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RESUMEN

La luz regula las respuestas de estrés y la reproduccion asexual en Trichoderma
atroviride a través de la via de sefalizacion de la MAPK Tmk3, ort6logo a la MAPK
Hogl de Saccharomyces cerevisiae. Con la finalidad de conocer los componentes
rio arriba de la via Pbs2-Tmk3, se generaron mutantes carentes de los genes ssk2,
sskly skn7 por los métodos de PCR doble unién y polientileglicol-CaCl?, Las cepas
Assk2, Asskl y Askn7 fueron sometidas a estrés osmotico, oxidativo, a cadmio, al
rojo Congo, choque térmico e irradiacion con UV-C, donde se observlé que la
MAPKKK Ssk2 y el regulador de respuesta (RR) Sskl son indispensables para
regular estas respuestas, asi como la producciéon de conidios, mostrando fenotipos
similares a la MAPK Tmk3 y MAPKK Pbs2. Sin embargo, el RR Skn7 actia como
un represor en respuesta a estrés osmético, oxidativo, rojo Congo y cadmio, ya que
las cepas mutantes resultaron ser mas tolerantes bajo estas condiciones de estrés;
no obstante, Skn7 es indispensable para regular la produccién de conidios
estimulada por un pulso de luz azul y dafio mecéanico; sin embargo, en condiciones
de luz blanca constante la produccion de conidios de las cepas Askn7 fue similar a
la WT. Estos resultados sugieren que la MAPKKK Ssk2 y el RR Ssk1 participan en
la misma via para la activacion de la MAPK Tmk3 y que los estimulos de luz y dafio
mecanico son percibidos por las HKs. Ademas, el RR Skn7 también es un regulador
de las respuestas de dafio mecanico y en pulso de luz azul, sugiriendo que puede
estar interactuando con otras vias de sefalizacion para regular la reproduccion

asexual en respuesta a estos estimulos.

(Palabras clave: Trichoderma atroviride, MAPKKK, RR, luz azul, estrés)



SUMMARY

Light regulates stress responses and asexual reproduction in Trichoderma atroviride
through of the MAPK Tmk3 signaling pathway, the ortholog MAPK Hogl of
Saccharomyces cerevisiae. In order to know components upstream of Pb2-Tmk3
pathway, mutants lacking the ssk2, ssk1 and skn7 genes were generated using the
double-joint PCR and polyethylene glycol-CaCl> methods. The Assk2, Asskl and
Askn7 strains were subject to osmotic stress, oxidative stress, cadmium, Congo red,
heat shock and UV-C irradiation, where MAPKKK Ssk2 and response regulator (RR)
Ssk1 were indispensable to regulate these responses, as well as the production of
conidia, showing similar phenotypes to the MAPK Tmk3 and MAPKK Pbs2.
However, RR Skn7 acts as a repressor in response to osmotic, oxidative stress,
Congo red and cadmium, because mutant strains were more tolerant under these
stress conditions; nevertheless, Skn7 is indispensable for regulating the production
of conidia stimulated by a blue light pulse and mechanical injury; however, in
conditions of constant white light, the production of conidia of Askn7 strains was
similar to WT strain. These results suggest that MAPKKK Ssk2 and RR Ssk1, belong
to the same pathway for activation of MAPK Tmk3, and that light and injury
mechanical stimuli are perceived by HKs. Moreover, the RR Skn7 regulate
responses to injury mechanical and blue light pulse, suggesting a possible
interacting with other signaling pathways for asexual reproduction in response to

these stimuli.

(Key words: Trichoderma atroviride, MAPKKK, RR, blue light, stress)
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I. INTRODUCCION

Trichoderma atroviride es un hongo micoparasito usado ampliamente como
agente de control biolégico para combatir hongos fitopatbgenos y nematodos,
siendo una alternativa al control quimico de plagas y enfermedades (Garcia-
Esquivel et al.,, 2016). Su aplicacion es a base de formulaciones de esporas
asexuales (conidios) por lo cual es importante entender el mecanismo de desarrollo
del hongo y su reproduccion para incrementar sus beneficios (Carreras-Villasefior
et al., 2012). La luz juega un rol importante para los organismos, y en hongos se ha
estimado que la mayoria responde a ella (Dasgupta et al., 2016). Los procesos
regulados por luz en hongos incluyen su crecimiento, reproduccién, ritmos
circadianos, expresion de genes, entre otros (Herrera-Estrella et al., 2007). En T.
atroviride, los fotorreceptores BIrl y Blr2 son esenciales para la fotoconidacion y
expresion de genes regulados por la luz azul, entre ellos genes relacionados con

estrés celular o dafio al DNA (Schmoll et al., 2010).

Las especies de Trichoderma tienen tres vias de MAPK denotadas como
Tmk1, Tmk2 y Tmk3. En T. atroviride, la expresion del gen tmk3 es regulado por luz
azul a través de los fotorreceptores Blrl/Blr2 y esta MAPK integra respuestas a la
luz azul y al estrés (Esquivel-Naranjo et al., 2016). En este trabajo de investigacion
se planted descifrar la importancia del sistema de dos componentes, analizando la
participacion de Sskl, Ssk2 y Skn7 rio arriba en la via de sefializacion de la proteina
cinasa activada por estrés (SAPK) Tmk3, la cual regula respuestas a estrés celular,
fotoconidacién y expresion de genes en respuesta a estos estimulos en T. atroviride.



[I. ANTECEDENTES

[I.1 Hongos del género Trichoderma spp.

La primera descripcién del hongo llamado Trichoderma fue en 1794 por
Persson, y en 1865 se le vinculo6 con el estado sexual Hypocrea (Schuster y Schmoll,
2010). Los hongos del género Trichoderma (Division-Ascomycota, Sudivision-
Pezizomycotina, Clase-Sordariomycetes, Orden-Hypocreales, Familia-Hycreaceae)
son saprofitos del suelo y la madera, de crecimiento muy rapido (Martinez et al.,
2013; Waghunde et al., 2016), donde son capaces de competir por nutrientes y
espacio con otros microorganismos (Argumedo-Delira et al., 2009)

Desde de 1930 se reconoce como agente de biocontrol en enfermedades
de plantas, y los mecanismos que Trichoderma usa para antagonizar los hongos
fitopatdgenos incluyen la competencia, colonizacién, antibiosis y micoparasitismo.
(Waghunde et al., 2016). Ademas de la actividad de biocontrol de algunas especies
de Trichoderma, también induce la resistencia sistémica a enfermedades en la
planta a estrés bidticos y abioticos, tales como el déficit de agua, sal y temperatura
(Harman, 2011).

El hongo Trichoderma se reproduce asexualmente por conidios, donde la
luz influye en su desarrollo ademas de la produccion de metabolitos secundarios.
Sin embargo, la conidiacién también puede ser estimulada por estrés nutricional,
cambios en el pH del medio, dafio micelial, calcio extracelular y componentes
organicos volatiles derivados de hongos (Carreras-Villasefor et al., 2012; Martinez
et al., 2013; Osorio-Concepcion et al., 2013).

Trichoderma atroviride es un hongo filamentoso cosmopolita usado
comercialmente en la agricultura como agente de control biolégico contra una gran
variedad de hongos fitopatdgenos, por lo que proporciona una alternativa al uso de
pesticidas (Dubey et al., 2012). La aplicacion de T. atroviride en el campo es a base
de conidios (Rosales-Saavedra et al.,, 2006), el cual es regulado por el dafio
mecanico, la luz, la ausencia de carbono y de nitrogeno en el medio (Carreras-
Villasefior et al., 2012).



II.2 Fotobiologia en el Reino Fungi

La luz es un factor abibtico vital para los seres vivos ya que regula el
crecimiento, la pigmentacion, el metabolismo, la reproduccion y los ritmos
circadianos en una gran variedad de organismos, desde bacterias hasta humanos
(Schmoll et al., 2010; Ambra et al., 2004). La luz provoca una respuesta biolégica a
través de proteinas asociadas a moléculas organicas pequefias que son sensibles
a longitudes de onda especificas (cromoéforos) que en adelante llamaremos
fotorreceptores. En algunos hongos se ha identificados varias clases de
fotorreceptores, tales como opsinas, fitocromos, criptocromos y proteinas White

collar (WC) tipo fototropinas (Garcia-Esquivel et al., 2016).

