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RESUMEN

La telomerasa es una ribonucleoproteina con actividad transcriptasa reversa que cataliza la
sintesis denovo del repetido telomérico en los extremos lineales de los cromosomas
eucaridticos.Sus componentes centrales son la subunidad proteica THR®On{erase
Reverselranscriptase) y la subunidatt ARN conocida com@ER (TdomeraseRNA).

Hasta el momento se conoce con mucho detalle la importancia de la telomerasa para
mantener los extremos de los cromosomas en varios organismos, tanto superiores como
inferiores. La estructura y funcion de la subunidad proteica, que contrarresta laasdesin
telomeros, ha sido bien estudiada experimentalmEnteontraparte existen pocos estudios
sobre la subunidad TER, sobre su participacion en la regulacion del complejo
ribonucleoproteico y funciones extr@loméricas,ya que es un componente |abil,
escasamente conservado y poco abundante en la &#8ula. que es imperativo identificar

el gende la subunidadER y conocer todo lo relativo a la regulacién de su expresion, los
mecanismos asociados a su produccion y a su activdenestetrabajg medianteuna
estrategia de gendmica comparativadeatifico d genterl que codificgparala subunidad

TER enel hongo dimdrficoUstilago maydis Se obtuvieron mutantes nulas terl gque
mostrarorun fenotipo senescente y alteraciones exfaesion de los geneg respuesta a

la eliminaciéndelatelomerasaue incluyen: genes relacionados al dafio del ADN, genes de
respuesta a estrés ambiental y genétekaméricos. mteresantementen contraste a las
mutantes del componente catalitico previamente reportadas, las mutantessteaton ua
mayordisminucdn de la viabilidad celulae incapacidad para completar el ciclo de vida

Este dltimo caseomoconsecuencide cambios en la expresion de genes implicados en la
progresion del ciclo celular y patogéne€isnjuntamente se identificé una novedosa via de
procesamiento pard genterl de U. maydisque se transcribe a partirldgen codificante
UMAG_03168Porsu parte,ds resultadode los ensayos de infeccion gantasde maiz y
analisis de expresion diferencial, sugieren la participacidredk en la via de sefializacién
mediada por el regulador maestro Rbfl, demostragod@rimera vez etd. maydisque el

genterl posee funciones adicionales al mantenimiento del telomero, por . quaydisse
consolida como organismo modelo para continuar con el estudio evolutivo estructural y
funcional de TER y para profundizar en el proceso de regulacion de su eaxpresio

transcripcional y postranscripcional.



1. INTRODUCCION
1.1.Telbmeros

Los teldmeros son complejos nucleoproteicos que se localizan en los extremos de los
cromosomas eucarioticos linealgge actian como capucha protectora para prevenir su
reconocimiento como rupturas de doble cadena por la maquinaria de repuesta al dafio del
ADN (DDR) por lo quedesempefian un papel centralemantenimientale la integridad

del genoma, aprevenirevent® de degradacion y fusion de los extremos cromosomales
(Blackburn, 1994; Cross et al., 1988l ADN teloméricoestaconformadopor motivos

cortos arreglados eldndem que se encuentrasrientados en sentidd & 3 hacia la parte
terminal del cromosoagque se extienden hastamarunaregion de cadena sencilla rica en

G (Figura 1A) Esterepetido telomérico puede ser homogéneo en todos sus monémeros como
en vertebrados (TTAGGG), o componerse de variantes de un motivo como en
Saccharomyces cerevisid€G).-3(TG)w.s (McEachern & Blackburn, 1994; Moyazis et al.,
1988) Por otro ladp en eucariontes superiores el extremo monocatenario 3' del ADN
telomérico se pliega sobre la doble cadena de ADN para formar media estructura de Holliday
(bucle D) que permitel establecimientalel bucleteloméricoo buclet (Figura 1B)quees
estabilizad mediante la unién de proteinas asociadas a telor(@rdsth et al., 1999) En
vertebrados las proteinas que estabilizan esta estructura se denominan complejg shelterin
cual estéconformado pofTRF1 (Telomeric Repeat Factor binding)TRF2 que se unen
directamente a la doble cadena del repetido telomérico para reclutar a TINY({@REting

Protein 2), TPP1 (Telomere Protection Protein 1) y RRgp(essoKctivatorProtein 1); y
POT1(Protection Of Telomeres fjue se une a la cadena sencilla del colgantalBbycle

D en la estructura de buddde Lange, 2005; Palm & de Lange, 2008)través de la
regulacion de la actividad de estos componentes se contralecesode los factores
implicados en el mantenimiento de los telomerospreeiene la activacion de la cascada de
sefalizacion mediada por AT, Mnconsecuencialefectos en l&uncion de los componentes
resultan en alteraciones en homeostasis dell@merogjue puede conducir a senescencia y

apoptosigde Lange, 2005)



En contraste a vertebrados en levaduras no oelptegamiento del extrenmonocatenario
sobre la doble cader@on apareamiento entre bases de AR¥M, cambio se produce un
plegamiento sobre las regionashteloméricay mantenimiento de la estructura de bucle
medianteinteracciones proteifaroteina(Figura 1C) que involucra alcomplejoanalogo
denominadaelosomacompuestgoor Rapl, principal componente con alta afinidadde
union ala cadena dobldel repetiddeloméricoen este organisméos reguladores negativos
Rifl y Rif2 (RaplinteractingFactors 1 y 2yeclutados por Rapdue tambiénse encarga de
promoverla uniéndel complejode silenciamiento Sir (Silent Information Regulatsir2,
Sir3 y Sird, a través de la interaccion con Sir3 y SB#4 a su vez se asocia c&ir2 que
es capaz dpromoverla desacetilacion del extremotirminal de las histonas H3 y Hi
que genera sitios de alta afinidad para la uniéBidey Sir4 promoviendonuevamente la
unién de Sir2 que conduce a la extension de la cromatina hipedadidl queda como
consecuencial silenciamiento reversible de los genes adyacenteseldaserosfenomeno
conocido como efecto de posicién delomero(TPE) (Gottschling et al., 1990; Strahl
Bolsinger et al., 1997)

Adicionalmente en la levadura el complejo CST (Cdcl13/Stnl/Tenl) y el complejo Ku
(Ku70/Ku80) participan en la replicacion y proteccion de los telémeros. El complejo CST se
asocia con el extremo 3' monocatenario y participa en la reguldeiémreplicaciéon de los
telomeros a través de la promocion de la sintesis de la cadena complementaria del repetido
tel om®rico por medi o del recl uterawsivoneonlsd de | a
para el reclutamiento de la telomeréiBannock eal., 2001; H. Qi & Zakian, 2000Mientras

la presencia de este complejo en otros organisoomsvariacionesresecuencia y funcion

en ocasiones dispensables, sugiere contribuciones adicionales a los telémeros que contintan
siendo explorada®Rice & Skordalakes, 2016l complejo Ku se une a la doble cadena del
extremo telomérico y de manera independiente a su rol en la reparaciorudesrdptADN

de doble cadena por recombinacion no éloga, protege a los teldmeros de la degradacion

y recombinacion, ademas de interactuar con el componente de ARN para promover su
importacion al nucleo y reclutamiento del complejo RNP hacia los telonfeisiser &

Zakian, 2005)
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Figura 1. Estructura de lostelomerosen mamiferos y levadura
(A) Representacién del extremo cromosomal. (B) Plegamiento del extremo cromosomal en humano. La regién
de cadena sencilla del repetido telomérico invade la doble cadena para formar un bucle de desplazamiento, el
bucle tebmérico y ocular el colgante de cadena sencilla de los factores de DDR. El complejo shelterin
contribuye a la estabilizacion de la estructura. (C) Plegamiento del extremo cromosomal en levadura. El repetido
telomérico se pliega sobre la region subtelonaésicla estructura es estabilizada mediante interacciones
proteinaproteina. Rapl se une a la doble cadena del repetido telomérico y recluta a Rifl y Rif2 o al complejo
Sir. El heterodimero Ku se une a la doble cadena mientras el complejo CST se ugiéa tiereadena sencilla.

1.1.1. Secuenciasubteloméricas

Las regionessubteloméricascontienen elementosmoderadamenteepetitivos llamadds
secuencias asociadageddmero(TAS, TelomereAssociatedSequences)de secuencia y
distribucionpolimorficaentrelos cromosomas individualesstos elementos s&cuentran
dispersosen el extremo cromosomalomo mosaicos de secuencigge pueden contener
tramos de repetidos teloméricos o secuencias similares intercilad®serevisiabaydos

clasegle estasecuencialamadss elementX 'y Y Nj.



YNgs un elemento altamente conservhm@lizado inmediatamente adyacenteegletido
telomérico con la presencia @e 4 copiaarregladas etdndemy condos tamafnoposibles
YN | argo (6.7 kb) y Y Nj cuparde da otfaSpon2iltipled ) gue
inserciones/deleciones pequsfiademas de contener dos ORIFgos,sobrelapadqaino de
ellos capaz de codificgrara una proteina relacionada ¢ariamilia de ladelicasafkecQ

X esun elementopresente en todos los extremos cromosomabkds, se encuentraenos
conservado pulongitud variadesde 0.3 kb a.3 kb (Chan & Tye, 1983; Louis & Haber,
1992) compuestopor arreglos de secuencias pequefias parcialmente conservadas
denominadas STR, B, C y D SubTelomericRepeded) y un posibleelemento central
nombradocore X de secuencia variabt®n una longitud aproximada 889 pb(Louis &
Haber, 1992; Louis et al., 19949uandoel teldmero contienambos elementosl elemento

Y Nje localiza mas cerca al extremo cromosognde igual forma a los arreglos gmdem
del el epeguefiosxtranyoblde ADN telomérmeederestar presentesntrecada uno

de estoelements (Figura 2) En condiciones de acortamiento del telomestos tramos
internos de repetido son capaces de funcionar como sustrato para el alargamiento de los
telomerogWalmsley et al., 1984Aunque a la fecha no existe una funcion particular para
las TAS, se ha determinado que pueden actuar como secuanaeapara limitar la
expansiordela heterocromating el silencamiento de gend®ryde & Louis, 1999; Tashiro

et al., 2017)contribuyen al mantenimiento de integridad gendmicay desempefian un
papel importanteen la adaptaciory evolucion ya queestos elementos frecuentemente
contienen scuencias no codificantes capaces de transcribdseualestravésde diversos
mecanismosegulan la actividad de los componentes involucrados en el mantenintdiento
la longitud de lodelomeros(Azzalin & Lingner, 2015; Azzalin et al., 20Q07ntre éstos
elementose incluyentransposone§l. M. Kim et al., 1998)pseudogenes y diversos grupos
de genesla mayoria de ellognplicados en la respuestaeatrés adaptacion ambientsl
variacion antigénica(Barry et al., 2003; Fabre et al., 2005; Hansen et al., 2Q@b)
prevalencia de este tipo de gesesencuentreelacionada con la dinamica s regiones
subteloméricague etan sujeds a mayores tasate recombinacioque el resto del genoma
conduciend@ eventos dduplicacionde genes no restringidopeesionde purificacion que
danlugar aunarapida divergencia que contribugda adaptacion a nuevos nich(s. A.
Brown et al., 2010; N. W. G. Chen et al., 2018)



En hongos o grupode genes frecuentemente localiaah estas regionesorresponde a

los genes relacionada@®n helicasas Rec(@ao et al., 2002; Mandell et al., 2005; Sanehez
Alonso & Guzman, 1998)estapresencia de genes de helicasas bigaal telomerogntre

grupos taxonémicos con al menos 400 millones de afios de divergencia como ascomycetes y
basidiomycetessugiere qugodria tratarse de unecanismancestratle proteccion de los
teldbmeros bajo ciertas circunstanci{&ao et al., 2002)En efecto se ha demoatio en

diversos organismos que leérgida de la actividad de la telomerasa resulta en un
acortamiento progresivo de los telomeros que eventualmente conduce a la senescencia
replicativa Sn embargo, un pequefio porcentaje de la poblacion celkdapa de mantener

la elongacion de los telomeros mediante mecanisgrasados en recombinacifitundblad

& Blackburn, 1993)

Viade

Estructura telomérica mantenimiento Telotipo
ADNno Elemento X Elemento Y' (0-4) Repetido
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Figura 2. Organizacién del extremo cromosomal efs. cerevisiae
Las cepas silvestres telomeraseontienen tramos de repet&ldelomérice asociados a secuencias

subtel om®ricas YNj y/ o X s e ptloneédcsE£n queencia terlatelmnsrasa or t o s

ocurre el acortamiento progresivo de los telémeros que eventualmente conduce a la senescencia replicativa.
Células superviviates telomerasason capaces de mantener la longitud de los telémeros por vias alternativas
de manera dependiente de Rad52. Supervivientes tipo | presentan amplificacién de multiples copias del

el emento YNj. Supervi vi ent ®regérneodsporepktiielgnéries Madificado | ar go s

deMakovets et al. (2008)
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De acuerdo corsu patrén de amplificacion y requerimientos genétaoS. cerevisiase
han descrito doBpos de supervivientg$igura 2).Tipo | que requieren de la actividad de
RAD51y RAD52y muestran amplificaonesentandemd e | e | eyrsepervidentesNj
tipo Il que presentan tramos heterogéneos y extensos de repetduéricos/ requieren de

la funcion deRAD5Q RAD52y SGS1(Q. Chen et al., @1; Huang et al., 2001; Teng &
Zakian, 1999)esteultimo gencodifica para una helicasa de la familia Rgc&unque no se
localiza sobre la regién subtelomérmaactividad contribuyel retrasode la senescencia
promocién de la resolucién de la recombinadibee et al., 2007)De manera similaren
supervivientes deSchizosaccharomycgsombe se ha observado un incremento en la
expresion de este tipo dgenesde la familia RecQe localizacionsubteloméricay su
sobreexpresiéan mutantes telomerasa negatisagncuentra relacionada con la aceleracion

en laformacion de supervivientédandell et al., 2005)

1.2. Telomerasa

En cada ciclo de division celular las secuencias teloméricas se acortan progresivamente a
causa de laintesis incompleta de la cadena rezagada durante la replicacion dajédddé

origina por la incapacidad de la ADN polimerasa de replicar completamente el extremo 3'
del ADN, fenbmeno conocido como problema de la replicaciéon {@kdvnikov, 1972;
Watson, 1972)El complejo enzimatico ribonucleoprotéico llamadimmerasae encarga

de solucionar este problemasaitetiza denovoel ADN telomérico en la mayor parte de los
organismos eucarioticossus componentes centrales son una subunidad proteica que
desempefia la actividad catalitica de transcriptasa reversa conocida comd EERTe(ase
ReverseTlranscriptasey una subunidadedARN llamada TER (Telomerase RNApida de

manera no covalente a TERGue contiene la secuencia complementaria al motivo del
repetido teloméricg sirve como molde para su sintesis mediante retrotranscriffadren

et al., 2007; Greider & Blackburn, 198Quando el teldmero se ha acortado drasticamente

se desdobla para generar el llamado estado extendido y el extremo 3" monocatenario es
empleado como iniciador para sintetizar la cadena ni€éade los telé6meros para alargarlos
eventualmente mediante los mecanismos convencionales setetiza la cadena

complementaria para generar una molécula de doble {@lbackburn, 1992)



En organismos unicelulares y células proliferativas de metazoarios ambos componentes de
la telomerasae expresan constitutivamentaientras en levaduras el componenté\B&

se expresa en muy bajas cantidades, con un estimado de 30 moléculas por célula, por lo que
corresponde al factor que limita el ensamble y actividad de la telomerasa en este organismo
(Mozdy & Cech, 2006)En eucariontes superiores la subunidad TERT es el componente que
limita la actividad de la telomerasa y su expresion decrece conforme ocurre el proceso de
diferenciacion celulagMeyerson et al., 19977 causadela inactividad de la telomerasa y

al acortamiento progresivo de los telomeros durante cada ciclo de division, tatutatulas
somaticas poseen una capacidad finita de divisiones celulares conocido como limite de
Hayflick, antes de alcanzar una longitcritica de las secuencias teloméricas que conduce al
arresto del ciclo celulafHayflick & Moorhead, 1961) Por lo anterior elhnumero de
divisiones posiblege las células somaticae encuentra definido por la longitud inicial de

sus teldmerogAllsopp et al., 1992)en tantola reactivacion y sobrexpresiate TERTes
suficiente para estabilizar la longitud de los telomeros y permitir su division ilimitada
sobrepasar la senescencia y extender su esperanza (®oddar et al., 1998; Masutomi et

al., 2000)

Por otraparte,en Drosophila melanogastese ha descritotro mecanismo de alargamiento
alternativo de los telémeros que se basa en el uso de los elementos sptoiinées, HeT

A, TART y TAHRE que se localizan en los extremos cromosom@bead et al., 2004; J.

M. Mason & Biessmann, 1995n ausencia de la actividad de la telomeedganas células
supervivients y en menor pporcion algunas lineas celulares inmortalizadas y lineas
celulares derivadas de tumores son de capaces de mantener la elongacion de los telomeros
mediante mecanismode alargamiento alternativoonocidos comoALT (Alternative
Lengthening of Telomeres) dependientes de RAD52 en levaduras y del complejo
MRE11/RAD50/NBS1 en mamiferd8ryan et al., 1997; Lundblad & Blackburn, 1993;
Zhong et al., 2007)



1.2.1. Subunidad TERT

En la actualidad todaas subunidades cataliticdsscritas a la fechalo largo de diversos
grupos taxonémicose encuentran ampliamente conservadpsesentarcuatro dominios
denominados: domini@EN (Telomerase Essential-términal domaijpy dominio TRBD
(TR-Binding Doman), dominio RT (Reverse Transcriptasg)domino CTE (C-Terminal
Extension (Steczkiewicz et al., 2011Jigura 3) Esta alta conservacion de secuenqias

lo hacefacilmenteidentificable por métodos convencionales de alineamiento y analisis de
secuencigsen conjunto con el hecho de que en eucariontes superiores constituye el factor
que limitael ensamble del complejban propiciado quda mayoria de los estudi@erca

del ensamble y funcionamiendie la telomerasse centren easta subunidadientraslos
dominios TRBD y RT son requeridos para la actividad de la enzima los dominios TEN y
CTE son indispensables para la interaccion y reclutamiento de la enzima al telomero, este
altimo mediado por la proteina TPR1ravés de la interaccion con el domiheN (Schmidt

et al., 2014)

El dominio TENy el dominioTRBD contienen los motivosonservados GQy CP, QFPy T
respectivamenteque en levadura corresponden a las regiones hipomutabMesahbos
dominiosse encuentran conectados por una secuencia espaciadora no conservada de longitud
variableque enconjuntoconforman la extension ano terminal (NTerminal Extension,

NTE) (Friedman & Cech, 1999; Xia et al., 2000EN asimismocontiene el sitio de anclaje

gue interactia comtegion 5de la cadena sencillaldepetidoteloméricqg promoviendasu
estabilizacion ademas delposicionamientoen el sitio activo durante la adicién de
nucledtidos a través deposiblescambios conformacionalgdurczyluk et al., 2011; Lue,

2005)

El dominio TRBD establece contacto con dominios de cadenas sencilla y del&
subunidad dARN que se forman por el plegamiento de dicha subunidad, como elyallo |
Il de Tetrahymenay el dominio CR4/CR%n humano(Moriarty et al., 2004; Rouda &
Skordalakes, 2007Mutaciones puntuales en los moti@R y Tresultan en una diminucién
de la afinidad por TERropiciandadefectos en el ensamblactividad de la telomeragiaai

et al., 2002)



El dominio RTal igual que todas las familias de transcripgaswversas conserva los siete
motivosn o mbr ados 1, 2 peroA diferBnidja de €stos, [ distanciakentre los
motivos Ay B' es mas larga por insercion de una secuencia conocida como IFD (Insertion in
Fingers Domainjjue se encuentra involuceaehnla procesividad y el reposicionamiento del
ADN respecto al moldg posiblemente tiene un papel en la translocacion de unidades de
repetido (Lue et &, 2003) El andlisis de secuencias de los dominios RT de diversas
retrotranscriptasas muestran que TERT filogenéticamente comparte un clado con los
retroelementos PLEs (Penelepg&e Elements)no candnicosque carecen del dominio
endonucleasy exhibenocurrencia deepetidos teloméricosn los extremgsuwgiriendoque

un retroelemento ancestral en comun phdberse separadie la secuencia templete de
ARN y evolucionado en la subunidad catalitica de la telomdraghipova et al., 2003;
Gladyshev & Arkhipova, 2007)

Dominio de union al ARN Dominio Carboxilo
Dominio Amino Terminal de la telomerasa Dominio Transcriptasa Reversa Terminal
(TEN) (TRBD) (RT) (CTE)
[ I [ Il Il I
GQ CP QFP T 12 A IFD B’ c D E Ed E-IE-l E-V

Extension Amino Terminal
(NTE)

Figura 3. Dominios estructurales de la subunidad catalitica de la telomerasa de vertebrados.
La extensién de los dominios es indicadaqmuchetes. En la parte inferior se muestran los motivos conservados
de cada dominio importantes para la funcién de la telomerasa representados por recuadros de colores. Una
secuencia espaciadora de longitud variable localizada en la extensién aminol teepéna a los dominios
TENy TRBD.

