2008 - AVANCES EN LA INVESTIGACION CIENTIFICA EN EL CUCBA
ISBN: 978-607-00-2083-4

Analisis bioinformatico de un gen diferencial de Ustilago maydis obtenido
por hibridacion substractiva

Mario Ivan Aleman-Duarte!, Lucila Méndez-Moran®, José Ruiz-Herrera2

1Depto de Ecologia, C.U.C.B.A. Universidad de Guadalajara Apdo. Postal 39-82.
Zapopan, Jal., 45101, México. 2Depto de Ing. Genética de plantas, Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN, Campus Guanajuato, Irapuato, Gto.
Apdo. Postal 629.

Correo-e: Imendez@cucba.udg.mx

INTRODUCCION

En estudios preeliminares realizados en A. thaliana como huésped no natural se
han obtenido genes que se expresan diferencialmente en respuesta a la inoculacién con
Ustilago maydis, principalment en el estado inicial de la infeccion, en estos estudios se
comprobé la presencia de genes diferenciales relacionados con patogenicidad los cuales
fueron analizados mediante Macroarreglos (Méndez-Moran, 2004).

Utilizando el mismo patosistema U. maydis —A. thaliana se construy6é una
biblioteca substractiva a las 72hpi (Aleman-Duarte y cols., 2008), en el cual se obtuvo el
gen hipotético UM03382.1 de U. Maydis que presenta una homologia del 82% con la
enzima myo-inositol-hexankisfosfato3-fosfohidrolasa (fitasa) reportada en hongos como
Aspergillus japonicus, Aspergillus oryzae y Agrocybe pediades, entre otros.

El 4cido fitico es la mejor forma que tienen las
plantas de almacenar fésforo y se encuentra en las
semillas, legumbres y en menor cantidad en el haz de
las hojas; sin embargo es mas conocido debido a su
capacidad de unién con minerales esenciales (Ca, Mg,
Fe) evitando que estos estén en forma disponible
también es capaz de unirse a aminoacidos, proteinas y
azucares, e inhibir enzimas digestivas (Hasoouni y cols.,
2006). El acido fitico es hidrolizado por las enzimas
denominadas fitasas estas enzimas son capaces de
catalizar la hidrdlisis de fitato (myo-inositol-
hexankisfosfato) a myo-inositol y fosforo inorganico
(Pi) (Pandey y cols., 2001). Este proceso es importante  Figura 1. Estructura quimica
en muchos procesos metabdlicos tanto de animales, del Acido fitico (Leeson y
microorganismos como de plantas (Hatzack y  symmers, 1998)
colaboradores, 2001). El acido fitico (Ce Higs O24 Ps ,

660.08 g/mol) (Figura 1).

En la actualidad se conoce que muchos de los hongos filamentosos tales como
Aspergillus fumigatus (Liu, Huang y Hao, 2004), Rhizopus sp (Ramachandran y cols.,
2005), Mucor racemosus (Roopesh, 2006), Thermoascus aurantiacus (Nampoothiri,
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2004) y Myceliophora thermophila (Mitchel, 1997), pueden producir Fitasas durante la
fermentacion cuando son crecidos en medio sélido. El pH 6ptimo de actividad de estas
enzimas es un pH 4acido de 5.5 y en algunos casos hasta un pH de 2 (Mandal y Biswas,
1970). La temperatura 6ptima de actividad para estas enzimas esta entre los 55°C a los
60°C (Han y Wilson, 1999).

En el presente trabajo se llevara a cabo el analisis bionformatico del gen de
Ustilago maydis UM 03382.1 que codifica para proteina hipotética similar a una fitasa la
cual no ha sido reportada en este organismo anteriormente y que se encuentra expresada
diferencialmente durante la infeccion en plantas de Arabidopsis thaliana.

Mediante el anélisis bioinforméatico de homologia de genes de expresion de fitasas
de varios microorganismos con el gen de U. maydis UM 03382.1 se pretende determinar
la homologia entre estas proteinas con el fin de obtener informacién sobre su probable
funcién asi como el disefiar oligonucleotidos especificos para la fitasa de U. maydis que
seran utilizadas en el analisis tipo RT-PCR. Los resultados de este trabajo también
serviran de base para el disefio de mutantes en el gen que codifica para fitasas de U.
maydis.

OBJETIVO

Obtener evidencia bioinformatica que sustente la hipo6tesis de que UM03382.1
codifica para una Fitasa (myo-inositol-hexankisfosfato 3- fosfohidrolasa) capaz de
hidrolizar el acido fitico y su posible rol en la capacidad patogénica de Ustilago maydis.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron las secuencias obtenidas a partir de un banco substractivo
construido a las 72hpi del patosistema Ustilago maydis-Arabidopsis thaliana. Las
secuencias fueron visualizadas con el software Chromas versién 2.33 (Copyright ©
2003-2008, http://www.technelysium.com.au

La secuencia del gen Ustilago maydis UM 03382.1 fue analizada mediante el
algoritmo “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) desarrollada por el Centro Nacional para la
Informacion Biotecnolégica (NCBI) del gobierno de los EE. UU (Altschul y cols., 1997)
Utilizando las herramientas BLAST'n (Compara una secuencia de nucle6tidos contra una
base de datos que contenga también secuencias nucleotidicas) y BLAST’x (Traduce la
secuencia en sus seis posibles marcos de lectura y compara estas secuencias traducidas
contra una base de datos de proteinas) considerando los alineamientos significativos (E)
menor a 1e3.