[1.2.1 Percepcién de luz en hongos Ascomicetos

El hongo filamentoso Neurospora crassa fue descrito por primera vez por un
microbidlogo francés en 1843. Actualmente es considerado un importante modelo
de estudio de transduccion de sefiales de luz azul, mediante dos componentes
centrales denominados, white collar-1 (wc-1) y white collar-2 (wc-2). En ambas
proteinas se han identificado dominio PAS, mediante el cual interactuan para formar
el heterodimero WCC (White Collar Complex) (Figura 1). La induccién de la
biosintesis de carotenoides en el micelio, la fotoconidacion, asi como el desarrollo
sexual y la regulacion del ritmo circadiano, son respuestas reguladas a través de la
luz azul (Ballario y Macino, 1997; Corrochano, 2007). Ademas, en N. crassa se ha
identificado otro receptor de luz azul: Vivid (VVD), esencial para la adaptacién y la
regulacion de los cambios de intensidad de luz (Kazuhisa y col., 2005). Las
proteinas WC-1 y VIVID contienen un dominio LOV, una subfamilia del dominio
PAS, especializado para percibir sefiales de luz, oxigeno y voltaje. El dominio LOV
de la proteina VIVID es un regulador negativo del factor de transcripciéon circadiano
WCC (Lee et al., 2014). Ademas, se han identificado dos fitocromos y un
criptocromo, con funciones biolégicas o moleculares aun no determinadas, al no

encontrarse diferencias entre las cepas mutantes y la silvestre (Chen et al., 2010).
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Figura 1. Representacion esquemética de los dominios de las proteinas WCC en N.
crassa. WC-1 y WC-2 interactian a través del dominio PAS. El dominio LOV en el
fotoreceptor WC-1 se une un croméforo de FAD. Ambas proteinas contienen dominios de
activacion (AD), dedos de zinc que se unen al ADN tipo GATA y sefial de localizacion
nuclear (NLS) (Imagen modificada de Belozerskaya et al., 2012).
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Asimismo, en Aspergillus nidulans se han identificado receptores de luz, los
cuales comprende un fitocromo para percibir luz roja, proteinas de sefalizacion de
luz azul ortélogas a White Collar, una opsina que percibe luz verde, y
criptocromo/fotoliasa. En A. nidulans, el desarrollo del hongo es controlado por la
luz, ya que se reproduce de manera asexual en presencia de luz y sexual en
oscuridad, el cual esta coordinado con el control de metabolismo secundarios
(Bayram et al, 2010) (Figura 2). Ademas, se ha descrito que mediante el fitocromo
FphA, se reprime la formacion de cuerpos fructiferos e induce la formacion de
esporas asexuales. Originalmente se pensaba que los fitocromos eran exclusivos
de organismos fotosintéticos incluyendo las cianobacterias, pero posteriormente fue
descubierto en bacterias heterotrofas y hongos, donde los ortélogos en hongos son
mas similares a la de bacterias. En Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe y Candida albicans no se han identificado fitocromos
(Blumenstein et al., 2005). Las proteinas LreA y LreB, similares a las proteinas
White Collar de N. crassa (Purschwitz et al., 2008), y la fotoliasa/criptocromo CryA
(Bayram et al., 2008) son los receptores de luz azul en A. nidulans. CryA, como
criptocromo reprime el desarrollo sexual en luz UVA (350-370 nm), mientras que en
la funcion fotoliasa, repara dimeros de pirimidinas ciclobutano (CPD) inducidos por
UV (Bayram et al., 2008). Las proteinas LreA y LreB, estimulan el desarrollo sexual

del hongo y la biosintesis de micotoxinas (Purschwitz et al., 2008). De hecho, se ha



descubierto que FphA forma un complejo regulador de la luz junto con LreA/LreB y
con VeA (Purschwitz et al., 2008).
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Figura 2. Fotorespuestas en A. nidulans. (A) Ciclo de vida de A. nidulans. La luz controla
el desarrollo del hongo, en oscuridad produce cuerpos fructiferos, mientras que en la luz
las conidiésporas son dominantes. (B) La biosintesis de esterigmatocistina (un precursor
de la aflatoxina) es reprimida por la luz (Imagen modificada de Bayram et al., 2010).
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En hongos del género Fusarium, también se ha observado que la luz estimula
la produccion de metabolitos, tales como carotenoides, y en muchas especies
influye en la produccion de esporas asexuales y cuerpos fructiferos sexuales. En el
genoma de Fusarium también se han identificado varios genes fotorreceptores,
entre ellos proteinas White Collar, un criptocromo, una fotoliasa, un fitocromo y dos
opsinas. En mutantes del ortdlogo a WC-1, se ve afectada la expresion de la
fotoliasa y opsinas, asi como alteracion en conidiacion, patogenicidad en animales
y la produccién de metabolitos secundarios (Avalos y Estrada, 2010).

En el hongo fitopatbgeno Alternaria alternata, se ha descrito que las
micotoxinas, AOH y ATX, y la formacién de esporas son reguladas por luz azul en
formas opuestas, mediante el receptor LreA, ortologa a WC-1 de N. crassa.
Asimismo, se ha identificado en el genoma un criptocromo, un fitocromo y opsinas
(Pruss et al, 2014). El hongo patdégeno de plantas Botrytis cinerea, se ha descrito
gue tiene un amplio espectro de accion, respondiendo a diferentes longitudes de
onda, desde luz cercana a la UV, azul, verde, rojo y rojo lejano con cambios

morfologicos. En este hongo, se han identificado once fotoreceptores, entre ellos
5



dos criptocromos/fotoliasas, dos opsinas, tres fitocromos y cuatros fotoreceptores
de luz azul (Schumacher, 2017). El efecto de la luz sobre B. cinerea, abarca desde
cambios en el modo de reproduccion (formacion de conidias o esclerocios), la
biosintesis de metabolitos secundarios y la virulencia (Schumacher, 2015).

En T. atroviride, la luz azul regula la produccion de conidios (fotoconidiacion),
crecimiento y metabolismo (Casas-Flores y col., 2004). Las respuestas a la luz
azul/lUV-A son reguladas por un fotorreceptor heterodimérico formado por las
proteinas BIr-1/BIr-2 (Blue Light Regulator), homélogos a WC-1 y WC-2 en N.
crassa, las cuales actian como un factor de transcripcion regulable por la luz
(Rosales-Saavedra et al., 2006). EI complejo BLR interactia con el ADN a través de
sus dominios de dedo de zinc tipo GATA, regulando asi la expresion génica (Osorio-
Concepcidn et al., 2013). En estudios recientes, durante el andlisis del transcriptoma
regulado por la luz blanca en WT y en la mutante carente del gen bilrl en T.
atroviride, se determinaron 77 genes independientes de BlIr-1 (Garcia-Esquivel et
al., 2016), lo que sugiere que hay mas sistemas adicionales de percepcion de luz,
funcionales en T. atroviride.

Sin embargo, la luz también participa como regulador negativo, como en el
hongo B. cinerea donde la esporulacion es inhibida por la luz azul, pero revertido
por la luz roja (Tan, 1974). Asi como en el hongo Tuber borchii, donde se ha
demostrado que el crecimiento apical en el hongo ascomiceto es inhibido por la luz
azul, asi como una reduccion en el tamafio de las colonias de micelio in vitro, pero
este efecto inhibidor no fue observado en luz roja, y se postula que es a través de
la proteina Tbwc-1, homadlogo al fotorreceptor de luz azul WC-1 de N. crassa (Ambra
et al., 2004).

[1.2.2 Percepcion de luz en hongos Basidiomicetos

En el hongo patégeno de humanos Cryptococcus neoformans se han
identificados dos genes homologos a wc-1 y wec-2 de N. crassa, CWC-1 y CWC-2.
En este hongo, la luz azul inhibe la produccion de filamentos de apareamiento
dicariéticos, el cual no es afectado en presencia de luz roja o rojo lejano (Figura 3-
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A). La carencia de CWC-1 resulta en la pérdida de inhibicién de filamentos, en
condiciones de luz y oscuridad, asi como resistencia a luz UV (Lu et al., 2005).
Ademas, la luz inhibe el apareamiento y la fructificacion haploide del hongo
patdgeno. Asimismo, se han identificado un fitocromo y opsina, donde las
eliminaciones de los respectivos genes no exhiben ningun fenotipo, ni efectos en el

apareamiento (Idnurm y Hietman, 2005).

Luz blanca Oscuridad Luz Oscuridad

Luz azul Luz roja

Figura 3. Efecto de la luz en C. neoformans y C. cinereus. (A) Efecto de diferentes
condiciones de iluminacion en la produccion de filamentos de apareamiento dicariotico en
C. neoformans. La luz azul participa como inhibidor. (B) Desarrollo del cuerpo fructifero
maduro en una cepa WT en C. cinereus, bajo condiciones de fotoperiodos de 12 h. En
condiciones de oscuridad constante se observa la elongacién del primordio y no procede la
fase de maduracion (Imagen modificada de Lu et al., 2005 y Kazuhisa et al., 2005).