Al igual que otras polimerasas, TERT presenta una estructura similar a una mano derecha
donde el dominio RT conforma dos subdominios que corresponden a la palma y los dedos,
en donde se localimael sitio catalitico y sio de union de los nucleétidos entrantes
respectivamente, mientras el dominio CTE conforma la estructura de @uldak. Chen &
Podlevsky, 2016) este dominio carece de unasecuencia primaria de aminoacidos
conservada, y su papel en la actividad de la telomerasa va desde lo esencial hasta lo carente
de importancia entréiferentes organisnsdlegandoinclusoa estar completamente ausente,
presenta sitios denion al heterodufex de ADN y ARN y posiblemente contribuya su
estabilizacionWyatt et al., 2010)



1.2.2. Subunidad TER

La subunidad ER es un INcRNAARN largo no codificante) que ademas de funcionar como
molde para la transcripcion reversa sirve como sitio de andamiaje para proteinas relacionadas
con el ensamblaje de la holoenzima funcional; contiene sitios de unién para la subunidad
catalitica, sitios denidn para proteinas necesarmara la biogénesis de la holoenzima y en
algunos grupos taxondmicastios parala unién deproteinas especificagGreider &
Blackburn, 1989; Zappulla & Cech, 2004kn su secuencia TER alberga el motivo
complementario al repetido telomérico y elementos estructurales que participan en la
estabilidad del complejo ribonucleoprotéi@lackburn, 2005)A diferencia de TER que

se encuentra altamente conservyddosubunidad TER tiene una amplia divergencia; las
secuencias TER de diferentes organismos muestran poca similitud y variaciones en su
longitud. Mientras en ciliados este elemento es transcrito poAR& polimerasa |l
produciendo transcritos de 14010 nt(Lingner et al., 1994; McCormieéraham & Romero,

1995) en plantas y vertebrados es transcrito pohRaN polimerasa llpresentandaina

longitud alrededor de los 270 nt y 450 nt respectivam@nte. Chen et al., 2000; Song et

al., 2019)De igual forma que en vertebradtastranscripcion de TER en levaduras y hongos
filamentosos emediada pola ARN polimerasa Il, sin embargo, presentan una longitud mas
extendida quera desde los 928 nt ekluyveromyces nonfermentahasta los 225 nt en
Mycosphaerella graminicoléX. Qi et al., 2013; Seto et al., 2008 ha sugerido que esta
variabilidad de tamafios podria ser resultado de la adquisiciémlidg de una variedad de
dominios estructurales espeespecificos a partir de wancestro en comun, el cual no ha

sido identificado, mientras que el reconocimiento déipeacon la subunidad TERT y con

otras proteinas que participan en la biogénesis del complejo, indica que ambos componentes
siguieron rutas cevolutivas, que les peiitieron preservar algunos dominios estructurales
(Nelson & Shippen, 2015)A pesar de la ampligiferencia en longitud y secuencias
nucleotidicas, TER posee una estructura secundaria conservada @jjgyua contiene
elementos estructurales que son esenciales para la actividad enzimatica, ya que estos
participan en la estabilidad de la subunidadRTEnN la interaccion con TERT, y en el

ensamble y localizacion del compléjb L. Chen et al., 2000; Egan & Collins, 2012)
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Figura 4. Estructura secundaria de la subunidad d&ARN de la telomerasa de ciliados, vertebrados y
levaduras.
En colores se muestran los elementos estructurales conservados. Regiones hipervariables entre especies son
indicadas con lineas punteadas.

Dominio Templeted dominio templete se localiza en uregion de cadena sencilla en el
extremo 5del transcrito y contiene la secuencia nucleotidica complementaria a la cadena
rica en G del ADN telomérico; tiene una longitud de al menos una y media copias del motivo
del repetido telomérico. En este domirebextremo 3se utiliza para el alineamiento con el
extremo 3monocatenario del ADN telomérico, mientras el extrehse bitiliza como molde

para la transcripcion reverg&illey & Blackburn, 1996) Mutaciones en este dominio
producen cambios en la secuencia del repetido telomérico, asi como también alteraciones en
la procesividad de la enzima e incluso el deslizamiento de la secuencia téitlieye&
Blackburn, 1996; Singer & Gottschling, 1994; Webb & Zakian, 2008)
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Elemento delimitador deltemplete (Template Boundary Element, TBE) adyacente al
dominio templete se localiza el elementocblindante al templete el cual ademéas de
funcionar como sitio de union para la subunidad catalitica, proporciona una barrera fisica
mediante la formacién de una estructura de hélice, que define el limite del templete para que
la telomerasa no sobrepasaleminio molde y se sintetice solo el repetido telomérico sin
incluir los nucleétidos adyacenté®'Connor et al., 2005; Prescott & Blackburn, 19%i@

igual forma alteraciones en su secuencia provocan que la sintesis del ADN telomérico se
produzca mas alla del dominio templete, mientras la restauracion de la hélice de este dominio
mediante mutaciones compensatorias restabldoritd normal(Autexier & Greider, 1995;

Box et al., 2008)

Dominio pseudonudaio abajo del dominio templete se localiza el dominio pseudomrlido

cual participa en la union con la subunidad catalitica y procesividad de la éQuiana&

Cech, 2008; Theimer et al., 206#)servandose que esta estructura en ciliados, vertebrados,
levaduras y hongofilamentosos, contiene tramos ricos en Aygue conformandos

estructuras de taHasa parcialmente sobrelapadaslevaduras y hongos filamentosos ssta

regiones sodenominada€S3 y CS4respectivament@Kuprys et al., 2013; Y. Tzfati et al.,

2003) Durante el plegamientse formauna estructurae tallo entre los residuos de U de

CS3 vy los residuos de A de CS4, mientras los residuos de U libres en elea§&53que

guedan paralelos con laases WA, permiten la formacion daina estructura de triple hélice

através del apareamiemte bases Hn g s t e e nUlyd v eAdl,|200)7 Adicionalmente

alas triplesbasess-d AU que se encargan de proporcionar
descrito que la triple hélice también puede ser estabilizada porenlace88eG y cont ener
apareamientos wobble de G:U. Mientras las mutes@untuales que afectan la formacion

de la triple hélice abolen la funcién de la telomerasa, sustituciones de las triples bases de U
AAU por tr i ©lAds-6B '@ssiawan thactivitlad enzimati¢dhefer et al.,

2007; Theimer et al., 2005)
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Elemento de tallo termingbtem Terminus ElemenSTE): se localiza en el extremo el
transcrito, es un elemento esencial para el ensamble y activacion del complejo RNP ya que
este actla como rdalador alostérico permitiendo el adecuado plegamiento y
funcionamiento de los dominios de la subuni¢ddBrown et al., 2007; Webb & Zakian,

2015) En vertebadoseste elementoontiene laestructura de tallo y asa Péotalizadaen

una regién conformada por dos secuenciasservadas (Conserved Regiof@¥R9 que
constituyen el dominio CR4/CR5 o dominio de activacion, requerido para el correcto
ensamble y ladividad de la enzimpor medio ddas interaccioneARN-Proteina y &RN-

ARN (J. L. Chen et al., 2002; Ueda & Roberts, 2004ientras enciliados la hélice 1V
funciona de manera anéloga a P6.1 de vertebrados, por lo que en estos organismos también
es requerido para la actividad cataliti(@. X. Mason et al., 2003)En levaduras este
elemento corresponde auaion de tres viaéThreeWay Junction, TWJ)la cualtambién

resulta citica para la actividad de la telomerdagsavivo e in vitro de acuerdo conas

observaciones realizadas i€lnyveromyces lactify. Brown et al., 2007)

1.2.2.1TER: Transcripcién y biogénesis

Como se mencion6 previamentdrinscripcion y las vias de procesamiento de la subunidad
TER también son divergentes entre organisneosciliados la transcripciénde TER es
mediadgpor laARN Polimerasdll y finalizadespués de copiar un tramo de A gefar un
fragmento corto de pplU) en el extremo '3lel transcritoen Tetrahymena thermophikste
tramo funciona como sitio de unién para la proteinaquébcontiene un motivo ERRM
caracteristico de proteinas de uniGARN, ademas p65 interactla clanhélicel y IV de
TER, estas interacciones inducen cambios conformacionales que promueven la unién con
TERT y son requeridas para la acumulacion del complejo RNH#vo al igual quela
posterior asociacién del complejo de proteinas p19, p45, p50, p75 YYedhida Tzfati &
Chen, 2012Witkin & Collins, 2004) En levaduras y vertebrados TER es transcrito por la
ARN Polimerasall, en ambosorganismosal transcrito naciente de TER se le adicitama

caperuza 5' d€EMG (2,2, trimetil guanosinay la cola de pgl(A) en el extremo 3'
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EnS. cerevisiaadicionalmente se ha detectadpiesencia de una fraccién no poliadenilada
cuya terminacion de la transcripcion es mediada por la via-NathBSenl presenta una
longitud mas corta con cerca de 90 nt mgneepresenta ehayor porcentajdeabundancia

en contraste al-30% de la fraccién poliadeniladdoservadaaunque inicialmente se habia
propuesto que esta forma correspondia al precursor de la forma fumogmaladenilada

de TLC1 que se asocia al complejo RNPla fecha esa iddsm sido deseclday no se ha
establecidaun papel clargparasu funcion(Chapon et al., 1997; Noel et al., 20123 via de
terminacién de la transcripcion mada por el complejo NrdNab3Serl es propia del
procesamiento dARNs pequefios nucleares (SnRNAs) y ARNequefios nucleolares
(snoRNASs)y de igual forma a la biogénesis de snRNAdevaduras y hongos filamentosos

se ha observado que el procesamiento del transcrito primario de TER cootpasrte
similitudes,del mismo modo a esta cladetranscrite el transcrito primario de TE&bntiene
cerca del extremo' 8n motivo rico erresiduos deiridinadenominado sitio Sm, requerido
para la unién con el complef@tereheptangrico Smque promueve la hiperetilacionde la
caperuza y acumulacion del complejo RN&ando el complejo Sm7 sacuentra unido al

sitio Sm, este delimita el procesamiento del extrehgué sufre el transcrito para adquirir

su forma madura funcional, por lo que la carencia de un sitio Sm funcional en TER conduce
al acortamiento de los telomeros en levady@®esto et al., 1999; Tang et al.,, 2012)
Adicionalmente el procesamiento del extrerhpugd requerir de una reaccion incompleta
de corte y empalme como se ha descrito en algunas levaduras y hongos filamentosos los
cuales contienen un sito de cortey bin sitio de ramificacion localizadograbajo del sitio

Sm, requeridos para la union dellegmosoma y la liberacion de la forma activa del transcrito
sin producir la ligacién de exon¢Box et al., 2008; Kannan et al., 201&ntretanto,la
subunidad TER de vertebrados comparte una via de biogénesiicy igual ala de
snoRNAs,especificamenta un subgrupo de snoRNAs denominados ARNs pequefios de
cuerpos de Cajal (scaRNAs), los cuales contienen un dominio estructuraddlaaja
H/ACA localizado en el extremd,3jue sirve como sitio de union para proteinas accesorias
gue median el procesamiento adecuadadfictr nuclear de TERCristofari et al., 2007; Fu

& Collins, 2003)
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La caja H/ACA, funcionacomo sitio de reconocimiento para uaién del el complejo
disqueringdyskerin, NHP2, NOP10 y GARestructuralmenteontiene dos horquillas cada
una seguida de una region de cadena sencilla denominadas bisagrque @aaresponden
a las regiones conservadas CR6 y QB§pectivamentesobre las que se localizan los
motivos conservadade cajaH cuyo consenso es-AnAnnA-3'y el motivo ACA(Egan &
Collins, 2012; Kiss et al., 201Q)a asociacién decomplejo disquerina en conjunto con la
asistencia de otras proteinas como TCAB#& presenta union a la caja CARgalizadaen

el asa de CR7, es neceagarala localizacion de TER elos cuerpos de Cajan donde
ocurre la asociacion corERT y colocalizacidon hacia los telémel@gan & Collins, 2012;
Yehuda Tzfati & Chen, 2012)

1.3. Ustilago maydis

U. maydises un hongo basidiomiceto dimorfiquerteneciente al orden de los Ustilaginales

y miembro de lafamilia Ustilaginaceae conformada por 17 géneros y 607 especies
usualmente patégesde plantafirk et al., 2008) Este hongo es el agente caushbadrbon

del maiz o huitlacoche en su hospedefea( maysL.) y en teocintle Zea maysspp.
parviglumisy Zea mayspp.mexicana que se caracteriza principalmente por la formacién
de tumores en los tejidos aéreos de la planta hosp@dEyaRamirez et al., 2014)J.
maydisno es un pasito obligado, pero requiere de una planta hospedera para completar su
ciclo de vida(Figura 5)y duranteéste exhibe tres formas celulares: una forma unicelular
haploide no patogénicaaprofiticague se reproduce por gemacién, una forma filamentosa
dicaiiética patogénicaque resulta del apareamiento entre de dos células haploides
(esporidios) sexualmente compatiblegue mantiene una relacion biotréfica con su
hospederoy finalmente una forma diploide (teliosporas) cgeproducedentro delas

tumoracionsy constituye la forma de dispersion del hoifBanuett, 1995)
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1.3.1. Ciclo de vida d&J. maydis

La regulacion del ciclo de viddel hongoes controladapor un sistema de apareamiento
tetrapolar formado por Idsci detipo deapareamientay b. El locusbialélicoa (aly a2)

controla el reconocimiento y la fusion celulal,cual codifica para los componentes del
sistema de apareamiento que constatiEly mfa2que codifica paralos precursorede
feromonas lipopeptidicay de pral y pra2 que codifican paraok receptoresle dichas
feromonas, los cualegontienen siete dninios transmembranalegjue permiten su
acoplamiento con la proteina ténta G(Banuett, 1995)El reconocimiento sucede cuando

la feromona de un tipo de apareamiento (ej. Mfal) es reconocida por el receptor del tipo de
apareamiento opuesto (ej. Pra®) cual conduce la disociacién de la proteina Gayla
activacion de la via de sefializacion de AdViBi como también de la via de sefializacion
MAPK que convergen en la activacion de PRii§romoneresponsé-actor 1)un regulador
maestro que controla el ciclo celular, el crecimiento filamentoso y desarrollo patogénico a
través de la activacion de otros factores de transcripgign incluyen loslocus de
apareamientay b (Muller et al., 2003; Regenfelder et al., YR%I reconocimiento provoca

el arresto del ciclo celular y desencadena la formacion de tubos de conjugacion, que se unen
en el extremo apical para formar el micelio dicariético infec{isoetselaar et al., 1996;
Spellig et al., 1994)La formacion del tuboconjugativo en conjunto con el desarrollo
patogénicason controladopor un complejo heterodimérico conocido como bE/bW que es
codificado por ellocus multialélico b. El locusb estd compuesto de dos genes que se
transcriben de manera divergente denomisa@oy bW, conmas de 3 alelos(Kronstad &

Leong, 1990) La dimerizacién ocurre Unicamente cuando las esporidias que se aparean
tienen tipos de apareamiento b diferentes
factor de transcripciépromoviendo la transcripcion del reguladoaestro Rbfl que a su

vez promueve la induccion de conjunto déactores de transcripcion que controlan grupos

de genes reguladores del ciclo celular y de genes de efectores implicados en la supresion de
la respuesta inmune y alteracion del metabolismo de la glailiasen et al., 1992; Heimel

et al., 2010; Lanver et al., 2014)
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Figura 5. Ciclo de vida deU. maydis
Sobre la superficie de la planta la transicién dimérfica comienza con el reconocimiento entre células haploides
sexualmente compatibles mediante un sistema feromemegtor que resulta en la formacién de los tubos de
conjugacion que se fusionan para pmdwn micelio dicariético, seguido de la formacion del apresorio,
penetracion y proliferacion dentro de los tejidos de la planta para finalizar con la formacién de esporas.

