totalmente con papel aluminio, se dejaron
en obscuridad y a temperatura ambiente de 2-3 dias, esto con el objetivo de no estresar
los explantes y pudieran desarrollarse perfectamente.

Imagen 24. Explantes desinfectados, sembrado en medio MS.

Al finalizar el tercer dia de incubacién dentro del Percival se observé un crecimiento
alrededor de los explantes de tumoraciones, pero el control negativo se mantuvo limpio.
A continuacidn se muestran las imdgenes de los explantes y el crecimiento microbiano
observado alrededor. Al observar al microscopio se identific6 un microorganismo con
todas las caracteristicas de U. maydis.
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Imagen 25. Explantes en medio MS, cubierto por el crecimiento de algiin microorganismo.

— wr——

518/521

Este crecimiento impidié la viabilidad de los explantes vegetales. Para descartar alguna

contaminacién que pudiera no haber sido eliminada durante el proceso de desinfeccion,
se repitid el experimento, agregando al medio MS hygromicina 150 ug/ml (Hyg), el cual es
un bacteriostatico y antifungico. Se tomaron explantes del invernadero y fueron
sometidos al proceso de desinfeccion. Una vez desinfectados, fueron sembrados en medio
MS adicionado con hygromicina (150 pg/ml), dejando los mismos tiempos y condiciones
de incubacién anteriores.

Al cabo del sexto dia de incubacién, se observéd nuevamente la formacién de un
crecimiento alrededor de los explantes, esta ocasion en menor cantidad. Pero de igual
forma, este crecimiento habia impedido el desarrollo del explante. En las siguientes
imagenes, se observa de nuevo el crecimiento alrededor de los explantes, el control
negativo continuo sin mostrar crecimiento.

Imagen 26. Explantes en medio MS con (Hyg), cubierto por el crecimiento de algin microorganismo.

e PR - =

=

trt1-1/trt1-53 § trt1-2/trt1-53 518/521

Al analizar al microscopio este crecimiento, permitié rastrear la fuente de contaminacién

que impidio el desarrollo del explante. De cada frasco se realizdé un analisis microscépico
in fresco, tomando muestra del crecimiento alrededor del explante. Después de visualizar
las muestras se encontraron esporidias de U.maydis. Las imagenes adquiridas de los frotes
in fresco se muestran a continuacién. Las imagenes fueron obtenidas en un microscopio
6ptico marca Nikon, modelo labophot-2, con un zoom de 40 x, acoplado a una camara
digital.
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Imagen 27. Imagenes tomadas al microscopio, del crecimiento presente alrededor y encima de los explantes
(A1-A3)- Trt1-1/Trt1-53, (B1-B3)- Trt1-2/Trt1-53, (C1-C3)- 518/521, (D1)-Control negativo.

e Trtl-1/Trt1-53

e Trtl-2/Trt1-53.

e 518/521

e Control.




Debido al lavado exhaustivo al que se sometieron los explantes, y al crecimiento de U.
maydis resistente a antibidticos que se presenta en forma pura. Descartamos que se
tratara de un agente de contaminacién externo o de alguno que se hubiese presentado
durante el proceso de desinfeccidén e inoculacién por el lavado al que se sometieron los
explantes, incluyendo el control en que no tuvo crecimiento. Es quiza posible atribuir este
efecto a la cantidad de esporidias sin aparear al momento de realizar la infecciéon en
planta; debido a que las esporidias de U.maydis pueden comportarse de manera saprofita,
posiblemente la cantidad de esporidias con la que fueron infectadas las plantas fue
demasiada, ocasionando que algunas de estas queden sin aparearse, provocando los
efectos adversos que observamos.

Para evitar el crecimiento de esporidias de U. maydis en los explantes, se decidié efectuar
la infeccién en plantulas de maiz axénicas, asi como efectuar la infeccion arriba del tallo y
realizar las cruzas con 100 pl de suspensiones 10° U.F.C/ml, para disminuir la posibilidad
dejar esporidias sin aparear. Adicionalmente se probd tomar explantes de hojas, debido a
la lejania del sitio de puncién, para evitar en lo posible la contaminacién con esporidias
gue quedaran adheridas a la plantula y que pudieran ser fuente de contaminacion.

e Generacidn de plantulas de maiz axénicas.

