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RESUMEN 

 

En los organismos eucariotas, las proteínas que participan de la remodelación de la 

cromatina son protagonistas principales de los procesos de regulación génica. Estas 

proteínas son las responsables de orquestar los cambios funcionales y estructurales de la 

cromatina, que epigenéticamente controlan los eventos de diferenciación celular y 

desarrollo. A lo largo de los años, los hongos han sido considerados modelos excelentes 

para el estudio de fenómenos epigenéticos, y Ustilago maydis es uno de los organismos 

más empleados en investigación a nivel mundial. U. maydis es un hongo basidiomiceto, 

biótrofo, dimórfico, que infecta al maíz (Zea mays ssp. mays), causando la enfermedad 

del carbón común o “huitlacoche”. Esta patología se conoce por la emergencia de tumores 

en los tejidos infectados del hospedero, los cuales contienen en su interior masas de 

teliosporas de apariencia oscura. U. maydis atraviesa por cambios morfológicos y 

genéticos remarcables para completar su ciclo de vida, y estos cambios se encuentran bajo 

control epigenético. 

En el presente trabajo, se interrumpieron de forma independiente tres genes que codifican 

para metiltransferasas de histonas en el genoma de U. maydis; y se caracterizaron los 

fenotipos derivados. Las proteínas metiltransferasas de histonas son escritores 

fundamentales del código epigenético. El gen PRMT1 (metilación de H4R3) demostró ser 

importante para la respuesta del hongo a condiciones de estrés oxidativo y agentes que 

perturban la pared celular. De igual forma, es necesario para el apareamiento normal y la 

virulencia completa en el maíz. El gen SET1 (metilación de H3K4) participa del 

establecimiento de la morfología celular normal del hongo, del tamaño y pigmentación de 

sus colonias. Es necesario además para las respuestas frente al estrés oxidativo, osmótico, 

y por agentes que dañan la pared celular. Su ausencia potencia la respuesta de antocianinas 

por parte de la planta. Finalmente, el gen SUV39 (metilación de H3K9) es importante para 

el control del ciclo celular del hongo. Su ausencia genera mayor crecimiento de este y 

maduración acelerada de los tumores que produce. Estos se localizan principalmente en 

la vena central, por lo que el gen puede participar de la colonización del hospedero. 
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Estos resultados reflejan la importancia y diversidad de funciones que tienen las proteínas 

metiltransferasas de histonas en U. maydis. Este, además, es uno de los pocos reportes que 

asocian a la proteína Prmt1 con la virulencia de un fitopatógeno. 
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ABSTRACT 

 

In eukaryotes, chromatin remodeling proteins are important protagonist of the gene 

regulation processes. These proteins are responsible for the structural and functional 

changes in chromatin that epigenetically control the cellular differentiation events in the 

organisms. Fungi are considered excellent models for the study of epigenetic phenomena 

and Ustilago maydis is one of the most used fungi in research. U. maydis is a biotrophic, 

dimorphic, basidiomycete that infects maize (Zea mays ssp. mays), causing smut disease 

or ¨huitlacoche¨. This disease is known for the emergence of galls in the infected host 

tissues, which contain inside of them masses of teliospores of dark appearance. U. maydis 

goes through remarkable morphological and genetic changes to complete its life cycle, 

and these changes are under epigenetic control. 

In this work, we deleted independently three genes encoding for histone 

methyltransferases in the genome of U. maydis; and we characterize the derived 

phenotypes. Histone methyltransferases are fundamental writers of the epigenetic code. 

The PRMT1 gene (H4R3 methylation) proved to be relevant in oxidative and cell wall 

stress responses. Similarly, PRMT1 is important for correct mating and complete virulence 

in corn plant. The SET1 gene (H3K4 methylation) participates in the establishment of the 

normal cell morphology, size and pigmentation of the colonies. SET1 is necessary for 

responses to oxidative, osmotic and cell wall stress. Its absence enhances the anthocyanin 

response by the plant. Finally, the SUV39 gene (H3K9 methylation) is important for the 

control of the fungus cell cycle. Its deletion generates greater growth and accelerated 

maturation of the tumors produced. These are located mainly in the central vein, so the 

gene can participate in host colonization. 

These results reflect the importance and diversity of functions that histone 

methyltransferases have in U. maydis. This is also one of the few reports that associate the 

Prmt1 protein with the virulence of a phytopathogen. 
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1 INTRODUCCIÓN 

 

En los organismos eucariotas, los mecanismos de regulación epigenética, tales como, la 

metilación del DNA y las modificaciones postraduccionales sobre las histonas, controlan 

la expresión génica y la especialización celular. Estos mecanismos tienen como 

protagonistas principales, proteínas encargadas de llevar a cabo los cambios estructurales 

y funcionales sobre la cromatina, que son necesarios para el adecuado funcionamiento de 

las células. Las modificaciones covalentes sobre las histonas son cambios bioquímicos 

dinámicos y reversibles que ocurren en las terminaciones de las histonas por acción 

enzimática, dando lugar a un patrón molecular que señaliza la activación o la represión de 

la trascripción. Dicho patrón es reconocido por proteínas efectoras que actúan a través de 

complejos encargados de ejecutar las remodelaciones requeridas para la expresión o el 

silenciamiento de los genes (Allis et al., 2007; Choudhuri et al., 2010).  

En la literatura se encuentran reportadas una variedad de modificaciones 

postraduccionales sobre las histonas, las cuales hacen parte de lo que se ha denominado 

como el código epigenético. Las modificaciones más estudiadas son la acetilación y la 

metilación. La acetilación es una modificación activadora de la transcripción, asociada a 

regiones de eucromatina. Por su parte, la metilación de las histonas puede señalizar la 

expresión o el silenciamiento génico, de acuerdo con la posición del aminoácido que es 

modificado, por lo cual, se puede encontrar tanto en regiones eucromáticas como 

heterocromáticas. Existen evidencias de que las proteínas involucradas en el 

establecimiento, lectura, interpretación y remoción de las marcas sobre el DNA y la 

cromatina son fundamentales para la ocurrencia de los eventos de diferenciación celular 

en los eucariotas (Allis et al., 2007; Rothbart y Strahl, 2014). 

Recientemente, se han empleado diversos organismos modelo para el estudio de estos 

fenómenos epigenéticos. Los hongos se consideran modelos excelentes tanto por sus 

características particulares, como por las que comparten con eucariotas superiores 

(Aramayo y Selker, 2013; Grunstein y Gasser, 2013). Particularmente los hongos 
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patógenos de las plantas son relevantes debido a que han desarrollado una diversidad de 

estrategias que les permiten transgredir los sistemas de defensa de sus hospederos, 

alimentarse a partir de sus tejidos vivos, ocasionarles enfermedad y en algunos casos, la 

muerte. Los cambios morfológicos, fisiológicos, bioquímicos y genéticos involucrados, 

están enmarcados en eventos de diferenciación celular y se encuentran bajo regulación 

epigenética (Agrios, 2005; Villota-Salazar, 2013).  

Los mecanismos que los hongos fitopatógenos utilizan para atacar a sus hospederos 

necesitan ser elucidados si a futuro se pretende hacer un control efectivo de estos 

organismos para disminuir su impacto en la agricultura. Esto último cobra gran 

importancia si se tiene en cuenta que, a futuro, los requerimientos alimentarios y 

energéticos se incrementarán por el efecto de una población mundial que constantemente 

está en aumento (Lanver et al., 2017). 

Ustilago maydis es un hongo biótrofo, basidiomiceto que infecta el maíz (Zea mays) y a 

su ancestro el teocintle (Zea mays spp. parviglumis), ocasionando la enfermedad conocida 

como carbón común o “huitlacoche”. Esta enfermedad se caracteriza por la aparición de 

tumores en los tejidos infectados de la planta, los cuales contienen en su interior masas de 

teliosporas con apariencia oscura. Si bien el carbón común del maíz no es una de las 

enfermedades fúngicas más devastadoras para los cultivos, y su impacto económico no es 

el más notable, U. maydis es uno de los modelos más utilizados en el mundo para el estudio 

de los procesos de señalización celular, morfogénesis, dimorfismo, apareamiento, 

interacción planta-patógeno y patogénesis fúngica. Su particular ciclo de vida, la relativa 

sencillez para su manipulación en el laboratorio, la disponibilidad de diversas 

herramientas moleculares, celulares y fitopatológicas para su estudio, hacen de este 

organismo el modelo más importante entre los hongos biotróficos basidiomicetos 

(Kamper et al., 2006; Klosterman et al., 2007; Ruiz-Herrera, 2008).  

En el presente trabajo se caracterizaron genes correspondientes a proteínas involucradas 

en la remodelación de la cromatina en U. maydis, y se estableció su relación con la 

virulencia del hongo. Para esto, se identificaron varios genes de interés y se procedió a su 

interrupción en el organismo, empleando técnicas de ingeniería genética. Principalmente, 

se estudiaron genes que codifican para proteínas metiltransferasas de histonas, las cuales, 
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como se verá más adelante, son escritores importantes del código epigenético y no han 

sido caracterizadas previamente en este organismo.  
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2 ANTECEDENTES 

 

2.1 Epigenética 

 

El concepto de epigenética ha evolucionado sustancialmente desde que fue propuesto por 

primera vez en 1939 por el genetista y embriólogo escoces Conrad Hal Waddington, como 

una forma de dar solución definitiva a los debates surgidos entre las corrientes del 

preformacionismo y la epigénesis, acerca del origen, la formación y el desarrollo de los 

seres vivos. Estas discusiones, las cuales se prolongaron a lo largo de los siglos XVII, 

XVIII y XIX, involucraron a reconocidos investigadores y pensadores de la época, tales 

como Swammerdam, Malpighi, Spallanzani, Galeno y Harvey, entre otros. Waddington 

planteó que el desarrollo de los organismos involucra tanto elementos preformados, como 

no preformados, relacionando de esta forma los elementos causales del desarrollo (genes) 

y la embriología. Desde su perspectiva, la epigenética hace referencia entonces a los 

procesos a través de los cuales “el genotipo da lugar al fenotipo” (diferenciación celular) 

(Van Speybroeck et al., 2002; Waddington, 1939).  

La segunda aproximación importante hacia lo que actualmente se denomina epigenética 

se empezó a estructurar después de 1958, ante los reportes de varios fenómenos que 

evidenciaban fenotipos diversos en células genéticamente idénticas. Estos hallazgos 

fueron analizados por el biólogo y genetista David L. Nanney, quien propuso la existencia 

de dos sistemas de regulación, uno relacionado con los mecanismos de transcripción del 

DNA, al que denominó “genético”; y otro, encargado de determinar qué información se 

expresa en las células, o “epigenético”, cuyos efectos en el fenotipo pueden persistir a lo 

largo de varias generaciones (Nanney, 1958). En las décadas posteriores se llevaron a cabo 

los descubrimientos que han permitido determinar los mecanismos a través de los cuales 

opera dicho sistema de regulación epigenético, mecanismos que en su mayoría están 

restringidos a los organismos eucariotas y se encuentran relacionados estrechamente a la 

organización del material genético en el interior del núcleo (cromatina) (Villota-Salazar 

et al., 2016). 
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En la actualidad, la epigenética se define como el estudio de los cambios heredables y 

reversibles en la expresión génica que ocurren en la ausencia de modificaciones de la 

secuencia del DNA (Riggs y Porter, 1996). Frecuentemente el término también se emplea 

para describir los procesos de regulación genética que ocurren a través de cambios en la 

estructura de la cromatina, incluso si estos cambios no son necesariamente heredados 

(Smith et al., 2012). El requisito de la heredabilidad se encuentra aún bajo discusión, así 

como otros límites de lo que puede o no ser considerado como epigenética. Fenómenos 

como la herencia de características por circuitos de retroalimentación (operón lac), por 

conformación estructural o tridimensional (ciliados y priones) y la epigenética en 

bacterias, en principio también tienen cabida, así como todos aquellos fenómenos que se 

ajusten al significado literal de la palabra epigenética: ¨Sobre la genética¨, ¨Más allá de 

los genes¨, “Sobre los genes” (Mann, 2014). 

 

2.1.1 Cromatina y mecanismos de regulación epigenética en eucariotas 

 

Como ya se mencionó, la existencia de fenómenos epigenéticos en los organismos 

eucariotas se relaciona directamente con el hecho de que el DNA genómico se organiza 

al interior del núcleo en la cromatina, una estructura dinámica y compleja, conformada 

por la asociación entre el DNA, las histonas del nucleosoma y las proteínas no histonas. 

El nucleosoma es la unidad estructural y funcional de la cromatina, contiene 147 pb de 

DNA enrolladas alrededor de un octámero central compuesto por dos moléculas de cada 

una de las histonas medulares H2A, H2B, H3 y H4. Adicionalmente, al exterior del 

nucleosoma y en el punto en el que el DNA entra y sale de éste, se encuentra una molécula 

de la histona H1, para dar lugar al cromatosoma. Las histonas son proteínas pequeñas que 

se caracterizan por ser básicas y tener carga positiva, propiedades que les permiten 

asociarse de forma íntima con el DNA (interacciones electrostáticas). Cada una de las 

histonas tiene un dominio globular, un dominio denominado pliegue y prolongaciones 

amino y carboxilo terminales flexibles, con residuos que sufren modificaciones 

enzimáticas postraduccionales. Estas modificaciones químicas actúan como receptores 

sobre la superficie del nucleosoma y son reconocidas por complejos de proteínas efectoras 
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específicos, encargados de ejecutar cambios estructurales sobre la cromatina, en conjunto 

con los mecanismos que modifican directamente el DNA asociado (Battistini et al., 2010; 

Luger, 2001).  

El enrollamiento de miles de nucleosomas en varios niveles de compactación, permite el 

empaquetamiento del DNA en el núcleo de la célula. Sin embargo, el nucleosoma no solo 

es un dispositivo de empaquetamiento, en sí mismo es un represor de la transcripción, que, 

al enrollar el DNA, lo oculta de la maquinaria celular involucrada en la transcripción, y 

otros procesos como la replicación y la recombinación. Adicionalmente, el nucleosoma 

actúa como un mediador entre el genoma y las señales del ambiente. La inducción de 

cambios estructurales sobre el nucleosoma es necesaria para que la remodelación de la 

cromatina ocurra (Turner, 2012). Existen dos formas funcionales de cromatina: la 

eucromatina y la heterocromatina. La eucromatina es cromatina que se caracteriza por 

poseer una apariencia microscópica no condensada, contener una alta densidad de genes, 

y estar altamente acetilada; propiedades que la hacen susceptible para la expresión génica, 

aunque no necesariamente es transcripcionalmente activa. Por su parte, la heterocromatina 

es la forma de la cromatina que microscópicamente se observa condensada, dispuesta en 

los bordes del núcleo, posee gran cantidad de secuencias repetitivas, baja densidad de 

genes, se encuentra desacetilada y es transcripcionalmente inerte. En algunos puntos del 

ciclo celular, la heterocromatina puede observarse en forma de cromosomas (Eissenberg 

y Elgin, 2014; Minarovits et al., 2016; Watson et al., 2004).  

Para el adecuado funcionamiento de la célula y el establecimiento de su perfil de expresión 

génica, se requiere de la coordinación y el balance entre los estados heterocromáticos y 

eucromáticos. Los principales mecanismos epigenéticos responsables del establecimiento 

de éste balance son la metilación del DNA, las modificaciones postraduccionales sobre 

las histonas y la actividad de los ncRNA (Figura 1) (Choudhuri, 2011; Villota-Salazar et 

al., 2016). La metilación del DNA y las modificaciones postraduccionales sobre las 

histonas conforman lo que se ha denominado como el código epigenético, un lenguaje 

molecular en el cual los signos son las modificaciones covalentes sobre el DNA y las 

histonas; los escritores son las enzimas que catalizan estas modificaciones; los lectores 

son los dominios de los complejos multiproteicos encargados de su reconocimiento; el 
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significado es el efecto biológico, y los borradores son las proteínas encargadas de revertir 

los cambios enzimáticos (Cuadro 1). Las modificaciones químicas sobre el DNA y la 

cromatina ocurren de forma independiente, sin embargo, existen evidencias de que se 

encuentran relacionadas entre sí (intercomunicación), de forma que una modificación 

puede inducir la aparición de otra, dos modificaciones pueden ser mutuamente 

excluyentes u ocurrir simultáneamente (Allis et al., 2007; Graff y Mansuy, 2008).  

El código epigenético es la combinación de modificaciones sobre la cromatina que 

permiten alterar el estado de los genes, activándolos o reprimiéndolos, en un estado 

determinado de desarrollo o de diferenciación celular (Allis et al., 2007; Richards y Elgin, 

2002; Rothbart y Strahl, 2014; Turner, 2007). El desarrollo hace referencia a la secuencia 

de cambios morfológicos, estructurales y funcionales que ocurren durante la vida de un 

organismo (Waddington, 2016). El proceso de diferenciación celular es la serie de eventos 

ambientales, fisiológicos, bioquímicos y moleculares, que dan lugar a la especialización 

de una célula a lo largo del tiempo, sin que se alteren las características genéticas de la 

misma (González-Prieto, 2003; Ruiz-Herrera y Campos-Góngora, 2012). La 

diferenciación celular corresponde a la identidad individual de la célula (fenotipo) 

representado por su patrón de activación y represión génica. Los perfiles de transcripción 

génica de las células son establecidos por los mecanismos de regulación epigenética y 

demás componentes del epigenoma (Sarkies y Sale, 2012; Turner, 2002). El DNA 

combinado con las características de la cromatina, la metilación del DNA, las 

modificaciones postraduccionales sobre las histonas y la organización nuclear, conforman 

el epigenoma. El epigenoma es el puente que conecta el genoma con el ambiente (Sarkies 

y Sale, 2012; Szyf, 2009; Turner, 2002). 

 

2.1.1.1 Metilación del DNA 

 

La metilación del DNA es una de las modificaciones epigenéticas más estudiadas y mejor 

caracterizadas en la actualidad. Es una marca heredable asociada con la represión de la 

transcripción y la formación de heterocromatina, que en eucariotas se encuentra sobre el 

carbono 5 de los residuos de citosina (Jurkowska et al., 2011). La metilación del DNA se 
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localiza simétricamente en el caso de los mamíferos (en ambas cadenas de la hebra de 

DNA) y también asimétricamente en las plantas y en los hongos. Los principales blancos 

de metilación en los genomas eucariotas son los di nucleótidos CpG, aunque los hongos 

y las plantas también presentan metilación en los nucleótidos CpN y CpXpG, CpNpG, 

CpNpN, respectivamente (X= A, T, C o G; N= A, T o C) (Aramayo y Selker, 2013; Ito et 

al., 2003; Law y Jacobsen, 2010; Li y Zhang, 2014; Lindroth et al., 2001; Mishra et al., 

2011; Pikaard y Mittelsten Scheid, 2014). La distribución de 5-metilcitosina (5mC) en el 

genoma no es aleatoria: la heterocromatina, las regiones centroméricas y 

pericentroméricas, los elementos transponibles (TEs), los telómeros y las secuencias 

repetitivas, son regiones altamente metiladas (Chen y Li, 2006).  

En mamíferos, la metilación del DNA se localiza también sobre los cuerpos de los genes, 

participando de su regulación. En estos organismos, el 70-80% de los sitios CpG del 

genoma de los tejidos somáticos, se encuentran metilados. Por otra parte, las islas CpG 

(regiones del genoma de al menos 550 pb de longitud, con un contenido de G-C superior 

al 50% y una relación de GC observada/GC esperada > 0.65) en general permanecen libres 

de metilación. Las islas CpG se encuentran en el 70% de las regiones promotoras de los 

genes humanos; cuando un promotor asociado a una isla CpG se encuentra metilado, el 

gen correspondiente tiende a estar silenciado. Las islas CpG están ausentes o son 

difícilmente detectables en los promotores de los genes de las plantas y de los hongos 

(Jurkowska et al., 2011; Li y Zhang, 2014; Zemach y Zilberman, 2010). En las plantas la 

modificación se encuentra igualmente sobre los cuerpos de los genes, de forma análoga a 

lo que ocurre en los mamíferos. En el caso de los hongos, la metilación del DNA se 

restringe principalmente a transposones y a secuencias repetitivas. Particularmente en los 

hongos filamentosos, la metilación de la citosina participa de los mecanismos de “defensa 

del genoma” que limitan la expansión de segmentos genómicos repetitivos (Aramayo y 

Selker, 2013; Pikaard y Mittelsten Scheid, 2014; Zemach y Zilberman, 2010).  

La metilación del DNA se lleva a cabo por la acción de las enzimas metiltransferasas de 

DNA (DNMTs), las cuales catalizan la transferencia de un grupo metilo de la molécula 

cofactora S-adenosil L-metionina (SAM), al residuo de citosina, para formar 5-

metilcitosina (5mC). En animales vertebrados, las enzimas DNMT1, DNMT3a y 
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DNMT3b, son las proteínas más importantes para el establecimiento y mantenimiento de 

esta impronta epigenética. DNMT1 es una metiltransferasa de mantenimiento que es 

específica de di nucleótidos CpG y DNA hemimetilado (DNA metilado en una sola de sus 

cadenas). DNMT3a y DNMT3b son las enzimas encargadas de la localización de 5mCs 

tejido-específicas en estadios tempranos del desarrollo embrionario, cuando el genoma se 

encuentra desprovisto de marcas, lo que constituye uno de los eventos determinantes de 

la diferenciación celular en estos organismos (Jurkowska et al., 2011; Li y Zhang, 2014). 

Luego del establecimiento de los patrones de metilación del DNA en las células, su 

herencia ocurre de forma semiconservativa a lo largo de las divisiones celulares, por 

acción de DNMT1 durante la replicación. La metilación del DNA está implicada en 

fenómenos como la inactivación del cromosoma X en las hembras de los mamíferos y el 

establecimiento de la impronta génica parental, por la cual uno de los dos alelos de un gen 

heredados de los padres es inactivado selectivamente (Choudhuri, 2011). En las plantas y 

en los hongos también existen enzimas que cumplen con las funciones de establecimiento 

y mantenimiento de la marca, de hecho todas las metiltransferasas de histonas de 5mC 

pertenecen a una misma superfamilia enzimática que se distribuye a lo largo de bacterias, 

arqueas y eucariotas (Goll y Bestor, 2005; Zemach y Zilberman, 2010). 

Existen tres mecanismos básicos a través de los cuales la metilación del DNA reprime la 

transcripción de los genes: la inhibición de la unión de factores de transcripción a 

secuencias reguladoras, el acceso de proteínas de unión a citosinas metiladas (MBPs) que 

bloquean el acoplamiento de factores de transcripción al DNA, y la formación de 

complejos entre MBPs y correpresores que condensan la cromatina (Attwood et al., 2002). 

Las proteínas de la familia MBD son represores transcripcionales que cumplen una 

función muy importante en la coordinación de la intercomunicación entre la metilación 

del DNA y las modificaciones postraduccionales sobre las histonas, para la obtención de 

los programas transcripcionales de las células. Adicionalmente a la familia de proteínas 

MBD, existen otros lectores de la metilación del DNA como las familias Kaiso 

(vertebrados) y con dominio SRA (plantas) (Du et al., 2015b). Aparentemente no existen 

genes para proteínas MBD en los genomas de las arqueas, los protozoos y los hongos 

(Hung y Shen, 2003). 
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La desmetilación del DNA puede ocurrir de forma pasiva o activa. El mecanismo pasivo 

implica fallas en la actividad de DNMT1 en la restauración de la metilación simétrica 

durante la división celular, de forma que la modificación se diluye con las replicaciones 

sucesivas del DNA (Chen y Riggs, 2011). Por su parte, la desmetilación por vía enzimática 

está a cargo de las proteínas deoxigenasas TET (Ten eleven translocation), denominadas 

TE1, TET2 y TET3, las cuales catalizan la oxidación sucesiva de 5mC a 5-

hidroximetilcotosina (5hmC), 5-formilcitosina (5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC). El 

cambio de una citosina modificada, por una sin marcas, se lleva a cabo posiblemente a 

través de la ruta TET/ TDG (glicosilasa de timina-DNA) / BER (reparación por escisión 

de base). TDG reconoce las bases 5fC y 5caC y estas son removidas. A continuación, el 

sitio abásico es restaurado por BER y de esta forma se restaura la citosina sin modificar 

(Rasmussen y Helin, 2016). Otro mecanismo posible es la deaminación de 5mC a timina 

y posterior reparación por BER. En plantas la remoción de 5mC ocurre directamente por 

la actividad de las glicosilasas de la familia DME/ROS1 acoplada a reparación por BER 

(Chen y Riggs, 2011). En los hongos, recientemente se caracterizó bioquímicamente una 

proteína homóloga a TET en Coprinopsis cinerea (Zhang et al., 2014).  

 

2.1.1.2 Modificaciones postraduccionales sobre las histonas 

 

Las modificaciones postraduccionales sobre las histonas ocurren en el marco del código 

de las histonas, un patrón reversible de modificaciones químicas, enzimáticas, sobre los 

extremos amino y carboxilo terminales de las histonas (colas), que es reconocido por 

complejos multiproteicos que ejecutan cambios sobre la cromatina para la activación o la 

represión de los genes (Jenuwein y Allis, 2001; Strahl y Allis, 2000; Turner, 2000). Las 

principales modificaciones covalentes sobre las histonas que se han reportado son la 

acetilación, metilación, fosforilación, ADP-ribosilación, ubiquitilación, sumoilación, 

isomerización, citrulinación, hidroxilación y glicosilación (Oki et al., 2007; Tollefsbol, 

2011; Villota-Salazar et al., 2016). Algunas de estas modificaciones también se pueden 

localizar en el pliegue y en el dominio globular de las histonas. La acetilación y la 

metilación de las histonas son las marcas más estudiadas en el contexto de los procesos 
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de regulación génica, establecimiento de la estructura de la cromatina, replicación y 

reparación del DNA (Rothbart y Strahl, 2014). En general, existen tres mecanismos a 

través de los cuales las marcas epigenéticas operan sobre la cromatina, para el control de 

la expresión génica: 1) la pérdida del contacto entre nucleosomas adyacentes, o entre 

nucleosomas y el DNA, por inducción de cambio de carga (efecto en cis); 2) la 

interferencia en la unión de factores de transcripción debida al acoplamiento de las 

proteínas que reconocen las marcas en la cromatina, y 3) el reclutamiento de complejos 

proteicos efectores específicos para cada tipo de modificación (efectos trans) (Allis et al., 

2007). 

 

2.1.1.2.1 Acetilación 

 

La acetilación es una modificación activadora de la transcripción que ocurre 

específicamente en la posición N-epsilon de los residuos de lisina ubicados en las colas 

de las cuatro histonas, por acción de las enzimas acetiltransferasas de histonas (HATs), 

las cuales transfieren el grupo acetilo a partir del donador acetil-CoA (Choudhuri et al., 

2010). La acetilación neutraliza la carga positiva de las histonas disminuyendo su afinidad 

por el DNA, alterando la configuración de la cromatina y propiciando, en su conjunto, la 

accesibilidad a los genes para el proceso de transcripción (Allis et al., 2007). Las HATs 

actúan como subunidades catalíticas de complejos multiproteicos que pueden ser 

reclutados a blancos de regulación específicos, o actuar de forma general a lo largo del 

genoma. En los eucariotas, las HATs se clasifican en 8 grupos: Gcn5/PCAF, Hat1, 

Hpa2/Hpa3, TafII250, coactivadores de receptores nucleares, Elp3, CBP/p300 y MYST. 

Estos grupos evidencian un dominio HAT conservado con marcas específicas 

características de cada grupo. Las diferencias en los dominios localizados en las regiones 

amino y carboxilo terminales entre los grupos, también son fundamentales para su 

clasificación. La familia GNAT contiene los subgrupos enzimáticos PCAF y Gcn5 

(Murcia-Garzón, 2016).  
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El reconocimiento de los aminoácidos de lisina acetilados se lleva a cabo a través proteínas 

que poseen regiones denominadas bromodominios (dominios proteicos evolutivamente 

conservados), dichas regiones están presentes en muchas HATs, lo cual les permite 

mantener su presencia y perpetuar su unión en genes o regiones con actividad 

transcripcional. El reconocimiento de la acetilación de la lisina por bromodominios es el 

que permite la ocurrencia de los eventos moleculares subsecuentes (reclutamiento de 

proteínas efectoras) que ocasionan la descompactación de la cromatina. Adicionalmente, 

las lisinas acetiladas proporcionan sitios de unión para proteínas involucradas en la 

activación génica, tales como los factores de transcripción (Allis et al., 2007; Shahbazian 

y Grunstein, 2007). 

Las enzimas encargadas de desacetilar los residuos de lisina y por lo tanto de favorecer la 

represión génica y la formación de heterocromatina, son las desacetilasas de histonas 

(HDACs). Estas proteínas y las HATs son las responsables del mantenimiento del balance 

de la acetilación en la cromatina. Las HDACs pertenecen a una superfamilia antigua de 

proteínas que se distribuyen entre animales, plantas, hongos, eubacterias y arqueobacterias 

(Leipe y Landsman, 1997). Estas proteínas se clasifican en tres familias: las HDACs 

clásicas (Clases I, IIa, IIb y IV), las sirtuinas (Clase III, SIR 1-7), y las enzimas tipo HD2. 

Estas últimas no están presentes en los hongos o los animales y son exclusivas de las 

plantas. En los hongos se encuentran las HDACs clásicas RPD3, HOS1 y HOS2 en la 

clase I, y HDA1 y HOS3 en la clase II. No existen miembros de la clase IV. En eubacterias 

se encuentran miembros de todas las clases de HDACs. Se ha determinado que las HDACs 

clase I, II y IV, precedieron la evolución de las proteínas histonas. Al igual que las HATs, 

las HDACs no actúan de forma individual, sino como parte de complejos multiproteicos 

que participan en las rutas de regulación de la expresión de los genes (Aquea et al., 2010; 

Brosch et al., 2008; Chang y Guarente, 2014; Gregoretti et al., 2004; Haberland et al., 

2009; Hildmann et al., 2007; Murcia-Garzón, 2016). 

Uno de los complejos de HDACs más importantes en eucariotas es el de Sin3/HDACs. La 

proteína Sin3 es un co-represor de la transcripción altamente conservado que hace parte 

de los complejos de desacetilasas de histonas encargados del silenciamiento génico, a 

través de la compactación de la cromatina. Sin3 actúa como una proteína “andamio” que 
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recluta proteínas HDACs, otras proteínas que modifican la cromatina, proteínas de unión 

al DNA y factores de transcripción, hacia los promotores de los genes blanco. Los estudios 

de mutantes en SIN3 han confirmado su participación en procesos biológicos importantes, 

tales como, proliferación celular, diferenciación, apoptosis, senescencia, regulación de 

rutas metabólicas y del ciclo celular. Existen sub-grupos del complejo Sin3/HDACs. En 

S. cerevisiae, por ejemplo, se encuentran los complejos Rpd3L y Rpd3S, los cuales poseen 

tanto subunidades comunes, como específicas, así como mecanismos de represión 

particulares. En este hongo, Sin3 es un regulador negativo de la endonucleasa HO, la cual 

participa del proceso de cambio de tipo sexual homotálico en el organismo. En S. pombe 

existen tres homólogos de Sin3 denominados Pst1, Pst2 y Pst3. Pst1 y Pst2 forman dos 

complejos diferentes que operan de forma similar a Rpd3L y Rpd3S (Chaubal y Pile, 

2018; Kadamb et al., 2013). 

 

2.1.1.2.2 Metilación 

 

La metilación de las histonas es una modificación post-traduccional que se localiza 

principalmente sobre las colas de las histonas H3 y H4 e involucra la transferencia de un 

grupo metilo del donador S-adenosil metionina (SAM) a los residuos de arginina y lisina. 

A diferencia de la acetilación, la metilación no altera directamente la estructura de la 

cromatina, pero si sus propiedades hidrofóbicas y estéricas. La metilación de las histonas 

es una modificación activadora o represora de la transcripción, de acuerdo a la posición 

del aminoácido que se metila. Las enzimas encargadas de catalizar esta reacción se 

denominan metiltransferasas de lisina (HKMTs, Histone Lysine MethylTransferases ) y 

metiltransferasas de arginina (PRMTs, Protein Arginine MethylTransferases) 

(Cruickshank et al., 2010; Upadhyay y Cheng, 2011). En el caso de la lisina, se han 

descrito tres estados posibles de metilación: mono, di y trimetilación; mientras para la 

arginina únicamente dos: mono y dimetilación, ésta última puede ser simétrica o 

asimétrica (Allis et al., 2007; Di Lorenzo y Bedford, 2011). Las HKMTs se clasifican en 

dos familias, una con dominio SET, conformada por las subfamilias de proteínas SET1, 

SET2, SET7, SET8, SUV39, SUV40, EZ y RIZ; y la familia DOT1, que alberga proteínas 
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con dominio catalítico que lleva el mismo nombre (Murcia-Garzón, 2016). En hongos se 

han reportado miembros para SET1, SET2, SUV39, EZ, SETD8/Set9 y DOT1 (Brosch et 

al., 2008). Los sitios de metilación más estudiados son H3K4, H3K9, H3K27, H3K36, 

H3K79 y H4K20 (Cuadro 2). La metilación de la lisina es fundamental en procesos como 

la formación de heterocromatina, silenciamiento transcripcional, control del ciclo celular, 

reparación del DNA, inactivación del cromosoma X en mamíferos, impronta genómica 

parental, silenciamiento de genes homeóticos y activación transcripcional (Martin y 

Zhang, 2005).  

Por su parte, existe una familia de metiltransferasas de arginina denominada PRMT, a la 

cual pertenecen 9 subfamilias, PRMT1-9 Las metiltransferasas de arginina se agrupan en 

tres categorías de acuerdo a su actividad catalítica: tipo 1, PRMT1, PRMT2, PRMT3, 

PRMT4, PRMT6 y PRMT8; tipo2, PRMT5 y PRMT9; y tipo 3, PRMT7. Las proteínas 

tipo 1 y 2 llevan a cabo la formación de monometilarginina (MMA) como un intermediario 

para el establecimiento de la dimetilarginina simétrica o asimétrica. Adicionalmente a las 

histonas, pueden modificar otras proteínas involucradas en los procesos de transcripción, 

señalización celular, traducción de mRNA, señalización del daño del DNA, estabilidad de 

proteínas y splicing. La proteína tipo 3 cataliza únicamente la formación de MMA y su 

único sustrato conocido son las histonas. Las proteínas de la familia PRMT depositan 

marcas activadoras como H4R3me2a, H3R2me2s, H3R8me2a, H3R17me2a, 

H3R26me2a, H3R42me2a y marcas represoras como H3R2me2a, H3R8me2s, H4R3me2s 

y H2AR29me2a (Blanc y Richard, 2017; Jahan y Davie, 2015; Litt et al., 2009). En los 

hongos se han identificado miembros para las subfamilias PRMT1, PRMT3, PRMT4 y 

PRMT5 (Brosch et al., 2008).  

Los principales lectores de las lisinas metiladas son: cromodominio, tudor, WD40, PWWP 

(Pro-Trp-Trp-Pro) y PHD (homeodominio de planta). Otros dominios lectores son ADD 

(ATRXDNMT3-DNMT3L), anquirina, BAH (bromo-adjacent homology), DCD (doble 

cromodominio), MBT (malignant brain tumor), TTD (dominio tudor en tándem) y zf-CW 

(zinc finger CW). Los lectores de la metilarginina son: tudor, WD40 y ADD (Aravind et 

al., 2011; Gayatri y Bedford, 2014; Musselman et al., 2012; Yun et al., 2011). Uno de los 

lectores más importantes de la metilación de la lisina es HP1 (Heterochromatin protein 
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1), una proteína con cromodominio que posee homólogos desde las levaduras hasta los 

humanos, que participa del silenciamiento génico mediado por heterocromatina. HP1 

posee hacia su extremo N-terminal un cromodominio que le permite la unión directa con 

H3K9me, así como otros dominios que permiten su dimerización y la interacción con otras 

proteínas, el DNA y el RNA (Zeng et al., 2010). Otro lector importante es la proteína 

Chd1 (Chromodomain helicase DNA-binding protein 1), un remodelador de la cromatina 

que utiliza ATP para el ensamblaje, movimiento, espaciamiento y remoción de los 

nucleosoma del DNA. Chd1 es una proteína conservada a lo largo de los eucariotas que 

tiene un cromodominio doble de unión específica al residuo H3K4 metilado, marca 

asociada con la activación de la transcripción (Ryan et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 2. Familias de metiltransferasas de histonas en hongos, marcas asociadas y efectos 

sobre la transcripción génica. 

 

Fuente: Litt et al., 2009; Aravind et al., 2011; Liu et al., 2014; Gayatri y Bedford, 2014; Jahan y Davie, 

2015; Zhang et al., 2015; Murcia-Garzón, 2016; Freitag, 2017.  

