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Resumen

Ustilago maydis es un hongo fitopatégeno estudiado ampliamente con diversos enfoques como
patogenicidad, dimorfismo, sefializacién molecular, control del ciclo celular, biorremediacion,
metabolismo de RNA, recombinacion y reparacion de DNA, también se perfila como modelo
para el estudio del metabolismo del telémero. La cepa PGA2.1 fue caracterizada previamente
en el grupo de Microbiologia Molecular y Celular (CICM-ICUAP) y se diferencia de otras cepas
por la baja cantidad de elementos asociados al telomero UTASa, los cuales son secuencias
moderadamente repetidas tipo a muy conservadas.

El presente estudio se enfoca en la identificacion y analisis de las secuencias de DNA que
componen los extremos cromosomales en la cepa patogénica PGA 2.1 de Ustilago maydis,
porque son cruciales para la estabilidad gendmica. Mediante el uso de técnicas de
secuenciacién de nueva generacion (NGS) se han identificado las secuencias teloméricas y las
secuencias de las regiones subteloméricas, asi como otros elementos que forman parte de esta
estructura cromosomal en diferentes organismos. Para consolidar el trabajo se obtuvieron las
secuencias del genoma de U. maydis cepas 521, PGA 2.1y la mutante PGA2.1trt1-1, las cuales
se analizaron para determinar la longitud telomérica y localizar los elementos de la regién
subtelomérica de sus cromosomas. Los resultados respecto a los ensambles realizados en las
cepas de estudio han permitido reconstruir parcialmente la estructura de los extremos
cromosomales y revelar su organizacion y su importancia funcional en trans de estas mismas.
Los hallazgos en relacién a la variabilidad en la longitud de los telomeros en las cepas, asi como
el mosaicismo genético que se presenta en las regiones cercanas a los extremos teloméricos
presentados y la variabilidad de la distribucién de secuencias UTASa, UTASb y rumT en las
cepas, aqui tienen implicaciones significativas para la comprension de la biologia y la estructura
de los extremos cromosomales de U. maydis. Ademas, ofrecen una base para investigaciones
futuras sobre la dindmica gendmica en hongos patégenos y la evolucién de sus extremos
cromosomales.

Palabras clave: Ustilago maydis, extremos cromosomales, secuenciacion de nueva generacion,
elementos teloméricos, organizacion de extremos cromosomales



l.-Introduccion

Existen estructuras especializadas llamadas telomeros que se encuentran en los extremos de
los cromosomas y desempefian un papel fundamental en la integridad y estabilidad del material
genético. Los telémeros actian como "tapones" protectores, evitando la pérdida de secuencias
esenciales de acido desoxirribonucleico (DNA) en los extremos de los cromosomas. Esto
previene la fusién entre cromosomas y la degradacion del DNA dafiado (Blackburn, 1994;
Greider, 1991).

Ademas de su funcién en el mantenimiento de la integridad cromosémica, los telémeros estan
implicados en procesos clave como la replicacién del DNA y el desencadenamiento del
envejecimiento celular. Esto esta relacionado con el “problema de la replicacién del extremo
final de los cromosomas”, ya que a medida que las células se dividen, los teldmeros se acortan,
lo que esta relacionado con el envejecimiento y la senescencia celular (Harley 1990; Blackburn,
1994; Zakian, 1996; Olovnokov, 1972).

Las células eucariotas dependen de los telomeros para mantener la estabilidad y la
funcionalidad de los cromosomas, ya que proporcionan una via para la replicaciéon precisa y
completa de los extremos de los cromosomas. Los telémeros son estructuras nucleoproteicas
esenciales que participan también en la correcta segregacion de la informacion genética durante
la divisién celular y para preservar la estructura carioldgica caracteristica de cada especie. Estos
mismos evitan la activacion de la maquinaria de respuesta al dafio en el DNA, conocida como
rotura de doble hebra (DDR) (d'Adda di Fagagna et al., 2003; Grenon et al., 2001)

[.1 Telémeros
Estructura de los extremos cromosomales

Los teldmeros consisten en DNA telomérico, proteinas especificas y acido ribonucleico (RNA)
telomérico (Azzalin & Lingner, 2015). Los extremos cromosomales constan de dos dominios
constituidos por secuencias repetidas de diferente complejidad como se presenta en la figural,
asi como las diferentes proteinas que se unen a estos dominios, denominadas proteinas del
telosoma, o también conocida como shelterina en eucariotes vertebrados (McEachern, et al
2000; Pryde & Louis, 1997; Flint et al., 1997; De Lange, 2018).

Secuencias Asociadas al
Telémero (TAS)

DNA moderadamente repetido Repetido telomérico
| A
|

Enz. Gltimo sitio De cadena doble De cadena sencilla
de restriccion
oh

| | | )




Figura. 1.- La region que se encuentra en el borde fisico de los cromosomas se denomina dominio del repetido
telomérico, y la region inmediatamente contigua del lado centrémero proximal se denomina secuencias
asociadas al telémero o TAS. (McEachern, et al 2000; Pryde & Louis, 1997; Flint et al., 1997).

[.1.1 EI DNA telomérico

El DNA telomérico consta de motivos de secuencias repetidas en tandem, a menudo cortas,
gue normalmente contienen grupos de tres o cuatro guaninas (Schrumpfova et al., 2020). Estas
repeticiones teloméricas son agregadas por la enzima telomerasa, un complejo de
ribonucleoproteina que consta de una subunidad similar a la transcriptasa inversa (TERT) y una
subunidad de RNA (TER) que contiene la plantilla para la repeticion de DNA telomérico
(Schrumpfova et al., 2020; Peska et al., 2021). La hebra rica en guanina (G) se extiende en la
direccién 3', formando un saliente monocatenario que actia como sustrato para el alargamiento
mediado por telomerasa. In vitro, estas hebras simples teloméricas ricas en G pueden plegarse
en estructuras cuadruples de DNA tipo Hoogsteen (Brazda el al., 2014), que son comunes en
todos los organismos y pueden modular la actividad de la telomerasa en algunos organismos
(Takahama et al., 2013; Jansson et al., 2019). También se pliegan sobre otras regiones del
repetido telomérico, lo invaden y forman media estructura de Holliday y el asa T, o simplemente
permiten el plegado del telémero sobre si mismo (de Lange 2018, y de Bruin et al., 2000).

I.1.2 Proteinas especificas del telémero y RNA telomérico

En mamiferos, las proteinas de unién al telémero son un complejo de 6 proteinas denominado
telosoma o shelterina; estas son TRF1(Telomeric repeat binding factor 1) y TRF2 (Telomeric
repeat binding factor 2) las cuales reconocen exclusivamente al DNA telomérico de doble
cadena; estas a su vez interactian con RAP1 (Represor/activator protein 1), y TIN2 (T RF1
interacting protein 1) (de Lange, 2018). Por su parte POT1 (Protection of telomeres 1) (Palm &
de Lange, 2008) solo reconoce a csDNA rico en G, y TPP1 (TINT1/P IP1/PTOP 1) se une a ella
para asociarse a las proteinas de union al DNA telomérico de doble cadena, formando un
complejo protector (de Lange, 2018). La proteina TRF2 es una de las proteinas mas importantes
en la formacién del bucle -T y, al igual que TRF1, interviene en la estabilizacién de dicha
estructura (de Lange, 2005).

