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RESUMEN

El mimetismo molecular es una de las estrategias evolutivas que utilizan los
patégenos para manipular el metabolismo y las funciones del huésped. Se han
disefiado varias estrategias para detectar casos de mimetismo molecular in
silico; sin embargo, no se ha desarrollado un modelo para detectar este
fendbmeno en sistemas planta-patégeno. En tal virtud, este trabajo desarrolld
por primera vez un meétodo in silico para detectar candidatos miméticos,
usando el patosistema Ustilago maydis- Zea mays como modelo. En esta
metodologia se utiliz6 una comparacion de secuencias entre el proteoma del
patdogeno, del huésped y de los hongos no fitopatogenos. Ademas, se
determind la localizacién subcelular de los candidatos imitador-imitado. Por otra
parte, se utilizé informacion de RNA-seq para identificar la co-expresiéon de los
candidatos. Entre los candidatos de mayor relevancia obtenidos por este
meétodo destacan: UDP-glucose: glycoprotein glycosyltransferase, Diaphanous-
related Formin, Phospholipid: diacylglycerol acyltransferase 1. Estas tres
proteinas estan involucradas en la division celular, y el establecimiento en
plantas de la respuesta ante patégenos. Por tal razén, estos son candidatos

con potencial para manipular las células vegetales en beneficio del patégeno.

Palabras claves: Mimetismo molecular, Ustilago maydis, Zea mays, co-

expresion, co-localizacion.



ABSTRACT

Molecular mimicry is one of the evolutionary strategies used by pathogens to
manipulate host metabolism and functions.
Several strategies have been designed to detect cases of molecular mimicry in
silico; however, a model has not been developed to detect this phenomenon in
plant-pathogen systems. In this virtue, this work developed for the first time a
method in silico to detect mimetic candidates, using the patosistema Ustilago
maydis- Zea mays as model. This methodology shows a comparison of
sequences between the pathogen protein, the host and the non-
phytopathogenic fungi. In addition, the subcellular location of the imitated-
imitated candidates is determined. On the other hand, RNA-seq information
used to identify the co-expression of the candidates. Among the most relevant
candidates obtained by this method are: UDP-glucose: glycoprotein
glycosyltransferase, Diaphanous-related Formin, Phospholipid: diacylglycerol
acyltransferase 1. These three proteins are involved in cell division, and plant
establishment of the response to pathogens. For this reason, these are
candidates with potential to manipulate plant cells for the benefit of the

pathogen.

Keywords: Molecular mimicry, Ustilago maydis, Zea mays, co-expression, co-

localization.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El maiz, papa, arroz, trigo y soja son los cinco cultivos mas importantes que
alimentan a la poblacion mundial, abarcando el 60% de la dieta calorica
(Mimica, 2018). Esta es una de las razones por las que se deben proteger los
cultivos, ya que se evidencia gran cantidad de pérdidas debido a la presencia

de hongos, bacterias, nematodos y virus (Lima-Medina, 2018).

Zea mays conocido por su nombre comUn maiz, es el tercer cultivo mas
importante en el mundo y una de las mejores fuentes de nutrientes, energia y
proteinas, tanto para el ser humano como para el ganado (FAO, 2016). Esta
especie fue domesticada en México y después se esparcio hacia los paises de
América del Sur como Per(u y Ecuador (Gonzélez et al., 2016). Al igual que
muchos otros cultivos extensivos, el maiz se ve afectado por diversas plagas y

patdgenos que disminuyen su produccion.

Uno de los patdgenos que histéricamente ha infectado campos de maiz es el
hongo Ustilago maydis. Ustilago maydis pertenece al reino fungi, es un
basidiomiceto del orden Ustilaginales. Los Ustilaginales conforman un grupo de
fitopatdgenos que poseen alrededor de 50 géneros y 1200 especies. Estos
organismos son capaces de infectar a mas de 4.000 plantas de 75 familias
diferentes (Hernandez et al., 2019). Actualmente, y debido a sus
caracteristicas, Ustilago maydis es un modelo de estudio para hongos biotrofos
(Ruiz-Herrera, 2008).

Los organismos parasitarios tienen la capacidad de manipular al anfitrion para
su beneficio, y una de las estrategias que tienen para conseguirlo es imitando
ciertas caracteristicas. A este fendmeno se lo conoce como mimetismo y puede
existir tanto mimetismo morfolégico como molecular. Un ejemplo de mimetismo

morfolégico lo constituyen los conidios del hongo Monilinia vaccinii corymbosi,



los cuales imitan el polen germinativo del arandano para acceder al ovario de la
planta (Ngugi & Scherm, 2006). Por su parte, los mecanismos utilizados por los
patdogenos para imitar el comportamiento de una molécula, ya sea en su
funcion o en su forma, se denomina mimetismo molecular. Este término fue
utilizado por primera vez por Raymond (1964) para referirse a la comparticién
de determinantes antigénicos entre patdgenos y hospedadores.

Por ejemplo, las bacterias Salmonella enterica y Escherichia coli, poseen un
efector llamado IpgB2 que imita la enzima Rho-GTPasa del huésped,
manipulando la dindmica del citoesqueleto para aumentar la patogenicidad de
la bacteria. IpgB2 y Rho-GTPasa no comparten similitudes estructurales y éste
se considera un caso de mimetismo molecular funcional (Gangappa et al.,
2002). Por su parte, las proteinas SOPE y SopE2 de Salmonella, se secretan al
interior del huésped, estas proteinas intervienen en la invasion celular,
alterando la accién de las proteinas de la célula huésped (Galyov et al., 2000).
En el interior del huésped, estas proteinas imitan factores de intercambio de
nucleétidos de guanina (GEFs). SOPE y SopE2 en la célula infectada activan
Racl y Cdc4 (GTPasas) que conducen a la reorganizacién del citoesqueleto de
actina y a la internalizacién bacteriana subsiguiente (Galan & Zhou, 2000). Para
gue el mimetismo sea efectivo SOPE, SopE2 y las GEFs deben compartir el

mismo espacio subcelular, en este caso el citoplasma del huésped.