El hongo basidiomiceto Coprinus cinereus, también exhibe una remarcada
morfogénesis durante el desarrollo del cuerpo fructifero, el cual es regulado por la
luz (Figura 3-B). Bajo condiciones apropiadas de luz, el primordio del cuerpo
fructifero procede a la fase de maduracion, pero en oscuridad, el primordio no
procede a la fase de maduracién, donde los tejidos del pileo y estipite en la parte
superior permanecen sin desarrollarse y la parte del primordio se elonga. Se
identificd la proteina Dstl la cual tiene alta similitud con WC-1. En C. cinereus, la
luz tiene dos efectos, inhibe la etiolacion del primordio y otra es que provoca el
desarrollo del primordio en el cuerpo fructifero maduro (Kazuhisa et al., 2005). Cabe
mencionar, que las proteinas ortdlogas a WC-1 en hongos basidiomicetos, no
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poseen un dominio de dedos de zinc o algun otro arreglo de unién a ADN, lo cual
sugiere que CWC-1 interactia con otras proteinas de unién a ADN (ldnurm y
Hietman, 2005).

[1.2.1 Percepcion de luz en hongos Zigomicetos

La regulacion de la luz ha sido investigada en los hongos zigomicetos
Phycomyces blakesleeanus, Mucor circinelloides y Pilobolus crystallinus, en los
cuales la luz regula el fototropismo de los cuerpos fructiferos, la regulacion del
desarrollo de estructuras reproductivas y la activacion de la biosintesis de B-
carotenos. A diferencia de los ascomicetos y basidiomicetos, en el genoma de varios
zigomicetos se han revelado multiples genes similares a wc-1 y wc-2 de N. crassa
(Corrochano y Garre, 2010).

En el hongo Mucaor, la luz regula la biosintesis de B-carotenos. Sin embargo,
los esporangidsforos en Mucor circinelloides también responde a la luz, exhibiendo
fototropismo (Figura 4-A), el cual es inducido por la luz verde y azul, mientras que
la carotenogénesis es solo inducido por luz azul. En M. circinelloides se han
identificado tres genes (mcwc-1a, mcwce-1b y mcwce-1c¢) que codifican proteinas
homologas a WC-1 de N. crassa. Las mutantes del gen mcwc-1c, mostraron
defectos en la biosintesis de carotenos inducido por luz, mientras que mcwc-1a es
un regulador positivo del fototropismo (Silva et al., 2006).

El fototropismo en hongos, ha sido estudiado con detalle en los cuerpos
fructiferos del hongo modelo Phycomyces, el cual es muy sensible a la luz (Figura
4-B). En el analisis del fototropismo en Phycomyces se aislaron 10 mutantes de
mad. Las mutaciones en dos genes, madA y madB, no solo interrumpen el
fototropismo sino perjudican severamente todas las fotorespuestas, lo cual sugiere
gue tienen un rol esencial en la percepcion de luz. Asimismo, se ha identificado que
la mutacién de madC, no altera la respuesta a la luz en micelio (Cerda-Olmedo,
2001).
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Figura 4. Fototropismo en hongos Zigomicetos. (A) Micelio de M. circinelloides de la
cepa silvestre fueron crecidos por tres dias en PDA con diferente iluminaciéon unilateral
(indicado por las flechas) (Imagen modificado de Silva et al, 2006). (B) La flexion fototropica
de los esporangiéforos de P. blakesleeanus hacia la luz blanca (iluminada desde la
izquierda) se produce en la cepa WT y esta respuesta se pierde en la cepa mutante madA
(Imagen modificada Idnurm et al., 2006).

[1.3 La Via del AMPc en las respuestas alaluz

Los hongos del género Trichoderma tienen la capacidad para colonizar
diferentes ambientes, ademas de responder a los cambios del ambiente. En
respuesta a una sefial extracelular, se inicia una cascada de sefalizacion, y esta
sefal se transmite por segundos mensajeros tales como el adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) (Vieira-Nogueira et al., 2015). La biosintesis del AMPc ocurre en las
células eucariotas en respuesta a una variedad de estimulos extracelulares tales
como nutrientes, luz, temperatura y hormonas, donde regula una variedad de
procesos fisiologicos (Lee et al., 2003). En plantas inferiores se ha descrito que el
AMPc desempefia un rol en la fotosintesis en el gametofito de la macroalga roja
Porphyra leucosticta, ya que los niveles de AMPc permanecen bajos en la
oscuridad, luz roja o rojo lejano, mientras que la luz blanca causa un aumento en
sus niveles (Segovia et al., 2001). En Arabidopsis thaliana, se sugiere que el AMPc

tiene un papel en la programacion celular de la germinacion, donde la luz y la
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temperatura participan en este proceso, por lo cual proponen que esta via puede
jugar un papel clave en la deteccion de luz y temperatura, asi como en la
transduccion de sefiales (Thomas et al., 2013).

En hongos, la via del AMPc es altamente conservada, en donde se ha
descrito que regula conidiacién, dimorfismo, proceso sexual, ciclo celular,
fototropismo (Nemcovi¢ y Farkas, 1998). En T. atroviride, uno de los primeros
eventos inducidos por la luz, es el incremento en los niveles de AMPc intracelular,
la activacion de la enzima adenilato ciclasa, la fosforilacion de proteinas, cambios
en el potencial de la membrana, variaciones en los niveles de ATP y la transcripcion
diferencial de genes (Osorio-Concepcion et al., 2013). Ademas, se ha determinado
gue la adicion de db-AMPc promueve la conidiacion en oscuridad, mientras que la
atropina lo previene, después de un pulso de luz. Ademés, el AMPc provoca la
conidiacion en mutantes de blr, creciendo en condiciones limitadas de carbono; sin
embargo, en un medio enriquecido la adicion de dB-cAMP no provoca la conidiacion
en las mutantes. Por lo tanto, el complejo BLR es necesario para la conidiacion en
ausencia de carbén, mas no de nitrégeno, por medio de la ruta del AMPc (Casas-
Flores et al., 2006). Sin embargo, en T. virens la conidiacion es independiente del
AMPc (Mukherjee et al., 2007). No obstante, aun se desconocen los fotorreceptores
y los mecanismos moleculares implicados en la activacion de la via de sefalizacion
del AMP ciclico.

II.4 Lavia de la Proteina Cinasa Activada por Mitogenos (MAPK)

Las conservadas cascadas de Proteinas Cinasas Activadas por Mitégenos
(MAPK) encontradas en animales, plantas y hongos estan involucradas en la
transmision de sefiales extracelulares e intracelulares, y de este modo regulan
factores de transcripcion por fosforilacion mediante la MAPK. El estudio de las
MAPK en hongos ha revelado su participacion en varios procesos esenciales de
desarrollo tales como la esporulacion, apareamiento, crecimiento hifal vy

patogenicidad (Reithner et al., 2007)
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La activacion de las MAPKs estd asociada a una sefial extracelular
generalmente percibida por un receptor transmembranal, que posteriormente
origina la activacion de la cascada. La MAPKKK es activada por un receptor
membranal o intracelular y por fosforilacion activa a la MAPKK corriente abajo y ésta
a su vez a la MAPK por eventos de fosforilacién (Saucedo y col., 2005). En hongos,
la via MAPK son importantes para la sefalizacion en respuesta a estrés y
adaptacion (Islas-Flores et al., 2011; Smith et al., 2010).

La via MAPK mejor caracterizada es la denominada como HOG1 (High
Osmolarity Glicerol) en S. cerevisiae. Uno de los mecanismos de activacion, es a
través del sistema de dos componentes, que esta conformada por Sinl (HK), Ypdl
(Hpt), Ssk1l (RR) y Skn7 (RR). Este sistema esta conectado a la cascada de la
MAPK HOG1 a través de Sskl (Salas-Delgado et al., 2017) (Figura 5). Esta via es
esencial para la supervivencia de la levadura en condiciones de hiperosmolaridad
(Maeda et al., 1994).
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Figura 5. La via de la MAPK Hog1 en levadura. Esta via de sefializacién, consiste en el
sistema de dos componentes (SInl1-Ypd1-Sskl) y la cascada de la MAPK Hogl corriente
abajo (MAPKKK Ssk2/Ssk22, MAPKK Pbs2 y MAPK Hogl). Skn7 regula respuestas a
estrés oxidativo mediante SIn1-Ypd1l. La activacion de la via estimula la expresion de genes
de respuesta a estrés osmotico, mientras que la activacion constitutiva causa letalidad
(Imagen modificada de Furakawa y Hohmann, 2015).
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[1.4.1 Lavia de las MAPK en las respuestas a la luz

La luz es una de las sefales ambientales que ejercen efectos sobre la
fisiologia y el comportamiento de los organismos, ademas sirve para sincronizar el
ritmo circadiano con el ciclo del dia y la noche (Weger et al., 2011). En una variedad
de organismos, la luz induce la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Neill et al., 2002; Hirayama et al., 2007), regula la produccién de carotenoides o
melanina, la expresién de numerosas enzimas de reparacion de ADN, asi como el
desarrollo en numerosas especies (Fuller et al., 2014).