En el teldbmero de eucariotes superiores también hay tramos de cromatina histénica. Algunas
proteinas de proteccion del DNA también interactian con el extremo cromosomal, entre las que
se han reportado el complejo MRX/MRN, las helicasas WRB, BLN y el heterodimero Ku70/Ku80
(d’Adda di Fagagna et al., 2003; Singh et al., 2012)

Los complejos de unidn a telébmero generan un ambiente que impone la represion transcripcional
gue afecta las secuencias teloméricas y se extiende a las cercanas al telémero, en un fenémeno
conocido como efecto de posicion telomérica TPE (Stavenhagen & Zakian, 1994). Por ello se
pensaba que los finales de los cromosomas no se transcribian; sin embargo, desde hace mas
de una década se demostrd que tanto el telomero como las TAS se transcriben en familias de
IncRNAs que incluyen a TERRA y el RNA anti sentido ARIA, asi como a dos RNA
subteloméricos complementarios denominados ARRET y a-ARRET también a SubTERRA,
INRNA-TARE (Greenwood & Cooper, 2012, Bah et al., 2012). Estos transcritos cuya funcion
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comienza a dilucidarse conforman el transcriptoma telomérico (Kwapisz & Morillon, 2020). Los
transcritos de la regidon telomérica se han encontrado formando parte del complejo
nucleoproteico del teldbmero en organismos que van desde levaduras hasta mamiferos. Los
indicios mas recientes apuntan a la participacion de estos transcritos en el mantenimiento de la
funcién telomérica, en el silenciamiento transcripcional y a la regulacion del ciclo celular.

TERRA es un RNA heterogéneo cuya alteracion en la cantidad de transcripcion conduce a
anormalidades teloméricas (Azzalin & Lingner, 2015). Acerca del mecanismo de transcripcion y
su regulacidon poco se sabe. En Schizosaccharomyces pombe la hebra telomérica rica en
citocina (C) proporciona la plantilla para la transcripcién de TERRA a partir de las regiones
subteloméricas (Azzalin & Lingner, 2015). En el estudio de Nergadze et al. (2009) se identificd
que en humanos las islas CpG que se encuentran en los extremos cromosomales promueven
la transcripcién de moléculas TERRA, esto ocurre mediante las islas de CpG que se encuentran
rio arriba de los sitios de inicio de transcripcion de TERRA en los extremos cromosomales estas
islas actian como promotores y se unen a RNA polimerasa |l activa in vivo.

[.1.3 Regiéon subtelomérica

Las regiones subteloméricas son regiones que tienen diferentes funciones, terminan el
mantenimiento de los teldmeros, la formacion de grupos teloméricos, la regulacion del estado
de la cromatina, la estabilidad cromosomica y la producciéon de una variedad de transcritos
(Kwapisz & Morillon, 2020).

Adyacente al repetido telomérico se encuentra la region subtelomérica, la cual es
extraordinariamente compleja, en S. cerevisiae las regiones subteloméricas son un mosaico de
duplicaciones segmentarias y variaciones estructurales que varian de un telomero a otro (Chan
etal., 1983; Louis & Haber., 1992 ), estas regiones se pueden dividir en dos dominios: la primera
es una region proximal del teldmero que se encuentrainmediatamente adyacente y se denomina
TAS (secuencias asociadas al telomero), la segunda es la region telomérica distal que es
centrémero proximal (Pryde & Louis, 1997).

Como parte de las secuencias asociadas al telémero podemos encontrar algunos marcos de
lectura, genes o restos de ellos; generalmente hacia el extremo centromero proximal de las TAS
se encuentran algunos genes denominados de contingencia cuya funcién es dispensable, que
proporciona ventaja al organismo que los posee pues pueden servir en ambientes abruptamente
cambiantes (Louis et al., 1994; Barry et al., 2003; Kwapisz & Morillon, 2020).

En S. cerevisiae existen dos elementos repetidos mayoritarios (X, Y’), como en la mayor parte
de las regiones subteloméricas: el elemento Y’ el cual se encuentra conservado y adyacente a
los repetidos teloméricos, puede estar presente hasta cuatro veces o no estar presente, y el
elemento X es una secuencia menos conservada, presenta diversos tamarfos, este elemento
tiene un parte central con una longitud aproximadamente de 475 pb (Chan et al.,1983; Louis &
Haber 1992; Louis, 1995).

En Ustilago maydis, nuestro modelo de estudio las secuencias asociadas al telomero también
son mayoritariamente dos: UTASa y UTASb (Ustilago Telomere Associate Sequence) estos
elementos repetidos de la region subtelomérica, son estructuralmente similares a los elementos

9



Y y X’ que se encuentran en S. cerevisiae. En U. maydis como se menciond anteriormente se
han encontrado dos tipos principales de UTAS: UTASa el cual se esta altamente conservado
en la secuencia de nucledtidos, este se encuentra en los extremos cromosémicos y puede estar
en algunos cromosomas, pero no en todos, codifica un marco de lectura para una helicasa
relacionada con la familia de las RecQ helicasas, el otro elemento hallado es UTASD el cual
esta menos conservado y presente en todos los cromosomas. Tanto UTASa como UTASb
contienen una region comun de unos 300 pb situada inmediatamente al lado de las repeticiones
de los telomeros que también se encuentran intercaladas en el genoma (Sanchez-Alonso &
Guzman, 1998).

I.1.4 Genes de contingencia.

En algunos eucariotas como S. cerevisiae, S. pombe, y P. falciparum, se han encontrado genes
gue se encuentran codificados cercanos a regiones subteloméricas proximales (Denayrolles et
al., 1997; Ness & Aigle, 1995), estos genes, conocidos como genes de contingencia no son
esenciales, pero aportan caracteristicas especificas que les confieren ventajas en ambientes
que cambian abruptamente. En P. falciparum y Trypanosoma brucei la localizacion de los genes
var (variacion antigénica) en las regiones subteloméricas permite la evasion de la respuesta
inmune a través de la expresién monoalélica de algiin miembro de esta familia génica. Aunque
el control de los cambios en la expresidn transcripcional de estos genes de contingencia no se
ha comprendido completamente; eventos de recombinacion ectépica de genes silenciosos a
sitios de expresion activa le permite la variaciéon en la expresion de la proteina antigénica y
evasion de la respuesta inmune (Deitsch et al., 1997; Henderson et al., 1999; Barry et al., 2003).
Existen algunos genes de contingencia de S. cerevisiae localizados en la regién subtelomérica
que se encargan del catabolismo del aziicar (Henderson et al., 1999; Kwapisz & Morillon, 2020).

[.2 Mantenimiento del extremo cromosomal

La telomerasa es un complejo de multiples subunidades en la que destacan dos componentes
centrales: una subunidad proteica que tiene la funcion catalitica de transcriptasa reversa
especializada en la sintesis de telomeros denominada TERT y una subunidad de RNA (TER)
gue porta el molde para la sintesis de los mismos. Estos componentes forman el centro catalitico
de la enzima, los sustratos que utiliza en su reaccién son: desoxinucleétido 5'-trifosfatos vy el
extremo 3' de cadena sencilla del telomero (en las pruebas in vitro es el DNA que contiene la
secuencia correspondiente a las repeticiones teloméricas de los cromosomas), la telomerasa
es capaz de adicionar varios repetidos teloméricos durante un solo ciclo de unién al sustrato
(Kelleher et al., 2002) como se muestra en la figura 2 (Zvereva et al.,2010).
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Figura 2.-El ciclo de reaccion de la telomerasa in vitro se compone de varias etapas. En esta figura, podemos ver dos partes
clave: TERT, que es la parte de la telomerasa responsable de catalizar la reaccién (se muestra en gris). El circulo sefiala el
lugar donde se une TER, que es una parte del ARN de la telomerasa que actia como una especie de plantilla (se muestra
como un rectangulo gris). Las etapas se indican en recuadros: En la primera etapa, la enzima no se une al cebador, en la
segunda etapa, se inicia un emparejamiento, en la tercera etapa, ocurre el alargamiento, por Gltimo, en la cuarta etapa, se
termina la sintesis de una sola repeticion telomérica. Las flechas punteadas indican posibles procesos de disociacion del
cebador durante el funcionamiento de la enzima. Tomado de Zvereva et al. (2010).