Se desinfectaron las semillas conforme al protocolo de desinfeccidon de semillas, descrito
en material y métodos, se colocaron en medio agar - agua y se cubrieron con papel
aluminio totalmente durante 3-4 dias, para su germinacion.

Imagen 28. Semillas de maiz sembradas en medio agar-agua, para su germinacion
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Después de la germinacion, las plantulas fueron trasplantaron a tubos de crecimiento, los
cuales contenian solucidon hidropdnica. Se dejaron crecer durante 5 dias mas y se
infectaron, con las cruzas anteriormente utilizadas.

Imagen 29. Plantulas de maiz, para infeccion en sistema hidropénico

Una vez obtenidas las agallas en hojas, fueron sometidas al proceso de desinfeccion de, y
se sembraron en medio MS por el envés, para mantener el flujo de nutrientes del medio
hacia en interior del explante. El medio fue adicionado con hygromicina 150 pg/ml. Los
explantes sembrados se muestran en la siguiente imagen.

Imagen 30. Hojas de maiz, con formacién de agallas, sembradas en medio MS(A)- Control negativo (Sin
infectar), (B)- 518/521, (C)- Trt1-1/Trt1-53, (D)- Trt1-2/Trt1-53, (E)- Control negativo (Sin infectar)

Los explantes de agallas de hoja de maiz murieron, con la condicién de Hyg 150ug/ul Para

evitar esta alta mortalidad se volvieron a usar agallas de tallo, cultivadas en condiciones
axénicas, pero con una cantidad de esporidias igual al ensayo anterior. Para este ensayo,
se decidid probar las siguientes cruzas, que se muestran en la tabla 23.

Tabla 22.Nuevas cruzas de U.maydis, para infeccion en sistema in vitro.

Cruza

518x521

518xHDA-1E

518xHDA-4E

521xTrt1-53
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Se decidié trabajar con estas cruzas, para obtener la formacidn de telioesporas dentro de
la planta y al mismo tiempo poder micropropagar callos de maiz infectados con estas
cepas, ya que la infeccién in planta de las cruzas heterocigotas WT X trt' no necrosa los
tejidos.

Se trabajé con 60 semillas de maiz MCS-200, las cuales fueron sometidas, por el proceso
de desinfeccién y posteriormente puesta en medio agar-agua para su germinacion. A los 3
dias incubadas en la obscuridad, las plantulas germinadas se transfirieron a solucién
hidropdnica para continuar con su crecimiento.

Imagen 31. Semillas de maiz sembradas en medio agar- Imagen 32. Semillas de maiz germinadas en medio
aaua. para st agerminacion agar-agua.

Después del 5 dia de crecimiento fueron infectadas, con forme a el protocolo de infeccidn
de plantas, con esporidias de cada una de las cepas. Se observé el desarrollo de estas.

Imagen 33. Plantulas de maiz, listas para la infeccion con U.maydis en un sistema in vitro.
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Se hiso la infeccidn de las plantulas y se obtuvieron agallas, las cuales posteriormente se
sometieron al proceso de desinfeccion de explantes. En las siguientes imagenes, se

muestran las agallas utilizadas, para la realizacion de este ensayo.

Imagen 34. Agallas formadas en sistema in vitro, (A)- 521xTrt1-53, (B)- 518xhdal-1E, (C)- 518xhdal-
4E, (D)- Tamafio de corte de explante para sembrar.