Sobre la superficie de la planta, el micelio dicaridtico incipiente es capasdeallar una
estructura llamada apresorio que le permite penetrar al tejido vegetal, posteriormente ocurre
el crecimiento intracelular de las hifas por invaginacién de la membrana plasmética de la
planta, estableciéndose una interaccién biotr¢gKedomann et al., 2000$ubsecuentemente

se producel crecimiento intercelulala proliferacion masiva del micelmincremento en el
nameroy tamafio de las células del huésped que resulta en la formacion de tulnores.
continuacion,ocurre la cariogamia y la fragmentacion de las hifas para dar lugar a la
formacion de teliosporas, que eventualmentedispersadas el enedio ambiente, donde
germinan produciendo el promicelio en el que ocurre la meiosis para formar cuatro nuevas
esporidiascapaces de reinicial ciclo de vida del hongy de propagarse indefinidamente

bajo condiciones de laboratofidahmann et al., 2000)
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1.32. U. maydiscomo organismo modelo

En la actualidadl). maydisconstituye uno de los hongos patégenos mas importpatas|
estudio del dimorfismo fungico, la patogénesis, la regulacién del ciclo celular, la
recombinacion y reparacion del AD{Bolker, 2001; Dean et al., 2012; Holloman et al.,
2008) La existench de su fase haploide levaduriforme de facil magepapacidad para
completar su ciclo de vida en un periodo nreadres semanas bajo condiciones de
invernaderchan permitido el desarrollo dena serie déerramientas moleculares goan
simplificado y generadavances en losstudios sobre esteongo modeldBanuett, 1995;
Steinberg & PereMartin, 2008) Para este organismo se han desarrollado sistemas de
transformacioraltamente eficientes (>46 g ADN) convectores que contienen secuencias
de replicacién autonoma (ARS) que permiteed&ion, insercion o delecién de genes por
recombinacién homolog@rachmann et al., 2004; Tsukuda et al., 19B8jersos genes se
han utilizado con éxito como reporteros, marcadores de seleccion, ademas se han identificado
y utilizado promotores constitutivos o induciblessado®n la disponibilidad de fuentes de
carbono y nitrégenBottin et al., 1996; Brachmann et al., 2001; Gold et al., 1994; Keon et
al., 1991)

La regulacion de laransicion dimorfica mediada por lmcusde control Unico, permite la
construccion de cepas haploidedopatogénicaque se pueden utilizar para identifidar
regulacion dgenes implicados en la virulen¢Bolker et al., 1995)a disponibilidad desu
genomasecuenciadode un tamafio de20.5 Mb distribuido en 23 cromosomaspn un
contenido relativamente pequefioai@02 genes mode(&amper et al., 2006ha permitido

el estudio de comparaciéon de genontpae ha incrementadel conocimiento de la
contribucién de genes y de procesos celulares ausentes en otros hongos modefas como
cerevisiaey S. pombeg incluyendo genes involucradoen la reparacion del ADN,
organizacién de microtubulos, transporte a larga distancia, mitosis y algunas proteinas que
encuentran relacionadas con el desarrollo de enfermedadasnanogKojic et al., 2002;
Munsterkotter & Steinberg, 2007; Steinberg & Pdvirtin, 2008)
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Mientrasanalisiscomparative con organismsfilogenéticamente relacionadban revelado

la presencia de un conjunto de efectores liegpgecificoy abundante presencia de
transcritos antisentidos naturatgge enconjunto con la ausencia de la maquinaria de RNAI
en U. maydisa diferenciade otras especies cercanas cdohdhordeiy S. reilianumque
mantiene sus componentesonstituye un sistema trazable paida identificacion de
determinantes de virulengieoevolucioncon su hospedery relevancia y modulaciéon de
esta clase de transcrit@onaldson et al., 2017; Okmen et al., 2018; Schirawski et al., 2010)
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2. ANTECEDENTES

En la actualidad). maydistambiénse haposicionadacomo un modelo para el estudio del
mantenimiento de los extremos cromosomales, en primera instancia se demostré que las
secuencias teloméricas d¢ maydis estan conformadapor un promedio de 339
repeticionesde la secuencid TAGGG que esidéntica a la encontrada en telomeros de
vertebradoy en algunos hongos filamentog@uzman & Sanchez, 1994; Podlevsky et al.,
2008) inmediatamente adyacente al repetido teloméricoidemtificé un elemento
denominadorumT de 376 pbcompuesto por dos regiones delimitadas por un sitio de
reconocimientd®st conservado que permite la determinacion de la longitud del telémero
mediante analisis del TRBe manera colineal con este elemento Hadiireccion proximal

al centromeraambién se localizaron dos tipos de TAnhominadasdJTASay UTASDb
(UstilagoTAS estructuralmentanalogas los elementos Y'y X respectivamergéprimer
elemento contiene una secuencia altamente conservada y se ubica frecuentemente adyacente
arumT, ademas de albergar en su extremo 5' un marco de lectura abierta que codifica para
una helicasdenominaddJ SHER(Ustilago hdicaserecQlike) que pesentehomologiacon

otras helicasas ligadaseddmerospreservanddos siete dominios conservados del dominio
central de helicas@&ecQ Por su part&J TAShcorresponde a un elemento meoosservado,

con fragmentos de marcos de lectura abiertgprdéeinas de funcidbn desconocidsste
elemento se puede ubicar contiguumT 0 posicionado previamentelar ASa(Sanchez

Alonso & Guzman, 1998; Sanchétonso et al., 1996)

Porotra partemediante un andlisis bioinformatise identificoun marco de lectura abierta
de 4,116 pb localizado enletusum11198conlos dominios caracteristicos de la subunidad
catalitica de la telomerada, interrupcién de este genrgeninadotrtl (telomeraseeverse
transcriptasd) produjomutantes telomerasa negativag mostraron un lento crecimiento,
bajo potencial replicativo, el acortamiento gradual de los telomerdsfectos enla
formacion de teliosporasEventualmente también observartan aparicion de células
supervivientesobtenidas después de 256 generaciongs rgostraron alteraciones en el
fragmento terminal de restriccion, similar al que ocurre en cep@saigevisiagelomerasa

negativagBautistaEspana et al., 2014)
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Adicionalmente se ha reportadaeU. maydiscontieneun conjunto de proteinas asociadas

a telomeros que participan en su organizacion y homeostasis, las cuales presentan homologia
con las de otros eucariotas mogétoque sugieren que los mecanismos del mantenimiento

del extremo cromosomal presentan prdptes similaregSanchezAlonso & Guzman,

2008; Yu et al., 2013Yambién se ha observadoe ocurren ligeros cambios en la expresion
detrtl durante el desarrollo biotrofigouna notable represion detusdonde posiblemente

se origina ldranscripcidrdel gen putativo de TER.anver et al.2018) lo que sugieren que

ambos componentes podrian tener un papel importante durante la diferenciacion celular
independiente al alargamiento de tetdmerosal igual que ocurre en otros organismos
(AlcarazPerez et al., 2014mamura et al., 2008; Jose et al., 2018; Park et al., 2009)
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3.JUSTIFICACION

La interrupcion y caracterizacion terl, a la par del analisis diferencial de transcriptomas
estan enfocados en ampliar el conocimieaterca de la contribuciéde los factores
involucrados en el control del mantenimiemte los extremosromosomalesy obtener
informacion sobre los mecanismos de regulagigoosibles funciones independiesit

alargamiento de los teldmerde estos componentes.
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4.HIPOTESIS

En ellocusterl reside el gen que codifica para la subunidad\Bé&l de la telomerasa de
Ustilago maydissu interrupcionresulta en el fenotipo ES{Ever Shorter Telomesg e
induce cambios en la expresion transcripcional de genes involucrados en el mantenimiento

del extemo cromosomal
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5.0OBJETIVOS
5.1.0Objetivo general

Caracterizar elocus terlen la cepa 518 dd. maydisy analizar los perfiles de expresion

transcripcional de la cedvestre518 y mutantsterl::hph deU. maydis

5.1.1 Objetivos particulares

A Realizar el ensamble de un casete de interrupciontperale la cepa 518 d.
maydis
A Obtener mutanteserl mediante la interrupcion tldocus por recombinacion

homdloga de la cepa BldeU. maydis

>

Realizar el andlisis fenotipico de las mutamges::hph

A Realizar el ensamble de los transcriptognasanalisis de expresion difereriaie la
cepa 48y mutantsterl::hphdeU. maydis

A Identificary clasificargenes cuyos productos proteiciferencialmentexpresados

estén involucrados en el mantenimiento del extremo cromosorbalrdaydis
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Obtencién de las mutantes y caracterizacion fenotipica

6.11. Cepas y medios de cultivo

Las cepas dEscherichiacoli y U. maydisutilizadas en este trabajo se muestran en la Tabla

1. El cultivo deE. colise realiz6 a 37°C durante 18 horas en meBigpeptona de caseina

10 g/l, NaCl 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l) suplementado con ampidid@apg/ml)

cuando fue necesarioak cepas dd. maydisse crecieron a 28°C durante 24 horas en medio

YEPS (sacarosa 20 g/l, peptona de caseina 10 g/l, extracto de levaduraddicighado

con higromicina (200 pg/ml) cuando fue necesario.

Tabla 1. Cepasde microorganismosutilizad os en este estudio.

Cepa Genotipo Referencia
' - F 0 8l&Z oM 1 Taczyi-argF) U169recAl endAl hsdR17 (rKi, .
E.coibHS U Cr?1K+) phmﬁ(pi g Z)I thi-gyrA96 relAl ( Invitrogen
U. maydis21 albl W.K. Holloman
U. maydi18 a2b2 W.K. Holloman
U. maydiger1-02 azb2terl:hph Este trabajoderivada de 51
U. maydiger1-24 azb2terl:hph Este trabajoderivada de 51
U. maydiger1-35 azb2terl:hph Este trabajoderivada de 51
U. maydiger1-40 az2b2 terl::hph Este trabajoderivada de 51

6.1.2. Plasmidos

Para la construccion del casete de interrupcionteatsy ensayos posterioreg utilizaron

los plasmidos mostrados en la Tabla 2, emplearlacaiDH5 U ¢ o

Tabla 2. Plasmidos utilizados en este estudio.

mo cepa

Plasmido Descripcién Tamafio  Referencia
pBluescriptl KS(-) Amp,l aczU 2,%8pb  Stratagene
Plasmido derivado de pBluesctipkS () que contiene la secuenc .

pTer5 a flangqu et 6 50 de 4139pt  Este trabajo
Plasmido derivado de pBluesctipgkS (-) que contiene la secuenc .

pTer3 a f1angu et g 3q de 4133pt  Este trabajo
Plasmido derivado de pBluesctipkS (-) que contiene las secuenc .

pTerSubmx flanqueandlAmg 50 y 3a 5255pk  Este trabajo

pTerl Plasmido derivado de pBluesctipgkS () que contiene la secuencic 7294pt  Este trabajo

interrupcién pargerl, Amg, Hyg
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Plasmidaderivado de pBluescript K fue contiene la secuencia

pCM1007 interrupcién paretl, Amg, Hyd 6,670 pt  W.K. Holloman
Plasmido de replicacion auténomqe confiere resistencia a Tsukuda&
PCM54 higromicina, derivado de pUCI&mp, Hyg 6,400 pb Holloman, 1989
pUT2 Plasmido derivado de pBluescript kque contiene 3iher de Guzmar&

repetido telomérico TTAGGG més 389de UTASAMp 2,521 pt Séanchez, 1994

6.1.3. Disefio de oligonucleétidos

Los oligonucledtidos utilizados en este estudio se muestran en la Tabla 3 y fueron disefiados
utilizando el programa PrimerSelect (DNASTAR, Inc.), a paeila secuencia del genoma
deU. maydisdisponible en Genbank, los sitios de restriccién disefiados para la construccion

de la secuencia de interrupcion se encuentran subrayados.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en estestudio.

Temperatura

Oligonucledtido Secuencia 5'3' Descripcion Amplicon . . Referencia
de alineamientc

AAGCGGCCGTAGAGG .
CrBSISUPP 5 GTGGTTTGGGTTTGGT arzalriﬁ‘ﬂrzzfsoxzre"’:nc L1810 opc  Estetaba
Cr8S15Low TCGGATCLGCTGEGTCT P 5 deterl P Este trabaj
CGATGCTTTTCTGTA Y
AGGAT TACAT .
Cr8S13-Upp c 7%?” A%((::CA G'I(il‘r g GC Par utilizadgara Este trabaj
Cr8S13-Low AAGLGGCCCGGGTETE amphgcj;?elrimemc HATD e Este trabaj
GTCTATTGAACG d
TCCGCCTTCCCTTCTTTC  Par utilizadgara .
WT-ter:Upp ATTTTG comprobar a Este trabaj

integridad y/o la 2,362pb 60°C
i i6 | 7
WT-terkLow GTGGCCGACATGCGCT1  insercion .de a 3,758pb Este trabaj
TGAAC secuencia de
interrupcién deerl
5H-Upp GAAGGCGTGTGGCTCGC  Par ut|I|zadq)ara ) Este trabaj
TTTGTTG comprobar la insercic 1.7570b 63°C
SH-Low TAGGAAGGCGGCGGAA  del marcador de 21P Este trabai
TCAGTTGG seleccién y
3H-Upp GGAAACCGACGCCCCAC Par uuhzadcpara ) Este trabaj
CACT comprobar la insercic 3,004pb 63.9°C

SH-Low CTCAGCCGGCGCCTTTA  del marcador de ’ ' Este trabai
(
TCAGC seleccion J
TempleteUpp ACCGCG%(;-:-ACTGTCT Par utilizadgara Este trabaj
TCCCACGTTCCACTTGET comprob.ar la deleci¢ 244pb 55°C S
TempleteLow TC del dominio templete Este trabaj
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6.1.4. Disefio de la secuencia de interrupcion pareerl

El ensamble @ la secuencia de interrupciparaterl se realizé de acuerdo con el diagrama
mostrado en la figura AlSe amplificaron los fragmentos flanqueantes 5' y 3edé de
aproximadament#,000 pb El extremo 5' fue bordeado por sitios de cdital y BanHl, y
el extremo 3' por sitios de corBanHI y Notl. Cada fragmento fue insertada el sitio
EcaRV del vector pBluescript Il KS-|, para generar los plasmidos pEery pTer3,
respectivamenteDel plasmido pTeb' se escindido el fragmentdlot/BanH| y fue
subclonado en el sitiblotl/BanHI de pTef3'. El plasmido resultante fue pTerSub5' que
conteniaunidosambos extremos de manera colineaparados por un sitigarmH| en el cual
seinsertoel fragmentaBanH| derivado de pCM10Qfueconteniael gen quiméricdiph
Obteniendo el plasmido pTerl con la secuencia de interrupciontg@drala cual fue

escindia por digestion completa cayotl.

6.1.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de amplificacion se realizaron enTammociclador T100 (BidRad),
utilizando reacciones con un volumen final de 50 pl, con una composicién como la que se
muestra a continuacion: buffer para PCR 10X 5 pl, M§CImM 1.5 pl, mix dNTP’s 10

mM 1 pl, oligonucleétido delantero 0.4 ul (100 mM)jgainucleétido reverso 0.4 pl (100
mM), PlatinumTaqDNA Polymerase Invitrogen 0.4 pl (5 U/ul), ADN genémico 100 ng.
Las condiciones de amplificacigmara los extremos flanqueantes el fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial un ciclo a 94fiGante2 minutos; desnaturalizacién
(94°C durante30 segundos), alineamient64(C durante80 segundos) y extension (72°C
durante 1 minutp30 ciclos; extension final un ciclo a 728@rante5 minutos.Para el resto
delos paregle oligonucledtidos se utilizé las temperaturas de alineamiento indicadas en la
Tabla 3.
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6.1.6. Electroforesis en gel de agarosa y purificacion de fragmentos de ADN

Los productos de PCR y de restricciones enziméaticas fueron sometidos a electraforesis e
gel de agarosa 8l8%en buffer TBE 0.5X (Tris Base 45 mM, acido borico 45 mM, EDTA

1 mM) a 100V durante 30 minutos, tefiido con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y utilizando un
marcador de peso molecular de 1 kb (Fermentas). La visualizacion de lasdmneksz6

en un transiluminador de luz UWVP-Transilluminator, Analytik Jena GmbiH El
fragmento correspondiente al tamafsperadse escindio del gel y se trituré con ayuda de

un cubreobjetos, se agregd un volumefedelT.E.,se coloc@-70°Chada la congelacion.

Se centrifug@ 11,000 rpm durante 10 minutos, la fase superior se trarasfiridubo nuevo

y se le adicionéun volumen de feneatloroformaalcohol isoamilico, se homogeniz6
totalmente durante 30 segundpsse centrifugbéa 11,000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante se recupero y se adicion6 un volumen de cloroformezdé nuevamente y

se centrifug@ 11,000 rpm por 30 segundos. A la fase superior recolectada se le agreg6 0.5
voliumenes de acetato dmonio (7.5 M, pH 5.5) y dos volumenes de etanol absoluto frio, se
mezclo por inversion y se coloc620°C durante hora. Por dltimo, se centrifugd11,000

rom durante 10 minutos, se retir0 el sobrenadante, se dejé secar el precipitado y se
resuspendiéen 20 pl de agua destilada estéril. La purificacion de los fragmentos fue

verificada mediante electroforesis utilizando las mismas condiciones anteriores.

6.1.7. Digestiébn de ADN con enzimas de restriccion

Las reacciones de restricci@on EcarV, Notl, BanHl, Xhd, Xba, Sal, Scd y Pst, se
realizaronde acuerdo cotas recomendaciones del fabricaltevitrogen) en resumen, en

un tuboEppendorf se agregon3 pl del buffer de reaccion 10X, ADN problema 3 il 21
pg/ul), enzima 1 ul (10 U/ul), agudestilada estéril cbp 30 pl. Las reacciones se mezclaron

suavemente y se incubaron a 37°C durante 1 hora.
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6.1.8. Ligacion delos fragmentos de restriccionen el vector de clonacion

Las reacciones de ligacién para la integracion de fragmentos de AR \attor de
clonaciénpBluescript 1l KS {), se llevaron a cabo utilizando la enzima T4 DNA Ligase
(Thermo Scientific) de acuerdo cotas siguientes condiciones: en un tlgpendorf se
coloc6 100 ng de vector, 300 ng de inserto, 2 ul de buffer de é@at@K, 1 ul de T4 DNA
Ligase (5U/ul), agua destilada estéril cbp 20 pl. Las reacciones se incubaron a temperatura
ambiente durante 12 horas.

6.1.9. Preparacion de células competentede E. coliDH 5 U

La preparacion de células competentek deoli DH5" serealizode acuerd@on elmétodo
descrito poBerger & Kimmel (1987)A partir de un cultivo dé&. colien placa se prepard

un precultivo, tomando una colonia e inocularidml de medio LB que se incubd37°C
durante 12 horas. Posteriormente se inocularon 250 ml de medio LB con 2.5 ml del precultivo
y se dejo en incubacion a 37°C hasta alcanzar @saoB 0.5 (Aproximadamente 3 horas).

El paquete celular fue recolectado por medio de centrifugaciéf08 Bpm durante 10
minutos a 4°C. El sobrenadante se desechd y el paquete celular se resuspendié en 12.5 ml de
solucion reguladora | (RbCl 100 mM, Mi@b mM CHsCO:K 88 mM, CaCi10 mM, LiCl

0.5 mM, glicerol 15%, pH= 5.8), se dejé reposar sobneelo duante 30 minutos y se
centrifug6a 5,000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se retird el sobrenadante y se agreg6 2 ml
de solucion reguladora 1l (MOPS 10 mM, Ca?Z3 mM, RbCl 10 mM, glicerol 15%, pH

7.0), se agd suavemente hasta disolver el pagwelalar y se colocaron alicuotas de 200 pl

en tubosEppendorf que se almacenarof78°C hasta su uso.

6.1.10. Transformacion de células competentede E. coliDH 5 U

La transformacion de células competente€EdeoliDH5 U  d & der aeuarbloi con el
método descrito poBerger & Kimmel (1987) En 200 pl de chilas competentes se

agre@ron5 pl del producto de ligacigrsee mezclé suavemente y se coloc6 sobre hielo
durante 30 minutos, inmediatamente después se colocé a 37°C durante 10 minutos, a

continuacion, se agrego 1 ml de medio LB para dejarlo en incuka8iotC durante 1 hora.
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Finalmente se sembrod por extensién 100 pl de la suspension de células en placas de medio

LB adicionado con ampicilina (100 pg/ml).

6.111. Extraccion de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico se realiz6 de acuerdo con el método descEamgmook

et al. (1989)A partir de un cultivo de 5 ml incubado durante 18 horas a 37°C se réalect
paquete celular por centrifugacién a 11,000 rpm por 10 minutos, se removié el sobrenadante
y el precipitado se resuspendioé en 100 pl de Solucion | (glucosa 50 mM{QIri25 mM

pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0), posteriormente se agreg200 pl de Soluciénl (NaOH

0.2 N, SDS 1%), se mezclo por inversion y se dejo en incubacién a temperatura ambiente
durante 5 minutos. A continuacion, se agreg6 150 pl de la Solucién Il (60 ml de acetato de
potasio 5 M, 11.5 ml de acido acético glacial 11.5 @) 8.5 ml) nuevamente se meac

por inversion y se centrifuggd11,000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se recuperd y
se le adicioné un volumen de feradbroformaalcohol isoamilico (fenol saturado en T.E.

pH 8.2, en relacidn 25:24:1), se agitd fuertemeratsteh homogenizar la emulsién para
después centrifugarla a 11,000 rpm durante 5 minutos, la fase superior se transfirié a un tubo
nuevo y se le agreg6 dos volumenes de etanol absoluto, se mezclo por inversion y se coloco
a-20°Cdurante 30 minutogA continuacion, se centrifugé a 11,000 rpm por 10 minutos, se
desecho el sobrenadante, el precipitado se lavé dos veces con etaf@l mié@damente se
centrifugq se retird el sobrenadantgpor ultima se dejo secar el precipitado a temperatura
ambiente paraesuspenderlo en 50 pl de agua destilada estéril.