Durante el proceso de extension de los telébmeros, la telomerasa utiliza repetidamente la region
templete dentro de su fraccion de RNA como molde para la sintesis de DNA, esto requiere una
reaccion ciclica. Aunque los mecanismos que impulsan este ciclo de reacciéon no se conocen
del todo, esta claro que los cambios en las propiedades bioquimicas de la telomerasa durante
el ciclo de reaccion se producen en las transiciones entre los diferentes estados, los cambios
mas evidentes son aquellos en los cuales se debe alcanzar el limite 5’ de la plantilla, que
completa una ronda de adicién del repetido telomérico (Hammond & Cech, 1998).

Existen procesos de translocacién en la via de la telomerasa en experimentos in vitro; el proceso
tipo | es la capacidad de la telomerasa para la translocacién diplex de RNA-DNA en el centro
activo después de cada adicion de nucleétidos en la etapa de elongacion, el proceso tipo Il es
la capacidad de la telomerasa para la translocacion relativa del cebador DNA unido después de
la adiciobn de una repeticion telomérica, después de lo cual el cebador de nuevo tiene la
capacidad de realizar alargamiento (Zvereva et al., 2010).

La telomerasa no es el Unico mecanismo que puede mantener el DNA telomérico mediante
transcripcién reversa. En Drosophila, la transposicién de retrotransposones especificos de los
telémeros es la via principal para el mantenimiento de los telémeros (Biessmann et al., 1990).

[.2.1 Vias alternativas.
En organismos que normalmente dependen de la telomerasa, también existen mecanismos de
mantenimiento de los telomeros independientes de ella (Lundblad & Blackburn, 1993).

Cuando S. cerevisiae carece del gen que codifica para alguno de los componentes centrales de
la telomerasa, la mayoria de las células muere, debido al arresto celular producido por el
acortamiento critico del telémero (Lundblad & Szostak,1989; Lundblad & Blackburn, 1993), sin
embargo, entre la poblacién de células en crisis surgen algunos supervivientes con relativa
frecuencia. En la mutante est2 de S. cerevisiae, se identificaron supervivientes que surgian
después de aproximadamente 50 a 100 generaciones. Con base a este estudio se demostro
que el alargamiento del extremo cromosomal puede ocurrir independiente de la actividad de
telomerasa, y que la recombinacion telémero-telomero es una via de derivacion eficiente para
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el mantenimiento de los extremos cromosomales, que presentan una tasa de crecimiento menor
al de las células de las cepas de tipo silvestre (Lundblad & Blackburn, 1993).

También se han descrito dos mecanismos independientes de telomerasa para el mantenimiento
de telébmeros en S. pombe: el primero es mediante la amplificacion de sus repeticiones TA,
probablemente por recombinacion, el segundo es a través de la pérdida tanto de TA (secuencias
asociadas al telomero) como del DNA telomérico seguido de fusiones de extremo a extremo
para generar cromosomas circulares (Nakamura et al., 1998).

Il.- Antecedentes

U. maydis es dimorfico, y heterotalico; su sistema de apareamiento es tetrapolar, controlado por
dos loci de apareamiento no ligados genéticamente.

Durante la infeccion, U. maydis experimenta un cambio en su patrén de crecimiento de un
estado levaduriforme a un estado filamentoso el cual es desencadenado por la interaccion de
las moléculas ferorhormona/receptor del apareamiento a, completada posteriormente por la
interaccion exitosa de los péptidos bE y bW codificados por los locus b del tipo de apareamiento
que heterodimerizan cuando los apareantes son compatibles. El proceso de transicion es
crucialmente dependiente de la actividad del heterodimero bE/bW, y se ha demostrado de
manera concluyente que la sobreexpresion del complejo bE/bW en células haploides es
suficiente para inducir el crecimiento filamentoso. Los sintomas mas distintivos de la
enfermedad son los tumores en las partes aéreas de la planta, que resultan de las alteraciones
en el crecimiento de los tejidos de estas (Hartmann et al., 1996; Brachmann et al., 2001; Matei
& Doehlemann, 2016).

En las figuras 3 y 4 se muestran tumores producidos por U. maydis en la mazorca del maiz
(izquierda) y los granos del maiz deformados por la invasién del hongo (derecha).

Figura 3.-Imagen Mazorca de maiz con tumores Figura 4.- Imagen Tumores de
de Ustilago maydis. Ustilago maydis.
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El tamafio del genoma haploide de U. maydis es de ~20Mb, organizado en 23 cromosomas y
contiene 6522 genes (Kamper et al., 2006). Este tamafio y nimero de cromosomas es posible
analizar en geles de campos pulsados, el cariotipo puede ser teflidos con bromuro de etidio, o
se puede usar sondas para la localizaciéon de genes en autorradiografia.

Los extremos cromosomales de U. maydis al igual que en otros organismos, marcan los limites
de cada uno de los elementos de ligamiento génico, es decir los cromosomas, estos estan
constituidos por repetidos de la secuencia TTAGGG, arreglados en tandem formando tramos
de un tamafio promedio de 37 a 39 repetidos teloméricos (Guzman & Sanchez,1994;Sanchez-
Alonso et al., 1996), aunque recientemente se ha propuesto una cifra mayor de repetidos (Yu et
al., 2020).Hacia el extremo centromero proximal de la regién telomérica se encuentran dos tipos
de elementos estructurales asociados al telémero, previamente denominados UTASa y UTASb
(Sanchez-Alonso & Guzman, 1998).

En S. cerevisiae, se ha visto que los elementos Y’ sobre los diferentes cromosomas ademas de
ser polimérficos también pueden ser dispensables sobre algunos de ellos (Tham & Zakian,
2002). Esto es importante debido al estudio que puede hacerse en cepas con diferente nimero
de repetidos de TAS en cepas de otros organismos, como en U. maydis.

Después de un estudio extenso sobre la estructura del extremo cromosomal de cepas nativas
de U. maydis, se identificé una cepa que tiene un nimero limitado de copias de UTASa
caracterizada como PGAZ2.1, esta cepa contiene baja cantidad de USHER., Se ha mostrado un
gran interés en identificar las secuencias de DNA que estructuran los elementos esenciales en
cis de los cromosomas, asi como el arreglo que tienen; de los telomeros de este hongo, aun se
tienen que analizar, los elementos presentes en los extremos cromosomales.

En la figura 5 se muestran en los paneles de la izquierda y medio los patrones de hibridacion
de las secuencias rumT y UTASa utilizando las sondas rumT y UT4-a (fragmento de UTASa).
El DNA total de varias cepas de Ustilago maydis fue digerido con Pstl y resuelto por
electroforesis en agarosa 0.8% en TBE. El DNA fue transferido a Nylon y sometido a hibridacion.
En el recuadro rojo se muestra que PGA2.1 presenta un bajo nimero de copias UTASa. En el
panel de la derecha se muestra el cariotipo electroforético de dos de las cepas aqui estudiadas
(521 y PGA2.1) asi como una tercera (12) no incluida en este estudio.

I A I S IO I O T
s FFFFFFETIEEE 0 o

No se muestra k escala

Sonda rumT UT4-a 13

Figura 5.- Cromosomas de la Cepa (PGA 2.1) de U. maydis en la electroforesis.



Il.- Justificacion

La identificacion y analisis de los elementos genéticos presentes en las secuencias
subteloméricas de U. maydis silvestre y carente de actividad telomerasa serian de gran utilidad
para comprender los mecanismos alternativos de mantenimiento del extremo cromosomal, asi
como la importancia de sus secuencias asociadas al teldmero bajo estrés replicativo.

IV.- Hipotesis

El estudio de la estructura de las TAS en cepas con alto y bajo nimero de copias de estos
elementos subteloméricos permite conocer el arreglo de secuencias en el extremo cromosomal
de U. maydis.

V.- Objetivo general

Identificacion de las secuencias del extremo cromosomal de U. maydis cepa PGA 2.1 y analisis
de su arreglo.

V.1 Objetivos especificos

1. Obtener las secuencias del genoma de U. maydis 521, PGA2.1 y su derivada
superviviente telomerasa-negativa mediante el uso de una plataforma de secuenciacion tercera
generacion.

