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Resumen 

 
Análisis de la regulación del proteoma de  Ustilago maydis por dimorfismo, pH y 
los genes MAPK y GCN5 
 

Ustilago maydis es un hongo basidiomycota patógeno del maíz. Sus células 

haploides son capaces de crecer en forma de levadura en un medio de cultivo 

líquido con un pH de 7, mientras que a un pH de 3 presenta un crecimiento en 

forma de micelio. Se utilizaron geles de electroforesis bidimensional acoplados a 

LC ESI/MS-MS para el análisis de proteínas diferencialmente acumuladas en las 

formas de  levadura y micelio. Los mapas 2-DE fueron obtenidos en el rango de 5-

8 donde un total de 404 spots proteicos fueron separados, de estos, 43 fueron 

diferencialmente acumulados cuando se compararon las cepas (FB2wt y las 

mutantes monomórficas CL211 para levadura y GP25 para micelio) creciendo a 

pH de 7 contra pH 3. Las topoisomerasa 2, tioredoxin peroxidasa y Vdac fueron 

sobre acumuladas en la forma de micelio mientras que la proteína de unión a ADN 

Hpm1 y la aldo ceto reductasa disminuyeron su acumulación.  En  CL211 varios 

factores de transcripción como Btf3a disminuyen su acumulación lo cual podría 

estar relacionado con la via de MAPK, mientras que la mutacion en gcn5 (GP25) 

muestra la disminución en la acumulación de Mge1 y Lpd1-dihidrolipoamida 

deshidrogenasa. Lys12 fue sobre acumulada en la forma de micelio de FB2wt y 

GP25, esta proteína ha sido reportada como un nuevo blanco para antifungicos. 

Se identifico la sobreacumulación de CipC y la disminución en la acumulación de 

Hmp1 como proteínas especificas relacionadas con el dimorfismo cuando las 

proteínas afectadas por el cambio en el pH fueron descartadas. Nuestros 

resultados complementan la información de los genes y proteínas relacionados 

con la transición dimórfica en U. maydis. 

 
 
 
PALABRAS CLAVE: mutantes constitutivas; dimorfismo; proteomica; pH; geles de 
electroforesis bidimensional; Ustilago maydis 
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Abstract 
 
Analysis of the regulation of the Ustilago 1 maydis proteome by dimorphism, pH or 
MAPK and GCN5 genes 

 

Ustilago maydis is a dimorphic corn pathogenic basidiomycota. U. maydis haploid 

cells are able to grow in liquid synthetic where at pH 7 grows as yeast, while at pH 

3 it develops in the mycelial form. Two-dimensional gel electrophoresis coupled 

with LC ESI/MS-MS was used to analyze the differential accumulation of proteins 

in the yeast and the mycelial morphologies. 2-DE maps were obtained in the pH 

range of 5-8 where 404 total protein spots were separated, from these 43 were 

differentially accumulated when comparing strains (FB2wt and constitutive yeast or 

mycelial mutants, CL211 and GP25, respectively) growing at pH 7 against pH 3. 

Topoisomerase2, thioredoxin, and Vdac were up-accumulated in mycelial form 

while Hpm1 DNA binding protein and aldo  keto reductase were down-

accumulated. The down-accumulation in CL211 of several transcription factors 

such as Btf3a, could be related with the MAPK pathway, while mutation in gcn5 

(GP25) was reflected in the down-accumulation of Mge1 and Lpd1- 

dihydrolipoamide dehydrogenase. Lys12 was up-accumulated in the mycelial form 

in both FB2wt and GP25 at pH 3. This protein has been reported as a new target 

for antifungal drugs. Specific proteins related to dimorphism were found when 

proteins affected by changes in the medium pH were eliminated; then dimorphism 

was related with the up-accumulation of CipC and down-accumulation of 

Hmp1.Our results complement the information about the genes and proteins 

related with the dimorphic transition in U. maydis. 

 
 
KEY WORDS: constitutive mutants; dimorphism; proteomics; pH; two-dimensional 
gel electrophoresis; Ustilago maydis 
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I. INTRODUCCION 

 

1.1 Ustilaginales 

El orden de los Ustilaginales pertenece al Phylum Basidiomycota y a la 

clase de los Teliomycetes y comprende aproximadamente 1200 especies 

distribuidas en más de 50 géneros, son un grupo vasto y diverso de hongos en los 

que se incluyen los carbones, denominados de este modo por la formación de 

masas negras de  esporas, semejantes al carbón, que presentan al fructificar. Son 

patógenos de las plantas y causan perdidas en los cultivos en todo el mundo, e 

infectan aproximadamente 4000 especies de angiospermas distribuidas en 75 

familias de plantas (Martínez-Espinoza y col. 2002). Muchos carbones tienen un 

estrecho rango de huésped y están especializados en miembros de las Poaceae  

(gramíneas) las cuales incluyen especies de cultivos importantes como el maíz, 

sorgo, azúcar de caña, trigo y cebada (Fig. 1) (Brefort y col., 2009). 