Incluso algunas enfermedades autoinmunes, pueden ser explicadas por
mimetismo molecular. Por ejemplo, en el sindrome de Guillain-Barré, se ha
demostrado mimetismo molecular entre los componentes microbianos de
Campylobacter jejuni y el humano. C. jejuni, es una bacteria que durante su
infeccion  produce lipo-oligosacaridos, los cuales son parecidos
estructuralmente a los gangliésidos del sistema nervioso, estos son
glucolipidos que constituyen un subgrupo de glicoesfingolipidos que contienen
acido sialico. Una vez que la infeccién de C. jejuni ya no esta presente, el
sistema inmune confunde las proteinas del patdbgeno con sus propias

proteinas, atacando por error al sistema nervioso y conduciendo a la aparicion



del sindrome de Guillain-Barré (Shahrizaila & Yuki, 2011). Este caso representa
un ejemplo de mimetismo molecular estructural, en donde el patdgeno no saca
ventaja de imitar un componente de su huésped. Otro ejemplo en donde se
evidencia mimetismo molecular es el caso de los poxvirus humanos y
herpesvirus. Estos adquirieron el gen Bcl-2 por transferencia horizontal de
genes de sus anfitriones con el fin de lograr la replicacion de las moléculas
virales. La proteina viral v-Bcl-2 puede imitar la funcién de la proteina nativa
interfiriendo el proceso de apoptosis de la célula huésped (Elde & Malik, 2009 ;

Gangappa et al., 2002).

1.2 Planteamiento del problema

Los patdgenos tienen diferentes mecanismos para atacar a sus huéspedes, y
se estima que el mimetismo molecular puede ayudar en esta tarea. Sin
embargo, la importancia de este fenomeno dentro de sistemas planta-patdégeno
no ha sido determinado. Esto, debido en parte a la falta de métodos disponibles
para reconocer el fendémeno. Por tal razén, es necesario desarrollar
metodologias que determinen a gran escala y de manera especifica la
importancia del mimetismo molecular como mecanismo de ataque de

fitopatdgenos a plantas, especialmente a aquellas de relevancia agricola.

1.3 Objetivos

1.3.1 General

Identificar proteinas de Ustilago maydis que potencialmente imiten a proteinas

de Zea mays.



1.3.2 Especificos

% Disefiar un método in silico para la deteccion de secuencias de
mimetismo molecular aplicable a hongos fitopatdégenos, usando como

sistema modelo la interaccion Ustilago maydis — Zea mays.

% Evaluar la importancia del mimetismo molecular como mecanismo

de infeccion de Ustilago maydis dentro del maiz.

1.4 Justificacion

En este proyecto se pretende conocer por primera vez la importancia del
mimetismo molecular en el patosistema Ustilago maydis- Zea mays. Para esto
se desarrollara un meétodo semi-automatico de deteccion de mimetismo
molecular para sistemas planta-patdégeno. Con el desarrollo y aplicacion de
dicha metodologia se espera develar nuevos mecanismos efectivos usados por
U. maydis. Siendo U. maydis un organismo modelo dentro de los hongos
biotrofos, el estudio de éste patdgeno permitira entender las dindmicas
asociadas al mimetismo molecular de organismos con mecanismos de

infeccion similares.

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de Zea mays.

El maiz (Zea mays) se origind en Mesoamérica, pertenece a la tribu Maydae de
la familia Poaceae. Posee mas de 32000 genes repartidos en 10 cromosomas
con un tamafio de genoma de 2.3 Gb (Singh & Kumar, 2016). Es una especie
importante en la alimentacion tanto para el ser humano como para el ganado.
Se lo considera como un alimento estratégico para la seguridad alimentaria
(Gonzalez et al., 2016).

Para la produccion de maiz es necesario 450 a 600 mm de agua por hectarea

por temporada de cultivo. Se produce alrededor de 15 kg de grano por cada



mm de agua consumida. Cuando se encuentre en la etapa de madurez, cada
planta habrd consumido alrededor de 250 litros de agua (Plessis, 2017;
Alexandru et al., 2018).

El maiz es un organismo modelo importante, de corta duracion, cuyo cultivo es
un recurso agricola global que exhibe una enorme variacion en los rasgos
cuantitativos. Se necesitan de nuevas herramientas que mejoren la
comprension de la base genética de los rasgos cualitativos para guiar el

mejoramiento de cultivos (Acqua et al., 2015).

Actualmente, el rendimiento del maiz ha aumentado debido a la mejora
genética sustancial para la tolerancia a altas densidades de poblacion de
plantas (Gonzalez et al., 2018). Los cultivos estan asociados con el medio
ambiente, es decir: suelo y clima, el manejo del material genético, la poblacion
de plantas, la proteccion y nutricion de estas. Ademas, algunas de estas
caracteristicas son los limites biofisicos que estan expresados en los
rendimientos potenciales. Existen rendimientos bajos a causa de la deficiencia
de nitrogeno, de agua y por el uso de genotipos inadecuados. Por estas
razones es importante evaluar los insumos al intensificar los rendimientos de
los cultivos. La intensificacién sirve para aumentar los rendimientos, pero los
limites biofisicos del medio ambiente y del material genético son complejos, lo
que hace que el manejo de los cultivos sea mas dificil (Maria, Boote et al.,
2018).

2.1.1 Enfermedades fungicas que afectan a cultivos de Zea mays.

Se han reportado varias enfermedades en el maiz producidas por agentes
fungicos, las mas importantes se describen a continuacion: Phyllachora maydis
conocida por su hombre comun mancha de asfalto, produce manchas brillantes
y abultadas de color negro, se presenta en la parte inferior de las hojas antes
de la época de floracién. Leptosphaeria michotii, su nombre comun mancha

foliar, esta produce lesiones pequefias en la parte inferior de la hoja en la



época de floracién. Actualmente, las principales enfermedades son Puccinia
sorghi (roya comuan) y Exserohilum turcicum (tizén foliar), se generan por varios
factores como son: los biotipos de los patégenos, condiciones climaticas y el
material genético (Rossi et al., 2016). La mancha foliar del maiz es causada por
Cercospora zeae-maydis conocida también como cercosporiosis, es una
enfermedad que afecta a nivel mundial, produciendo pérdidas de entre 20 y
60%. La enfermedad mas comun que existe en las regiones tropicales y
subtropicales es causada por Puccinia polysora (Roya polyusora) generando
pequefias pustulas amarillentas sobre el haz de hoja. Ustilago maydis (Carbon
comun) produce agallas blancas, cerradas, posteriormente masas negras de

esporas conocidos como tumores (Rossi et al., 2016).