Nombre Marca Efecto

H3K9me2

H3K9me3

H3K4me1

Set1/KMT2 H3K4me2

H3K4me3

Set2/KMT3 H3K36me3 Activación

Ash/KMT2H H3K36me2 Activación

Dot1/KMT4 H3K79me3 Activación

Set9/KMT5 H4K20me3 Represión

Set6/AshR Desconocida Desconocido

PRMT1 H4R3me2a Activación / 

Represión

PRMT3 Desconocida Desconocido

H3R2me2a

H3R17me2a

H3R26me2a

H2AR3me2s

H4R3me2s

H3R8me2s

Represión

Activación

Suv39/KMT1

PRMT4/CARM1

PRMT5

Activación

Represión

EZ/KMT6 RepresiónH3K27me3
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Los borradores de la metilación de la lisina se conocen como desmetilasas de lisina, de las 

cuales se han identificado dos familias, KDM1/LSD y JmjC (D'Oto et al., 2016; Liu et al., 

2015a). Las desmetilación de la arginina es mediada por la proteína peptidil arginina 

deiminasa 4 (PADI4), la cual convierte a la arginina en citrulina, sin embargo, 

recientemente se demostró que un subgrupo de proteínas JmjC pueden llevar a cabo la 

reversión de la metilación sin el cambio del residuo de arginina (D'Oto et al., 2016; 

Walport et al., 2016). 

 

2.1.2 Estudios en hongos 

 

Los hongos se consideran excelentes modelos para el estudio de los fenómenos 

epigenéticos. En los últimos años estos organismos han proporcionado información muy 

valiosa a cerca de la estructura y función de la cromatina. 

 

2.1.2.1 Metilación del DNA 

 

La metilación del DNA en los hongos representa un mecanismo de silenciamiento de la 

expresión génica, que se encuentra principalmente asociado con los sistemas de defensa 

del genoma. Estos sistemas se han desarrollado como una estrategia de protección contra 

los efectos nocivos de la acumulación de secuencias repetitivas y TEs (Smith et al., 2012). 

Los genes que codifican para metiltransferasas del DNA no se encuentran presentes en 

todos los taxones, por lo cual se considera que la metilación del DNA no es una marca 

común entre los hongos. Ascomicetos como S. cerevisiae y S. pombe; Basidiomicetos 

como Malassezia globosa y Wallemia sebi; y Zigomicetos como Mucor circinelloides y 

Rhizopus oryzae, entre otros, no metilan el DNA (Freitag, 2017; Huang et al., 2016; 

Zemach y Zilberman, 2010). La pérdida de la capacidad para metilar el DNA se ha 

observado en otros organismos como D. melanogaster, C. elegans y varias especies de 

algas verdes (Zemach y Zilberman, 2010).  
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Pese a lo anterior, la mayoría de los hongos filamentosos poseen metiltransferasas de 

DNA. (Zemach y Zilberman, 2010). De acuerdo con Huang et al. (2016), estas enzimas 

se clasifican en dos familias principales, Dnmt1 y Rad8. Dentro de la familia Dnmt1 se 

encuentran las subfamilias Dnmt1/Masc2, Dim-2 y Masc1/RID (Dntmt4) (Huang et al., 

2016). La subfamilia Dnmt1/Masc2 está presente en ascomicetos, basidiomicetos y 

zigomicetos, su representante más conocido es Masc2 de Ascobolus immersus. La 

subfamilia Dim-2 agrupa metiltransferasas de DNA que llevan a cabo tanto la metilación 

de novo, como la de mantenimiento, su principal representante es Dim-2 de N. crassa. 

Finalmente, la subfamilia Masc1/RID es específica de hongos filamentosos de 

Pezizomycotina, sus principales representantes son Masc1 y RID de A. immersus y N. 

crassa, respectivamente (Smith et al., 2012).  

Recientemente se reportaron dos nuevas familias de metiltransferasas de DNA las cuales 

fueron denominadas Dnmt5 y Rad8. Dnmt5se encuentra presente en los hongos, así como 

a lo largo de otros organismos. Dnmt5 está en clados en los cuales se pensaba no existía 

metilación del DNA como Aspergillus, Histoplasma y Coccidioides; así como en hongos 

en los que se desconocía cual enzima llevaba a cabo esta actividad, el caso de C. 

neoformans (Freitag, 2017). De acuerdo a las evidencias, se considera que junto con la 

familia Dnmt1, Dnmt5 estuvo presente en el último ancestro común de los eucariotas. 

Dnmt5 ha suplido la perdida evolutiva de Dnmt1 en varias especies (Huff y Zilberman, 

2014). Por su parte, la familia Rad8 agrupa metiltransferasa de histonas de novo que se 

encuentran exclusivamente en hongos basidiomicetos (Huang et al., 2016; Zhang et al., 

2018). En los genomas de los hongos no se encuentran homólogos de Dnmt3 o 

metiltransferasas de novo de los mamíferos. Su función recae probablemente sobre las 

proteínas de las familias Dim-2 y Rad8 (Smith et al., 2012). 

En general, los hongos presentan bajos niveles de metilación del DNA, siendo estos 

apenas detectables (Li et al., 2018). N. crassa es el organismo del cual se ha obtenido la 

mayor cantidad de conocimiento acerca de la metilación del DNA en los hongos, el 1.5% 

de las citosinas de su genoma se encuentran metiladas. N. crassa posee tres sistemas de 

silenciamiento epigenético, los cuales operan en diferentes estadios de su ciclo de vida: 

RIP (Mutación puntal inducida por repetición), silenciamiento génico postranscripcional 
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guiado por RNA pequeños (Quelling) y silenciamiento meiótico por DNA no emparejado. 

De estos tres, se ha demostrado la participación de la metilación del DNA en RIP, 

actuando como un “sistema inmune genético” (Aramayo y Selker, 2013; Zemach y 

Zilberman, 2010). Otros sistemas de defensa del genoma en hongos son SCANR 

(Procesos de vigilancia de RNA cotranscripcional) y SIS (Silenciamiento inducido por 

sexo), los cuales se han descrito en C. neoformans (Gladyshev, 2017).  

RIP fue el primer mecanismo de defensa del genoma reportado en hongos. RIP detecta y 

muta secuencias de DNA duplicadas, durante el ciclo sexual (en el tejido ascogénico 

dicariótico especializado). Después de la fertilización, RIP detecta las secuencias repetidas 

e induce mutaciones de C: G por T: A, en ambas copias. Aproximadamente el 30% de las 

bases G:C de las secuencias duplicadas son mutadas. Luego de la meiosis, las citosinas 

restantes en los puntos de mutación son sujetas a metilación por acción de la proteína RID, 

lo cual lleva al silenciamiento irreversible. La mayor parte de las secuencias silenciadas 

por RIP corresponden a reliquias de transposones. En A. immersus ocurre un proceso 

similar que no involucra la inducción de mutaciones, el cual es denominado MIP 

(Metilación inducida premeioticamente). Además de N. crassa, también llevan a cabo RIP 

Podospora anserina, Magnaporthe grisea, Leptosphaeria maculans, Fusarium 

oxysporum, Aspergillus fumigatus y A. nidulans. En otros hongos existen homólogos de 

RID pero no se ha demostrado que lleven a cabo RIP (Galagan y Selker, 2004).  

Dentro de las levaduras que llevan cabo la metilación del DNA se encuentran Candida 

albicans y C. neoformans. A diferencia de N. crassa, en C. albicans ésta marca 

epigenética se encuentra principalmente localizada en los cuerpos de los genes, por lo que 

está asociada con el silenciamiento de aquellos que participan en la transición dimórfica, 

u otros cambios fenotípicos. Debido a lo anterior, se presume que la metilación del DNA 

en C. albicans está involucrada en la regulación génica. Su función en el control de 

secuencias repetitivas y TEs está reducida o ausente, lo que ocasiona inestabilidades 

cromosomales (Mishra et al., 2011).  

Aún no es claro por qué algunos organismos han perdido la capacidad para metilar el 

DNA, tampoco se conocen las razones por las cuales la marca se mantiene 

invariablemente en el genoma de otros. Se considera que una de las principales funciones 
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de la metilación del DNA en los eucariotas es garantizar el ¨sexo seguro¨, en tanto la 

principal vía de expansión de los TEs es el sexo. Para los organismos que son 

principalmente asexuales, la metilación del DNA representa un mecanismo del que 

podrían prescindir y, por el contrario, la propagación de elementos móviles y secuencias 

repetidas sería una fuente de variabilidad potencialmente benéfica. Sin embargo, en el 

caso de las plantas y de los animales, la metilación del DNA no solo se limita al control 

de TEs, la marca también se localiza en los cuerpos de los genes y ha adquirido una 

función en la regulación de los procesos de desarrollo. Esto último, es algo que aún no se 

encuentra completamente demostrado en organismos como los hongos. Lo anterior, hace 

poco probable que las plantas y los animales puedan deshacerse fácilmente de este 

mecanismo, su ausencia probablemente los haría inviables. Otras especies han solventado 

la ausencia de la metilación del DNA a través de los sistemas de silenciamiento por iRNA, 

tanto para el control de elementos móviles, como para la regulación genética (epigenética) 

(Zemach y Zilberman, 2010). 

El primer metiloma de DNA reportado para un hongo fitopatógeno fue el de Magnaporthe 

oryzae. Este análisis permitió demostrar que el tejido con la mayor cantidad de citosinas 

metiladas es el micelio, y que una gran cantidad estas marcas desaparecen en la conidia y 

el apresorio, posiblemente a través del proceso de desmetilación pasiva. El micelio es un 

tejido que puede diferenciarse en cualquier tipo celular, sin embargo, la conidia 

únicamente puede desarrollarse como micelio vegetativo o apresorio después de la 

germinación. El apresorio, por su parte, se forma únicamente con el propósito de penetrar 

al hospedero. Lo anterior indica que el potencial de desarrollo de los tejidos del hongo 

puede ser restringido a través de la perdida de sitios de metilación existentes, pero 

seguramente también por la aparición de novo de otros sitios. Lo anterior podría indicar 

que la metilación del DNA en los hongos está especializándose, de forma análoga a lo que 

ocurre en los mamíferos (Jeon et al., 2015). En el micelio de M. oryzae aproximadamente 

el 0.22% de los sitios de citosina del genoma están metilados, especialmente en los lugares 

en los que abundan TEs. Sin embargo, cerca del 20% de la metilación del DNA se 

encontró en sitios que no corresponden a elementos móviles, siendo esta una evidencia de 

que en el genoma de los hongos también se metilan los cuerpos de los genes. La 

interrupción de las DNMTasas de M. oryzae causa defectos en el desarrollo normal, como 
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la disminución de la reproducción asexual. Dim-2 de M. oryzae es responsable por el 91% 

de la metilación de la citosina tanto simétrica, como asimétrica; RID se encarga de la 

metilación restante, aunque se desconoce si lleva a cabo esta actividad como parte del 

proceso de RIP (Jeon et al., 2015).  

En A. flavus, la interrupción del gen que codifica para la metiltransferasa de DNA DnmtA, 

disminuye la producción de conidias debido a la reducción del número de conidióforos. 

De igual forma, reduce la biosíntesis de aflatoxinas e incrementa 4 veces la producción de 

esclerocios. Durante la colonización de semillas de cacahuate y maíz, la cepa mutante 

despliega una mayor cantidad de micelio y de conidias, respecto a la cepa silvestre. 

DnmtA no está involucrada en la resistencia al estrés osmótico o de la pared celular. Un 

gen ortólogo en el mismo organismo, denominado dnmtA, está involucrado en la 

conidiación. síntesis de esclerocios, resistencia al estrés oxidativo y producción de 

aflatoxinas (Yang et al., 2016; Zhi et al., 2017). 

 

2.1.2.2 Modificaciones postraduccionales sobre las histonas  

 

Las modificaciones postraduccionales sobre las histonas en los hongos se han estudiado 

principalmente en S. cerevisiae, C. albicans, S. pombe y N. crassa. Como ya se mencionó, 

S. cerevisiae no metila el DNA y carece de sistema de iRNA, debido a lo anterior, las 

modificaciones postraduccionales sobre las histonas llevan a cabo todos los procesos de 

regulación epigenética en el organismo. Es el caso del cambio de tipo sexual y el 

silenciamiento telomérico. Los loci de apareamiento HMLα, MAT y HMRa se encuentran 

localizados en el cromosoma III. HMLα y HMRa son reprimidos por la acción de dos 

silenciadores (E: esencial; I: importante) que los flanquean. Los loci de apareamiento 

únicamente pueden estar activos cuando se copian y se integran en el locus MAT, el cual 

carece de silenciadores. El proceso de silenciamiento ocurre debido a que los silenciadores 

reclutan a la proteína Sir1 por medio de las proteínas ORC (Complejo de reconocimiento 

de origen). Sir1 a su vez recluta el complejo de desacetilasas de histonas Sir2, Sir3 y Sir4. 

Sir2 desacetila las lisinas de las terminaciones de las histonas H3 y H4, mientras Sir3 y 

Sir4 se unen al nucleosoma y estabilizan su posición para la compactación. Sir2 continua 
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la desacetilación del siguiente nucleosoma y el silenciamiento se extiende 

progresivamente de forma bidireccional. La heterocromatina en los loci de apareamiento 

es notablemente más consensada que la encontrada en los telómeros, para la cual se utiliza 

un mecanismo de formación similar, basado igualmente en el complejo de proteínas Sir 

(Grunstein y Gasser, 2013; Haber, 2012).  

En S. cerevisiae, las mutaciones de los genes SIR3 y SIR4 provocan la disminución de la 

fase de vida haploide, sin embargo, las mutaciones en SIR2 producen un efecto mucho 

más severo en el tiempo de vida (envejecimiento), debido a la incapacidad adicional de 

suprimir la generación de círculos de DNA ribosomal extracromosomal (ERCs). Los 

genes SIR están involucrados en la reparación del DNA y la recombinación homóloga 

(Kaeberlein et al., 1999). SIR2 también está involucrado en la expansión del tiempo de 

vida de esta levadura al favorecer el fenómeno de restricción calórica (Howitz et al., 

2003).  

El fenómeno epigenético de cambio blanco (células incapaces de aparearse) - opaco 

(células con capacidad de apareamiento) en C. albicans, por el cual células con idéntico 

material genético difieren en morfología celular, forma colonial, perfil de expresión 

genética y virulencia; está controlado por proteínas que modifican las histonas, tales como 

Set1, Hda1, Rpd3 y Hos2, entre otras. Las fases opaca y blanca son heredables a lo largo 

de muchas generaciones, pero también son reversibles (Hnisz et al., 2009).  

En S. pombe la formación de heterocromatina requiere de las proteínas que modifican las 

histonas, así como de la maquinaria del iRNA, debido a que este organismo tampoco 

metila el DNA. Las regiones de heterocromatina en S. pombe se encuentran en los loci de 

apareamiento (de forma similar a lo descrito en S. cerevisiae), la región del rDNA, los 

telómeros y los centrómeros. La formación de heterocromatina en los centrómeros 

diferencia a este organismo de S. cerevisiae. Las regiones centroméricas en S. pombe son 

ricas en lisinas di y trimetiladas en H3K9 (H3K9me2 y H3H9me3), las cuales son marcas 

de represión reconocidas. El proceso de esparcimiento de la heterocromatina en dichas 

regiones ocurre por acción de las proteínas HDACs, HKMTs y HP1. Las enzimas HDACs 

desacetilan las lisinas en las áreas de silenciamiento, mientras las proteínas HKMTs llevan 

a cabo la metilación de H3K9 en las repeticiones centroméricas, modificaciones que 
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posteriormente son reconocidas por la proteína HP1 que media la formación de 

heterocromatina (Allshire y Ekwall, 2015).  

Por su parte, N. crassa es el organismo que permitió demostrar por primera vez la 

intercomunicación entre la metilación de las histonas y la metilación del DNA. La 

mutación del gen dim-5, el cual codifica para una metiltransferasa de histonas que trimetila 

H3K9, ocasiona la perdida completa de la capacidad de este organismo para metilar el 

DNA. De igual forma, la inhibición de las proteínas HDACs ocasiona la desmetilación 

selectiva del genoma del hongo (Selker, 1998; Tamaru y Selker, 2001; Tamaru et al., 

2003). En C. neoformans las regiones del genoma con presencia de 5mC coinciden con 

las regiones de localización de H3K9me; la interrupción del gen encargado de colocar esta 

marca ocasiona la disminución de los niveles de 5mC en el genoma del hongo (Catania et 

al., 2017). Se considera que la metilación del DNA es precedida por la metilación de las 

histonas, lo cual indica que la metilación del DNA representa un estado heterocromático 

a largo término (Jeon et al., 2015).  

La distribución de los genes que codifican para HKMTs determinada a partir de la 

comparación filogenética de varios genomas fúngicos indica que la metilación de H3K4, 

H3K9, H3K27 y H3K36, es una habilidad muy antigua. No obstante, no todos los hongos 

metilan todos los residuos posibles de la histona H3. S. cerevisiae y C. albicans carecen 

de H3K9 y H3K27, S. pombe de H3K27 y especies de Mucor, Rhizopus y Aspergillus han 

perdido los genes para metilar H3K27. La pérdida de la capacidad para metilar H3K27 en 

combinación con la perdida de la capacidad para metilar la citosina del DNA, es un evento 

frecuente en los hongos (Freitag, 2017).  

 

2.1.2.2.1 Acetilación  

 

Los estudios de interrupción de los genes que están involucrados en la acetilación y 

desacetilación de las histonas en diversos hongos, han demostrado la importancia de estos 

en los procesos de crecimiento, desarrollo, reproducción y metabolismo, así como en la 

virulencia.  
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En S. cerevisiae, la disrupción del gen que codifica para la desacetilasa de histonas Rpd3, 

ocasiona el incremento de la sensibilidad de la mutante al etidio, cicloheximida y 

acriflavina. A concentraciones altas de fosfato, la mutante produce más fosfatasa ácida, 

siendo su actividad tres veces mayor que en la cepa silvestre. Adicionalmente, la 

capacidad para el apareamiento esta disminuida debido a un defecto en la producción de 

factor α. No se produce esporulación (Vidal y Gaber, 1991). La mutación ocasiona el 

incremento de la acetilación de H4K12 en la cromatina adyacente a los orígenes de 

replicación (ori) y se altera la fase S del ciclo celular, promoviéndose la rápida replicación 

del genoma ante una activación más rápida de los ori (Vogelauer et al., 2002). El ortólogo 

de RPD3 en S. pombe, denominado phd1+, también es necesario para la formación de 

esporas. phd1+ está involucrado en el ciclo celular meiótico de éste hongo (Kim et al., 

1998).  

El gen pst1+ de S. pombe, un homólogo de SIN3 de S. cerevisiae, tiene una función 

importante en la transposición de LTRs y es esencial para la viabilidad celular. En 

presencia de concentraciones sub-letales del inhibidor de HDACs clase I y II, tricostatina 

A (TSA), la cepa mutante evidencia crecimiento lento y morfología filamentosa. Pstp1 se 

requiere para el mantenimiento de la forma levaduriforme. El tratamiento de la cepa 

silvestre con TSA causa la pérdida del silenciamiento en los centrómeros, deslocalización 

de las proteínas de los centrómeros y alteraciones en la segregación cromosomal. Defectos 

similares se observan en la mutante de pst1+ (Dang et al., 1999).  

La interrupción del gen HDC1, un homólogo de HOS2 en Cochliobolus carbonum 

(patógeno del sorgo, el maíz y la manzana), ocasiona la reducción del tamaño y del número 

de septas de las conidias, así como la disminución de la virulencia del hongo. La cepa 

mutante pierde la capacidad para penetrar las hojas del maíz de forma eficiente, si bien su 

capacidad para formar el apresorio no está afectada. HDC1 está implicado en la regulación 

de la expresión de enzimas extracelulares reprimidas por glucosa que pueden 

despolimerizar la pared celular de la planta, lo que explica la incapacidad de la mutante 

para penetrar y colonizar al hospedero. Esta cepa evidencia una capacidad de crecimiento 

disminuida sobre polisacáridos complejos diferentes a la glucosa y la sacarosa (Baidyaroy 

et al., 2001). 
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La exposición de C. albicans al inhibidor tricostatina A incrementa su sensibilidad a 

compuestos antifúngicos que actúan sobre la síntesis del ergosterol (fluconazol, 

itraconazol, miconazol, terbifabina y fenpropimorfo) (Smith y Edlind, 2002). En S. 

pombe, la acetiltransferasa de histonas Gcn5 no se requiere para el crecimiento celular o 

proliferación del hongo en medio enriquecido, sin embargo, la mutación del gen causa 

alteraciones en la adaptación del hongo frente a algunas condiciones de estrés, tales como 

temperaturas altas y estrés osmótico (KCl y CaCl2). Gcn5 regula un subgrupo de genes de 

respuesta al estrés por KCl (Johnsson et al., 2006). De otra parte, en las levaduras S. 

cerevisiae y S. kluyveri, la ausencia de GNC5 genera una deficiencia en el crecimiento 

leve, comparado con el crecimiento de las cepas silvestres. Al igual que en el caso de S. 

pombe, S. cerevisiae y S. kluyveri requieren de Gcn5 para su adaptación a condiciones de 

estrés osmótico por KCl y CaCl2. En las tres especies también se observa sensibilidad 

incrementada a la exposición a calcofluor blanco, MnCl2 y cafeína, pero no frente a LiCl, 

MgCl2, NaCl, sorbitol y etanol. Gcn5 regula un grupo de genes de respuesta a estrés que 

es común en las tres levaduras, así como también grupos particulares de genes en cada 

especie (Xue-Franzen et al., 2010). La mutante de GCN5 en S. cerevisiae es incapaz de 

crecer apropiadamente bajo condiciones de privación de nutrientes (Georgakopoulos y 

Thireos, 1992). 

En Aspergillus nidulans, la mutación del gen HdaA, el cual codifica para una proteína 

desacetilasa de histonas, genera el crecimiento reducido del hongo bajo condiciones de 

estrés oxidativo, debido a una producción deficiente de la enzima catalasa. 

Adicionalmente, la ausencia de HdaA activa dos grupos de genes involucrados en la 

síntesis de metabolitos secundarios, genes que se encuentran localizados en regiones 

proximales a los telómeros. El incremento en la producción de metabolitos secundarios 

también se consigue al tratar a los hongos Alternaria alternata y Penicillium expansum 

con TSA; y Cladosporium cladosporioides y A. niger, con otro inhibidor de HDACs, 

SAHA. Las HDACs regulan en metabolismo secundario de varias especies de hongos. En 

A. fumigatus la interrupción de HdaA disminuye la tasa de germinación y altera el 

crecimiento vegetativo del hongo, modificando la morfología de la colonia y su 

pigmentación. La producción de gliotoxina esta disminuida, sin embargo, la virulencia de 
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la mutante en un modelo pulmonar murino no está afectada (Henrikson et al., 2009; Lee 

et al., 2009; Shwab et al., 2007; Tribus et al., 2005; Williams et al., 2008).  

La disrupción del gen SIN3 en S. cerevisiae ocasiona hipersensibilidad a la fleomicina, 

compuesto que ocasiona rupturas de doble cadena en el DNA (DSBs); de igual forma 

genera defectos en el mecanismo de reparación del material genético denominado 

nonhomologous end joining (NHEJ). Se ha encontrado que existe hipoacetilación de 

H3K16 en la vecindad de sitios DSBs en el DNA. Esta hipoacetilación es mediada 

normalmente por Sin3p. Alteraciones similares se observan en la cepa mutante para 

RPD3, pero no para HDA1. La actividad del complejo Sin3p/Rpd3p es necesaria para que 

ocurra NHEJ de forma eficiente (Jazayeri et al., 2004). Adicionalmente, la mutación de 

SIN3 afecta la expresión de numerosos genes con funciones no relacionadas (Slekar y 

Henry, 1995); bajo esta condición, 173 genes se encuentran regulados positivamente y 

269 negativamente, por lo que Sin3p no solamente actúa como un represor transcripcional. 

Los perfiles de expresión entre las cepas mutantes de RPD3 y SIN3 son similares, la 

función entre las proteínas correspondientes se encuentra íntimamente relacionada 

(Bernstein et al., 2000). Sin3p se requiere para la esporulación y participa del control de 

la interconversión de tipo sexual de las células hijas, las cuales ante la ausencia de la 

proteína expresan HO (Sternberg et al., 1987). 

La mutación del gen FTL1, el cual codifica para una proteína miembro de un complejo de 

HDACs en Fusarium graminearum, genera la reducción de la conidiación y de los 

síntomas de la enfermedad del hongo sobre la planta de trigo. La mutante falla en la 

penetración y colonización de los tejidos del hospedero (Ding et al., 2009). El tratamiento 

de las conidias de M. oryzae (patógeno del arroz) con los inhibidores de desacetilasas de 

histonas TSA, butirato de sodio y tricostatina C, ocasiona la inhibición de la formación 

del apresorio. El tratamiento con TSA produce hiperacetilación de las histonas y una 

disminución significativa de los síntomas de la enfermedad en la planta. A partir de las 

mutaciones de los genes que codifican para HDACs en este hongo, se concluyó que HDA1 

y HOS2 son necesarias para el crecimiento vegetativo y la conidiación. HOS2 se requiere 

para la formación del apresorio (Izawa et al., 2009).  
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La cepa mutante para el gen tig1 en M. oryzae, el cual pertenece a un complejo de HDAC, 

no es patogénica en plantas de arroz, al bloquear la diferenciación y crecimiento de las 

hifas invasivas. La mutante evidencia sensibilidad incrementada al estrés oxidativo y 

conidiogénesis defectuosa. La interrupción de HOS2, miembro del mismo complejo de 

HDACs, ocasiona un fenotipo similar en este hongo (Ding et al., 2010). La interrupción 

del gen que codifica para Gcn5 en el patógeno oportunista Cryptococcus neoformas, 

ocasiona la reducción del crecimiento del hongo a temperatura de 37 oC, así como el 

incremento de su sensibilidad al estrés oxidativo. Estas condiciones son propias de los 

hospederos que infecta. Adicionalmente, la ausencia del gen causa una reducción severa 

del tamaño de la capsula debido a un defecto en el acoplamiento del polisacárido, con 

peso molecular disminuido, a la superficie de la célula. Esta cepa es avirulenta en modelo 

murino. Gcn5 regula la adaptación de C. neorformans al hospedero (O'Meara et al., 2010).  

Hos2 y HdaI regulan el cambio dimórfico de C. albicans en formas opuestas. La cepa 

mutante de HOS2 posee una la capacidad incrementada de filamentar en distintos medios 

de crecimiento, en comparación con la cepa silvestre. Hos2 actúa como un inhibidor de la 

filamentación, excepto bajo condiciones de deprivación de nitrógeno, en las cuales Hos2 

se requiere para la formación de filamentos. En contraste, la mutante de HdaI evidencia 

filamentación pobre o ausencia de esta. Sin3p no es esencial para la viabilidad del hongo 

(Zacchi et al., 2010).  

En este mismo organismo, la mutación del gen que codifica para la proteína Esa1, 

miembro de la familia de acetiltransferasas de histonas MYST; es necesaria para el inicio 

de la filamentación, así como para la adaptación a condiciones de estrés genotóxico, 

oxidativo y térmico. La cepa mutante evidencia tolerancia en el crecimiento a bajas 

temperaturas, estrés osmótico y estrés asociado a la pared celular. La ausencia de Sas1, 

otro integrante de MYST, incrementa la tolerancia del hongo a temperaturas altas y 

promueve la formación de filamentos a temperaturas bajas. La doble mutación genera 

letalidad, lo cual demuestra que Esa1 y Sas1 son redundantes para el crecimiento celular 

(Wang et al., 2013). En S. cerevisiae, Esa1 es necesaria para el crecimiento, la progresión 

del ciclo celular, la activación transcripcional y la reparación de DSBs (Clarke et al., 1999; 

Clarke et al., 2006; Smith et al., 1998). 
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La mutación del ortólogo de HOS2, HDF1, en F. graminearum, ocasiona la disminución 

significativa de la virulencia del patógeno y de la producción del factor de virulencia DON 

(deoxinivalenol); así como defectos en la reproducción sexual, conidiación y pérdida del 

60% de la actividad desacetilasa (Li et al., 2011). La mutación del gen que codifica para 

la proteína Gcn5 en Trichoderma reesei, causa una marcada reducción en su tasa de 

crecimiento y cambios morfológicos notables entre los que se encuentran, la deformación 

de las hifas y la pérdida de la conidiación. La síntesis de celulasa esta disminuida (Xin et 

al., 2013). El tratamiento del fitopatógeno Macrophomina phaseolina con TSA, produce 

alteraciones de la morfología colonial y del tamaño de los microesclerocios. 

Adicionalmente provoca la reducción de la virulencia del hongo sobre plantas de P. 

vulgaris de la variedad BAT 477 (Villota-Salazar, 2013).  

La interrupción de los genes Hda1 y Hda2 en F. fujikuroi genera cepas con una marcada 

reducción de su virulencia, efecto que se potencia en la cepa doble mutante. La carencia 

de Hda1 (homólogo de HdaA) ocasiona la disminución de la síntesis de metabolitos 

secundarios tales como giberelina, bikaverina, fusarubina y ácido fusárico. Hda2 también 

es importante en la regulación de la producción de metabolitos secundarios, su mutación 

genera la disminución de la síntesis de giberelina, bikaverina, ácido fusárico y fusarinas. 

Las giberinas son necesarias para el crecimiento invasivo del hongo en la planta de arroz. 

Hda4 es un gen relevante para la conidiación y el crecimiento, pero no participa del 

metabolismo secundario (Studt et al., 2013). 

En A. nidulans la proteína GcnE (Gcn5) es necesaria para la formación del conidióforo. 

En la cepa mutante para este gen no se produce la conidiación (Canovas et al., 2014). 

Gcn5 es fundamental para el crecimiento filamentoso e invasivo del patógeno oportunista 

Candida albicans. La interrupción de GCN5 no incrementa la sensibilidad del hongo 

frente a agentes que dañan el DNA, tampoco el crecimiento del organismo es afectado en 

respuesta a estrés genotóxico u oxidativo. Sin embargo, el crecimiento de la mutante está 

seriamente disminuido en presencia de Rojo Congo, compuesto que interfiere con la 

síntesis de glucano. Lo anterior indica que Gcn5 se requiere para la respuesta a estrés de 

la pared celular en el hongo. Esta cepa es avirulenta en modelo murino (Chang et al., 

2015). En A. flavus la remoción de GcnE inhibe el crecimiento, la esporulación asexual y 
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la formación de esclerocios. De igual forma genera en el hongo una mayor sensibilidad a 

compuestos genotóxicos y de daño a la pared celular, pero no a agentes de estrés osmótico 

u oxidativo. La producción de aflatoxinas está ausente y la habilidad de la mutante para 

colonizar las semillas del maíz se encuentra afectada por la actividad baja de la proteína 

lipasa (Lan et al., 2016). 

En F. fujikuroi, la interrupción de GCN5 ocasiona defectos en el crecimiento, la 

conidiación y la biosíntesis de metabolitos secundarios. En este organismo, Gcn5 se 

requiere para la acetilación de H3K4, H3K9, H3K18 y H3K27 (Rosler et al., 2016). La 

mutación de GCN5 en Beauveria bassiana, un hongo patógeno de insectos, ocasiona una 

reducción del 97% de su capacidad de conidiación, así como defectos en el crecimiento 

colonial, resistencia disminuida de las conidias a las temperaturas altas y sensibilidad 

incrementada al estrés oxidativo. Gcn5 se requiere para la penetración de la cutícula de 

las larvas de Galleria mellonella, la cepa mutante no causa la muerte de las larvas bajo 

condiciones normales de infección (exposición tópica). Al inyectar las conidias del hongo 

en el haemocoel de las larvas, no se observa crecimiento fúngico en la superficie de estas, 

5 días después de la infección. Gcn5 se requiere para la proliferación del hongo en el 

insecto (Cai et al., 2018). 

La mutación de 7 HDACs en C. neorformans demostró que estas proteínas controlan 

varios procesos como la termotolerancia, formación de cápsula, síntesis de melanina, 

actividad proteasa, mantenimiento de la integridad de la pared celular y virulencia. La 

interrupción de hda1, clr62 y rpd3 provocan la reducción del crecimiento del hongo en la 

presencia de agentes estresantes como el SDS y el calcofluor blanco. Las cepas mutantes 

en hda1, clr62 y hos3 presentan una reducción en la expansión de la cápsula de 

polisacáridos, mientras la mutante en hos1 posee una cápsula más grande que la cepa 

silvestre. La mutación de hda1 y hos2 retrasan la producción de melanina y altera la 

secreción de proteasas importantes para el crecimiento, la sobrevivencia y la invasión del 

sistema nervioso central. Las proteínas HDACs son necesarias para la formación 

apropiada de la hifa de apareamiento del hongo y la completa virulencia en diferentes 

hospederos (Brandao et al., 2018) . 
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2.1.2.2.2 Metilación  

 

Al igual que la acetilación y la desacetilación, la metilación de las histonas es esencial 

para diversos procesos de diferenciación celular y virulencia en los hongos. En S. pombe, 

las mutaciones en swi6 (ortólogo de HP1) provocan una tasa alta de pérdida cromosómica 

por alteración de la función del centrómero, En este mismo organismo, la ausencia de Clr4 

(metiltransferasa de histonas H3K9, ortólogo de DIM-5) permite la activación de loci 

normalmente silenciados en los centrómeros y afecta la segregación cromosomal, 

favoreciendo la perdida de cromosomas. Las cepas mutantes en los genes swi6 y clr4 se 

caracterizan por su esporulación reducida y sensibilidad a agentes que desestabilizan los 

microtúbulos (Allshire et al., 1995; Ekwall et al., 1996; Ekwall y Ruusala, 1994).  

En S. pombe, la metilación de H3K4 promueve el mantenimiento de estados activos de la 

cromatina (Noma y Grewal, 2002). En S. cerevisiae, la proteína Set1 no es indispensable 

para la viabilidad del hongo, sin embargo, las células mutantes adoptan morfologías 

anormales y son multigemantes, sus colonias son más pequeñas y presentan retraso en el 

crecimiento. La ausencia de Set1 causa silenciamiento telomérico disminuido, 

permitiendo la activación de genes cercanos a estas regiones, así como del locus de 

apareamiento HML (Nislow et al., 1997). La metilación de H3K4 por parte de Set1 

determina si los complejos de remodelación de la cromatina pueden remodelar los 

nucleosomas de los loci de respuesta al estrés osmótico (Nadal-Ribelles et al., 2015). 

Adicionalmente, la remoción de SET1 produce defectos en el crecimiento ante la presencia 

del antifúngico Brefeldin A (BFA). Se determinó que Set1 es importante para la expresión 

de genes de la ruta biosintética del ergosterol (South et al., 2013).  

Al igual que DIM-5, la proteína HP1 es esencial para la metilación del DNA en N. crassa. 

HP1 actúa como el lector de la metilación de H3K9 y a su vez recluta la maquinaria 

necesaria para la metilación de la citosina. HP1 es necesaria para el crecimiento normal 

del hongo (Freitag et al., 2004). Las regiones centroméricas de N. crassa son ricas en 

H3K9me3, la remoción de Dim-5 y HP1 afecta la distribución de la variante de las 

histonas CenH3, la cual es fundamental para la localización y conformación del 

centrómero (Smith et al., 2011). La interrupción de Set2 en este mismo organismo 
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ocasiona retardo en el crecimiento, conidiación escasa y esterilidad femenina. En la 

mutante, la metilación de H3K36 está ausente (mono, di y trimetilación), pero la 

metilación del DNA no se encuentra afectada. Lo anterior indica que la metilación de 

H3K36 es importante para la expresión de genes involucrados en las rutas de 

diferenciación sexual y asexual (Adhvaryu et al., 2005).  

En S. cerevisiae, la metilación de H3K79 por parte de DOT1, es necesaria para la 

verificación de daños en el DNA producto de la exposición a radiación infrarroja en las 

fases G1 y S del ciclo celular, pero no en las fases G2 y M. Esta actividad es específica, 

debido a que no se lleva a cabo por la acción de las proteínas Set1 o Set2. La mutante en 

DOT1 evidencia una carencia de sensibilidad al daño en el DNA, posiblemente mediada 

por la sobrerregulación de genes involucrados en la reparación del material genético 

(Wysocki et al., 2005). De igual forma, la ausencia de DOT1 retarda la senescencia en el 

hongo, en tanto la proteína normalmente participa del acortamiento telomérico (Wanat et 

al., 2018). 

En A. nidulans y A. fumigatus la ausencia del gen que codifica para la proteína CclA, 

miembro del complejo COMPASS que metila H3K4, genera la pérdida de las marcas 

H3K4me2 y H3K4me3, así como la activación de grupos de genes (clusters) involucrados 

en la síntesis de metabolitos secundarios crípticos y gliotoxina. La virulencia de A. 

fumigatus en modelo murino no está alterada por la deficiencia del gen, por lo cual se 

presume que H3K4me2 y H3K4me3 no se requieren para la patogenicidad (Bok et al., 

2009; Palmer et al., 2013). La interrupción del gen SET1 en C. albicans resulta en la 

pérdida completa de la marca H3K4, así como en hiperfilamentación cuando la cepa 

mutante crece embebida en medio sólido. Adicionalmente, la perdida de SET1 disminuye 

la adherencia del hongo a las líneas celulares epiteliales y atenúa su virulencia en el ratón 

(Raman et al., 2006).  