Una vez desinfectados los explantes, se cortaron en trozos de aproximadamente medio
centimetro sobre una superficie de vidrio estéril, y con material igualmente estéril, se
cortaron explantes de agallas presentes en el tallo y una pequefia parte de agallas de hoja
y se sembraron en medio MS, los explantes, se colocaron en una caja de crecimiento, que
se encontraba aislada del ambiente, y ubicada en una ventana que estuviera muy
iluminada por luz solar, esta caja de crecimiento presenta orificios, para poder dejar pasar
la luz durante el dia y asi simular, los fotoperiodos de luz y obscuridad (~12 h luzy 12 h
obscuridad), al mismo tiempo tener las condiciones naturales de dia y noche (~16 —
26°C). A continuaciéon se muestran las imagenes de la siembra de los explantes.
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Imagen 35. Explantes sembrados en medio MS (A)- 518xhdal-1E, (B)- 521xTrt1-53, (C)- 518xhdal-4E, (D)- Control
de esterilidad.

Se observd la evolucion de los explantes diariamente, es importante destacar que,
durante el periodo de desarrollo de estos explantes, se cerré totalmente el frasco en
donde se encontraban, tomando solo un tiempo diariamente, para abrirlos en la campana
y que pudiera existir una buena ventilacidon adentro del frasco y al explante.

Al término del 4 dia algunos explantes procedentes de agalla de hojas, se secaron, pero los
demas explantes se permanecieron en perfectas condiciones, Al término del 6 dia, se
observaron una serie de brotes en la parte superior de los explantes de la cruza 521/Trt1-
53 solamente, las imagenes se muestran a continuacion.
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Imagen 36. Desarrollo de explantes (A-C)- cruza 521xTrt1-53.

Como se observa en las imagenes anteriores, al 6 dia ya existia la formacion de brotes en
la parte superior del explante, y lo mds importante, es que no se encontraba contaminado
por algun agente externo, como los que se presentaron en los ensayos anteriores. Se
dejaron seguir creciendo, y al termino del 8 dia, se observé un crecimiento mayor en la
parte superior de los explantes, por encima de los nuevos brotes que se habian obtenido,
el cual inmediatamente se identific6 por siembra en placa, de una muestra del
crecimiento observado y se comprobd que este era U.maydis, en esta ocasion el
crecimiento no era alrededor de la planta y no se comportaba de manera patégena,
debido a que el nuevo brote continuaba con su crecimiento normal, mientras que el
hongo seguia creciendo solamente en la parte superior de la planta.

Esto es muy importante, debido a que ahora se tienen las evidencias suficientes, para
afirmar que no se estda comportando de manera patégena y que el hongo no proviene de
alguna contaminacién, o del exceso de esporidias en la planta al momento de la infeccidn,
sino que emergen del tejido interno de la planta, y se presentd solamente en los nuevos
brotes de los explantes y no en toda la planta, como se habia visto en los ensayos
anteriores. Y lo importante, es que no estd matando al explante, si no que crecen juntos,
como lo reportado en la literatura, en donde se tiene que las esporidias apareadas
desarrollando una relacion mutualista con el hospedero, en este caso en particular con
A.thaliana, y en este trabajo posiblemente con maiz. Sin duda alguna, faltan realizar una
serie es experimentos, y determinar si crece la cepa silvestre o la mutante para poder
corroborar esta teoria.
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Estas observaciones muestran que crecen esporidias y esto nos estd indicando dos
posibilidades: 1.-Que dentro de la planta el hongo continte proliferando como esporidia,
e invada tejidos aun a una distancia relativamente grande desde el sitio de punciéon (~ 5-
10 cm), y que coexista con la fase miceliar la cual haya provocado el desarrollo del tumor
bajo esas condiciones. 2.- Que las esporidias sean incapaces de aparearse (improbable por
experimentos previos de obtencién de progenie) y generen tumores (improbable por
trabajos descritos en la literatura.

En las siguientes imdagenes, se observa el desarrollo del hongo, el cual se menciond
anteriormente.

Imagen 37. Desarrollo brotes junto con el hongo en los explantes (A-F)- cruza 521xtrt1-53.

Los explantes y sus brotes, fueron fijados en solucién fijadora para hongos, y se
almacenaron, en refrigeracidon para posteriormente realizar ensayos de microscopia y
poder esclarecer las posibles teorias del fendmeno que estd ocurriendo dentro de la
planta y que esta provocando el crecimiento del explante y al mismo tiempo del hongo.
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Se tomaron muestras de estos crecimientos y se sembraron en placas con medio yeps,
posteriormente, se observaron al microscopio y no se encontré alguna contaminacion,
como previamente se ha mencionado. En las siguientes imagenes, se observan las
telioesporas observadas al microscopio.