El impacto de dichas enfermedades en los cultivos aumentan los costos de la
produccién agricola. Sin embargo, existen varias estrategias para su control,
como son la manipulacién de las semillas y el material vegetal, ademas del uso

de variedades resistentes a enfermedades (Quintero, 2019).

2.2 Ustilago maydis.

Ustilago maydis es un hongo perteneciente a la familia de basidiomicetos con
un comportamiento biotrofico, es decir puede parasitar plantas sin que estas
mueran. Por lo general, el hongo infecta al maiz y se han reportado infecciones
en Arabidposis thaliana (Moran, 2015; Ruiz-Herrera, 2008; Stgrasse, 2004).

La enfermedad que produce U. maydis en el maiz provoca el aparecimiento de
tumores en diferentes partes de la planta, produciendo retraso en el
crecimiento, generando clorosis en las hojas y reduciendo el rendimiento de la
planta. Adicional a esto, provoca la acumulacion de pigmentos de antocianina
gue pueden convertir las flores femeninas en borlas (Kamper et al., 2006). Los
tumores que se producen en la planta debido a este hongo, son apreciados por
los comensales en regiones del centro de México, sin embargo, en muchas
otras regiones del mundo se considera como una plaga para los cultivos de
maiz (Martinez, 2010).



Una de las ventajas que tiene U. maydis como modelo de estudio es que su
genoma esta totalmente secuenciado y disponible en bases de datos. Este
hongo posee un genoma pequefio con 20.5 millones de bases, organizadas en
23 cromosomas, contiene 6,902 genes que codifican proteinas, y tiene pocos
intrones en su genoma en comparacién con los genomas de otros hongos
fitopatégenos (Kamper et al., 2006). Ademés, U. maydis cumple un papel de
gran importancia como modelo fitopatdgeno pues tiene métodos de cultivo
faciles y rapidos, presenta un corto tiempo de duplicacién, y sofisticadas
herramientas moleculares, todo lo cual hace de este hongo un modelo atractivo

para la investigacion bioquimica y biotecnoldgica (Hernandez et al., 2019).

El uso de U. maydis puede ayudar a comprender las interacciones entre el
huésped y el agente etiolégico en una infecciébn por hongos, para desarrollar
nuevos enfoques terapéuticos que conduzcan a la produccion de nuevos
compuestos bioloégicos activos para la investigacion farmacéutica o

agroquimica (Hernandez et al., 2019).

2.2.1 Infeccién de Ustilago maydis en Zea mays.

El ciclo biolégico de U. maydis esta conformado por 2 fases:

e Parasitica y micelial — el hongo crece en forma de hifas dicariéticas que
se desarrollan Unicamente al interior del huésped (Hernandez et al.,
2013).

e Saprofitica — el hongo crece en forma de esporidios, los cuales son
capaces de reproducirse por medio de gemacién (Hernandez et al.,
2013).

El proceso de patogenicidad de U. maydis es complejo, implica cambios
genéticos y morfoldgicos. El ciclo de vida de Ustilago maydis empieza con la

germinacion de teliosporas, las mismas daran origen al promicelio a través de



la meiosis y a su vez a cuatro basiodiosporas, estas ultimas se desprenderan y
seran capaces de multiplicarse en forma de levadura. Después, la conjugacion
de dos esporidios sexualmente compatibles crea el dicarion que ataca a la
planta, este tiene la capacidad de multiplicarse en forma de micelio dando lugar
a los tumores donde se forman las teliosporas. Finalmente, estas germinan
fuera de la planta para comenzar nuevamente el ciclo (Figura 1) (Covas, 2007,
Ruiz-Herrera, 2008).

Tumor
~maduro

Germinacion de
las teliosporas
Dispersionde — .
las teliosporas ‘ '
&
~ - =P
"~ u s
%3 _Formacion de
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o Fragmentacion (V7YY ’
Inicio del : Formacion del
tumor il
' Crecimiento
deldicarion.

Figura 1. Esquema general de la infeccién de Ustilago maydis en Zea mays.

Adaptado de (Saville et al., 2012).



2.3 Mimetismo molecular.

2.3.1 Definicion.

El mimetismo molecular es la capacidad que tiene una molécula para imitar a
otra ya sea en su funcibn o en su estructura. Este término fue usado por
primera vez por Raymond (1964) para referirse a la comparticion de
determinantes antigénicos entre patdgenos, animales y huéspedes. Del mismo
modo, es una de las estrategias evolutivas que usan los parasitos para poder
manipular el metabolismo del huésped y realizar una infeccién efectiva. De
hecho, el mimetismo molecular en las interacciones huésped-patdogeno
plasman la cita de Picasso: "Los buenos artistas copian, los grandes artistas
roban" (Gowthaman & Eswarakumar, 2013).

2.3.2 Casos de mimetismo molecular.

Se han reportado varios ejemplos de mimetismo molecular, entre los que se
pueden mencionar los siguientes:

Las proteinas CLE (CLAVATAS (CLV3) / Region Circundante del Endospermo
(ESR)) estan involucradas en el desarrollo de meristemas apicales del vastago
y de la raiz en Arabidopsis (Clark, Running, & Meyerowitz, 1995). Se encontro
un gen que codifica una proteina similar a CLE en el genoma del nematodo
patdgeno de plantas Heterodera glycines (HgQCLE proteins) como se muestra
en la figura 2 (Olsen & Skriver, 2003). Ademas, se detectd que la secrecion
continua de proteinas HgCLE pueden ser necesarias para mantener el sitio de
alimentacion del nematodo de la planta (J. Wang et al., 2010, 2011; X. Wang et
al., 2005). Estas proteinas CLE se han identificado en varios nematodos que
provocan quistes, incluido el nematodo del quiste de la papa (PCN).



10

C
AICLVAVD HgCLE2VD

Figura 2. Modelos estructurales de los dominios variables entre CLAVATA3
(CLV3) similar al nematodo patégeno de plantas Heterodera glycines (HgCLE).
Tomado de (J. Wang et al., 2010).