Las vias de las MAPKs no solo regulan respuestas a estrés, sino también
estimulos de luz. En mamiferos, el ritmo circadiano y la MAPK p38, una importante
via para regular estrés, son sistemas que responden a la luz. Estos dos sistemas,
ayudan a los organismos a adaptarse a los cambios ambientales. Estudios
realizados en Drosophila melanogaster demostraron que p38 se expresa en las
neuronas reloj de manera circadiana, la cual es mas activa en la noche y es
inactivada por la luz (Dusik et al., 2014).

Asimismo, en vertebrados como el pez zebra, observaron que, en células
tratadas con luz, la produccién de ROS es inducida y estimula la cascada de
sefalizacion de la MAPK/ERK, lo cual se traduce en la transcripcion de genes en
respuesta a la luz, genes reloj y genes involucrados en la reparacion del ADN (Osaki
et al., 2011). Ademés, mediante un perfil transcriptomico identificaron numerosos
genes con diferentes funciones celulares que son regulados por la luz, entre ellos
genes de respuesta a estrés, reparacion del ADN y relacionados con el ritmo
circadiano (Weger et al., 2011).

En el hongo filamentoso N. crassa, el efecto de la luz incluye el desarrollo
de esporas asexuales y estructuras sexuales, la biosintesis de pigmentos
fotoprotectores en el micelio (carotenoides) y el ritmo circadiano (Olmedo et al.,
2013). Especificamente el ritmo circadiano en N. crassa es regulado por la MAPK
0S-2 (via que regula estrés osmético) directamente por el WCC, el cual se une de
manera ritmica al promotor del gen 0s-4 y resulta en la acumulacion de la proteina

0S-4, la cual es una MAPKKK que participa en la activacion de esta via. Asimismo,
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el gen hpt-1, también se expresa ritmicamente, pero con efecto opuesto a la
activacion de la via de la MAPK OS-2 (Lamb et al., 2011) (Figura 6).

Mafana/Dia Tarde/noche

@ Control directo
> C
ileos 4 @&

Nay;
\d@ ,20& 7/'9%

! @

RRG-1

high ®-0S-2
Figura 6. Modelo de la regulacion circadiana de la via de la MAPK OS. Una sola fecha indica

control directo y multiples flechas control indirecto. El tamafio de HPT-1, OS-4 y OS-2 refleja su
relativo nivel durante el dia y la noche (Imagen modificada de Lamb et al., 2011).

En A. nidulans las respuestas generadas por estrés osmatico y oxidativo,
son regulados a través del sistema de dos componentes y la cascada de la MAPK
SakA. Sin embargo, la MAPK SakA también es activada por fosforilacion en
presencia de luz roja via el fitocromo FphA, el cual interactia con YpdA; ya que, en
cepas mutantes carentes del gen del fitocromo, la via de la MAPK SakA fue capaz
de activarse en respuesta a estrés osmotico, pero no a la luz (Yu et al.,2016).

En Trichoderma spp. se han identificado tres vias de sefalizacion MAPK,
denotadas como Tmkl, Tmk2 y Tmk3, relacionadas con el micoparasitismo,
desarrollo filamentoso, integridad de la pared celular y respuesta a estrés (Medina-
Castellanos et al., 2014). Recientemente se demostro que la via de MAPK Tmk3 en
T. atroviride, la cual regula multiples respuestas de estrés, también es regulada por

la luz, ya que en cepas mutantes carentes de tmk3 se observo una reduccion de
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80% en la producciéon de conidios, ademas de ser necesaria para la represion e

induccién de genes regulados por luz azul (Esquivel-Naranjo y col., 2016).

En S. cerevisiae la MAPK HOG1, ortélogo de Tmk3 en T. atroviride, es
activada por dos vias diferentes: uno que actua a través de la MAPKKK Stell, y el
segundo a través del sistema de dos componentes (SIn1-Ypd1l-Sskl) y la MAPKKK
Ssk2/Ssk22. Una vez activada la MAPKKK, ésta activa la MAPKK Pbs2 y finalmente
activa la MAPK HOG1 por eventos de fosforilacion reversible. De acuerdo con el
andlisis funcional realizado en mutantes carentes de la MAPKKK Stell en T.
atroviride, la regulacion de las respuestas en diferentes tipos de estrés difiere de la
mutante carente de la MAPK Tmk3, asi como en la produccion de conidios y la
regulacion de la expresion de genes por luz azul (Calcaneo-Hernadndez, 2016), lo
cual sugiere que la activacion de la MAPK Tmk3 es solo a través del sistema de dos

componentes.

[1.5 Sistema de Transduccién de Sefiales de dos Componentes

Los organismos continuamente interactian con su ambiente y detectan los
cambios ambientales; una respuesta apropiada a éste es crucial para su
supervivencia y adaptacion (Mascher et al., 2006; Medina-Castellanos et al., 2014).
El procesamiento de los estimulos externos es llevado a cabo por un mecanismo
gue detecta y amplifica estas sefiales, para generar respuestas especificas (Buelow
y Raivio, 2010).

Los sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes (TCTS: two-
component signal transduction systems), compuestos por histidina cinasas y
reguladores de respuesta, son los medios predominantes por los cuales los
organismos detectan y responden a sefales extracelulares. Estos permiten que las
células se adapten a las condiciones al modificar su fisiologia celular, lo que incluye
iniciar la expresion génica, catalizar reacciones o modificar las interacciones

proteina-proteina (Skerker et al., 2005).
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El sistema de dos componentes, fue descrito por primera vez en bacterias,
posteriormente fue encontrado en hongos y plantas, pero no ha sido identificado en
mamiferos y es un importante mecanismo para la transduccion de sefiales (Bem et
al., 2015; Chapeland-Leclerc et al., 2015; Chauhan, 2015). Este sistema envia las
sefiales detectadas a través de la fosforilacibn sucesiva de dos proteinas en
residuos de aminoacidos conservados de histidina y aspartato. Este sistema
consiste en un sensor histidina cinasa (HK) unida a la membrana y un regulador de
respuesta (RR) citoplasmatico (Bem et al., 2015; Nemhauser y Torii, 2016) (Figura
7-A). Ademas de estos dos componentes, muchos eucariotas tienen un tercer
componente, una proteina histidina fosfotransferasa (Hpt) (Tang et al., 2017) (Figura
7-B).

A Entrada sefial B Entrada sefial

Histidina Histidina
stdna "ﬂ_Fc shton

Proteina
Histidina
fosfotransferasa ®

de respuesta th de respuesta N CN ¢

Salida sefial Cascada de MAPK

Salida sefal Salida sefial

Figura 7. Representacion esquematica del sistema de dos componentes y el fosforelevo. (A)
En la via de dos componentes en bacterias, se transfiere el grupo fosfato entre la proteina histidina
cinasay el regulador de respuesta. (B) En el sistema de fosforelevo de His-to-Asp de multiples pasos,
en hongos y plantas, la proteina fosfotransferasa sirve como un receptor y donador del grupo fosfato
entre la proteina histidina cinasa hibrida y el regulador de respuesta. En S. cerevisiae, el sistema de
dos componentes esta conectado a la cascada de la MAPK Hogl (Imagen modificada de Hwang et
al., 2002).

La HK actia como un sensor ambiental, el cual regula y coordina la

transduccion de sefiales para controlar las respuestas a los cambios ambientales
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(Besant et al., 2003). Estas vias de transduccion de sefiales tienen funciones en
respuesta al estrés, resistencia a fungicida, desarrollo, osmorregularidad,
morfogénesis y virulencia (Chapeland-Leclerc et al, 2015; Schmoll et al., 2016). Las
proteinas RR, son el dltimo elemento del sistema de dos componentes (Zschiedrich
et al., 2016).

En bacterias, esta via regula distintos procesos, incluyendo la virulencia y
resistencia a los farmacos (Kruppa y Calderone, 2006). En hongos, parece ser una
estrategia para percibir y responder al estrés ambiental, tales como cambios en
osmolaridad, temperatura, hipoxia y nutrientes (Chapeland-Leclerc et al., 2015).
Cuando los hongos detectan sefales de estrés, algunos RR se conectan con otros
sistemas de sefializacién como la via de las MAPKs y son capaces de activarla rio
abajo para establecer una apropiada respuesta (Chauhan, 2015; Salas-Delgado et
al, 2017).

En S. cerevisiae, el TCS comprende a Sinl (HK), Ypdl (Hpt) y dos RR
(Sskly Skn7). La proteina Ypd1 transfiere, rio abajo el grupo fosfato que recibe de
SInl a Ssk1y Skn7. ElI RR Ssk1 es desfosforilado bajo condiciones hiperosmoticas
y controla la activacion de la via de MAPK Hogl, mientras que Skn7 funciona como
un factor de transcripcion que consiste en un dominio N-terminal de union a ADN
tipo HSF y un dominio receptor C-terminal, confiriendo regulacion de la actividad
transcripcional de Skn7 (Tang et al., 2017) (Figura 8).

