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Ustilago maydis como modelo de estudio

Ustilago maydis es un hongo basidiomiceto patdégeno que en la naturaleza
infecta dos plantas, maiz (Zea mays) y teosinte (Zea mays ssp. parviglumis), el
probable progenitor del maiz, siendo el agente etioldgico de la enfermedad llamada
carbon comin o “huitlacoche” (nombre Nahuatl por el cuél se conoce en México).
U. maydis se ha establecido como un organismo modelo en el estudio de las
interacciones planta-microorganismo. Este hongo no presenta una estrategia de
virulencia agresiva para matar a su huésped, y se encuentra entre el grupo de los
parasitos biotrofos que dependen del tejido vivo para su proliferacion y desarrollo.
U. maydis requiere el paso a través de la planta huésped para culminar con su ciclo
de vida.

La fase infecciosa del hongo requiere de la fusion de dos células
levaduriformes haploides de sexos complementarios, proceso que es regulado por
la interaccién de dos loci de apareamiento: a y b, llevando a cabo la formacion de la
forma micelial dicariética, que requiere de la planta para su crecimiento. El
desarrollo de la enfermedad estd caracterizado por la presencia de clorosis
(amarillamiento del tejido), aumento en la produccion de antocianinas (pigmentos
de color violeta), disminucién del crecimiento de la planta, y especialmente la
formacion de tumores, que son estructuras tnicas en donde se forman las
teliosporas que corresponden al estadio diploide transitorio (sin vida vegetativa)
del hongo (Banuett, 1991; 1992; 1995; Banuett y Herskowitz, 1994; Ruiz-Herrera y
Martinez-Espinoza, 1998) (Figura 1).
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Figura 1. Carbon comtn o “Huitlacoche” (A) y representacion de los loci de
apareamiento de Ustilago maydis (Bolker, 2001).

Se ha propuesto que durante el proceso de infeccién, pueden estar
participando sefales del medio ambiente y del huésped, las cuales son percibidas y
transmitidas por diferentes vias de transduccion de senales, principalmente las vias
MAPK y PKA (Lengeler y cols., 2000), habiéndose descrito un probable
entrecruzamiento entre ambas (Gold y cols., 1994). La interaccion de estas dos vias
regulatorias puede ocurrir a diferentes niveles, y su entrecruzamiento puede
determinar el desarrollo del ciclo sexual de U. maydis, su desarrollo filamentoso
(micelio) y la virulencia (Bolker, 2001). Sin embargo, no se conoce con detalle los
procesos que determinan cada uno de éstos fenémenos de forma individual.

U. maydis se considera un modelo fangico importante que ha sido
ampliamente utilizado en estudios bioldgicos y genéticos (Bolker, 2001) y se ha
determinado como un hongo de gran importancia para el estudio del desarrollo
dimorfico y la interaccion planta-patégeno. Las caracteristicas que hacen a este
organismo genéticamente atractivo son; (a) la existencia de una fase haploide, en la
cual el hongo forma colonias compactas, que permiten el uso de técnicas
microbiologicas comunes; (b) la posibilidad de construir diploides en el
laboratorio, que hace posible el llevar a cabo exdmenes de dominancia y
complementacion; (c) la disponibilidad de técnicas de transformacion con ADN
exogeno; (d) su susceptibilidad a que un segmento genémico sea remplazado con
una copia mutada del gen por recombinaciéon homologa; (e) la existencia de varios
marcadores de seleccién para la manipulacion genética: (f) la existencia de meiosis,
lo cual facilita llevar a cabo anélisis de segregacion; (g) la capacidad para completar
su ciclo de vida en plantas jovenes de tres semanas de edad o menos; (h) la
posibilidad de analizar la transicion dimoérfica por medio de la manipulacion del
pH externo; (i) contar con un sistema en el cual se pueda completar el desarrollo
del ciclo de vida del hongo in vitro (Ruiz-Herrera y cols., 1999); y muy
particularmente, el hecho de que su genomio sea totalmente conocido (direccién
MIPS sobre secuencia del genomio de U. maydis; Nature y cols., 2006; http:
//www. broad. mit. Edu/ annotation/ fungi/ ustilagomaydis/).

El patosistema Ustilago maydis-Arabidopsis thaliana

Se tienen evidencias de que U. maydis es capaz de infectar otros huéspedes
alternativos tanto monocotiledéneas como dicotiledoneas (Ledén-Ramirez y cols.,
2004) y en especial A. thaliana (Reynaga-Pena y cols., 2001). Recientemente
hemos establecido el uso del patosistema U. maydis-A. thaliana, el cual constituye
un modelo experimental muy util para abordar y entender diversos fen6menos
relacionados con el proceso patogénico del hongo.