Existen proteinas implicadas en la regulacion de calcio en la superficie de la
membrana de células vegetales conocidas como anexinas. La proteina Hs4F01
de Heterodera schachtii y su producto proteico se expresaron exclusivamente
dentro de la célula secretora de la glandula esoféagica dorsal en las etapas
parasitarias de H. schachtii. La expresion constitutiva de Hs4F01 en
Arabidopsis de tipo salvaje promovio la hipersensibilidad a la infeccién por H.
schachtii. La complementacion de un mutante AnnAtl en Arabidopsis thaliana
por la expresion constitutiva de Hs4FO01 revirtid la sensibilidad del mutante al
estrés salino. Los resultados del estudio mostraron que la secrecion de Hs4F01
de nematodos en las células de la raiz del huésped puede imitar la funcion de

la anexina de la planta durante la interaccion parasitaria (Patel et al., 2010).

Otro ejemplo destacable de mimetismo molecular en plantas es el caso de la
E3 ubiquitin ligasa. La ubiquitinacion es un mecanismo esencial en los
organismos eucariotas. El proteosoma-26S utiliza este mecanismo para
degradar proteinas (Kerscher, Felberbaum, & Hochstrasser, 2006). En algunas
bacterias patogenas de plantas, la E3 ubiquitin ligasa es capaz de imitar las
funciones de ubiquitinacion en células huésped. Particularmente, AvrPtoB de

Pseudomonas syringae (Abramovitch et al., 2006; Rosebrock et al., 2007) y
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XopD de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Singer et al.,, 2013)
funcionan como E3 ubiquitin ligasa de la planta, lo que permite el cambio en la
respuesta del huésped al ataque del patdégeno. La estructura cristalina de
AvrPtoB revel6 fuertes similitudes con la E3 ubiquitin ligasa de la planta, lo cual
aporta mas evidencia sobre el mimetismo que cumple en esta proteina como
se muestra en la figura 3 (Janjusevic et al., 2006). Otras bacterias patdgenas
tienen sus propios mecanismos para utilizar vias de ubiquitinacion del huésped
para su beneficio, como es el caso de E. coli, Salmonella, Shigella, Chlamydia
y Legionella. Se ha sugerido que en estas bacterias existen varios efectores
gue secuestran la via de ubiquitinacién del huésped para facilitar su infeccion y
su proliferacion (Zhou & Zhu, 2015).

Loop 2

Core Helix \
\ - ¢

MAvIPloB
B Rbx

P533, P95

Rbx1 mccmnn\r

Figura 3. Estructura cristalina de AvrPtoB la cual imita a la E3 ubiquitin ligasa
de Arabidopsis thaliana (AtPUB14).

Tomado de (Janjusevic et al., 2006).

Por otra parte, el patbgeno Xanthomonas axonopodis pv. citri imita a los
péptidos natriuréticos de las plantas (PNP), un grupo de sefalizacion de
moléculas capaces de regular el agua y la homeostasis i6nica en las plantas
(Garavaglia et al., 2010). Este ejemplo muestra la eficacia de las estrategias de

mimetismo molecular empleadas por patdgenos bacterianos para evitar las
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defensas de las plantas y para realizar una colonizacion exitosa como en la

figura 4.

Figura 4. Estructura de Xanthomonas axonopodis la cual imita a los péptidos
natriuréticos de Arabidopsis thaliana (AtPNP-A), adoptan este pliegue.

Tomado de (Nembaware et. al, 2004)

2.3.3 Métodos de deteccion.

La mayoria de los ejemplos mencionados de mimetismo molecular en este
momento son el resultado de los experimentos funcionales en el laboratorio
(Alto et al., 2006; Christensen & Kolomiets, 2011; J. Wang et al., 2011). Sin
embargo, se han desarrollado métodos computacionales para detectar los
posibles casos de mimetismo molecular mediante el andlisis de secuencias. El
primer método fue desarrollado para detectar el mimetismo molecular en
endoparasitos eucariotas de humanos (Ludin, Nilsson, & Maser, 2009) y el
segundo fue desarrollado para detectar casos en bacterias patdgenas en seres
humanos (Doxey & McConkey, 2013). Ambos métodos se basan en la
deteccién de la similitud de secuencia entre las proteinas del huésped y
parasitos (Hebert et al., 2015).
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3. CAPITULO Ill. PROCEDIMIENTOS
3.1 Obtencidén de datos

Los proteomas de Ustilago maydis y de organismos filogenéticamente
relacionados se descargaron de la base de datos UniProt (Tabla 1), al igual que
el proteoma de Zea mays se descargd de la base de datos UniProt
(UP0O00007305).

Tabla 1.

Proteomas de las especies utilizadas en este estudio.

Especies Strain Proteomas ID |Papel ecolégico Fuente
(Lanver et al.,
Zea mays cv. B73 UP000007305 | No patégeno 2018)

Ustilago maydis| 521/FGSC UP000000561 | Patégeno para | (Lanver et al.,

9021 plantas 2018)
ATCC MYA-
Malassezia |4612/CBS 7966 UP000008837 | Patégeno para | (Johansson et
globosa humanos al., 2018)

Okayama-7 / 130
Coprinopsis | / ATCC MYA- | UP000001861 | Patégeno para | (Plaza, et al.,

cinerea 4618 / FGSC animales 2016)
9003
Laccaria bicolor] S238N-H82/ | UP000001194 | No patégeno (Martin et al.,
ATCC MYA- para plantas 2008)
4686 Inoculante del
suelo
Pseudozyma T-34 UP000011976 | Patégeno para | (Morita et al.,
antarctica humanos 2013)

Malassezia ATCC 42132 | UP000186303 | Patdégeno para | (Gowthaman &

sympodialis humanos Eswarakumar,
2013)

Wallemia ATCC MYA- UP000005242 | Patogenos para| (Skalski et al.,
mellicola 4683 / CBS animales 2018)

633.66
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Cryptococcus | WM276 / ATCC | UP000007805 |Patbégenos para| (Souza, et al.,
gattii MYA-4071 humanos 2011)
Rhodotorula JG-1b UP000062823 | Patdgeno para | (Gémez-Lbpez,

sp. humanos et al., 2005)
CBS 9802 / IAM
Mixia 14324 / JCM | UP000009131 |Infecta helechos| (Toome et al.,
osmundae 22182 | KY 2014)
12970
Malassezia CBS 1879 UP000037751 | Patdgeno para (Lee, et al.,
pachydermatis humanos 2018)
Pseudozyma SY62 UP000014071 | Patégeno para | (Konishi, et al.,
hubeiensis humanos 2013)

Nota: Todas las especies en negrilla corresponden a hongos que no atacan plantas.