6.112. Extraccion de ADN Total de U. maydis

Para & obtencion de ADN gendmico tle maydisseutiliz6 una modificacién del método
descrito porSherman et al. (1986 partir de cultivos incubadodurante 18 horas de los
cuales se recolectd el paquete celular mediante centrifugacion a 3,500 rpm durante 10
minutos, se desechd el sobrenadante y el paquete celular se congeldé colocandolo en
refrigeracion a70°C durante 20 minutos. A continuaciénpaljuete celular se trituré con
ayuda de un mortero y nitrégeno liquido, el producto pulverizado se transfirié a tubos de
polipropileno y se resuspendio en 2 ml de bufieextraccion (TrisHCl 200 mM pH 8.5,

NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, SDS 0.5%).
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Posteriormente se ag@on2 ml de fenolcloroformaalcohol isoamilico, se agitdé hasta
homogenizar completamente y se centdfutyrante 15 minutos a 3,500 rpiba fase
superior se recuperd y se ageun volumen de cloroformo, seemtld suavemente y se
centrifugdédurante 10 minutos a 3,500 rpm. Después el sobrenadante se transfirio a un tubo
nuevo y se agrego 0.6 volumenes de isopropanol, se cedaiimgxima velocidad durante

10 minutos y el prepitado se lavo dos veces con etanol &lo7@uevamente se centrifugd

y se retird el sobrenadante. El precipitado se dejé secar a temperatura ambiente y finalmente

se resuspendio en 500 ul de agua destilada estéril.

6.113. Purificacién y cuantificacién de ADN

Para la purificacién y cuantificacién de ADN se emple6 el método descri®@apusrook et

al. (1989) A cada muestra de ADN se le agaeon5 pl de RNase AThermo Scientifig, se
mezclé suavemente y secubda 37°C durante 1 hora, a continuacion, se le agregd un
volumen de fenetloroformaalcoholisoamilico, se agité hasta homogemizompletamente

y se centrifug@ 11,000 rpm durante 10 minutos. Se recuperé la fase superior y se le agrego
un volumen de cloroformo, se mezcl6 fuertemente y se cerdrdufyl,000 rpm por 10
minutos. Nuevamente se tgxero el sobrenadante yadicionarorD.5 volimenes de acetato

de amonio (7.5 M, pH 5.5) y dos volumenes de etanol absoiat@é& mezcld por inversion

y se colocod a20°C durante 30 minuto$osteriormente se centrifigpor 10 minutos a
11,000 rpm, seetir6é el sobrenadante y el precipitado se lavé dos veces con etanol al 70%.
Se dejo secar el precipitado y se resuspendié en 50 pl de agua destiladalLestéril.
cuantificacion de ADN se realizdor espectrofotometria utilizando espectrofotémetro
GENESYS 10S U\WVis (ThermoScientific) la absorbanciae registré aina longitud de

onda de 26(hm de acuerdo comas instruccionegslel fabricantey la concentracion se

determinéconla siguiente ecuacion:

Concentracion de ADN (ug/pl) = @onm X Factor de dilucion x 50) / 1000
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6.114. Transformacion de U. maydis

La transformacion d&. maydisse realiz6 de acuerdo con el método descrit@Spanbrook

et al. (1989)A partir de un cultivo con una@oo de 1.01.2 (alrededor de 18 horas de
incubacién) equivalente a una suspension de aproximadamente 2¢gtdds/ml, se
recoleco el paquete celulamediante centrifugacion a 2,000 rpm durante 10 minutos, se
resuspendio suavemente en 5 ml de SCS (sorbitol 1 M, citrato de sodio 50 mM, [3¢5.8).
centrifugd a 2,000 rpm durante 5 minutos, nuevamente el precipitado se resuspendio en 5 ml
de SCS y se centrifédgA continuacion, el paquete celular se resuspendié en 500 ul de SCS,
y se adiacdnaron500 pl de solucién de Lyzing Enmyes fromTrichoderma harzianum
(L1412,SigmaAldrich) preparada al momento disuelta en SCS (50 mg/ml). Se homogeniz6
suavemente y se incub6 a 37°C durdrfieminutos. Una vez formaddéss protoplastos se
centrifugaron a 1,800 rpm por 5 minutos y el precipitado se lavo dos veces cor 3@t d

en cada ocasiéRosteriormente se agreg6é 3 ml de STC (sorbitol 1M, £8CImM, Tris

HCI 10 mM, pH 7.5), los protoplastos se resuspendieron mezclando suavemente, se
centrifugd a 1,800 rpm durante 5 minutos y a continuacion el precipitado se nedifspa

1 ml de STC. Después de esto se distribuyeron alicuotas de 50 pl en tubos de polipropileno
a los cuales se les adioaronpreviamente 2 pl de heparina (15 mg/ml) y 500 ng de ADN
linealizado(en un volumen dei 2 pl). La suspension se dejo leielo durante 10 minutos y

se agrego lentamente 500 ul de PEG (sorbitol 1 M;H@G$ pH 10, CaCl 100 mM, PEG

40%) se mezcl@uave y nuevamense dejo sobre hielo por 10 minutos. Se &tad 6 ml

de medio TOP (medio comple{biolliday, 1974) sorbitol 1 M, agar 0.8%), se mezclo
suavemente por inversion y se vertié sobre placas de regeneracién (capa inferior 12.5 ml de
medio completo adicionado con higromicina 200 pg/ml, capa superior 12.5 ml de medio

completo), para colocarlas en incubacién a 28°C deizudias.

6.115. Analisis de lamorfologia colonial y celularde U. maydis

Para determinar si la delecién el producia algun efecto sobre la morfologia colonial o
celular, se realizaron analisis comparativos de las cepas silvestres y de las mutantes, para lo
cual se realizo una observacion directa de cultivos crecidos en placas de medio YEPS, y una
observacion almicroscopio utilizando el objetivo 40X a partir de cultivea fase

exponencial.
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6.116. Cinética de crecimientode U. maydis

A partir de un cultivo en placa, se tomo una colonia y se inocularon 5 ml de medio YEPS, se
coloco en incubacion a 28°C hasta alear una [eoo= 1, de este precultivo se tomaron 100

ply se inocularon en 100 ml de medio YEPS contenidos en un matraz de 250 ml. Los cultivos
se dejaron en incubacion a 28°C con agitacion continua a 200 rpm dihotas y se tomo

una muestra de 2 ml cadashoraspara medir la Deooy realizar el conteo de UFC mediante

diluciones seriadas

6.117. Analisis del fragmento terminal de restriccibnen U. maydis

Para el analisis del fragmento terminal de restriccionUenmaydis se realiz6 una
modificacion demétododescrito poiSanchezAlonso et al. (19966 g de las muestras de

ADN total de U. maydis se digirieron conPst (Invitrogen) de acuerdo conas
recomendaciones del fabricante, los fragmentos fueron separados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1%, como se describe previamente, una vez visualizados los productos, se
transfirierona una membrana de nylon (HybeNd Invitrogen) para lo cuall gel se dejo
sumergido en dos voliumenes de solucion de depurinizacion (HCI 0.25 N) durante 20 minutos
con agitacion constante. A continuacion, el gel se enjuagé con agua destilada estéril y se
colocé en dos volumenes de solucién de desnaturalizacion (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) con
agitacion continua durante 30 minutos. Nuevamente se realiz6 un enjuague con agua
destilada estéri}, por ultimo, se coloco en solucion de neutralizacion ((HiSl 1M pH 7.4,

NaCl 1.5 M) durante 30 minutos con agitacion. Para la transferencia por capilaridad el gel se
colocé sobre un puente de papel filtvdHatman 3MM) previamente humedecido en buffer

de transfereria SSPE 10X (NaCl 1.5 M, NaRQ4-H20 0.1 M, EDTA 0.01 M, pH 7.4) y
dispuesto sobre una bandeja, después de esto, una membrana del mismo tamafio del gel se
remop en buffer de transferenc& PE 10X se coloco encima del gel seguido de tres hojas

de papeliftro igualmente remojadas, asegurandose de que no se formaran burbujas de aire,
finalmente se coloc6 una pila de papel absorbente para dejar llevar a cabo la transferencia
durante 12 horas. El ADN se fij0 a la membrana mediante exposicion a luz UVnm254

durante 2 minutos.
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La hibridaciony deteccidnse realizé utilizandda sonda marcadeon digoxigeninall-
uridina5'-trifosfato (SigmaAldrich) y solucién de hibridacion (NBIPQ» 0.5 M pH 7.2, SDS
7%, EDTA 1 mMy 1% BSA, Sigma Chemical CO. Bouis, MO. USA de acuerdo con el
método descrito eBIG DNA labeling and detection nenadioactive Applications manual
(Boehringer, 1989)

6.1.18. Ensayos de infeccion eplantas de maiz conJ. maydis

Los ensayos de infeccidn eraptasde maiz se realizaron de acuerdo con el método descrito
porPuhalla (1968)De cultivos frescos en placa se tomd una colonia y se inocularon 5 ml de
medio YEPS, se coloc6 en incubacién a 28°C durante 12 horas en agitacion constante, a
continuacion, se tomaron 100g#l precultivo y se inoculén 50 ml de medio YEPS se dej6
crecerpor 18 horas a 28°C y se midi6 1&@Bo, los cultivos se centuyaron a 00 rpm

durante 5 minutos y el paquete celular se resuspendioé en agua destilada estéril para obtener
una DOspo=10. Con estas suspensiones se prepararon mezclas de |laooepaisbleg1:1

cruzas silvestres y 1:3 cruzas heterocigteeis/ter1’). La inoculacion se realizé en plantulas

de maiz (MCS2) a los 5 dias posimersion, inyectando 100 pl de la suspension
correspondientéSe realizaron tres ensayasi/izando en cda ensayados macetas, con ocho
plantulas cada ur@ara cada cruzaomo control negativo se colocé una maceta con plantulas

sin inocular. Las plantas fueron conservadas durante 2&mli@andiciones de invernadero

y se registrarotas observaciones cadas dias.

6.2. Analisis Bioinformaticos.
6.2.1 Busqueda de secuencias candidatdel genterl

Para la identificacion deoci donde pudiera localizarse el gen de T&RU. maydis se
empled una modificacion del método descrito Ghakrabarti et al(2007) Se utilizo el
software SnapGemev.3.2.1 (e Insightful Science; disponible en snapgene)cpara
realizar la busqueda dentro del genomaJdenaydisde todas las regiones que contuvieran
al menos una y media copias de la secuencia templieCCTAAI 3' considerando
cualquierpermutaciémposible las secuenciagentificadasen conjuntocon 300 pb de cada

extremoflanqueantdueronrecuperadas
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Estas secuenciafueronempleadasomoconsultaparala realizar una busqueda en BLAST
(Altschul et al., 1990)le secuencias hailmgas, dentro de los genondetodas Ia especies

de Ustilaginaleslisponibles a la fechapril 30, 2019) Las secuenciasle los hits fueron
extradiasy almacenadassecuenciagorrespondientea repetidosteloméricos,marcosde

lectura abierta ARNs estructuralesy secuenciasio conservdas fueron descartadasA
continuacion, las regiones con secuencias ortélogas localizadas en todas las especies, fueron
inspeccionadas manualmente para identificar posibles eventagideionen el dominio
templete, las secuencias con inserciones o deleciones en el dominetegmpativo que
impidieran la formacion de una secuencia templete con una longialch@é®o® nttambién

fueron descartas.

6.2.2. Andlisis In silico deloci analogosterl en Ustilaginales

Losloci donde se localizaron embebidas las secuencias ortdlogas que conservaron un posible
dominio templete en todas las especies, fueeexaminads para realizar un analisis de
sintenia,aproximadamenté5 kb de secuenciagde ambos extremade losloci candid#@os
fueron extraidasNuevamente se emplearon los programas Sna@eiBt AST con el fin
de identificarORFs ortélogoy delimitar lasregiones interénicas utilizando la anotacion
del genoma dé&J. maydiscomo referenciaCon los mapas de lanotacion fisica deada
region elaborados en SnapGenae generaron archivogbk que fueron empleados como
entrada para el programa Easyigrsion 2.2.5Sullivan et al., 2011para generar el mapa
de sintenia finalA continuacdn, las regionemtergénicaglonde se localiz6 el gen putativo
de TER fueron extraidasinalmente paraidentificar motivos conservadose realizéun
alineamiento multiple de secuencias empleado la version online del software Nid&BR
etal.,2002)

6.2.3. Extraccion de ARN y preparacion de librerias de RNASeq

La extraccionde ARN total de cadamuestrase realizo por triplicado, como se describea
continuacion:Coloniasfresca de cadacepafueroninoculadasen 5 ml de medio YEPS e
incubadasa 28°C durantel8 horas,setomaronalicuotasde 50 € lde estosprecultivosy se

inocularonen5 ml demedioYEPSdurantelO horas
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Posteriormentenatraceson200ml demedioYEPSfueroninoculadosonalicuotasle0.5

ml de la cepacorrespondienteiastaalcanzarunaDOesoo= 0.6/ 0.8. El paquetecelularfue
recuperadanediantecentrifugaciona 2,000 rpm durante10 minutos,el sobrenadantefue
desechady el paquetecelularfue pulverizado con ayuda de un mortero y nitrégeno liquido,
el producto pulverizado fue recolectado y se adic@®ml debuffer de lisis R (acetato de
sodio 0.02 M, SDS 0.5%, EDTA 1 mM, pH 5.5) se agito hasta homogenizar
completamente. Alicuotas d@®e Ide cadamuestrafueroncolocadasentubosEppendorf,
seadiciom 500¢ defenolacido(fenol equilibradoconacetatade sodio0.02M pH = 5.5),
sehomogenid suavementg secolocéenincubacioéna 65°C durantes minutos,mezclando
ocasionalmentd.as muestrasedejaronenfriar, se centrifugarona 10,000rpm durantel0
minutosa4°C, el sobrenadantkierecuperadg seadiciord 500¢ fenolcloroformaalcohol
isoamilico,se mezcld por inversion y se centrifug 10,000 rpm durante 5 minutos &4°
Nuevamente se recuperé el sobrenadante y se realizaron dos lavados agregantde 500
cloroformoy centrifugandoa 10,000rpm durante5 minutosa 4°C en cadaocasion,se
adicion6 0.5 volumenes de acetato de amonio (7.5 M, pH 5.5) y dos volimenes de etanol
absoluto ffo, se mezclé por inversion y se coloc6é-#°C durante 60 minutos.
Posteriormente se centrifugd por 10 minutos a 10,00a47@, se retird el sobrenadante y
el precipitado se lavd dos veces con etariol & 70%. Las muestras se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 10 minusesresuspendieron en 100 pl deiaglestilada
estéril y se trataron coDNas |, RNasefree (Merck KGaA, Darmstadt. Germanyde

acuerdaconlasrecomendacionedel fabricante.

Parala elaboraciony secuenciaciome libreriasde ADNc se emplearonios serviciosdel
Laboratorio Nacional de Genémicaparala Biodiversidad(LANGEBIO), del Centrode
Investigaciony de EstudiosAvanzados(CINVESTAYV). Las librerias de ADNc fueron
preparadasusandoel kit TruSeq RNA Sample Preparationv2 LT (lllumina Inc.), la
secuenciaciorse realizé en la plataformaMiseq de Illumina generanddecturasde tipo
paired-end(extremospareadosde 150 pb.
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6.24. Filtrado y analisis de calidad de las lecturas de RN&eq

Para evaluar la calidad de las lecturas crudas de-8&4se empledel software FastQC
v0.11.9(Andrews, 2010)posteriormenteon el programa Trimmomatic v0.3@realizola
eliminacion de los adaptadoréscturasde longitud menor a 25 nt'y con un valor de calidad
menor a 30 Phread, obteniendo una longitud promedio de lecturas de 148 s con

siguientes parametros:

$ java -jar $TRIMMOMATIC_DIR/trimmomatic0.36.jar PE -threads @ -phred33
input_samplelR1fastq inputsamplelR2.fastq outputsamplelR1.fastq
output samplelR1 unpaired.fastq output samplelR2.fastq
output samplelR2_unpaired.fastq
ILLUMINACLIP:$TRIMMOMATIC_DIR/adapters/TruSeqdE-2.fa:2:30:10:1:true
SLIDINGWINDOW:4:15LEADING:3 TRAILING:3 AVGQUAL:30 MINLEN:25.

Después del filtrado de las lecturasevamente seeevalud lacalidad de las lecturas

obtenidagon el programa FastQC

6.25. Cuantificacion de los transcritos yanalisis de expresion diferenciabe la cepa

silvestre 518 y mutantegerl::hph de U. maydis

Desde el modulo align_and_estimate_abundance.pl de la suite de Trinity {&dabberr

et al., 2011)las lecturas fueron alineadas a las secuencias codificantes (CDS) del genoma de
referencia de la cepa 521 descdmade la base de datos del Ensembl
(http://ftp.ensemblgenomes.org/pub/fungi/release
51/fasta/ustilagamaydis/cds/Ustilago_maydis.Umaydis521 2.0.cds.all.fa.gz) usando
Bowtie2 v2.4.2(Langmead & Salzberg, 2012 la cuantificacion de la abundancia de
transcritos sélevo a cabo con el programa RSEM v1.3.B& Dewey, 2011) todocomo se
describe a continuacion: $TRINITY_DIR/util/align_and_estimate_abundance.pl-
transcripts Ustilago_maydis.Umaydis521 2.0.cds.all.fasseqType fq --samples_file
samples.txt --est_ method RSEM --aln_method bowtie2 --gene_trans_map
CDSs_gene_trans_mayprep_reference-output_dir RSEM output--thread_count 10

Con los archivos de salida.isoforms.results segener6 el archivo de rutas
file.listing_target_files.txton la linea de comando:
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$RSEM_output_difind * -name "*.isoforms.results' fte.listing_target_files.txt

A continuaciénse realiz6 la construccion destaatrices de abundanala genes e isoformas

haciendo uso de la suite de Trinity con el siguiente comando:

$TRINITY_DIR/util/abundance_estimates_to_matrix.pl --est_method RSEM  --
gene_trans_ map CDSs_gene_trans_mapname_sample by basedir --quant_files

file.listing_target_filegxt --out_prefixRSEM_output

Para el andlisis de expresion diferencial las matrices de conteos generadas en el paso anterior
fueron subidas a la plataforma online IDEAMEX que permite utilizar diferentes paquetes
estadisticogpara andlisis de expresion difecal, integrar los resultados y generar los
gréaficos correspondientédimenezlacinto et al., 2019)Jos métodos seleccionados fueron:
DESeqg2(Love et al., 2014)NOISeq(Tarazona et al., 201l immaVoom (Ritchie et al.,

2015) y EdgeR(Robinson et al., 2010)os valores de corte empleados para consideran los

genes como expresados diferencialmeetenanera significataf uer on: | og2FC O 2

O 0.01.