Se realizaron alineamientos maultiples con las secuencias homologas
pertenecientes a otros organismos y se desarrollaron arboles filogenéticos, utilizando la
herramienta Megaline del paquete bioinformatico DNASTAR de Lasergene® v8.0.



A partir de los alineamientos multiples se desarrollaron iniciadores a partir de
zonas altamente conservadas entre las secuencias de hongos y otros especificos
inciadores especificos para la secuencia de U. maydis, con el fin de analizar la expresion
del gen deseado durante el proceso patogénico mediante RT-PCR, el disefio de
iniciadores se llevo a cabo mediante la herramienta Primer design del paquete
bioinformatico DNASTAR de Lasergene® v8.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Previamente se report6 la presencia del gen (UMo03382.1) de Ustilago maydis
obtenido por hibridacién substractiva (Aleman-Duarte y cols., 2008). El gen UM03382.1
presento homologia con el gen que -codifica para la enzima myo-inositol-
hexankisfosfato3-fosfohidrolasa (E 6-1) de Aspergillus japonicus, Aspergillus oryzae,
Agrocybe pediades con una homologia del 85 % mediante el analisis BLAST’x. Se llevo a
cabo el analisis de alineamientos del gen UM03382.1 utilizando BLAST'n y BLAST’x
(base de datos del NCBI), y se obtuvo concordancia con 150 secuencias, de estas se
utilizarén las que presentaban una homologia superior al 60 %, entre estas secuencias se
localizo a 12 que corresponden a hongos (Cuadro 1). El analisis comparativo de estas
secuencias determino que el gen UM03382.1 presenta zonas conservadas a los genes que
cofidican para la enzima Fitasa y se procedi6 a obtener la seceuncia del gen completo de
UMo03382.1 a partir de la base de datos del NCBI, este gen preenta un marco de lectura
abierto de 1441 pares de bases (pb), el producto génico corresponde a una proteina de
483 a.a, de los cuales 41 son a.a. basicos y 42 a.a. acidos, 169 a.a. hidrofobicos, y 141 a.a.
polares. La traduccién fue obtenida usando el programa DNASTAR de Lasergene la cual
fue comparada con la base de datos de U. maydis disponible en linea mostrando
similitud.

Utilizando la base de datos se obtuvo la secuencia nucleotidica de cada uno de los
genes de hongos que presentaron mayor homologia con el gen UM03382.1, ademas se
utiliz6 la secuencia de genes de bacterias y plantas (Zea mays, Arabidopsis thaliana)
que codifican para fitasas con el fin de obtener una comparacion de estas secuencias y
obtener las zonas conservadas entre los genes correspondientes de hongos.

El alineamiento de secuencias se llevo a cabo con el programa Megaline utilizando
la secuencia de aminoacidos que codifica cada gen. Se obtuvieron zonas altamente
conservadas entre las secuencias de hongos.

Los resultados de homologia revelan que la proteina codificada por el gen
UMo03382.1 tiene una alta homologia con fitasas de hongos ya reportadas anteriormente
en hongos, al ser comparados con los de origen vegetal y bacteriano para esta proteina.
Las zonas de aminoacidos LSPFC y los aminoacidos NELIART son las méas conservadas
(Figura 2).
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Cuadro 1. Secuencias homologas a Umo03382.1 con mayor porcentaje de identidad
utilizadas para posteriores alineamientos

Nombre Especie ala que Porcentaje de
Pertenece identidad(%)
Fitasa Talaromyces thermophylus 60%
Precursor A Fitasa 3 Aspergillus terreus 60%
Precursor A Fitasa 3 Aspergillus oryzae 61%
Fosfatasa Acida A Aspergillus fumigatus 60%
Precursor B Fitasa 3 Aspergillus nidulans 61%
Fitasa Aspergillus clavatus 61%
Precursor Fitasa Peniophora lycii 61%
Fitasa Neutra Aspergillus sp 60%
Precursor Fitasa Agrocybe pediades 61%
Fitasa Aspergillus ficuum 60%
Precursor A Fitasa Aspergillus Niger 60%
Fitasa Coprinopsis cinerea okayama 61%