3.2 Identificacién de candidatos de mimetismo molecular por similitud de

secuencias

Para la identificacién de candidatos se realizaron busquedas partiendo desde el
patégeno (BBP) y el huésped (BBH). En la primera comparacion se realizé un
BLASTp con un e-value de le-5 (segun lo establecido por Gibbons et al.,
2015). Segun este criterio, se buscaron las coincidencias de secuencias con
todas las proteinas predichas en el genoma de U. maydis versus la base de
datos formada por los proteomas de hongos no fitopatdégenos y el proteoma del
maiz. Para la segunda comparacién, se realiz6 un BLASTp con un e-value de
le-5 partiendo de todas las proteinas predichas en el genoma de maiz versus

la base de datos compuesta de hongos no patégenos de plantas y U. maydis.

En el caso de la BBP, los candidatos se seleccionaron tomando en cuenta la
diferencia de bitscore entre el mejor resultado de la proteina de busqueda con
el maiz y los hongos no fitopatégenos. Si la diferencia entre el bitscore del
resultado de BLASTp para una proteina de maiz con respecto al bitscore del
mejor resultado en hongos no fitopatdgenos es mayor o igual a un limite

establecido, se determiné como candidata. De igual forma BBH, si una proteina
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de maiz registr6é un bitscore mayor o igual al valor limite para una secuencia de
U. maydis que para un hongo no fitopatégeno, también se escogié como
candidata. El valor limite entre los bitscores necesario para determinar si se
toma a una proteina como candidata se determind de acuerdo con la
distribucion de las diferencias de bitscores de todos los resultados de BLAST
dentro de cada comparacion (BBP y BBH respectivamente). Se calculé el rango
intercuartil y se sumoé al cuartil 3 para determinar el valor limite, tanto para BBP

como para BBH.

3.3 Prediccion de localizacion subcelular

Para predecir la localizacion subcelular de los candidatos obtenidos en las
comparaciones BBP y BBH, se utilizaron los programas: SignalP 4.1 (Petersen,
Brunak, von Heijne, & Nielsen, 2011), WolfPsort v0.2 (Horton et al., 2007) y
TMHMM 2.0 (Krogh, Larsson, Von Heijne, & Sonnhammer, 2001). En los casos
en los que se predijeron mas de dos sitios transmembrana en la proteina, se
anoté como una proteina transmembrana sin tomar en cuenta los resultados de
los otros programas. En los casos en los que se predijo un péptido sefal (por
medio de SignalP o WolfPsort) y dos o menos sitios transmembrana, las
proteinas fueron consideradas como extracelulares. Finalmente, las proteinas
con dos 0 menos sitios transmembrana y sin péptido sefial, se registraron con

la categoria predicha por WolfPsort.

Con estas predicciones se evaluaron las localizaciones subcelulares putativas
de las proteinas candidatas imitadoras (U. maydis) e imitadas (maiz). Se
consideraron como interacciones posibles aquellos pares de candidatos que
comparten espacio subcelular durante la infeccion. Esto es, proteinas de U.
maydis extracelulares pueden interactuar con proteinas intra y extracelulares
de maiz y proteinas transmembrana de U. maydis podrian interactuar con
proteinas extracelulares y transmembrana de maiz (Anexo 3). Este criterio se

utilizé para filtrar los primeros candidatos obtenidos del analisis de BLAST.
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Los candidatos obtenidos con el criterio de localizaciébn subcelular fueron
anotados en diferentes bases de datos como InterPro (Hunter et al., 2012),
iPfam (Finn, Miller, Clements, & Bateman, 2014) y PROSITE (Cuche et al.,

2013) para determinar la funcién putativa de los candidatos.

3.4 Andlisis de expresion génica

Para analizar la coexpresion de los pares de candidatos (imitador- imitado) se
usaron los datos de RNA-Seq de Lanver et al. (2018). Estos datos se
encuentran disponibles en el repositorio GEO (Gene Expression Omnibus) con
el codigo GSE103876. La expresion diferencial de los genes del maiz se
calculé a partir de los conteos de reads del estudio citado anteriormente. La
expresion diferencial de los datos se calcularon con el paquete DESeq (Anders
& Huber, 2010) de R el cual estd basado en una distribucion binomial negativa.
La expresion diferencial de U. maydis se obtuvo directamente de los datos

reportados por Lanver et al. (2018).

3.5 Andlisis estructural de los candidatos.

Para analizar la estructura de los candidatos se utiliz6 phyre 2 usando la
secuencia fasta como input de cada candidato, mientras que para la

superposicion de los pares imitador e imitado se uso el programa pymol.

(Anexo 4).

4. CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El resultado es un par de proteinas candidatas que representan a la proteina
imitadora (codificada en el genoma del patdgeno) y una proteina imitada

(codificada en el genoma del huésped). Para realizar este analisis, se
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consideraron los proteomas completos de 11 especies de hongos no
fitopatdgenos (controles), el proteoma de U. maydis y de Z. mays (Tabla 1).

En la primera basqueda de BLAST se utilizaron las proteinas de U. maydis
(busqueda basado en el patdgeno; BBP) contra una base de datos conformada
por los proteomas completos de hongos no fitopatégenos y el proteoma
completo de Z. mays. Los resultados se resumieron en el boxplot de la Figura 5
y en el dotplot en el anexo 5a. En dicha figura se observa la distribucion de las
diferencias de los bitscores méas altos obtenidos con proteinas de Z. mays y
hongos no fitopatbgenos. En este caso, se consideraron como candidatos
miméticos las proteinas cuya diferencia resultd positiva, esto es, bitscores mas
altos en la comparacién con Z. mays que, con hongos no fitopatdgenos. Tres

proteinas cumplieron con este requisito (Anexo 1).