Los hongos patdgenos usualmente tienen menos RR que HK, con
excepcion de C. albicans que tiene cuatro RR: Ssk1, Skn7, Srrl y Rim15. En C.
albicans, Sskl es requerido para responder a estrés oxidativo, biosintesis de la
pared celular, patogénesis, mientras que Skn7 para el estrés oxidativo y
morfogénesis. Recientemente, Srrl fue localizado en la mitocondria y juega un rol
importante en el desarrollo de hifas, respuesta a estrés, virulencia y apoptosis
(Chauhan, 2015).

El RR Skn7 es altamente conservado entre hongos y contribuye a la
integridad de la pared celular, esporulacién, estrés osmaético y oxidativo en

levaduras y hongos filamentosos, aunque los roles exactos en adaptacién contra
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estrés oxidativo y la virulencia varia considerablemente en diferentes hongos (Tang
et al., 2017).

En el hongo patdgeno de plantas A. alternata, la MAPK HOG1 es activada
por Ssk1 bajo condiciones de hiperosmolaridad, mientras que Skn7 esta involucrado
en respuestas a estrés oxidativo y patogénesis. El RR Skn7 regula genes en
condiciones de baja osmolaridad y Sskl es esencial en respuesta a estrés y

colonizacion (Yu et al., 2016).

Ssk2-BD
(475-670) . .
Asp554
Ssk1 I l I I I
(Fl2an) Dominio
receptor (495-652)
D427
HSF CC Receptor Q
B Skn7

(622aa)

1 87 150 237/260 378 497 556/575 6.22

Figura 8. Representacion esquematica de los dominios de los reguladores de
respuesta en S. cerevisiae. (A) Diagrama del RR Ssk1, el dominio receptor es fosforilado
en el Asp554, y es el sitio de interaccion con la MAPKKK Ssk2. (B) Dominios del RR Skn7.
HSF, dominio de unién a ADN parecido a HSF, en la regién N-terminal. CC, dominio coiled-
coil involucrada en la interaccibn con algunas proteinas. Receptor, dominio que
experimenta la fosforilacion en el aminoacido aspartato en el regulador de respuesta. Q,
dominio C-terminal rico en glutamina (Imagen modificada de Horie et al., 2008 y He et al.,
20009).

Cabe mencionar que a diferencia de S. cerevisiae, donde la MAPKKK Stell
y MAPKKK Ssk2/Ssk22 regulan la activacion de la MAPK Hogl, se ha demostrado
en otros organismos modelo como en C. albicans, A. nidulans y C. neoformans, la
activacion de la MAPK Hogl es regulada solo a través de la MAPKKK Ssk2 vy el
sistema de dos componentes (Cheetham et al., 2007, Furukawa et al., 2005, Bahn
et al., 2007). Ademas, es importante mencionar, que el TCS de S. cerevisiae esta

compuesto por una sola HK, SInl, a diferencia de los hongos filamentosos en los
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cuales se han identificado muchas mas, como en A. nidulans donde han identificado
15 HKs (Hagiwara et al., 2007), y en el analisis del genoma de T. atroviride, se han
identificado 12 HKs (Calcaneo-Hernandez, 2016). Por lo que sugiere, que deben
existir diferencias en la percepcién de los estimulos ambientales por las HKs, que
son transmitidos a los reguladores de respuesta rio abajo, para posteriormente

activar la via de la MAPK en respuesta a estrés.
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I1l. JUSTIFICACION

Recientemente se determind en Trichoderma atroviride la funcion de la MAPK
Tmk3 en las respuestas al estrés y a la luz azul; sin embargo, se desconocen los
mecanismos rio arriba para la activacion de la via de sefalizacion frente a cada
estimulo estresante. Datos recientes sugieren que la MAPKKK Stell no es el
activador de la MAPK Tmk3, lo que sugiere que la activacion es a través de la

MAPKKK Ssk2 y el sistema de transduccién de sefiales de dos componentes.

Con la finalidad de determinar los estimulos de estrés percibidos por las 12
histidinas cinasas (HKs), de las cuales no se conoce su funcion, se estudiaron la
MAPKKK Ssk2 y los RR Sskl1 y Skn7, los cuales son las proteinas que reciben las
sefales de las 12 HKs, para determinar su implicacion en la activacion de la MAPK

Tmk3 y en las respuestas al estrés y a la luz azul.

IV. HIPOTESIS

Los RR Sskl y Skn7, y la MAPKKK Ssk2, regulan las respuestas a diferentes

tipos de estrés y a la luz azul a través de la MAPK Tmk3 en Trichoderma atroviride.
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V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo General

Determinar la participacion de Skn7, Sskl y Ssk2 en las respuestas a
diferentes tipos de estrés y la expresion de genes regulado por la luz azul en
Trichoderma atroviride.

V.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la funcion de los genes skn7, sskl y ssk2 en las respuestas a

diferentes tipos de estrés celular.

2. Establecer el papel de la MAPKKK Ssk2, y los RR Ssk1 y Skn7 en la conidiacion

inducida por luz y dafio mecanico.

3. Analizar la participacion de Ssk2, Ssk1 y Skn7 en la expresion de genes regulados

por la luz azul y dafio mecanico.
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VI. METODOLOGIA

VI.1 Cepas, medios y condiciones de cultivo

Se utilizé la cepa silvestre (WT) de Trichoderma atroviride IMI206040 vy las
cepas mutantes carentes de los genes tmk3, pbs2 y tmkl. La cepa WT se utilizd
para generar las mutantes carentes en los genes sskl, ssk2 y skn7, las cuales
fueron propagadas en Medio Minimo Vogels (2% sacarosa, 1.5% agar
bacterioldgico, sales Vogels 1X) y Papa-Dextrosa-Agar (PDA-Difco) y se incubaron
a 27°C en una camara iluminada con luz blanca constante (Thermo Scientific™).
Los medios de cultivos empleados fueron previamente esterilizados en una
autoclave a 15 psi por 15 min. La manipulacion de las cepas se realizd en

condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar.

VI.2 Extraccion y manipulacién de los acidos nucleicos

La extraccion de ADN se realiz6 de micelio crecido sobre placas de MMV o
PDA cubiertas con celofan, crecidas en oscuridad por 48 h. El micelio se recolecto
con una espatula metélica estéril y se colocé en un mortero con nitrégeno liquido
(N2) y se prosiguié a moler con el pistilo hasta obtener un polvo fino blanco. Se
colocaron 500 pl del micelio pulverizado en un tubo eppendorf estéril de 1.5 mly se
adicionaron 600 pl de una solucién amortiguadora de urea (7 M Urea, 0.35 M NacCl,
50 mM Tris pH 8.0, 20 MM EDTA y 1 % de N-Lauril Sarcosina). Los tubos se mezclaron
por 2 min en voértex y se dejaron incubar por 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiadieron 600 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (50:48:2)
y se mezclaron en vértex por 10 min. En seguida se prosiguio a centrifugar los tubos
a 10,000 rpm por 10 min. Se recupero la fase acuosa y se colocé en un nuevo tubo
eppendorf estéril de 1.5 ml. Se agregaron nuevamente 600 pl de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico y se siguieron los pasos subsecuentes hasta la recuperacion de
la fase acuosa en un nuevo tubo eppendorf estéril de 1.5 ml. En seguida, se adicion6
1 volumen de isopropanol para precipitar el ADN y se mezcl6 suavemente por

inversion hasta observar la formacibn de hebras blancas, constituidas
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principalmente de ADN gendmico. Se centrifugaron los tubos a 12,000 rpm por 10
min. Se observo la formacion de la pastilla de ADN y se desecho el sobrenadante.
Posteriormente se adicionaron 500 pl de etanol al 70% y se mezclaron en vortex.
Se centrifugd nuevamente a 12,000 rpm por 10 min. Se desecho el sobrenadante y
se dejaron secar los tubos abiertos bocabajo. A continuacién, se resuspendié la
pastilla de ADN en 80 pl de H20 HPLC estéril. Por ultimo, se adicion0 1 pl de RNAsa
(20 mg/ml) (Invitrogen) a cada tubo y se incubé a 37°C por 20 min.

Se cuantificé el ADN de las muestras (Nanodrop) y se analizé la integridad
del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa (1%) con bromuro de etidio (10

mg/ml) y se visualizé en un fotodocumentador de luz UV (GelDoc XR+, Bio-Rad).

VI. 3 Andlisis in silico de la MAPKKK Ssk2ylos RR Sskly Skn7 de T. atroviride

Se obtuvo la secuencia de aminoacidos de la proteina Os-4 (MAPKKK),
RRG-2 (RR) y RRG-1 (RR) de Neurospora crassa en la base de datos Protein del
NCBI (National Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nim.nih.gov/
protein/). Posteriormente, se realiz6 un BLASTp contra la base de datos del genoma
de T. atroviride (https://genome.jgi.doe.gov/Triat2/Triat2.home.html), usando los
siguientes parametros: base de datos utilizada: Trichoderma atroviride v2.0 Gene
Catalog (proteins), Expect Value = 1.0E-5 y usando el filtro de regiones de baja
complejidad.