2. Ensamblar los genomas de las cepas U. maydis 521, PGA2.1 y su derivada
superviviente telomerasa-negativa.

3. Analizar las secuencias de los extremos cromosomales, y elucidar del arreglo de las
secuencias moderadamente repetidas asociadas al telémero (TAS) encontradas.
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VI.- Esquema de trabajo

En el siguiente esquema se muestran las etapas de trabajo del presente proyecto. Inicialmente
se realizo el cultivo de las cepas para extraer el DNA total, el cual se envié a secuenciar con
tecnologia PacBio. Posteriormente se evaluaron las lecturas obtenidas para realizar el
ensamble y luego analizar los datos obtenidos del mismo.

Secuenciacion
Cultivo U. maydis Extraccion DNA PacBio SEQUEL

Protoplastos PacBio SMRTIink
PGA 2.1 version 5.1.0.26412

I Verificar la calidad Obtencion de

Ensamble de los reads lecturas largas

Busqueda y analisis de genes
cercanos a regiones

Analisis

Busqueda y analisis de
secuencias teloméricas.

Scaffolding '

Busqueda y analisis de

secuencias subteloméricas.

Figura 6.-Esquema de trabajo para la obtencién de la secuencia de tres genomas y el andlisis
de los extremos cromosomales.
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VII.- Materiales y métodos

VII.1 Materiales

Las cepas de U. maydis utilizadas en este trabajo fueron 521 (al, b1l) donada por el Dr. W.K.
Holloman (Department of Microbiology y Immunology, Cornell University Weill Medical College,
NY, USA), PGA2.1 un aislado silvestre de la coleccion del laboratorio de Microbiologia Molecular
y Celular (MMC) vy, su derivada telomerasa negativa, PGAtrtl-4, obtenida en el laboratorio
CICM-MMC-ICUAP por el grupo de trabajo.

Las cepas de U. maydis se crecieron en medio YEPS (1% extracto de levadura, 2% peptona,
2% sacarosa) y agar PDA, en condiciones de temperatura de crecimiento entre 28 - 30 °C; se
tomd un indculo de una placa de cultivo fresco y posteriormente fue cultivado en matraces con
aeracion a 120 rpm.

VII.2 Métodos

VII.2.1 Secuenciacién y ensamble

Tres cepas de U. maydis 521 (al, bl), PGA2.1 (a2, bx) y su derivada PGAtrtl-4 fueron
secuenciadas en este trabajo. Para la secuenciacion del genoma, se extrajo el DNA de alto peso
molecular de las cepas y se enviaron a secuenciar en la plataforma PacBio Sequel Il en la
empresa DNALink Sequencing Lab. Los Angeles CA, USA. La calidad de las lecturas obtenidas
se analizé usando el programa FastQC (Andrews,2010), Los datos evaluados incluyeron
distribucién de calidad de bases, longitud de lecturas, calidad phred, contenido de GC y
presencia de adaptadores. Para el ensamblado de las secuencias de las cepas 521 y PGA2.1,
y PGAZ2.1trtl se utiliz6 el programa Canu 1.5 (Koren et al., 2017), llevando a cabo tres etapas,
en la primera se realizé una evaluacion de la calidad, en la segunda, etapa de recorte, se
eliminaron adaptadores, en la Gltima etapa se realiz6 el ensamblaje de las secuencias, en esta
etapa se probaron diversos tamafos de k-meros y se eligieron tamafos 6ptimos para los
genomas. Para evaluar la calidad de los ensambles generados, se utilizé el programa Mauve
(Darling, Mau, Blattner, & Perna, 2004) utilizando las secuencias de las cepas 521 y PGA2.1,y
PGA2.1trtl. Como referencia se utilizé el genoma de la cepa 521 obtenida por Kamper et al.
(2006) GenBank No. (GCA _000328475.2). Las secuencias de referencia se descargaron de
Gen Bank (GCA_000328475.2), disponible 21 de febrero 2022 en
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/data-hub/genome/GCF_000328475.2/. Conexion 21 de febrero
2022, de Microbiologia Molecular y Celular (ICUAP).

VII.2.2 Construccién de catalogo de genes cercanos aregion telomérica
En el genoma de las cepas 521 (al, bl), PGA2.1 se identificaron a los genes situados en las
secuencias del 50 kb centrdmero-proximales de la region telomérica con el uso de BLASTX
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(Altschul et al., 1990), y a partir de este resultado se fueron identificando y etiquetando cada
uno de los genes encontrados en los 23 cromosomas de ambas cepas.

VII.2.3 Identificacion de secuencias teloméricas en el genoma

La basqueda de las secuencias teloméricas en los cromosomas de U. maydis 521, PGA2.1y
PGAtrtl se realizdé utlizando los programas SnapGene (GSL Biotech, available at
shapgene.com) y UniproUGENE (Okonechnikov et al., 2012), identificando la secuencia
TTAGGG "en cada uno de los 23 contigs reconstruidos que corresponden a cada uno de los
cromosomas.

VII.2.4 Identificacién de secuencias asociadas al tel6mero UTASay UTASD en el
genoma.

La identificacion de las secuencias UTAS en los cromosomas del genoma de U. maydis 521 y
PGAZ2.1 se realiz6 con la ayuda del programa BLASTX para la localizacion, arreglo y distribucion
de estas secuencias por cromosoma (AF030886.2, AF030887.1, AF030888.1, AF030889.1,)
(Altschul et al., 1990).

VIII. Resultados

VIIl. 1 Andlisis de calidad de las secuencias

Para determinar la calidad de las secuencias, se utilizo el software FastQC, que realiza un
analisis de diversas métricas, como la calidad de las bases, la distribucion de la longitud de las
lecturas y la presencia de adaptadores. En las figuras 7,8 y 9 se muestran los resultados del
analisis en los que se observa que la calidad general de las secuencias fue alta, con valores de
puntuacion de calidad (phred scores) de 33 en mas del 90% de las bases, también se observa
la distribucion de la longitud de las secuencias, de donde se deduce una alta confiabilidad de
bases por secuencia.

La evaluacion de calidad de las secuencias y posterior filtrado proporciond una base solida
para el siguiente proceso de ensamblaje. El enfoque riguroso en la calidad de las secuencias
garantiza la precision y confiabilidad en los resultados del ensamblaje, y su posterior analisis
bioinformatico.
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Figura 7. - Grafica de distribucién de secuencias largas tipo PacBio de la cepa U. maydis (521).
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Figura 8. - Gréfica de distribucion de secuencias largas tipo PacBio de la cepa U. maydis (PGA2.1).
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Figura 9. - Gréfica de distribucion de secuencias largas tipo PacBio de la cepa U. maydis (PGAtrt1-4).
VIIl. 2 Ensamble de secuencias

Los ensambles de las cepas U. maydis 521 (al, bl), PGA2.1 y PGAtrt1-4 se realizaron con el
programa Canu (version 1.5) a partir de las secuencias de lecturas generadas mediante la
tecnologia de secuenciacion PacBio Sequel Il (DNA Link USA).

El proceso de ensamblaje se realiz6 con los datos de secuenciacién que correspondieron a una
cobertura de 126x, con lecturas de longitud promedio de 16.3 kbp (521), 16.68 kbp (PGA2.1) y
16.57 kbp y (PGAtrt1-4), para la ejecucion de Canu se tomaron en cuenta pardmetros como el
tamafo de los genomas, longitud de lecturas y la cobertura calculada, con ello se obtuvo un
ensamblaje de 24 contigs para cada una de las cepas.

En la tabla 1 se encuentran los parametros bioinformaticos de los ensambles, asi como el
numero de contigs, lo cual fue un punto a considerar debido a que en estos se obtuvieron 24
contigs que, se relacionaron con 23 cromosomas, que coinciden con lo reportado en GenBank
para el genoma., El obtener menor cantidad de contigs nos indica una menor fragmentacion del
genoma que para nuestro trabajo es primordial debido a que se busca mantener secuencias
mas largas e intactas para facilitar el ensamblaje de regiones teloméricas y subteloméricas.