 

 

 

Figura 1. Algunos Ustilaginales que causan carbones en cultivos importantes 
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Los ustilaginales pueden desarrollarse en tallos, hojas, flores, frutos y 

semillas de las plantas huéspedes. En los tejidos vegetales el micelio comúnmente 

se desarrolla de forma intercelular. Carecen de basidiocarpo (pero ver adelante), 

pueden formar soros o agallas grandes, en donde se producen las teliosporas. Las  

teliosporas se forman de células intercalares del micelio dicarionte, el cual con 

frecuencia, presenta fíbulas, según las especies (Fig. 2). En su mayor parte son 

heterotálicos bipolares o tetrapolares. No presentan órganos sexuales de manera 

que la plasmogamia se efectúa mediante la fusión de células compatibles, ya sean 

basidiosporas, conidios, células hifales o esporas con células hifales (Herrera y 

Ulloa, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Formas celulares de Ustilago: 1. Telíospora germinando, 2. Basidiosporas, 

3. Somatogamia entre basidiósporas, 4. Desarrollo de micelio dicariótico, 5. Micelio 

dicariótico desarrollado, 6. Vesículas con teliosporas binucleadas, 7. Teliósporas 

uninucleadas. (www.hongosyplantas.es) 
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1.2 Dimorfismo 

El dimorfismo fúngico es un fenómeno reversible por el cual un hongo 

puede pasar de una forma de micelio a forma de levadura o viceversa en función 

de las condiciones ambientales (Sánchez y Pérez, 2001). Numerosos hongos 

patógenos de humanos y plantas exhiben este fenómeno, de tal manera que la 

patogenicidad es usualmente limitada por una morfología particular. El control 

entre estos patrones de crecimiento requiere de una organización coordinada del 

citoesqueleto y el tráfico de vesículas para restablecer la polaridad celular y dirigir 

la síntesis de pared celular (Mahlert y col., 2006). 

El fenómeno del dimorfismo no está limitado para algún grupo taxonómico, 

este es compartido por especies representativas de los Phyla Basiodiomycota, 

Ascomycota y Zygomycota (Morales-Vargas y col., 2012). El cambio entre micelio 

y levadura en hongos dimórficos como respuesta a factores ambientales puede 

inducirse experimentalmente como se muestra en la Tabla 1. Diversos patógenos 

oportunistas del hombre se desarrollan en forma de micelio como los saprofitos de 

las plantas y en el laboratorio mantienen esta morfología en cultivos con 

temperaturas de 20-25 °C. Pero estos se convierten en levaduras en los fluidos del 

cuerpo o cuando en el laboratorio se incuban a 37 °C. Este dimorfismo regulado 

térmicamente es un factor significativo en la patogénesis (Deacon, 2006). 
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(Adaptada de Deacon. 2006). 

 

 

 

 

 

Hongo 
Condiciones para 

forma de micelio 

Condiciones para 

forma de levadura 

Patógenos del hombre 

Histoplasma capsulatum 

Blastomyces dermatitidis 

Paracoccidioides brasiliensis 

Sporothrix schenckii 

Coccidioides immitis  

Candida albicans 

 

20-25 °C 

20-25 °C 

20-25 °C 

20-25 °C 

20-25 °C 

Bajos niveles de 

nutrientes 

 

37 °C 

37 °C 

37 °C 

37 °C 

37 °C 

Altos niveles  de 

nutrientes 

Saprofitos 

Mucor rouxii  y algunos otros  

Zygomicotas 

Aireación Anaerobiosis 

Patógenos de plantas 

Ophiostoma ulmi 

 

 

Ustilago maydis 

 

 

Calcio 

Algunas fuentes de 

nitogeno. 

Dicarionte 

 

Baja concentración de 

calcio 

 

Monocarionte 

Patógenos de insectos 

Metarhizium anisopliae 

Beauveria bassiana 

 

Medio sólido 

Medio sólido 

 

Cultivo liquido 

Cultivo liquido 

Tabla 1.  Algunos factores ambientales o genéticos que causan la transición entre el crecimiento 

en forma de micelio y levadura. 
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Muchas levaduras sexuales en los basidiomycota tienen un ciclo de vida 

dimórfico (Fig. 3). Inicialmente, una basidiospora haploide germina para producir la 

levadura de vida libre. En este estado puede colonizar una gran variedad de 

sustratos en suelos o hábitats acuáticos. En la presencia de otra célula compatible 

se produce la formación de tubos de conjugación que finalmente fusionan las 

células para producir una hifa dicarionte. Los basidiomicota mantienen un estado 

prolongado de dicarionte, donde cada célula posee dos núcleos parentales sin 

fusionar. La fusión y meiosis ocurre en un basidio para producir una tétrada de 

basidioesporas haploides (Morrow y Fraser 2009). 

 

 

 

 

 

Figura 3. Patogénesis del dimorfismo de basidiomicetos. La forma de levadura de Ustilago maydis  

(izquierda) es no patógena, hasta el apareamiento con otra compatible para realizar el cambio 

morfológico al forma infecciosa de hifa e invadir la planta. La célula de Cryptococcus neoformans 

(derecha) cambia a una hifa dicarionte la cual puede encontrase en vida libre. La cariogamia ocurre 

en el basidio, donde las basidiosporas son producidas. La reproducción sexual y el respectivo 

cambio dimórfico son  cruciales para iniciar la infección de una planta o animal (Adaptado de Morrow 

y Fraser, 2008). 
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 El pH extracelular es uno de los factores ambientales que afecta la 

diferenciación morfológica  del patógeno oportunista Candida albicans. La 

habilidad para responder a medios neutro-alcalino es controlada por  las vías de 

traducción de señales, que activan el factor de la transcripción  Rim 101. La ruta  

RIM101/PacC, que dirige las respuestas a pH y de diferenciación, también ha sido 

estudiada en Saccharomyces cerevisiae y Aspergillus nidulans (Davis, 2003).  