6.26. Anotacion y clasificacion de los transcritos expresadaiferencialmenteen la cepa

silvestre 518 y mutantegerl::hph de U. maydis

Para la anotacionde los péptidos predichos dentro del genoma We maydis
(http://ftp.ensemblgenomes.org/pub/fungi/release
51/fasta/ustilago_maydis/pep/Ustilago_maydis.Umaydis521 2.0.pep.all.&egh)zo uso

de la funciéon automética del programa Trinot8e2.2 pipelingBryant et al., 2017)Las
secuencias fueron analizadas usando blastx y blastp contra las bases de datos: UniProt, GO
(Gene Ontology), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) y EggNog, con un
valor de corte Evalue de 18, a conthuacion desde la suite de Trinotate se hizo uso del
software hmmer v3.3.(Finn et al., 2011para la busqueda de dominios contra la base de
datos PfarA, ademas de los programas SignallP {#étersen et al., 201$) TMHMM
v2.0c(Krogh et al., 2001para la busqueda de sitios de corte de péptido sefial y prediccion

de hélices transmembranales.
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A continuaciongon los identificadores de ontologia génica (GO) y haciendo uso de la suite
OmicsBox v1.4.12 (Bioinformatics Made Easy, BioBam Bioinformatiaych 3, 2019,
https://www.biobam.com/omicsbox) se hizo un filtrado por taxonofurey() de los DEGs,

se clasificaron y graficaron las asignaciones de los genes implicados, de acuerdo con la
funcién molecular, proceso biolégico y componente celllarala construccion de los
graficos y analisis de los datos de DEGs se utdizpaquete Rstudiolv4.1103(RStudio

Team, 2020RStudio: Integrated Development for R. RStudio, PBC, Boston, MA URL
http://www.rstudio.comnj/
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7.RESULTADOS
7.1.1dentificacién de loci candidatosterl

La busqueda en el genoma demaydisde regiones potencialegie puedaralbergaral
menos una y medio copiael dominio templete (CCCUAAJio como resultad@48 hits

que fueron emplead como consultparala busqueda de secuencias ldogas dentro de

los genomas de 21 especiedigilaginalescomo se describe en el apartaddvtigeriales

y Métodos esta busqueda finalmentesult) endos regiones ortélogas localizadas en todos
los genomas examinados con la secuencia del dominio tenul&ativo conservadd@e
acuerdo con la anotacién gendmica y busqueda en las bases de digiesnsmoque la
primera secuencia que correspondihitaton mayor puntacion pertenei@ a un fragmento

del gen deARN ribosomal 18S el cual se encuentra altamente conservado en el filo
Basidiomycota por lo cual fue descartaBor otro ladogl segunddocusque sdocalizéen

una regién intergénicgoresentd la secuencia débminio templetelocalizadahacia el
extremob' de la regidry seria capaz de producir el mismo repetido teloménictododos
miembrosdel orden de los Ustilaginalegsaminadosmientras unanspecciorrapida de esta
region intergénica ddg. maydispermitié identificario abajo del dominio templete putativo
una regiontranscritarica en residuos dg y A, y hacia el extremo 3' una regién rica en
residuos de Uya que dichos elementos se asemejan en secuencia y orientacion a dominios
caracteristicos de TER en hongos y thvas(Gunisova et al., 2009; Seto et al., 1999; Y.
Tzfati et al., 2003)hipotetizandajue esta regiomtergénicadenominadderl correspond

al locusque alberga el gen de la subunidadMRN de latelomerasa et). maydis por lo

tanto fue seleccionada para continuar con los andlisis posteriores.

7.2. Andlisis In silico del locusterl en Ustilaginales

Con la regionintergénicaidentificada extendimos el analisis comparativo genémico en
ambas direcciones de ekieuspara identificar ORFs ortdlogos y generar el mapa de sintenia
(Figura®6), en el que se observa gebHocusque contiene el dominio templete putativo se
localiza e una region altamente conservada con presencia de ORFs ortélogos a lo largo del

grupotaxondmicacon ligeros eventos deversiones yranslocacion de genes.
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Figura 6. Mapa de sintenia dellocus terlen especiesle Ustilaginales
Representacion de los genes que codifican para proteinas que se localizan en una region ampliamente
conservada alrededor de la region intergérieeuadro azulflonde se localiza el gen putatitey1l. La regién
muestra una alta conservacién de la regién genémica, donde se conservan ambos ORFs que ftantjuean a
(con la Unica excepcidn del ORF del extremo FPeflocculosa en todos los organismos examinados.

Con las secuencias de lagiiones intergénicas se procedio a realizar el alineamiento maltiple
de secuencias empleado el software MAFFT (Figwa én el cual ademas de observar una
coincidencia perfecta del dominio templete putativo, como se habia hipotetizado el
alineamiento mstro que las regiones previamente observadadd.anaydissimilares a los
descritos para la actividad y biogénesis de TER en otros organismos tangéiéargeaban
presentes en todas las especies examinadas (Figura 7 y Tabla Al).
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El primer elemento lodizado fio arriba del dominio templete fue el elemento conservado
CEL, adyacente a&ste se identific6 el elemento CE2 que contiene la secuencia consenso
(CGCCCYCC/GGYGGGCQG), este elemento se localiza a una distancia promedio de 119 pb
del templete (posicion 14148 en U. maydi3 y que de acuerdo con el programa
Matlnspector by Genomati§Cartharius et al., 2005)odria funcionar como sitide union
potencial para proteinas ZF y en consecuencia desempenfar el papel de region promotora. En
la posicion 221228 enU. maydisse localizéel tercer elemento denominado CE3 de funcion
desconocidaRio abajo detdominiotemplete se localizé una regidne contienen residuos
continuos de uracilo y adenina de manera similar a las regiones CS3 y CS4 de levaduras y
hongos filamentosos respectivamef@einisova et al., 2009; Kuprys et al., 2013; Y. Tzfati

et al., 2003) si bien esta region muestra una baja conservacion de secuencias con alta
presencia de insercionesdgleciones entre estos residuos, la importancia de esta region y
presencia de estas bases para la formacién de triples Wasdsly actividad catalitica
(Theimer et al., 2005; Y. Tzfati et al., 2008ds hace suponer que efectivamente los residuos
126,810126,840 conforman el tallo 1 y el bucle 1 del dominio pseudonudo, mientras la
region hipervariablel26,841126,851 podria corresponder al bucle 2 cuya secuencia
nucleotidica es poco conservada y resulta dispensable en hTR YJLCChen & Greider,

2005; Qiao & Cech, 2008; Tesmer et al., 1998)entras el tramo de residu®26,852

126,860 es parte del tallo 2 (Figura 8C). En el extrermei@entific otro motivo conservado

gue se asemeja a la secueERGAGTTGGGCTCTG de la hélice P6.1 de los dominios
CR4/5 de TER en vertebradfk L. Chen et al., 2000; Xie et al., 20§83l igual quesstg

es capaz de plegarse en una estructura de tallo y asa (Figuria $Besencia de una
estructura de hélice analoga a P6.1 es apoyadag@sultados dg. L. Chen et al. (2002)

y N. K. Kim et al. (2010)que ademas de coincidir ercéizacion hacia el extremo 3' de

igual forma contiene residuos dellancos de modificaciones posiblemeniéicas para la
actividad cataliticaPor ultimo, hacia el final del extrem@' se identifico la secuencia
consenso AAeCY que se localiza a una distancia promedio de 1,127 pb de CE2 con la
menor distancia ed. xerochloaale 539 pb y la mayor distancia de 1,941 pP difocculosa

y se asemeja al sitio Sm7 (AAG) de TER erSaccharomycey es un elemento requerido

para A union del complejo de proteinas Sm7, maduracion y estabilizacién del complejo
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telomerasa, por lo cual es un sito esencial para la correcta acumulacion y funcién del

complejo en levadurggeonardi et al., 2008; Seto et al., 1999)

A ter1
UMAG_03168 | 1,626 bp —] umac_o3169
Exon CE1 CE2 s
I- KIS68597 _| Y CE3 Template Pseudoknot-like Sm-binding site like ‘
' i —{ele-m.
D It ;
Exon Intron Exon I 649 by I
KIS68596 KIS68596  KIS68596 g

ter1 replaced section by hph

B CE1 CE2 CE3
3' —_—3
U. maydis 150 228
U. bromivora 102 135
U. cynodontis 83 118
U. esculenta 148 171
U. hordei 97 130
U. trichophora 78 102
U. tritici 113 168
U. vetiveriae 119 225
U. xerochloae 91 119
K. brasiliensis 103 148
M. pennsylvanicum 207 247
M. aphidis 129 149
M. sp. F16C1 129 149
M. sp. F5C1 129 149
P. antarctica 129 149
P. flocculosa 382 416
P. hubeiensis 107 236
P. sp. F8B2 106 237
P. tsukubaensis 77 147
S. iseilematis-ciliati 114 156
S. scitamineum 119 174
S. reilianum 109 163
dedkkkkdkke dkkkkdkekk
Template Sm-binding site like
— B —— 3
U. maydis [ef o4
U. bromivora
U. cynodontis
U. esculenta
U. hordei
U. trichophora
U. tritici
U. vetiveriae
U. xerochloae

K. brasiliensis

M. pennsylvanicum
M. aphidis

M. sp. F16C1

M. sp. F5C1

P. antarctica

P. flocculosa

P. hubeiensis

P. sp. F8B2

P. tsukubaensis

S. iseilematis-ciliati
S. scitamineum

S. reilianum

khkkkdkkdk kkkkkkkhkhkkkk o kkkkkkk k-

Figura 7. Motivos conservados dentro delocus terl
(A) Representacion esqueméatica dBIAG_03168y de la region intergénicierl. En la parte superior se
muestra la distribucion de los exones que conforman las isoformadMA&_03168 la localizacion de los
motivos conservados dentro il (B) Alineamiento multiple de secuencias ortdlogadedé. Las regiones
intergénicas contien secuencias caracteristicas de TER, la secuencia del dominio templete putativo se
encuentra conservada en todos los organismos examinados, en el extremo 5' de la region se identificaron tres
elementos conservados (CE), hacia el extremo 3' de la regidertificd la secuencia consenso AfCY,
que se asemeja al sitio Sm de TLC1Sencerevisiagpor lo que podria corresponder al extremo final del
transcrito maduro deerl.
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A P6.1-like B

5" 3
U. maydis CEAT 1070
U. bromivora CGAN 781
U. cynodontis CBCC 731
U. esculenta CBAC 992 ]
U. hordei CG/ 777 5
U. trichophora CGIC 1322 U
U. tritici C 1289 U
U. vetiveriae CBCC 1249 A U C
U. xerochloae CEBCC 566 G A G C G
K. brasiliensis CGAC 1172 Lol L &
M. pennsylvanicum C 1748 CUCG — C
M. aphidis C 935 G .
M. sp. F16C1 C 942 A
M. sp. F5C1 C 964
P. antarctica C 938 C
P. flocculosa C 2027 3l
P. hubeiensis C 1141
P. sp. F8B2 CGIC 1206
P. tsukubaensis IC] 1652
S. iseilematis-ciliati CBAC 1093
S. scitamineum CEBCC 1413
S. reilianum AGA CECHH 1196
= kkkk e kk “kkkk =
C

CUUGAA
A o C_ 780
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Figura 8. Plegamiento de dominios estructurales conservados en especiet/délaginales
(A) Alineamiento multiple de secuencias de la region similar a P6.1 (B) Estructura secundaria consenso de
acuerdo con el programa RNAalifold. Nucle6tidos conservados enlésdespecies son representados en rojo.
Transicion de nucleétidos entre especies es representado en azul. Apareamiento de bases sustentados por
covariaciones son mostrados con asteris¢@3. Estructura secundaria del dominio pseudonudo. Los
nucleétidos rips representan los residuos conservados en al menos el 80% de las especies.

Continuando con el escrutinio de la regién intergétacarisqueda de sitios consenso dentro
de la region intergénica que sugirieran el procesamiento en el exttgmo Bedio &
empalme no rindio resultados, dos repetidos de 90 pb denomirRBds(Telomerase RNA
Repeat 1y TRR2 (Telomerase RNA Repeat@)e comparten 96.67% de identidadron
identificados en el extrem8 (Figura 7A) en la posicion 1,381,469 y 1,47P1,561,
respectivamente y de localizacion excluswd). maydis
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Por otro lado, la busqueda de sefales de poliadenilacion reportad2sypoet al. (2011)
localizadas ercis y rio abajo del primer exon ddMAG_031680 dentrode la region
intergénica d&J. maydisresuld en la identificacion del motiveT AGTAAAT 3' localizado

dentro de TRR2 en la posicion 153542 y rio abajode TRR2 en la posicion 1578583

(T1 y T2 respectivamente), mientras la primera secuencia se localiza en una region no
conservada, la segunda secuencia que se encuentra en una region rica en resigues de A
consecuencia podria corresponder al sitio de poliadenilacién del gen de ig&Rs(FA y

A3).

7.3. Ensamblaje de la secuencia de interrupcion parterl

La actividad transcripcional delcuses apoyada pdos reportes de diversos autosedbre

la presencia de ESEnesta regioriDoyle et al., 2011; Ho et al., 2007; Morrison et al., 2012;
Nugent et al., 2004p queconfirma que esta region es capaz de transcribirse y desempenar
un papel biolégico, en consecuenciaapeorroborar su funciébn como componente\&N

de la telomerasa se prosiguié a ensamblar la secuencia de interrupcién y obtener las
respectivas mutantekl ensamble decasete denterrupcionserealizé de acuerdo con el
diagrama mostradada Figura9, los pares de oligonucleétidos Cr85Y Cr8S13 (Tabla

3) fueron utilizados para amplificar los fragmentos de 1,181 pb y 1,175 pb que corresponde

a los extremos flanqueantes 5'y 3' al sitio blanco dsedecaliza el dominio temple

Chr 8 Intergenic Region fert
1,626 bp
Template
/ UMAG_03168 | I I UMAG_03169 /
“‘:::-c::::: 649 bp : TommeemT T

5' (1,169 bp) Deletion 3' (1,163 bp)

Figura 9. Localizacién genémica de la secuencia intergéniterly estrategia de interrupcidondel gen
terlen la cepa 518 dé&). maydis
Se amplificaron fragmentos superiores a 1,008atgueantes a la region blanco de @#h3londe se localizd
el dominio templete putativo que fue remplazada por la secuencia del marcador de selecciéon que confiere
resistencia a higromicina.
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Posteriormente se clonaron en el vector pBluestripiS (-) previamente linealizado con
EcdRV (Figura 10A) obteniendo los plasmidos pbede 4,139 pb y pTes' 4,133 pb, la
secuencia y orientacion de los insertos fue comprobada mediante perfil de restriccion
(Figuras 10B y 10C) y secuenciacion (datos no mostrados). Una vez verificada la integridad
de las construcciones, el plasmido pbese sometio a dobleégestion corNotl/BanH| para

liberar el fragmento de interés de 1,170 pb que corresponde al extremo flanqueante 5'

A

kb
3.0=—

NotI (670)
/ ~Xbal (677)
~——BamHI (689)

( BamHI (718)

j<,] [ w o

Notl (670) oR Promote,
/_Xbal (677) e
~~—BamHI (689) /s QQ-
. NotI (719) R/ /E

I / \
—Xhol (912) [ XhoI (902)

i

pTer-5'

4139 bp 4133 bp

— Xbal (1056)

" sall (1206)

Sall (1357)

N~ BamHI (1889) —_ NotI (1882)
\ Sall (1909)

fac operator \Xh;J?a(IlIQS?IS) lac operator Xhol (1915)
Figura 10. Electroforesis de los elementos del casete de interrupcién y perfil de restriccion de las
construccionegpTer-5'y pTer-3'.
(A) Vector de clonacion pBluescriitks (-) linealizado (carril 2) y amplificacion de los extremos flanqueantes
5"y 3' del domiio templete (carriles 3 y 4). (B y DMerfil de restriccién y diagrama del plasmido pber
digestiones comNotl, BanHl, Xhd, Xba y Sal (Carriles 26). (C y E)Perfil de restriccién y diagrama del
plasmido pTes3', digestiones coBanHlI, Notl, Xhd, Xba y Sal (Carriles 15).

A continuacion, el plasmido pT& fue digerido parcialmente cadotl, para generar
fragmentos de 4,133 pb, 2,921 pby 1,212 pb, la bdadg133 que corresponde al vector
linealizado fue purificada y digerida c8anHl| liberando fragmentos de 4,085 pb, 2,940 pb,
1,164 pb, 29 pb y 19 pb, por ultimo, la banda de 4,085 pb que contiene |oNaitiBantH]|

fue escindida del gel y purificadama ser empleada como vector para la subclonacion del

extremo 5' (Figura 11A).
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La construccién resultante pTerSub5' de 5,255 pb fue sometida a perfil de restriccion con
Xhd, Notl y BanHl, obteniendo los fragmentos esperados de 3,081 pb, 1,161 pb yh,013

2,921 pby 2,334 pb, y 5,255 pb que corresponden a los tamarfios esperados en cada digestion
(Figuras 11By 11C).

A B

pTerSub5'
5255 bp

\BamHI (1840)

e Xhol (2024)
(3037) Xhol |

(3004) NotlI

Figura 11. Andlisis de restriccion de la construcciémpTerSub5'.
(A) Electroforesis de los fragmentos para la subclonacion del extremo 5' eB' pffagmento 5' (Carril 1) y
del vector pTe3' con los extremos cohesivhiet/BanH| (Carril 3). (B y C) Diagrama de la construccion y
perfil de restriccion de pTerSub5', digeses de pTeB' conXhd, Notl y BanH| empleadas como control
(Carriles 1, 4 y 8 respectivamente), digestiones de pTerSubXhmbiiCarriles 2 y 3)Notl (Carriles 5y 6) y
BanHl (Carriles 9 y 10).

A continuacion, los plasmidos pTerSub5' y pCM1007 fuatigeridos en su totalidad con
BanHl, para linealizar el vector y liberar el fragmento de 2,045 pb que contiene lgblgen

usado como marcador de seleccion, ambas bandas de interés fueron escindidas y purificas
(Figura 12A), el vector fue desfosforiladae llevo a cabo la ligacion del inserto, resultando

en el plasmido pTerl de 7,294 pb que fue sometido a perfil de restriccion para corroborar la

presencia y orientacion del inserto (Figuras 12B y 12C).
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BamHI (1840)

lac operator.

(5043) Notl 3

(4115) Pstl
(3879) BamHI Scal (3593)

Figura 12. Analisis de restriccion de la construcciompTerl.
(A) Electroforesis de pTerSub5' linealizado (Carril 1) y del fragm&zoHl de pCM1007 (Carril 3). (B)
Diagrama de la construccién y perfil de restriccion de pTerl, digestiignesnBanH|I, Pst y Scd (Carriles
2, 3y 4 respectivamente).

7 4. Obtencién de mutantederl::hph

El plasmido pTet fue digerido por completo cddotl para liberar la secuencia de 4,373 pb
(Figuras 12B y 13A) para la interrupcién decus por recombinacion hoéhoga, con el
fragmento escindido y purificad@-igura 13B) se llevda cabola transformacion déos
protoplastosy crecimientobajo presion de selecciG@omo se describe previamentas
transformantes recuperadas fueron resembradas en placas YEPS sin anébiibticie
descartar eventos de retenciéon extramosomaly posteriormente se crecieron nuevamente
en medioadicionadocon higromicina, a contiracion las ®lonias cosechadagueron
inoculadas en medio liquido YEP30s paquetes celulares se recolectaron mediante
centrifugacién para preparalicuotas de las muestras con glicerol (50% v/v) para su
almacenamiento &0°C y la fraccion restante fusada para realizar la extraccion de ADN

total para los ensayos de PCR.
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Figura 13. Analisis de restriccion de la secuencia de interrupcion parterl derivada depTerl.
(A) Fragmentos producidos de la digestién de pTerINmth (B) Purificacién de la secuencia de interrupcion
paraterl.