Pardmetro Resultado Resultado Resultado
U. maydis 521 U. maydis PGA2.1 U. maydis PGAtrtl
# Contigs 24 24 24
Largest contig 2,485,961 2,485,571 2,478,813
Total Lenght 20,239,569 19, 662,490 19,735,011
% CG 53.90 53.91 53.92
N50 919,653 921,999 888 049
L50 7 7 7
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Tabla 1. - Parametros bioinformaticos de ensamble cepas U. maydis (521, PGA2.1 y PGAtrt1).



El tamafio total de los genomas ensamblados fue de aproximadamente 20 Mbp (521), 19 Mbp
(PGA2.1) y 19 Mbp (PGALtrt1-4), siendo el tamafio de las cepas PGA2.1 y PGAtrt1-4 muy similar
en los ensambles obtenidos.

VIIl. 2 .1 Calidad de ensamble de secuencias U. maydis

La métrica del niUmero total de contigs revelé un total de 24 contigs como resultado del proceso
de ensamblaje mediante QUAST y Mauve.

La longitud del ensamblaje alcanzé un tamafio total de 19, 662,490 bases, que se asemeja al
tamafo estimado del genoma de referencia (GCA_000328475.2). El valor de N50 de 921,999
bases y L50 de 7 contigs sugiere parametros buenos de reconstruccion en el analisis del
ensamble.

Una observacion en la cepa PGA2.1, es la longitud de los contigs generados en el ensamble en
donde, el contig de menor longitud es de 334 ,946 pb y el de mayor longitud es de 2,482 ,571
pb de los 23 contigs generados considerando la longitud promedio de los cromosomas de la
cepa 521 representa un tamafio adecuado considerando el tamafio del genoma.

VIII. 2 .2 Resultados de la evaluacién de ensambles con la herramienta Mauve.

La evaluacién de los ensambles gendmicos mediante MAUVE proporcioné una vision de la
calidad, la conservacion y la estructura de los genomas ensamblados con relacién al genoma
de referencia. En las figuras 10,11 y 12, se presentan los resultados obtenidos de esta
evaluacion.
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Figura 10. - Alineamiento del genoma de referencia U. maydis 521 GenBank comparado con el ensamble CANU

U. maydis 521 utilizando el programa MAUVE. Los 50 bloques localmente colineales (LCBs) encontrados por
MAUVE relacionan regiones de secuencia de ambos genomas con las lineas diagonales, cada bloque corresponde 20
a una secuencia en particular, los nimeros debajo de los bloques coloreados indican los blogues asociados
(cromosomas o parte de ellos) entre las cepas.
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Figura 11. - Alineamiento del genoma de referencia U. maydis 521 GenBank comparado con el ensamble CANU U.
maydis PGA2.1utilizando el programa MAUVE. Los 61 blogues localmente colineales (LCBs) encontrados por
MAUVE relacionan regiones de secuencia de ambos genomas con las lineas diagonales, cada bloque corresponde
a una secuencia en particular, los nimeros de bajo de los bloques coloreados indican los bloques asociados
(cromosomas o parte de ellos) entre las cepas.

La comparacion entre el ensamble del genoma de U. maydis (521) realizado con CANU vy el
genoma de referencia de GenBank revel6é una concordancia sustancial., En la figura 10 se
puede observar en bloques de colores las regiones de los genomas de 521(GenBank) y
521(CANU) indicado la alineacidn de esas regiones con los bloques presentes en los genomas,
las lineas de colores cruzadas que se observan entre los bloques son translocaciones que se
presentaron en el genoma 521 ensamblado con CANU, estas presentan un tamafio promedio
de 80 a 100 ph, a pesar de estas translocaciones, el alineamiento de los genomas fue mas del
99.19 % ,esto considerando algunas diferencias por la plataforma de secuenciacién utilizada

En la figura 11 se muestra el resultado del alineamiento de los genomas de U. maydis PGA2.1
ensamblado con CANU y el genoma de la cepa de referencia 521 de GenBank; patrones de
colinealidad en la mayoria de los blogues es buena considerando que es un genoma de una
cepa diferente, las lineas diagonales de colores que conectan los bloques indican
translocaciones en el genoma PGA2.1. A pesar de las translocaciones, el alineamiento arroja
una similitud 96 % estructural, la cual es significativa a pesar de provenir de diferentes cepas.
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Figura 12. — Alineamiento del genoma de U. maydis PGA2.1 comparado con el ensamble CANU U. maydis
PGAZ2.1tertl utilizando el programa MAUVE. Se encontraron 80 bloques localmente colineales (LCBs) por MAUVE.
Los bloques de secuencia de ambos genomas que se encuentran alejados son unidos con lineas diagonales e
indican posibles translocaciones, cada bloque corresponde a una secuencia en particular, los nimeros en los
blogues coloreados identifican los bloques que se asocian (cromosomas o parte de ellos) entre las cepas.

En la figura 12 se muestra el patrén de colinealidad de las cepas PGA2.1 y PGAtrtl, con
patrones de colinealidad complicados que los alineamientos anteriores, el nimero de
interacciones encontradas para el alineamiento es de 88 predominando en la parte central del
alineamiento de los genomas; el porcentaje de similitud arrojado por el ensamble fue de 90%.
Este resultado es interesante porque posiblemente refleja la inestabilidad genémica de la cepa
después de la pérdida de la telomerasa. Un andlisis informético mas detallado podria generar
los mapas de los sitios de posibles translocaciones y seria interesante determinar si ocurre en
el extremo cromosomal.

En las figuras 11 y 12 muestran que a pesar de la similitud de los genomas de PGA2.1y de su
derivada, los eventos recombinacionales que han llevado a la supervivencia de la cepa
PGA2.1trtl también han generado una cantidad muy grande de rearreglos (posiblemente
translocaciones, inversiones, deleciones, duplicaciones, etc.) similar a las que exhiben algunos
canceres, aunque en este caso son cepas telomerasa negativas, y en la mayoria de los
canceres ocurre una reactivacion de la enzima. Seria interesante conocer si los rearreglos
preceden a la reactivacion de la telomerasa en humano.
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VIIl. 2.3 Resultados de la evaluacion de ensambles con la herramienta QUAST (Quality
Assessment Tool) para los ensamblajes gendémicos.

Parametros U. maydis 521 U.maydis PGA2.1 U. maydis
bioinformaticos PGAtrtl1-4
# contigs (>=0 bp) 24 24 24

# contigs (>= 1000 bp) 24 24 24

# contigs (>= 5000 bp) 24 24 24

# contigs (>= 10000 bp) 24 24 24

# contigs (>= 25000 bp) 24 24 24

# contigs (>= 50000 bp) 24 24 24

Total length (>= 0 bp) 19,766,249 19,786,289 19,775,658
Total length (>= 1000 bp) 19,766,249 19,786,289 19,775,658
Total length (>= 5000 bp) 19,766,249 19,786,289 19,775,658
Total length (>= 10000 bp) 19,766,249 19,786,289 19,775,658
Total length (>= 25000 bp) | 19,766,249 19,786,289 19,775,658
Total length (>= 50000 bp) 19,766,249 19,786,289 19,775,658
# contigs 24 24 24

Largest contig 2,485, 961 2,485,571 2,482,571
Total length 20,239,569 19,735,249 19,735,011
GC (%) 53.90 53.91 53.92

N50 919,653 921,999 888,049
N75 600,785 600,655 600,668
L50 7 7 7

L75 14 14 14

#N's per 100 kbp 0.00 0.00 0.00

Tabla 2. — Resultados de andlisis QUAST para el ensamble de las cepas U. maydis 521, PGA2.1 Y PGAtrtrl.

Los resultados de la evaluacién de los ensambles genémicos mediante la herramienta QUAST
proporciond un analisis cuantitativo y cualitativo de la calidad de los genomas reconstruidos en
comparacion con la referencia del genoma U. maydis 521 (Kamper et al., 2006).