La proteína Hmt1p de S. cerevisiae es una metiltransferasa de arginina que no es esencial 

para la viabilidad celular. Hmt1p actúa en el transporte nuclear de proteínas de unión al 

RNA y participa de la biogénesis de mRNA. Su pérdida genera el incremento en la 

recombinación mitótica dentro del rDNA, así como la transcripción de regiones 

silenciadas de la cromatina y la disminución de la marca H4R3me2. Hmt1 está 
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involucrado en el establecimiento y el mantenimiento de la cromatina silenciada en el 

organismo (Yu et al., 2006). Se ha reportado que el reclutamiento de Rpd3 (desacetilasa 

de histonas) a los telómeros es dependiente de Hmt1p (Milliman et al., 2012). Algunas 

mutaciones en HMP1 generan alelos que inducen la sensibilidad del hongo a las bajas 

temperaturas (McBride et al., 2000). En C. albicans, HMT1 tampoco es fundamental para 

el crecimiento y desarrollo del patógeno (McBride et al., 2007). 

Los homólogos de la metiltransferasa de arginina RmtC en S. cerevisiae y S. pombe, no 

son esenciales para su viabilidad, no obstante, la interrupción de HSL7 en S. cerevisiae 

causa morfología celular anormal, células madres alargadas, alteraciones de la división 

celular y del particionamiento nuclear. La tolerancia al Ca++  se encuentra disminuida y la 

sensibilidad al calcofluor blanco, incrementada (Bauer et al., 2010; Kucharczyk et al., 

1999; Ma et al., 1996). Por su parte, la mutación de skb1 en S. pombe genera células menos 

elongadas, con crecimiento ligeramente más lento respecto a las células silvestres. Skb1 

actúa como un regulador negativo de la mitosis (Gilbreth et al., 1998; Gilbreth et al., 

1996). 

En S. pombe se caracterizó el gen correspondiente a la proteína desmetilasa de histonas 

Jmj2, la cual puede desmetilar los tres estados de metilación posibles sobre la posición 

H3K4. La mutación de jmj2 no tiene efectos sobre el estado de metilación global de H3K4, 

lo que indica que existen otras desmetilasas que pueden llevar a cabo esta función (Huarte 

et al., 2007). De igual forma, se determinó que la proteína Jhd2 es responsable por la 

desmetilación de H3K4 en S. cerevisiae (Tu et al., 2007). ClrD de A. fumigatus (codifica 

para una metiltransferasa de H3K9, ortóloga de DIM-5) es necesaria para el crecimiento 

normal del hongo y para la formación del conidióforo. La remoción de clrD ocasiona la 

reducción del crecimiento radial, de la formación de conidias y de la pigmentación de la 

colonia. ClrD no participa de la defensa contra los macrófagos alveolares en ensayos con 

líneas celulares (Palmer et al., 2008).  

En algunas especies de Aspergillus se ha determinado que los grupos de genes 

transcripcionalmente inactivos para la síntesis de esterigmatocistina y monodictefinona, 

están asociados con cromatina rica en marcas H3K9me. Al entrar los cultivos en la fase 

estacionaria, dichas marcas son removidas, permitiéndose la expresión de los genes para 
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síntesis de metabolitos secundarios. En A. nidulans, la interrupción de los genes hepA 

(codifica para el ortólogo de HP1) y clrD no genera fenotipos morfológicos evidentes 

respecto a las cepas silvestres. Sin embargo, la pérdida de HepA y de ClrD ocasiona la 

sobreexpresión de algunos de los genes del grupo involucrado en la producción de 

esterigmatocistina. La mutante de hepA también evidencia la sobreexpresión del gen 

LaeA, que codifica para el regulador general de la síntesis de metabolitos secundarios en 

los hongos. LaeA es la proteína encargada de mediar la remoción de las marcas 

heterocromáticas cuando se activa el metabolismo secundario. La mutación de hepA 

ocasiona además la disminución de los niveles de H3K9me (Reyes-Dominguez et al., 

2010). En A. nidulans, la interrupción de los genes de metiltransferasas de arginina rmtA 

y rmtC, ocasiona el incremento de la sensibilidad del hongo a la presencia de peróxido de 

hidrógeno. No obstante, estas mutaciones no provocan alteraciones importantes de la 

viabilidad celular o del crecimiento (Bauer et al., 2010).  

El gen rmt1 del basidiomiceto Coprinopsis cinérea, el cual codifica para un ortólogo de 

HMT1, es necesario para el crecimiento y desarrollo normal del hongo. La cepa mutante 

correspondiente presenta un defecto que le impide iniciar la formación de cuerpos 

fructificantes (Nakazawa et al., 2010). El gen ortólogo en F. graminearum es necesario 

para el crecimiento vegetativo del hongo, pero no para su reproducción sexual. Su 

interrupción ocasiona la disminución de la virulencia en plantas de maíz y trigo, debido a 

que la mutación incapacita al hongo para extenderse e invadir los tejidos de los 

hospederos. La producción de DON esta reducida. La tasa de crecimiento de la cepa 

mutante esta disminuida en presencia de agentes que inducen estrés oxidativo o de 

membrana, pero no bajo condiciones de estrés osmótico. La remoción de AMT1 permite 

la expresión de genes que se encuentran adyacentes a los telómeros. Las cepas mutantes 

para los genes de metiltransferasas de arginina AMT2, AMT3 y AMT4 no evidencian 

cambios fenotípicos aparentes respecto al fenotipo silvestre (Wang et al., 2012). 

La proteína HEP1, ortóloga de HP1 en el fitopatógeno F. graminearum, regula 

negativamente los genes para la síntesis de aurofusarina (pigmento rojo). En ausencia del 

gen respectivo se incrementa la producción del pigmento, sin embargo, el crecimiento y 

el desarrollo del hongo no se encuentran afectados. Existe una disminución drástica de la 
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marca H3K9me, por lo que es probable que HEP1 interactúe con la metiltransferasa de 

histonas H3K9 durante el proceso de metilación (Reyes-Dominguez et al., 2012). Por su 

parte, la remoción del gen kmt6 en este mismo organismo (codifica para una 

metiltransferasa de histonas que modifica H3K27), produce alteraciones morfológicas, del 

crecimiento y esterilidad; así como la expresión constitutiva de genes que codifican para 

micotoxinas, pigmentos y otros metabolitos secundarios. Ante la ausencia del gen kmt6, 

el genoma se expresa un 14% más; kmt6 es un represor del metabolismo secundario. En 

los ensayos del ¨tomate herido¨, la cepa mutante es incapaz de colonizar el fruto, lo cual 

sugiere que tiene patogenicidad disminuida (Connolly et al., 2013).  

La ausencia de los genes amt-1, amt-3 y skb-1 en N. crassa (ortólogos de PRMT1, PRMT3 

y PRMT5, respectivamente) ocasiona la reducción del crecimiento del hongo debido a la 

disminución de la tasa de elongación de las hifas. Adicionalmente, la interrupción de amt-

3 altera la distancia de ramificación de estas últimas. La mutación de skb-1 resulta en un 

incremento significativo de la producción de macroconidias y de la resistencia al inhibidor 

de quitina sintasas Polioxina D. Lo anterior puede indicar que SKB1 participa de la 

regulación de la maquinaria de biosíntesis de la pared celular. La cepa mutante para amt-

1 exhibe sensibilidad incrementada frente al inhibidor de la síntesis de ergosterol, 

voriconazol; por lo que AMT1 puede estar involucrada en procesos relacionados con la 

integridad de la membrana celular (Feldman et al., 2013). En este mismo organismo, la 

remoción de Set1 genera un fenotipo de reloj arrítmico debido a defectos en la expresión 

del gen frq (frecuencia). Este gen codifica para una proteína que actúa como un elemento 

que bloquea la expresión de elementos que favorecen la transcripción de genes de reloj y 

asociados. La expresión de frq esta alterada tanto en la regulación de la expresión génica 

circadiana como en aquella llevada a cabo por luz. H3K4me3 podría estar involucrado en 

la regulación negativa de frq. Set1 se requiere para la metilación del DNA en el promotor 

de frq. Los relojes circadianos eucarióticos requieren modificaciones de la cromatina 

(Raduwan et al., 2013).  

En el fitopatógeno ascomiceto Leptosphaeria maculans, el silenciamiento de los genes 

HP1 y Dim-5, por iRNA, causa la disminución del crecimiento del hongo; no obstante, 

únicamente el silenciamiento del gen Dim-5 ocasiona, además, la reducción de la 
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patogenicidad. Las transformantes obtenidas para HP1 mantienen el 30% de la expresión 

del gen, representando solo 1/3 de las transformantes primarias totales, por lo cual se 

presume que la ausencia completa de HP1 es letal en el hongo. Es posible que la virulencia 

de estas cepas no este afectada debido a que el silenciamiento de HP1 no es drástico. La 

transformante para Dim-5 exhibe descondensación parcial de la cromatina durante el 

crecimiento micelial. HP1 y Dim-5 generan la formación de heterocromatina en loci de 

avirulencia del hongo, y la expresión de los genes efectores esta mediada por la ausencia 

de la marca H3K9me3 en estas regiones. Los genes que codifican para efectores 

normalmente se encuentran silenciados durante el crecimiento micelial (Soyer et al., 

2014). 

Los genes kmt1, set1, kmt3, kmt6 y kmt2h; los cuales codifican para metiltransferasas de 

histonas en M. oryzae, participan en la morfogénesis o virulencia del hongo en diferentes 

grados. KMT1 es un parálogo de DIM-5, su ausencia genera una ligera reducción en su 

crecimiento y patogenicidad. KMT6 pertenece a la familia de metiltransferasas de histonas 

H3K27, la mutación del gen correspondiente produce defectos en el desarrollo y 

patogenicidad disminuida. La interrupción de kmt3, gen que codifica para el ortólogo de 

Set2 encargado de la metilación de H3K36; y de kmt2h, gen cercano a ASH1L de humanos, 

encargado de la metilación de H3K4 y H3K36; causa la reducción significativa del 

crecimiento vegetativo, germinación, producción de apresorio, conidiación y 

patogenicidad. La pérdida de Set1, metiltransferasas H3K4, es la que ocasiona los 

mayores defectos en el crecimiento vegetativo, la formación de apresorio, conidiación y 

virulencia en el hongo. Aproximadamente la mitad de los genes que se activan o se 

reprimen durante la morfogénesis asociada con la infección, son dependientes de Set1 

(Pham et al., 2015). Set1 regula la activación dependiente de sustrato de las enzimas que 

degradan la pared celular en el hongo (Pham et al., 2014). La interrupción de SET1 en F. 

graminearum causa crecimiento disminuido de las hifas en agar PDA, así como la 

disminución de la virulencia en la planta de trigo, con lesiones que se restringen 

únicamente al sitio de inoculación. Los genes involucrados en la síntesis de DON y 

aurofusarina poseen bajos niveles de H3K4me, por lo que su grado de transcripción es 

bajo. La cepa mutante no produce DON, ni aurofusarina, y evidencia resistencia a agentes 

que dañan la pared celular como el Rojo Congo y el calcofluor blanco (Liu et al., 2015b). 
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En A. flavus, la metiltransferasa de arginina RmtA (H4R3) se requiere para la conidiación 

normal del hongo, debido a que regula negativamente varios genes necesarios para la 

activación de éste proceso. La remoción de rmtA incrementa la producción de conidias, 

pero suprime por completo la síntesis de esclerocios. De igual forma, disminuye la 

producción de aflatoxina B e incrementa la tolerancia del hongo al estrés oxidativo 

(Satterlee et al., 2016).  

Dot1 de A. flavus está involucrada en el crecimiento vegetativo, esporulación y formación 

de esclerocios. La cepa con el gen DOT1 interrumpido, evidencia un diámetro colonial 

disminuido, baja producción de conidióforos y sobreexpresión de los genes involucrados 

en la síntesis de esclerocios, por lo que se concluye que Dot1 normalmente regula 

negativamente la producción de estos últimos en el hongo. La sensibilidad de la cepa 

mutante frente a agentes de estrés genotóxico y de la pared celular fue menor que la 

registrada para las cepas silvestre y complementada. La ausencia de DOT1 afecta 

severamente la síntesis de aflatoxinas, así como la capacidad del hongo para colonizar las 

semillas del maíz (Liang et al., 2017).  

La interrupción del gen que codifica para la desmetilasa de histonas JMJ1 en M. oryzae 

disminuye el crecimiento radial en medio sólido y la producción de conidias. El número 

de conidióforos se reduce. Las conidias presentan un patrón de germinación bipolar y 

retardo significativo en la formación de apresorio, defecto que no se corrige con la adición 

de cAMP. Las habilidades para penetrar, invadir y colonizar el hospedero, están 

notablemente afectadas. La mutante pierde la capacidad de formar apresorio a partir de 

las hifas (Huh et al., 2017). En F. fujikuroi, la interrupción de SET2 y ASH1 afecta el 

crecimiento vegetativo, conidiación, metabolismo secundario y atenúa la patogenicidad 

del hongo en la planta de arroz (Janevska et al., 2018a). En este mismo organismo, la 

mutación de SET1 y la sobre-expresión del gen para la desmetilasa de histonas KDM5, 

ocasionan el retraso del crecimiento de las hifas y alteraciones del metabolismo 

secundario. La ausencia de Set1 provoca una fuerte reducción de la virulencia del hongo 

en la planta de arroz. Set1 y Kdm5 actúan como activador y represor de la conidiación, 

respectivamente (Janevska et al., 2018b). 
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2.2 Ustilago maydis (DC.) Corda 

 

2.2.1 Historia 

 

Ustilago maydis es un hongo fitopatógeno, basidiomiceto, dimórfico, conocido por ser el 

agente etiológico de la enfermedad del carbón común del maíz o “huitlacoche”, la cual se 

caracteriza por la aparición de tumores en el elote y en las partes verdes de la planta que, 

al madurar, producen abundantes masas negras, polvorientas, similares al hollín, propias 

de los hongos denominados “smut” o del carbón. Estos hongos requieren del sexo para 

causar enfermedad y son los responsables de millones de dólares en pérdidas de cultivos 

a nivel mundial (Bakkeren et al., 2008; Klosterman et al., 2007; Martinez-Espinoza et al., 

2002; Pham et al., 2009; Vollmeister et al., 2012). U. maydis es uno de los organismos 

modelo más y mejor estudiados en la actualidad, sus primeros reportes datan de hace más 

de 250 años luego de su introducción a Europa. En los inicios de la investigación de la 

enfermedad producida por U. maydis no se consideraba que ésta fuera causada por un 

patógeno, debido a las dificultades que se presentaban para conseguir la infección 

deliberada del maíz (Zea mays ssp. mays). Lo anterior llevó a los primeros investigadores 

a pensar que la causa de la enfermedad era de naturaleza abiótica. Brefeld (1883-1895) 

proporcionó evidencia de que la patología era de origen fúngico, al rociar la planta del 

maíz con una suspensión de esporas, colocar gotas de esta suspensión en el verticilo 

espiral de la planta y conseguir su infección. Brefeld había demostrado además que el 

hongo podía ser mantenido en sustratos nutritivos. U. maydis se denominó Lycoperdon 

zeae por Beckmann (1768) y Necrosis por Paulet (1793), posteriormente se conoció como 

Ustilago por Persoon (1801), quien tomo éste nombre de Bauhin (1651), también se citó 

como Uredo y Caeoma, Ustilago zeae por Unger (1836), y finalmente como Ustilago 

maydis (DC.) Cda., por Stevenson y Johnson (1944), nombre que mantiene hasta la 

actualidad (Christensen, 1963; Clinton, 1906; Persoon, 1801). 

Se presume que U. maydis surgió en México, en tanto este país es el centro de origen de 

sus hospederos ancestrales los teocintles (Zea mays ssp. parviglumis y Zea mays ssp. 

mexicana). Adicionalmente, la historia filogeografía y estructura genética de las 

poblaciones del simbionte Umv-H1, el cual se transmite durante el apareamiento del 
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hongo, indican que en México se encuentra la población ancestral de este virus (Voth et 

al., 2006). La palabra Ustilago proviene del latín ustilare, que significa “quemar”, en 

referencia a la apariencia del tumor maduro producido por el hongo en el elote. A su vez 

la palabra “huitlacoche” deriva de la palabra Nahuatl “cuítlacuchin” o “cuítlacuchtli” que 

significa “mazorca de maíz degenerada y diferente de las otras”. La palabra Huitlatl es 

“excremento” y la palabra coche, “negro” (Juarez-Montiel et al., 2011).  

Para la mayoría de agricultores en el mundo, el huitlacoche es una plaga que afecta la 

producción del maíz. Se calcula que aproximadamente el 2-5% de las plantas en un campo 

pueden llegar a ser infectadas por el patógeno, aunque bajo las condiciones apropiadas, se 

puede alcanzar entre un 50 a 80% de infección (Begerow et al., 2014; Christensen, 1963; 

Steinberg y Perez-Martin, 2008). No obstante, el huitlacoche en México es un alimento 

que se ha preparado y consumido desde la época prehispánica, cuando Mesoamérica era 

poblada por diversas culturas indígenas. Desde entonces, el hongo se consume como parte 

de quesadillas, crepas, sopas, tacos y tamales, y es reconocido por su alto contenido 

nutricional. Se calcula que en la Ciudad de México se venden 400-500 toneladas de 

huitlacoche durante los meses de Julio y Agosto (Aydoğdu y Gölükçü, 2017). En épocas 

recientes, el interés y el gusto por el huitlacoche ha dejado de ser exclusivo de México, el 

consumo del hongo se ha extendido a otros países de América, Asia y Europa, donde es 

un ingrediente sofisticado y costoso de la “alta cocina”, y se le conoce como la “trufa 

mexicana”, el “caviar azteca” o el champiñón del maíz (Bauer et al., 2001; Valverde et 

al., 2012). 

El origen de Ustilagomycotina, subdivisión de los Basidiomicetos a la que pertenece U. 

maydis, se remonta a hace 300 millones de años, por lo que sus linajes ancestrales son 

anteriores a la radiación de los angioespermas (Begerow et al., 2014; Taylor y Berbee, 

2006). Los pastos, familia de angioespermas a la cual pertenecen los teocintles y el maíz, 

se originaron hace aproximadamente 55-70 millones de años, tiempo después de la 

extinción de los dinosaurios (Kellogg, 2001). La separación entre Zea y Sorghum sucedió 

hace 11-24 millones de años y entre Sorghum y Saccharum hace 5 millones de años. La 

divergencia entre U. maydis y otros hongos del carbón, Sporisorium reilianum, 

Sporisorium sorghi y Ustilago scitaminea, patógenos del sorgo y de la caña de azúcar 



 
 

72 
 

respectivamente, ocurrió hace 31-54 millones de años. La divergencia con U. hordei se 

produjo hace 21-27 millones de años. De igual forma, la divergencia entre U. maydis y U. 

bouriquetii se produjo hace 17.7 + 7.4 millones de años (Laurie et al., 2012; Munkacsi et 

al., 2007, 2008). Se calcula que la domesticación del maíz a partir de Zea m. ssp. 

parviglumis ocurrió hace aproximadamente 6000-10000 años en el Valle del Río Balsas. 

El maíz fue introducido a América del Sur hace 4000-7000 años y a USA hace 1000-3000 

años, por nativos, que a su vez, transportaron y diseminaron el patógeno (Munkacsi et al., 

2008). Aunque es evidente que U. maydis ha interactuado con plantas de poblaciones 

naturales ancestrales de la familia de los pastos por millones de años, la domesticación del 

maíz tuvo un impacto en las poblaciones del hongo que existen en la actualidad. Contrario 

a lo que podría esperarse, las poblaciones de U. maydis en México no tienen una mayor 

variación genética que las poblaciones descendientes de USA y América del Sur. De igual 

forma, se han reportado un mayor número de variantes alélicas del locus b en USA y 

América del Sur, respecto a México. Se cree que la actividad humana y las prácticas 

agrícolas son las principales causas de estos hallazgos (Munkacsi et al., 2007, 2008).  

Cuatro sucesos importantes han marcado la historia del estudio de U. maydis. 1) Los 

trabajos de Robin Holliday sobre la genética del hongo (Holliday, 1961a). 2) La 

caracterización genética y molecular de los loci de apareamiento, así como de los detalles 

de la compatibilidad sexual y su rol en la patogenicidad (Banuett y Herskowitz, 1989; Day 

et al., 1971; Holliday, 1961b; Puhalla, 1968, 1970; Rowell, 1955; Rowell y DeVay, 1954; 

Schulz et al., 1990). 3) La secuenciación del genoma completo, trabajo que fue publicado 

en 2006 y al que se puede acceder a través de la página de MUMDB (MIPS Ustilago 

maydis Genome Database) https://www.helmholtz-

muenchen.de/ibis/institute/groups/fungal-microbialgenomics/resources/mumdb/index.html 

(Kamper et al., 2006). La secuenciación del genoma ha permitido un conocimiento más 

detallado del patógeno, así como de otros hongos del carbón, y ha facilitado su 

investigación a nivel molecular. 4) El desarrollo de cepas haploides solopatogénicas, las 

cuales no requieren de compañero sexual para causar enfermedad (Kamper et al., 2006; 

Vollmeister et al., 2012). 

https://www.helmholtz-muenchen.de/ibis/institute/groups/fungal-microbialgenomics/resources/mumdb/index.html
https://www.helmholtz-muenchen.de/ibis/institute/groups/fungal-microbialgenomics/resources/mumdb/index.html
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En la actualidad, U. maydis se ha convertido no solo un excelente modelo para el estudio 

de la patogenicidad fúngica en las plantas, sino también para el estudio de otros procesos 

tales como señalización celular, regulación transcripcional y post-transcripcional, 

transporte molecular, regulación del ciclo celular, apareamiento, recombinación y 

reparación del DNA (Vollmeister et al., 2012).  

 

2.2.2 Clasificación 

 

De acuerdo con la información de ITIS (Integrated Taxonomic Information System), la 

jerarquía taxonómica de U. maydis es la siguiente: Reino: Fungi, Subreino: Dikarya, 

División: Basidyomycota, Subdivisión: Ustilaginomycotina, Clase: Ustilaginomycetes, 

Subclase: Ustilagenomycetidae, Orden: Ustilagenales, Familia: Ustilagenaceae, Género: 

Ustilago, Especie: Ustilago maydis (DC.) Corda. Ustilaginomycotina incluye 

principalmente hongos parásitos de plantas que se encuentran restringidos a la distribución 

geográfica de sus hospederos. Estos hongos se caracterizan por ser dimórficos y por 

presentar una fase de crecimiento levaduriforme en algún punto de su ciclo de vida (Wang 

et al., 2015). Los miembros de Ustilaginomycotina tienen una composición de pared 

celular distintiva con prevalencia de la glucosa y ausencia de la xilosa, aspecto que los 

separa de las subdivisiones Pucciniomycotina y Agaricomycotina, sin embargo, 

comparten la estructura secundaria tipo B del RNA ribosomal (rRNA) 5S con 

Agaricomycotina y la carencia de parentosomas con Pucciniomycotina. Como novedad 

evolutiva y característica distintiva de sus interacciones celulares con los hospederos, 

Ustilaginomycotina presenta vesículas primarias de interacción y poros con tapas 

membranosas sencillas (Bauer et al., 1997; Begerow et al., 2014).  

Ustilaginomycetes incluye a todos los Basidyomycota parásitos de plantas holobasidiados, 

que no poseen a nivel de los poros elementos modificados del retículo endoplásmico en 

capas múltiples, así como a todos los Basidyomycota parásitos de plantas de septo simple, 

fragmobasidiados, teliospóricos que producen órganos intracelulares sin cuellos de 

penetración. En total, más de 1400 especies de aproximadamente 78 géneros. Los 

Ustilaginomycetes son teliospóricos, gastroídes y dimórficos. Las especies aisladas para 

las que únicamente ha sido reportada una fase anamórfica, se ubican en el género 
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Pseudozyma (Begerow et al., 2014). Los estudios filogenéticos moleculares indican que, 

Pseudozyma prolífica es conespecífica con U. maydis, por lo que pertenecen a la misma 

especie (Begerow et al., 2014; McTaggart et al., 2016; Wang et al., 2015).  

Con excepción de Melanotaeniurn oreophilum y Melanotaeniurn selaginellae, que 

parasitan espigas, de Exoteliospora osmundae que parasita helechos, y de dos especies de 

Uleiella que parasitan coníferas, los Ustilaginomycetes poseen un rango de hospederos 

restringido a los angioespermas. A su vez, la mayoría de Ustilaginomycetes son parásitos 

de monocotiledones, especialmente de los miembros de las familias Poaceae y 

Cyperaceae, aunque en varios puntos de la evolución algunos miembros dieron saltos a 

los hospederos dicotiledones. Los ancestros de los Ustilaginomycetes posiblemente han 

evolucionado paralelamente a sus hospederos por miles de años y el paso que 

eventualmente han dado a nuevos hospederos, es lo que ha permitido el surgimiento de 

nuevos taxa (Bauer et al., 2001; Bauer et al., 1997). La especificidad de hospederos que 

se observa en la actualidad puede ser el resultado de eventos de extinción masiva durante 

la evolución (Begerow et al., 2014; Taylor y Berbee, 2006). 

Los Ustilagenales son hongos que se caracterizan por formar grandes zonas de interacción 

con sus hospederos, haber perdido los poros septales y producir hifas intracelulares. En su 

mayoría esporulan en las partes reproductivas de los hospederos y la telioesporogénesis 

ocurre por desarticulación, eventos que son precedidos por la gelatinización de las paredes 

de las hifas. Las teliosporas son usualmente oscuras y germinan formando un 

fragmobasidio de cuatro células (Begerow et al., 2014). Además de Ustilago, otros 

géneros representativos de los Ustilagenales son Sporisorium y Macalpinomyces (Bauer 

et al., 2001). Estos tres géneros contienen más de 600 especies que en la actualidad 

representan un reto taxonómico, debido a que han eludido la resolución morfológica y 

molecular. Es por lo anterior que no existe una delimitación clara entre los géneros en 

cuestión, los tres son polifiléticos (McTaggart et al., 2012b). Sporisorium y Ustilago 

juntos forman un grupo monofilético, pero la posición de Macalpinomyces es ambigua 

(McTaggart et al., 2012a). Macalpinomyces se creó para acomodar hongos del carbón con 

características intermedias entre Ustilago y Sporisorium, no obstante, algunas especies de 

Macalpinomyces corresponden realmente a Ustilago o a Sporisorium (Stoll et al., 2005).  
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Como patógenos importantes en Ustilagenales, encontramos a U. hordei, el patógeno del 

carbón cubierto de la cebada; U. nuda, el patógeno del carbón suelto de la cebada; U. 

nigra, el patógeno del carbón negro suelto de la cebada y de la avena; U. tritici, el 

patógeno del carbón suelto del trigo; Urocystis agropyri, el patógeno del carbón de 

bandera del trigo; Tilletia indica, el patógeno del tizón parcial en el trigo y el triticale; T. 

caries, el patógeno del tizón común del trigo; T. controversa, el patógeno del tizón enano 

del trigo; U. scitaminea, el patógeno del carbón de la caña de azúcar; S. reilianum, el 

patógeno del carbón del sorgo y Angiosorus solani, el patógeno del carbón de la papa, 

entre otros. Los hongos que producen ¨tizón¨, son patógenos del carbón que esporulan en 

los ovarios de las plantas y causan síntomas restringidos en las semillas (Martinez-

Espinoza et al., 2002).  

La familia Ustilagenaceae contiene miembros que infectan únicamente a Poaceae, la cual 

incluye especies para el cultivo como el maíz, el sorgo, la caña de azúcar, la cebada y la 

avena (Brefort et al., 2009). El género Ustilago incluye cerca de 170 especies que se 

distribuyen a lo largo de tres clados principales (polifilético). Se ha determinado a través 

de estudios de comparación de genomas que U. maydis está más relacionado con taxas 

diferentes, que con otras especies de Ustilago. Este hallazgo esta soportado por otros 

estudios que tienen en cuenta los genes del sistema del tipo de apareamiento, del 

silenciamiento por RNA, así como sinapomorfias (Kellner et al., 2011; Laurie et al., 2012; 

McTaggart et al., 2016; McTaggart et al., 2012a). Teniendo en cuenta que U. maydis 

comparte un clado con Macalpinomyces mackinlayi, M. tubiformis, Tubisorus 

pachycarpus y U. bouriquetiilo, y que a su vez entre estos organismos se comparten 

apomorfias (sori hipertrofiado en las inflorescencias de los hospederos), McTaggart et al. 

(2016), propusieron agruparlos dentro del género Mycosarcoma, por lo que Ustilago 

maydis pasaría a denominarse Mycosarcoma maydis (McTaggart et al., 2016). 

 

2.2.3 Ciclo de vida  

 

U. maydis es un hongo que sufre transiciones morfológicas remarcables a lo largo de su 

ciclo de vida, el cual transcurre entre una forma levaduriforme, saprófita, haploide y una 
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forma filamentosa, dicarionte, infectiva. U. maydis es dimórfico y heterotálico (no es auto-

fértil o sexualmente auto-compatible, requiere de dos individuos haploides distintos con 

tipos sexuales diferentes y compatibles para el apareamiento) con sistema de apareamiento 

tetrapolar (dos loci MAT y al menos dos alelos en cada locus). Posee un locus a que 

gobierna el apareamiento de dos compañeros haploides compatibles, y un locus b que 

controla el desarrollo sexual, la filamentación y la patogenicidad posterior a la fusión 

celular. El hongo es completamente dependiente de su hospedero para completar su ciclo 

de vida y no puede esporular por fuera de la planta (Klosterman et al., 2007).  

Bajo las condiciones apropiadas de temperatura y humedad, las esporas diploides 

liberadas de los tumores maduros germinan y atraviesan por el proceso de meiosis. Lo 

anterior, da lugar a la formación de un promicelio, a través del cual migran cuatro núcleos 

haploides. El promicelio se septa, de forma que cada compartimento únicamente alberga 

un núcleo haploide. Luego de la mitosis, las células geman a partir de promicelio y 

empiezan su ciclo de vida vegetativo como levaduras haploides (Lanver et al., 2017). Las 

levaduras pueden proliferar en el ambiente a partir de materia orgánica muerta presente 

en el suelo, y también pueden cultivarse en medios de cultivo artificiales en el laboratorio, 

sin embargo, en esta forma son incapaces de producir enfermedad (Brefort et al., 2009; 

Steinberg y Perez-Martin, 2008). Se conocen pocos detalles de la distribución y las 

adaptaciones de las levaduras de vida libre en sus hábitats naturales, no obstante, se ha 

reportado su habilidad para degradar compuestos relacionados con las plantas tales como 

sacarosa, celobiosa, trealosa, arabinosa y xilosa, también polioles, moléculas aromáticas 

e intermediarios de la lignina. Debido a lo anterior, estas levaduras eventualmente podrían 

ser aisladas de plantas, hábitats o sustratos que no están relacionados directamente con sus 

hospederos (Begerow et al., 2014). 

La germinación de la teliospora da lugar a 4 tipos de células haploides diferentes, de las 

cuales solo dos combinaciones son competentes para el apareamiento (Wollenberg y 

Schirawski, 2014). Cuando sobre la superficie de la planta joven se encuentran dos células 

sexualmente compatibles (loci a y b diferentes), ellas se reconocen a través del sistema de 

receptor de feromonas codificado por el locus a. Las células forman tubos de conjugación 

que se orientan en dirección de la célula opuesta, debido al gradiente de feromonas 
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sintetizado por el compañero sexual. Estas estructuras pueden llegar a medir más de 100 

µm. Los tubos de conjugación se fusionan en las puntas e inicia la plasmogamia, la cual 

da lugar a la formación de un dicarión filamentoso que tiene el ciclo celular detenido y es 

la forma infectiva del hongo. El dicarión requiere del hospedero para proliferar y formar 

esporas sexuales, de esta forma el sexo y la patogénesis están relacionados íntimamente. 

El filamento dicarionte se extiende apicalmente en estrecho contacto con la planta y va 

insertando un septo de retracción a intervalos regulares de crecimiento. Este septo separa 

el compartimento viable, que contiene citoplasma y se ubica en la región más apical del 

filamento, de los segmentos de hifa vacíos vacuolados que van quedando atrás. Los 

núcleos del dicarionte se ubican a 50 µm de la punta de la hifa, y a una distancia de 10 µm 

entre ellos. La formación del filamento dicarionte y el desarrollo patogénico, están 

controlados por el locus b (Bakkeren et al., 2008; Lanver et al., 2017; Steinberg y Perez-

Martin, 2008; Vollmeister et al., 2012).  

En respuesta a las señales físicas y químicas del hospedero, el filamento dicarionte se 

diferencia en un apresorio no melanizado, estructura que penetra la capa de células 

epidermales de la planta. Se considera que la penetración es mediada por la acción de 

enzimas degradadoras de la pared celular, más que por una fuerza mecánica (Begerow et 

al., 2014; Matei y Doehlemann, 2016).Una vez en el interior, el ciclo celular del dicarionte 

se reactiva, y la hifa crece intracelularmente rodeada por la membrana plasmática del 

hospedero. Lo anterior, permite el establecimiento de zonas extensas de interacción intima 

entre el hospedero y el hongo, evento que es fundamental para una infección biotrófica 

exitosa. Esta interacción está mediada por la secreción de vesículas de proteínas efectoras, 

que, entre otras funciones, interfieren con la respuesta de defensa de la planta. Se observa 

la formación de estructuras tipo ¨clamp¨, o abrazera, las cuales se requieren para la 

adecuada segregación de los núcleos del dicarión (Begerow et al., 2014; Lanver et al., 

2017).  

En estados avanzados del proceso patogénico, el crecimiento del filamento dicariótico 

ocurre intercelularmente, lo cual coincide con la hipertrofia de los tejidos de la planta y el 

reinicio de la división mitótica de sus células. Estos eventos dan lugar a la formación de 

los tumores. Los núcleos del dicarión se fusionan, las células diploides resultantes se 
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dividen masivamente y se acumulan en las cavidades apoplásticas, rodeadas por una 

matriz de polisacáridos gelatinosa. Ocurre la fragmentación de las hifas y la formación de 

las teliosporas melanizadas ornamentadas, las cuales, al ser liberadas, inician nuevamente 

el ciclo descrito (Figura 2a y Figura 2b) (Banuett y Herskowitz, 1996; Lanver et al., 2017).  

Las células levaduriformes de U. maydis son uninucleadas, tienen un tamaño entre 15-21 

µm de largo, 5 µm de ancho y una forma cilíndrica característica con extremos ligeramente 

cónicos (forma de cigarrillo). Su morfología es comparable con la de las células de S. 

pombe, no obstante, U. maydis prolifera por gemación de forma indefinida. En el proceso 

de división, la levadura se expande por crecimiento polar de la punta de la célula (en el 

ápice, ligeramente por fuera del centro) formando una gema al interior de la cual, el núcleo 

de la célula madre migra al alcanzar 2/3 del tamaño de la célula parental (Figura 3). 

La gema crece por extensión de su punta y la mitosis abierta ocurre en la célula hija. A 

continuación, el núcleo más cercano a la célula parental, regresa a su localización original. 

Finalmente, se forman dos septos en la región del cuello, donde se originó la gema, para 

la separación final de ambas células. U. maydis puede utilizar el mismo sitio de gemación 

varias veces, o puede elegir uno nuevo en el mismo polo o en el opuesto (Banuett y 

Herskowitz, 2002; O'Donnell y McLaughlin, 1984; Vollmeister et al., 2012).Luego del 

apareamiento de dos levaduras sexualmente compatibles, se forma el dicarión filamentoso 

(forma patogénica del hongo), el cual crece intra e inter celularmente como hifas 

cilíndricas alargadas separadas por septos (Banuett y Herskowitz, 1996). Las hifas 

infectivas se desarrollan por crecimiento apical. En el polo de desarrollo se encuentra un 

cono, que es la estructura responsable por la expansión de la membrana y la pared celular 

del hongo. El cono de crecimiento contiene dos subunidades macromoleculares, el 

Spitzenkörper (cuerpo apical) y el polarisoma (Steinberg y Schuster, 2011; Vollmeister et 

al., 2012). El Spitzenkörper es un centro de organización y suministro de vesículas que 

transportan moléculas necesarias para el crecimiento de la hifa, enzimas constructoras de 

la pared celular y enzimas de secreción. 
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2.2.4 Proliferación de las células haploides, crecimiento filamentoso y desarrollo de 

teliosporas 
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La morfología del Spitzenkörper difiere entre los hongos, no obstante, está conformado 

por tres partes: un núcleo central que tiene composición variable, un grupo de vesículas 

que rodean dicho núcleo, y una nube exterior de vesículas con límites indefinidos. Además 

de vesículas se encuentran ribosomas y microfilamentos de actina. La posición del 

Spitzenkörper en la hifa determina la dirección del crecimiento. Por su parte, el polarisoma 

Figura 3. Estados morfológicos y división celular en U. maydis. a) Células haploides en medio 

líquido, el núcleo de cada célula (rojo) se localiza en el medio de la esporidia. Los microtúbulos se 

observan en verde. b) Detalle de las células de U. maydis teñidas con calcofluor. c) Formación de 

hifas luego del apareamiento de células sexualmente compatibles. d-m) Comportamiento del núcleo 

de U. maydis durante la división celular. Tamaño de barra: 10 µm. Modificado de: Steinberg y 

Pérez-Martin, 2008; Pham et al., 2009; Steinberg y Schuster, 2011 y O'Donnell y McLaughlin, 1984. 

a) b) c) 

d) f) h) j) l) 

e) g) i) k) m) 
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es un complejo multiproteico que controla la nucleación de los microfilamentos de actina 

en los sitios polarizados de crecimiento (Harris et al., 2005; Reynaga-Pena et al., 1997; 

Riquelme y Sanchez-Leon, 2014; Steinberg, 2007). La extensión apical se basa en el 

transporte intracelular de vesículas y suministros de crecimiento a lo largo del 

citoesqueleto. En la región sub-apical, la hifa es particionada a través de la inserción de 

septos. Antes de la formación del apresorio y de la penetración de la planta, dichos septos 

forman secciones vacías de micelio, completamente desprovistas de citoplasma (Carbo y 

Perez-Martin, 2008; Weber et al., 2003). 