Figura 2. Alineamiento de aminoacidos de diferentes proteinas fitasas comparadas con
la proteina del gen UMo03382.1. La proteina codificada por el gen UMo03382.1
corresponde a la linea inferior del alineamiento (Um). En azul se muestran las
secuencias de aminoacidos correspondientes a proteinas fitasas de hongos (H; Cuadro
1); en rojo y verde las secuencias de aminoacidos de fitasas de plantas (Arabidopsis
thaliana (At) y Zea mays (Zm) respectivamente); y en color rosa se encuentra de
aminoacidos de bacterias (B). Las zonas de altamente conservadas en hongos se
muestran en los rectangulos rojos.
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Para determinar la relacion filogenética del hecho de que UMo03382.1 se agrupa
dentro de las Fitasas de hongos (Figura 3). Los resultados del arbol filogenético se
encontro que las proteinas fitasas de hongos se localizan en un grupo principal mientas
que las fitasas de bacterias, Zea mays y Arabidopsis thaliana se encuentran separados
del grupo de fitasas de hongos. La proteina codificada por el gen UM03382.1 se ubica
agrupada con las fitasas de Aspergillus fumigatus.

Aspergillus ficuum
Precursar A Aspergillus niger
Aspergillus terreus
Talaromyces thermophylus
Aspergillus nidulans

s Aspergillus onzae

___________ E Aspergillus clavatus
Fitasa neutral Aspergillus sp

| Fitasa UM03382 Ustilago maydis
E Asperdillus furmigatus
— fitasa caprinug cineraa
_: Frecursor AAgrocyhe pediades
Precursar A Peniophara ieii
Zea mays
= — Bacillus licheniformis
L— Bacillus subtilis
[ Arabidopsis thaliana 13
Arabidopsis thaliana 23
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Figura 3. Analisis filogénetico de la proteina expresada por el gen UMo03382.1 de
Ustilago maydis con fitasas de bacterias, hongos y plantas.

Mediante el analisis de las zonas conservadas entre los genes de fitasas de hongos
y el gen UM03382.1 se llevo a cabo el disefio de iniciadores. Para el disefio de iniciadores
se utiliz6 el programa “Primer Designe de Lasergene” el cual nos permite disefiar dos
pares de iniciadores utilizando la secuencia de nucleotidos y basandonos en las zonas
conservadas de aminoacidos LSPFC y NELLIART localizada en fitasas de hongos.

El iniciador 5°-3"es de 23 pb y el iniciador 5°-3 antisentido de 20 pb con una
temperatura de alineamiento promedio de 56.7°C, que correspode para la amplificacion
de un fragmento de 606 pb.

Se diseno un par de iniciadores especificos para el gen UM03382.1 de U. maydis
utilizando las zonas no conservadas que fueron localizadas en el caso del alineamiento
de aminoéacidos con fitasas de hongos de tal manera que seran especificos. El iniciador
5°-3" corresponde a 19 pb y el iniciador antisentido presenta 24 pb con una temperatura
de alineamiento promedio de 56.7 , este par de iniciadores corresponden para la
amplificacion de un fragmento de 1201 pb
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El gen UMo03382.1 de U. maydis muestra un tamaino de 1452 pb, el cual
corresponde al promedio observado en otros genes homologos de otros genes ya
reportados por ejemplo Aspergillus fumigatus, Rhizopus sp (Ramachandran y cols.,
2005), Mucor racemosus (Roopesh, 2006), Thrmoascus aurantiacus (Nampoothiri,
2004) y Myceliophora thermophila (Mitchel, 1997), la proteina también presenta una
longitud aminoacidica similar.

El alineamiento multiple de la proteina codificada por el gen UM03382.1 con las
secuencias de otros genes homologos obtenidas en linea, muestran zonas altamente
conservadas de aminoacidos tales como las regiones LSPFC, NELLIART. El gen
UMo03382.1 se agrupo en el dendograma filogenético dentro de las Fitasas de hongos.

Oh y cols. (2002) reportaron la clasificacion de fitasas mediante composicién de
aminoacidos como fitasas alcalinas y fitasas acidas, entre las fitasas alcalinas se
encuentran las fitasas de origen bacteriano, como las fitasas de B. subtillis y B.
lichenifotmis, mientras que las fitasas acidas se encuentran las de origen fingico, como
las fitasas de A. niger, A. thermophulus, A. terreus, A. fumigatus entre otros, esto
sugiere que UMo03382.1 ademas de presentar zonas conservadas a las fitasas de hongos
se puede ubicar dentro de las fitasas acidas. Por lo anterior se puede inferir que el pH
optimo de actividad de esta fitasa es 4cido y probablemente este en valores bajos (pH 2).

La temperatura optima de esta enzima puede estar entre los 55-65°C segun los lo
reportado (Mandal y Biswas, 1970; Hassouni y colaboradores, 2006) para las Fitasas
presentes en A. niger, A. thermophulus, A. terreus , A. fumigatus, hongos con los cuales
nuestro alineamiento muestra una similitud mayor al 60 % y comparten zonas altamente
conservadas.

CONCLUSION

Estas pruebas bioinforméaticas sustentan la hipétesis de que “UMo03382.1"
presenta secuencias conservadas a fitasas de hongos de tipo 4dcida, ademas.
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