En la tabla 2 estan los resultados del genoma ensamblado de la cepa 521 tiene una longitud
total de 20,239,569 pares de bases (pb), se encuentra dividido en 24 contigs; de estos contigs,
al menos la mitad, es decir, 12 contigs, tienen una longitud promedio de 919,653 pb, lo que
indica una buena continuidad en la representacion del genoma. Ademas, se observa que los
siete contigs mas largos en el ensamblaje, que representan el 50% del genoma ensamblado,
contribuyen significativamente a la cobertura y continuidad del ensamblaje. Estos resultados

23



sugieren un ensamblaje con una considerable representacion y continuidad del genoma de la
cepa 521.

El genoma ensamblado de la cepa PGA2.1 tiene una longitud total de 19,735,249 pares de
bases (pb), contenido en 24 contigs, de estos al menos la mitad tienen una longitud promedio
de 921,999 pb, indicando buena continuidad del mismo, muestra un L50 de 7 que indica el
numero de contigs que representan el 50% del genoma ensamblado. Para cepa PGAtrtl se
muestra un total de ensamble de 19,735 ,011 pares de bases (pb), en donde se encuentra
constituido por 24 contigs, teniendo al menos la mitad de estos una longitud promedio de 888,
049 pb y un L50 al igual que los otros ensambles de sietes contigs.

VIII.3 Genes cercanos alos extremos teloméricos, y secuencias teloméricas en los
cromosomas de U. maydis.

Con el objetivo de explorar la influencia de las regiones teloméricas en los genes cercanos a los
extremos teloméricos, se realizd la busqueda de genes de los 50 kb posteriores a cada region
telomérica en ambas cepas (521 y PGA2.1). Identificando genes codificantes de proteinas en
estas regiones, analizadas en los contigs.

Cromosoma No de contig ensamble  No de contig ensamble
U. maydis 521 U. maydis 521 U. maydis PGA2.1
GenBank

1 contig 0001 tig00000001
2 contig 0003 tig00000003
3 contig 0006 tig00000006
4 contig 00014 tig00000014
5 contig 00008 tig00000008
6 contig 00010 tig00000010
7 contig 00012 tig00000012
8 contig 00018 tig00000018
9 contig 00021 tig00000021
10 contig 00016 tig00000016
11 contig 00019 tig00000019
12 contig 00024 tig00000024
13 contig 00038 tig00000038
14 contig 00026 tig00000026
15 contig 00036 tig00000036
16 contig 00043 tig00000043
17 contig 00028 tig00000028
18 contig 00032 tig00000032
19 contig 00030 tig00000030
20 contig 00040 tig00000040
21 contig 00034 tig00000034
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22 contig 00045 tig00000045
23 contig 00047 tig00000047
No asociado con contig 00049 contig 00049
algun cromosoma.

Tabla 3. - Tabla Contigs de las cepas U. maydis 521 y PGA2.1 relacionados con cromosomas de la cepa U.
maydis referencia GCA_000328475.2.
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A continuacion, en las figuras 13,14,15 y 16 se muestran la presencia de una variedad de genes en las secuencias cercanas a las regiones
teloméricas.
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Figura 13.- Representacion de genes que se encuentran en los 50 kb cercanas al extremo telomérico izquierdo en las cepas U. maydis 521 (linea negra) y U. maydis PGA

2.1 (linea rosada) en los cromosomas 1- 11, los recuadros rojos en los extremos de los cromosomas muestran donde se presenta la ausencia del gen.
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Figura 16.- Representacién de genes que se encuentran en los 50 kb cercanas al extremo telomérico derecho en las cepas U. maydis 521 (linea negra) y U. maydis
PGA 2.1 (linea rosada) en los cromosomas 11- 23, los recuadros rojos en los extremos de los cromosomas muestran donde se presenta la ausencia del gen.




En las figuras mostradas anteriormente (13,14,15 y 16) se pueden observar los genes presentes
cercanos a la region telomérica, estos genes no forman parte de los genes esenciales para U.
maydis, la mayoria de estos se encuentran presentes en ambas cepas (521 y PGA2.1), las
regiones con recuadros rojos son genes que no se encuentran en la cepa PGA2.1.

En la tabla 4 se muestran los genes de la cepa 521 que no se encuentran en los cromosomas
(indicados a la izquierda) de la cepa PGA2.1, asi como la proteina que sintetiza dicho gen y la

relacion con alguna proteina del banco de datos.

Chr Locus Descripcion

1 UMAG_00825 Proteina no caracterizada

1 UMAG_11637  Proteina hipotética

2 UMAG_00835  Proteina no caracterizada. DEXDc; DEAD-like helicases
superfamily

2 UMAG_00836 @ Proteina no caracterizada. Mak10; Mak10 subunit, NatC
N(alpha)-terminal acetyltransferase

3 UMAG_11876 | Proteina no caracterizada. Dynactin_p62; Dynactin p62
family

4 UMAG_06351  Proteina no caracterizada

4 UMAG_10585 @ Proteina no caracterizada

4 UMAG_05085 | E3 ubiquitin-protein ligase RAD18

5 UMAG_10169  Proteina no caracterizada. BRCT domain-containing
protein 1

5 UMAG_02035 @ Proteina no caracterizada. a-hydrolase_1; alpha/beta
hydrolase fold

5 UMAG_02044  Putative methionyl-tRNA synthetase

7 UMAG_03121 Proteina no caracterizada. LamG; Laminin G domain;
Laminin G-like domains are usually Ca++ mediated
receptors that can have binding sites for steroids, betal
integrins, heparin, sulfatides, fibulin-1, and alpha-
dystroglycans.

7 UMAG_06505 @ Proteina no caracterizada

7 UMAG_06506 @ Proteina no caracterizada: Sitios de unién C2H2 dedos de
zinc

7 UMAG_12058  Proteina no caracterizada

7 UMAG_ 02816 @ Proteina no caracterizada

8 UMAG 03389  Proteina no caracterizada

9 UMAG_03635 @ Proteina no caracterizada

9 UMAG_11064  Proteina no caracterizada. GIY-YIG_SF; GIY-YIG
nuclease domain superfamily

9 UMAG_11065 @ Proteina no caracterizada: RecQ-like Helicase



11
11
11

11

11

11

11

11

11

13

13

15

15

16

16

16

17

17

17

UMAG_11066

UMAG_11109
UMAG_11068

UMAG_04086
UMAG_04087
UMAG_11528

UMAG_04089
UMAG_11530

UMAG_04091

UMAG_04093
UMAG_04094

UMAG_03874

UMAG_11763

UMAG_04677

UMAG_05054

UMAG_05055

UMAG_05794

UMAG_05795

UMAG_05635

UMAG_04887
UMAG_04888

UMAG_12287

Proteina no caracterizada. Similar a acyl-CoA oxidase

Proteina no caracterizada, conservada

Proteina no caracterizada. tynA; tyramine oxidase;
Provisional

Proteina no caracterizada* pequefia

Proteina no caracterizada pequefia

Proteina no caracterizada. Pyridine nucleotide-disulphide
oxidoreductase

Proteina no caracterizada. HNH_2; HNH endonuclease

Proteina no caracterizada

Porteina no caracterizada. RT_like_1; RT_like_1: A
subfamily of reverse transcriptases (RTS).
Hypothetical protein

Proteina no caracterizada RecQ-Like OrsD domain

Proteina no caracterizada. Leucine Rich repeats (2
copies) interacion Prot-Prot ¢ Adenilato ciclasa?
Proteina no caracterizada. ap-hydrolase; alpha/beta
hydrolases

Proteina no caracterizada. Shugoshin_C; Shugoshin C
terminus. Centromere protection

Proteina no caracterizada. Forkhead; Forkhead domain

Proteina no caracterizada. PHA03247; large tegument
protein UL36; Provisional

Putative ATP-binding cassette glutathione S-conjugate
transporter

MRP_assoc_pro; multi drug resistance-associated protein
(MRP)

Proteina no caracterizada. Hipotético major facilitator
superfamily (MFS)