La formación de las teliosporas al interior de la planta, involucra el cambio de las hifas 

cilíndricas dicarióticas, a estructuras redondeadas, espiculadas y diploides. Luego de la 

proliferación del micelio dicarionte en los tejidos del hospedero, ocurre la cariogamia. De 

esta forma, los tumores que inician su formación, se encuentran llenos de células 

uninucleadas que proliferan por mitosis, lo cual constituye un estado mitótico diploide 

poco usual en el ciclo de vida de los hongos (Banuett y Herskowitz, 1996; Snetselaar y 

McCann, 2017). Posteriormente, ocurre la gelatinización y fragmentación de las hifas. 

Estas atraviesan por un proceso de redondeo, pigmentación y estructuración de la pared 

celular característica, la cual posee tres capas. Las teliosporas equinuladas subglobosas de 

coloración parda olivácea oscura, provenientes de los tumores maduros, usualmente tienen 

un tamaño entre 7–13 × 7–11 µm.(Banuett y Herskowitz, 1996; O'Donnell y McLaughlin, 

1984; Shivas et al., 2013; Shivas et al., 2014). U. maydis produce 6 billones de teliosporas/ 

cm3 de tejido tumoral (Christensen, 1963). 

Cuando se inoculan plántulas de maíz en el laboratorio, a las 24 horas (h) es posible 

observar puntos cloróticos pequeños en los lugares cercanos al sitio de inyección. La 

clorosis es el amarillamiento de las hojas por la pérdida local de cloroplastos. En este 

punto, las levaduras se fijan a la superficie de la hoja y forman agregados donde ocurre el 

proceso de conjugación. La proliferación y ramificación de las hifas ocurre en los primeros 

3 a 4 días posteriores a la infección, la clorosis se hace más extensiva y se aprecia a simple 

vista. El hongo genera una fuerte respuesta clorótica principalmente en los lugares donde 

los tumores se desarrollarán posteriormente. La formación de los tumores inicia en el 

quinto o sexto día y suele estar acompañada por la aparición de antocianina. En algunos 
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casos, la antocianina puede observarse desde el día 2 o 3 posterior a la inoculación. La 

antocianina es un pigmento rojo que es producido por la planta para proteger a las células 

del daño producido por la luz de alta intensidad y actúa como un antioxidante. La 

inducción de la producción de antocianina es una estrategia de U. maydis para disminuir 

la síntesis de lignina en la planta, en tanto, la antocianina y la lignina, comparten como 

precursor al ácido cumárico. La síntesis de antocianina puede entonces ocasionar la 

disminución de precursores para la formación de lignina, la cual constituye una barrera 

para la diseminación del patógeno. El tiempo de la aparición de los tumores puede 

afectarse por las condiciones de humedad, temperatura e intensidad de la luz. La 

deposición del mucilago ocurre en el octavo a noveno día y la fragmentación de las hifas 

en el noveno a doceavo día. El redondeo de las células inicia desde el día 10 y las células 

adaptan diversas morfologías hasta que alcanzan su forma final como teliosporas maduras 

(Banuett y Herskowitz, 1996; Lanver et al., 2017) 

 

2.2.5 Loci de apareamiento 

 

U. maydis es un hongo heterotálico con loci que se segregan independientemente, 

determinando miles de especificidades de apareamiento. El locus a se encuentra 

localizado en el cromosoma 5 y el locus b en el cromosoma 1. Éstas regiones son los 

equivalentes a los cromosomas sexuales de los animales y las plantas. El locus a codifica 

para una feromona y un receptor de feromona, y el locus b para subunidades de un factor 

de transcripción de homeodominio (Coelho et al., 2010; Klosterman et al., 2007; Laurie 

et al., 2012; Morrow y Fraser, 2009). 

 

2.2.5.1 Locus a 

 

El locus a tiene dos alelos diferentes, a1 y a2, los cuales comparten muy poca homología 

entre si y son considerados idiomórficos. Este locus permite la comunicación de las 

diferentes células haploides, debido a que contiene la información necesaria para la 



 
 

84 
 

síntesis de las feromonas y receptores de feromonas requeridas para tal fin. El locus a1 

codifica para el precursor de feromona Mfa1 y el receptor para la feromona de a2, Pra1. 

El locus a2 codifica para Mfa2 y Pra2, respectivamente. La feromona secretada por un 

tipo de célula, es reconocida por el receptor correspondiente al tipo de célula sexualmente 

opuesto. Este reconocimiento desencadena una cascada de eventos de señalización que 

altera la expresión génica de los loci a y b (Klosterman et al., 2007). 

Las secuencias inmediatamente adyacentes a los genes de a1 y a2, difieren entre sí. El 

locus a1 abarca una región de 4 kb, mientras el locus a2, una región de 8 kb que contiene 

dos genes adicionales: rga2 y lga2. Estos genes tienen posibles funciones en la herencia 

mitocondrial uniparental y están acompañados por el pseudogen rba2, el cual puede ser 

la reliquia de una antigua feromona (Bakkeren et al., 2008; Bortfeld et al., 2004). Los 

genes de las feromonas codifican para precursores pequeños de aproximadamente 40 

aminoácidos (aa), que son modificados postraduccionalmente para la obtención de 

péptidos maduros de 9-14 aa. Las feromonas maduras se secretan como lipopéptidos 

pequeños, que, al ser reconocidas por los receptores respectivos, desencadenan una serie 

de eventos tales como, la detención del ciclo celular en la fase G2, la activación de la 

cascada de MAPK y la formación de tubos de conjugación, entre otros. La identidad de 

secuencias entre las feromonas producidas por U. maydis y las de otros basidiomicetos es 

baja. Lo anterior tiene como propósito proteger la selección adecuada de apareamiento 

entre las especies de hongos y evitar la intercompatibilidad (Bakkeren et al., 2008; 

Klosterman et al., 2007; Vollmeister et al., 2012). 

 

2.2.5.2 Locus b 

 

El locus b contiene dos genes, bE y bW (bEast y bWest), los cuales codifican para dos 

subunidades de un factor de transcripción de homeodominio, que consiste de una proteína 

clase HD1 (410 aa) y una proteína clase HD2 (626 aa), respectivamente. HD1 y HD2 no 

comparten homología en secuencia primaria, sin embargo, poseen una organización de 

dominios común. La región C-terminal de las proteínas HD es altamente conservada 

cuando se comparan diferentes alelos, no obstante, la región N-terminal evidencia una 
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variación alta. La especificidad de la dimerización de las dos proteínas HD depende de 

esta región variable. Algunos reportes indican la existencia de entre 25 y 35 alelos b. 

Cualquier combinación de los diferentes alelos bE y bW genera una reacción de 

apareamiento exitosa. El locus b es considerado un regulador de patogenicidad central 

debido a que su presencia es suficiente para que las cepas haploides lleguen a ser 

patogénicas (Bakkeren et al., 2008; Klosterman et al., 2007).  

Los heterodímeros formados por la interacción de los productos de bE/bW, se unen a sitios 

de unión río arriba de los genes de respuesta a b. Se han identificado 345 genes regulados 

por el heterodímero bE/bW, 206 inducidos y 139 reprimidos. Entre los genes regulados 

positivamente, se encuentran genes que codifican para proteínas involucradas en la 

remodelación de la pared celular, y genes que codifican para proteínas efectoras necesarias 

para el establecimiento de la interacción biotrófica. Entre los genes regulados 

negativamente, existen reguladores del ciclo celular. Debido a lo anterior, es posible 

afirmar que el heterodímero bE/bW está involucrado en la detención del ciclo celular en 

la fase G2, la cual ocurre luego del apareamiento, y se mantiene hasta la penetración de la 

planta (Klosterman et al., 2007; Vollmeister et al., 2012). 

 

2.2.6 Rutas de señalización 

 

Una vez sucede el reconocimiento de la feromona por parte del receptor compatible, la 

transmisión de la señal ocurre a través del módulo de proteínas kinasas activadas por 

mitógenos (MAPK). Éste módulo consta de la MAPK kinasa Kpp4/Ubc4 (MAPKKK), la 

MAPK kinasa Fuz7/Ubc5 (MAPKK) y la MAPK Kpp2/Ubc2 (MAPK). Simultáneamente, 

se da la activación de la ruta de señalización de proteína kinasa A (PKA) acoplada a 

proteína G-cAMP, la cual se da por estímulos nutricionales y ambientales. Ambas rutas 

regulan la expresión del factor de transcripción central Prf1, el cual induce la transcripción 

de grupos de genes involucrados en la respuesta a feromonas, por ejemplo, mfa1/2, pra1/2 

y genes del locus b (Figura 5). Se han identificado 375 genes regulados por feromonas, 

los cuales tienen funciones en la maduración de las feromonas, traducción de señales, 

regulación transcripcional y progresión del ciclo celular (Bakkeren et al., 2008; Brefort et 
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al., 2009; Vollmeister et al., 2012). Adicionalmente, y de forma independiente a Prf1, el 

módulo MAPK está involucrado en la regulación de la detención del ciclo celular en la 

fase G2, evento inducido por el reconocimiento de las feromonas. Lo anterior asegura la 

sincronización del ciclo celular de los núcleos de ambas células compatibles, previo a la 

fusión citoplasmática. Otro evento independiente de Prf1 es la formación de los tubos de 

conjugación para el apareamiento. Después de la plasmogamia, la señalización por 

feromonas desaparece por la acción del heterodímero bE/bW (Vollmeister et al., 2012). 

Como ya se mencionó, bE/bW se activa por Prf1, lo cual conecta el desarrollo sexual y el 

patogénico. Uno de los blancos tempranos de bE/bW es el regulador transcripcional 

maestro Rbf1, proteína responsable de la gran mayoría del programa de expresión génica 

dependiente de bE/bW. Rbf1 amplifica la cascada de expresión génica a través de la 

activación de reguladores transcripcionales como Biz1 y Fox1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representación del loci tetrapolar MAT de U. maydis. a) Locus bialélico a. b) Locus 
multialélico b. Modificado de: Morrow y Fraser, 2009. 
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2.2.7 Otras formas filamentosas observadas en el laboratorio 

 

Biz1 es necesario para la regulación del ciclo celular, la formación del apresorio y la 

penetración de la planta. Fox1 se requiere para la expresión de proteínas efectoras 

Figura 5. Red de señalización durante el apareamiento de U. maydis. La feromona activa su receptor 

específico y éste desencadena la activación de la ruta de señalización por MAPK. MAPK regula Prf1 

por fosforilación, así como a nivel transcripcional, a través de las proteínas Crk1, Rop1 y Hap2. La 

actividad de MAPK es contrarrestada por la fosfatasa Rok1, la cual a su vez se activa a nivel 

transcripcional por el módulo MAPK. Existe intercomunicación entre las rutas de MAPK y PKA-

cAMP. PKA-cAMP fosforila Prf1 y este puede ser un pre-requisito para la respuesta de feromonas. 

Prf1 conecta el desarrollo sexual con el patogénico. Verde: Componentes e interacciones de la ruta 

cAMP. Rojo: Componentes e interacciones de la ruta MAPK. Flechas negras: Activación 

transcripcional. Modificado de: Brefort et al., 2009. 
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involucradas en la supresión de la respuesta de defensa de la planta. Otro blanco de bE/bW 

es clp1, factor involucrado en la formación de clamp, el mantenimiento de la detención 

del ciclo celular y el crecimiento filamentoso. Clp1 también interactúa con Rbf1 en la 

detención de la señalización por feromonas (Figura 6) (Heimel et al., 2010; Vollmeister 

et al., 2012). 

Ustilago maydis no solamente tiene la capacidad de llevar a cabo el cambio dimórfico de 

levadura a micelio frente al estímulo del apareamiento, sino que también lo puede hacer 

ante determinadas condiciones ambientales, tales como la baja disponibilidad de 

nutrientes (nitrógeno), las condiciones de pH ácidas, la exposición al aire, lípidos y 

detergentes. No obstante, estas formas provenientes de células haploides no son infectivas 

(Klosterman et al., 2007; Ruiz-Herrera et al., 1995). Los niveles bajos de cAMP, 

estimulan la transición de levadura a micelio. Las cepas mutantes en el gen uac1, el cual 

codifica para la proteína adenilato ciclasa, son filamentosas constitutivas. Este efecto es 

revertido por la mutación de ubc-1, que codifica para una subunidad regulatoria de PKA, 

generándose levaduras multigemantes. Bajo condiciones nutrimentales normales, cAMP 

inactiva la subnidad Ubc-1 de la PKA, liberando las subunidades catalíticas Adr1 y Uka. 

Las altas concentraciones de Adr1 reprimen el desarrollo filamentoso. La mutación de 

adr1 también ocasionan un fenotipo micelial constitutivo. El crecimiento levaduriforme 

requiere que la PKA esté activa. En conclusión, la ruta PKA-cAMP reprime el desarrollo 

filamentoso, mientras la ruta MAPK es un efector positivo del crecimiento micelial (Gold 

et al., 1994; Nadal et al., 2008; Sanchez-Martinez y Perez-Martin, 2001). La inducción de 

la filamentación a pH ácido también requiere de las rutas MAPK y cAMP. Cuando el pH 

del medio es ácido, existen niveles bajos de cAMP al interior de las células de U. maydis. 

Lo completamente opuesto ocurre en las levaduras que crecen a pH neutro. El pH ácido 

puede ser un inhibidor de la adenilato ciclasa. Lo anterior puede ser importante en la 

colonización de la planta, la cual maneja ambientes de pH ácido en sus superficies y 

tejidos (Martinez-Espinoza et al., 2004). 

Otros inductores del crecimiento filamentoso in vitro son los ácidos 12-hidroxiesteárico y 

16-hidroxihexadecanoico. Lo anterior, se demostró en la cepa SG200AM1, la cual 

proviene de una cepa SG200 que fue modificada para albergar la marcación fluorescente 
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de una proteína relacionada con la síntesis del apresorio. Las hifas producidas no son 

septadas y están llenas de citoplasma, como se esperaría en los tubos de conjugación. La 

inducción de la filamentación también ocurre cuando SG200AM1 se desarrolla sobre 

superficies hidrofóbicas. Sin embargo, en presencia de este estímulo, también se consigue 

la formación de hifas septadas con espacios desprovistos de citoplasma y apresorios, de 

forma similar a lo que ocurre sobre la superficie de la planta luego del apareamiento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Representación esquemática de la cascada de factores de transcripción durante la 

regulación del crecimiento filamentoso y el desarrollo patogénico de U. maydis (óvalos rojos). Se 
indica la existencia de varios genes que codifican para factores regulatorios, estructurales y 

enzimáticos (óvalos grises). Modificado de: Vollmeister et al., 2012. 

 

Lo anterior indica que, la combinación de señales químicas y físicas está involucrada en 

el desarrollo filamentoso y la formación del apresorio sobre la superficie de la planta. Los 
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monómeros de cutina tienen la capacidad de activar la expresión de genes que codifican 

para las feromonas y estas a su vez pueden activar las rutas cAMP y MAPK (Kamper et 

al., 2006; Mendoza-Mendoza et al., 2009). 

 

2.2.8 Genoma 

 

El genoma de U. maydis se encuentra distribuido en 23 cromosomas, alcanzando un 

tamaño aproximado de 20.5 Mb. Es un genoma considerablemente más pequeño que el 

de otros patógenos fúngicos, contiene una menor cantidad de genes predichos (6784 genes 

que codifican para proteínas), un número pequeño de intrones, no evidencia la presencia 

de eventos de duplicación a gran escala y está casi totalmente desprovisto de elementos 

de DNA repetitivos. Únicamente el 1.1% del genoma contiene secuencias derivadas de 

transposones, el cual es un porcentaje bajo comparado con el genoma de otros hongos (M. 

grisea, 7.3%; C. neoformans, 5.0%; S. cerevisiae, 3.1%; N. crassa, 4.6%). U. maydis no 

cuenta con los genes para la regulación de la expresión génica a través de iRNA (Dicer, 

Argonauta, RdRps), tampoco con aquellos que codifican para metiltransferasas de DNA, 

o proteínas asociadas con el sistema de defensa RIP (Kamper et al., 2006). En el caso de 

los genes que codifican para la maquinaria del iRNA, estos parecen haber sido eliminados 

limpiamente del genoma, dejando las regiones flanqueantes en sintenia conservada, al 

compararse con otros genomas. Se han encontrado reliquias de la actividad de TEs en 

dichas regiones (Laurie et al., 2012; Laurie et al., 2013).  

La carencia de TEs y de secuencias repetitivas son consecuencias probables de la 

presencia de un mecanismo de purga muy eficiente de las repeticiones del DNA. También 

lo son de la pérdida de los mecanismos de silenciamiento por iRNA y RIP. El genoma de 

U. maydis se ha remodelado masivamente eliminando los intrones de sus genes. Todo lo 

anterior es probable que el hongo lo haya resuelto a través de su reconocido sistema de 

recombinación homóloga, el cual se caracteriza por ser altamente eficiente (Kamper et al., 

2006). 

U. hordei y S. reilianum son dos hongos del carbón cuyo genoma también se encuentra 

disponible. Entre estos organismos, y U. maydis, se ha encontrado un grado alto de 
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homología y sintenia. U. hordei posee un sistema de apareamiento bipolar con dos loci 

MAT localizados en el cromosoma 1. De estos tres hongos, U. hordei es el que posee el 

genoma más grande (26.1 Mb), sin embargo, esto no se debe a que contenga un número 

mayor de genes, sino a la presencia de una gran cantidad de secuencias repetitivas y TEs. 

Particularmente, existe una densidad alta de secuencias repetitivas en la región cercana a 

los loci MAT. Por su parte, S. reilianum presenta un sistema de apareamiento tetrapolar, 

con tres alelos para el locus a (cromosoma 20) y 5 alelos para el locus b (cromosoma 1). 

El tamaño de su genoma es de 18.7 Mb y codifica para 6648 proteínas, aspectos en los 

cuales, es bastante similar a U. maydis. Tanto en U. hordei, como en S. reilianum, se 

encuentran los genes que codifican para la maquinaria del iRNA. En U. hordei, la 

actividad del iRNA se ha demostrado. En S. reilianum, la interrupción del gen que codifica 

para la proteína Dicer, no afecta la virulencia ni la aparición de los síntomas de la 

enfermedad en el maíz (Bakkeren et al., 2008; Laurie et al., 2012; Schirawski et al., 2010).  

Con base en lo anterior, se considera que el último ancestro común de estos hongos fue 

tetrapolar, tuvo tres alelos diferentes de a, varios alelos de b, y albergaba la maquinaria 

del iRNA (Laurie et al., 2013; Wollenberg y Schirawski, 2014). En U. hordei, el número 

de alelos de a y b disminuyó a dos combinaciones, debido al rearreglo en sus cromosomas. 

Adicionalmente, en U. hordei, los TEs y las secuencias repetitivas se extendieron; estos 

elementos no solo guiaron la evolución del cromosoma sexual en este organismo, sino que 

contribuyeron a la duplicación de genes que codifican para efectores. En el caso de U. 

maydis, se perdió un alelo de a, mientras el número de alelos de b se incrementó por 

mutación y eventos de recombinación intralélica. Se considera que la configuración 

original de los cromosomas sexuales del último ancestro común es la que se encuentra en 

S. reilianum (Laurie et al., 2012; Wollenberg y Schirawski, 2014). La pérdida de los genes 

del sistema de iRNA en U. maydis pudo ocurrir debido a la necesidad del hongo de 

mantener los virus que alberga, los cuales codifican proteínas que son tóxicas para otras 

levaduras, proporcionándole una ventaja en los nichos de crecimiento silvestres 

(Wollenberg y Schirawski, 2014).  

Dentro de los genes de patogenicidad anotados en U. maydis, se encuentra solo un 

pequeño grupo que codifica para enzimas hidrolíticas, lo cual se ajusta al estilo de vida 
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biotrófico del hongo. Los patógenos biotróficos se caracterizan por minimizar el daño al 

hospedero, con el propósito de evitar la respuesta del sistema inmune y la muerte de la 

planta. En contraste, U. maydis cuenta con una gran cantidad de genes relacionados a 

proteínas de secreción (Kamper et al., 2006; Wollenberg y Schirawski, 2014). De todas 

las proteínas que se expresan en U. maydis, 647 pueden ser potencialmente secretadas y 

de estas, 203 son proteínas que carecen de dominios estructurales y funcionales conocidos.  

La composición del secretoma entre los patógenos U. maydis, S. scitamineum, S. 

reilianum y U. hordei, es similar. No obstante, al comparar estos secretomas con el de 

Melanopsichium pennsylvanicum (un hongo del carbón que infecta especies del género 

Persicaria), se encuentra que el de este último se encuentra sustancialmente disminuido. 

Lo anterior, puede ser una consecuencia de su adaptación a los hospederos dicotiledones. 

Estos cinco hongos del carbón comparten 72 familias core de proteínas secretadas con 

dominios conocidos, no obstante, también poseen proteínas de secreción específicas, 

probablemente relacionadas con las particularidades del proceso infectivo que desarrollan 

en sus hospederos respectivos (Lanver et al., 2017). A lo largo del genoma de U. maydis 

se encontraron 12 grupos de genes agrupados (clusters) que codifican para proteínas de 

secreción, las cuales no tienen homólogos registrados en bases de datos, ni dominios 

funcionales conocidos. La interrupción de los 12 clusters provocaron fenotipos de 

virulencia alterada, demostrando la relación de los genes involucrados con la virulencia 

del hongo (Kamper et al., 2006; Wollenberg y Schirawski, 2014). 

Se sabe que los hongos son más cercanos a las células de los animales que a las de otros 

organismos. Los análisis del genoma y del proteoma de U. maydis demuestran que este 

hongo está relacionado más cercanamente a los humanos que a las levaduras. Si bien S. 

cerevisiae y S. pombe han proporcionado información valiosa a cerca de las bases 

moleculares del control del ciclo celular y de la remodelación de la cromatina, entre otros; 

existen varios procesos que no se llevan a cabo en los ascomicetos. Es el caso de la 

dinámica de la envoltura nuclear durante la mitosis abierta, el transporte celular a larga 

distancia y la organización motora basada en microtúbulos. S. cerevisiae y U. maydis 

comparten solo 541 genes para proteínas que no se encuentran en Homo sapiens. U. 

maydis y H. sapiens comparten 777 genes, mientras S. cerevisiae y H. sapiens solo 514 
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(Kamper et al., 2006; Munsterkotter y Steinberg, 2007; Steinberg y Perez-Martin, 2008; 

Vollmeister et al., 2012).  

 

2.2.9 Epigenética 

 

Existen relativamente pocos trabajos reportados relacionados con el estudio de los 

mecanismos de regulación epigenética en U. maydis; en contraste con la importancia que 

ésta área ha cobrado en los últimos años para la comprensión de la biología, la adaptación 

y la evolución de los organismos. Cómo ya se mencionó, U. maydis carece de la 

maquinaria necesaria para llevar a cabo la metilación del DNA y el silenciamiento por 

iRNA, los cuales, junto con las modificaciones postraduccionales sobre las histonas, son 

los principales mecanismos de regulación epigenética en los eucariotas. La metilación del 

DNA y el silenciamiento por iRNA también se encuentran ausentes en S. cerevisiae. Las 

metiltransferasas de DNA son proteínas que se ha perdido en varios taxones de hongos.  

Algunos autores han planteado que las principales fuerzas que conducen la evolución de 

la metilación del DNA son los TEs y el sexo. El sexo es la principal vía de esparcimiento 

de los TEs entre los organismos (Zemach y Zilberman, 2010). En el caso de U. maydis, es 

probable que el control de estos elementos se lleve a cabo a través de un mecanismo no 

descrito que involucra la actividad de su sistema de recombinación homóloga, por lo que 

puede prescindir de mecanismos adicionales (Kamper et al., 2006). Teniendo en cuenta 

que existen reportes que indican la presencia de la 5mC en el genoma del hongo 

(aproximadamente 2.3% de citosinas metiladas) (Mishra et al., 2011; Reynaga-Pena et al., 

1997), y ante la carencia de trabajos detallados destinados a confirmar la presencia o la 

ausencia de esta marca; no es posible descartar que alguna enzima aun no identificada 

pueda llevar a cabo esta actividad, de forma análoga a lo sucedido con las proteínas Dnmt5 

y Rad8 (Huang et al., 2016; Huff y Zilberman, 2014).  

En U. maydis se han llevado a cabo algunos estudios destinados a conocer la función de 

los elementos que participan en la regulación de la cromatina, en la biología y virulencia 

del hongo. Reichmann et al. (2002), reportaron que la supresión del gen HDA1 (ortólogo 

de RPD3) permite la expresión de un grupo de genes que normalmente se transcriben 
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específicamente en el estado dicarionte, durante la fase de crecimiento saprofítica 

(haploide). HdaI actúa como un co-represor específico. Aunque la mutante puede infectar 

la planta de maíz, el desarrollo del hongo se detiene en un paso anterior a la formación de 

las teliosporas (cariogamia), dando lugar a la formación de esporas inmaduras. Debido a 

lo anterior, la virulencia del hongo está disminuida. Hda1 se requiere para la proliferación 

de las células diploides durante el desarrollo de las teliosporas (Reichmann et al., 2002).  

González-Prieto et al. (2014), encontraron que la mutación de GCN5 en U. maydis genera 

una ligera reducción en la tasa de crecimiento del hongo, así como el desarrollo de la 

forma micelial de manera constitutiva, independientemente del pH u otras condiciones del 

medio de cultivo. La cepa mutante es incapaz de llevar a cabo la transición dimórfica y el 

fenotipo filamentoso no se revierte con la adición de cAMP. La capacidad para el 

apareamiento no está afectada. La ausencia de GCN5 impide la invasión de las plantas de 

maíz y la formación de tumores, en tanto el crecimiento del micelio del hongo se restringe 

al sitio de inoculación (Gonzalez-Prieto et al., 2014). El análisis transcriptómico de los 

genes regulados por GCN5 permitió la identificación de 574 genes regulados 

positivamente y 629 genes regulados negativamente. 131 de estos genes se encuentran 

organizados en 41 clusters, de los cuales, 21 se han sido identificados como clusters de 

patogenicidad. La mayoría de los genes sobre-expresados durante la fase micelial están 

regulados negativamente por Gcn5 y la mayoría de los genes sobre-expresados en la fase 

de crecimiento levaduriforme, son sobre-expresados por Gcn5. Gcn5 se requiere para la 

expresión de genes asociados con el crecimiento levaduriforme y reprime los genes 

involucrados en el crecimiento micelial. Es por lo anterior que, ante la ausencia del gen 

correspondiente, el crecimiento del hongo es micelial constitutivo (Martinez-Soto et al., 

2015). 

Elías-Villalobos et al. (2015), demostraron que la desacetilasa de histonas Hos2 es 

necesaria para la transición dimórfica y el desarrollo patogénico de U. maydis. La cepa 

mutante evidencia una notable reducción de la virulencia, con un incremento de 3 veces 

del número de plantas sin tumores, una disminución de 6 veces del número de plantas 

muertas y la disminución del tamaño de los tumores desarrollados. La interrupción de 

Hos2 incrementa los niveles de acetilación de H4K16 y es hipersensible a TSA. Al 
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aparearse las cepas mutantes de sexos opuestos sobre medio PDA con carbón activado, se 

observa una reacción Fuzz disminuida, respecto a la cruza de cepas silvestres. La reacción 

Fuzz empleando la cepa solopatogénica SG200, que también alberga la mutación, está 

igualmente disminuida, por lo cual se deduce que existe un defecto luego de la fusión 

celular. Adicionalmente, la ausencia de Hos2 reduce la formación de tubos de conjugación 

en un 50%. Hos2 se une directamente a los genes de tipo de apareamiento. Las mutaciones 

de Hos1, Hos3, Hda2 y Clr3, no comprometen la virulencia ni el apareamiento (Elias-

Villalobos et al., 2015). 
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3 JUSTIFICACIÓN 

 

La epigenética es un área de estudio que en los últimos años ha cobrado gran relevancia 

en la investigación de una amplia variedad de fenómenos biológicos, debido a que ofrece 

una perspectiva más completa de los mismos, particularmente de aquellos que involucran 

eventos de diferenciación celular y desarrollo. Las proteínas que participan de la 

remodelación de la cromatina son protagonistas fundamentales de la dinámica epigenética 

en las células, debido a que son las responsables del establecimiento, lectura, 

interpretación y remoción de las marcas sobre el DNA y la cromatina, así como de la 

ejecución de los cambios estructurales y funcionales sobre esta última, cambios que son 

necesarios para la expresión o el silenciamiento de los genes. Las proteínas remodeladoras 

de la cromatina en su conjunto, controlan la expresión génica y por lo tanto el fenotipo de 

los organismos. 

La función particular de algunas de estas proteínas ha sido estudiada en varios modelos 

eucariotas, entre estos, algunos modelos fúngicos, sin embargo, se desconce aun el rol que 

puedan cumplir muchas de ellas en organismos como U. maydis. Como ya se ha 

mencionado, U. maydis es un modelo con particularidades interesantes, que ofrece ademas 

ventajas para su estudio en el laboratorio. U. maydis es un hongo biótrofo, dimórfico, 

basidiomiceto, que genera la formación de tumaciones en los tejidos de la planta del maíz. 

Durante su ciclo de vida, atraviesa por una fase de crecimiento levaduriforme, saprofìtica, 

haploide, seguida de una fase de crecimiento filamentosa, patogénica y dicariótica, que 

finaliza con la formación de esporas diploides. Las modificaciones morfológicas y 

moleculares necesarias para llevar a cabo estas transiciones, se encuentran bajo regulación 

epigenética. Es necesario investigar y describir los mecanismos epigenéticos que son 

importantes para que este organismo genere enfermedad. 

Es por lo anterior que se ha considerado relevante la caracterización en el hongo, de los 

genes que codifican para proteínas remodeladoras de la cromatina cuya función no ha sido 

previamente investigada en U. maydis; principalmente desde su posible implicación en la 
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virulencia. Se pretende que la información derivada de este trabajo, sea un aporte al 

conocimiento de biología de U. maydis desde la perspectiva de la epigenética.  
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4 HIPÓTESIS 

 

Existe una relación entre la función de algunas proteínas involucradas en la remodelación 

de la cromatina y la virulencia de Ustilago maydis.  
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5 OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar la relación entre la función de algunas proteínas involucradas en la 

remodelación cromatina y la virulencia de Ustilago maydis.  

 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Revisar el estado del arte de la epigenética en organismos eucariotas.  

 

2. Caracterizar un gen correspondiente a una proteína involucrada en la remodelación de 

la cromatina en U. maydis.  

 

3. Caracterizar fenotípicamente cepas de U. maydis afectadas en el gen de estudio. 

 

4. Determinar la participación del gen caracterizado en la virulencia de U. maydis.  
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6 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Para el desarrollo del presente trabajo se partió de una exhaustiva revisión bibliográfica a 

cerca del estado del arte de la epigenética en los organismos eucariotas, con énfasis en los 

hongos y en U. maydis. A partir de esta revisión, se decidió emplear técnicas de ingeniería 

genética, biología molecular, bioinformática, microscopia, microbiología y fitopatología; 

con el propósito de caracterizar en ese organismo genes que codifican para proteínas 

metiltransferasas de histonas y el regulador transcripcional Sin3. Para lo anterior, primero 

se identificaron los genes correspondientes en el genoma de U. maydis, y posteriormente 

se diseñaron y elaboraron casetes para su interrupción. Algunos de los casetes generados 

se emplearon para la transformación genética del hongo, obteniéndose cepas mutantes en 

al menos uno de los sexos de las cepas parentales empleadas (FB1, a1b1 y FB2, a2b2). 

En algunos casos, la cepa mutante sexualmente complementaria se obtuvo a través del 

aislamiento de segregantes, luego la de infección de plantas de maíz con una mezcla de la 

cepa silvestre y mutante correspondiente. Siguiendo un procedimiento similar, se llevaron 

a cabo construcciones para la complementación de las mutaciones y se retro-transformó 

el hongo, obteniéndose las cepas complementadas respectivas. Nuevamente se siguió la 

estrategia de asilamiento de segregantes para la producción de cepas complementadas en 

ambos sexos. Una vez obtenidas las cepas mutantes y complementadas, se procedió a su 

caracterización fenotípica (morfología macroscópica y microscópica, crecimiento, 

sensibilidad a diferentes tipos de estrés, dimorfismo), y se evaluó su virulencia a través de 

ensayos de patogenicidad. Lo anterior se encuentra enmarcado en los objetivos 

planteados, y a continuación se describen con detalle los materiales y métodos que se 

utilizaron. 

 

6.1 OBJETIVO 1 

 

Revisar el estado del arte de la epigenética en organismos eucariotas.  
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Durante la revisión del estado del arte de la epigenética en los organismos eucariotas se 

emplearon las bases de datos del Instituto Politécnico Nacional (IPN), la Universidad 

Autónoma de México (UNAM) y del Centro de Investigación y de Estudios Avanzados 

del IPN (CINVESTAV), Unidad Irapuato. Como criterios de búsqueda se incluyeron 

artículos y libros sobre epigenética, historia de la epigenética, mecanismos de regulación 

epigenética, metilación del DNA, modificaciones postraduccionales sobre las histonas, 

ncRNA, epigenética en la enfermedad, actualidad de la epigenética, epigenética en 

hongos, hongos fitopatógenos, epigenética en Ustilago maydis, clasificación de proteínas 

remodeladoras de la cromatina, clasificación de metiltransferasas de histonas en hongos, 

mutaciones de proteínas remodeladoras de la cromatina en hongos y en U. maydis, historia 

de U. maydis, clasificación de U. maydis, biología y ciclo de vida de U. maydis, genética 

de U. maydis, genoma de U. maydis. En varios casos se buscaron las publicaciones más 

recientes de cada área, y a partir de ahí, se llevó a cabo una búsqueda retrospectiva de 

información. Se colectaron aproximadamente 900 artículos a cerca de estos temas. 

Una parte de la información recolectada se utilizó para la elaboración de un artículo de 

revisión de tema. Gran parte de la información restante se incluyó en el marco teórico del 

presente trabajo. 

 

6.2 OBJETIVO 2 

 

Caracterizar un gen correspondiente a una proteína involucrada en la remodelación de la 

cromatina en U. maydis.  

 

6.2.1 Cepas de trabajo y condiciones de cultivo 

 

En este estudio se emplearon las cepas FB1 (a1b1), FB2 (a2b2) (Banuett y Herskowitz, 

1989), y SG200 (a1mfa2bE1/bW2) de U. maydis (Bölker et al., 1995), así como las cepas 

mutantes derivadas obtenidas. El cultivo de U. maydis se realizó principalmente en medio 

YEPSL (sacarosa, 10 g/l; extracto de levadura, 4 g/l; peptona, 4 g/l) (Brachmann et al., 
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2001), a 28 oC, 200 rpm, 18-20 h; sin embargo, también se emplearon los medios medio 

mínimo (MM: glucosa, 10 g/l; KNO3, 3 g/l; solución de sales, 62.5 ml/l; agar-agar, 2%. 

Solución de sales: KH2PO4, 16 g/l; Na2SO4, 4 g/l; KCl, 8 g/l; MgSO4, 2 g/l; CaCl2, 1 g/l; 

H3BO3, 0.06 g/l; MnCl2.4H2O, 0.14 g/l; ZnCl2, 0.4 g/l; NaMoO4.H2O, 0.04 g/l; 

FeCl3.6H2O, 0.1 g/l; CuSO4.5H2O, 0.4 g/l) líquido y sólido (agar-agar, 2%), y medio 

completo sólido (MC: glucosa, 10 g/l; caseína, 0.25%; extracto de levadura, 0.1%; 

NH4NO3, 0.15%; solución de sales, 62.5 ml/l; agar-agar, 2%) a 28  oC, 48-72 h (Holliday, 

1974). Otros medios sólidos usados fueron YPD (glucosa, 20 g/L; extracto de levadura, 

10 g/L; peptona, 20 g/L, agar-agar, 15 g/L) y PDA (MCD-LAB). Para los ensayos de 

reacción Fuzz, se empleó agar PDA con carbón activado al 2% (Holliday, 1974). Las 

transformaciones con productos de clonación se realizaron en células competentes de 

Escherichia coli DH5α (F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 

hsdR17(rk
-, mk

+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-) (Invitrogen) (Raleigh et al., 1988). 