La transición dimórfica de U. maydis in vitro ocurre en cepas haploides o 

diploides como respuesta  al pH externo (Fig. 4). A un pH neutro el hongo crece 

como una población homogénea de levaduras, mientras que a pH ácido este 

desarrolla una forma micelial. (Aréchiga y Ruiz, 2004). La obtención de mutantes 

con una deleción del gen RIM101 mostró que la ruta Pal/Rim es funcional en U. 

maydis, donde como en otros hongos, controla una serie de funciones celulares 

pero no está involucrada en el dimorfismo inducido por pH (Aréchiga-Carvajal y 

Ruiz-Herrera, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Dimorfismo en U. maydis inducido por cambio de pH. A) 

Levaduras a pH 7. B) Micelio a pH 3 (tomado de Ruiz-Herrera y col., 1995). 
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1.3 Ustilago maydis 

En México es muy abundante el cultivo de maíz y, frecuentemente se 

observa parasitado por el hongo Ustilago maydis comúnmente llamado 

huitlacoche (huitlacoche) del náhuatl cui= excremento, tlaloe=maíz, “excremento 

del maíz”; (Bonifaz, 2000).  

El carbón que invade la mazorca del maíz conocido como “huitlacoche” ha 

sido preparado como un platillo comestible desde el periodo precolombino en la 

parte central de México y es ya importante en la industria alimenticia. Además de 

ser considerado un platillo de lujo en restaurantes con un notable éxito a nivel 

internacional  (Fig. 5) (Ruiz-Herrera y Martínez-Espinoza, 1998). 

 

 

 

 

 

Figura 5. El Ustilago maydis como alimento. Conocido como “huitlacoche” es 

empleado en la preparación de una gran variedad de platillos en México. 
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U. maydis es un hongo basidiomycota patógeno del maíz (Zea mays) y su 

progenitor el teozintle (Zea mays subsp. parviglumis). Su ciclo de vida normal que 

ocurre en la naturaleza implica una etapa sexual. Las células haploides se 

multiplican vegetativamente por gemación y son saprofitas; capaces de infectar 

plantas. La fusión de células haploides sexualmente compatibles es necesaria 

para la formación de un dicarionte, el cual crece en forma de hifa y es 

estrictamente dependiente de la planta huésped para sustentar su desarrollo. El 

micelio prolifera formando grandes tumores o agallas, y el desarrollo patogénico 

se complementa  con la producción de grandes cantidades de teliosporas 

diploides ricas en melanina. Estas esporas se distribuyen por el aire y pueden 

germinar bajo condiciones favorables, Después de pasar por meiosis, se producen 

esporidios haploides unicelulares (Bölker, 2001). En condiciones controladas en la 

que cepas diploides o mezclas de haploides sexualmente compatibles se incuban 

junto a callos embriogénicos de maíz, se desarrolla un ciclo de vida totalmente 

diferente, en la que se forman basidiocarpos (en contra de lo que generalmente se 

acepta). En los basidiocarpos ocurre la meiosis con formación de holobasidias, 

contrariamente a lo que ocurre en el ciclo de vida natural donde se forman 

fragmobasidias (Cabrera-Ponce y col., 2012). 

Durante los últimos 15 años U. maydis ha sido un modelo muy importante 

para el estudio molecular de los mecanismos de fitopatogenicidad causada por 

hongos. Las investigaciones moleculares se han enfocado en la recombinación, el 

papel del apareamiento (mating) en la patogénesis y las vías de señalización que 

influencian la virulencia. De igual manera se ha utilizado en el estudio de un 

número importante de procesos celulares tales como la señalización, regulación 

transcripcional y post-transcripcional, regulación del ciclo celular así como la 

recombinación y reparación del DNA (Vollmeister y col., 2011). 

Los análisis bioinformaticos demuestran que U. maydis se encuentra más 

relacionado a los humanos que otros organismos fúngicos modelo. Un numero alto 

de proteínas se comparten solo entre U. maydis y H. sapiens. Existe evidencia que 

sugiere que los principios de transporte a larga distancia, mitosis y la organización 
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de microtúbulos están conservados entre U. maydis y humanos, por lo cual es un 

sistema atractivo para el estudio de ciertos procesos en mamíferos (Steinberg y 

Perez, 2007). 

El tamaño del genoma de U. maydis es de aproximadamente 20.5 Mb y 

contiene 6902 genes que codifican proteínas. Una observación importante es que 

posee pocos genes involucrados en la degradación de tejido vegetal vivo o muerto 

como polisacárido hidrolasas, polisacárido liasas y pectin esterarsas. U. maydis 

posee solo 33 enzimas hidrolíticas en contraste con las 138 y 103 presentes en 

Magnaporthe grisea y Fusarium graminearum, respectivamente. Esto concuerda 

perfectamente con el estilo biotrófico de U. maydis, en el cual el daño al huésped 

debe ser mínimo (Kämper y col., 2006). El genoma se encuentra disponible en la 

base de datos de MIPS (http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago/).  