Para conocer los dominios en la secuencia de aminoacidos de Ssk2, Ssk1y
Skn7 en T. atroviride, se utilizd6 el programa SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de/), por medio del cual se analiza la secuencia de aminoacidos e
identifica los dominios descritos en otros organismos. Se utilizaron los siguientes
parametros durante el analisis: homélogos atipicos y homoélogos de estructura

conocida, dominios PFAM, péptidos sefiales y repeticiones internas.

Asimismo, se introdujo la secuencia de aminoacidos de las tres proteinas en
el programa PSORT Il Prediction (https://psort.hgc.jp/form2.html) para predecir la
localizacion de la proteina en la célula. Asi como el programa ScanProsite
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(https://prosite.expasy.org/scanprosite/) para predecir el aminoacido que es
fosforilado en los reguladores de respuesta.

Por otra parte, con la secuencia de aminoacidos de Sskl y Skn7 de T.
atroviride se realizé un BLASTp contra la base de datos de Protein del NCBI para
obtener las secuencias de aminoacidos de sus ortdlogos en otros organismos.
Todas las secuencias se analizaron con el programa MegAlign de Lasergene v7.1.0
(DNASTAR, Inc.), por medio del cual se realiz6 un alineamiento de las secuencias
de las proteinas por el método Clustal W para determinar la conservacion de los
dominios entre hongos Ascomicetos, Basidiomicetos y Zigomicetos. De igual forma,
con la secuencia de aminoéacidos de los RR Sskl y Skn7, se realizé la construccion
de un arbol filogenético. Se emplearon los programas Mesquite v3.51 para el
alineamiento de las secuencias y el programa PAUP, para la construccion de los

arboles de cada una de las respectivas proteinas.

VI.4 Disefio de oligonucleotidos para la eliminacion de los genes ssk2, sskly
skn7.

Después de la identificacion de las proteinas Ssk2, Sskl y Skn7 en T.
atroviride, se obtuvieron las secuencias de nucledtidos de la base de datos del
genoma, incluyendo 1,500 pares de bases (pb) de las secuencias rio arriba y rio
abajo del marco de lectura abierto. Se utiliz6 el programa OligoCalc
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/ OligoCalc.html) para disefiar cuatro pares
de oligonucledtidos para cada secuencia de nucleotidos obtenidos de los genes
ssk2, ssk1l y skn7 de T. atroviride y un par de oligonucle6tidos para amplificar el

marcador de seleccion hph (Tabla 1, 2, 3y 4).
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Tabla 1. Lista de oligonucle6tidos para eliminar el gen skn7.

Secuencia de nucleétidos Tamafio del

Secuencia ) -
(\[o} Oligonucledtidos

blanco (5’a3) amplicén (pb)

Pskn7-F GGT ACG AAC AAC GCC ATT GGC
Promotor de GCT GCA ACA ACT GTG CCG GTG 1277
skn7 PQskn7-R ATC GAC GTT AAC TGA TAT TGA AGG
AGC A
CCC AGC ACT CGT CCG AGG GCA
Terminador TQskn7-F AAG GAA TAG ATG ATG ATT TCA CGC 1395
de skn7 ACC GGT TG
Tskn7-R CAG CCG TGG ATC TTC TGC TC
Promotor de
skn7 N5-skn7-F TGA TAC TGG ACG CTA ACA CAC AC
anidado
3884
Terminador
de skn7 N3-skn7-R GAG CCC AGG TAT TGA CAG CAT C
anidado
ORF de skn7-F GGC TGT GAT GTC GAG CAT GC 409
skn7 skn7-R GGA GGG AAT GCT CAAGTC TGT C

Tabla 2. Lista de oligonucledtidos para eliminar el gen ssk1.

Secuencia Secuencia de nucleétidos Tamafo del

blanco (5’a3) amplicon (pb)

Oligonucleotidos

Psski-F GGA CAA CGG CAG TGA GCA GC
FramEer (e CTA CGA GTT TTG CCG TTC CCT GAT 1442
sskl PQssk1-R CGA CGT TAA CTG ATA TTG AAG
GAG CA
CCC AGC ACT CGT CCG AGG GCA
Terminador TQssk1-F AAG GAA TAG AGG AAG GCT CAC 1941
de sskil AGG AGG G
Tssk1-R GGC TGA AGG AGG TGG AGA AG
Promotor de
sskl N5-ssk1-F CGA AGC AGG AGA GCA GCC AC
anidado
3979
Terminador
de sskl N3-ssk1-R GAG ATG GGC GTT GAT GTG AGG
anidado
sskl-F CTG ACG GCC AGC TCTCTCC
ORF de ssk1 308
ssk1-R GGC AGA GGC GAT GGA GGC
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Tabla 3. Lista de oligonucledétidos para eliminar el gen ssk2.

Secuencia : - Secuencia de nucleétidos Tamafio del
(\[o} Oligonucledtidos _'
blanco (5’a3) amplicén (pb)
Pssk2-F GTG GAT CGA GAA GCC CTT CAT G
g | e CCG ACG CAG CCA GCG AAT GAT 1285
ssk2 PQssk2-R CGA CGT TAA CTG ATA TTG AAG
GAG CA
CCC AGC ACT CGT CCG AGG GCA
5 Terminador TQssk2-F AAG GAA TAG ACT TCT ACA TGG 1159
de ssk2 CGG GAT GCA G
Tssk2-R CAT CAT CAT CAC CAT GTC CGC C
Promotor de
ssk2 N5-ssk2-F GAG CGT GGC AAG ACT GCA TG
anidado
3 3552
Terminador
de ssk2 N3-ssk2-R CCC TTT TGA AGC ACT GCT AAG
_ AAG
anidado
Ssk2-F
4 | ORF de ssko GCT AGT CTG CTC GAG CAC G 318
Ssk2-R GTC CAT GAC TGG AAC ACC GAT G

Tabla 4. Lista de oligonucleétidos para amplificar el gen hph.

Secuencia : : Secuencia de nucleétidos Tamarno del
No. Oligonucleotidos .
blanco (5’a3) amplicon (pb)
H GAT CGA CGT TAA CTG ATATTG AAG
yg-F
1 gen hph SAGICH 1397
Hyg-R CTATTC CTT TGC CCT CGG ACG
AGT GCT GGG
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VI.5 Generaciéon de cepas mutantes carente de los genes sskl, ssk2 y skn7.

VI.5.1 Construccion de casetes para la eliminacion de los genes ssk1, ssk2 y
skn7

La generacion de las cepas mutantes carente de los genes ssk2, sskl y skn7
se realiz6 empleando la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
doble union para eliminar toda la region codificante de cada gen. La técnica consiste
en la amplificacion de diferentes fragmentos usando oligonucleotidos especificos
mediante tres reacciones de PCR, descritas por Yu et al. (2004).

En un primer PCR se realiz6 la amplificacion de la region promotora (regiéon
5’) y terminadora (regién 3’) de cada gen. Se utilizaron los pares de oligonucleétidos,
sefaladas en la Tabla 1, 2 y 3, dirigidos para las regiones indicadas, excluyendo el
marco de lectura abierto de los respectivos genes. Asimismo, se realizd la
amplificacion del marcador de seleccion del gen hph de Escherichia coli con los
pares de oligonucledtidos indicados en la Tabla 4. Este gen codifica para la
higromicina fosfotransferasa que confiere resistencia a Higromicina B en hongos.
En el segundo PCR se llevé a cabo la fusion de los fragmentos de la regién 5’ y 3’
de los respectivos genes con el marcador de seleccion hph. Para poder lograr este
proposito, a los oligonucleétidos quiméricos (PQskn7-R, TQskn7-F, PQsskl1-R,
TQsskl-F, PQssk2-R, TQssk2-F) se les adiciond una secuencia complementaria a
los extremos 5’ y 3’ del marcador de seleccién hph. En el tercer PCR se emplearon
un par de oligonucledtidos anidados, con los cuales se realizé la amplificacién de la
construccion del casete de un menor tamafio, con la finalidad de obtener la
construccion en mayor cantidad y darle mayor especificidad al momento de llevarse

a cabo la eliminacion del gen in vivo (Figura 9).

En las reacciones de PCR se utilizo la enzima Platinum Tag ADN
Polimerasa High Fidelity (Invitrogen™), con las siguientes condiciones de reaccion:
(1) 3mina 95 °C, 35 ciclos de: (2) 15 seg a 95 °C, (3) 15 seg a 60 °C y (4) 1min/Kb
a 68 °C, y un ultimo paso de (5) 5 min a 68 °C.
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Los tres fragmentos amplificados en el PCR 1 y PCR 3, se purificaron
mediante columnas de purificacion, empleando el protocolo establecido del
fabricante del QIAquick PCR Purification Kit de QIAGEN.