Imagen 38. Esporidias observadas al microscopio de la cruza 521xtrt1-53.

9.- Conclusiones.

Con base en los resultados presentados en este trabajo se pueden concluir algunas cosas
derivadas de cada objetivo. Tenemos para el objetivo 1, que se presentaron eventos de
haploinsuficiencia en cruzas heterocigotas de las mutantes hdal de U.maydis, pero no
representaron un riesgo de consideracion para el desarrollo de este trabajo, debido a que
el porcentaje de infeccion se vio reducido en ~50%, lo cual dio viabilidad al proyecto y
dejando informacion valiosa para futuros ensayos similares al realizado en este trabajo.
Para el objetivo 2 se logré obtener dobles mutantes trtl::hdalA, las cuales presentaron
velocidades de crecimiento muy interesantes, debido a que existe diferencia significativa
respecto a las parentales y el fenotipo de estas mutantes fue distinto a las cepas WT como
ya se describid anteriormente. En el objetivo 3 se obtuvieron resultados bastante
interesantes respecto al tipo de teldmero que estas mutantes estan presentando y el
cambio en estos, que aparentemente estd ocurriendo conforme al paso de las
generaciones, este fendmeno de intercambio de tipo de telémero es interesante podria
ser la base para continuar con la linea de investigacion. En el objetivo 4 se obtuvieron
resultados pre liminares que fueron bastante interesantes, debido a que posiblemente
exista un aumento en la cantidad de trancritos para Rad51, dejando abierta la posibilidad,
de que exista algo similar al modelo de S.cerevissiase y aunado a los resultados del
objetivo 3, se pueda definir el telotipo en estas mutantes de U. maydis, para lo cual es
necesario realizar ensayos mas sensibles para poder corroborar esta posibilidad. Por
ultimo para el objetivo 5 se obtuvieron datos verdaderamente interesantes, debido a que
abre la posibilidad de poder realizar cultivo de tejidos infectados con U. maydis de forma
in-vitro, lo cual representaria un tema de interés comercial, debido a la importancia de
este hongo a nivel cientifico y econdmico, aunado a que falto realizar ensayos de

59



microscopia y poder obtener mayor informacion acerca de estos resultados, queda como
antecedente para investigaciones futuras.

Como conclusidon general podemos decir que se logré obtener dobles mutantes
telomerasa negativa e histonodesacetilaza negativa, las cuales nos permitié generar un
primer acercamiento hacia las vias ALT de mantenimiento de los telomeros en estas
mutantes, dando la pauta para trabajos posteriores a este y poder esclarecer
perfectamente los mecanismos involucrados en las vias ALT. Al mismo tiempo, se sentaron
las bases para el posible desarrollo de cultivos in vitro de explantes vegetales y su
desarrollo con U.maydis de forma in-vitro. Debido a que por el momento, no se sabemos
con exactitud si hay crecimiento de tejido vegetal, o del explante en si.

10.- Perspectivas

e Corroborar los efectos observados de la estructura telomerica en estos
primeros resultados, por hibridacion y gRT-PCR

e Esclarecer los mecanismos de mantenimiento de los telomeros en las dobles
mutantes.

e Definir el telotipo de las dobles mutantes en U.mayadis.

e Corroborar mediante microscopia, si existe crecimiento de tejido vegetal o del
explante.
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12.- Anexos.
Calidad de DNA de dobles mutantes a 0, 50 y 100 generaciones.

e 1E/Trt1-53.

260nm 280nm 260/280 506 260 nm 280nm 260/280 1006 260 nm 280nm 260/280

170 083 185 1 2165 1.022 205 1 530 320 136
130 072 180 2 578 340 199 2 1.288 B41 200
197 105 187 3 1370 £76 202 3 502 261 192
245 134 18 4 368 188 195 4 260 1.287 202
080 044 181 6 1737 852 203 6 2541 1.26% 200

e A4E/Trt1-53.