La propagación de E. coli DH5α se realizó en medio LB (DIBICO), 37 oC, 200 rpm, 18 h 

y en agar LB (CONDA), 37 oC, 18-24 h. Para los ensayos de transformación genética de 

U. maydis se utilizó RegAgar (extracto de levadura, 10 g/l; peptona, 20 g/l; sacarosa, 20 

g/l; sorbitol, 1 M; agar-agar, 15 g/l) a 28 oC, por 4-7 días (Schulz et al., 1990).  

 

6.2.2 Reacción Fuzz 

 

Los ensayos de reacción Fuzz se realizaron de dos formas: a partir de células de colonias 

de las cepas a contrastar, y a partir de células obtenidas a partir de cultivos en medio 

líquido. En el primer caso, se sembraron las cepas a evaluar por técnica de agotamiento 

(Rojas-Triviño, 2011) sobre agar YPD a 28 oC por 48 h. Se tomó una colonia aislada de 

cada cepa y se resuspendió en 100 µl de agua desionizada estéril. Se realizaron mezclas 

de a dos cepas hasta agotar todas las combinaciones posibles, empleando volúmenes 

iguales de cada una. Se plaquearon gotas de 15 µl de las suspensiones individuales y de 

las mezclas sobre agar PDA con carbón activado al 2%. Se incubó a 21 oC por 24-48 h y 

se evaluó la presencia o ausencia de micelio blanquecino sobre cada una de las gotas 

sembradas. De otra parte, se inocularon 5 ml de medio YEPSL con colonias aisladas de 

las cepas a contrastar, y se incubaron a 28 oC por 24-48 h, 200 rpm. Se recuperaron las 
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células por centrifugación (3500 rpm, 15 min) y se lavaron dos veces. Para cada una de 

las cepas se ajustó un inóculo a OD600= 0.8-1 (DU 650 Spectrophotometer, Beckman 

Couter, USA) y se prepararon las mezclas entre estas como se mencionó anteriormente. 

Se plaquearon gotas de 15 µl de las suspensiones individuales y de las mezclas sobre agar 

PDA con carbón activado al 2%. Se incubó a 21 oC por 24-48 h y se evaluó la presencia 

o ausencia de micelio blanquecino sobre cada una de las gotas sembradas (reacción Fuzz 

positiva o negativa, respectivamente) (Banuett y Herskowitz, 1989; Holliday, 1974; 

Kamper, 2004). 

 

6.2.3 Plásmidos utilizados  

 

Para la elaboración de las construcciones de interrupción de los genes de interés, se utilizó 

el plásmido pBS-hhn (4773 pb) (Kamper, 2004), el cual alberga un casete con el marcador 

de resistencia a higromicina (hph, higromicina fosfotransferasa) bajo el control del 

promotor hsp70 y del terminador nos (Agrobacterium). Este casete se encuentra 

flanqueado por dos sitios de restricción Sfi I, con secuencias de reconocimiento diferentes: 

Sfi I (a) GGCCATCTAGGCC, al inicio de la secuencia promotora y Sfi I (b) 

GGCCTGAGTGGCC, al final de la secuencia terminadora. El casete con el marcador de 

selección puede ser liberado por digestión con la enzima Sfi I, generándose en cada 

extremo terminaciones que no son compatibles entre sí.  

En la elaboración de las construcciones de complementación se empleó el plásmido pBS-

Cbx (4786 pb) (Keon et al., 1991), el cual contiene el marcador de resistencia a la 

carboxina (alelo ipR del gen Cbx de U. maydis). Este casete se encuentra igualmente 

flanqueado por los sitios Sfi I ya señalados.  

 

6.2.4 Preparación de células competentes 

 

La preparación de células competentes para la transformación de E. coli se llevó a cabo 

por el método de CaCl2. Para esto, se inocularon 5 ml de medio LB con una colonia de E. 

coli DH5α, y se incubó a 37 oC, 250 rpm, toda la noche. A partir del cultivo de 5 ml, se 
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inocularon 250 ml de caldo LB y se incubó a 37 oC, 200 rpm, hasta alcanzar OD600= 0.2 

(aproximadamente 2 h) (DU 650 Spectrophotometer, Beckman Couter, USA). Las células 

se centrifugaron a 5000 rpm por 5 min, a 4 oC; el sobrenadante se descartó y las células se 

resuspendieron en 125 ml de CaCl2 50 mM, estéril y frío (4 oC). La suspensión se colocó 

en hielo por 20 min y posteriormente se centrifugó a 5000 rpm por 5 min, a 4 o C. Se 

descartó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado cuidadosamente en 20 ml de 

CaCl2 50 mM, estéril y frío. Las células se mantuvieron a 4 oC (en hielo) por 4 h. 

Finalmente, se adicionaron 7 ml de glicerol al 50% y se dispensó el volumen total en 

alícuotas de 100 µl, en tubos eppendorf. Los viales se almacenaron a -80 oC hasta el 

momento de su uso (Comunicación personal: González-Prieto). 

 

6.2.5 Transformación genética de E. coli 

 

Se descongeló en hielo un tubo con 100 µl de células competentes DH5α, previamente 

almacenadas a -80 oC. Se le adicionó 5-10 µl de DNA transformante (1-50 ng de DNA), 

se mezcló suavemente el contenido dando golpes suaves en la pared del tubo y se incubó 

en hielo por 20 min. A continuación, las células fueron sometidas a un choque térmico por 

60 seg a 42 oC, en termobloque. El vial se removió del termobloque y se incubó 

nuevamente en hielo por espacio de 2-10 min, posteriormente se le añadieron 400 µl de 

medio LB y se colocó en agitación a 250 rpm, 37 oC, por 1 h. Se llevaron a cabo diluciones 

seriadas 1:10 con agua desionizada estéril, y se plaquearon 100 µl de cada dilución sobre 

la superficie de cajas de agar LB con antibiótico (ampicilina: 100 µg/ml; kanamicina: 100 

µg/ml). Las cajas se incubaron a 37 oC por 16-18 h. Las colonias resultantes fueron 

seleccionadas por picadura y propagadas en medio selectivo para la extracción de DNA 

plasmídico y su confirmación por digestión enzimática. La clonas corroboradas se 

propagaron y se almacenaron con glicerol al 50%, a -80 oC (González-Prieto, 2003; 

Sambrook y Rusell, 2001). 
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6.2.6 Extracción de DNA plasmídico 

 

Las extracciones de DNA plasmídico se llevaron a cabo de acuerdo a las instrucciones de 

los fabricantes de NucleoSpin Plasmid Easy Pure (MACHEREY-NAGEL), Zyppy™ 

Plasmid Miniprep Kit (ZYMO RESEARCH) y Wizard® Plus SV Minipreps DNA 

Purification System (Promega).  

 

6.2.7 Identificación de los genes de estudio en el genoma de U. maydis 

 

Los genes que codifican para HKMTs, PRMTs y el regulador transcripcional Sin3, se 

identificaron empleando lo reportado por Brosch et al. (2008) y Pham et al. (2015), así 

como la información depositada en las plataformas de NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) y MUMDB (MIPS Ustilago maydis Database). La identidad 

de las accesiones obtenidas fue corroborada en base a su homología con las proteínas 

reportadas previamente para S. cerevisiae, S. pombe, N. crassa y M. oryzae, utilizando el 

programa BLAST 2.2.25 (Basic Local Alignment Search Tool), Protein BLAST; así como 

por la presencia de los dominios característicos de cada familia de proteínas, de acuerdo 

a Murcia-Garzón (2016). De la misma forma, se llevó a cabo la búsqueda de homólogos 

en otros hongos y se procedió a la construcción de filogenias para HKMTs y PRMTs por 

el método de máxima verosimilitud, modelos WAG+G y LG+G, respectivamente, 

bootstrap de 1000, en el programa MEGA 7.0.26. 

 

6.2.8 Extracción de DNA genómico 

 

La obtención del DNA genómico de U. maydis se llevó a cabo por el método modificado 

de Hoffman y Winston (1987). Se preparó un cultivo fresco del hongo en 10 ml de medio 

líquido (16-18 h de incubación, 28 oC, 200 rpm) y se colectaron las células por 

centrifugación (3600 rpm, 15 min). La biomasa obtenida se resuspendió en 0.5 ml de agua 

desionizada estéril y se transfirió a un tubo eppendorf (1.7 ml) para su centrifugación 

(13000, 1 min), se descartó el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 0.2 ml de 
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solución de lisis (tritón X-100, 2%; SDS, 1%; NaCl, 0.1 M; Tris-HCl pH 8, 10 mM; 

EDTA, 1 mM), se les añadieron 0.2 ml de fenol-cloroformo (1:1) y 0.3 g de perlas de 

vidrio de 0.45 mm de diámetro (bioWORLD). Se agitó el tubo en vórtex por 1 min y se 

dejó reposar en hielo por el mismo tiempo. Esta operación se repitió 3 veces. Se 

adicionaron 0.2 ml de TE 10:1 (Tris, 10 mM; EDTA, 1 mM) y se centrifugó el contenido 

(12000 rpm, 10 min). La fase acuosa se transfirió a un tubo eppendorf nuevo, se le 

incorporaron 30 µg de RNasa a, y se incubó por 5 min a 37 oC. A continuación, se 

agregaron 10 µl de acetato de amonio 4 M y 1 ml de etanol 100%. El tubo se mezcló por 

inversión, se dejó reposar 15 min a -20 oC y se centrifugó (12000 rpm, 5 min). El 

sobrenadante se descartó y el precipitado se secó a 55 oC por 1-5 min. El DNA obtenido 

se resuspendió en 30 µl de TE 10:1 1X y se almacenó a -20 oC (González-Prieto, 2003; 

Hoffman y Winston, 1987). 

 

6.2.9 Elaboración de casetes de interrupción para la mutación de genes que 

codifican para HKMTs, PRMTs y Sin3 

 

La construcción de los casetes para la interrupción de los genes de estudio se realizó según 

la metodología modificada de Kämper (2004). Para esto se diseñaron oligonucleótidos 

específicos destinados a la amplificaron por PCR de 1000 pb de las secuencias promotoras 

y terminadoras inmediatamente adyacentes a los ORFs de los genes SUV39, SET1, SET2A, 

SET2B, DOT1, PRMT1, PRMT3, PRMT4 y SIN3 (bordes). Los oligonucleótidos reversos 

de los promotores, y sentido de los terminadores, albergan sitios de restricción para Sfi I 

con secuencias de reconocimiento diferentes, GGCCATCTAGGCC y 

GGCCTGAGTGGCC, respectivamente. La amplificación de los bordes se llevó a cabo 

en el DNA genómico de la cepa FB1 (a1b1), siguiendo un programa de 98 °C/30 seg x 1 

repetición; 98 °C/10 seg, 62 °C/10 seg, 72 oC/15 seg x 35 repeticiones; 72 °C/5 min x 1 

repetición; 4 °C α; empleando DNA polimerasa de alta fidelidad (Phusion High-fidelity 

DNA Polymerase, Thermo Scientific). Los productos amplificados se visualizaron 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y posteriormente se clonaron en el vector 

pCR Blunt II TOPO (Invitrogen), transformándose en células de competentes E. coli 

DH5α. Luego del escrutinio inicial de las clonas obtenidas en medio LB con kanamicina, 
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la verificación de la orientación de los insertos se realizó por secuenciación (M13 sentido, 

5´-GTAAAACGACGGCCAG-3´; M13 reverso, 5´-CAGGAAACAGCTATGAC-3´; 

Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer) y digestión enzimática. Los bordes se 

liberaron digiriendo los plásmidos con una enzima con corte en el sitio de clonación 

múltiple, y la enzima Sfi I (New England Biolabs, Thermo Scientific). Las bandas con 

tamaño aproximado de 1000 pb se purificaron a partir del gel de agarosa (Wizard® SV 

Gel and PCR Clean-Up System, Promega) y se midió su concentración (Nanodrop 2000, 

Thermo Scientific). 

El plásmido pBS-hhn se digirió con la enzima Sfi I, obteniéndose el casete con el marcador 

de selección de resistencia a la higromicina (1884 pb). La banda correspondiente fue 

purificada a partir del gel de agarosa. La pareja de promotor y terminador de cada gen se 

ligó al casete con el marcador de selección (T4 DNA ligasa, New England Biolabs). El 

producto de la ligación se amplificó por PCR utilizando cebadores anidados que parten de 

la región promotora y terminadora de los genes de trabajo. Las construcciones se 

verificaron por digestión con la enzima Sfi I y se clonaron en el vector pCR Blunt II TOPO. 

Durante todo el proceso se utilizó el programa Clone Manager Professional Suite 8. 

 

6.2.10 Síntesis de protoplastos de U. maydis 

 

La generación de protoplastos de U. maydis se realizó siguiendo el protocolo modificado 

de Schulz et al. (1990). Se prepararon cultivos de las cepas de U. maydis en 2 ml de medio 

YEPSL, a 28 oC, 200 rpm, 18-20 h. A continuación, se realizaron diluciones de los cultivos 

1:300 en 50 ml de YEPSL y se dejó crecer toda la noche. Cuando el cultivo alcanzó 

OD600= 0.5-0.8, se centrifugó en tubos falcon por 10 min a 3000 rpm y se descartó el 

sobrenadante. El precipitado se resuspendió en 25 ml de SCS (sorbitol, 1 M; citrato de 

sodio, 20 mM, pH 5.8), se centrifugó por 10 min a 3000 rpm y se eliminó el sobrenadante. 

Se preparó una solución de Glucanex al 5% (enzimas líticas de Trichoderma harzianum, 

SIGMA-ALDRICH, L1412-5G) en SCS y se esterilizó por filtración. Las células de U. 

maydis se resuspendieron en 2 ml de solución de Glucanex 5% y se incubaron a 

temperatura ambiente (21-23 oC) hasta que aproximadamente el 50% de las células 
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adoptaron una morfología redonda (15-20 min). Los protoplastos se colocaron en hielo y 

se les añadieron 10 ml de SCS frío (4 oC). Se centrifugaron a 2400 rpm, 4 oC, por 10 min, 

y se descartó el sobrenadante. El precipitado se resuspendió cuidadosamente en 10 ml de 

SCS frío, y se centrifugó la suspensión a 2400 rpm, 4 oC, por 10 min; se descartó el 

sobrenadante. Este paso se repitió una vez más. El precipitado se resuspendió en 10 ml de 

STC (sorbitol, 1 M; Tris-HCl pH 7.5, 10 mM; CaCl2, 100 mM) frío (4 oC) y la suspensión 

se centrifugó a 2400 rpm, 4 oC, por 10 min; se descartó el sobrenadante. Finalmente, los 

protoplastos se resuspendieron cuidadosamente en 500 µl de STC frío, se colocaron en 

hielo y se alicuotaron en tubos eppendorf a volumen de 70 µl para su almacenamiento a -

80 oC (Schulz et al., 1990). 

 

6.2.11 Obtención y preparación de las construcciones de interrupción para 

transformación 

 

Los casetes de interrupción de los genes de trabajo se amplificaron por PCR, empleando 

el DNA de los plásmidos donde previamente se clonaron (pCR Blunt II TOPO). Para esto 

se siguió un programa de 98 °C/30 seg x 1 repetición; 98 °C/10 seg, 62 °C/10 seg, 72 

oC/60 seg x 35 repeticiones; 72 °C/5 min x 1 repetición; 4 °C α; utilizando DNA 

polimerasa de alta fidelidad (Phusion High-fidelity DNA Polymerase, Thermo Scientific), 

así como las parejas de oligonucleótidos anidados de cada gen. Los productos de PCR se 

visualizaron en gel de agarosa al 0.8%. En los casos en que fue necesario, la banda 

correspondiente a la construcción (aproximadamente 4000 pb) fue purificada a partir del 

gel (PureLink Quick Gel Extraction Kit, Invitrogen). Se llevó a cabo amplificación por 

PCR hasta que se obtuvieron 5 µg de DNA de cada casete, para cada cepa a transformar 

(Nanodrop 2000, Thermo Scientific). Este DNA se precipitó utilizando 0.1 vol de NaOAc 

3 M y 2.5 vol de etanol 100%, almacenando la mezcla a -20 oC por 20 min. El contenido 

se centrifugó por 20 min a 13000 rpm, se descartó el sobrenadante y se lavó el precipitado 

con 2.5 vol de etanol 70%. A continuación, se centrifugó a 13000 rpm por 5 min, se 

descartó el sobrenadante y se dejó secar el precipitado a temperatura ambiente. Se 

adicionaron 10 µl de TE, se mezcló el vial y se colocó a 50 oC por 20 min. Se centrifugó 

rápidamente (spin) y se almacenó a -20 oC hasta su uso (Kamper, 2004). 
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6.2.12 Transformación genética de U. maydis 

 

La transformación genética del U. maydis se realizó siguiendo el protocolo modificado de 

Schulz (1990), empleando protoplastos, y 5 µg de DNA de cada construcción, por reacción 

de transformación. Se preparó RegAgar en dos erlenmeyers diferentes. Luego de su 

esterilización por autoclave, se dejó enfriar el agar de uno de los erlenmeyers hasta 

alcanzar una temperatura de 60 oC. Se le adicionó el antibiótico correspondiente al doble 

de la concentración final (higromicina: 300 µg/ml; carboxina: 16 µM) y se vertieron 10 

ml de agar con antibiótico sobre cajas de Petri. Seguido de esto, se descongeló en hielo un 

vial con protoplastos previamente almacenados a -80 oC. A las cajas Petri se les adicionó 

una segunda capa de RegAgar (60 oC) a partir del erlenmeyer con agar sin antibiótico. A 

los protoplastos descongelados se les incorporaron 1 µl de heparina (15 mg/ml) y 10 µl 

de DNA. De igual forma, se adicionaron 0.5 ml de STC/PEG 40%, se mezcló pipeteando 

suavemente 2 veces y se incubó la reacción en hielo por 15 min. Se plaqueó el contenido 

total de cada vial sobre el RegAgar preparado, se dejó secar, y se incubaron las cajas a 28 

oC por 4 días(Schulz et al., 1990). Las clonas obtenidas se propagaron en medio selectivo 

para la extracción de DNA genómico (Hoffman y Winston, 1987) y posterior verificación.  

 

6.2.13 Verificación de las clonas transformantes 

 

La verificación de la transformación genética de U. maydis se llevó a cabo por PCR  

(Kamper, 2004) y Southern blot (Sambrook y Rusell, 2001; Southern, 2006) . Primero, se 

elaboraron dos parejas de oligonucleótidos para cada gen evaluado; una de estas se diseñó 

hacia la región 5ˋ, y la otra, hacia la región 3ˋ del sitio esperado de recombinación 

homóloga del casete insertado, en el genoma del hongo. Ambas parejas de iniciadores 

abarcan un área que incluye parte del marcador se selección (gen de resistencia a la 

higromicina) y una región externa al sitio de recombinación homóloga (en total 

aproximadamente 2000 pb). Se siguió un programa de 96 °C/2 min x 1 repetición; 95 

°C/30 seg, 58 °C/30 seg, 72 oC/2 min, 15 seg x 32 repeticiones; 72 °C/5 min x 1 repetición; 

4 °C α; utilizando GoTaq® DNA Polimerasa (Promega). La clonas en cuyo DNA se 
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consiguió la amplificación de los dos fragmentos, se seleccionaron para confirmación por 

Southern blot.  

Para cada gen se realizó un análisis de restricción sobre la secuencia adyacente al sitio 

esperado de inserción de la construcción, en el genoma del hongo (Clone Manager 

Professional Suite 8). Lo anterior, con el propósito de seleccionar enzimas que al digerir 

el DNA de las cepas silvestres y de las transformantes, su patrón de corte permita 

diferenciar claramente una región que alberga el gen intacto, de una región que alberga el 

casete de interrupción. En el caso del gen Sin3, se llevaron a cabo dos análisis de 

restricción. Asimismo, se estableció como sonda para cada gen su promotor (presente 

tanto en las cepas silvestres, como en las mutantes), seguido por una porción del 5ˋdel 

ORF correspondiente (presente únicamente en las cepas silvestres), con tamaño 

aproximado de 1500 pb. Para lo anterior, se emplearon los oligonucleótidos anidados 

sentido diseñados previamente, localizados en los promotores de los genes; así como 

nuevos iniciadores reversos que parten del cuerpo de los genes. Se amplificaron las sondas 

por PCR, siguiendo un programa de 98 °C/30 seg x 1 repetición; 98 °C/15 seg, 64 °C/15 

seg, 72 oC/20 seg x 35 repeticiones; 72 °C/5 min x 1 repetición; 4 °C α; empleando DNA 

de la cepa FB1 (a1b1) y DNA polimerasa de alta fidelidad (Phusion High-fidelity DNA 

Polymerase, Thermo Scientific). Los productos de amplificación se visualizaron en gel de 

agarosa al 0.8%.  

En un primer ensayo, el producto de PCR correspondiente a la sonda del gen Sin3 se 

digirió con la enzima EcoR I, para la selección de un fragmento de interés. Posteriormente, 

se empleó el producto de PCR completo como sonda, de igual forma que en los otros 

casos.  Las sondas se purificaron (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega; 

PureLink Quick Gel Extraction Kit, Invitrogen) y se estableció su concentración 

(Nanodrop 2000, Thermo Scientific). El marcaje de las sondas y el establecimiento de la 

eficiencia de este, se llevó a cabo de acuerdo a las indicaciones del kit DIG High Prime 

DNA Labeling and Detection Starter II (Roche) (digoxigenina). Las sondas se 

almacenaron a – 20 oC, hasta el momento de su uso. 

Se digirieron 15-20 µg de DNA de la cepa FB1 (a1b1) y de las cepas transformantes, 

utilizando las enzimas seleccionadas. La digestión completa del DNA se verificó por 
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electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. El DNA se precipitó con etanol (ver numeral 

6.2.11) y se llevó a un volumen final de 20 µl, cantidad que se cargó por completo en un 

nuevo gel de agarosa al 0.8% para electroforesis. La corrida se visualizó en el 

fotodocumentador (Gel Doc™ XR System, Universal Hood II, Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA) colocando una regla a lo largo del gel para tener registro de la medida del mismo, 

así como de la localización en cm de las bandas del marcador de peso molecular utilizado. 

El gel se sumergió completamente en una solución de desnaturalización (NaCl, 1.5 M; 

NaOH, 0.5 M) por 15-30 min, en constante balanceo. Posteriormente, el gel se introdujo 

en una solución neutralizante (NaCl, 3 M, Tris-HCl, 0.5 M, pH 7.0) por 15-30 min, en 

constante balanceo. El gel se lavó con agua desionizada estéril y se preparó para la 

transferencia del DNA a una membrana de nylon cargada positivamente (Hybond-N+, 

Amersham Pharmacia Biotech). Para esto se realizó el montaje de un sistema conformado 

por un soporte rodeado por solución de transferencia SSC 20X (NaCl, 3 M; citrato de 

sodio, 0.3 M); sobre el soporte se colocó una pieza de papel filtro (Whatman 3mm) del 

ancho del soporte y con la longitud suficiente para que sus bordes se sumerjan en la 

solución de transferencia. Toda la superficie de la pieza de papel filtro se empapó con 

solución SSC 20X. Aparte, se cortó otra pieza de papel filtro, así como la membrana de 

nylon, ambos con el tamaño exacto del gel. Se sumergieron en SSC 2X y se dejaron flotar 

en la superficie de la solución, para evitar que el aire quede atrapado durante la 

transferencia. Se colocó el gel sobre la superficie del papel filtro que cubre el soporte, y 

sobre éste, la membrana de nylon, de forma que no se formen burbujas entre el gel y la 

membrana. Sobre la membrana se ubicó la pieza de papel filtro restante, y posteriormente 

una columna de papel absorbente con un grosor aproximado de 10 veces el gel. Finalmente 

se colocó un cristal y peso para garantizar la homogeneidad de la transferencia. El tiempo 

de transferencia fue de toda la noche, hasta que el gel quedó reducido a una película fina. 

Luego de desmontar el sistema de transferencia, el gel se retiró junto con la membrana, se 

les dio la vuelta y con un lápiz, a través del gel, se marcaron sobre la membrana cada uno 

de los pozos. Se realizó una pequeña muesca en el borde de la membrana para identificar 

la cara que estuvo en contacto directo con el gel. Se separó el gel de la membrana y este 

se visualizó en el fotodocumentador (Gel Doc™ XR System, Universal Hood II, Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) con el propósito de corroborar la transferencia total del DNA. La 
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membrana se sumergió en SSC 2X por 10-20 min y se colocó sobre papel filtro (Whatman 

3mm) empapado con SSC 10X, para su fijación por UV-Crosslinking (Stratalinker® UV 

Crosslinker 1800, CA, USA). Para esto se emplearon dos pulsos en el modo Autocrosslink 

(120000 microjoules/cm2, 25-50 seg), directamente sobre la cara de la membrana que 

contenía los ácidos nucleicos. Posteriormente, la membrana se colocó sobre papel filtro 

seco y se introdujo en un horno microondas por 2 min a máxima potencia (Angeletti et 

al., 1995). La pre-hibridación, la hibridación y el revelado de la membrana (detección de 

quimioluminiscencia por inmunoensayo enzimático) se llevaron a cabo de acuerdo a las 

especificaciones del fabricante del kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

Starter II (Roche). Se utilizaron temperaturas de hibridación de 55 y 65 oC, toda la noche. 

Se identificaron las cepas mutantes verdaderas por la presencia de una señal única sobre 

una banda con el tamaño esperado, de acuerdo al análisis de restricción. Las cepas 

mutantes identificadas se propagaron y preservaron por ultracongelación (- 80 oC) en 

glicerol al 50%.  

 

6.2.14 Aislamiento de segregantes 

 

En los casos en los cuales no fue posible la obtención de mutantes en ambos sexos, se 

procedió al aislamiento de segregantes a partir de tumores maduros. Para esto, se 

infectaron plántulas de maíz de las variedades Cacahuaxintle y Golden Bantam (Jungseed, 

WI, USA), con una mezcla de las cepas mutantes y silvestres, u otras, según el caso (ver 

apartado 6.4.1). Para lo anterior, se siguió lo reportado por González-Prieto et al. (2014), 

con algunas modificaciones. Los tumores maduros se removieron de las plantas de maíz, 

se desinfectaron con hipoclorito de sodio comercial (Cloralex, 5.4%) por 3 min y 

posteriormente con etanol al 70% por 5 min. Se lavaron con agua desionizada estéril dos 

veces por 5 min y se maceraron en un mortero. Las teliosporas se resuspendieron en una 

solución de CuSO4 al 0.5% por 1 h (agitación 200 rmp), se filtraron (toalla de tela Magitel) 

y se centrifugaron (3500 rpm, 15 min). Las teliosporas obtenidas se lavaron dos veces por 

centrifugación con agua desionizada estéril (3500 rpm, 15 min) y se resuspendieron en 

una solución de antibióticos (ampicilina: 100 µg/ml; kanamicina: 100 µg/ml). A partir de 

la suspensión de teliosporas, se inoculó medio YEPSL suplementado con el antibiótico 
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para selección (higromicina/carboxina). Se incubó a 28 °C, 48-72 h, en agitación a 200 

rmp, y se diluyó seriadamente en base 10. Se plaquearon alícuotas de 100 μl de cada 

dilución en agar YPD suplementado con el antibiótico de selección y se incubó a 28 °C, 

48 h. Se llevó a cabo el escrutinio de las clonas, su propagación en medio selectivo y la 

extracción del DNA genómico (Chavez-Ontiveros et al., 2000; Gonzalez-Prieto et al., 

2014; Hoffman y Winston, 1987). 

 

6.2.15 Identificación de segregantes 

 

La identificación de segregantes se llevó a cabo por reacción Fuzz (ver apartado 6.2.2) y 

PCR (GoTaq® DNA Polimerasa, Promega; Phusion High-fidelity DNA Polymerase, 

Thermo Scientific), amplificando regiones de los genes pra1, pra2, bW1, bW2 y hph 

(higromicina fosfotransferasa), a partir del DNA de las clonas seleccionadas (Gonzalez-

Prieto et al., 2014). Para lo anterior, se utilizaron los siguientes iniciadores: TESTPRA1S, 

5ˋ-CGTGGCTCTGGGTTCTACTTG-3ˋ; TESTPRA1R, 5ˋ-

GACGAGGCTTGCTGGATACTG-3ˋ; TESTPRA2S, 5ˋ-

TGCGAGATCGCCAGCATTGAG-3ˋ; TESTPRA2R, 5ˋ-

TGGCGGTTTGTTGCCCTACAC-3ˋ; Umbw1S, 5ˋ-CTTGGTATAGGTAGCGT-3ˋ; 

Umbw1R, 5ˋ-TCTCTGGGTTACGGTAA-3ˋ; Umbw2S, 5ˋ-

GGCCACGGGGTGAACGGT-3ˋ; Umbw2R, 5ˋ-GTGGGGTTCAGGGGGAG-3ˋ; 

HphS, 5ˋ-ATGGAAAAGCCTGAACTCAC-3ˋ y HphR, 5ˋ-

CTATTCCTTTGCCCTCGG-3ˋ (Comunicación personal: González-Prieto). Se siguieron 

los siguientes programas: pra1/ 96 °C/3 min x 1 repetición; 95 °C/30 seg, 62 °C/30 seg, 

72 oC/24 seg x 35 repeticiones; 72 °C/5 min x 1 repetición; 4 °C α; pra2/ 96 °C/3 min x 1 

repetición; 95 °C/30 seg, 62 °C/30 seg, 72 oC/35 seg x 35 repeticiones; 72 °C/5 min x 1 

repetición; 4 °C α; bW1/ 96 °C/3 min x 1 repetición; 95 °C/30 seg, 56 °C/30 seg, 72 oC/17 

seg x 35 repeticiones; 72 °C/5 min x 1 repetición; 4 °C α; bW2/ 96 °C/3 min x 1 repetición; 

95 °C/30 seg, 65 °C/30 seg, 72 oC/17 seg x 35 repeticiones; 72 °C/5 min x 1 repetición; 4 

°C α; hyg/ 98 °C/30 seg x 1 repetición; 98 °C/15 seg, 60 °C/15 seg, 72 oC/17 seg x 35 

repeticiones; 72 °C/5 min x 1 repetición; 4 °C α. Los productos de amplificación se 

visualizaron en gel de agarosa al 0.8%. En el caso de las cepas con genotipo a1b1, se 
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esperaba amplificación únicamente con los iniciadores de pra1 (396 pb) y bW1 (267 pb), 

y en el caso de las cepas con genotipo a2b2, amplificación únicamente con los iniciadores 

de pra2 (579 pb) y bW2 (267 pb). Si se trataban de cepas que albergaban los casetes de 

interrupción, debían adicionalmente exhibir la amplificación del gen hph (1026 pb). De 

esta forma se seleccionaron las cepas de sexo complementario faltantes y se preservaron 

por ultracongelación (-80 oC) en glicerol al 50%. 

 

6.2.16 Elaboración de construcciones para la complementación de las cepas 

mutantes 

 

Los genes silvestres completos a ser re-introducidos se amplificaron por PCR empleando 

DNA polimerasa de alta fidelidad (Phusion High-fidelity DNA Polymerase, Thermo 

Scientific). Para esto, se utilizaron los iniciadores anidados previamente diseñados para la 

amplificación de los casetes de interrupción (ver apartado 6.2.9). Los productos de PCR 

se clonaron en el plásmido pCR Blunt II TOPO (Invitrogen), siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Los plásmidos se propagaron en E. coli DH5α y se extrajo el DNA 

plasmídico (NucleoSpin Plasmid Easy Pure, MACHEREY-NAGEL). Paralelamente, 

también se llevó a cabo la propagación del plásmido pBS-Cbx y la extracción del DNA 

plasmídico (NucleoSpin Plasmid Easy Pure, MACHEREY-NAGEL), para su digestión 

con las enzimas Not I (Thermo Scientific) o Stu I (Thermo Scientific), las cuales permiten 

la escisión del casete de resistencia a carboxina (1898 pb). La digestión se visualizó en gel 

de agarosa al 0.8%, y la banda correspondiente al casete de resistencia a carboxina fue 

purificada (1898 pb) (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega). Los 

plásmidos que albergaban los genes completos se linealizaron con las enzimas Not I y Sma 

I, según el caso, y se desfosforilaron (Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP), New 

England Biolabs). A continuación, se ligó el casete de resistencia a carboxina con cada 

uno de los plásmidos abiertos, a través de los sitios de restricción compatibles (T4 DNA 

ligasa, New England Biolabs) y el producto circularizado se introdujo en E. coli DH5α. 

Una vez identificadas las clonas con las construcciones correctas, se propagaron, y se 

extrajo el DNA plasmídico (NucleoSpin Plasmid Easy Pure, MACHEREY-NAGEL). 
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6.2.17 Retrotransformación de las cepas mutantes con los casetes de 

complementación 

 

Para la complementación de las cepas mutantes, primero se llevó a cabo la preparación de 

los protoplastos, de acuerdo a lo especificado en el apartado 6.2.10 (Schulz et al., 1990). 

Posteriormente, los plásmidos que albergan las construcciones de interrupción se 

linealizaron con la enzima Ssp I, la cual tiene un sitio de corte único al interior del casete 

de carboxina. La retrotransformación se realizó siguiendo los pasos señalados en el 

apartado 6.2.12, utilizando 5 µg de cada plásmido abierto (Schulz et al., 1990). La 

concentración de carboxina empleada para la selección de las clonas transformantes fue 

de 16 µM, junto con higromicina a 300 µg/ml. La comprobación de las clonas obtenidas 

se realizó a través de la amplificación por PCR del gen silvestre, utilizando los 

oligonucleótidos anidados con los cuales se amplificó previamente la totalidad de cada 

uno de los genes. De igual forma, se amplificó el gen que codifica para la higromicina 

fosfotransferasa (ver apartados 6.2.9 y 6.2.15). En los casos en los que no fue posible 

complementar las cepas mutantes en ambos sexos, se siguió el procedimiento para 

aislamiento de segregantes especificado en el apartado 6.2.14, infectando plántulas de 

maíz con mezclas de cepas mutantes y complementadas. El sexo de las segregantes se 

estableció de acuerdo al apartado 6.2.15, aislándose de esta forma la cepa complementaria 

faltante (Chavez-Ontiveros et al., 2000; Gonzalez-Prieto et al., 2014). Las cepas 

complementadas se preservaron por ultracongelación (-80 oC) en glicerol al 50%. 

 

6.3 OBJETIVO 3 

 

Caracterizar fenotípicamente cepas de U. maydis afectadas en el gen de estudio. 

 

6.3.1 Morfología 

 

Las cepas mutantes se reactivaron a partir de los viales almacenados en ultracongelación, 

utilizando medio YEPSL a 28 oC, 200 rpm, por 24 h. A partir de éste cultivo se llevó a 
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cabo una nueva siembra en medio YEPSL a 28 oC, 200 rpm, 18 h, y posteriormente 

siembras por técnica de agotamiento (Rojas-Triviño, 2011) en agar YPD a 28 oC, 72 h, 

con el propósito de observar la morfología colonial. La morfología microscópica se 

verificó por microscopia de campo claro (Leica DM750, Leica ICC50 HD, Heerbrugg, 

Suiza), contraste de fase (Olympus BX51, Tokio, Japón) y DIC (Leica DMRE, Heerbrugg, 

Suiza), a partir de las colonias y los cultivos en medio líquido. 

 

6.3.2 Coloración con calcofluor blanco 

 

Se prepararon cultivos frescos de U. maydis en YEPSL a 28 oC, 200 rpm, por 18 h. Se 

colectaron las células por centrifugación a 13000 rpm por 3 min y se lavaron dos veces 

con agua desionizada estéril, centrifugando la biomasa a 13000 rpm por 3 min y 

descartando el sobrenadante cada vez. Las células se homogenizaron en 100 µL de agua 

desionizada estéril y se adicionó a la suspensión 1 µL de blanco de calcofluor 1 g/L 

(Sigma). Las células se incubaron a temperatura ambiente por 10 min y se lavaron 3 veces 

por centrifugación (13000 rpm por 3 min). Finalmente, se resuspendieron en un volumen 

final de 100 µL y se observó la fluorescencia (Leica DMRE, Heerbrugg, Suiza).  