La segunda busqueda en BLAST fue realizada usando proteinas de Z. mays
(de busqueda basado en el huésped; BBH) contra una base de datos
conformada por los proteomas de U. maydis y por los hongos no fitopatégenos.
En la Figura 6 se observa la distribucion de las diferencias entre los bitscores
de U. maydis y los bitscores de los hongos no fitopatégenos ordenados de
forma ascendente. Se consideraron como candidatos miméticos las proteinas
U. maydis con puntuaciones de bitscores mayores o iguales al valor limite
establecido. Este método fue fijado a partir de la distribucion de diferencias de
bitscores, calculando el rango intercuartil y sumando este valor al cuartil 3. El
valor limite calculado fue 16.6. En total se obtuvieron 111 proteinas de maiz
con diferencias de bitscores mayores o iguales al valor limite (Anexo 2) (Anexo
5b).

Se realizaron estas comparaciones ya que si se encuentran proteinas de U.
maydis que se parezcan mas a las de Z. mays que a los de sus hongos
filogenéticamente relacionados, serian buenos candidatos de mimetismo
molecular. Esto quiere decir que U. maydis ha evolucionado para imitar las
proteinas del maiz y por eso se encuentran mas parecidas al maiz que a sus

propios parientes filogenéticamente relacionados.
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Los primeros candidatos de mimetismo molecular fueron identificados en
base a la similitud de secuencias, partiendo de un algoritmo que reune la
metodologia de Ludin, Nilsson, & Maser (2011) y Doxey & McConkey (2013)
(ver métodos). En estas investigaciones, los autores comparan las proteinas
de los patdégenos con los anfitriones y, como control, las proteinas de
especies no patégenas relacionadas filogenéticamente con el patdgeno.
Estos métodos pretenden detectar candidatos de mimetismo molecular que
presenten mayor similitud de secuencia con las proteinas de su huésped que

con las especies control.

Boxplots de la busqueda en el patogeno
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Figura 5. Boxplots de la distribucion de la diferencia de bitscores para

comparacion BBP.
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Boxplots de la busquéda basada en el huésped
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Figura 6. Boxplots de la distribucion de la diferencia de bitscores para la

comparacion BBH.

Como se menciono anteriormente se han realizado dos métodos de deteccion
de mimetismo molecular utilizando sistemas de interaccién entre el huésped y
el patdogeno. Uno de estos estudios es el caso de Doxey & Mcconkey (2013)
utilizaron el sistema huésped-bacteria para detectar un subconjunto de
imitadores de patdégenos que funciona en la virulencia bacteriana. El objetivo

principal de esta investigacion fue detectar mimetismo entre el patégeno y el
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huésped en escala gendémica, realizando un andlisis del proteoma bacteriano
frente a los proteomas de los organismos no patégenos (usados como control)
y compararon las similitudes con el proteoma humano (huésped). El otro
estudio fue realizado por Ludin et al. (2011), utilizaron el sistema parasito-
huésped, a partir de la busqueda basada en el patégeno. El objetivo fue
investigar el mecanismo mimético de los epitopos de aminoé&cidos lineales a
través del analisis gendmico comparativo. Una de las ventajas al realizar esta
metodologia es que estas se relacionan con los procesos evolutivos, los cuales
pueden originar candidatos miméticos. Una desventaja es la presencia de
falsos negativos debido a que el mimetismo de los epitopos no lineales
compuestos de aminoacidos de pliegues separados (0 incluso polipéptidos

separados) no son reconocidos.

Nuestro enfoque fue combinar las dos metodologias de los estudios
anteriormente mencionados a partir de la busqueda basada en el patdgeno y
en el huésped, para obtener una mayor cantidad de candidatos de mimetismo
molecular. Es posible considerar que debido a varios factores como: la pérdida
de familias de genes en especie control no relacionadas, se pudiese obtener
resultados falsos positivos. Se puede plantear posibles soluciones a este
problema, en base a los organismos control, es decir tener en nuestra lista de
grupo control proteomas de especies de vida libre para eliminar las proteinas

que generalmente se conservan a través de los filos.

4.1 Prediccion de la localizacion subcelular.

Se predijo la localizacién subcelular para cada par de candidatos (proteinas U.
maydis — Z. mays) obtenidos de las busquedas de BLAST descritas en la
seccion anterior. Las proteinas de U. maydis secretadas pueden estar en el
apoplasto o en el citoplasma de la célula de la planta, por consiguiente, estas
proteinas podrian imitar proteinas de plantas dentro o fuera de la célula
vegetal. Las proteinas transmembrana de U. maydis podrian interactuar con las

proteinas extracelulares y con las citoplasmaticas de Z. mays, pero no con las
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proteinas transmembrana de la célula vegetal debido a que la pared celular del
hongo separa el espacio entre ambos (Rafiqi et al., 2012; Yi & Valent, 2013), tal
como se muestra en el anexo 3. Se planteo tres probabilidades para obtener
las posibles proteinas candidatas al mimetismo. En primer lugar, las proteinas
secretadas por U. maydis que puedan imitar proteinas extracelulares o
transmembranales del huésped, es decir dentro o fuera de la célula vegetal
(Cosio & Dunand, 2009). En segundo lugar, las proteinas extracelulares de
maiz podrian interactuar con el dominio extracelular de las proteinas
transmembrana de U. maydis. En tercer lugar, es posible la interaccion del
citoplasma de Z. mays con proteinas transmembrana de U. maydis debido a
que la hifa del hongo durante la infeccion penetra el citoplasma de la célula
huésped (Ruiz-Herrera, 2008).

Las proteinas probables que interactian entre U. maydis y Z. mays son 14
pares de candidatos de la busqueda BBH después de la aplicacion del criterio
de co-localizacién, sin embargo, solo 3 proteinas fueron candidatas de
mimetismo molecular en este sistema como se muestra en el anexo 6, debido a
que las 11 proteinas restantes corresponden a la interaccibn no posible
(transmembrana-transmembrana). La busqueda BBH muestra como resultado
tres proteinas: UDP-glucose: glycoprotein glucosyltransferase (UGGT),
Diaphanous related Formin, Phospholipid: diacylglycerol acyltransferase 1
(DAGT). Mientras que en la comparaciéon BBP ningun par de candidato cumple
con el criterio de co-localizacion, ya que estos no son extracelulares,

transmembrana y citoplasmaticas.