 

1.4 Señales que afectan la morfología y la virulencia 

En U. maydis las células haploides de tipo de apareamiento compatible se 

reconocen por medio de feromonas lipopépticas específicas y se fusionan para 

formar el dicarionte infeccioso. Este proceso está regulado por el locus de tipo de 

apareamiento “a” (Fig. 6). Esta unión induce un cambio morfogenético de levadura 

a un crecimiento filamentoso. La formación de filamento y la del desarrollo 

patogénico son coordinadamente controlados por el locus multialélico de tipo de 

apareamiento “b”, el cual codifica un homeodominio de factores de trascripción 

que actúan como heterodímeros (Kämper y col.,1995). La formación del complejo 

es genéticamente controlada y restringida a las proteínas bE y bW codificadas por 

diferentes alelos del locus b. De esta manera se garantiza que la actividad del 

heterodímero se forme solamente en el dicarionte y no se genere en células 

haploides. (Feldbrügge y col., 2004). 

 

 

http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago/
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Durante el apareamiento, cuando las feromonas son detectadas comienzan 

a actuar dos cascadas de señalización muy conservadas: la ruta de la proteína 

cinasa A (PKA) dependiente de AMP cíclico y una vía de MAPK cinasa (proteína 

cinasa activada por mitógeno, por sus siglas en inglés). Los componentes de estas 

vías cruciales se muestran en la Figura 7. Después de la activación inducida por 

feromonas, ambas vías convergen en el factor de transcripción clave Prf1, el cual 

induce  la transcripción de un grupo grande de genes que incluye a los genes de 

tipo de apareamiento de los locus a y b (Zarnack y col., 2008). Para inducir la 

expresión de los genes MFA y PRA, Prf1 necesita estar fosforilado por Adr1 

mediante la vía PKA, mientras que la inducción de los genes del locus b requiere 

que Prf1 esté fosforilado por Adr1 y Kpp2 de la vía MAPK (Kaffarnik y col., 2003). 

Figura 6. Interacción entre los dos loci de tipo de apareamiento durante el desarrollo de U. 

maydis. El locus bialelico a codifica un sistema de reconocimiento feromona-receptor, el cual 

dispara la fusión de las células, Posteriormente los diferentes alelos en el multi alelico locus b, 

inducen el desarrollo patogénico por la formación de un factor de transcripción heterodimérico 

(adaptada de Bölker, 2001). 



11 
 

Además, la transcripción de PRF1 está regulada por dos miembros de la vía 

MAPK, Kpp2 y Crk1 mediante una interacción compleja de al menos cuatro 

factores de transcripción río abajo que se unen a elementos discretos del promotor 

del gen PRF1: Prf1 (auto regulación), Rop1, Hap2 y un factor aun sin identificar rio 

abajo de Crk1 (Brefort y col., 2009). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Vias de señalización cAMP y MAPK durante el apareamiento y la invasión de la planta. 

Los componentes de cAMP (verde) y de MAPK (rojo) son señalados y sus interacciones son 

señaladas con flechas de color semejante. Los círculos con la letra P indican fosoforilación. (a) 

Componentes requeridos para el apareamiento en una célula haploide a1b1. (b) Componentes 

requeridos para el desarrollo patogénico del dicarionte. Los componentes  que son requeridos 

específicamente durante la patogénesis son remarcados en amarillo (Adaptado de Brefort y col., 

2009). 
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Excepto por la fosfatasa recientemente identificada Rok1, todos los 

componentes mostrados en la Figura 7a son necesarios para una fusión eficiente 

de células en un cultivo axénico. El análisis de mutantes en cepas que contienen 

los alelos compatibles del locus b ha revelado que muchos de los componentes 

requeridos por  la señalización de feromonas, juegan un papel adicional durante la 

patogénesis. Esto indica que los principales componentes de las vías cAMP y 

MAPK transmiten señales de la planta, además de las feromonas. Aunque, 

algunos componentes adicionales se requieren exclusivamente para la 

patogénesis, otros no son indispensables (Fig. 7a y 7b) (Brefort y col., 2009). 

Se ha visto que que la inducción por pH del crecimiento en forma de micelio  

en U. maydis está influenciada por las vías MAPK y cAMP (Martínez-Espinoza y 

col. 2004). Se plantea que la adenilato ciclasa (Uac1) es inhibida por un pH ácido 

y se reduce la síntesis de novo de  cAMP  (Fig. 8). La hoja del maíz provee de 

condiciones acidas que contribuyen a la inducción de la filamentación. Se sugiere 

que U. maydis indirectamente puede precipitar la reducción localizada del pH 

sobre el apoplasto de la planta al producir auxinas y de esta forma retroalimenta la 

inducción del crecimiento filamentoso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Efecto del pH en la vía de cAMP. La adenilatociclasa (Uac1) inhibida por un pH 

ácido o eliminada de una cepa haploide induce la filamentación de U. maydis (adaptado 

de Martínez-Espinoza y col., 2004). 
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Para poder realizar un análisis de genes o proteínas involucradas en 

transición de levadura a micelio al disminuir el pH del medio es importante el 

considerar que dicho cambio afectará a otros  genes o proteínas específicos 

distintos a los de la formación de micelio por el pH ácido. Robledo-Briones y Ruiz-

Herrera (2012) realizaron la búsqueda de genes involucrados en la síntesis y 

estructura de la pared celular de U. maydis durante su transición dimórfica  por el 

cambio en el pH. Gracias al uso de dos mutantes las cuales mantienen su 

morfología independientemente del pH (monomórficas): GP25, mutante micelio 

constitutiva, deficiente en un gen que codifica para la acetilasa de histonas Gcn5 