Proteina no caracterizada. PHA03307; transcriptional
regulator ICP4; Provisional

Proteina no caracterizada

Proteina no caracterizada pequefia

Proteina no caracterizada. Retrotransposon_gag_2; gag-
polypeptide of LTR copia-type
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17 UMAG_12288  RVT_2; Reverse transcriptase (RNA-dependent DNA
polymerase)
17 UMAG_04693  Proteina no caracterizada similar a UMAG_04887

17  UMAG_04697 Proteina no caracterizada. WCAG; Nucleoside-
diphosphate-sugar epimerase [Cell
wall/membrane/envelope biogenesis]

19 UMAG_06479 @ Proteina no caracterizada similar a UMAG_04887 BRCT
DOMAIN-CONTAINING

20  UMAG_16231 5S ribosomal RNA

20  UMAG_16232 5S ribosomal RNA

20 UMAG_05977  Proteina de funcién desconocida. Sitio de union dedos
Zinc C2H2
22 UMAG_16108 @ tRNA-Ala

22  UMAG_06256 Proteina no caracterizada. Fungal_TF_MHR; fungal
transcription factor regulatory middle homology region.
GAL4; GAL4-like Zn(I)2Cys6 (or C6 zinc) binuclear
cluster DNA-binding domain

22 UMAG_06156 | putative DNA-directed RNA polymerase lll core subunit
RPO31

Tabla 4. -Genes que no se encontraron en cromosomas de la cepa U. maydis PGA2.1 en el catdlogo de genes de los
50 kb cercanos a las regiones teloméricas. En rojo se indican proteinas importantes para el funcionamiento 6ptimo de la
célula y que requieren buscarse mediante técnicas experimentales.

En la tabla 4 se enlistan los genes que no se encontraron al final (50 kb) de los cromosomas de
la cepa PGA2.1 respecto a la cepa 521; al menos en 17 cromosomas de los 23 cromosomas se
encuentra ausente algun gen en la region analizada, dando asi una ausencia de 52 genes en la
cepa PGA2.1 cuyas funciones no son esenciales en otros organismos donde se encontré una
similitud con estos.

Previamente localizadas las regiones teloméricas se procedié al andlisis de estas en cada
ensamble de las cepas. Utilizando el programa SnapGene se identificaron regiones en los
extremos cromosémicos de U. maydis que presentaron repetidos teloméricos (TTAGGG). Estas
secuencias se encontraron en las tres cepas analizadas.

Se determind la longitud de las secuencias teloméricas y se observd una variabilidad en la
longitud de estas secuencias entre diferentes cromosomas y dentro de la misma poblacion de
U. maydis. Algunas secuencias teloméricas eran mas cortas en comparacion que otras. Con
base en la medicion de la longitud de los telomeros se identificé el tamafio promedio de los
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telémeros en las cepas analizadas. En las figuras 17, 18 y 19 se encuentran los graficos de los
valores de tamafio de cromosomas reportados, asi como la variabilidad de la longitud en los
telémeros de las cepas 521, PGA2.1, PGAtrt1-4.

En la figura 17 se puede observar la longitud promedio (717 pb) de los telémeros de la cepa
521, encontrando el telémero de menor (402 pb) en el cromosoma 14 y el de mayor longitud

(1142 pb) en el cromosoma 19.
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Figura 17. - Gréfica Longitud de telémeros de cepa U. maydis 521 en base a la longitud telomérica.

En la figura 18 se puede observar la longitud promedio (872 pb) de los telomeros de la cepa
PGAZ2.1, encontrando el telomero de menor longitud (474 pb) y mayor longitud (1590 pb)
ambos identificados en el cromosoma 20.
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Figura 18. - Gréafica Longitud de telémeros de cepa U. maydis PGA2.1 en base a la longitud telomérica.
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Figura 19. - Gréfica de la longitud de telémeros de cepa U. maydis PGAtrt1-4.

En la figura 19 se muestra la distribucion de la longitud de los telémeros en los que el
cromosoma 20 presenta un extremo con la longitud mas grande (1640 pb) y el otro con la de
menor longitud (524 pb), para los telémeros de la cepa PGAtrtl1-4.

De las figuras anteriores se deduce que la cepa que presenta mayor longitud promedio de los
telémeros es la cepa telomerasa negativa (PGAtrt1-4), y la que presenta telomeros de menor
longitud es la cepa 521. La cepa PGA2.1 asi como la telomerasa negativa presentaron en el
mismo cromosoma 20 el telémero de menor y mayor longitud.

VIIl. 3.1 Identificacién de secuencias asociadas al telémero UTASa, UTASb y rumT, asi
como otras secuencias en el genoma.

Se identificaron las secuencias con similitud a UTASa y UTASb previamente reportadas
(Sanchez-Alonso y Guzman, 1998) asi también las del borde del repetido telomérico rumT
secuencias que se encuentran en la region subtelomérica en los cromosomas de los genomas
ensamblados de las cepas 521 y PGA2.1.
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Figura 20.- Organizacién de secuencias en el extremo cromosomal de U. maydis 521.

Los recuadros de color rojo son regiones subtelomericas en donde rumT, UTASa o UTASb se encuentran ausentes.

En la figura 20 se representa el diagrama de las secuencias subteloméricas UTASa y UTASb
de la cepa 521; se muestra que no en todos los extremos cromosomales se encontraron
elementos UTASb mediante el andlisis bioinformético. Previamente, mediante el uso de
ensayos de Southern blot del cariotipo electroforético se encontré que todos los cromosomas
tuvieron sefial de hibridacion positiva. De igual manera, la secuencia rumT que se encontré
experimentalmente adyacente al repetido telomérico en la organizacion propuesta previamente,
no se encontré en todos los cromosomas ensamblados, resultado que se discutird adelante.
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Figura 21- Organizacién de secuencias en el extremo cromosomal de U. maydis PGA2.1.

Los recuadros de color rojo son regiones subtelomericas en donde se encuentra la ausencia de rumT, UTASa o UTASD.

En la figura 21 se muestra la organizacion propuesta para los extremos cromosomales de la
cepa PGA2.1, la cual es de interés, por tener una cantidad baja de copias UTASa en sus
cromosomas, Y la utilidad que puede tener en la caracterizacion de eventos recombinacionales
que ocurren en ausencia de la enzima telomerasa.

Al analizar el nimero de copias de las secuencias UTASa y UTASD en la regién subtelomérica
de los cromosomas de la cepa PGA2.1, al igual que en la cepa 521 se presentaron algunas
discrepancias en el numero de elementos en el ensamble: la cantidad de copias UTASa en el
ensamble se encuentra una cantidad mayor de la que se encuentra mediante ensayos
semicuantitativos de PCR. Las secuencias UTASb que estan reportadas en trabajos previos
como abundantes los extremos cromosomales no se detecta, de esta manera en todos los
extremos de los cromosomas. Otra secuencia analizada en este ensamble fue rumT una
secuencia que se encuentra adyacente al repetido telomérico en todos los extremos
cromosomales de la cepa 521 y abundante en ensayos de Southern blot de digeridos de DNA
total de la cepa no se encontr6 distribuida de esa manera, ya que solo se identificé en algunos
cromosomas.