4.2 Co-expresion de los candidatos de mimetismo molecular.

El estudio de Lanver et al. (2018), se basa en un perfil transcripcional del
desarrollo asociado a plantas de cepas tipo salvaje de U. maydis. Este analisis
se centra en el metabolismo de los hongos y en las estrategias nutricionales.
Las proteinas secretadas muestran 3 formas distintas como: superficie de la

planta, establecimiento de la biotrofia e induccion de tumores. Este
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comportamiento podria aumentar la eficacia de las proteinas del patdgeno para
imitar a su contraparte, ya que se localiza en el lugar correcto (co-localizar) y
en el momento adecuado (co-expresada). La expresion de cada candidato en
los granos de maiz infectados por Ustilago maydis después de la infeccion (dpi)
fueron de 0.5, 2, 4, 6, 8, 12 (dpi) como se evidencié en Lanver et al. (2018). El
conteo normalizado de los reads de los pares de candidatos se muestra en el
anexo 7. Para conocer los posibles candidatos que se encuentran involucrados
en la expresion diferencial, se formulé una hipétesis nula (HO), nuestros datos
reflejaron que si existe expresion diferencial en los distintos tiempos en

comparacién con el control.

Los candidatos de U. maydis y Z. mays que se encuentran diferencialmente
expresados se pueden observar en el anexo 8 con sus respectivos valores p
ajustados (padj), para el caso de U. maydis estos estan representados en color
morado con negrilla, mientras que en el caso de Z. mays los datos estan en
color celeste con negrilla. Por otra parte, en los anexos 9,10 y 11 se observan
los perfiles de expresion de U. maydis en la mazorca del maiz que se
encuentra diferencialmente expresado con respecto al control. Sin embargo,
para analizar la expresion diferencial, se compar6é la expresion con 28
combinaciones en diferentes tiempos de infeccién (8 tiempos), los datos se
expresaron diferencialmente con un valor p ajustado menor a 0,01.
Consideramos que, las comparaciones con respecto al control no podrian estar
relacionados con las condiciones de la planta, tampoco con la disponibilidad de
nutrientes. En contraparte, existieron genes que mostraron una expresion
diferencial durante las etapas de desarrollo asociadas con la planta, esto es lo
gue distingue a U. maydis de otros fitopatdgenos. Se han realizado estudios de
RNA-seq similares con hongos como: Zymoseptoria tritici, Colletotrichum
higginsianum, y Puccinia striiformis f. sp tritici, estos demostraron una baja
expresion diferencial del 28, 44 y 50% de los genes respectivamente
(O’Connell et al., 2012; Rudd et al., 2015; Dobon, et al., 2016), en comparacion
con U. maydis en el que se obtuvo el 68% de los genes que se expresan de

manera diferencial (Lanver et al., 2018). Debido a esta informacion, es posible
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deducir que el alto porcentaje de expresion diferencial de los genes de U.
maydis es debido al acoplamiento entre el desarrollo del patégeno de U.

maydis y los cambios morfol6gicos.

4.3 Analisis estructural de los candidatos.

Es posible analizar proteinas con secuencias similares, de esta manera se
construyen y analizan familias proteicas. Sin embargo, en la actualidad se van
descubriendo proteinas que muestran un scaffold (andamiaje) parecido, incluso
Si sus secuencias no se encuentran relacionadas. Se toma en cuenta que
mientras menor sea el valor RMSD (Root Mean Square Deviation) entre dos
estructuras mayor sera la similitud estructural de las mismas (Mas Benavente,
2000). En la figura 7 se puede observar la superposicion de las estructuras
terciarias entre U. maydis y Z. mays, las mismas que estan representadas en
color celeste y en color verde respectivamente. En la figura 7a se observa la
superposicion de la UDP- glucose: glycoprotein glucosyltransferase (U. maydis-
Z. mays), esta tiene un RMSD de 0.002, en la figura 7b se observa la
superposicion de Diaphanous related Formin (U. maydis- Z. mays), que tiene
un RMSD de 0.000 y finalmente en la figura 7c se observa la superposicion de
Phospholipid: diacylglycerol acyltransferase 1 (U. maydis- Z. mays), que
obtiene un RMSD de 1.800. Los resultados que genera el programa para la
prediccién de estructuras proteicas, phyre 2 alcanza un nivel de confianza del
100%. Estas tres proteinas candidatas son las mas fuertes para mostrar el
caso de mimetismo molecular ya que comparten la localizacion subcelular y la

similitud estructural.
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Figura 7. Superposicién de estructura terciaria entre los candidatos imitador-
imitado.
a) Proteina UDP-glucose: glycoprotein glucosyltransferase (U. maydis- Z. mays).

b) Proteina Diaphanous related Formin (U. maydis- Z. mays).
¢) Proteina Phospholipid: diacylglycerol acyltransferase 1 (U. maydis- Z. mays).
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4.4 Rol potencial de los candidatos de mimetismo molecular.

Las proteinas candidatas resultantes de los analisis previos fueron: UDP-
glucose: glycoprotein glucosyltransferase (UGGT), Diaphanous related Formin,

Phospholipid: diacylglycerol acyltransferase 1 (DAGT).

Blanco-Herrera y sus colaboradores (2015) mostro que la UGGT es clave para
el control de calidad del plegamiento de proteinas en el reticulo
endoplasmatico, tanto en el crecimiento de las plantas como en el estrés bi6tico
y abidtico en Arabidopsis thaliana. Esta proteina se activa cuando hay un mal
plegamiento de proteinas. Los resultados presentados en este estudio
determinaron que la falta de actividad de la UGGT en los mutantes genera un
retraso en el desarrollo vegetativo de la raiz primaria y de la roseta; alterando el
namero de hojas de la planta después de 6 semanas, provocando sensibilidad
al ataque de patégenos y al estrés bidtico y abiotico. La sobreexpresion de
UGGT (UGT 71C5) aumenta la tolerancia de glucosa de A. thaliana. Se
demostré que la longitud promedio de la raiz se duplic6 en comparacion con la
de tipo silvestre, también se evidencié un incremento en el crecimiento de la
planta (Yan et al., 2010). Adicionalmente, estos mutantes son més sensibles al
acido salicilico durante la germinacién, por lo que las plantas muestran un
deterioro en el establecimiento de la resistencia sistémica adquirida (SAR)
(Dias Puentes, 2012).