Como resultado cuatro transformantes fueron conservadas lgs respectivas muestras de
ADN afin de determinar el remplazo de la secuattanco e incorporacion de la secuencia
del marcador de seleccion se emplearon los pares de oligonucleotidbsAIpp y WT-
114-Low para los ensayos de PGidbteniendo los amplificados esperados de 2,362 pb en la
cepa silvestre y de 3,758 pb entl@mdormanteqFiguras 14A y 14C). Para corrobonaque

el incremento observado del tamafio del amplificado correspondia a la inserciorhgh gen
se emplaronen ambos extremos del sitio de recombinagi@res de oligonucleétidos que
alineansobre la secuencia del gephy fuera de los sitios de recombinacidbtenienddos
amplificadosesperadode 1,757 pby 3,004pb paralos extremos' y 3' respectivamente, asi
comola ausencia damplificadoen la cepa silvestre y controles negativos (Figudd y

14B). Porultimo, se usaron los pares de oligonucle6tidos TemyJaie y Template_ow

para comprobda ausencia de un fragmento que contiene al dominio templete localizado en
la secuen@ blancopor lo que solo se obtuvo el amplificado esperada4depben la cepa
silvestre yla falta de amplificad@n el control negativo y las transformantes interrumpidas
(Figures 14A 'y 14C).
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A Intergenic Region ter?
1,626 bp
Template

/ UMAG_03168 | UMAG_03169 /

Template-Upp |—| Template-Low
244 bp

WT-ter1-Upp I

|
2,362 bp 1 WT-ter1-Low

_Tz=-=2I17 e49bp ___-==-=C
5" (1,169 bp) 3' (1,163 bp)

Deletion

B
Y/ UMAG 03168 hph UMAG_03169 74
5H-Upp : { 5H-Low 3H-Upp { : 3H-Low
1,757 bp 3,004 bp
WT-ter1-Upp | { WT-ter1-Low
3,758 bp
Cc
D D
TG A I S - R - O
& FEE GO EE S F SO T
4.0
3.0
2.0
1.65
1.0
I 1 1
Primers pairs WT-ter1-Upp 5H-Upp 3H-Upp
WT-ter1-Low 5H-Low 3H-Low
D

Primers pairs Template-Upp
Template-Low

Figura 14. Ensayos de PCR paraonfirmar la correcta integracion de la secuencia daterrupcion del
locusterl por HR.

(A) Diagramas del alineamiento de lgyonucleodtidogisefiados para comprobar la integridadidelisterl
en la cepailvestre 518 remplazo de la secuencia blanco con la secuencia depbdrocusterl cepa silvestre
518(panel superiorjpcusterl mutantes interrumpidas (panel inferior). (B) El remplaztodesfue analizado
en 4 transformantes: tefl?, tert24, terl-35 y tert40, las transformantes interrumpidas muestran un
incremento en el tamafio del amplificado que corresponde al tamafio del remplazo de la secuencia blanco por
el genhph La cepa silvestre produce el amplificado esperado de 2,36@npdl pade oligonuclebtidodNT-
terl-Upp/WT-terl-Low, el control negativo no produce amplificado, la integracion de la secuencia de marcador
de seleccién fue comprobada por ambos extremos del sitio de recombinacion, pdiggendeledtidosque
alinean dentro deal secuencia del gehph y fuera de los sitios de recombinacion fueron utilizados
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Amplificados del tamafio esperado fueron obtenidos en las mutantetiph en la comprobacién de la
integracion desde el extremo 5' se obtuvieron los amplificados espeatadas’57pb con el par de
oligonucle6tidossH-Upp/5H-Low, para el extremo 3' se obtuvieron los amplificados esperados de 3,004 pb

con el par deligonucle6tidossH-Upp/3H-Low, no se obtuvieron amplificados en la cepa silvestre y controles
negativos. (C)Comprobacion de la ausencia de la secuencia blascempled el par deligonucledtidos
TemplateUpp/TemplateLow que alinean dentro de la regiéaliminada el fragmento de 24 pb que
corresponde al tamafio esperado fue obtenido en la cepa silvestre, no se obtuvieron amplificados en las mutantes
interrumpidas terD2, tert24, ter135 y tert40 y en el control negativo.

7.5. Analisis fenotipico de las mutanteserl:: hph

Después de comprobar la integracion y estabilidad mit6tica de la secuencia de interrupcion
se contind con el analisis fenotipico de las mutangdjienlas cuatro mutantes obtenidas
mostraron un fenotipo senescedigrante las resiembras consecutivassistente con la
pérdida de la viabilidad celulata disminucién progresiva de leapacidad replicativa se
detuvo en la 12 resiembra que coincide con la formacion de las células supervivientes como
se demuestra & adelanteobservando que laélida dela viabilidad sostenida fue mas
acentuada en la mutante t&4 a diferencia de las mutantes restantes que mostraron un
patron de crecimiento atenuado similkam, consecuencia esta mutante en conjunto con la
cepa teriD2 fueron seleccionadas para examisarademas de estacaracteristicas
contrastantese presentaban algunas otras diferencias entre ambas my@etisninar las
posibles causadJna vez observada la estabilidad el crecimiento déas mutantes se
procedio a efectuar diluciones seriadas que fueron vertidas sobre placas de medjo YEPS
MC, ademéas deultivos en medio liquido YEPS para ser observados al microsaapim

se observa en la FigufidbA la deleciéon deerl produce una dismucion en el nimero y
tamafiode las coloniasin importar el medio, y seorroboraque la grdida de la viabilidad
celular en la mutanterl-24 esmayor.Porotroladola cepa silvestre osto una morfologia

celular normal con bordes uniformes) contraste las mutantésrl::hph mostraron la
presencia de células elongadas y de bordes irregkigesalsB) y en menor medida se
observaron alteraciones en algulode gemaciéren las células madng formacion de

aberraciones cromosémic@osadassutiérrez, 2020)
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ter1-24

WT518 ol tert02 S teriize

Figura 15. Alteraciones fenotipicas producidas por la interrupcién deerl enU. maydis
(A) Diluciones seriadas de las cepas fueron vertidas sobre medio YEPS y MC e incubadas por 2 dias a 28 °C.
Las mutantederl::hph muestran un decremento dramatico en la fornmagiéel tamafio de las colonias,
consistente con laépdida de actividad de la telomerasa descrita en otros organi@hddorfologia celular
de la cepa WT 518terl::hph la interrupcion dearl provoca alteraciones en la morfologia celular, la mutantes
presentan células de bordes irregulares y un incremento en la presencia de células elongadas con alteraciones
en el angulo de gemacion, que sugieren defectos en la regulacién del ciclo celular.

A fin de determinatel tiempo de generacion de las mutajgedlevaron a cabo las cinéticas
de crecimienta partir de cultivos en fase estacionasi inocularon matraces que fueron
muestreados cada 2 horesimo resultado en las mutantes se obtuvootable decremento
de la densidad Optica desloultivos y en la disminucion de las unidades formadoras de
colonias en comparacion con la cepa silvestre (Fitfi);anientras la cepa silvestre alcanza
la fase estacionaria alrededor de las 12 horas de incubacién con un diergeoeracion
estimado de 117 minutagie corresponde al tiempo esperado para esta lespautantes
ter1-02y terl-24 contintan en fase exponencial después de 18 horas de incubacion y exhiben
un incremento en el tiempo de duplicacion estimado en 106 ynihutos respectivamente

en consecuencia se puede afirmar que la ausen@iertieafecta el tiempo de generacion y
el potencial replicativo, para establecer si dichos eventos son a causa de alteeacanes
extremo cromosomal propiciados por los ewsride recombinaciom cambios en el patron
de expresion de genes involucrados en la regulacion del ciclo ¢skilaontinuo con el

analisis del TRF el analisistranscripcional de las mutantes.
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Figura 16. Cinética de crecimiento de la cepa WT 518 y mutantesrl::hph.
Las cepas fueron crecidas en medio liquido YEPS a 28°C durante 18 horas y muestreadas cada dos horas. (A)
Densidad 6ptica a 600 nifB) Unidades formadoras de colonias.

7.6. Analisis delfragmento terminal de restriccion

Una vez comprobada la identidad de fautantes seleccionadas, muestras tomadas de los
viales de glicerol fueron somet&l a resiembras continyad andlisis del TRF de las
mutantes y de la cepa silvestre fue efectuanioo se describe previamente, haciendo uso
de lasonda del repetido telomérico (TTAGG@A0btenida de la digestion total del plasmido
pUT2 conPst , en la Figura I se observgue mientras en la cepa silvestr&® §Carriles 1)

el patrén de hibridacion se localiza principalmente entre los 0.5 kb y 1 kb, sena¢jante
observad@reviamentesn esta cepéBautistaEspana et al., 2014; Yu et al., 20&ra la
sexta resiembrgue corresponde alredorde la generacioh08en las mutantesl patron de
hibridaciényase localiza por debajo de los 0.65 kb y continua cordisminucion gradual

hasta la resiembra nimetd (Figuras 17A y 17B).
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Figura 17. Andlisis delfragmento terminal de restriccionde la cepa WT 518 y mutanteter1::hph.
La pérdida deerl desencadena un acortamiento progresivo del TRF y eventualmente conduce al surgimiento
de células supervivientes que muestran la amplificacion de un fragmento @é g5 mdltiplos de este
elemento. (A y B) TRF de las mutantes téPly tert24, los culivos comenzaron a las 108 generaciones
aproximadamente y fueron recolectados continuamente cada 24 periodos de duplicacion hasta la resiembra 11
(228 generaciones). (C) TRF de las mutatges::hph resiembrasi® y 12, 15 y 16, alrededor de las 252
geneaciones se observa la aparicion de rearreglos en el TRF y la amplificacién principalmente de un fragmento
D350 pb y de dos principales bandas que corresponden a mdltiplos de este elemento.

Lo anteriores consistente con el acortamiento progresivo denigitud de los telomeros,

para la duodécima resiembra (aproximadamente 252 generaciones, Figura 17C) se produce
la amplificacion progresiva de un fragmentol&50 pb asi como también la aparicion de

otras bandas discretas que asemejan el patron de hibridacion caracteristico de supervivientes
tipo | en U. maydis(Yu et al., 2018) donde las dos principales bandas observadas
corresponden a multiplos d2350 pb (Figura 17C, resiembras 15 y 16), estos resultados

confirma el requerimiento derl para el mantenimigo de la longitud de los telomeros.

7.7. Ensayos de infeccion en plantas de maiz

A fin de determinar la contribucién derl en el desarrollo patogénico y ciclo de vkl
hongo,ensayos de infeccion en plantas de maiz se llevaron a cabo condzarabas
mutantes terl y su cepa complementaria 6&81o control positivo sempleduna cruza de
cepas silvesteecomplementarias
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Aunque en ambos casos se observo la aparicion deisle@m las hojas alrededor de s

dpi (Figura BA), la aparicion de clorosis das plantas inoculadas con cruzas heterocigotas

de terl ocurri6en menor intensidad y porcent$§8.03% para el control positivo contra el
36.03% y 37.12%para las cruzas de la mutante t6Rly tert24 respectivamentey al
contrario décontrol la formacion de antocianinas durante el desarrollo de la infeccion es
apenas perceptible en las crubaserocigotagFigura BC), para los 21 dpi en el control
positivo cerca del 90% de la plantas presentaron clorosis, mientras en un 65% se observé la
formacion de tumores y en el 35% la presencia de tumores con teliogfooralkcontrario,

en ambos casosn las cruza heterocigotase contabilizy aproximadamente un 47% de
plantas con clorosis y otro 47% de plantas sin la presencia de sintomas de infeccion que
contrasta ampliamente con el 4% observammlas cruzas silvestrggor lo que se concluye
queterl desempefia un papel crucial paraletarrollo infectivo y conclusion del ciclo de

vida.
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Figura 18. Desarrollo de la infeccién en plantas de maizausada por cruzas silvestres y cruzas
heterocigotaster1*/terl’ de U. maydis

(A) Cuantificacion de los sintomas de los ensayos de infeccidén en plantas. Los sintomas de la infeccion se
evaluaron a los 21 dpi, los porcentajes finales representan el prashesgtiado de tres ensayos independientes.
Como control positivo se empled una cruza de 521 X 518, mutmnieshph fueron cruzadas con su cepa
complementaria 521. (B) Desarrollo de clorosis a los 5 dpi en las hojas de las plantas del control positivo y
hojas de las plantas inoculadas con las cruzas heterocigofag@eyID) Detalle de los tallos y formacion de
antocianinas a los 21 dpi en planta inoculada con las cruzas de cepas silvestres y en planta inoculada con las
cruzas heterocigotas tértespetivamente. (E) Tumor desarrollado por las cruzas silvestres a los 21 dpi.
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7.8. Control de calidad de las lecturas de RNASeq

De lasnuevelibrerias de RNASeqgeneradasjue incluyentresréplicasde cada cepae

obtuvo un total de 126,587,419 pares de lectu@spuésieremover los adaptadores y del
filtrado de calidad, 110,227,520 pares de lecturas con calidad superior a Q30 fueron
conservadaglablad y Figura A). Adicionalmentea fin de obtener méas informacion acerca
delaabundancia de transcritosleénmaydisoriginados por las diversas vias de transcripcion,

se decidi6 ensamblar los transcriptomas de la cepa silvestre 521 de la fraccidén nuclear de
transcritospolyA* y de la fraccié@ nuclear de transcritos totales (transcripogyA* y
transcritogolyA") ribodepletadacomo paso previo para la extraccion de RS&y se llevo

a cabola extraccion de nucleogAnastacieMarceling no publicadp seguidade la
construccion de lasibrerias que fueron generadas empleantis kits TruSeq Stranded
MRNA Library Preparation kit y Truseq Stranded Total RNA Gold Prep Kit (lllumina Inc.)
respetivamentela secuenciacion estuvo a cargo de DINK Inc., usando la plataforma
lllumina NovaSed000,paraobtenerecturasdetipo pairedendde 101 pb. Para el filtrado

y control de calidad se empl®nlos misma parametros descritos anteriormegano paso
adicionalse incluyéel uso del software SdfiteRNA v4.2.0(Kopylova et al., 2012¢0on los
parametros por defegtbhaciendo uso de las secuenciadB&r y del genoma mitocondrial

deU. maydigpara leeliminarlas secuencias remanente\RNry ADNmt. Como resultado

se obtuvieron 116,733,680 pares de lecturas crudas para la muestra de transcritos
poliadenilados y 72,025,740 para la muestra de transcritos (adelgsués del control de
calidad y ambos filtrados en la muestra de transcritos poliadesgadtiescartaron el 11.94%

de lecturas conservando un total de 102,794,159 pares de lecturas, mientras que para la
muestra de transcritos totales a causa de la alta abundancia de transcritos mitocondriales
como resultado de la persistencia de mitocondmales precipitados de la fraccion nuclear
como se discute méas adelarge eliminaron el 70.05% de las lecturas conservando un total

de 21,572,997 pares de lectuf@abla5y Tabla A2).
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Tabla 4. Librerias de RNA-seq y control de calidad de las muestras de la cepa silves&i#8y mutantes
terl::hph.

, Después del filtrado de calidad

: . Numero de pares de lecturas .

Libreria NUmero de pares de o
crudas % de lecturas eliminadas
lecturas conservadas

WT-518A 13,538,663 11,844,158 12.52
WT-518B 20,174,343 17,737,862 12.08
WT-518C 13,628,269 12,015,662 11.83
terl-02-A 14,006,402 12,037,350 14.06
terl-02-B 12,994,871 11,273,144 13.25
ter1-02-C 12,042,864 10,166,164 15.58
terl-24-A 11,844,249 10,315,780 12.90
terl-24-B 14,399,415 12,593,915 12.54
terl-24-C 13,958,343 12,243,485 12.29

Total 126,587,419 110,227,520 12.92

Tabla 5. Librerias de RNA-seq y control de calidad de las muestras de feaccion nuclear de la cepa

silvestre 521.

, Después del filtrado Después del filtrado con
NUmero de SortmeRNA
ares de NG g NG r % Total de
Libreria P umero de % de umero de % de lecturas
lecturas pares de pares de -
lecturas lecturas |eliminadas
crudas lecturas . lecturas .
eliminadas eliminadas
conservadas conservadas
WT-521-polyA*-A | 41,845,456 | 39,134,699 6.48 36,798,600 5.97 12.06
WT-521-polyA*-B | 35,613,788 33,383,598 6.26 32,333,192 3.15 9.21
WT-521-polyA*-C | 39,274,436 | 36,731,913 6.47 33,662,367 8.36 14.29
Total 116,733,680( 109,250,210 6.41 102,794,159 5.91 11.94
WT-521-TotalA 19,110,343 | 17,596,593 7.92 4,778,065 72.85 75.00
WT-521-TotalB 23,857,473 | 22,745,060 4.66 7,343,309 67.71 69.22
WT-521-TotalC 29,057,924 | 27,900,728 3.98 9,451,623 66.12 67.47
Total 72,025,740 | 68,242,381 5.25 21,572,997 68.39 70.05

7.9. Ensamblaje del transcriptomade la fraccion nucleary analisis de calidad

Con el fin de obtener mas informacion acerca de la transcripcion y procesamidatuslel
terl, asi como su abundancia dentro de la fraccion nucksatetturas procesadas @O
30 fueron utilizadas para realizar un ensanibée novoempleado el programa Trinity
v2.11.0, bajo los siguienteparametros:Trinity --seqType fq--max_memory 30G--
samples_file samples.txt-CPU 12 --min_kmer_cov=2 --min_contig_length=100--
jaccard_clp --SS_lib_type RF-output Trinity output_dir
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A continuacion, para la obtencion de la puntuacion y estadisticas del ensamble se empleo el
programa TransRate v1.q.8mith-Unna et al., 2016)sando como referencia las secuencias

de proteinas dg. maydis con los parametros que se muestran a continuactéemsgate-
assembly Trinity.fastasl ef t out put sampl el R1. f arghtg, é, out
out put samplel R2.fastqg, é,output -scterere e N_R2.
input_Umaydis521 2.0_protein.faa-threads 12 --output TransRate output_dir >
align_stats_trasrate.txt. Como resultado se ensamblaron(8825 bases que generaron
42,711 transcritos con una longitud promedio de 693 pb, N50 de 2,932 pb y un contenido de
GC del %%, este ensamblgbtuvo una cobertura del 0.90 del proteporea puntuacion de

0.0233y una puntuacién optimizada de 0.6{&8abla6).

Tabla 6. Estadisticas y puntuacion del ensamble obtenido con TransRate para el transcriptoma de las

fracciones nucleares de la cepa W521.