(Gonzalez-Prieto y col., en preparación) y CL211, mutante levadura constitutiva, 

deficiente en un gen que codifica para la Map cinasa Ubc2 (Martínez-Espinoza y 

col., 1997). Los genes diferencialmente expresados se agruparon mediante 

diagramas de Venn (Fig. 9). Cada elemento de este diagrama tiene en común la 

comparación entre la morfología de levadura y micelio. De esta forma se 

identifican los genes que fueron específicamente regulados durante el dimorfismo 

independientemente del pH del medio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Identificación de genes específicos involucrados en el dimorfismo. El diagrama de 

Venn muestra el número de genes encontrados con expresión diferencial en las comparaciones 

indicadas. (a) FB2wt a pH 3 vs pH 7; (b) FB2 a pH7 vs GP25 a pH 7; (c) FB2 a pH 3 vs CL211 a 

pH 3. La zona gris muestra el número de genes que están específicamente relacionados en el 

dimorfismo (Adaptado de Robledo-Briones y Ruiz-Herrera, 2012). 
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De igual manera, el uso de mutantes monomórficas como controles y el 

empleo de diagramas de Venn para separar diversos efectores fue empleado en la 

identificación de los genes involucrados en la transición dimórfica de levadura a 

micelio por cambio en el pH en Yarrowia lipolytica (Morales-Vargas y col., 2012). 

 

1.5 Proteómica 

Para entender los procesos biológicos a nivel molecular, es necesario 

visualizar la actividad y la interacción de las proteínas. Para su estudio se han 

desarrollado técnicas que permiten su separación, cuantificación y determinación 

de sus características individuales. Una de las técnicas más importantes de 

separación empleadas en la actualidad es la electroforesis, la cual involucra el 

movimiento de proteínas cargadas a través de una matriz bajo la influencia de un 

campo eléctrico aplicado. En la década de los 50’s el desarrollo en el campo de la 

electroforesis tuvo un gran auge especialmente con el uso de geles de acrilamida, 

Esta técnica se continua utilizando para la separación de proteínas, en particular 

los geles de electroforesis de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-

PAGE, por sus siglas en inglés) (Westermeier y col., 2002). 

La proteómica es la caracterización a gran escala de las proteínas 

completas de una línea celular, tejido u organismo (Graves y Haystead, 2002). Los 

estudio proteómicos consisten principalmente de dos tipos de técnicas: técnicas 

de separación y caracterización de proteínas mediante la espectrometría de 

masas (Aebersold y Mann, 2003). Estas técnicas se unen a la bioinformática para 

el análisis, interpretación e integración de la enorme cantidad de datos obtenidos. 

La electroforesis de doble dimensión es un método muy utilizado en el 

análisis de mezclas compleja de proteínas extraídas de diversas muestras 

biológicas. Esta técnica separa las proteínas en base a dos propiedades 

independientes en dos pasos consecutivos: la primera dimensión consiste en un 

isoelectroenfoque por el cual las proteínas se separan en base a su punto 

isoeléctrico (pI); la segunda dimensión es la separación de las proteínas conforme 
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a su peso molecular  relativo (Mr) mediante una electroforesis en un gel de 

poliacrilamida con SDS. Cada punto en el gel 2D resultante corresponde a una 

especie de proteína en la muestra. Miles de diferentes proteínas pueden ser 

separadas y la información específica para cada proteína puede ser obtenida (Fig. 

10). 

 

 

 

El análisis proteómico comprende tres pasos principales (Fig. 11), cada uno 

empleando diferentes tecnologías. El paso inicial y más importante es el manejo 

de las muestras para la electroforesis en dos dimensiones (2D). El segundo paso 

es la digitalización de las imágenes y el análisis de los patrones electroforéticos. 

La tercera etapa es la identificación y caracterización de las proteínas por 

espectrometría de masas (Lee, 2001). 

Figura 10. Esquema de la electroforesis de doble dimensión. La mezcla de proteínas obtenida es 

separada (1) de acuerdo al punto isoeléctrico de cada proteína en una tira de isoelectroenfoque. 

Posteriormente una segunda separación de acuerdo al peso molecular  se realiza en un gel de 

poliacrilamida (2). 
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La espectrometría de masas se ha convertido en el método más utilizado 

para la identificación de proteínas a gran escala. Es una técnica analítica que 

permite conocer la masa molecular de un analito, como un péptido, de una forma 

muy precisa. Se basa en la formación de iones de un analito en fase gaseosa, que 

serán separados y detectados según su relación masa/carga (m/z), lo que dará 

lugar en última instancia a un espectro de masas en el que se representa la 

abundancia relativa de cada uno de estos iones en función de su m/z. Tras la 

digestión de una proteína (comúnmente con tripsina) se obtiene un conjunto de 

péptidos de tamaños determinados por su secuencia de aminoácidos. Los 

espectros generados por las masas de los péptidos son comparados con las 

masas teóricas de las digestiones de las proteínas de las bases de datos. Cuantos 

más  péptidos experimentales coincidan con los teóricos, mayor probabilidad 

existe de que la proteína identificada sea la correcta (Cabezón, 2009) 

Figura 11. Estrategia general en el análisis proteómico: (1) Separación de las proteínas en 

geles 2D. (2) Análisis de los patrones electroforéticos. (3) Identificación de proteínas por 

espectrometría de masas 
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Mediante la electroforesis de doble dimensión y el análisis por 

espectrometría de masas, se ha contribuido en gran manera a la investigación 

experimental de los proteomas de sistemas biológicos complejos. Estas 

herramientas tienen éxito al estudiar la cantidad y localización subcelular de 

proteínas individuales, para examinar los cambios en los patrones de expresión 

entre las diferentes fases de crecimiento y en la respuesta a estímulos, o a 

identificar genes blanco de proteínas reguladoras (Vitali y col., 2005). 