 

6.3.3 Cinética de crecimiento en MM 

 

Se llevaron a cabo cinéticas de crecimiento conservativas por triplicado en medio mínimo 

líquido, en las cuales se midió el crecimiento por absorbancia en los tiempos 0, 6, 12, 18, 

24, 30, 36 y 48 h. Para cada cepa se partió de un pre-inóculo en 5 ml de medio YEPSL, 

28 oC, 150 rpm, 18 h de incubación, del cual se tomó 1 ml para la inoculación de 10 ml 

de medio YEPSL que se incubó a 28 oC, 150 rpm, por 18 h. Este cultivo se utilizó como 

inóculo de la prueba, partiendo con aproximadamente con 1 E+05 células/ml en 120 ml 

de volumen final. Los cultivos se mantuvieron a 28 °C, 150 rpm, hasta el final de la prueba. 
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6.3.4 Ensayo de crecimiento relativo en agar 

 

Se centrifugaron cultivos de U. maydis preparados en medio YEPSL a 28 oC, 200 rpm, 

por 24 h; para la recuperación de la biomasa celular. La biomasa obtenida se lavó dos 

veces por centrifugación (3500 rpm, 15 min) y se resuspendió al volumen inicial en agua 

desionizada estéril. Se determinó la concentración celular de las suspensiones por conteo 

en cámara de Neubauer, y se prepararon inóculos a una concentración de 1 E +07 

células/ml. Se verificó que la absorbancia de los inóculos fuera cercana a 0.5 (DU 650 

Spectrophotometer, Beckman Couter, USA). Se llevaron a cabo diluciones seriadas en 

base 10 con agua desionizada estéril y se plaqueó una gota de 10 μl de cada una sobre el 

agar seleccionado. Los cultivos se incubaron a 28 °C por 48-72 h y se comparó el 

crecimiento entre las cepas sembradas (Xoconostle-Cazares et al., 1997).  

 

6.3.5 Transición dimórfica por pH 

 

La evaluación de la transición dimórfica por pH se realizó de acuerdo a lo reportado por 

Ruíz-Herrera et al. (1995). Se prepararon pre-inóculos de U. maydis en 5 ml de medio 

YEPSL a 28 oC, 200 rpm, por 24 h; para la inoculación de 15 ml de medio YEPSL, 

siguiendo las mismas condiciones de incubación, por 18 h. Las células se colectaron por 

centrifugación a 3500 rpm por 15 min, se lavaron dos veces con agua desionizada estéril, 

y se resuspendieron en el volumen inicial. La suspensión de células se incubó a 28 °C por 

2 h a 150 rpm y se lavó nuevamente por centrifugación. Las células se resuspendieron con 

agua desionizada estéril a 1/10 parte del volumen inicial, y se determinó la concentración 

de la suspensión por conteo con cámara de Neubauer. Esta suspensión se mantuvo a 4 °C 

por al menos 15 min (máximo 48 h) y se empleó para la inoculación de MM a pH 7 y a 

pH 3 mantenidos a 37 °C (choque térmico), a una concentración final de 5 E+05 

células/ml. Los cultivos se incubaron a 28 °C, 200 rpm, por 12 h, y se inspeccionaron 

microscópicamente (Leica DM750, Leica ICC50 HD) (Ruiz-Herrera et al., 1995). 
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6.3.6 Ensayos de resistencia al estrés osmótico y al Rojo Congo 

 

De forma similar a los ensayos de crecimiento relativo en agar, se centrifugaron y lavaron 

cultivos de U. maydis obtenidos en YEPSL, 28 °C, 24 h de incubación; y se estandarizaron 

a una concentración de 1 E +07 células/ml, con OD600= 0.5 (DU 650 Spectrophotometer, 

Beckman Couter, USA). Los inóculos se diluyeron serialmente, en base 10, con agua 

desionizada estéril. Una alícuota de 10 µL de cada dilución fue goteada en MC, MC+KCl 

1 M, MC+NaCl 1M, MM, MM+KCl 1 M y MM+NaCl 1 M, MC+Rojo Congo 150 µg/ml. 

Los cultivos se incubaron a 28 °C por 48-72 h y se comparó el crecimiento entre las cepas 

sembradas, a menor crecimiento, mayor sensibilidad (González-Prieto, 2003; Ram y Klis, 

2006; Xoconostle-Cazares et al., 1997; Xue-Franzen et al., 2010). 

 

6.3.7 Ensayos de sensibilidad al estrés oxidativo por difusión de H2O2 en disco 

 

Se plaquearon 150 µl de una suspensión celular de U. maydis a OD600= 0.8 (DU 650 

Spectrophotometer, Beckman Couter, USA), sobre la superficie de MC y MM. Un disco 

de papel filtro estéril de aproximadamente 0.5 cm de diámetro, humedecido con 2 µl de 

H2O2 al 30%, se colocó en medio de cada placa. El diámetro de los halos de inhibición se 

midió luego de 72 h de incubación a 28 °C (Molina y Kahmann, 2007). 

 

6.4 OBJETIVO 4 

 

Determinar la participación del gen caracterizado en la virulencia de U. maydis.  

 

6.4.1 Ensayos de virulencia en maíz 

 

Los ensayos de virulencia se realizaron en invernadero, de acuerdo a lo reportado por 

Kamper (2006) (Kamper et al., 2006). Para cada cepa se partió de pre-inóculos en 5 ml de 

medio YEPSL, 28 oC, 150 rpm, 24 h de incubación, a partir de los cuales se preparó un 

volumen mayor de cultivo en YEPSL a 28 oC, 150 rpm, por 18 h. Se realizaron dos lavados 
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de las células por centrifugación, empleando agua desionizada estéril, y se estandarizaron 

inóculos de las cepas a evaluar a OD600= 3.0. Se prepararon las mezclas correspondientes 

y se infectaron plántulas de maíz de la variedad Golden Bantam (Jungseed, WI, USA), en 

estado de la tercera hoja (12 días posteriores a la siembra). Para esto se inyectaron 100 μl 

de suspensión celular en el tallo de las plantas con una jeringa de insulina estéril, a una 

altura aproximada de 1 cm por encima del nivel del suelo. Los síntomas de la enfermedad 

se evaluaron a los 15 días post- infección. Las categorías para la medición de los síntomas 

empleadas fueron: sin síntomas (0), clorosis y/o antocianinas (1), tumores pequeños (< 1 

cm) (2), tumores grandes (> 1 cm) (3) y planta muerta (4). Se calculó el índice de la 

enfermedad (Gonzalez-Prieto et al., 2014; Martinez-Espinoza et al., 1997; Redkar y 

Doehlemann, 2016; Redkar et al., 2015; Schilling et al., 2014). El análisis estadístico de 

los resultados se realizó en el programa SPSS 23.0. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 OBJETIVO 1 

 

Revisar el estado del arte de la epigenética en organismos eucariotas.  

 

Villota-Salazar, N.A., Mendoza-Mendoza, A., González-Prieto, J.M., 2016. 

Epigenetics: from the past to the present. Frontiers in Life Science 9, 347-370. 

 

En esta revisión se realiza una compilación de los eventos más importantes en la historia 

de la epigenética y se analizan las implicaciones de estos descubrimientos en la 

comprensión del funcionamiento de los organismos eucariotas. Se describen los 

principales mecanismos de regulación epigenética y su forma de actuar como parte del 

código epigenético. Finalmente, se aborda el rol de la epigenética en la aparición de la 

enfermedad, la herencia de características epigenéticas, el surgimiento de la epidemiología 

epigenética y se aborda la posibilidad de que las variaciones surgidas por eventos 

epigenéticos en las poblaciones, sean tenidos en cuenta en los modelos evolutivos 

conocidos. 

En la actualidad, muchos fenómenos biológicos son investigados desde la perspectiva 

epigenética, sin embargo, es un área que por mucho tiempo permaneció desconocida o 

poco comprendida. Recientemente se ha establecido que en los organismos eucariotas la 

ocurrencia de fenómenos epigenéticos está relacionada con la organización del DNA en 

el núcleo. Dicha organización puede cambiar frente a estímulos ambientales, por lo cual 

la epigenética es el punto de conexión entre el genoma y el ambiente. Lo anterior tiene 

claras repercusiones en el surgimiento del fenotipo, y por lo tanto en los diversos procesos 

de diferenciación celular y desarrollo de los organismos (Ver Apéndice). 
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7.2 OBJETIVO 2 

 

Caracterizar un gen correspondiente a una proteína involucrada en la remodelación de la 

cromatina en U. maydis.  

 

7.2.1 Identificación de los genes que codifican para proteínas metiltransferasas de 

histonas y el regulador transcripcional Sin3 en U. maydis. 

 

La búsqueda basada en reportes previos, BLAST y filogenia, permitió la identificación de 

10 genes que codifican para proteínas metiltransferasas de histonas y un gen que codifica 

para el regulador transcripcional Sin3, en el genoma de U. maydis (Cuadro 3, Figura 7 y 

Figura 8). De las 10 proteínas metiltransferasas de histonas encontradas, 6 corresponden 

a metiltransferasas de lisina y 4 a metiltransferasas de arginina. Estas proteínas fueron 

denominadas como XP_011392032, Suv39; XP_011389058, Set1; XP_011388777, 

Set2a; XP_011386282, Set2b; XP_011386379/Set9; XP_011391857, Dot1; 

XP_011392245, Prmt1; XP_011391078, Prmt3; XP_011387335, Prmt4; XP_011387515, 

Prmt5. No se encontraron homólogos para las proteínas Ash/KMT2H, Ezh/KMT6 y 

Set6/AshR.  

Como puede observarse en la Figura 7, a; Ash está presente en hongos como N. crassa y 

M. oryzae. Ésta proteína participa de la metilación de H3K36me2 en Drosophila 

melanogaster y los mamíferos. Por su parte, Ezh se encuentra en hongos como N. crassa, 

M. oryzae y C. neoformans. Ezh está involucrada principalmente en la metilación de 

H3K27. Finalmente, Set6 está en N. crassa, M. oryzae y S. pombe, sin embargo, no existe 

información acerca de la marca epigenética asociada. La filogenia muestra además la 

formación de dos clados principales. El primer clado incluye la agrupación de las proteínas 

Set9, Set2, Ash y Suv39, y de las proteínas Set1 y Ezh, en dos clados diferentes. El 

segundo clado principal abarca a las proteínas Set6 y Dot1. Lo anterior es muy elocuente 

acerca de las relaciones que existen entre estas secuencias. Sorprende que proteínas con 

dominio SET compartan clado con aquellas que no poseen dicho dominio, sin embargo, 

esto podría indicar un origen común. 
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Figura 7. Reconstrucción filogenética de las proteínas metiltransferasas de histonas en algunas 
especies de hongos. a) Árbol filogenético de metiltransferasas de lisina (HKMTs). Método de 

máxima verosimilitud, modelo WAG+G, bootstrap:1000. b) Árbol filogenético de 

metiltransferasas de arginina (PRMTs). Método de máxima verosimilitud, modelo LG+G, 

bootstrap:1000. Se presenta el número de sustituciones por sitio. 

 

En el árbol filogenético de PRMTs (Figura 7, b), también se aprecia la formación de 2 

clados, el primero contiene a las proteínas Prmt1, Prmt3 y Prmt4, el segundo a la proteína 

Prmt5. U. maydis tiene un representante de cada una de estas proteínas. Por su parte, la 

filogenia de Sin3 evidencia que esta proteína de U. maydis es cercana a sus equivalentes 

en C. neoformans, Pneumocystis carinii (basidiomicetos) y S. pombe (ascomiceto). En 

b) 

Prmt1 

Prmt3 

Prmt4/ 
CARM1 

Prmt5 
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todos los casos, la reconstrucción filogenética permitió la confirmación de la identidad de 

las secuencias de trabajo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se puede observar en el Cuadro 4. Los genes identificados se encuentran 

distribuidos a lo largo de varios cromosomas, en su mayoría se localizan en la cadena con 

dirección negativa del DNA (con excepción de SET2B y DOT1) y no poseen intrones (con 

excepción de PRMT5 y SIN3). 

 

7.2.2 Elaboración de los casetes de interrupción para la mutación de los genes de 

estudio 

 

Siguiendo la metodología señalada en el apartado 6.2.9 (Figura 9), se diseñaron los 

oligonucleótidos específicos para la amplificación de los bordes de algunos de los genes 

identificados, así como los oligonucleótidos anidados para la amplificación completa de 

los mismos y de los casetes de interrupción. En los Cuadros 5 y 6 se encuentra el listado 

de iniciadores elaborados. 

Figura 8. Reconstrucción filogenética de las proteínas Sin3 en algunas especies de hongos. 

Método de máxima verosimilitud, modelo LG+G, bootstrap:1000. Se muestra el número de 

sustituciones por sitio. 
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Figura 9. Esquema de la elaboración de los casetes de interrupción para la transformación genética 
de U. maydis. 1. Identificación de los genes de trabajo y diseño de oligonucleótidos específicos 

para la amplificación de los bordes de los genes, incluyendo sitios de restricción Sfi I 

complementarios a los que flanquean el casete con el marcador de selección de resistencia a la 

higromicina en el plásmido pBS-hhn. Diseño de oligonucleótidos anidados para la amplificación 

del gen completo. 2. Amplificación por PCR de los bordes de los genes, clonación en pCR Blunt 

II TOPO y digestión con Sfi I. Obtención del casete de hph por digestión con Sfi I. 3. Ligación de 

los tres fragmentos. Amplificación del casete de interrupción empleando los iniciadores anidados 

previamente diseñados. 
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Gen Borde
Identificación  del 

iniciador
Secuencia 5'- 3'

SUV39SP TCTACCCAGTAGGCAGGCAAGC

SUV39RP ACCGGCCATCTAGGCCGAACCAGCTATCCTGACC

SUV39ST TCGGGCCTGAGTGGCCACATCTCCTAATCCAACC

SUV39RT ACGGTGGAGAGGTGGTGCAAG

SET1SP TTCGCTTTCTGGACCGAGTGC

SET1RP TTCGGCCATCTAGGCCGATTGCTGCGACAGAATG

SET1ST GTAGGCCTGAGTGGCCGGTCAGGCAGAAAACGTG

SET1RT CACGAGCACTGTTCGAATTGG

SET2ASP GTGAATCGTGAATCGGGCGTC

SET2ARP ATGGGCCATCTAGGCCTTGGAGCGATGAATGGGA

SET2AST GTTGGCCTGAGTGGCCCCAAAAACAAAACAAAAG

SET2ART GCATGACTTTGACAAGAGCGAG

SET2BSP CACTGATTTGGGTTACAATCG

SET2BRP TGTGGCCATCTAGGCCCGATCGGAGAGTAAGCTG

SET2BST CACGGCCTGAGTGGCCAGCATGCCATTTTTTGGA

SET2BRT CTCTCAGCCATGACTATAAGC

DOT1SP CGGTCCGGTGTCGAAGTTGTC

DOT1RP ATGGGCCATCTAGGCCGCGGGCAGAATGACGGTG

DOT1ST ATCGGCCTGAGTGGCCAGGTGTGCGCTCCCACAC

DOT1RT AAAGGTCTCGCGGTGAAATAC

PRMT1SP GCTTGATTGTAGAGCGAGTTC

PRMT1RP TCTGGCCATCTAGGCCTGCTGTCCAAGTGAAGAG

PRMT1ST ATTGGCCTGAGTGGCCTTTATTCGTGATTGATAC

PRMT1RT CTGGAGGATATTCTCAGAACG

PRMT3SP AGAAACGTACCACTTCACTGT

PRMT3RP TTTGGCCATCTAGGCCGCTTGCTACAGCTCGGTC

PRMT3ST ACGGGCCTGAGTGGCCAATGCAATCCAGATTTGC

PRMT3RT AGTCGGTATTCAACTTTTGCG

PRMT4SP GATCTCGTGTACGGCTTGTGC

PRMT4RP GCTGGCCATCTAGGCCGTAATATCCAAAATACGC

PRMT4ST CAAGGCCTGAGTGGCCGCACACAGGAAGGAACAT

PRMT4RT GCGCGAAGGCACTCAGACTGA

SIN3SP CATCGAAACGGCTTTACCATC

SIN3RP GAAGGCCATCTAGGCCGCTTGAAATTGATTGATG

SIN3ST TTCGGCCTGAGTGGCCTGCTTCGTTCATGTACTG

SIN3RT CTTAACCGTCTTGCCCAGAAG

2

1

2

1

2

2

1

2

1

2

1

PRMT3

PRMT4

SIN3

1

2

1

2

1

2

1

SUV39

SET1

SET2A

SET2B

DOT1

PRMT1

Cuadro 5. Iniciadores diseñados para la amplificación de los bordes de los genes de 

estudio. 
 

En rojo se señala el sitio de restricción para Sfi I incluido en cada caso. 
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Cuadro 6. Iniciadores anidados diseñados para la amplificación de los genes de trabajo y 

de los casetes de interrupción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A continuación, se muestran los resultados de la amplificación por PCR de los bordes de 

los genes SUV39, SET1, SET2A, SET2B, DOT1, PRMT1, PRMT3, PRMT4 y SIN3 (Figura 

10). Estos promotores y terminadores se clonaron en el plásmido pCR Blunt II TOPO 

(3519 pb, Invitrogen) (Apéndice), y se introdujeron en células de E. coli DH5α para su 

propagación y extracción de DNA plasmídico. Luego del escrutinio de las clonas por 

digestión enzimática, la dirección de la inserción de los fragmentos se corroboró por 

secuenciación y digestión (ejemplos en las Figuras 11 y 12). Los plásmidos obtenidos se 

denominaron como PZ_PromSUV39, PZ_TermSUV39, PZ_PromSET1, PZ_TermSET1, 

PZ_PromPRMT1, PZ_TermPRMT1, PZ_PromSIN3, PZ_TermSIN3, PZ_PromSET2A, 

PZ_TermSET2A, PZ_PromSET2B, PZ_TermSET2B, PZ_PromPRMT3, 

PZ_TermPRMT3, PZ_PromDOT1, PZ_TermDOT1, PZ_PromPRMT4 y 

PZ_TermPRMT4. Una vez establecido el sentido del borde clonado, se liberaron los 

promotores y terminadores empleando la combinación de enzimas especificada en el 

Gen
Identificación del 

iniciador
Secuencia 5' - 3'

AnidSUV39s ACGACCGCGGGGTAGGGCAAC

AnidSUV39r TGATAAGGGAGCAGGCGGAAC

AnidSET1s GACAGGTACGTCAGGTTTCAG

AnidSET1r TGGGTCAGGCGGAGGGTGGAG

AnidSET2as CTATTCTCCCGTAGCTCTTTG

AnidSET2ar TCTATGACGCCGACTTTTCGC

AnidSET2bs GTGAGTAATTCAGGAAGCGGG

AnidSET2br CGCTTTTGTTGTCGTTGACTC

AnidDOT1s CGAAAACAAGTTACGTGTATC

AnidDOT1r GCAGGGTTGTTGGCAGGCTGG

AnidPRMT1s GCGAGTTCATTGTCAGGCACG

AnidPRMT1r ACTACAAGAGCAGCAGCAATG

AnidPRMT3s ACTGTAAAAGCGGTCAACGAG

AnidPRMT3r CGATTGCCACGCTTGAACTCAT

AnidPRMT4s TGTGCGAGCAGGAGCTTGTCG

AnidPRMT4r TGAGACTAAATTTGGATGGAG

AnidSIN3s ATCGACGTGCTTCCTCATCCC

AnidSIN3r AAGGAGGGTCGTAAGTATCAC

PRMT3

PRMT4

SIN3

SUV39

SET1

SET2A

SET2B

DOT1

PRMT1
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Cuadro 7. Los fragmentos de aproximadamente 1000 pb se purificaron a partir del gel 

(Figuras 13) y se determinó su concentración. El borde 2 de SET2B no pudo ser obtenido 

al cortar el plásmido PZ_TermSET2B con Sfi I. Es probable que se haya perdido el sitio 

Sfi I correspondiente. 
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a) 

c) 

b) 

Figura 11. Resultados del escrutinio de clonas y la secuenciación para la identificación de los plásmidos 
PZ_PromSET1 y PZ_TermSET1. a) Liberación de las secuencias promotoras y terminadoras clonadas, a 

partir del DNA plasmídico de algunas de las clonas obtenidas. Primero se muestra el plásmido sin cortar y 

luego el resultado de su digestión. En un círculo rojo se señala el fragmento correspondiente al promotor o 
terminador liberado. Las bandas restantes corresponden a restos del plásmido. En rojo se indica el plásmido 

que se seleccionó para secuenciación. b) Secuencia consenso obtenida luego de la secuenciación de 

PZ_PromSET1. c) Secuencia consenso obtenida luego de la secuenciación de PZ_TermSET1-1. Se 

muestran los sitios de restricción de importancia. 
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c) 

a) 

b) 

Figura 12. Resultados del escrutinio de clonas y la secuenciación para la identificación de los plásmidos 

PZ_PromPRMT1 y PZ_TermPRMT1. a) Liberación de las secuencias promotoras y terminadoras 

clonadas, a partir del DNA plasmídico de algunas de las clonas obtenidas. Primero se muestra el plásmido 

sin cortar y luego el resultado de su digestión. En un círculo rojo se señala el fragmento correspondiente 
al promotor o terminador liberado. Las bandas restantes corresponden a restos del plásmido. En rojo se 

indica el plásmido que se seleccionó para secuenciación.  b) Secuencia consenso obtenida luego de la 

secuenciación de PZ_PromPRMT1-2. c) Secuencia consenso obtenida luego de la secuenciación de 

PZ_TermPRMT1-3. Se muestran los sitios de restricción de importancia. 
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A continuación, a partir de la digestión del plásmido pBS-hhn con la enzima Sfi I, se 

obtuvo el casete que contiene el gen de resistencia a la higromicina, hph (Figura 14). El 

fragmento correspondiente (1884 pb) se purificó a partir del gel y se estableció su 

concentración. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los bordes de cada gen y el casete de resistencia a la higromicina se ligaron, y a partir de 

los productos de ligación, se obtuvieron por PCR (Cuadro 6) las construcciones para la 

transformación genética del hongo (Figura 15).  
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Figura 14. Liberación y purificación del casete de resistencia a la higromicina.  A la izquierda se 

observa el producto de la digestión de pBS-hhn con Sfi I. En rojo se señala el fragmento de 1884 

pb correspondiente al casete de higromicina. A la derecha se encuentra el resultado de su 

purificación. 

 

Figura 15. Resultados de las amplificaciones por PCR realizadas a partir de los productos de 

ligación, empleando los oligonucleótidos anidados. Se esperaban productos de un tamaño 

aproximado a las 4000 pb. Se presentan los casetes de interrupción para los genes SUV39, SET1, 

PRMT1, SIN3, SET2A, PRMT3, DOT1 y PRMT4. 
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Las bandas correspondientes a las construcciones de los genes SUV39, SET1, PRMT1 y 

SIN3, se purificaron y clonaron en los vectores pBlueScript II SK (+) (Apéndice) y pCR 

Blunt II TOPO, previa verificación por digestión con la enzima Sfi I (Figura 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2.4 Interrupción de los genes SUV39, SET1, PRMT1 y SIN3 

 

Con el propósito de establecer si los genes SUV39, SET1, PRMT1 y SIN3 se requieren 

para la virulencia del U. maydis, se procedió a la remoción de los mismos, empleando los 

casetes de interrupción correspondientes. Estos casetes se introdujeron en protoplastos del 

hongo, para ser colocados en el lugar de los genes silvestres por el mecanismo de 

recombinación homóloga (Figura 17). 

Luego de la obtención de clonas en medio selectivo, se llevaron a cabo análisis por PCR 

y Southern blot para la identificación de transformantes. Se encontraron dos cepas 

mutantes para el gen PRMT1, denominadas AV3 (a1b1∆PRMT1) y AV6 (a2b2∆PRMT1), 

una cepa mutante para el gen SET1, denominada OW4 (a1b1∆SET1) y una cepa mutante 

para SUV39, denominada VS1 (a2b2∆SUV39). Todas las clonas escrutadas en búsqueda 

de mutantes para el gen SIN3, arrojaron doble señal. Incluso en la cepa silvestre no fue 

posible obtener una señal única del tamaño esperado. En los carriles correspondientes a 
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Figura 16. Purificación y verificación de las construcciones por digestión enzimática. A la 

izquierda se observan las construcciones para transformación luego de su purificación. A la derecha 

se encuentran los resultados de su digestión con la enzima Sfi I.  En cada caso las bandas 
corresponden al casete de higromicina (1884 pb) y los bordes de los genes (1000 pb). Lo anterior 

se realizó previo a la ligación de cada fragmento a los vectores los vectores pBlueScript II-SK(+) y 

pCR-Blunt II Topo. 

 

C
as

e
te

  

P
R

M
T1

/ 
Sf

i I
 

C
as

e
te

  
SI

N
3

/ 
Sf

i I
 



 
 

136 
 

las transformantes para este gen, en todos los casos una de las dos bandas probablemente 

corresponde al casete insertado en el sitio esperado (Figura 22, 1263 pb). Empleando 

BLAST se estableció que la sonda posiblemente también podría unirse a una secuencia 

del gen que codifica para la proteína UMAG_11718 (Identidad: 100%, E-value: 2e-33, 

Cover: 5%, Gaps: 0%), la cual es homóloga a un transportador MFS. Lo anterior explicaría 

la presencia de la segunda banda. Bajo estas circunstancias, en el primer ensayo, para la 

cepa silvestre se esperarían señales a las 6548 pb y 4986 pb. En las cepas mutantes se 

esperarían señales a las 5285 pb y 1263 pb. Al pareces esto es lo que se observa en la 

Figura 22. Al emplear en el segundo ensayo la misma sonda (Figura 23), no se pudo 

obtener la señal única. En la Figura 18, se esquematiza la estrategia por PCR empleada 

para la identificación inicial de las transformantes, así como algunos de los resultados de 

las amplificaciones. De igual forma, en las Figuras 18-23, se muestran los análisis de 

restricción llevados a cabo para los ensayos de Southern blot, así como los resultados de 

los mismos. 
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1. Casete de interrupción al interior del núcleo del hongo (protoplastos de las 

cepas FB1, FB2 y SG200). 

 

2. Recombinación homóloga.  

3. Reemplazo del gen silvestre por el casete introducido. 
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Figura 17. Esquema del reemplazo de un gen silvestre por el casete de interrupción, en el genoma 

de U. maydis. 
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Figura 18. Representación de la validación de las cepas mutantes por PCR. a) Con el propósito 

de confirmar la mutación de los genes de estudio, se llevaron a cabo reacciones de PCR en DNA 

genómico de las cepas mutantes presuntivas, utilizando dos combinaciones de iniciadores 

diseñados de forma que se abarquen, una región que incluya el marcador de selección y una región 

externa a la empleada para el casete de interrupción, para cada amplificación. b) Amplificaciones 

por PCR de las regiones señaladas en clonas obtenidas a partir de la transformación del hongo 

con el casete para la interrupción de SUV39. 1-0 (a1b1), 1-1 (a2b2), 1-2 (a2b2), 1-3 (a2b2), 1-4 

(a2b2), 1-5 (a2b2), 1-6 (a2b2). 
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a) 

Figura 19. Resultados de la prueba de hibridación de ácidos nucleicos para la búsqueda de 

mutantes de SUV39. a) Análisis de restricción de la región cercana a SUV39 en el genoma de U. 

maydis. El DNA se cortó con Cla I. b) Película de rayos X con los resultados del ensayo. Luego 

de la digestión del DNA y de la hibridación, se buscaba una señal única con tamaño de 8001 pb. 

WT: cepa silvestre FB1 (a1b1), 1-1 (a2b2), 1-4 (a2b2), 1-6 (a2b2), 1-11 (a2b2), 1-13 (a2b2), 1-

15 (a2b2). La cepa 1-1 (a2b2) se denomina VS1. 
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Figura 20. Resultados de la prueba de hibridación de ácidos nucleicos para la búsqueda de mutantes 

de SET1. a) Análisis de restricción de la región cercana a SET1 en el genoma de U. maydis. El DNA 

se cortó con Sac II b) Película de rayos X con los resultados del ensayo. Luego de la digestión del 

DNA y de la hibridación (55 oC), se buscaba una señal única con tamaño de 3537 pb. WT: cepa 

silvestre FB1 (a1b1), 2-1 (a1b1), 2-3 (a1b1), 2-4 (a1b1), 2-8 (a2b2), 2-9 (a2b2), 2-18 (SG200). La 

cepa 2-4 (a1b1) se denomina OW4. Las capas 2-9 y 2-18 parecen estar mezcladas con la cepa 

silvestre. 
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Figura 21. Resultados de la prueba de hibridación de ácidos nucleicos para la búsqueda de mutantes 

de PRMT1. a) Análisis de restricción de la región cercana a PRMT1 en el genoma de U. maydis. El 

DNA se cortó con Cla I. b) Película de rayos X con los resultados del ensayo. Luego de la digestión 

del DNA y de la hibridación (55 oC), se buscaba una señal única con tamaño de 3718 pb. WT: cepa 

silvestre FB1 (a1b1), 3-21 (SG200), 3-2 (a1b1), 3-7 (a2b2), 3-5 (a2b2), 3-20 (a2b2). 3-2 (a1b1) se 

denomina AV3 y 3-7 (a2b2) se denomina AV6. 3-5 y 3-20 presentan inserciones ectópicas. 
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Figura 22. Resultados de la prueba de hibridación de ácidos nucleicos para la búsqueda de 

mutantes de SIN3. a) Análisis de restricción de la región cercana a SIN3 en el genoma de U. maydis. 

El DNA se cortó con EcoR I b) Película de rayos X con los resultados del ensayo. Luego de la 

digestión del DNA y de la hibridación (55 oC), se buscaba una señal única con tamaño de 1263 pb. 

WT: cepa silvestre FB1 (a1b1), 4-1 (a1b1), 4-4 (a1b1), 4-6 (a1b1), 4-7 (a1b1), 4-10 (a2b2), 4-11 

(a2b2). En ningún caso se obtuvo señal única.  
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Figura 23. Resultados de la prueba de hibridación de ácidos nucleicos para la búsqueda de 

mutantes de SIN3, empleando un nuevo patrón de restricción. a) Nuevo análisis de restricción 

de la región cercana a SIN3 en el genoma de U. maydis. El DNA se cortó con Apa I. b) Película 

de rayos X con los resultados del ensayo. Luego de la digestión del DNA y de la hibridación 

(65 oC), se buscaba una señal única con tamaño de 4671 pb. WT: cepa silvestre FB1 (a1b1), 4-

3 (a1b1), 4-4 (a1b1), 4-5 (a1b1), 4-10 (a2b2), 4-11 (a2b2), 4-13 (a2b2). En ningún caso se 

obtuvo señal única. 
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7.2.5 Aislamiento de segregantes 

 

Los compañeros sexuales de las cepas OW4 (a1b1∆SET1) y VS1 (a2b2∆SUV39), se 

obtuvieron infectando plántulas de maíz con mezclas de las cepas mutantes y silvestres 

compatibles. Los tumores producidos se procesaron para la obtención y germinación de 

las teliosporas. La identificación de las segregantes obtenidas en medio selectivo se realizó 

por PCR, empleando oligonucleótidos específicos para la amplificación de los genes pra1, 

pra2, bW1, bW2 y hph (6.2.15). Las cepas confirmadas se denominaron como OW1 

(a2b2∆SET1) y VS2 (a1b1∆SUV39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* * 

* 

Figura 24. Resultados de la amplificación por PCR de los genes pra1, pra2, bW1, bW2 y hph, a 

partir del DNA de las segregantes recuperadas. a) Resultados obtenidos a partir de las segregantes 

producto de la mezcla de OW4 (a1b1∆SET1) X FB2 (a2b2). b) Resultados obtenidos a partir 

de las segregantes producto de la mezcla de FB1 (a1b1) X VS1 (a2b2∆SUV39). pra1: 396 pb, 

pra2: 579 pb, bW1: 267 pb, bW2: 267 pb, hph: 1026 pb. Se señala con asterisco rojo la cepa 

escogida por poseer el patrón de amplificación esperado.  
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7.2.6 Elaboración de los casetes de complementación y retro-transformación de las 

cepas mutantes  

 

Las construcciones para complementación se elaboraron a partir de la amplificación por 

PCR de los genes silvestres respectivos, desde la región promotora a la terminadora, y su 

clonación en el plásmido pCR Blunt II TOPO (Invitrogen) (Apéndices). La orientación de 

la inserción se verificó por digestión enzimática. De esta forma, se obtuvieron los 

plásmidos PZ_genSET1 y PZ_genPRMT1, a los cuales, se les incorporó el casete de 

resistencia a la carboxina proveniente del vector pBS-Cbx (Figura 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 25. Esquema de la elaboración de las construcciones para complementación. A partir del 

plásmido pBS-Cbx (izquierda) se escindió el casete de resistencia a la carboxina por digestión con 

Not I. Este casete se ligó al plásmido PZ_genPRMT1 a través del sitio Not I (derecha). El plásmido 

PZ_CompPRMT1 resultante, se cortó con la enzima Ssp I para su linealización e introducción a 

protoplastos de las cepas mutantes. 
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Los plásmidos que albergan los casetes de complementación se denominaron 

PZ_CompSET1, PZ_CompPRMT1, y se introdujeron linealizados en protoplastos de las 

cepas mutantes. A partir del escrutinio de clonas en medio selectivo con carboxina e 

higromicina, se identificaron por PCR las cepas retro-mutantes COW4 

(a1b1∆SET1::SET1) y CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1) (Figura 26). Las cepas retro-

transformantes sexualmente compatibles correspondientes se obtuvieron por medio del 

aislamiento de las segregantes de las mezclas de COW4 (a1b1∆SET1::SET1) x OW1 

(a2b2∆SET1) y de CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1) x AV6 (a2b2∆PRMT1) (Figuras 27 y 

28). En todos los casos y a lo largo de este proceso, el sexo de las cepas fue verificado por 

reacción Fuzz. 
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Figura 26. Verificación por ensayo de PCR de la presencia del gen silvestre previamente 

removido, así como del casete de higromicina empleado para su interrupción, en el DNA de las 

clonas obtenidas luego del ensayo de complementación. (PRMT1: 2999 pb, SET1: 6337 pb, hph: 

1026 pb). Se indica en rojo las clonas seleccionadas en base a su patrón de amplificación. 
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Figura 27. Identificación de segregantes de COW4 (a1b1∆SET1::SET1) x OW1 (a2b2∆SET1), 

del sexo a2b2. pra1: 396 pb, pra2: 579 pb, bW1: 267 pb, bW2: 267 pb. Se indica en rojo las 

clonas seleccionadas en base a su patrón de amplificación. 
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Figura 28. Identificación de segregantes de CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1) x AV6 

(a2b2∆PRMT1), del sexo a2b2. pra1: 396 pb, pra2: 579 pb, bW1: 267 pb, bW2: 267 pb. Se indica 

en rojo las clonas seleccionadas en base a su patrón de amplificación. 
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7.3 OBJETIVO 2 

 

Caracterizar fenotípicamente cepas de U. maydis afectadas en el gen de estudio 

 

7.3.1 Morfología 

 

La exploración morfológica de las cepas mutantes arrojó resultados diversos. En cuanto a 

la morfología macroscópica, se encontró que las colonias de las cepas VS2 (a1b1∆SUV39) 

y VS1 (a1b1∆SUV39) no presentan alteraciones en la apariencia, forma, tamaño y 

pigmentación, con respecto a las colonias de las cepas silvestres FB1 (a1b1) y FB2 (a2b2). 

Las cepas silvestres usualmente forman colonias de tamaño mediano a grande, poseen 

pigmentación de color crema, son lisas a rugosas, de borde irregular, opacas y suaves al 

contacto (Figura 29). Microscópicamente, al comparar las células de estas cepas mutantes, 

con las células de las cepas silvestres, tampoco se observaron diferencias. Las células 

silvestres normalmente se presentan como estructuras alargadas, en forma de bastón, que 

poseen una longitud aproximada de 7.5 µm (1.5-10.5 µm) (Figura 30). Por su parte, las 

colonias de AV3 (a1b1∆PRMT1) y AV6 (a2b2∆PRMT1) evidencian ligeras diferencias 

con respecto a las colonias de fenotipo silvestre. Al observar en detalle el crecimiento de 

las colonias mutantes, el primer hallazgo apreciable es que presentan una mayor 

rugosidad, debido a que los pliegues que forman son más pronunciados. El segundo 

hallazgo es que el tamaño entre colonias de la misma cepa es variable, en un rango que va 

de colonias pequeñas a medianas, pero no grandes. Como en el caso anterior, la morfología 

microscópica de las cepas mutantes se mantiene intacta, sin alteraciones (Figura 29). 

Las colonias de las cepas OW4 (a1b1∆SET1) y OW1 (a2b2∆SET1) se caracterizan por 

ser puntiformes, umbilicadas, opacas, de pigmentación café oscuro, borde regular y 

consistencia arenosa. La pigmentación es más intensa en el reverso de la caja y se 

incrementa a medida que avanza el tiempo de incubación, siendo evidente desde las 48 h 

(Figura 29). Al microscopio, aproximadamente el 80% de las células de estas colonias 

presentan una morfología modificada, muy alargada, formando micelios cortos 

segmentados. En algunos de estos micelios pequeños se pueden observar segmentos 
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vacíos desprovistos de citoplasma. A diferencia de las colonias de FB1 (a1b1) y de FB2 

(a2b2), las colonias de OW4 (a1b1∆SET1) y de OW1 (a2b2∆SET1) son difíciles de 

resuspender en agua para su observación. En concordancia con el hallazgo anterior, las 

células de OW4 (a1b1∆SET1) y de OW1 (a2b2∆SET1) son más largas y delgadas respecto 

a las células silvestres cuando crecen en medio líquido. La longitud de las células mutantes 

se incrementa en tanto lo hace el tiempo de incubación (Figura 31). Cuando estas cepas 

se cultivan en MM líquido, el caldo adquiere la pigmentación café característica. 