Contig metrics: Read mapping metrics: Comparative metrics:
n seqgs 42711 fragments 124367156 CRBB hits 12585
smallest 101 fragments mapped 60450937 n contigs with CRBB 12585
largest 16788 p fragments mapped 0.49 p contigs with CRBB 0.29
n bases 32408825 good mappings 57135867 rbh per reference  1.86
mean len 693.01 p good mapping 0.46 n refs with CRBB 6213
n under 200 21876 bad mappings 3315070 p refs with CRBB 0.92
n over 1k 9292 potential bridges 0 cov25 6019
n over 10k 31 bases uncovered 15940808 p cov25 0.89
n with orf 10006 p bases uncovered 0.49 cov50 5825
mean orf percent  64.08 contigsuncovbase 33455 p cov50 0.86
n90 648 p contigs uncovbase 0.78 cov75 5609
n70 1861 contigs uncovered 42711 p cov75 0.83
n50 2932 p contigs uncovered 1.0 cov85 5516
n30 4284 contigs lowcovered 4271 p cov85 0.81
n10 9553 p contigs lowcovered 1.0 cov9s 5384
gc 0.55 contigs segmented 3797 p cov9s 0.79
bases n 0 p contigs segmented 0.09 reference coverage 0.90
proportion n 0.0
TRANSRATE ASSEMBLY SCORE 0.0233
TRANSRATE OPTIMAL SCORE 0.17&
TRANSRATE OPTIMAL CUTOFF 0.192
good contigs 15387
p good contigs 0.36

58



7.10. Representacion ddas lecturas

Para examinar la representacion de cada una de las libemime los transcritos
reconstruidos y CDSse hizo uso del programa Bowtieugilizando el archivo Trinity.fasta

y Ustilago_maydis.Umaydis521 2.0.cds.all.fasta como entrada para generar el indice para
las lecturas de la fraccidn nuclear y para las lecturas de las mutitdsphy la cepa
parental, respectivamente, de acuerdo ecsiguiente comand® bowtie2-x index file -1
output_samplel R1l.fastq -2 output_samplel R2.fastq -p 12 -S
output_samplel bowtie2.sam 2> align_stats_bowtieD&tlas lecturagle las mutantes
terl::hphy la cepa parental se obtuvo ursateotal de alineamiento global del 77.12% (Tabla

7), entre tanto50,233900 de compaferos de pares de lecturas forman parte déos
alineamientosposiblemente a que estos pares de lecturas corresponden asediias

intronicas ytranscritode INRNAs nacontenidos en las secuencias de referencia

Tabla 7. Porcentajes de alineamiento con Bowtie 2 de las librerias utilizadas para el andlisis del

transcriptoma de la cepa silvestre 518 y mutanteerl::hph.

Mapping statistics description Analyzing the nonaligned
. . . . mates make overall
aligned aligned aligned aligned . -
Sample . up the pairs, alignment
concordantly = concordantly = concordantly = discordantly 1 .
. . . . aligned O rate
0 times exactly 1 time >1 times time ;
times
terl-02_1 5,505,067 6,373,511 158,772 880,762 6,236,467 74.10%
ter1l-02_2 4,889,326 6,236,996 146,822 573,643 5,880,574 73.92%
terl-02_3 5,667,219 4,383,001 115,944 1,833,249 4,969,456 75.56%
terl-24 1 4,394,331 5,817,969 103,480 955,316 4,396,254 78.69%
terl-24 2 5,243,795 7,198,605 151,515 1,216,112 5,098,764 79.76%
terl-24_3 5,087,518 7,021,374 134,593 1,124,163 5,051,851 79.37%
WT-518 1 5,822,965 5,946,263 74,930 1,324,452 5,733,659 75.80%
WT-518 2 6,848,575 10,755,925 133,362 942,837 7,746,662 78.16%
WT-518_3 5,101,943 6,820,694 93,025 1,031,995 5,120,213 78.69%
Total 48,560,739 60,554,338 1,112,443 9,882,529 50,233,900 77.12%

Por otro lado, para las lecturas empleadas para el ensamble del transcriptoma nuclear se
observo un incremento en la representacion de las lecturas cosatogatale alineamiento
global del 99.4%, en contraste cdas primeras libreriasolo 1,452,96 de compafieros de

pares de lecturas no alinezon las secuencias de referer(@iabla8).
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Tabla 8. Porcentajes de alineamiento con Bowtie 2 de las librerias utilizadas para el ensamblaje del

transcriptoma de las fracciones nucleares de la cepa silvestre 521.

Mapping statistics description Analyzing the nonraligned
mates overall
aligned aligned aligned aligned make up .
Sample . . alignment
concordantly = concordantly = concordantly = discordantly = the pairs, rate
0 times exactly 1 time >1 times 1time aligned O
times
WT-521-polyA*-A 975,121 16,353,383 19,470,096 135,766 417,691 99.43%

WT-521-polyA*-B 1,486,571 14,289,978 16,556,643 235,511 383,019 99.41%
WT-521-polyA*-C 1,159,511 15,214,213 17,288,643 183,229 388,125 99.42%

WT-521-TotalA 43,675 2,733,682 2,000,708 2,601 57,008 99.40%
WT-521-TotalB 95,031 4,191,206 3,057,072 13,415 88,587 99.40%
WT-521-TotalC 108,356 5,332,347 4,010,920 11,245 118,546 99.37%

Total 3,868,265 58,114,809 62,384,082 581,767 1,452,976  99.41%

7.11. Analisis decalidad de los datos yexpresion diferencial

Una vez obtenida las tablas de contgasargada dentro del sitio web de IDEAME&
analisis de los datos de entradferente dibrerias de las mutantes tariestra quearalos
conteos normalizados con el método TMM (trimmed mean efaMes, Robinson &
Oshlack (201Q)las cuentas de los transcriseencuentran distribuas principalmenteen el
rango de50 al1,000conteoscon la mediana localizada alrededor de308 conteosy con
valorespor encima de las 2,000 cuengasel extremo gerior (Figura BA), entre tantaen
laslibrerias de ldracciénnuclearpoliadeniladaaproximadamente el 50% de los transcritos
presentaronconteos cercanos a oercon un ligero incremento en el rango inferigr
decremento en el rango supermor las muestras de la fraccion tdteigura BB). Mientras
enlos gréficos de CPM (counts per millioa) todas las muestrds las primeras librerias
masde 5,000 de lo$,783 transcritosde referenciajue represeanh al menos el 73%e
transcritos, tiene valores superiores a 10 cuentas y en las muestras de las mutantes terl
respecto a la gaparentake observa una ligera disminucion ent@herodetranscritoon
cero cuentay sutiles incrementos en Blimerode transcritos con conteos superiores a 10
(Figura BC).
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Para las muestras de la fraccion toggulta que aproximadamente el 7584ak transcritos
tienen cuentas con valorgsceroy aproximadamente el ¥ de los transcritos totales tienen
valores superiores a 10 cuen&&s tanto este valor se mantiene similatasmmuestras de la
fraccion poliadeniladael nimerode transcritos conerocuentas disminuye ligeramerde
mismo tiempo que se producen ligeros incremeatos! nimero dganscritos con conteos
entre 1 y AFigura BD).
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Figura 19. Distribucion de las cuentas normalizadas (TMM y CPM) de las libreriasle RNA-seqde la
cepa 518 mutantesterl::hphy de la fraccion nuclear de la cepa 521 dd. maydis
(A y B) Diagrama de cajas de las réplicas de la cepa parental y mutantes tericag @dpllas fracciones
nucleares respectivamente. (C y B) Grafico de CPM de las réplicas de la cepa parental y mutantes terl, y réplicas
de las fracciones nucleares respectivamente.
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Finalmente, en la Figu0 que corresponde a los graficos de escalamiento multidimensional
(MDS, multidimensional scaling) se observa que las réplicas de las respectivas muestras se
encuentran agrupadas y separadas de las otras condiciadieandoque en efectolas
observaciones a continuacion mostradas de genes expresados diferencialmente (DEGSs, por

sus siglas en inglés) son atribuibles a variaciones biologicas entre las muestras.
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Figura 20. Graficas MDS de ladibrerias de RNAseq de la cepa 518, mutantdsrl::hphy de la
fraccion nuclear de la cepa 521 d¥. maydis.
(A) Gréfica MDS de las réplicas de la cepa silvestre y mutantes terl. @@§&GMDS de las réplicas de la
muestra de transcritos poliadenilagosiuestra de transcritos totales de la fraccion nuclear.

Finalmente para el ensamble nimero ude los métodos empleados DESeq2, NOISeq,
LimmaVoom y EdgeR,solo se consider6 comgenes diferencialmente expresados
aquellos quademéas detengral or es de | ogFC O 2 rgpora® O O.
en los cuatro métodpwvaloresque corresponde a las intersecciones mostradas en los
diagramas de Venn (Figugd, panel derechoComo seobservaen los graficos de volcan
(Figura2l, panel izgierdg para el analisis de la mutante t&2 con excepcion de dos genes
la distribucion de loDEGs se localiza exclusivamenten la region degenes sobre
expresadasconun total de 24 genes sobrexpresados identificados en comunretos
cuatro métodosmpleadogpara el andlisis da mutante terR4 se identificaron ZFDEGS

de los cuales Blcorresponden a genes solrgresados B0 a genes subxpresados,
finalmenteen el anakis de la mutante teid4 respecto a terQ2 sedetecto un total d211

DEGs de esteimero,7(Qpertenecea genes sobrexpresados §41genes suexpresados.
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Por otrolado, para las muestras del ensamble nimero stoemplearodas mismas
consideracionegue en el andlisianterior obteniendo un total d889 DEGs(Figura 22),

201de los cuales son genes sebrpresados $8 genes sulexpresados.
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Figura 21. Diagramas de Venn y distribucion de los DEGde células haploides d&J. maydisde la cepa

silvestre 518 y mutantegerl::hph.
Los diagramas de Venn muestran el nimero de DEGs e intersecciones entra cada método é&mmleado.
gréficos de volcan construidos con los valores de logFC obtenidos con EdgeR representan la distribucion de
DEGs (puntos rojos) de acuerdo con los valores de corte seleccionadasa(is)s de expresion diferencial
entre la cepa WT 518 y mutante t€2. (B) Analisis de expresién diferencial entre la cepa WT 518 y mutante
terl-24. (C) Analisis de expresién diferencial entre las mutanteOeyltert24.
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Figura 22. Diagramas de Venn y distribucion de DEGs identificados entre los transcriptomas de la
fraccion nuclear poliadenilada y la fraccion nuclear totalde la cepa silvestre 521 dd. maydis
(A) Representacion del nimero de DEGs e intersecciones entra cada ewéjadado. (B) Distribucion de
DEGs (puntos rojos) de acuerdo con los valores de corte seleccionados. El grafico fue construido con los valores
de logFC obtenidos con EdgeR.

7.12. Analisis de los transcritos reconstruidos déerl de la fraccion nuclear

A fin de obtener informacién acerca de la transcripcién y maduracion de TER, los transcritos
reconstruidos de la fraccion nuclear que mapearon sobre la regién fleeron analizados

en conjunto con todos los transcritos de esta regién depositados en las bases de datos, como
resultado de nuestro ensamble se reconstruyeron cuatro transcritos que corresponden a
isoformas de un Unico gen, sorprendentemente se observ&stps transcritos se originan

en la posicion122 del sitio de inicio de la traduccion del marco de lectura adyacente al
extremo 5' deterl (UMAG_03169 posicion absoluta dentro del cromosoma: 125,222
126,080 nt) y finalizan en la posicion + 1,948 respecla isoforma A. De acuerdo con la
anotacion de genoma del hongo este marco de lectura codifica para una proteina de funcién
desconocida y presenta 2 isofornfggura 23A), la isoforma A (KIS68597, numero de
acceso XP_011389625.1) conformada por un sabn largo de 405 pb que codifica para

una proteina de 134 residuos de aminodcidos y la isoforma B (KIS68596, nimero de acceso
XP_011389624.1) que contiene 2 exones de 241 pb y 188 pb separados por un intrén de 430
pb, la isoforma de esta proteina se pore de 142 residuos de aminoécidos donde los

primeros 80 residuos son compartidos con la isoforma A.
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Figura 23. Analisis estructural y funcional delas lecturas deRNA-seq dellocus terlde U. maydis
(A) Contexto gendmico débcus terl(panel superior) y densidad de lecturas de R¥&4 mapeadas (panel
inferior). (B) Transcritos reconstruidos d&cus terl (rectangulos blancos) originadaso arriba de
UMAG_03168 (C) Andlisis de expresion relativa thes isoformas déerl. Los andlisis fueron realizados con

las clentas normalizadas obtenidas con EdgeR.

De los transcritos reconstruidos la primera isoforma denomieatiél, corresponde a un

transcrito continuo de 2,475 nt (125,10Q7,574) que no presenta diferencias significativas

en la expresion entre la fraccién poliadenilada y la fraccién total (Tabla 2). La segunda

isoforma, terli2 presenta una longitud de 273dt, conformada por dos exones empalmados,

el primero abarcando de la posicion 125,100 a 125,764, mientras el segundo de la posicion

125,893 a 127,574.
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En este transcrito se observa el uso del sitio donador alternativo no canonico (D2)
TTTCCCCAATgtgag@cca que corresponde a un motivo conservado elstieaginales
localizado en la posicidon 125,7@1125,770, mientras el sitio de ramificacion AGCTCACCG
(125,863125,871) y el sitio aceptor AG (125,89P5,892) son los mismos empleados para

el procesamientde KIS68596 (Figura23A y 23B). La tercera isoforma reconstruida terl

I3 es un transcrito de 2,332 nt formado por dos exones, de los cuales el primero tiene una
longitud de 664 nt y corresponde al mismo exon presente eiiRtarfientras que para
empalmedel segundo exén de 1,666 nt (125;91887,574) emplea un sitio aceptor
alternativo localizado 13 nia debajo de teri2. Ambas isoformas procesadas presentan un
incremento significativo en su abundancia en la fraccion total respecto a la fraccion
poliadenilada con valores de logFC alrededor de 3 y 2.4 respectivamente @)aBlar

altimo, la isoforma terdi4, presenta una longitud de 2,045 nt, compuesta por dos exones de
363 nt (125,100125,462) y 1,682 nt (125,80827,574), y un intrén largo escindido de 430

nt (125,468125,892); que emplea el mismo sitio donador (D1), sitio de ramibicd8) y

sitio aceptor usados para el procesamiento de KIS68596, de los cuales los dos primeros
corresponden a secuencias conservadas en UstiEgiRegurasA2A y A2B), ademas de
mostrar un notable incremento en su expresion en la fraccion total @ 6.5 (Tabh

9).

Tabla 9. Andlisis de expresion diferencial de las isoformas derl reconstruidas de la cepa 521 d¥.

maydis

PolyA RNA vs. Total RNA

Limma-
. . DESeq?2 . EdgeR NOISeq .
Transcrito | Longitud logFC padj logFC FDR logFC prob |\(/,Z|o:2 padj

terl-il 2,475 nt 111 2.04E17 | 1.10 | 3.63E1l4 1.08 | 1.00E+00| 1.10 5.61E04
terl-i2 2,347 nt 2.99 6.29E93 | 2.99 | 1.11E70 296 | 1.00E+00| 3.00 1.64E05
terl-i3 2,332 nt 2.45 9.42E11 | 245 | 1.75E13 242 | 1.00E+00| 2.31 1.05E03
terl-i4 2,045 nt 6.62 0.00E+00| 6.62 | 0.00E+00| 6.59 | 1.00E+00| 6.61 5.09E07

Por otro lado khecho de que estas isoformas reconstruidas compartan el mismo sitio de
inicio de latranscripciérdel gen de funcion desconocidMAG_03168n conjunto con un

notable incremento en el mapeo de las lecturas de una region de aproximadamente 1,280 nt
gue incluye a los elementos CE1l y CHEzZgura 23A) sugieren que estas regiones

corresponden a dominiostesgcturales de TER y que en efecto alguno de estos trasscrito
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corresponde al precursor de la forma madefBER, mientras que la reconstruccion de estas
isoformas continuas que posiblemente incluyen la version funcional de TER no poliadenilada
es causadlla existencia de ambas versiopesadeniladay no poliadeniladacomo ocurre

en TLC1(Chapon et al., 1997yue finalmente coincide con los pates de intrones estables
escindidos de mRNAgrang et al., 2011)Finalmente)a posible relevancia derl-i4 que

podria corresponder al precursor de TER es resaltada por el notable incremento en su

expresion relativa respecto a la expresion de varios genes de mantenimiems2@dyu

7.13. Andlisis transcripcional de las mutantes terl
A fin de conocelas alteraciones en la expresion de genes a causa de la auséerdig da
contribucional fenotipo observado, Iasanscritosdiferencialmente expresaslobtenidos

previamente fueron anotados y clasificados resultados obtenidos son presentados en el

AnexoB comodraft para su publicacion.

67



8. DISCUSION

8.1 Identificacion del genterl

En este trabajee identificola region que contiene al gégrl en especies tlerden de los
Ustilaginaleshaciendo uso del conocimiento previo de la secuencia telométitareydis
(Guzman& Séanchez, 1994) y de que hasta la feiehéd es de copia Unica en todos los
organismos examinadads, estrategia informatica empleada en este trgir@aamentena
demostrado resultados satisfactorios para este fin en otros modelos, Isnittenteor

la disponibilidad de genomas secuenciadbgmgo de interés que permite discriminar entre
posibles regiones candidat@&hakrabarti et al., 2007¢n contrastel enfoque moleculague
aunguecondue a resultados efectivos, dadanaturaleza y baja abundancia del transcrito
esta estrategia requiere de métodos mas complejostosogLeonardi et al., 2008; Webb

& Zakian, 2008) Por cuestiones de enfoque y alta heterogeneidad en secuencias y longitud,
en este trabajo no se abordo la propuesta de unatesdrsecundaria global correspondiente

a este transcrito, sin embargo, como se demuestra en el apartado de resultados teentro de
ademas del dominio templete conservado a lo largo de todo el grupo taxonémico, también
fue posible identificar otras regies conservadas que resultan criticas para la maduracién y
actividad deTerl, que incluyenel dominio pseudonudo, una estructurandiceanaloga a

P6.1 y lasecuenciddAUseCY propuesta como el sitio de unidn putativo para el complejo
Sm7, el cual es requerido para la estabilidad y procesamiento de(LeGdadi et al., 2008;