Con base a lo encontrado en las figuras 20 y 21 los resultados difieren en cuanto a la cantidad
de secuencias presentes en la region subtelomérica, resultados que se discuten adelante.
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IX. Discusioén

En este estudio, se llevd a cabo el andlisis de calidad de las secuencias del genoma de tres
cepas de U. maydis obtenidas mediante una plataforma de secuenciacion de tercera
generacion. Asimismo, se llevo a cabo el ensamblaje del genoma y un analisis bioinformatico
de las secuencias de DNA que estructuran los extremos cromosomales en Ustilago maydis
cepas 521, PGA 2.1 y PGA2.1trtl para asegurar la calidad de los ensambles se realizaron
algunos analisis con programas como Mauve que en las figuras de los alineamientos se muestra
la precision y similitud estructural, mediante este analisis visual y colinealidad de genomas se
respaldan la calidad de los mismos. En este trabajo se logré proponer un patrén estructural de
las secuencias UTASa, UTASb y rumT, estos siendo identificados en 23 contigs resultantes de
los ensambles siendo estos contigs asociados con los cromosomas de la cepa caracterizada y
dando un valor de calidad al ensamble. Sin embargo, el nimero de repetidos de las secuencias
subteloméricas no corresponde al previamente determinado (Sanchez-Alonso & Guzman,
1998). Esto se debe a que UTASa, es una secuencia muy conservada, con al menos un 90%
de identidad entre las secuencias a la fecha encontradas, y en UTASb existe un centro o core
también conservado (Sanchez-Alonso & Guzman, 1998). Las copias de este elemento se
encuentran en forma de duplicaciones segmentales, en un nimero hasta ahora poco conocido,
y durante el ensamblaje los programas utilizados pudieron haber sobrelapado las diferentes
copias; por lo que la estructura predicha tiene que verificarse experimentalmente.

Aungue en algunos grupos de trabajo de interés en regiones teloméricas, subteloméricas y
centroméricas proponen el uso de mdiltiples plataformas de secuenciacion para resolver
problemas de sobrelapamiento entre las lecturas al ensamblarse esto para tratar de resolver
estas regiones de los extremos cromosomales, se requiere del etiquetamiento de los extremos
cromosomales con genes o secuencias heterélogas en diferentes cepas para lograr discernir la
estructura de la region subtelomérica. Otros intentos realizados por el grupo de trabajo, y no
mostrados aqui se basaron en la cuantificaciéon del nimero de elementos UTASa, UTASbD, y
rumT mediante qPCR, y los datos indicaron alrededor de 4 copias del elemento por cromosoma,
aunque su distribucion no puede discernirse por esta técnica. La hibridacion del UTASa en el
cariotipo electroforético de la cepa 521 muestra la posible carencia del elemento en un par de
cromosomas, pero no puede predecirse en nimero de elementos por cromosoma, aun
utilizando técnicas de densitometria de la autorradiografia (Harley et mal., 1990) o mediante
FISH (Hernandez-Ibarra et al., 2008). Posiblemente la extension con polimerasas de muy alta
fidelidad pudiera completar los mapas aqui propuestos

Otro punto desfavorable fue la imposibilidad de encontrar el extremo cromosomal de algunos
cromosomas como el 8,9,15. Pese a esto, logramos ensamblar mas del 90% de los repetidos
del genoma de PGA2.1, también y llevar a cabo un andlisis comparativo respecto a la longitud
telomérica. Aunque a primera vista puede parecer logico encontrar diferencias en la longitud
promedio de los extremos cromosomales de esta manera, la preparacion del DNA de alto peso
molecular implica la extraccion de DNA total de mas de 107 células. La literatura predice un
alargamiento y acortamiento dinamico de los telémeros a lo largo de las consecutivas rondas
de replicacion de cada célula (Hug and Lingner, 2006). Si no hubiera un control, o perpetuacion
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de un tamafio promedio posiblemente el registro del tamafio hubiera sido igual para todos los
extremos cromosomales. Curiosamente existe un tamafio promedio para los diferentes
repetidos teloméricos de los cromosomas de las cepas estudiadas, pero mas sorprendente es
el hallazgo de una relacion de perpetuacion entre la cepa PGA2.1 y la cepa PGA2.1trt1, la cual
carece de telomerasa y mantiene la longitud del extremo cromosomal mediante mecanismos
propensos al error basados en recombinacion; esto ha sido reportado previamente para
humanos (Graakjaer et al., 2003). Posiblemente la mediciéon de la longitud promedio de los
telémeros de cada cepa mediante técnicas de PCR pudieran corroborar los hallazgos de la
longitud promedio del teldémero de PGA2.1 (872 pb) en comparacion con la cepa 521(717 pb) y
la longitud de la cepa telomerasa negativa PGA2.1trt1 la cual podria ser ain mayor de los > 900
pb aqui reportados (Cawthon, 2002).

En cuanto a los genes albergados en las 50 kb de DNA adyacente de la region telomérica, se
encontro que la cepa PGA2.1 carece de 52 genes que se encuentra en la region subtelomérica
de la cepa 521. Algunos de estos genes, aungue no parecen ser esenciales, tienen importancia
en el metabolismo 6ptimo de las células, y dado que se presenta una serie de translocaciones
entre ambas cepas, es posible que estos se encuentren localizados en otras partes del genoma,
Seria importante hacer la busqueda mediante el alineamiento de secuencias de ambas cepas
y experimentalmente ya sea por amplificacion de secuencias o mediante analisis Southern blot.

Otro hallazgo importante fueron las translocaciones que ocurre en el genoma de la cepa
telomerasa negativa, hasta ahora se ha pensado que la propension a eventos
recombinacionales para el mantenimiento y sanamiento de los telémeros se limitaria a esta
regién. Sin embargo, los mapas de MAUVE muestran una cantidad de translocaciones entre las
cepas PGA2.1 y su derivada PGA2.1trtl que es mayor que la de 521 respecto a PGA2.1. Esto
correlaciona con la cantidad de barridos en el cariotipo electroforético de las cepas telomerasa
negativas estudiadas en nuestro laboratorio. Posiblemente una serie de entrecruzamientos que
se originan de las vias alternativas de mantenimiento del extremo cromosomal propendan a la
fusién de cromosomas y a la generacion de ciclos fusién-puente-ruptura que afectan la
integridad del tamafio de los cromosomas.

Futuros trabajos sobre el tema pudieran ahondar en los mecanismos que generan estas
diferencias en el extremo cromosomal de cepas de la misma especie.
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X. Conclusiones

- Se logro la secuenciacion de los 23 cromosomas gque contienen las cepas de Ustilago maydis
521 (al, bl), PGA2.1 (a2, bx) y la derivada PGAtrt1-4 521, con una alta resolucion.

- Se logro la secuenciacion de la mayoria de los extremos cromosomales, llegando a observar
el repetido telomérico “TTAGGG” en un rango de presencia entre 1700 y 400X. Siendo mas
cortas las secuencias con repetidos en la cepa 521 y mas largas en la mutante PGAtrt1-4 521.

- El analisis de 50 kb de los extremos cromosomales mostré un interesante mosaicismo génico
que sugiere frecuentes procesos de recombinacién homdloga con reemplazos de regiones
especificas.

- El andlisis de localizacion de secuencias UTASa, UTASb, rumT mostr6 una variada presencia
de estos elementos en los extremos cromosomales que hoy se ven resueltos con mucha
precision, pero que deben ser valorados con mas estudios para conocer su grado de
significancia funcional.

- En el 17% de los extremos cromosomales de PGA2.1 se observd la presencia de UTASa
ligado a UTASb, mientras que el 91% de extremos cromosomales contiene sélo UTASb.

- En el 36% de los extremos cromosomales de 521se observo la presencia de UTASa ligado a
UTASD, mientras que el 95% de extremos cromosomales contiene sélo UTASD.

- En el 9% de los extremos cromosomales de PGA2.1y en el 6% de los extremos cromosomales
de 521 se observo una aparente erosion de los extremos cromosomales, cuya relevancia en el
rearreglo de los extremos cromosomales debe ser investigada.
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XI. Perspectivas

Complementacion de andlisis del banco de datos en algunas regiones teloméricas y
subtelomericas de cepas (Ustilago maydis 521 (al, bl), PGA2.1 (a2, bx) y la derivada
PGAtrt1-4 para reducir algunos faltantes de estas.

Andlisis de la cepa derivada PGAtrtl-4 521 respecto a los genes cercanos a los
extremos cromosomales.

Refinar el analisis de los extremos cromosomales especificos por medio de técnicas de
biologia molecular como PFGE, Southern blot, PCR y gPCR para corroborar y
complementar los resultados de la secuenciacion.
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