La tinción con calcofluor no reveló alteraciones en la formación de la pared celular o de 

los septos de división de las cepas mutantes. En el caso de las cepas OW4 (a1b1∆SET1) 

y OW1 (a2b2∆SET1), en ocasiones no ocurre la separación por el septo entre las células 

madre e hija al dividirse, dando lugar a la formación de los micelios septados cortos 

(Figuras 32 y 33). La reintroducción del gen SET1 en el locus de carboxina, revierte los 

cambios morfológicos macroscópicos y microscópicos descritos (Figura 34).  

 

7.3.2 Crecimiento 

 

El crecimiento de las cepas mutantes se evaluó a través de una cinética de crecimiento en 

MM y ensayos de crecimiento relativo en agar.  El análisis estadístico de los resultados de 

la cinética de crecimiento indica que existen diferencias en el crecimiento asociadas a las 

cepas (F=13.383, p= 0.002). De acuerdo a la prueba de Tukey, las cepas se agrupan en 

dos subconjuntos, como se observa en el Cuadro 8. La cepa AV3 (a1b1∆PRMT1) mostró 

un crecimiento similar al de la cepa silvestre FB1 (a1b1), sin embargo, ambas son 

superadas por la cepa VS2 (a1b1∆SUV39). A pesar de que la cepa OW4 (a1b1∆SET1) se 

agrupa con VS2 (a1b1∆SUV39), es probable que el incremento en los valores de 

absorbancia de esta, registrados en los tiempos finales de la prueba, obedezca a 

absorbancia asociada con la pigmentación café que adquiere el MM a medida que avanza 

el tiempo de incubación, y no a un mayor crecimiento por parte de OW4 (a1b1∆SET1) 

(Figura 35). El ensayo de crecimiento relativo en MC no reveló diferencias en el 

crecimiento de las cepas mutantes respecto a las cepas silvestres (Figura 36). 
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a) 

b) 

c) 

d) 

e) 

f) 

g) 

h) 

Figura 29. Morfología colonial de las cepas silvestres y mutantes en YPD, 72 h, 28 °C. a) FB1 

(a1b1) b) FB2 (a2b2), c) AV3 (a1b1∆PRMT1), d) VS1 (a2b2∆SUV39), e) OW4 (a1b1∆SET1), 

f) Detalle de OW4 (a1b1∆SET1), g) OW1 (a2b2∆SET1), h) Detalle de OW1 (a2b2∆SET1). Se 

observa la pigmentación café de las colonias de OW4 (a1b1∆SET1) y OW1 (a2b2∆SET1). 
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a) 

b) 

c) 

Figura 30. Morfología celular de a) FB2 (a2b2), b) VS1 (a2b2∆SUV39), c) AV3 

(a1b1∆PRMT1). Contraste de fase, 100X, Ph 3, tamaño de la barra: 10 µm. 
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a) b) 

c) d) e) 

f) g) 

h) i) 

Figura 31. Morfología celular de FB1 (a1b1) y OW4 (a1b1∆SET1). a) Células de una colonia 

de FB1 (a1b1), b) Células de una colonia de OW4 (a1b1∆SET1), c-e) Micelio desprovisto de 

citoplasma en células de una colonia de OW4 (a1b1∆SET1), f y h) Células de FB1 (a1b1), g e 

i) Células de OW4 (a1b1∆SET1). Contraste de fase, 100X, Ph 3, tamaño de la barra: 10 µm. 
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Empleando ese mismo método se evaluó el crecimiento de las cepas en varias 

temperaturas y fuentes de carbono. En agar YPD, a temperaturas de incubación de 37 o C 

y 17 o C, las cepas mutantes VS2 (a1b1∆SUV39) y VS1 (a2b2∆SUV39) no evidenciaron 

diferencias en el crecimiento respecto a la contraparte silvestre en las mismas condiciones. 

Las cepas AV3 (a1b1∆PRMT1) y AV6 (a2b2∆PRMT1) se mostraron sensibles a ambas 

a) 

b) 

c) 

Figura 32. Tinción con calcofluor blanco de las células de a) FB1 (a1b1), b) VS1 

(a2b2∆SUV39), c) AV3 (a1b1∆PRMT1). Panel de la izquierda: DIC, 100X, panel de la derecha: 

fluorescencia, 100X.  
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temperaturas, principalmente a la de 37 o C, observándose un notable retraso en el 

crecimiento. La cepa complementada CAV6 (a2b2∆PRMT1::PRMT1) tuvo igual 

comportamiento que la cepa silvestre. En cuanto a OW4 (a1b1∆SET1) y OW1 

(a2b2∆SET1), su crecimiento está ligeramente retrasado en ambas temperaturas. Las 

cepas pierden la capacidad de sintetizar el pigmento café a temperatura de 17 o C (Figuras 

37 y 38). La síntesis de este pigmento es dependiente de la temperatura (Figura 39). La 

cepa COW4 (a1b1∆SET1::SET1) muestra un crecimiento equivalente al de la cepa 

silvestre, en ambas condiciones (Figuras 37 y 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Tinción con calcofluor blanco de las células de a) FB1 (a1b1), b) OW1 

(a2b2∆SET1). Panel de la izquierda: DIC, 100X, panel de la derecha: fluorescencia, 100X.  

a) 

b) 
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Cepa N 

Subconjunto 

1 2 

AV3 (a1b1∆PRMT1) 3 ,300233  

FB1 (a1b1) 3 ,304767  

VS2 (a1b1∆SUV39) 3  ,377833 

OW4 (a1b1∆SET1) 3  ,383475 

Se visualizan las medias para los grupos en los 

subconjuntos homogéneos. Alfa = ,05. 

 

 

Respecto al crecimiento en fuentes de carbono alternativas, este se evaluó en maltosa, 

glicerol y sacarosa. Las cepas mutantes se desarrollaron de igual forma que las silvestres 

en todos los casos, por lo que no se encontraron retrasos en el desarrollo (Figuras 40, 41 

y 42). No obstante, en las cepas OW4 (a1b1∆SET1) y OW1 (a2b2∆SET1) se observó la 

perdida de la capacidad para sintetizar el pigmento café en presencia de glicerol. La 

síntesis de este pigmento también es dependiente de la fuente de carbono (Figura 43).  

 

a) b) 

Figura 34. Reversión del fenotipo mutante por la remoción del gen SET1, luego del ensayo de 

complementación. a) Colonias de COW4 (a1b1∆SET1::SET1). b) Células de COW4 

(a1b1∆SET1::SET1), campo claro, 100X. 
 

a) b) 

Cuadro 8. Resultados de la prueba de Tukey para la determinación de diferencias en 

el crecimiento de las cepas evaluadas. 
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Figura 35. Cinética de crecimiento en MM de las cepas FB1 (a1b1), AV3 (a1b1∆PRMT1), OW4 

(a1b1∆SET1) y VS2 (a1b1∆SUV39).  El disparo en la absorbancia de la cepa OW4 (a1b1∆SET1) 

puede explicarse por la acumulación del pigmento café oscuro, a lo largo del tiempo. El 

crecimiento de VS2 (a2b2∆SUV39) es significativamente mayor que el de las cepas restantes.  
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Figura 36. Ensayo de crecimiento relativo en agar MC, 28 oC, 72 h. 2 repeticiones. 
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 Figura 37. Evaluación del crecimiento en agar YPD a una temperatura de incubación de 37 o C, 

48 h, 3 repeticiones. 
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 Figura 38. Evaluación del crecimiento en agar YPD a una temperatura de incubación de 17 o C, 

72 h, 3 repeticiones. 
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7.3.3 Reacción Fuzz 

 

Como se mencionó previamente, el ensayo de reacción Fuzz se empleó para la 

confirmación del sexo de las cepas a lo largo de los procesos de generación de mutantes 

y aislamiento de segregantes. No obstante, esta es una herramienta útil para el 

establecimiento de la función de los genes interrumpidos, en la conjugación y fusión de 

células sexualmente compatibles de U. maydis. Producto de los resultados obtenidos a 

partir de las combinaciones de cepas realizadas, se estableció que no existen alteraciones 

en la capacidad de apareamiento en las cepas mutantes, con excepción de las de la mezcla 

AV3 (a1b1∆PRMT1) X AV6 (a2b2∆PRMT1), las cuales evidencian una reducción de la 

intensidad de la reacción al aparearse entre sí. En los casos donde las reacciones resultaron 

normales, se presume que los genes ausentes en esas cepas no son necesarios durante esta 

etapa del ciclo de vida del hongo y viceversa (Figuras 44, 45 y 46). 

 

7.3.4 Transición dimórfica por pH 

 

U. maydis es un organismo dimórfico que tiene la capacidad de filamentar a pH ácido. Se 

evaluó si las cepas mutantes generadas mantenían la capacidad de filamentar en esta 

condición. Se encontró en todos los casos que dicha capacidad se mantiene, sin embargo, 

en el caso de la cepa OW4 (a1b1∆SET1) se observa que la filamentación es mayor y más 

rápida (hiperfilamentación) (Figuras 47 y 48).  

Figura 39. La síntesis del pigmento en las cepas mutantes de SET1 es dependiente de la 

temperatura. 
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Figura 43. La síntesis del pigmento en las cepas mutantes para set1 es dependiente de la fuente de 

carbono. 
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Figura 44. Resultados del ensayo de reacción Fuzz entre las cepas FB1 (a1b1) FB2 (a2b2), 

VS2 (a1b1∆SUV39) y VS1 (a2b2∆SUV39). 
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Figura 46. Resultados del ensayo de reacción Fuzz entre las cepas FB1 (a1b1) FB2 (a2b2), 

OW4 (a1b1∆SET1), OW1 (a2b2∆SET1), COW4 (a1b1∆SET1::SET1), COW1 

(a2b2∆SET1::SET1). 
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Figura 45. a y b) Resultados del ensayo de reacción Fuzz entre las cepas FB1 (a1b1) FB2 

(a2b2), AV3 (a1b1∆PRMT1), AV6 (a2b2∆PRMT1), CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1), 

CAV6 (a2b2∆PRMT1::PRMT1) y SG200. 
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7.3.5 Sensibilidad al estrés oxidativo 

 

En las células el potencial redox se encuentra balanceado por sistemas encargados para tal 

fin. Si en el medio se presentan desviaciones de los valores que son normalmente tolerados 

por un tiempo prolongado, se habla de la presencia de estrés oxidativo. El estrés oxidativo 

puede causar la muerte de las células, lo que se traduce en menor crecimiento (Breitenbach 

et al., 2015). Los ensayos de susceptibilidad al estrés oxidativo en MC (Figura 48) 

revelaron que la cepa mutante VS2 (a1b1∆SUV39), presenta igual sensibilidad al estrés 

por H2O2 que la cepa FB1 (a1b1) (t= -0.280, p= 0.783). No obstante, se encontraron 

diferencias significativas en sensibilidad entre las cepas FB1 (a1b1), AV3 (a1b1∆PRMT1) 

y CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1) (F= 18.043, p= 0.000), y las cepas FB1 (a1b1), OW4 

(a1b1∆SET1) y COW4 (a1b1∆SET1::SET1) (F= 5.464, p= 0.011). De acuerdo a la prueba 

de Tukey, la cepa mutante AV3 (a1b1∆PRMT1) es más sensible al H2O2 que la cepa 

silvestre. A su vez, la cepa CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1) presenta menor sensibilidad 

al H2O2 que la cepa silvestre. De otra parte, la cepa OW4 (a1b1∆SET1) es más susceptible 

al estrés oxidativo que la cepa FB1 (a1b1), mientras la cepa COW4 (a1b1∆SET1::SET1) 

muestra un fenotipo intermedio entre OW4 (a1b1∆SET1) y FB1 (a1b1) (Cuadros 8 y 9, 

Figura 49). 

 

7.3.6 Sensibilidad al Rojo Congo 

 

El Rojo Congo es un colorante aniónico que perturba la pared celular fúngica. Como en 

el caso anterior, a mayor sensibilidad al compuesto, se registra un menor crecimiento del 

hongo. Al exponer las cepas mutantes a una concentración de 150 µg/ml de Rojo Congo, 

no se observó susceptibilidad incrementada en las cepas VS2 (a1b1∆SUV39) y VS1 

(a2b2∆SUV39), respecto al fenotipo silvestre. Sin embargo, las cepas AV3 

(a1b1∆PRMT1), AV6 (a2b2∆PRMT1), CAV6 (a2b2∆PRMT1::PRMT1), OW4 

(a1b1∆SET1) y OW1 (a2b2∆SET1), mostraron una notable reducción en su crecimiento. 

Este fenotipo se revierte con la re-introducción del gen silvestre en el caso de la cepa 

COW4 (a1b1∆SET1::SET1), sin embargo, no ocurre lo mismo con la cepa CAV3 

(a1b1∆PRMT1::PRMT1) (Figura 50). 
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7.3.7 Sensibilidad al estrés osmótico 

 

Se evaluó la sensibilidad de las cepas frente al estrés osmótico, empleando una 

concentración 1 M de KCl y NaCl. Se encontró que las cepas mutantes VS2 

(a1b1∆SUV39), VS1 (a2b2∆SUV39), AV3 (a1b1∆PRMT1) y AV6 (a2b2∆PRMT1), no se 

comportan de forma diferente a la cepa FB1 (a1b1), cuando se encuentran bajo 

concentraciones altas de sal en el medio de cultivo (Figuras 51 y 52). Por su parte, el 

crecimiento de las cepas OW4 (a1b1∆SET1) y OW1 (a2b2∆SET1), se vio notablemente 

afectado y fue casi nulo en el caso del medio con NaCl. Este fenotipo se revierte en la 

cepa complementada COW4 (a1b1∆SET1::SET1) (Figura 53). 
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a) b) 

d) c) 

e) f) 

Figura 48. Resultados de las pruebas de resistencia al estrés oxidativo en MC. a) FB1 (a1b1), b) 

AV3 (a1b1∆PRMT1), c) VS2 (a1b1∆SUV39), d) OW4 (a1b1∆SET1), e) CAV3 

(a1b1∆PRMT1::PRMT1), f) COW4 (a1b1∆SET1::SET1). 
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Cepa N 

Subconjunto para alfa = 0.05 

1 2 3 

CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1) 6 1,9417   

FB1  (a1b1) 10  2,2050  

AV3 (a1b1∆PRMT1) 10   2,4900 

Sig.  1,000 1,000 1,000 

 

 

 

Cepa N 

Subconjunto para alfa = 

0.05 

1 2 

FB1 (a1b1) 10 2,2050  

COW4 

(a1b1∆SET1::SET1) 
6 2,4333 2,4333 

OW4 (a1b1∆SET1) 10  2,4850 

Sig.  ,071 ,858 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 9. Resultados de la prueba de Tukey para establecer diferencias entre la 

sensibilidad al H2O2 de las cepas FB1 (a1b1), AV3 (a1b1∆PRMT1) y CAV3 

(a1b1∆PRMT1::PRMT1). 

Cuadro 10. Resultados de la prueba de Tukey para establecer diferencias entre la 

sensibilidad al H2O2 de las cepas FB1 (a1b1), OW4 (a1b1∆SET1) y COW4 

(a1b1∆SET1::SET1). 

Figura 49. Diagrama de barras de error de la media del diámetro del halo de inhibición registrado 

por cepa. FB1 (a1b1), AV3 (a1b1∆PRMT1), OW4 (a1b1∆SET1), VS2 (a1b1∆SUV39), CAV3 

(a1b1∆PRMT1::PRMT1) y COW4 (a1b1∆SET1::SET1). Barras de error: 95% IC. 
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Figura 50. Resultados de la prueba de sensibilidad al Rojo Congo. Se realizaron 3 repeticiones. 
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Figura 52. Resultados de las pruebas de sensibilidad al estrés oxidativo para las cepas mutantes 

en PRMT1. Se realizaron 3 repeticiones. 
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7.4 OBJETIVO 3 

 

Determinar la participación del gen caracterizado en la virulencia de U. maydis.  

 

Con el propósito de establecer si los genes interrumpidos están involucrados en la 

virulencia del hongo, se llevaron a cabo ensayos de patogenicidad en invernadero 

empleando plántulas de maíz de la variedad Golden Bantam. A continuación, se 

presentarán en conjunto los resultados de dos ensayos independientes. En el Cuadro 11 se 

encuentran los puntajes asignados de acuerdo a la escala de severidad empleada para 

evaluar los síntomas de la enfermedad, así como el índice de la enfermedad 

correspondiente. Al observar los índices de la enfermedad de los tratamientos FB1 (a1b1) 

X FB2 (a2b2), VS2 (a1b1∆SUV39) X VS1 (a2b2∆SUV39), FB1 (a1b1) X VS1 

(a2b2∆SUV39), los valores registrados para la mezcla de cepas silvestres y la mezcla de 

mutantes, son prácticamente los mismos. El índice de la enfermedad de FB1 (a1b1) X 

VS1 (a2b2∆SUV39) es ligeramente menor. El diagrama de barras en la Figura 54 muestra 

un comportamiento muy similar de los síntomas registrados entre estos tres tratamientos.  

El análisis estadístico indica que no existen diferencias significativas entre estos 

tratamientos (F= 1.213, p= 0.298), lo que indica que la virulencia de estas cepas mutantes 

no está afectada. 

Al comparar los índices de la enfermedad de los tratamientos FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2), 

AV3 (a1b1∆PRMT1) X AV6 (a2b2∆PRMT1), FB1 (a1b1) X AV6 (a2b2∆PRMT1), FB1 

(a1b1) X CAV6 (a2b2∆PRMT1::PRMT1) y CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1) X CAV6 

(a2b2∆PRMT1::PRMT1), el valor más alto registrado es el correspondiente a la mezcla 

de cepas silvestres. Con valores considerablemente menores se ubican los tratamientos 

AV3 (a1b1∆PRMT1) X AV6 (a2b2∆PRMT1) y FB1 (a1b1) X AV6 (a2b2∆PRMT1), por 

lo cual se consideran menos agresivos. Finalmente, se encontró un valor notablemente 

bajo de índice de la enfermedad en la mezcla de CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1) X CAV6 

(a2b2∆PRMT1::PRMT1), lo cual indica una marcada reducción en la virulencia (Cuadro 

11). En el diagrama de barras se observa claramente cómo se incrementa el porcentaje de 

plantas sanas, disminuye el porcentaje de tumores grandes (> 1 cm) y desaparecen las 
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plantas muertas y/o marchitas, en los tratamientos AV3 (a1b1∆PRMT1) X AV6 

(a2b2∆PRMT1) y FB1 (a1b1) X AV6 (a2b2∆PRMT1). En la mezcla de FB1 (a1b1) X 

CAV6 (a2b2∆PRMT1::PRMT1) ocurre una ligera recuperación de la virulencia, 

representada por un incremento en las plantas con tumores grandes (> 1 cm) y la 

reaparición de las plantas muertas y/o marchitas. En concordancia con el índice de la 

enfermedad, el tratamiento CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1) X CAV6 

(a2b2∆PRMT1::PRMT1) es el que muestra el mayor porcentaje de plantas sanas y con 

clorosis y/o antocianinas, así como el menor porcentaje con tumores pequeños (< 1 cm) y 

grandes (> 1 cm) (Figura 55). El análisis estadístico indica que existen diferencias 

significativas entre los tratamientos (K= 162.263, p= 0.000), los cuales se agrupan como 

se observa en el Cuadro 12. La virulencia de AV3 (a1b1∆PRMT1) X AV6 (a2b2∆PRMT1) 

es significativamente menor a la de FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2). 

 

0%
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70%
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90%

100%

FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2) VS2 (a1b1∆SUV39) X 
VS1 (a1b1∆SUV39) 

FB1  (a1b1) X VS1 
(a1b1∆SUV39) 

Sin síntomas
Clorosis y/o antocianinas
Tumores pequeños (<1 cm)
Tumores grandes (>1cm)
Plantas muertas/ marchitas

Figura 55. Cuantificación de los síntomas de la enfermedad por U. maydis, en las plantas que 

fueron infectadas con las mezclas de FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2), FB1 (a1b1) X VS1 

(a2b2∆SUV39). 
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FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2) AV3 (a1b1∆PRMT1) X 
AV6 (a2b2∆PRMT1)

FB1  (a1b1) X AV6 
(a2b2∆PRMT1)

FB1  (a1b1) X CAV6 
(a2b2∆PRMT1::PRMT1) 

CAV3 
(a1b1∆PRMT1::PRMT1)  

X CAV6 
(a2b2∆PRMT1::PRMT1) 

Sin síntomas
Clorosis y/o antocianinas
Tumores pequeños (<1 cm)
Tumores grandes (>1cm)
Plantas muertas/ marchitas

Cuadro 12. Resultados del análisis estadístico post hoc, para la determinación de diferencias 

en la virulencia entre las mezclas de FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2), AV3 (a1b1∆PRMT1) X AV6 

(a2b2∆PRMT1), FB1 (a1b1) X AV6 (a2b2∆PRMT1), FB1 (a1b1) X CAV6 

(a2b2∆PRMT1::PRMT1) y CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1) X CAV6 

(a2b2∆PRMT1::PRMT1). 

Figura 56. Cuantificación de los síntomas de la enfermedad por U. maydis, en las plantas que fueron 

infectadas con las mezclas de FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2), AV3 (a1b1∆PRMT1) X AV6 
(a2b2∆PRMT1), FB1 (a1b1) X AV6 (a2b2∆PRMT1), FB1 (a1b1) X CAV6 

(a2b2∆PRMT1::PRMT1) y CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1) X CAV6 (a2b2∆PRMT1::PRMT1). 

1 2 3 4

CAV3 (a1b1∆PRMT1::PRMT1 )  X CAV6 

(a2b2∆PRMT1::PRMT1 ) 
300,763

FB1  (a1b1 ) X AV6 (a2b2∆PRMT1 ) 404,279

FB1  (a1b1 ) X CAV6 

(a2b2∆PRMT1::PRMT1 ) 
455,985 455,985

AV3 (a1b1∆PRMT1 ) X AV6 

(a2b2∆PRMT1 )
483,779

FB1 (a1b1 ) X FB2 (a2b2 ) 596,313

El nivel de significancia es 0,05

SUBCONJUNTO
TRATAMIENTO



 
 

182 
 

Respecto a los tratamientos FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2), OW4 (a1b1∆SET1) X OW1 

a2b2∆SET1), FB1 (a1b1) X OW1 (a2b2∆SET1), FB1 (a1b1) X COW1 

(a2b2∆SET1::SET1) y COW4 (a1b1∆SET1::SET1) X COW1 (a2b2∆SET1::SET1), los 

las mezclas de  FB1 (a1b1) X OW1 (a2b2∆SET1) y FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2) muestran 

los valores más altos de índice de la enfermedad, seguidos de cerca por OW4 

(a1b1∆SET1) X OW1 a2b2∆SET1). Los índices más bajos corresponden a los 

tratamientos FB1 (a1b1) X COW1 (a2b2∆SET1::SET1) y COW4 (a1b1∆SET1::SET1) X 

COW1 (a2b2∆SET1::SET1), por lo cual son los menos virulentos (Cuadro 11). En el 

diagrama de barras el porcentaje de distribución de los síntomas es similar entre los 

tratamientos FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2) y FB1 (a1b1) X OW1 (a2b2∆SET1), mientras que 

en el tratamiento OW4 (a1b1∆SET1) X OW1 a2b2∆SET1), se observa un porcentaje 

ligeramente mayor de plantas sanas, así como la ausencia de plantas muertas y/o marchitas 

(Figura 56).  
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Figura 57. Cuantificación de los síntomas de la enfermedad por U. maydis, en las plantas que fueron 

infectadas con las mezclas de FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2), OW4 (a1b1∆SET1) X OW1 

a2b2∆SET1), FB1 (a1b1) X OW1 (a2b2∆SET1), FB1 (a1b1) X COW1 (a2b2∆SET1::SET1) 

y COW4 (a1b1∆SET1::SET1) X COW1 (a2b2∆SET1::SET1). 
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Nuevamente, la distribución de los síntomas entre FB1 (a1b1) X COW1 

(a2b2∆SET1::SET1) y COW4 (a1b1∆SET1::SET1) X COW1 (a2b2∆SET1::SET1), es 

similar. Son los tratamientos con mayores porcentajes de plantas sanas y con clorosis y/o 

antocianinas. El análisis estadístico indica que existen diferencias significativas entre los 

tratamientos (K= 235.366, p= 0.000), y estos se agrupan de acuerdo a lo observado en el 

Cuadro 13. No existen diferencias entre la virulencia de los tratamientos FB1 (a1b1) X 

FB2 (a2b2) y OW4 (a1b1∆SET1) X OW1 a2b2∆SET1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Figura 58 se encuentra el comparativo entre los tumores grandes de las hojas para 

algunos de los tratamientos, al término de los ensayos de virulencia. Como puede 

observarse, al final de las pruebas de patogenicidad, los tumores obtenidos en la mezcla 

de cepas silvestres ya han empezado su maduración. Esta se aprecia por el 

ennegrecimiento de los tumores generados, señal de que se han formado las teliosporas. 

Respecto a los tumores generados por la mezcla de OW4 (a1b1∆SET1) X OW1 

a2b2∆SET1), la mayoría de estos aún se encuentran inmaduros (> 90%) y evidencian una 

producción alta de antocianinas. De igual manera, al término de la prueba, los tumores 

formados a partir de la mezcla de AV3 (a1b1∆PRMT1) X AV6 (a2b2∆PRMT1) están aún 

inmaduros (> 95%) y se observan blancos o de color crema. Los tumores producidos a 

Cuadro 13. Resultados del análisis estadístico post hoc, para la determinación de 

diferencias en la virulencia entre las mezclas de FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2), OW4 

(a1b1∆SET1) X OW1 a2b2∆SET1), FB1 (a1b1) X OW1 (a2b2∆SET1), FB1 (a1b1) X 

COW1 (a2b2∆SET1::SET1) y COW4 (a1b1∆SET1::SET1) X COW1 

(a2b2∆SET1::SET1). 

1 2

COW4 (a1b1∆SET1::SET1 ) X COW1 

(a2b2∆SET1::SET1 ) 
265,768

FB1  (a1b1 ) X COW1 (a2b2∆SET1::SET1 ) 292,398

OW4 (a1b1∆SET1 ) X OW1 (a2b2∆SET1 ) 522,529

FB1 (a1b1 ) X FB2 (a2b2 ) 550,04

FB1 (a1b1 ) X OW1 (a2b2∆SET1 ) 589,573

El nivel de significancia es 0,05

TRATAMIENTO
SUBCONJUNTO
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partir de VS2 (a1b1∆SUV39) X VS1 (a2b2∆SUV39) son los que se muestran en su mayoría 

más oscuros, por lo que se infiere son los que alcanzaron un mayor grado de maduración. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es notorio que, a diferencia de lo que se observa en los otros tratamientos, los tumores de 

VS2 (a1b1∆SUV39) X VS1 (a2b2∆SUV39) se forman fundamentalmente en la vena 

principal de la hoja, de forma compacta. Lo anterior, podría indicar que la mutación de 

SUV39 altera la capacidad de dispersión del hongo en la hoja.  

 

 

 

 

Figura 58. Comparación de los tumores generados en las hojas de las plantas de maíz. a) Control, 

b) FB1 (a1b1) X FB2 (a2b2), c) OW4 (a1b1∆SET1) X OW1 a2b2∆SET1), d) AV3 

(a1b1∆PRMT1) X AV6 (a2b2∆PRMT1), e) VS2 (a1b1∆SUV39) X VS1 (a2b2∆SUV39). 
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8 DISCUSIÓN 

 

Como se mencionó anteriormente, la epigenética se ha consolidado como la primera línea 

de investigación que se emplea para la explicación de una gran variedad de fenómenos 

biológicos, desde la base de las patologías humanas y de la virulencia de los patógenos 

causantes de algunas de estas enfermedades; hasta las alteraciones del sistema inmune de 

las plantas inducidas por patógenos, la producción de metabolitos secundarios en los 

microorganismos, la herencia transgeneracional de características adquiridas por 

influencia ambiental, la evolución y la variabilidad fenotípica de los organismos, entre 

muchos otros. Para esto, el estudio de la epigenética ha requerido de buenos modelos 

experimentales, entre los más reconocidos se encuentran Arabidopsis thaliana, Zea mays, 

Tetrahymena, Paramecium, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Mus 

musculus, y por supuesto, los hongos (Allis et al., 2007; Dubey y Jeon, 2017). 

En general, los hongos han sido modelos muy informativos en el estudio de eventos 

epigenéticos, debido a que son organismos relativamente sencillos, sus mecanismos 

epigenéticos se conservan a lo largo de los eucariotas, poseen genomas pequeños carentes 

de cantidades altas de repeticiones, y son amigables para su manipulación y modificación 

en el laboratorio. Hasta el momento, la mayoría de los trabajos en modelos fúngicos se 

han centrado en el estudio de hongos no patogénicos tales como S. cerevisiae, S. pombe y 

N. crassa, los cuales han aportado valiosos conocimientos sobre los principales 

mecanismos de regulación epigenética, así como de los mecanismos de regulación 

epigenética alternativos exclusivos de los hongos. No obstante, el número de trabajos 

relacionados con las bases epigenéticas del proceso patogénico de los hongos que atacan 

a las plantas, o con la modulación epigenética del crecimiento y la patogenicidad de los 

fitopatógenos fúngicos, aún es muy pobre (Dubey y Jeon, 2017; Smith et al., 2012).  

Los hongos fitopatógenos son organismos relevantes, no solamente por la severidad de 

las enfermedades que producen y las pérdidas económicas asociadas, sino por la 

diversidad de estrategias que han desarrollado para colonizar a las plantas. Estas 
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estrategias involucran transiciones morfológicas, la síntesis de estructuras patogénicas, la 

producción de factores de virulencia y el despliegue de mecanismos de adaptación; 

sucesos que, en su conjunto, constituyen eventos de diferenciación celular y desarrollo. 

La especialización de las células de los organismos eucariotas se encuentra bajo 

regulación epigenética. Es por lo anterior que, para la comprensión total de este tipo de 

organismos, se requiere no solo del conocimiento de sus mecanismos de virulencia, 

evolución y adaptación, sino también del rol que tiene la epigenética en cada uno de estos 

aspectos de los fitopatógenos fúngicos (Doehlemann et al., 2017; Dubey y Jeon, 2017). 

U. maydis es uno de los organismos modelo más empleados en la actualidad para la 

investigación de procesos muy diversos, y es considerado uno de los 10 fitopatógenos 

fúngicos más importantes desde el punto de vista científico-económico, a nivel mundial 

(Dean et al., 2012). Como se ha visto, U. maydis es un basidiomiceto que se propaga 

fácilmente en medios definidos, posee una fase de crecimiento haploide levaduriforme 

que forma colonias compactas y que, en mezcla con células haploides sexualmente 

compatibles, puede infectar plántulas de maíz. Los síntomas de la enfermedad se observan 

luego de los primeros 6 días de infección y el ciclo de vida del hongo se completa después 

de 15 días. Para que esto suceda, el hongo atraviesa por una fase dicarionte filamentosa, 

para finalmente formar tumores repletos de esporas diploides, que, al germinar, dan origen 

a cuatro células haploides. U. maydis posee un sistema de recombinación homóloga 

remarcablemente eficiente, que ha facilitado el desarrollo de una considerable cantidad de 

herramientas moleculares para su investigación. Adicionalmente, se ha demostrado que 

U. maydis está relacionado de forma más cercana con los humanos que con las levaduras, 

y que existen muchas proteínas que son compartidas únicamente entre U. maydis y el H. 

sapiens. Estas y muchas otras características han hecho de U. maydis un modelo muy 

interesante y práctico para su estudio (Dean et al., 2012). 

A nivel epigenético, U. maydis se caracteriza por no poseer la maquinaria necesaria para 

metilar el DNA, llevar acabo el silenciamiento génico a través de iRNA, o mecanismos 

como RIP. No obstante, como en el caso de la mayoría de los patógenos fúngicos de 

plantas, existen pocos trabajos relacionados con su epigenética. Nosotros decidimos 

indagar a cerca de la relación que existe entre algunos genes que codifican para proteínas 
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que participan de la remodelación de la cromatina y la virulencia de U. maydis. Para esto, 

primero identificamos en el hongo los genes que codifican para proteínas metiltransferasas 

de histonas y el regulador transcripcional Sin3. Las metiltransferasas de histonas son 

enzimas escritoras del código epigenético, altamente conservadas, que catalizan la 

transferencia de grupos metilo provenientes del donador SAM, a las terminaciones de las 

histonas, para señalizar la activación o la represión de los genes. Existen dos grupos de 

metiltransferasas de histona: de lisina (HKMTs) y de arginina (PRMTs). Estas enzimas se 

han relacionado con procesos de señalización, control del ciclo celular, proliferación, 

apoptosis, metabolismo secundario, desarrollo y virulencia, en eucariotas. Por su parte, el 

co-represor Sin3 es una proteína andamio que hace parte de diferentes complejos de 

desacetilasas de histonas. Debido a lo anterior, Sin3 se encuentra asociado principalmente 

a la represión de la cromatina. Sin3 es una proteína altamente conservada, desde las 

levaduras, hasta los mamíferos, que está involucrada en procesos como la proliferación 

celular, diferenciación, apoptosis, senescencia, regulación de rutas metabólicas y del ciclo 

celular (Grzenda et al., 2009; Kadamb et al., 2013; Laurie et al., 2012; Laurie et al., 2013; 

Pham et al., 2015). 

La búsqueda en el genoma de U. maydis nos permitió la identificación de 10 genes que 

codifican para proteínas metiltransferasas de histonas, y de un gen que codifica para el 

regulador transcripcional Sin3. Dentro de las enzimas metiltransferasas de histonas, 6 

corresponden a HKMTs y 4 a PRMTs. Comúnmente, las HKMTs se agrupan en dos 

grandes familias, las proteínas que poseen dominio SET y las que tiene dominio DOT1. 

Sin embargo, no existe disponible una clasificación más detallada para los eucariotas, o 

que organice las HKMTs fúngicas hasta ahora reportadas. Murcia-Garzón (2016) propone 

a partir de su clasificación molecular de HKMTs en eucariotas, que existen 7 subfamilias 

denominadas SET1, SET2, SET7, SETD8, SUV39, SUV40 y EZ. Las subfamilias que 

encontramos en este estudio son Suv39/KMT1, Set9/KMT5, Set2/KMT3, Ash/KMTH2, 

Set1/KMT2, Ezh/KMT6, Set6/AshR y Dot1/KMT4, en concordancia a lo reportado en M. 

oryzae por Pham et al. (2015). Al parecer, las subfamilias SET7 y SETD8 no tienen 

representantes en los hongos, y la subfamilia SUV40 es equivalente a la subfamilia Set9 

(Veerappan et al., 2008).  
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Como era de esperarse, en este trabajo la mayoría de subfamilias con dominio SET se 

agruparon en un clado único, con excepción de las proteínas de la subfamilia Set6/AshR, 

las cuales sorprendentemente comparten clado con las proteínas que no poseen dominio 

SET (DOT1). La posible función de Set6 aún no ha sido definida. En U. maydis no se 

encuentran miembros de la subfamilia Set6/AshR, lo mismo ocurre con las subfamilias 

Ezh/KMT6 y Ash/KMTH2. Freitag (2017) reportó la ausencia de la metilación de H3K27 

en U. maydis, modificación que está asociada con las enzimas Ezh/KMT6. Se ha 

encontrado que la pérdida de la facultad de metilar tanto el DNA, como H3K27, es un 

evento frecuente en los hongos. Es el caso de S. cerevisiae, S. pombe, Mucor 

circinelloides, Rhizopus oryzae, Allomyces macrogynus y Batrachochytrium 

dendrobatidis, entre otros. A pesar de que parece existir una relación obvia entre estas dos 

modificaciones represoras de la transcripción (5mC y H3K27), esta no ha sido aún 

caracterizada apropiadamente (Rose y Klose, 2014). Por su parte, la ausencia de proteínas 

de la subfamilia Ash/KMTH2, involucrada en la metilación de H3K36, puede ser suplida 

en U. maydis por las proteínas de la subfamilia Set2/KMT3. Veerappan et al. (2008) 

proponen que Ash/KMTH2 y Set2/KMT3 conforman una familia única, y los resultados 

de nuestra filogenia señalan que estas subfamilias son muy cercanas entre sí. De acuerdo 

a estos resultados, U. maydis tiene la capacidad de metilar las posiciones H3K4, H3K9, 

H3K36, H3K79 y H4K20. 