[I—
hph
|
l Fusién de fragmentos
PCR 2
| s [l 1era. reaccion
— | hph M
| hph |
[ = T I | 2nda. reaccion
PCR 3 L1 men
lAmpIiﬁcacién
y purificacion

E

Figura 9. Técnica de PCR de doble unién para eliminar las regiones codificantes de
sskl, ssk2 y skn7. PCR1, amplificacion de las regiones 5’ y 3’ de los genes, asi como del
marcador de seleccion hph. PCR2, Fusion de los fragmentos 5’ y 3’ con el marcador de
seleccion. PCR3, Amplificacion del casete con oligonucleétidos anidados.

VI.5.2 Transformacion de Trichoderma atroviride mediante la técnica de
Polietilenglicol- CaCl;

Las cepas mutantes carentes de los genes sskl, ssk2 y skn7, se generaron
empleando la técnica de polietilenglicol-CaClz. La transformacion se llevo a cabo
usando protoplastos obtenidos de germinulas de la cepa WT de T. atroviride y la
construccion del casete obtenido por PCR para eliminar cada uno de los respectivos

genes.
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Para obtener las germinulas, se inocularon 1x108 conidios de la cepa WT en
100 ml de medio estéril GEYEC (1.5% glucosa, 0.3% extracto de levadura y 0.5%
hidrolizado de caseina), incubado a 27°C por 16 horas en agitacion orbital
constante. Posteriormente se filtraron las germinulas con ayuda de un embudo y
tela magitel estéril, se recuperd con una espatula metalica estéril y se pes6 0.2 g, el
cual fue colocado en un tubo falcon estéril de 50 ml con 7 ml de solucién osmotica
(50 mM CacClz, 0.5 M Manitol y 50 mM MES, con pH 5.5 ajustado con KOH) y 0.1 g
de enzimas liticas de Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich). Se agit6
vigorosamente en vortex y se incubd a temperatura ambiente en agitacion orbital
constante a 120 rpm, hasta observar la formacion de protoplastos en el microscopio.

Los protoplastos obtenidos fueron filtrados con tela magitel estéril, se lavaron
con 3 ml de solucion osmdtica y se centrifugaron a 8,000 rpm por 10 minutos para
su recoleccién. A continuacion, se resuspendieron en un volumen minimo de
solucion osmdtica (1.2 ml) y se distribuyeron en cuatro tubos eppendorf estéril de
1.5 ml (300 pl en cada tubo). Los tubos 1, 2 y 3 fueron empleados para la
transformacion de los genes sskl, ssk2 y skn7, y el nUmero 4 fue empleado como
control. A los tubos eppendorf 1, 2 y 3 se les procedi6 a afiadir 29.5 pl de solucion
osmotica, y en seguida 29.5 ul de la construccion del casete para la eliminaciéon de
la region codificante de cada respectivo gen. Al cuarto tubo eppendorf se le adiciono
59 pl de solucién osmética. Los cuatro tubos eppendorf se incubaron por 20 min en
hielo y posteriormente se les afiadié 359 pl de PEG-8000 (Thermo Scientific™ —
USB) al 40% estéril y precalentado a 42°C. Se mezclaron suavemente por inversion
y se incubaron por 30 min a temperatura ambiente.

Posteriormente, la mezcla de cada uno de los tubos eppendorf se vertié en
tubos Falcon de 15 ml estéril con 10 ml de top agar (1 M sorbitol, 0.7% agar
bacterioldgico, 2% sacarosa, sales Vogels 1X), y se mezclaron por inversion
suavemente. A continuacion, el top agar de los tubos Falcon 1, 2 y 3 se vertieron en
cajas Petri con medio selectivo (MMV, 100 pug/ml de higromicina B y 1 M de sorbitol).
El top agar del cuarto tubo Falcén, se vertié en dos diferentes cajas Petri: en una
primera caja con MMV sin higromicina B, como control positivo (para visualizar la

viabilidad de los protoplastos) y en una segunda caja con medio selectivo, como
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control negativo. Finalmente, las cajas Petri se dejaron incubando a 27°C de 4 a 6
dias hasta observar el crecimiento de transformantes.

Durante la transformacion el evento del reemplazo génico se llevo a cabo
mediante doble recombinacién homdéloga para insertar la construccién con el
marcador de seleccion hph en el lugar del ORF de los respectivos genes (Figura
10), siendo asi capaz de crecer solo transformantes resistentes al antibiético, a las
cuales se les realizd tres cultivos monospéricos en medio PDA o MMV

suplementado con higromicina B (100 pg/ml).

| | Hyg® I><I
WT —— | orF | ——
Mutante ———]| | Hyg® | —

Figura 10. Reemplazo génico por doble recombinacién homodloga en Trichoderma
atroviride. La interrupcién del gen in vivo se lleva a cabo por medio del reconocimiento de
las secuencias homodlogas al genoma de T. atroviride con la construccion del casete y es
incorporado por recombinaciéon homoéloga, realizandose el reemplazo del gen por el de hph.

VI.5.3 Identificacion de cepas mutantes carente de los genes ssk2, sskly skn7

La seleccién de las cepas transformantes, de cada uno de los respectivos
genes, se realiz6 en MMV o en PDA con higromicina B (100 pg/ml). Después de
tres cultivos monosporicos a las transformantes de ssk2 y sskl se les realizd un
escrutinio preliminar por fenotipo de sensibilidad a estrés osmotico. Después se
realiz6 la extraccion de ADN de las cepas transformantes de los tres genes.
Posteriormente, se realiz6 la identificacion de las cepas mutantes por medio de PCR
con oligonucleétidos especificos para detectar el reemplazo génico y la carencia de
la region codificante de los genes de ssk2, sskly skn7.

Para detectar el correcto reemplazo génico en las cepas mutantes, se
realizaron dos PCR para amplificar fragmentos de la regién 5’ y 3’ con el marcador
de seleccion (5’-hph, hph-3’), empleando oligonucleétidos dentro y fuera de la
construccion del casete (Figura 11-A). Asimismo, se realizé un tercer PCR para
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confirmar la carencia de la region codificante de cada uno de los genes, utilizando
oligonucleadtidos disefiados para amplificar el ORF de ssk2, ssk1 y skn7 (Figura 11-
B).

Las condiciones de las tres reacciones de PCR se realizaron bajo las
siguientes condiciones: (1) 3 min a 95 °C, 35 ciclos de: (2) 30 seg a 95 °C, (3) 30
sega 64 °Cy(4) 1 min/Kb a 72 °C, y un ultimo paso de (5) 5 min a 72 °C. En las
reacciones de PCR se utiliz6 la enzima DreamTag ADN Polimerasa (Thermo

Scientific™).

(R) PCR especificos para detectar el reemplazo génico

P-F—
FIPT s | wen s
+—Hyg-R
Hyg-F —
s | o s
—T-R
(B) PCR para determinar la carencia del gen
F—
Wr——{ & [IerEI s ——
+—R

Figura 11. Identificacion molecular de mutantes carentes de ssk2, sskl y skn7. (A)
PCR para detectar el correcto reemplazo génico por el marcador de seleccion hph en las
transformantes resistentes a higromicina B y (B) la carencia de la region codificante de los
genes ssk2, sskly skn7.

VI.6 Caracterizacion fenotipica de las cepas Assk2, Asskl y Askn7 en

respuesta a estrés y alaluz azul

La caracterizacion fenotipica de las cepas mutantes carente de los genes
ssk2, sskl y skn7 se compararon con la cepa WT, Atmk3 y Apbs2, con la finalidad

de determinar su relacion genética en la via de sefalizacion de la MAPK Tmka3.
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Los ensayos de estrés se realizaron con conidios y micelio, y fueron
sometidas a diferentes tipos de estrés como el osmotico, oxidativo, toxicidad por Cd,
integridad de la pared celular, choque térmico e irradiacion UV. Asimismo, se
realizaron ensayos de conidiacion con la cepa silvestre y las mutantes, inducido por
un pulso de luz y dafio mecanico, asi como en luz constante. Después, se realiz6 la
cuantificacion de la produccion de conidios en respuesta a estos diferentes

estimulos.

VI.6.1 Ensayo de estrés con conidios

La cepa WT, Atmk3, Apbs2, Assk2, Asskl y Askn7, fueron empleadas para
realizar los ensayos de estrés con conidios, los cuales se llevaron a cabo en cajas
Petri de 9 cm con PDA adicionadas con 0.5% de Triton X-100 (Golden Bell) y un
agente estresante especifico. Para generar cada uno de los diferentes tipos de
estrés, se emplearon los siguientes compuestos quimicos: KCI (J.T. Baker) y sorbitol
(Sigma-Aldrich) para el estrés osmotico; H202 (J.T. Baker) y menadiona (Sigma-
Aldrich) para generar el estrés oxidativo; CdCl2 (Meyer) para observar la toxicidad
por metales pesados; rojo Congo (Sigma-Aldrich) para el andlisis de la integridad
de la pared celular. Las placas se inocularon con gotas de 5 pl conteniendo 500
conidios de cada una de las respectivas cepas, se incubaron por 6 dias a 27 °C en
una camara iluminada con luz blanca constante u oscuridad. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.