260nm 280nm 260/280 506 260 nm 280nm 260/280 100G 260 nm 280nm 260/280

622 322 193 1 1215 £01 2.02 1 a2 370 155
315 169 1.86 2 1270 620 2.04 2 2335 1137 205
317 A7 1.85 3 0620 3n 199 3 2254 1116 205
268 148 1.81 4 0.650 333 195 4 413 21 195
559 284 1.96 7 1171 584 2.00 7 £51 330 197

Digestiones de DNA de dobles mutantes, con la enzima Pst1.

e Tiempo 0.

1E/Trt1-53 Buffer O Pstl DNA (15upg) H,0 Vf-200 pL
1 20 1.5 4.82 173.68 200
2 20 1.5 452 168.98 200
3 20 15 9.46 169.04 200
4 20 1.5 11.19 167.31 200
7 20 1.5 5.36 173.14 200
4E/Trt1-53  Buffer O Pstl DNA (15ug) H,0 Vf -200 pl
1 20 1.5 17.04 161.46 200
2 20 1.5 23.07 155.43 200
3 20 1.5 15.22 163.68 200
4 20 1.5 12.24 166.26 200
6 20 1.5 37.5 141.00 200 65



e Generacion 50.

1E/Trt1-53 Buffer O Pstl DNA (15ug) H,0 Vf-200 pL

1 20 1.5 2.46 176.04 200
2 20 1.5 2.36 176.14 200
3 20 15 4.83 173.67 200
4 20 15 461 173.89 200
7 20 1.5 2.56 175.94 200
4E/Trt1-53 Buffer O Pstl DNA (15ug) H,0 Vf-200 pL
1 20 1.5 1.42 177.08 200
2 20 1.5 4.42 182.92 200
3 20 15 2.18 180.68 200
4 20 15 8.15 170.05 200
6 20 15 1.72 176.78 200

e Generacion 100.

1E/Trt1-53  Buffer O Pstl  DNA (15ug) H,0 Vf -200 pL
1 20 1.5 4,15 174.35 200
2 20 1.5 1.28 177.22 200
3 20 1.5 1.30 177.2 200
4 20 1.5 7.26 171.24 200
7 20 1.5 4.65 173.85 200
4E/Trt1-53  Buffer O Pstl  DNA (15ug) H,0 Vf -200 pL
1 20 i 11 4.76 173.74 200
2 20 1.5 2.32 176.18 200
3 20 1.5 5.97 172.53 200
4 20 1.5 1.15 177.35 200
6 20 1.5 1.18 177.32 200

¢ Digestiones DNA cepas parentales.

4E/Trt1-53  Buffer O Pstl1  DNA (15ug) H,0 Vf-200 pL

518 20 15 2.27 176.23 200
521 20 1.5 2.29 176.21 200
1E 20 1.5 5.36 173.14 200
4E 20 15 17.85 160.65 200
Trt1-53 20 1.5 6.451 172.04 200
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Concentracion de DNA de cepas parentales.

Cepa
521
518

1E
4E

Trtl-53

260 nm Hg/uL
1.319 6.595
1.307 6.535
0.559 2.795
0.168 0.84
0.465 2.325

e Concentracion de DNA de dobles mutantes a 50 y 100 G (Generaciones).

1E/Trt1-53 (ug/uL)
1 311
2 1.575
3 1.585
4 134
7 2,795

TO

4E/Trt1-53 (ug/uL)
1 .88
2 .65
3 .985
4 1225
6 4

1E/Trt1-53 (ug/uL)

1

2

3

6.035

6.35

3.1

3.25

5.85

506G

4E/Trt1-53 (ug/uL)

1 10.52
2 3.39
3 6.85
4 1.84
6 8.68

1E/Trt1-53 (ug/uL)

1

2

3

3.61

11.675

11.47

2.065

3.255

100G

4E/Trt1-53 (ug/uL)

1

2

3

67

3.15

6.44

2.51

13

12.705