Dada esta informacién relacionada a la UGGT, es posible inferir que cuando
existe una sobreexpresion de la UGGT, podria existir un aumento en el
crecimiento de Z. mays, por lo que U. maydis estaria involucrada en el proceso
de la formaciéon de tumores. Ademas, la aparicion de estos tumores se
corrobora con los niveles de expresion diferencial. Por otro lado, con respecto a
la resistencia sistémica adquirida le convendria a U. maydis suprimir o retrasar

el reconocimiento de SAR, para infectar a la planta (Dias Puentes, 2012).
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Por su parte la Diaphanous related Formin (Dfrl) actda en el crecimiento de la
planta y en la division celular. La formina ha sido identificada en organismos
eucarioticos (hongos, animales y plantas), y esta involucrada en los procesos
celulares como: la motilidad celular, la polaridad y la citocinesis (Woychik et al.,
1990; Goode & Eck, 2007). En hongos existen diversos estudios que
demuestran que la Dfrl es necesaria para la formacion del anillo de
actomiosina durante la septacion de hifas infecciosas (Schink et al., 2011). Por
otra parte, se ha visto que la Formina FH5 de clase Il es crucial para la
organizacion de la actina y la division de las células del arroz. En este estudio
se observo que la formina afecto la expansion celular y la morfogénesis de las
plantas en el cultivo del arroz. Ademas, el citoesqueleto de actina es utilizado
como regulador en el alargamiento celular en algunas plantas como
Arabidopsis thaliana (Yang et al., 2011). El estudio de Favery et al. (2004)
muestra que tres forminas de tipo |, regulan el crecimiento en células gigantes y
gue especificamente la formina AtFH6 se encuentra a lo largo de la membrana
plasmatica. Por consiguiente, los investigadores de este Ultimo estudio lograron
inferir que las forminas de este tipo cumplen un rol crucial en la organizacion
del citoesqueleto de actina en la membrana plasmética, utilizada para el

crecimiento celular.

Basados en la informacion anteriormente expuesta sobre el funcionamiento de
la Formina, es posible inferir que la formina de U. maydis pueda estar imitando
de manera funcional a la formina de Z. mays, con el objetivo de alterar la
duplicacién celular de la planta promoviendo la formacion de tumores, una de
las consecuencias que tiene U. maydis. La aparicion de tumores en U. maydis
empieza a producirse 2 dias después de la infeccion (K. Lee, Pan, & May,
2009). Esto es totalmente coherente con nuestros niveles de expresion
diferencial en donde se evidencia que la infeccién se genera a partir de los 2
hasta los 12 dias. Se observo un efecto parecido en las proteinas CLE en
nematodos formadores de nodo, y en las plantas, estas proteinas estan

involucradas en la division celular (Clark et al., 1995).
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Por ultimo, la proteina Diaglicerol aciltransferasa (DGAT) cataliza los pasos en
los que se encuentra involucrada la biosintesis del triacilglicerol. Este es un
componente fundamental para las membranas biologicas, el crecimiento celular
y como fuente de energia. Ademas, los lipidos de la pared celular del huésped
pueden actuar alternativamente como barreras antifingicas o como inductores
de patogenicidad (Keyhani, 2017). Existen investigaciones vinculadas a la
funcién que cumple la proteina DGAT en donde Sharma (2016) explica acerca
de la posible patogenicidad relacionada a Colletotrichum gloeosporioides.
Sharma (2018) considera que la DGAT2 es crucial para la sintesis de
triacilglicerol (TAG) involucrada en la homeostasis de la membrana celular y de
los procesos celulares. Ademas, se ha visto que actda en la reproduccion y en
la virulencia de Botrytis cinerea. Un mutante (BCM-55) con alteracion en un gen
(BcDGAT?2) de la proteina DGAT2, mostré virulencia en los tejidos de varios
huéspedes. El resultado que present6 el mutante de insercion fue el retraso en

la germinacién de las esporas y un bajo potencial de penetracion.

La funcibn que podria cumplir la DGAT en el proceso de infeccion es
desconocido o0 a su vez, si esta proteina tiene un rol dentro de este proceso
todavia no se ha reportado.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

Existen proteinas de U. maydis que se asemejan a proteinas de Z. mays en
secuencia, localizaciébn subcelular y co-expresion bajo condiciones de
infeccion. Estas proteinas son fuertes candidatas para cumplir roles miméticos

dentro de la planta.

De la misma forma, se logré6 desarrollar un método semiautomatico de
deteccién de mimetismo molecular in silico el cual ha arrojado candidatos de
mimetismo molecular prometedores. Es la primera vez que uno de estos

meétodos se desarrolla para un sistema planta-patégeno.

UGGT esta involucrada en el crecimiento de la planta y en el control del
plegamiento de las proteinas en el reticulo endoplasmético. Por esta razon,
cuando exista una sobreexpresion de esta proteina podria incrementar el
crecimiento celular, lo que podria conllevar a la formacién de tumores. Ademas,
seria capaz de retrasar o suprimir el reconocimiento de la SAR permitiendo la
infeccion de la planta.

La formina actia en la division celular y en la formacién del anillo de
actomiosina. Por este motivo, esta proteina podria intervenir en el crecimiento

desmedido de la célula, dando lugar a la posible formacién de tumores.

5.2 Recomendaciones

Para poder determinar si estas proteinas en realidad son casos de mimetismo

molecular, se recomienda hacer estudios in vitro.

Se sugiere utilizar un patosistema diferente para poder comprobar si el método

desarrollado es el adecuado en todos los casos.
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Se recomienda ampliar el analisis estructural para poder observar de mejor
manera la interaccion de mimetismo molecular con el ligando original de la

planta.
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