El uso del patosistema U. maydis-A. thaliana se considera Ttil en el estudio
de la interaccién planta-patégeno, como ha sucedido en otros patosistemas
establecidos con esta planta, tomando en consideracion todas las ventajas de ella,
ya que A. thaliana es un modelo muy adecuado para facilitar la bsqueda de
mutantes recesivas de U. maydis afectadas en patogenicidad.



En A. thaliana contrariamente a lo que ocurre en el maiz, las formas
haploides del hongo son virulentas (Mendez-Moran, 2004; Mendez-Moran y cols.,
2005) (Figura 2).

Figura 2. Patosistema Arabidopsis thaliana-
ustilago maydis. A. thaliana sin inocular (A).
Aspecto del crecimiento micelial de U. maydis
sobre una planta de A. thalian inoculada con la
mezcla de cepas haploides sexualmente
compatibles de U. maydis (B). Presencia de zonas
necroticas y crecimiento de micelio en plantas de
A. thaliana inoculada con una cepa haploide de U.
maydis (C y D) (Mendez-Moran, 2004; Mendez-
Moran y cols., 2005).

Las ventajas del uso de A. thaliana como planta modelo son la facil
manipulacion de un gran namero de plantas debido a su tamano pequefio; un
tiempo de generacion corto, contar con los mapas fisico y genético de A. thaliana
(Meinke y cols., 1998), y el conocimiento en su totalidad de la secuencia de su
genomio (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), lo que a futuro facilitara la
identificacion de genes de la planta regulados diferencialmente durante la
infeccion. Por altimo, una caracteristica adicional del sistema es la disponibilidad
de lineas derivadas de A. thaliana por mutagénesis insercional ("enhancer/gene
trap") (Springe y cols., 1995; Sundaresan y cols., 1995), que son utilizadas para la
identificacion de genes que se activan bajo diferentes condiciones. Este sistema
permite detectar la activacion de genes, basandose en los patrones de expresion de
un gen reportero que ha sido integrado al azar en el genomio de Arabidopsis
(Sundaresan y cols., 1995).

Uso del patosistema Arabidopsis thaliana-Ustilago maydis en el
estudio de genes de patogenicidad

A. thaliana tiene la ventaja de que se pueden analizar mutantes no
virulentas de U. maydis en gran escala y la posibilidad de reducir el tiempo de
manejo bajo condiciones axénicas (Mendez-Moran y cols., 2005). Otros huéspedes
alternativos previamente empleados en la infeccion con U. maydis, requieren de
tiempos largos, lo que complica el mantenimiento de las condiciones axénicas
(Le6n-Ramirez y cols., 2004). Ademas de estas ventajas, se sabe que A. thaliana ha
sido utilizada como modelo adicional a los de animales, para comprender el
mecanismo de virulencia y elucidar las bases moleculares de patogénesis de P.
aeruginosa (Rahme y cols., 2000), y de algunos otros hongos como Verticillium
longisporum y V. dahliae (Steventon y cols., 2001).

La secuenciacion del genoma de A. thaliana, ha generado ya interesantes
datos cuantitativos y de organizaciéon sobre genes que cumplen todo tipo de
funciones. Por ejemplo, el analisis de 1.9 millones de pares de bases (Mb) sugiere
que aproximadamente un 14% de los genes de A. thaliana pueden participar en
resistencia a enfermedades a diferentes niveles, incluyendo componentes de
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cascadas de sefalizacion y proteinas con actividad antimicrobiana. De la misma
manera, el analisis de 67 Mb (mas del 50% del genoma de Arabidopsis) ha
permitido calcular que existen aproximadamente 200 genes potenciales de
resistencia, con 120 de ellos ya detectados.