Con la finalidad de entender la interacción entre plantas y patógenos, se 

han realizado estudios (Tabla 2) donde la proteómica es parte de un análisis 

integrativo multidisciplinario, que se extiende desde el estudio de los genes hasta 

la observación de un genotipo, pasando por proteínas y metabolismo. Por otro 

lado los estudios de patogenicidad de los hongos generan  información que ha 

permitido la identificación de factores de virulencia, la caracterización de rutas de 

señalización y vías bioquímicas. De esta forma se descubren nuevos blancos para 

el diagnóstico de enfermedades en cultivos o el diseño de fungicidas (González y 

col., 2010). 

El enfoque proteómico ha servido para el estudio de la transición dimórfica 

como una de las estrategias de virulencia del patógeno oportunista C. albicans. 

Esto ha permitido realizar análisis de las interacciones funcionales de las 

proteínas diferencialmente abundantes, para mostrar los procesos metabólicos y 

de reorganización celular durante la transición de levadura a hifa y así proponer 

un modelo de reorganización metabólica (Monteoliva y col., 2011).  

Respecto al dimorfismo de U. maydis Böhmer y col. (2007) realizaron un 

análisis proteómico de la transición dimórfica de U. maydis mediante la 

sobreexpresión del heterodimero bW2/bE1 así como la sobreexpresión de Rac1, 

una proteína de unión a GTP. Estos autores describieron 13 proteínas que 

presentan un incremento en la intensidad de la mancha proteica después de 

inducir el crecimiento filamentoso. De estas manchas, solo cuatro fueron 

compartidas por los dos sistemas inducibles. 
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Hongo Trabajos 

Boletus edilus Estrés salino de este hongo micorriza por su 

importancia en la reforestación en aéreas salinas. 

Coprinopsis cinérea 

Pleorotus ostreatus 

Phanerochaete chrysosporium 

Polyporus brumalis 

Schizophyllum commune 

Optimización de un protocolo 2D para proteínas 

extracelulares de hongos degradadores de madera. 

Glomus intraradices Simbiosis micorriza arbuscular. 

Metarhizium anisopliae Actividad bioinsecticida para la producción de 

plantas resistentes a plagas de insectos. 

Monascus pilosus Influencia de las limitaciones de nitrógeno en la 

producción industrial de policetidos. 

Phanerochaete chrysosporium Procesos ligninolíticos para la industria de la pulpa 

de celulosa. 

Trichoderma atroviride 

T. harzianum 

T. reesei 

Propiedades como agentes de biocontrol. 

Amanita bisporigera Estudio de las enzimas que degradan la pared 

celular. 

  

  

 

 

 

 

 

Tabla 2. Estudios en hongos para aplicaciones biotecnológicas o en la agricultura. 

(Adaptada de González y col., 2009). 
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II. JUSTIFICACION 

El crecimiento continuo de la población mundial demanda una enorme 

cantidad de alimentos y el aumento en el uso de cultivos vegetales para la 

obtención de biocombustibles, convierten a las enfermedades fúngicas que 

afectan las plantas, como  uno de los retos más importantes para la agricultura. 

Esto genera la necesidad de desarrollar cultivos con resistencia a este estrés 

biótico. Para lograr esto, los mecanismos que utilizan los hongos patógenos para 

colonizar las plantas necesitan ser elucidados. (Djamei y Kahmann, 2012). 

El modelo de interacción planta-patógeno de Ustilago maydis ofrece la 

ventaja de que los pasos iniciales de la infección en la planta, el dimorfismo, 

pueden ser simulados in vitro. Aunado a esto, el acceso a la secuencia de su 

genoma facilita la identificación de proteínas cuya abundancia cambia en este 

proceso mediante técnicas proteómicas. 
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III. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo General 

Analizar los cambios en la expresión de proteínas en Ustilago maydis  por la 

transición dimórfica inducida por cambio de  pH, bajo el control del pH y afectadas 

por la mutación en la vía MAPK, o en una acetilasa de histonas. Se usaran las 

cepas haploides silvestre, FB2wt, GP25 micelio constitutiva y CL211 levadura 

constitutiva. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

• Estandarizar la extracción de proteínas de la cepa silvestre FB2wt en su 

forma de levadura y micelio inducido por pH, así como de las cepas CL211 

y GP25 bajo las mismas condiciones. 

• Obtener el intervalo de pH ideal para una mejor distribución en la 

separación por punto isoeléctrico. 

• Identificar las diferencias en los patrones bidimensionales de expresión de 

las proteínas. 

• Encontrar  las proteínas cuya regulación está afectada por el cambio en el 

pH, el dimorfismo o bajo el control de las vías indicadas, mediante la 

sustracción y representación del análisis en diagramas de Venn  

• Caracterizar por espectrometría de masas la identidad de las proteínas 

diferenciales. 