Respecto a la reconstrucción filogenética de PRMTs, U. maydis posee miembros en las 

cuatro subfamilias hasta ahora reportadas en los hongos, por lo que potencialmente puede 

llevar a cabo las marcas que han sido descritas para estas proteínas. Las subfamilias Prtm1, 

Prmt3 y Prmt4/CARM1 (PRMTs tipo I), comparten un ancestro común, mientras la 

subfamilia Prmt5 (PRMT tipo 2), se localiza en un clado diferente. Prmt1 y Prmt4 están 

asociadas a la activación de la transcripción, mientras Prmt5, al silenciamiento génico. La 

subfamilia Prmt4 está ausente por completo en ascomicetos filamentosos, y la función de 

Prmt3 es desconocida (Brosch et al., 2008). Finalmente, el árbol filogenético de Sin3 

evidencia que esta proteína en U. maydis es, como era de esperarse, cercana a otras 

proteínas homólogas de los basidiomicetos. A diferencia de lo que ocurre en otros 

organismos como S. pombe, A. thaliana y H. sapiens, en el genoma de U. maydis solo 
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existe un gen que codifica para esta proteína. En todos los casos, las filogenias nos 

permitieron corroborar la identidad de las secuencias de trabajo. 

Después de la elaboración de las construcciones de interrupción de varios de los genes 

que codifican para metiltransferasas de histonas y Sin3 en U. maydis, se obtuvieron 

mutantes para los genes SUV39, SET1 y PRMT1, en los sexos a1b1 y a2b2. Inicialmente 

se consideró que los ensayos de Southern blot para la identificación de mutantes del gen 

SIN3 no fueron exitosos, debido a la presencia de una doble señal tanto en el DNA 

silvestre, como transformante. Sin embargo, se demostró que la sonda empleada hibridaba 

tanto con el gen de estudio, como con el inmediatamente adyacente en el genoma 

(cromosoma 6), situación que es la causa de la doble señal. Teniendo en cuenta esta 

circunstancia, y que en las cepas transformantes se obtiene consistentemente señal al 

tamaño esperado que indica la presencia de la mutación, se considera que las cepas 

transformantes evaluadas en realidad corresponden a cepas ∆SIN3. Para obtener señal 

única, se requiere del diseño de una nueva sonda. Un ensayo de PCR del marco de lectura 

abierto de SIN3 también sería útil para demostrar la ausencia del gen. Debido a la 

interpretación inicial errada (inserciones ectópicas del casete de interrupción), no se 

procedió al análisis de estas cepas. 

De las proteínas correspondientes a los genes SUV39, SET1 y PRMT1, la metiltransferasa 

de arginina Prmt1, demostró que se requiere para la virulencia completa de U. maydis en 

la planta de maíz. La mezcla de mutantes AV3 (a1b1∆PRMT1) X AV6 (a2b2∆PRMT1) 

generó un incremento del 13.2% en las plantas sanas, del 6% en plantas con clorosis y/o 

antocianinas y una reducción del 16.2 % en plantas con tumores grandes (> 1 cm), con 

respecto a la mezcla de cepas silvestres. La virulencia no se recupera al mezclar FB1 

(a1b1) X AV6 (a2b2∆PRMT1) (silvestre y mutante). Al termino de los ensayos de 

invernadero, los tumores generados por la mezcla de mutantes evidenciaron retraso en su 

maduración. La ausencia de Prmt1 además ocasiona alteraciones ligeras en la morfología 

colonial, susceptibilidad aumentada frente a temperaturas de crecimiento bajas y altas, 

sensibilidad incrementada a la exposición a H2O2 y al Rojo Congo, y una ligera alteración 

en la capacidad de apareamiento entre las cepas mutantes de ambos sexos. 
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A pesar de que Prmt1 es una proteína altamente conservada a lo largo de los hongos, sus 

funciones no han sido caracterizadas experimentalmente en los hongos que atacan a las 

plantas. Existe un único reporte de la participación de esta proteína en el proceso 

patogénico de un fitopatógeno fúngico. Es el caso de F. graminearum, un ascomiceto 

conocido por ser el principal agente causal del tizón de la cebada, el trigo y otros cereales. 

En F. graminearum, la interrupción de AMT1 (PRMT1) ocasiona defectos en el 

crecimiento del hongo y la infección de las plantas. Adicionalmente, la cepa mutante 

exhibe sensibilidad incrementada al H2O2, al SDS, y la reducción de la producción del 

factor de virulencia DON. Se considera que en su conjunto, todos estos defectos 

contribuyen a la disminución de la virulencia de F. graminearum en la planta de maíz 

(Wang et al., 2012). De forma similar a la mutación de AMT1, la mutación de PRMT1 en 

U. maydis ocasiona reducción de la virulencia, y aumento de la sensibilidad al H2O2 y a 

agentes que generan estrés en la membrana celular. La capacidad para enfrentarse a 

condiciones de estrés hiperosmótico en ambos casos está intacta, por lo que AMT1 y 

PRMT1 son dispensables para este tipo de respuestas. En A. nidulans, la interrupción de 

rmtA (PRMT1) genera igualmente la reducción del crecimiento del hongo ante 

condiciones de estrés oxidativo (Bauer et al., 2010). 

Uno de los primeros mecanismos de defensa que poseen las plantas frente al ataque de 

agentes patógenos es la “explosión oxidativa”, la cual consiste en una producción alta y 

localizada (en el sitio de penetración) de especies reactivas de oxigeno (ROS) (H2O2, O2
-

, O2, OH-), con el propósito de controlar e inhibir el crecimiento de los patógenos. Además 

de ser agentes antimicrobianos, ROS actúan como mensajeros secundarios locales y 

sistémicos que desencadenan otras respuestas del sistema inmune de las plantas (Camejo 

et al., 2016). En U. maydis, la ausencia de Pep1, una proteína que inhibe la peroxidasa del 

maíz y por lo tanto la “explosión oxidativa”; provoca una fuerte respuesta de la planta, la 

acumulación de H2O2 y la detención del proceso invasivo del hongo en la etapa de 

penetración epidermal (Hemetsberger et al., 2012). De igual forma, la mutación del gen 

que codifica para el factor de transcripción Yap1p, ocasiona el incremento de la 

sensibilidad del hongo al H2O2 y la reducción de su virulencia. Existe un incremento en la 

acumulación de H2O2, alrededor de la hifa de la cepa mutante. Yap1p actúa como un 

sensor redox para la detoxificación de ROS, regulando la expresión de genes que se 
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requieren para tal fin (Molina y Kahmann, 2007). Estas son evidencias de que el 

incremento de la sensibilidad al H2O2 observado por la interrupción de PRMT1 en U. 

maydis, puede ser una de las causas de la reducción de su virulencia. Prmt1 participa de 

la regulación de genes involucrados en la respuesta al estrés oxidativo. 

El Rojo Congo es un colorante que se une a compuestos fibrilares, evitando la formación 

de puentes de hidrógeno entre cadenas de polisacáridos y otras macromoléculas. En los 

hongos, este compuesto inhibe la correcta cristalización de la quitina, interfiriendo con el 

ensamblaje de la pared celular (Ruiz-Herrera, 2016). La susceptibilidad incrementada al 

Rojo Congo es una señal de que existen defectos en la pared celular de las mutantes en 

PRMT1. Generalmente, esta condición indica la existencia de niveles elevados de quitina, 

producto de la activación de la ruta de respuesta al estrés de la pared celular en el hongo, 

ante un estado de debilitamiento de la misma (Ram y Klis, 2006). En N. crassa, la 

interrupción de amt-1 (PRMT1) ocasiona sensibilidad incrementada frente al inhibidor de 

la síntesis de ergosterol, voriconazol; por lo que AMT1 puede estar involucrada en 

procesos relacionados con la integridad de la membrana celular (Feldman et al., 2013). Lo 

anterior, sumado a la sensibilidad de la mutante de U. maydis a temperaturas altas y bajas, 

puede condicionar su habilidad de adaptarse a condiciones adversas en el ambiente, siendo 

más susceptible a condiciones hostiles. En S. cerevisiae, algunas mutantes de HMT1 

(PRMT1), son sensibles a temperaturas bajas (McBride et al., 2000). Prmt1 posiblemente 

regula genes implicados en la conformación o integridad de la pared celular y en la 

respuesta al estrés, lo que ocasiona una pérdida de viabilidad en las mutantes. Lo anterior 

probablemente contribuye a la disminución de la virulencia registrada (Richie et al., 

2009). 

La disminución de la intensidad de la reacción Fuzz entre las mutantes de PRMT1 es un 

indicativo de que Prmt1 participa de la regulación de genes relacionados con el 

apareamiento y/o posterior desarrollo del filamento dicariótico. En este caso, el defecto se 

corrige al mezclar las cepas mutantes con las cepas silvestres. Las alteraciones en la 

conjugación y el desarrollo filamentoso posterior, afectan directamente la virulencia, 

debido a que estos son pasos obligatorios para que el hongo pueda infectar exitosamente 

a la planta del maíz. No existen reportes previos de proteínas ortólogas a Prmt1 que estén 
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involucradas en el dimorfismo en otros hongos. En U. maydis, la remoción de HOS2 

(desacetilasa de histonas) produjo un hallazgo similar, al interferir con la transición 

dimórfica. Esta condición, afectó significativamente la virulencia del hongo (Elias-

Villalobos et al., 2015). En la levadura C. albicans, la interrupción de HOS2 provoca, a 

temperaturas altas, la hiperfilamentación del organismo en medio sólido (McBride et al., 

2007). En U. maydis, la mutación de GCN5 (acetiltransferasa de histonas) genera un 

fenotipo micelial constitutivo que es independiente de las condiciones de pH y no afecta 

el apareamiento (Gonzalez-Prieto et al., 2014). En nuestro caso, la capacidad de las 

mutantes en PRMT1 de llevar a cabo la transición dimórfica por pH, permanece intacta. 

En modelos como N. crassa, C. cinérea y F. graminearum, PRMT1 es necesario para el 

crecimiento y desarrollo, sin embargo, existen otros modelos que, como U. maydis, no 

requieren del gen para estos procesos. Como ejemplos se encuentran S. cerevisiae, C. 

albicans, A. nidulans y A. flavus (Bauer et al., 2010; Feldman et al., 2013; McBride et al., 

2007; Nakazawa et al., 2010; Satterlee et al., 2016; Wang et al., 2012; Yu et al., 2006). 

Adicionalmente, la interrupción de PRMT1 no afecta el crecimiento del hongo sobre 

fuentes de carbono complejas. En S. cerevisiae, HMT1 (PRMT1) es importante para la 

formación y manteamiento de la cromatina silenciada, y para el silenciamiento telomérico 

(Milliman et al., 2012). Es posible que, como ocurre en otros organismos, la remoción de 

PRMT1 ocasione la reducción de la marca H4R3me2 a lo largo del genoma de U. maydis, 

y esta sea la causa de los fenotipos registrados.  

Respecto a la interrupción de SET1, se encontró que esta afecta notablemente la 

morfología celular y colonial de U. maydis, ocasiona hipersensibilidad al H2O2, al Rojo 

Congo y al NaCl, genera hiperfilamentación a pH 3.0, la producción de un pigmento café 

que da color a las colonias y el retraso en la maduración de los tumores en la planta de 

maíz con una producción alta de antocianinas. Se determinó que estos defectos no afectan 

significativamente la virulencia del hongo y que, Set1 no participa de la regulación del 

proceso patogénico hasta la formación de tumores. En los ascomicetos C. albicans, M. 

oryzae, F. graminearum y F. fujikuroi, Set1 es importante para la virulencia (Janevska et 

al., 2018b; Liu et al., 2015b; Pham et al., 2015; Raman et al., 2006), sin embargo, en A. 

fumigatus, la deficiencia de las marcas H3K4me2 y H3K4me3 no altera la virulencia de 
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hongo en modelo murino (Palmer et al., 2013). No existen reportes en hongos 

fitopatógenos biótrofos o basidiomicetos. En otros organismos fúngicos, la función del 

Set1 podría no estar vinculada a la virulencia. 

Si bien, como ya se indicó, la mutación de SET1 no ocasiona la disminución de la 

virulencia, un hallazgo importante es el retraso en la maduración de los tumores 

producidos por la mezcla de mutantes, con respecto a los generados por la mezcla de cepas 

silvestres, así como la producción alta de antocianinas en los mismos. La inducción de la 

producción de antocianinas por parte de la planta, es un mecanismo que utiliza U. maydis 

para evitar la lignificación de esta y facilitar así la propagación del hongo en sus tejidos 

(Lanver et al., 2017). En U. maydis, la interrupción de TIN2, gen que hace parte del cluster 

más largo identificado en el hongo (19A), produce como fenotipo la carencia total de 

acumulación de antocianinas en los tejidos de la planta. Tin2 (proteína efectora de 

secreción) interactúa con la proteína citoplasmática del maíz ZmTTK1, evitando su 

ubiquilación y degradación. La estabilización de ZmTTK1 por parte de Tin2, hace que el 

factor de transcripción ZmR1, el cual induce genes para la biosíntesis de antocianinas, se 

localice en el núcleo (Brefort et al., 2014; Lanver et al., 2017; Tanaka et al., 2014). La 

desregulación de Tin2 podría potenciar la ruta de síntesis de antocianinas. Set1 puede estar 

encargado de la regulación de algunos de los pasos de éste proceso. 

Alteraciones morfológicas similares a las encontradas en U. maydis, se han reportado en 

mutantes de SET1 de otros organismos como S. cerevisiae y C. albicans (Nislow et al., 

1997; Raman et al., 2006; South et al., 2013). En U. maydis la remoción de Set1 ocasiona 

un notable alargamiento y adelgazamiento de las células en medio líquido, y la formación 

de pequeños filamentos tanto en medio líquido, como en sólido. La tinción con calcofluor 

blanco demostró que, entre algunas células madre e hija no se produce la separación luego 

de la división celular, lo que genera pequeños micelios septados. En S. cerevisiae, Set1 es 

importante para la segregación cromosomal en la mitosis, al metilar la proteína Dam1del 

cinetocoro. Existe una intercomunicación entre las modificaciones sobre las histonas y las 

modificaciones sobre proteínas no histonas, por lo que los cambios en los estados de las 

cromatina pueden señalizar cambios funcionales en otras proteínas celulares y 

maquinarias (Latham et al., 2011; Zhang et al., 2005). En A. nidulans se demostró que 
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para que se produzca una mitosis exitosa, el complejo Set1/COMPASS tiene que cooperar 

con las kinasas NIMA y CDK1. El complejo Set 1 regula la entrada en mitosis con CDK1, 

y su progresión con NIMA (Govindaraghavan et al., 2014). En base a nuestros hallazgos, 

es posible que en U. maydis exista un defecto en la división celular, probablemente en la 

citocinesis, asociado a la carencia de Set1. 

Lo anterior, sumado a los defectos encontrados en las cepas mutantes en respuesta a 

agentes que generan estrés en la pared celular, también podría indicar la presencia de 

alteraciones en la estructura y/o composición de este organelo, en tanto es el responsable 

de la morfología del organismo (Gow et al., 2017). En S. cerevisiae, las mutantes en SET1 

poseen una pared celular 10-20% más delgada respecto a las células silvestres, así como 

bajos niveles de ergosterol. El ergosterol es el único esterol de la membrana fúngica y 

regula su fluidez, grosor, permeabilidad, biogénesis y función (Nislow et al., 1997; Zhang 

y Rao, 2010). En M. oryzae, aproximadamente la mitad de los genes que se activan o se 

reprimen durante la morfogénesis asociada con la infección, son dependientes de Set1 

(Pham et al., 2015) No se puede descartar que la tendencia a formar micelios en 

condiciones normales de crecimiento, y la hiperfilamentanción observada a pH ácido, se 

deban a alteraciones de la ruta PKA-cAMP (Gold et al., 1994; Martinez-Espinoza et al., 

2004; Nadal et al., 2008; Sanchez-Martinez y Perez-Martin, 2001). Set1 podría actuar 

como un inhibidor de la filamentación. En C. albicans, la desacetilasa de histonas Hos2 

lleva a cabo este papel (Zacchi et al., 2010). 

Nadal-Ribelles et al. (2015), establecieron que la metilación de H3K4 determina la 

especificidad de los complejos remodeladores de la cromatina hacia los genes de respuesta 

al estrés osmótico. En presencia de la marca, los genes de respuesta al estrés son 

remodelados por el complejo RSC, permitiendo su inducción a través de una 

reorganización nucleosomal fuerte. La ausencia de esta remodelación llevaría a 

deficiencias en la expresión de los genes de respuesta a estrés. Es posible también que, 

ante la ausencia de la metilación de H3K4, otros complejos remodeladores diferentes a 

RSC, suplan esta función. La hipersensibilidad al H2O2, al Rojo Congo y al estrés 

osmótico de la cepa mutante en SET1 de U. maydis podría explicarse por la regulación 

que Set1 ejerce normalmente sobre las respuestas a estrés. En F. graminearum, por 
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ejemplo, la mutación tiene un efecto contrario al incrementar la resistencia del hongo a 

agentes que dañan la pared celular (Liu et al., 2015b). 

Recientemente, se reportó en U. maydis que la mutación del gen Rrm75, el cual codifica 

para una proteína chaperona del RNA, ocasiona morfología colonial de dona, disminución 

en el apareamiento y del crecimiento filamentoso posterior al apareamiento, y virulencia 

reducida. La mutante también exhibe mayor sensibilidad al estrés por temperatura, 

acumulación de pigmento café, H2O2 y peroxisomas. La acumulación de H2O2 hace que 

esta cepa sea más susceptible a la aplicación de H2O2 externo. La mutación igualmente 

induce el incremento en la actividad de la enzima catalasa. La aplicación exógena de 

catalasa alivia la acumulación de H2O2  en esta cepa. Como se abordó previamente, los en 

los organismos aerobios la primera línea de defensa contra la acumulación de ROS, es el 

incremento en la actividad de las principales enzimas antioxidantes, tales como la 

superóxido dismutasa y la catalasa (Krumova et al., 2009; Rodriguez-Pina et al., 2019). 

Se ha encontrado que en organismos como A. nidulans, A. fumigatus y F. graminerarum, 

la metilación de H3K4 es importante para la regulación del metabolismo secundario. En 

A. nidulans y A. fumigatus, la ausencia de esta marca permite la expresión de clusters de 

metabolitos secundarios crípticos y gliotoxina; en F. graminearum, ocasiona que los 

niveles de producción de DON y del pigmento aurofusarina sean bajos (Bok et al., 2009; 

Liu et al., 2015b; Palmer et al., 2013). En U. maydis encontramos que la mutación de 

SET1 desencadena la producción de un pigmento color café de composición desconocida, 

en las colonias del hongo y los medios de crecimiento. Las células no adquieren la 

coloración. La producción de este pigmento es dependiente de temperatura (no se sintetiza 

a temperaturas bajas), y es dependiente de la fuente de carbono de crecimiento (no se 

produce en presencia de glicerol). Como se mencionó anteriormente, la mutación de 

Rrm75 en U. maydis también induce la acumulación de pigmento café a temperaturas de 

28 oC y 37 oC, pero no a 15 oC. En este caso, se estableció que dicho pigmento corresponde 

a melanina. La melanina es un pigmento multifuncional que está involucrado en la defensa 

contra el estrés ambiental, como la exposición a la luz ultravioleta, agentes oxidantes y 

radiación ionizante. Se ha reportado que la melanina confiere a los hongos la capacidad 

de sobrevivir a ambientes hostiles, tolerancia a la desecación en temperaturas extremas, 
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quimio-protección al absorber radicales libres, resistencia a la actividad de enzimas 

hidrolíticas, metales pesados y antimicrobianos, protección contra el estrés oxidativo y la 

radiación UV (Goncalves et al., 2012; Rodriguez-Pina et al., 2019). En C. neoformans se 

demostró que las células melanizadas tienen un porcentaje de sobrevivencia más alto que 

las no melanizadas, cuando se exponen a derivados del oxígeno y del nitrógeno (Wang y 

Casadevall, 1994). En Exhopiala dermatitidis, las células defectuosas en la producción de 

melanina son destruidas por neutrófilos humanos en una mayor proporción, que las células 

silvestres (Schnitzler et al., 1999). La melanina extraída de A. nidulans tiene la capacidad 

de proteger frente a la acción de HOCl, uno de los oxidantes más abundantes y tóxicos 

(de Cassia y Pombeiro-Sponchiado, 2005). La acumulación de pigmentos café oscuros en 

muchos hongos está asociado a respuestas de estrés ambiental (Rodriguez-Pina et al., 

2019). Es posible que la mutante se SET1 se encuentre bajo estrés constante, lo que la 

lleva a la síntesis del pigmento café en búsqueda de protección frente al agente de estrés. 

De acuerdo a las evidencias, probablemente el agente de estrés sea de tipo oxidativo. En 

otro trabajo de U. maydis mencionado previamente, la interrupción de yap1, gen que 

codifica para una proteína que regula la respuesta al estrés oxidativo, genera mutantes que 

exhiben pigmentación café e hipersensibilidad al estrés por H2O2 (Molina y Kahmann, 

2007). El gen yap1 se encuentra inducido en la mutante de Rrm75 bajo condiciones 

óptimas (Rodriguez-Pina et al., 2019).  

La metilación de H3K4 no es la única marca de metilación de las histonas que se ha 

involucrado con la regulación del metabolismo secundario en los hongos. La ausencia de 

ClrD de A. fumigatus (DIM-5, metila H3K9) ocasiona la reducción la pigmentación de las 

colonias (Palmer et al., 2008). En A. nidulans, la interrupción de los genes hepA (HP1, 

necesario para la metilación de H3K9) y clrD (clr4, codifica para la proteína que metila 

H3K9), ocasiona la sobreexpresión de algunos de los genes del grupo involucrado en la 

producción de esterigmatocistina. La mutante de hepA también evidencia la 

sobreexpresión del gen LaeA, que codifica para el regulador general de la síntesis de 

metabolitos secundarios en los hongos. LaeA es la proteína encargada de mediar la 

remoción de las marcas heterocromáticas cuando se activa el metabolismo secundario. 

(Reyes-Dominguez et al., 2010). En F. graminearum, la falta de HEP1 (HP1), incrementa 

la síntesis de aurofusarina, y la remoción de KMT6 (metila H3K27), permite la expresión 
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constitutiva de genes que codifican para micotoxinas, pigmentos y otros metabolitos 

secundarios (Connolly et al., 2013; Reyes-Dominguez et al., 2012).  

Aunque es un área de investigación menos conocida, U. maydis también se ha estudiado 

para la producción de metabolitos secundarios. Zuther et al. (2008), demostraron que U. 

maydis es capaz de generar pigmentos del indol, de color café, cuando crece en presencia 

de triptófano como única fuente de nitrógeno. Se desconocen las posibles ventajas de estos 

metabolitos para el organismo. Algunos de estos pigmentos son iguales a los sintetizados 

por el basidiomiceto Malassezia furfur, los cuales son considerados importantes para su 

patogenicidad en los humanos (Bolker et al., 2008; Zuther et al., 2008). Es probable que 

el cambio en la pigmentación de las colonias de U. maydis luego de una mutación sea un 

hallazgo más frecuente, no obstante, es usualmente no reportado.  

En S. cerevisiae, la proteína Set1 no es indispensable para la viabilidad del hongo, sin 

embargo, en su ausencia las colonias del organismo son más pequeñas y presentan retraso 

en el crecimiento (Nislow et al., 1997). En N. crassa este gen tampoco es esencial, pero 

actúa como un regulador del gen frq, importante para el control del ciclo circadiano y de 

luz en el hongo (Raduwan et al., 2013). En contraste a los anteriores fenotipos, la pérdida 

de Set1 en M. oryzae, además de la reducción de la virulencia, ocasiona defectos serios en 

el crecimiento vegetativo, la formación de apresorio y la conidiación (Pham et al., 2015). 

Set1 regula en este organismo la activación dependiente de sustrato de las enzimas que 

degradan la pared celular (Pham et al., 2014). La pérdida de Set1 en F. graminearum 

causa reducción del crecimiento de las hifas, reducción dramática de la virulencia, de las 

síntesis de DON y aurofusarina, y el incremento de la síntesis de pigmentos amarillos (Liu 

et al., 2015b). En F. fujikuroi, Set1 actúa como un activador de la conidiación, su ausencia 

prácticamente termina con la reproducción asexual. Además afecta el crecimiento 

vegetativo y atenúa la virulencia (Janevska et al., 2018b). En el caso de U. maydis, sumado 

a los fenotipos ya descritos, SET1 no se requiere para la viabilidad, uso de fuentes de 

carbono alternativas y el apareamiento. No obstante, la mutación ocasiona que el hongo 

produzca colonias más pequeñas. De lo anterior se podría concluir que, en algunas 

especies de hongos, Set1 tiene una función particular en la regulación de procesos 

específicos, mientras en otras, ejerce un papel más global (Studt et al., 2016). Teniendo 
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encuentra lo aquí reportado, es posible que en U. maydis, Set1 desempeñe un rol a gran 

escala en la regulación de varios procesos.  

Con respecto a la interrupción de SUV39, dentro de lo evaluado, los fenotipos más 

relevantes encontrados derivados de la mutación del gen, son la maduración acelerada de 

los tumores generados por la mezcla de mutantes en las plantas de maíz (mayor número 

de teliosporas), la circunscripción de estos a la vena principal de la hoja, de forma 

compacta, y la mayor tasa de crecimiento registrada durante la cinética de crecimiento. 

Aparentemente, la carencia de este gen hace que el hongo no se pueda dispersar 

normalmente por la hoja, por lo que Suv39 podría regular el proceso de colonización de 

la planta. La observación de una cantidad mayor de teliosporas maduras en los tumores al 

final del ensayo podría indicar que el proceso patogénico ocurre de forma más rápida en 

la ausencia de Suv39. Lo anterior podría estar relacionado con el mayor crecimiento 

registrado durante las pruebas en laboratorio. De lo anterior podría deducirse que Suv39 

también actúa como represor de algunos genes que participan del proceso patogénico y 

del control del ciclo celular del hongo como saprofito y en la planta. La metilación de 

H3K9 es una marca que normalmente señaliza represión génica y formación de 

heterocromatina. En otros modelos fúngicos, la metilación de H3K9 es importante para la 

segregación cromosomal, el crecimiento, el metabolismo secundario, la reproducción 

asexual, sensibilidad a agentes que desestabilizan los microtúbulos y la patogenicidad 

(Allshire et al., 1995; Ekwall et al., 1996; Ekwall y Ruusala, 1994; Freitag et al., 2004; 

Reyes-Dominguez et al., 2012; Reyes-Dominguez et al., 2010; Soyer et al., 2014). No 

obstante, su principal rol a nivel molecular es establecer la intercomunicación con la 

metilación del DNA para señalizar en conjunto el silenciamiento de la cromatina (Du et 

al., 2015a).  

En cuanto a los otros aspectos evaluados, no se encontraron fenotipos alejados de lo 

observado en las cepas silvestres. Lo anterior implica que, en U. maydis, la metilación de 

H3K9 es dispensable para esos procesos. Entre los hongos en los que no se lleva a cabo 

la metilación de H3K9 se encuentran C. albicans y S. cerevisiae; de estos dos, S. 

cerevisiae, no metila el DNA (Freire-Beneitez et al., 2016b; Mishra et al., 2011). En estos 

dos organismos la formación de heterocromatina es orquestada principalmente por las 
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proteínas desacetilasas de histonas, sirtuinas (Sir2) (Freire-Beneitez et al., 2016a; 

Grunstein y Gasser, 2013; Haber, 2012). De otra parte, S. pombe si metila H3K9 y no 

metila el DNA. La heterocromatina en este organismo se caracteriza por la presencia alta 

de metilación de H3K9, así como por una generalizada desacetilación de las histonas, sin 

embargo, se ha demostrado que la metilación de H3K9 no es necesaria para el 

silenciamiento de ciertos loci y que existen rutas alternativas para tal fin, que involucran 

principalmente HDACs (Clr3, Clr6) y Clr5 (Hansen et al., 2011). En U. maydis, no existen 

estudios relacionados con el proceso de formación de heterocromatina. Si este proceso 

ocurre de forma similar a lo reportado en S. pombe, es posible que las actividades de las 

HDACs puedan suplir la ausencia de la metilación de H3K9 en algunas regiones del 

genoma, y que Suv39 esté regulando en el hongo procesos muy específicos como el 

desarrollo y colonización en la planta. Como ya se indicó, se ha planteado que, a lo largo 

de la evolución, U. maydis removió de su genoma la maquinaria necesaria para llevar a 

cabo la metilación del DNA (Laurie et al., 2012; Laurie et al., 2013). El hecho de que 

conserve a Suv39, indica que esta proteína se requiere para la formación de 

heterocromatina.  

Además de las mutaciones de SUV39, SET1 y PRMT1, se llevó a cabo la re-introducción 

de los genes silvestres SET1 y PRMT1 en las cepas mutantes correspondientes (locus de 

resistencia a la carboxina). Lo anterior, con el propósito de revertir los defectos generados 

por las interrupciones y demostrar que estos son producto de las mutaciones respectivas. 

Sorpresivamente, en ambos casos las complementaciones logradas fueron parciales, e 

incluso perjudiciales para la virulencia. En el caso de la complementación de PRMT1, la 

incorporación del gen silvestre a las cepas mutantes permitió revertir los defectos ligeros 

en la apariencia de las colonias, así como en la sensibilidad a las temperaturas altas y 

bajas. En cuanto a la hipersensibilidad al H2O2, la cepa complementada se mostró más 

tolerante al efecto del compuesto, que la cepa silvestre. El defecto en el apareamiento entre 

las cepas mutantes se corrigió, pero no la susceptibilidad incrementada al Rojo Congo. La 

virulencia del hongo no se restablece con la mezcla de cepa silvestre y cepa mutante, o 

cepa silvestre y cepa complementada. La virulencia se desploma por completo cuando se 

mezclan las cepas complementadas de ambos sexos. Todo lo contrario, a lo esperado.  
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La situación es bastante similar para las complementaciones de SET1. En este caso se 

corrigieron las alteraciones en la morfología y pigmentación colonial, en la morfología 

celular, la hipersensibilidad al estrés por H2O2, Rojo Congo y NaCl. Sin embargo, como 

en el caso anterior, las mezclas entre la cepa silvestre y la cepa complementada, así como 

entre cepas complementadas, ocasionan una pérdida de virulencia remarcable que, 

originalmente no se produjo con la eliminación del gen. Una posible explicación para lo 

observado es que, durante la retro-transformación de los protoplastos mutantes con los 

casetes de complementación, se produjeron mutaciones ectópicas inesperadas que, 

alteraron la integridad del genoma. Lo anterior puede ser verificado con un ensayo de 

Southern blot. De confirmarse, esa podría ser la razón de la perdida de la virulencia 

asociada a la complementación. Otra explicación a la complementación parcial, es que la 

longitud de la región 5ˋ corriente arriba de los genes, que fue empleada para cada 

construcción de complementación (aproximadamente 1000 pb), no sea suficiente para 

complementar el fenotipo mutante en su totalidad. En el caso de SET1 parecería 

improbable, dado que el espacio que separa a SET1 del siguiente ORF es de 1047 pb. Para 

la elaboración de la construcción se habría utilizado prácticamente toda la región 

promotora posible. La distancia que separa a PRMT1 del siguiente ORF es de 974 pb, por 

lo que, en este caso, la longitud de la construcción tampoco parece ser una causa probable 

(Huh et al., 2017). Una tercera explicación involucra conocer el nivel de expresión que 

alcanza el gen re-introducido en la cepa complementada. Huh et al. (2017), encontraron 

en una cepa complementada de M. oryzae, que el gen silvestre JMJ1 (desmetilasa de 

histonas, H3K4) re-insertado, estaba sobre-regulado en su(s) nueva(s) posición(es). Esta 

cepa fue incapaz de recobrar la virulencia perdida tras la interrupción de JMJ1. Lee et al. 

(2009) también encontraron que, en A. nidulans, las cepas complementadas con el gen 

hdaA (codifica para una desacetilasa de histonas) sobre-expresan hdaA por razones 

desconocidas. La sobre-expresión puede estar asociada a la nueva localización 

cromosomal, y al nuevo ambiente epigenético de donde se produce la re-inserción. Una 

sobre-regulación de SET1 o PRMT1 podría ocasionar la desregulación de muchos otros 

genes, llevándonos al fenotipo observado. Para evitar este posible inconveniente se podría 

clonar el gen silvestre en un plásmido auto-replicativo para su expresión en el hongo. No 

se puede descartar que la mutación original de lugar a una desestabilización del genoma 
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que facilite la adquisición de nuevas mutaciones a lo largo de las nuevas generaciones 

(Huh et al., 2017).  

Aunque no es frecuente, es posible que las complementaciones den lugar a fenotipos 

intermedios, entre lo observado en la cepa silvestre y la cepa mutante. Por ejemplo, 

Connolly et al. (2013), reportaron que la complementación de kmt6 en un locus ectópico 

de la cepa ∆kmt6 de F. graminearum, dio origen a un fenotipo con una tasa de crecimiento 

intermedia, más rápida que la de la mutante, pero no como la de la cepa silvestre; con 

pigmentación casi normal, y con la capacidad de formar ascosporas, aunque en el doble 

del tiempo de la cepa silvestre.  

En este estudio demostramos que el gen PRMT1, el cual codifica para la metiltransferasa 

de arginina Prmt1 (H4R3), se requiere para la virulencia completa de U. maydis en la 

planta de maíz, así como para el apareamiento del hongo, y sus respuestas frente a 

condiciones de estrés ambiental. El gen SET1, que codifica para la metiltransferasa de 

lisina Set1 (H3K4), es importante para el desarrollo normal de U. maydis, así como para 

sus respuestas frente a condiciones de estrés ambiental. El gen SUV39, el cual codifica 

para la metiltransferasa de lisina Suv39 (H3K9), posiblemente se requiere para la 

colonización y el desarrollo del hongo en la planta. Lo anteriormente expuesto es una 

evidencia de la relevancia que tienen las proteínas metiltransferasas de histonas en la 

regulación de diversos procesos en los hongos, así como de su rol en el desarrollo y la 

virulencia de U. maydis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

202 
 

 

 

9 CONCLUSIONES 

 

1. Se caracterizaron los genes SET1, PRMT1 y SUV39 en U. maydis. Se identificaron e 

interrumpieron los genes SET1, PRMT1 y SUV39; y se complementaron las cepas 

mutantes ∆SET1 y ∆PRMT1, con los genes silvestres correspondientes. 

 

2. Se caracterizaron fenotípicamente las cepas ∆SET1, ∆PRMT1, ∆SUV39, 

∆SET1::SET1 y ∆PRMT1::PRMT1.  

 

La mutación de PRMT1 ocasionó alteraciones ligeras en la morfología colonial, 

susceptibilidad aumentada frente a temperaturas de crecimiento bajas y altas, 

sensibilidad incrementada a la exposición a H2O2 y al Rojo Congo, y una ligera 

alteración en la capacidad de apareamiento entre las cepas mutantes de ambos sexos. 

La complementación revirtió todos estos defectos, con excepción de la 

hipersensibilidad al Rojo Congo. PRMT1 es dispensable para la viabilidad, el 

crecimiento en fuentes de carbono alternativas, la transición dimórfica por pH y la 

respuesta frente al estrés osmótico. 

 

La mutación de SET1 afecta notablemente la morfología celular y colonial de U. 

maydis, ocasiona hipersensibilidad al H2O2, al Rojo Congo y al estrés osmótico por 

NaCl. Genera hiperfilamentación a pH 3.0, así como la producción de un pigmento 

café que da color a las colonias. La complementación revirtió todos estos defectos. 

Set1 es dispensable para la viabilidad, el crecimiento en fuentes de carbono 

alternativas, el apareamiento, y la transición dimórfica por pH.  

 

La mutación de SUV39 comprobó que este gen participa del control del ciclo celular 

del hongo, al presentar una tasa de crecimiento acelerada con respecto a la cepa 

silvestre, durante los ensayos de cinética de crecimiento. 
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3. Se evaluó la virulencia de las cepas ∆SET1, ∆PRMT1, ∆SUV39, ∆SET1::SET1 y 

∆PRMT1::PRMT1, en plántulas de maíz. 

 

De los tres genes de trabajo, únicamente PRMT1 demostró que se requiere para la 

virulencia completa de U. maydis en la planta de maíz. La mezcla de mutantes AV3 

(a1b1∆PRMT1) X AV6 (a2b2∆PRMT1) generó un incremento del 13.2% en las 

plantas sanas, del 6% en plantas con clorosis y/o antocianinas y una reducción del 16.2 

% en plantas con tumores grandes (> 1 cm), con respecto a la mezcla de cepas 

silvestres. Al final de los ensayos de invernadero, los tumores generados por la mezcla 

de mutantes evidenciaron retraso en su maduración. No se consiguió la reversión de 

este fenotipo a través de la complementación. 

 

La mutación de SET1 ocasionó retraso en la maduración tumoral, así como el 

incremento de la síntesis de antocianinas en éstas estructuras.  

 

La mutación de SUV39 generó maduración tumoral acelerada, así como la 

circunscripción de la síntesis de tumores en las hojas de la planta, a la vena central. 

 

Teniendo en cuenta todo lo anterior, no se rechaza la hipótesis de que existe una relación 

entre la función de algunas proteínas involucradas en la remodelación de la cromatina y 

la virulencia de Ustilago maydis.  
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