Mediante el uso del potosistema A. thaliana-U. maydis se han analizado
genes involucrados en el proceso patogénico mediante el uso de bancos
substractivos (Méndez-Moran, 2004; Méndez-Moran y cols., 2005; Reynaga-Pefia
y cols., 2006). Por otro lado el uso de técnicas de expresion diferencial como son
hibridacion substractiva y anélisis por microarreglos, se pueden identificar genes
que son sobre-expresados o cuya expresion sea inhibida tanto en el hongo como en
la planta durante la infeccién, como son aquellos genes relacionados directamente
con el proceso patogénico, o genes implicados en la resistencia de la planta a la
infeccidon o en respuesta al hongo. El uso de un sistema modelo se ha propuesto
sobre la base de que los estudios con maiz, el huésped natural de U. maydis, son
sumamente complicados, dado que el genoma del maiz atin se desconoce en su
totalidad en contraste con el genoma de A. thaliana el cual esta completamente
secuenciado, otro punto importante es el hecho de que varios de los fen6menos
involucrados en el proceso patdégenico no pueden ser separado, lo cual si ha sido
posible en A. thaliana, y ademas, contrariamente a lo que ocurre con el maiz, la
forma haploide de U. maydis es patogénico en A. thaliana facilitando su analisis
(Mendez-Moran y cols., 2005).

La infeccion de U. maydis en A. thaliana se caracteriza por la formacion de
micelio en las hojas de la planta en las primeras horas de la infeccién (18h), cabe
sefialar que se presentan sintomas caracteristicos de la infeccion en el maiz como
son: formacién incrementada de antocianinas, desarrollo de clorosis en las hojas y
la aparicion de malformaciones en la planta (Méndez-Moran, 2004; Mendez-
Moran y cols., 2005) (Figura 2 y Figura 3).

Figura 3. Desarrollo de malformaciones que muestra
uno de los sintomas en plantas de A. thaliana a
tiempos tardios después de la inoculacion, en
respuesta a la infeccion por U. maydis (Méndez-
Moran, 2004;Mendez-Moran y cols., 2005).

Con el fin de analizar qué genes son regulados positivamente durante la
infeccion de A. thaliana por U. maydis como se ha mencionado, se han utilizaron
dos técnicas: la construccion de bibliotecas substractivas de ADNc y analisis por
microarreglos, a partir de ARN de plantas infectadas a tiempos tempranos y tardios
después de la inoculacién.

Los resultados obtenidos hasta el momento abren un amplio panorama para
el estudio los genes diferenciales de U. maydis. Hasta el momento se han
identificado varios genes de U. maydis y A. thaliana mediante bancos
substractivos, asi como por microarreglos en el caso de A. thaliana.

Mediante el uso de la técnica de hibridacion substractiva a diferentes
tiempos (Aleman-Duarte y cols., 2008; Méndez-Moran y cols., 2006; Méndez-
Moran y cols., 2008), se han identificado genes correspondientes a U. maydis: el



gen que codifica una alcohol deshidrogenada homologa a la expresada en
Cladosporiium fulvum durante su crecimiento en plantas de tomate (Coleman y
cols., 1997; Segers y cols.,, 2001), un gen homologo a la O-acetilhomoserina
sulfohidrolasa (Kamper y cols., 2006), y el gen que codifica la proteina kinesina
(Kin3: 9455 nt) relacionado con el crecimiento de las hifas (Wedlich-Soldner y
cols., 2002; Schuchardt y cols., 2005). Por otra parte, para Arabidopsis se han
identificaron genes sobre-expresados que codifican: un inhibidor de serina-
proteasas que se sabe que actiia en la respuesta a patégenos en plantas (Ryan,
1990; Pearce y cols., 1991), el gen que codifica la PbsA que es un precursor de la
proteina D1 del centro de reaccion del fotosistema II en cloroplastos (Liere et al.,
1995) y el gen que codifica la proteina CP12 presente en el cloroplasto y que se
sobreexpresa en respuesta a estrés metabolico (Wedel y cols., 1997; Wedel y Soll,
1998) entre otros. Mediante el uso de microarreglos se ha iniciado empleando
ARNs obtenidos a partir de plantas infectadas por diferentes tiempos, y como
controles a las plantas sanas, y cultivos de U. maydis, mediante este analisis se han
identificado 700 genes de A. thaliana, entre los cuales se han identificado genes de
respuesta de defensa, asi como genes de respuesta a hongos, actualmente se esta
llevando a cabo el analisis de dichos genes (Méndez-Moran y cols., 2008).

Se esta trabajando con el andlisis de los genes identificados en forma mas
exhaustiva, teniendo como meta el obtener y caracterizar en forma completa los
genes identificados de A. thaliana y U. maydis que se sobre expresan o se reprimen
durante la interaccion patogénica, asi como el obtener mutantes en dichos genes
para estudiar su fenotipo y su implicacion directa en el proceso patogénico tanto en
plantas de A. thaliana como en maiz el huésped natural del hongo. Mediante este
trabajo se amplian las expectativas sobre la importancia de este modelo en el
estudio de los fen6menos implicados en el proceso patogénico de este hongo.
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