Seto et al., 1999En tantola ausencia de sitios @&plicingy nula presencia deecuencias
consensoio abajo del siti®dm7-like sugiere queerca deestaregionse localiza eéxtremo

final deterly por lo tanto no emplea la maquinariagpdicing parael procesamiento del
extremo 3como ocurre eptras levaduras y hong¢{Box etal., 2008; Gunisova et al., 2009;
Kuprys et al., 2013)en contrastecomo se discute mas adelante los resuitddmostraron

la ocurrencia de un procesamiento postranscripcional en el extresno &tecedentes

previos para este tipo de gen en particular.
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Por otra parte, aunque restaterminarla posicion exacta del extrent en el transcrito
maduroparaestablecer su longituthal, el MSA demuestran una amplia variabilidad en el
posible tamafio d&erl enre especies de Ustilagiles esta divergencia sesalta con la
identificacién enU. xerochloaede una region con el potencial de transcribir un producto
maduro con una longitud ampliamente contrastante a los otros miembros de Ukdfiadgna

una longitud estimada no menor a los 556 nt, mientr&ssrdozyma flocculosasste mismo
transcrito tiene una longitud minima estimada de 1,958 nt (Tabla Al). En el primer caso la
diferencia de tamarstaria relacionado a la posibilidad de que esta especie preserva la forma
mas ancestral derly en consecuencia mas cercahantecesor en comun este linaje,
conteniendo solamente los elementos minimos requeridos para el ensamble y activacion del
complejo, cuyo tamafio se asemeja a la version reducida de TLC1 capaz de reconstruir la
actividad del complejm vitro (Zappulla et al., 2005 Ademasel incremento en la longitud

de las regiones intergénicas en los otros miembros estaria relacionadaeotws de
acumulacion y dispersion de secuencias que podrian corresponder a regiones dispensables
(Livengood et al., 2002Zappulla et al., 2005)por lo tanto esta amplia divergencia en
secuencia y longitud dentro de este grupo taxondmico es congruente con la nocién de que
TER funcionacomo un sitio de andamiaje altamente flexitfappulla & Cech, 2004)
Interesantementl). maydispresenta una version truncada del dominio templete con una
longitud de 9 nt a diferencia de las demas especiesant@&nen una longitud de 11, nt
guedando pendiente por demostrar si en estos organismos estas bases adicionales en el
extremo 5también son empleadas para la retrotransaénpgisi existen diferencias en la

procesividad del complejo en estganismo.
8.2. Caracterizacion del transcritoterl

La actividad transcripainal del locusterl en primer lugafue apoyada por los hallazgos de
ESTs depositados ela base de datognimeros de acces@K215994, JK215995y
JK842063, y posteriormente corroborada mediante ensayos dBEGH como se muestra
mas adelanteadicionalmente el hecho de la identificacion de actividad transcripcional
detectadaor estos autorestravés del ciclo de vida del hongo conjunto con cambios en

la expesion deUMAG_03168(Lanver et al., 2018Yyefuerza lahipétesis inicialdel

requerimientade Terl durante la transicion dimorfica.
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Mientras en este trabajo se logré la identificacién de al meureisoisoformas deerl que

se transcriben a partir d&8MAG_03168los resultados des dos transcritos reconstruidos
por Donaldson et al. (2017ue difieren ligeramente en la longitud del extremoeB
conjunto con lapresencia de sitios alternativos dplicing apuntana la existencia de
isoformas alternativas mecanismos de procesamiento mas complgjesgando pendiente
por ser exploradda regulacion y funcién de cada una de estdormas.Mientras en
levadura, las fracciones poliadeniladas y no poliadeniladas maduras de g pfotesa
por vias separad@€hapon et al., 1997; Noel et al., 201l2)ausencia dentro del genoma de
U. maydisde homologos a Nrd1 y Nab3 implicados en la terminacién de la transcripcion de
la fraccion no poliadenilad&/asianovich & Wellinger, 201&n conjunto cords resultados
dd andlisis deexpresiordiferencial entre la fraccion poliadenilada y no poliadenitigjan
abierta la posibilidad dgue la version madura deerl podria derivarse de la isoforma
poliadenilada policistronica tetil, representada por unagion de lecturas apiladas de
aproximadamente 1,280t, similar al transciio observado por Chen et al. (1,291 nt,
comunicacién personal, nimero de acceso OMP3Ry que coincidesn el extremo con la
posicién del sitio de union putativo Ideomplejo Sm7. Por otra partda presencia de
ortélogos de las proteinas del complejo Sm7, dentro del genoma fubigtAaG 10381
UMAG_0478]1 UMAG_11043 UMAG_12244 UMAG_10312 UMAG_12130 vy
UMAG_1080% y los genes hipotéticos homdlogos a Mex67 y Mtrl0 involucrados en la
biogénesis de TLC1 en levadugaefueron encontradodentro del genoma dd. maydis
(UMAG_01688y UMAG_01670 respectivamente)sugierenun papel funional del
complejo Sm7 en la maduracion de la subuniad de la telomerasie U. maydisal igual
gueocurre en la levadur@havesArquero et al., 2022; Seto et al., 1999)

8.3. Interrupcién deterlen la cepa 518 d&). maydis.

Al igual que ocurre eltras mutantes telomerasa negai(BautistaEspana et al., 2014,
Lendvay et al., 1996)a interrupcion dellocus terlprovoca un fenotipo senescente,
acortamiento de lotelomerosy cambios en la morfologia colonjahteresantementkas
mutantes terhdemasexhiben anormalidades adicionales como incremento en la presencia
decélulasuninucleadas elongadas, alteraciones en el crecimiento @oigujode gemacion

en mayores porcentajes que las mutantescntho resultadalteraciones en la segregacion

y tamafio de los cromosom@Bosadassutierrez, 2020jjue se encuentra relacionada con
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defectos en la funcion de ldelomeroscomo ha sido reportado en otros organismos
(Gisselssort al., 2001; Hande et al., 1999; McClintock, 194%) contraparte a los ensayos

de infeccidon con cruzas heterocigatddascruzas heterocigotasr resultaron incapaces de
desarrollar tumorek que incluso resulta altamente contrastante a las cimiZas™ que a

pasar de presentar un decremesrida aparicion de sintomas y formaca®tumoreson
capaces de completar el ciclo de vida desarmdigeliosporasaunque en menor abundancia
(BautistaEspana et al.,, 2014en primera instancia en ambos cakiss defectos en la
competencia par completar el ciclo de vid@odrian estar asociaw a fallas en el
mantenimiento de los telémeros que resulta congruente con estudios que ponen de manifiesto
el papel de la longitud de los telomeros en la fertilidad y embriogénesis en eucariotas
superiors (Kalmbach et al., 2013; Keefe et al., 200®)ientras que lasliferencias
morfologicas entre las mutantes de ambos compaosemisonjunto con losesultados de los
ensayos de infecciggonen de manifiesto diferentes contribuciones de cada componente a lo
largo del ciclo de vidaEn otros organismose ha demostrado gleeactividadde TERTno

se encuentra limitadal alargamiento de los telémeros y participa ensofnimcesos que
incluyen: la regulacién de la expresion de genes, respuesta al dafio del ADN, proliferacién
celular y metabolismo mitocondri@Campelo et al., 2015; Haendeler et al., 2009; Imamura

et al., 2008; Park et al., 200®)ientras que parBER seha demostrado que este participa en

la respuesta al dafio del ADN y que es capaz de desempefar una funcién antiapoptotica
promoviendo la autofagia, contribuyendo a la proteccion ce(Ramaniuk et al., 2019;
Rubtsova et al., 2018Para comprender estas diferencias se realizéaisende los datos

de RNAseqcomo se detalla egl Anexo B, la abolicion de la funcion de TER desencadena

la alteracion degenesinvolucrados en lavias de ALT y DDR, y genes proximales a
telomeros que resultacongruente con los patronebservados en células supervivientes
(Beletsky et al.,, 2017; Nautiyal et al., 2002; Teng et al., 200@¢resantemente los
resultados en las mutantegque explican la falla para completar el ciclo de vida estan
asociados la alteracion de factores de transcripcjoalustersde genesmplicados en el
control del ciclo de vida y transicién dimérfica, como previamente se ha reportado algunos
de estodactores de transcripciaregulan la expresion ddustersde genes de virulencia
(Kamper et al., 2006)
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La que la erosion de los telomerosérgida del TPE provee una explicacion acerca de los
cambios en la expresion adustersregulados porfactores de transcripciéproximos a
teldbmerog(Baur et al., 2001; Gottschling et al., 199ie resulta en el desencadenamiento

dela expresion de sus genes diana

Respecto & alteracion déactores de transcripci@iejados déaregiénsubtelomérica como

el regulador maestro Rbfindependientemente de su regulacion medida por el heterodimero
b, su regulacion podria estar asociada papel regulatorionediado por la transcripcidte

terl a través deremodelamiento de la cromatina dedgion,interferencia en lainion de
factores de transcripciém regulacionde transcritos antisentida@omo previamente se ha
descrito en otros INcRNAs, donde es en si la direccion y transcripcigardde IncRN/Ael

gue promueve lafuncién regulatoria yen contaparte la secuencia nucleotidica resulta
ampliamente dispensab{Martens et al., 2004; Wang & Chang, 2Q1@pnjuntamentela
desarrollo de este trabajo ssportéque la fraccién proteica codificada pelr precursor
UMAG_03168se encuentra relacionadauna proteinaon wn papel en la progresion de la
meiose (Logeswaran et al., 2022p que refuerza esta primera posibilidad de una regulacién
indirecta del ciclo de vida mediada por la transcripciBa. otra parte,una segunda
posibilidad mas interesante resultaria en la capacidaeérdede asociarse a algun factor de
transcripcion como se ha observadm#ns organismgsaunque ambos casos son posibles
no se debe dejar de considerar y no resultatiaf queTerl sea capaz de poseer mas de
un mecanismo regulatoriya que estos no son mutuamente excluyefwémg & Chang,
2011) Es necesari@comparar los resultados aqui obtenidos con el transcriptomas de la
mutantestrtl y emplear estrategias alternativas para la abolicién de la funcién de la
telomerasacomo lo son mutaciones en los sitios de unién entre los componentes que resulta
efectives para impedir la formacién del complejo sin alterar las posibles funceties

teloméricagle los componentes.
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9. CONCLUSIONES

Se identifi® el gen que codifica para la subunidad TERJemaydis queal igual que en

otros organismosontiene los elementos estructurales minimos requeridos para su actividad,
y del mismo modosu interrupcion provoca el acortamiento gradual de los teldmeros,
incremento en el tiempo de generacion, disminucion del potemejaicativo y
eventualmente el surgimiento de células supervivsdetemerasa negativas que presentan
rearreglos en el patrén de hibridacion del TRF y cambios en la expresion de genes
involucrados en las viae DDR y ALT.

Adicionalmentela carencia deste componentdesencadenka alteracion en la expresion

de genes involucrados en la regulacion del ciclo celular, diferenciacion celular y de un
conjunto de genes requeridos para la invasion de los tejidos de la planta hospedera y evasion
de la respueatinmune lo que conduce a la formacién de aberraciones cromosomicas,

alteraciones morfoldgicas e incapacidad para completar el ciclo de vida.

Las diferencias morfolégicas presentes entre las mutantesstarhisociadaparcialmente

a cambios Unicos en los patrones de expresiéngenes localizados en el extremo
cromosomal comeesultadodel acortamiento de los telomeropérdida de laregulacion
mediada por ellPE mientras que el decaimiento de la virulencia e incapacidad para
compldar el ciclo de vida se encuentra relacionado con la alteracién en la expmesion
componentesio arribadela cascada de regulaciénplicada en lanorfogénesis del hongo

en particularbfly sus genes diana.

Sesugierela identificacién dauna novedosa via de procesamiento de la subunidad TER a
partir de un gen codificant&JMAG_03168 que, enconjunto con la preservacion de los
dominios esenciales de TER dentro de un gen ampliamente divergente en longitud y
secuencigposicionan dJ. maydiscomo un modelprometedopara estudios de la funcion

y evolucién de los dominios que componen la subunidad vias de transcripcion y

maduracion.
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10. PERSPECTIVAS.

Realizar eensamblaje y analisis del transcriptoma de las mutantes trtl para compararlo con
los resultados del analisis de expresion diferencial obtemideste trabajacon el objetivo
de obtener mas informacion sobre las posibles funciexieateloméricasespedicas de

cada componente central de la telomerasa y su contribucion al desarrollo del ciclo de vida

Implementar una serie de mutaciones puntudéegro de los sitios de procesamiento de
UMAG_03168&o0n el proposito de determinar su impacto dralascripcion y procesamiento

de lss diversas isoformas y en la consecuente abundancia del transcrito madiarta.de

Implementar una serie de mutaciones puntuales denteyXa fin de impedir el ensamble
del complejo RNP siprovocar cambiosn la argitectura de la regidén que pudieran provocar
alteracion en la expresion de los genes adyaceleda finalidad de asociardescartalos
cambios en gbatronde expresion como resultado del acortamiento delésmeros como

consecuencia de upasibke funcién regulatoriale Terl.

Realizar la delecion ddkrl en especies alternativas de Ustilaginales cpetengania
maquinaria de RNAipara explorar las posibles vias de procesamiento y funcetties

teloméricagle este componente en organismos dimorficos.
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Figura Al. Diagrama del ensamble de la secuencia de interrupcion patarl. Fragmentos de aproximadamente 1,000 pb de los extremos flanqueanBsdeterl fueron
amplificados por PCREI extremo 5' fue bordeado por sitios de cbitgt y BanHl, y el extremo 3' por sitios de coBarHI y Notl. Cada fragmento fue insertadoersitio EcaRV
del vector pBluescript Il KS). El fragmento 58el plasmido pTeb' fue escindido por doble di gestién ddot/BanHI y subclonado en el sitidot/BarrHI de pTer3'. El plasmido
resultante pTerSub#&ie linearizado coBanHl|, pararealizar la ligacién déragmentoBanH| derivado de pCM1007, que contenia el gen quimédro Obteniendo el plasmido
pTerl con la secuencia de interrupcion gara
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U.hordei
U.trichophora

U tritici
Ulvetiveriae
U.xerochloae

K. brasiliensis
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Pantarctica
Pflocculosa
Phubeiensis
Psp.FB2
Ptsukubsensis
S.iseilematis-ciliati
S.scitamineun
S.reilianum

Consensus

GCGTTGCT+TTTCGAAACCTCTCCATTCCGGA+CTCATTC+CC+++++TTTCTAAA+CCTCTTT+AGGGC+CGCTGGTAAAGGACGG+GGCTGACA+GGCGAGAAAC+GACGCA+C+TTCCGTACACCG+GTTGGAACGGTTTTTTTTTCGAT+C++++AAG+AAACACGGTTTTACCAGTTC+CGTTGGAGCCGGCA+GG

Pseudoknot-like

Umaydis 736 -« - - - - - - B S T R B TR e S R R R e R
U.bromivora { - 5
U.cynodontis
U.esculenta
U.hordei
U.trichophora
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U.xerochloae 326 - - - - -
K brasiliensis - E- - - -
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Phubeiensis
Psp.F8B2
Ptsukubaensis
S.iseilematis-ciliati
S.scitamineurr 858 -
S.reilianum 605 - - -

Gonsensus ‘_m.-

+TTTG+TTTTTGTTCTGT+TCTTCTT+TCCCC+TCTC+TT+CTC+T++T+++TCTCCTTGAAGGCGG+++GG+TAG+++G+G+G+A+AGT+AGA+AACGAAGAA+AAGGAAGGACGGATGCCCGTTGGTGGGAGTCGATCCATTGGAGAATGAGGAATGAGAGGGAT+C++T+TGGTTTTGTCTTG+T+T++A+C+++CTC

Figura A2. MSA de la region del dominio pseudonudoRio abajo del dominio templete docalizé una regién capaz de transcribir dos regiones ricas en residuos de U y A
respectivamente, que se encuentran separadas por una region poco conservada con mdltiples inserciones y deleciorielgupiers@sta region se localiza el dominio
pseudonudo y el segmento hipervariable conforma el bucle 2.
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P. antarctica 654
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P. hubeiensis 663
P.sp. F8B2 656
P. tsukubaensis 705
S. iseilematis-ciliati 671
S. scitamineum 659
S. reilianum 670
C Polyadenylation
5 signal in U. maydis 3

U. maydis AGTAAA

U. bromivora

U. cynodontis

U. esculenta

U. hordei

U. trichophora

U. tritici

U. vetiveriae

U. xerochloae

K. brasiliensis

M. pennsylvanicum
M. aphidis

M. sp. F16C1

M. sp. F5C1

P. antarctica

P. flocculosa

P. hubeiensis
P.sp. F8B2

P. tsukubaensis

S. iseilematis-ciliati
S. scitamineum

S. reilianum

Figura A3. Sitos de procesamiento ddMAG_03168y terl. (A) WebLogo de los sitios de empalmeldldAG_03168D1 corresponde

a la secuencia del sitio donador utilizado en el procesamiento de KIS68596i4;, 8Pl corresponde al sitio donador alternativo
empleado para el procesamiento de las isoformas 2 we8éB corresponde a la secuencia del sitio de fieation utilizado en el
procesamiento de las diversas isoformas observadas. (B) Alineamiento mdltiple de la localizacion del sitio de ramifitaxson y
aceptores localizados &h maydis (C) Alineamiento multiple del extremo final 3' detus terl Region final delocus terlen donde

se identificé una posible sefial de poliadenilacion, que se localiza en una region rica en residuossedieande Ustilaginales

91



Tabla Al. Localizacién delocus terly motivos identificados easpecies de Ustilaginales.

Cepa
Ustilago maydis21
Ustilago bromivorauB2112
Ustilago cynodontidNBRC 9727
Ustilago esculentaMT
Ustilago hordeiUh4857-4
Ustilago trichophoraRK089
Ustilago tritici Utri01
Ustilago vetiveriadRK 075
Ustilago xerochloadJMa702
Kalmanozyma brasiliensi&SHG001
Melanopsichium pennsylvanicurd
Moesziomyces aphidBSM 70725
Moesziomycesp.F16C1
Moesziomycesp.F5C1
Pseudozyma antarctic@-34

Pseudozyma flocculosBF-1

Pseudozyma hubeiensiBRC 105055

Pseudozymap. F8B2

Pseudozyma tsukubaendéBRC 1940

Sporisorium iseilematisiliati BRIP 60887

a
Sporisorium scitamineunsSC39B

Sporisorium reilianumSRZ2

Numero de
acceso
NC_026485.1

LT558124.1
LZZZ701000128.1
JTLW01000040.1
CAGI01000168.1
LVYE01000100.1
NSHH01000016.1
MAIM01000068.1
MAIN01000012.1
NW_015961990.1
HG529599.1
AWNI01000039.1
NXFS01000005.1
NXFR01000006.1
DF196780.1
KE361642.1
MAIO01000009.1
NXFQ01000007.1
MAIP01000052.1
MJEU01000134.1

CP010922.1
FQ311473.1

Cadena

pos.
pos.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
pos.
pos.
neg.
neg.
neg.
pos.
neg.
pos.
neg.
pos.
pos.
neg.
neg.

neg.

Coordenadasterl

126,081- 127,706
809,965- 811,082
16,964- 18,032
82,132- 83,476
102,049 103,205
84,657- 86,536
76,196- 77,768
42,195- 43,871
93,935- 94,718
641,734- 643,254
30,592- 32,937
642,319- 643,481
654,777- 655,954
77,429- 78,623
645,527- 646,691
197,617- 200,285
276,656- 278,159
62,471- 64,051
136,067- 138,147
26,976- 28,372

106,276- 107,980
71,402- 72,916

CEl

131-139
83-91
64-72

129- 137
78- 86
59-67

94-102

100- 108
72-80
84-92

187-195

110-118

110-118

110-118

110-118

363-371
88-96
87-95
57-65

95-103

100- 108
90-98
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Localizacion de motivos dentro delocusterl

CE2

141-148
93-100
74-81
139- 146
88-95
69-76
104-111
110-117
82-89
94-101
198- 205
120-127
120-127
120- 127
120-127
373-380
98- 105
97-104
68-75
105-112

110- 117
100- 107

CE3

221-228
128- 135
111-118
164-171
123-130
95-102
161-168
218-225
112-119
141-148
240- 247
142-149
142-149
142-149
142-149
409- 416
229-236
230-237
140-147
149-156

167-174
156- 163

Templete

385- 393
258-268
248-258
285-295
253- 263
235- 245
282- 292
382-392
215- 225
271-281
437- 447
263-273
263- 273
260-270
263- 273
621- 631
412-422
412-422
303- 313
262- 272

274-284
265- 275

P6.xlike

1,053-1,070
764-781
713-731
975-992
760-777
1,305- 1,322
1,270- 1,289
1,230- 1,249
548- 566
1,155-1,172
1,731-1,748
918-935
925-942
947- 964
921-938
2,011- 2,027
1,124-1,141
1,189- 1,206
1,635- 1,652
1,076- 1,093

1,396- 1,413
1,177- 1,196

Sitio Sm-like

1,209- 1,217
894-902
804-812

1,074- 1,082
893-901

1,433- 1,441

1,383-1,391

1,362- 1,370
620- 628

1,234-1,242

1,888- 1,896

991-1,000

998- 1,007

1,020- 1,029

994-1,003

2,313-2,321

1,226- 1,234

1,304- 1,312

1,807- 1,815

1,169- 1,177

1,513-1,521
1,294- 1,302

Lopg_itud
minima
estimada de
TER
CEL1 - Sitio Sm-
like
1,086 nt
819nt
748 nt
953 nt
823 nt
1,382 nt
1,297 nt
1,270 nt
556 nt
1,158 nt
1,709 nt
890 nt
897 nt
919 nt
893 nt
1,958 nt
1,136 nt
1,225 nt
1,758 nt
1082 nt

1,421 nt
1,212 nt



Figura A4. Evaluacion de la calidad de las lecturas y distribucion del contenido de GC para las mueg&tdsywhutanteterl::hph.
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