• Elucidar los posibles mecanismos biológicos que son afectados por la 

transición dimórfica inducida, así como aquellos que se ven afectados por el 

cambio en el pH y las mutaciones de las cepas monomórficas. 
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IV. METODOLOGIA 

4.1 Cultivo de cepas e inducción del dimorfismo 

Las cepas utilizadas fueron: FB2wt U. maydis (Banuett & Herskowitz, 1989) 

y como control las mutantes monomórficas: GP25, mutante micelio constitutiva, 

deficiente en un gen que codifica para la acetilasa de histonas Gcn5 (Gonzalez-

Prieto y col., en preparación) y CL211, mutante levadura constitutiva, deficiente en 

un gen que codifica para la Map cinasa Ubc2 (Martínez-Espinoza y col., 1997). 

Las cepas se mantuvieron a -70ºC en 50% (v/v) glicerol. Las células fueron 

recuperadas en medio completo Holliday (1974). Posteriormente la transición fue 

realizada en medio mínimo Holliday con un pH de 7 o de 3 para obtener, 

respectivamente, el crecimiento en forma de levadura o micelio (Ruiz-Herrera y 

col., 1995) Los cultivos fueron centrifugados a 16000 x g por 10 minutos a 4 °C y 

el paquete celular fue congelado a -80 °C y almacenado hasta su uso. 

 

4.2 Extracción de proteínas  

Las células fueron empaquetadas por centrifugación a 8000 rpm por 10 min, 

realizando posteriormente cuatro lavados con Tris 10 mM y EDTA 1mM. El 

paquete celular obtenido fue resuspendido en 500 µL del buffer de extracción 

ácida (Urea 7M, Tiourea 2M, CHAPS 4% y Ácido cítrico 80 mM).  Se  sónico con 

por 1.5 min con una amplitud de 22%. Posteriormente se centrifugo a 13000 rpm 

por 10 min a  4 °C para recuperar el sobrenadante. Las proteínas fueron 

precipitadas con acetona a -20 °C durante toda la noche a -20 °C, transcurrido 

este tiempo se centrifugo a 13000 rpm por 10 min a  4 °C, se descarto el 

sobrenadante y se dejo evaporar los restos de acetona. La pastilla de proteínas 

fue resuspendida en el buffer de rehidratación (Urea 8M, CHAPS 2%, Ditiotreitol 

1.8 mM). La concentración de proteínas fue cuantificada con el reactivo Protein 

Assay Dye Reagent (BioRad) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 
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4.3 Electroforesis bidimensional  

 Las proteínas solubilizadas fueron usadas para cargar tiras de gradiente de 

pH inmovilizado (IPG) de 11 cm con un intervalo de 5 a 8 (BioRad). Las tiras 

fueron rehidratadas por 12 horas y después fueron enfocadas en el IPGphor II (GE 

healthcare) con un paso previo de 150 V por 2 horas seguido por un programa con 

un voltaje final de 60 000 V/h. Las tiras enfocadas fueron equilibradas por 15 min 

en el buffer de equilibrio (Tris-HCl 50 mM, pH 8.8, Urea 6M, Glicerol 30 %, SDS 

2% y Azul de bromofenol 0.002% y Ditiotreitol 1%). La separación de proteínas 

para la segunda dimensión fue realizada en geles de acrilamida al 12% usando la 

cámara de electroforesis Ruby cell (GE Healthcare) con una corriente constante 

de 20 mA/gel a 4°C. 

4.4 Análisis de imágenes 

 Los geles fueron teñidos con azul de Coomasie G-250 (Bio-Rad)y 

digitalizados en el fotodocumentador Gel-doc (Bio-Rad). La detección de puntos  y 

cuantificación de su volumen fue realizada en con el software Melanie 7 (GeneBio, 

Geneva, Switzerland). Se realizaron tres experimentos independientes para cada 

una de las condiciones. Los cambios en la expresión fueron considerados 

significativos si la media normalizada del volumen de un punto variaba al menos 

1.6 veces y se confirmaba por un análisis de varianza con un nivel de significancia 

de P ≤ 0.05. 

4.5 Digestión en gel 

Los puntos seleccionados fueron cuidadosamente cortados de los geles y lavados 

exhaustivamente con agua milliQ y NH4HCO3 25 mM. Posteriormente fueron 

deshidratados con acetonitrilo para remover contaminantes y desteñir 

completamente. Las muestras fueron diluidas con DTT 10 mM en una solución de 

NH4HCO3 25 mM, seguida de una alquilacion con iodoacetamida 55 mM. La 

digestión fue realizada toda la noche a 37 °C con tripsina grado secuenciación 

(Promega, Madison, WI, USA). Los fragmentos trípticos resultantes fueron 

extraídos dos veces con una solución de acetonitrilo y agua (3:2 v/v) conteniendo 
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0.1% de ácido trifluoroacetico. Los dos sobrenadantes fueron concentrados y los 

péptidos trípticos fueron desalados y concentrados a un volumen final de 5 μl con 

el sistema de puntas Zip-Tip C18 (Millipore, Billerica, MA, USA), de acurdo a los 

protocolos del fabricante. 

4.6 Espectrometría de masas 

Los análisis de espectrometría de masas fueron realizados en el equipo 

Synapt-HDMS (Waters Corp, Milford, MA, USA) acoplado en línea a el nano-

ACQUITY-UPLC (Waters). Los péptidos fueron cargados en la pre-columna 

Symetry C18 (5 μm, 20 mm x 180 μm). La separación de los péptidos se realizo en 

la columna analítica  BEH130 C18 (1.7 μm, 10 cm x 100 μm) y eluidos a 35 °C con 

gradiente lineal de fase móvil B ( 0.1% ácido formico en acetonitrilo) por 30 min 

con un flujo de 600 nL/min, seguido de un enjuague con 85% de fase móvil B. La 

columna fue nuevamente equilibrada a las condiciones iniciales por 15 minutos 

con la fase móvil A (0.1% ácido formico en agua). Como referencia en el spay de 

referencia  se utilizo [Glu1]-fibrinopeptide B, entregado por la bomba auxiliar del 

sistema a 200 nl/min a una concentración de 100 fmol/μl.  

El RF aplicado al analizador de masas de  cuádruplo fue ajustado para transmitir 

eficientemente los iones con una relación m/z de 50-3000. El espectrómetro de 

masa fue operado en modo V para todas las mediciones y los análisis se 

realizaron en modo ESI. Los datos MS/MS fueron obtenidos para más de tres 

cargas de iones 2+, 3+,4+ detectados y obtenidos en una rampa de colisión de 

energía de 15 a 40 eV, la adquisición fue cambiada del modo MS a MS/MS 

cuando la intensidad del pico base excedía el umbral de 10 cuentas y regresaba al 

modo MS después de 5 s. 

4.7 Búsqueda en base de datos 

La interpretacion e identificación de las proteínas fue realizada con los datos de 

los espectros MS/MS usando el algoritmo de búsqueda MASCOT (Matrix Science, 

London, UK, http://www.matrixscience.com). La base de datos usada fue  NCBInr 

(http://www.ncbi.nih.gov). Los parámetros utilizados en la búsqueda fueron: 

http://www.matrixscience.com/
http://www.ncbi.nih.gov/
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tripsina como proteasa específica, carbamidometilacion de las cisteínas como 

modificaciones fijas y oxidación de la metionina como modificaciones variables. La 

identificación fue considerada acertada cuando se obtenía un score significativo en 

MASCOT con un valor de  P<0.05. El numero de acceso del resultado dado por  

MASCOT  se confirmo en la base de datos del Munich Information Center for 

Protein Sequences para Ustilago maydis (http://mips.helmholtz-

muenchen.de/genre/proj/ustilago/). La homología de algunas proteínas fue 

buscada en la base de datos Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago/
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http://pfam.sanger.ac.uk/
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V. RESULTADOS 

 

4.1 Analysis of the regulation of the Ustilago maydis proteome by 

dimorphism, pH or MAPK and GCN5 genes 

(Artículo publicado en línea: Journal of Proteomics 

http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2012.12.022)  
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Supplementary information 

 

Fig. S1. 2-DE protein profile of total soluble proteins obtained from U. maydis wild 
type strain (FB2wt). Proteins were extracted using the acidic extraction protocol as 
described in materials and methods section. Gels were stained with Coomassie 
colloidal blue. A) 2DE patterns in the range of pH 3-10, B) in the range of pH 5-8. 
Arrows indicates some differential proteins as shown in Fig. 3. 
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Fig. S2. 2-DE patterns of proteins extracted from wild type FB2wt cells, GP25, and 
CL211 cells, constitutive mycelia and yeast mutants. Cells were grown in synthetic 
media at pH7 (upper-panel) or pH 3 (lower-panel). Proteins were separated by IEF 
using nonlinear strips in the range of pH 5-8 followed by second dimension 
separation in 12% SDS-PAGE gels. Gels were stained with Coomassie colloidal 
blue. 
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Fig. S3. Coomassie-stained 2-DE gels of total soluble proteins extracts from U. 
maydis. Proteins were extracted from wild type FB2wt cells and from CL211 and 
GP25 constitutive mycelia and yeast cells, respectively. All cells were grown in 
synthetic media at pH 7 and pH 3. Proteins were separated by IEF using nonlinear 
pH 5-5 strips followed by 12% SDS-PAGE. All spots with protein identifications are 
numbered and are referenced in Table 1 and Supplementary Table 1. Zoomed 
images of some representative spots when comparing FB2wt with constitutive 
mycelia mutant GP25, or yeast constitutive mutant CL211 grown at pH 7 or 3. 
UM05662=mitochondrial porin; UM05379= H+-ATP synthase alpha chain, 
mitochondrial (um10213); UM2947=peroxisomal membrane protein; 
UM00961*=conserved hypothetical protein; UM04741=ILV5-ketol-acid 
reducoisomerase; UM06052=oxidoreductase. 
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VI. CONCLUSIONES 

 En el presente trabajo se mejoró la resolución de las manchas proteicas en 

el análisis de geles bidimensionales, mediante el método de extracción en 

condiciones ácidas, para el análisis de proteínas diferencialmente acumuladas en 

tres cepas de Ustilago maydis FB2wt, CL211 levadura constitutiva y GP25 micelio 

constitutiva, cuando son sometidas al cambio de pH de 7 a 3 el cual induce la 

transición de levadura a micelio en la cepa silvestre. 

La resolución de los geles permitió la separación de 404 manchas 

proteicas, de las cuales fue posible la identificación de 43 proteínas. Mediante el 

empleo de diagramas de Venn se clasificaron en aquellas relacionadas con el 

dimorfismo inducido por el cambio de pH, proteínas  que son afectadas por el pH y 

proteínas cuya acumulación es afectada por la mutación en la via MAPK (CL211) 

o en la desacetilasa de histonas (GP25). Mediante este análisis se contribuye con 

la generación de información de proteínas que son diferencialmente reguladas por 

los efectos anteriormente dichos en el hongo modelo Ustilago maydis. 
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