VI.6.2 Ensayo de estrés con micelio

Los ensayos de estrés en micelio se realizaron a partir de un preinoculo de
la cepa WT y las mutantes de Atmk3, Apbs2, Assk2, Asskl y Askn7, los cuales
crecieron en placas de PDA a 27 °C por 48 horas en oscuridad. Posteriormente,
dentro de un cuarto oscuro con luz roja de seguridad, se cortaron discos de micelio
de 5 mm de didmetro con un sacabocados estéril. Los discos de micelio se cortaron

del frente del crecimiento y con un bisturi estéril se colocaron en la parte central de
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las placas de PDA adicionada con las mismas sustancias para el estrés con
conidios; excepto el Triton X-100. Se dejaron incubar por 4 dias a 27 °C en una

camara iluminada con luz blanca constante u oscuridad.

VI.6.3 Ensayo de sensibilidad a choque térmico

Una suspension de conidios de la cepa silvestre, Atmk3, Apbs2, Assk2, Asskl
y Askn7, fueron incubados a 48, 50, 52 y 54 °C en un termo-block (Labnet) durante
diferentes periodos de tiempos (5, 15 y 30 min). Concluido el periodo, se inocularon
gotas de 500 conidios en placas de PDA adicionadas con 0.5% de Tritén X-100 y

se incubaron durante 4 dias a 27 °C en luz constante.

VI1.6.4 Ensayo de reparacion de ADN en células tratadas con UV

Gotas con 500 conidios de la cepa silvestre, Atmk3, Apbs2, Assk2, Asskl y
Askn7 fueron inoculados en placas de PDA con 0.5% de Triton X-100. A
continuacién, fueron expuesta a diferente dosis de UV-C (0, 200, 300, 400 J/m?)
usando un Crosslinkers UVP modelo CX-2000, el cual emite una longitud de onda
de 254 nm. Las cepas irradiadas fueron incubadas durante 4 dias a 27 °C en

oscuridad y en luz blanca constante.

VI.6.5 Determinacion de la produccién de conidios estimulada por un pulso de

luz azul

Los ensayos de pulso de luz azul se realizaron a partir de preinéculos de la
cepa WT, Atmk3, Apbs2, Assk2, Asskl y Askn7, los cuales crecieron en placas de
PDA a 27 °C por 48 horas en oscuridad. En un cuarto oscuro con luz roja de
seguridad se cortaron del frente de crecimiento discos de micelio de 5 mm de
diametro con un sacabocados estéril y se colocaron en la parte central de las placas

de PDA por triplicado, con una diferencia de 8 h entre las cepas Atmk3, Apbs2,
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Assk2 y Asskl, y la cepa silvestre y Askn7, para igualar el diametro de la colonia de
todas las cepas. Se dejaron incubando a 27 °C en oscuridad por 38 h. Transcurrido
este periodo, en el cuarto oscuro con luz roja de seguridad, se procedi6 a aplicar un
pulso de luz azul de 5 min (145.27 umoles-m) y se incubaron nuevamente por 48
h a 27 °C en oscuridad. Posteriormente, se colectaron los conidios de las cepas con
10 ml de H20 destilada estéril, se realizaron diluciones de 10!y 102, y se

cuantificaron en el microscopio optico Leica DM500 con una camara de Neubauer.

VI.6.6 Determinacién de la produccion de conidios estimulada por dafio

mecanico

A partir de preindculos de la cepa WT, Atmk3, Apbs2, Atmk1, Assk2, Asskl
y Askn7, crecidos en placas de PDA a 27 °C por 48 h en oscuridad, se cortaron del
frente del crecimiento discos de micelio de 5 mm de diametro, en un cuarto oscuro
con luz roja de seguridad, y se colocaron en la parte central de placas de PDA por
triplicado, con una diferencia de 8 h entre las cepas Atmk3, Apbs2, Atmk1, Assk2 y
Asskl, y la cepa silvestre y Askn7. Se incubaron a 27 °C por 38 h en oscuridad. A
continuacion, en el cuarto oscuro con luz roja de seguridad, se procedio a realizar
un corte en el micelio con un molde (para hacer galletas) estéril y se incubaron
nuevamente a 27 °C por 48 h en oscuridad para observar la produccién de conidios
inducida por el dafio mecéanico. Posteriormente, se colectaron los conidios de las
cepas con 10 ml de H20 destilada estéril, se realizaron diluciones de 101y 102, y
se cuantificaron en el microscopio o6ptico Leica DM500 con una camara de

Neubauer.

VI.6.7 Determinacion de la produccion de conidios inducida por luz blanca

constante

Para determinar la produccién de conidios en las cepas Assk2, Asskl y
Askn7 comparadas con la cepa WT, Atmk3 y Apbs2, se realiz6 el ensayo en una

camara con iluminacion constante a 27 °C. A partir de preinoculos crecidos en
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placas de PDA a 27 °C por 48 h en oscuridad, se cortaron discos de micelio de 5
mm de didmetro, y se colocaron del frente del crecimiento en la parte central de
placas de PDA por triplicado. Se incubaron durante una semana en luz blanca
constante con una fluencia de 0.2238 pmoles m2-s1. A continuacioén, se colectaron
los conidios de las cepas con 10 ml de H20 destilada estéril, se realizaron diluciones
de 102 y 103, y se cuantificaron en el microscopio éptico Leica DM500 con una

camara de Neubauer.

VI.7 Analisis de la expresion de genes por RT-PCR
VI.7.1 Andlisis de la expresion de genes regulados por luz azul

La expresion de genes regulados por luz azul se analiz6 por RT-PCR,
realizandose primero ensayos de fotoinducciéon a partir de preindculos de la cepa
silvestre, Atmk3, Apbs2, Assk2, Asskly Askn7. Se inocularon conidios en placas de
PDA vy se incubaron por 48 horas a 27°C en oscuridad. Posteriormente, dentro de
un cuarto oscuro con luz roja de seguridad, se cortaron del frente del crecimiento
discos de micelio de 5 mm de diametro de cada una de las cepas, y se colocaron
con un bisturi estéril, en la parte central de placas de PDA con celofan y se dejaron
incubar por 38 h a 27 °C en oscuridad. Transcurridas las 38 h, las fotoinducciones
se realizaron exponiendo a las cepas a la luz azul por 30 min (871.56 umoles-m-),
en un cuarto oscuro con luz roja de seguridad. EI micelio de las colonias crecidas
en oscuridad bajo las mismas condiciones, fueron empleadas como control.
Posteriormente, se recolect6 el micelio de las cepas control y las fotoinducidas con
una espatula metalica estéril, se colocé en papel aluminio, se congel6é en N2 () y se
almacen6 a -80 °C hasta la extraccion del ARN.

La extraccion del ARN total se realizé utilizando el método de Trizol (Life
Technologies™). Se analizo la calidad del ARN extraido mediante electroforesis del
gel de agarosa al 1%, usando como referencia el ARN ribosomal. Las muestras de
ARN se tifleron con bromuro de etidio (10 mg/ml) y se visualizaron en un
fotodocumentador de luz UV (GelDoc XR+, BIORAD).
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La sintesis del ADNc se llevd a cabo con la enzima RevertAid Reverse
Transcriptase (Thermo Scientific™), utilizando el protocolo del fabricante y los
oligonucledtidos especificos para los genes blul, grg2, envl y phrl (Tabla 5). Para
la normalizacion de los datos se realizo la deteccion de los niveles del transcrito del
gen glicolitico gpd, con expresion constitutiva, que codifica la gliceraldehido 3-

fosfato deshidrogenasa.

Tabla 5. Lista de oligonucledtidos para el analisis de expresion de los genes

fotoregulados.

. " Secuencia de nucleétidos
No. Oligonucleétidos
(5°a3)

. gpd-F GCC GAT GGT GAG CTC AAG GG
gpd-R GGT CGA GGA CAC GGC GGG A

) blul-F CGTTGG CTC TCG CCT GACC
blul-R GAA CGC CAT TGA AGG CCT CG

3 grgz2-F GAT TCC ATC AAG CAG GGT GCC
grg2-rR GTT TAG ATAGCC TGC TTG TGG G

4 envl-F GCC AAAATG GTT CCT TCAGGG TC
envl-R GTTTGG TCG AGA CAC AAG TCG G

5 phri-F TCG GAC AGC CAG GGA CAG G
phri-R GTG ATT GAG CTG ACG CAT CGC

Por ultimo, se realiz6 la amplificaciéon del ADNc mediante un PCR, utilizando
la enzima DreamTaq ADN Polimerasa (Thermo Scientific™), utilizando las
siguientes condiciones de reaccion: (1) 3 min a 95°C, (2) 30 seg a 95 °C, (3) 30 seg
a 58 °C, correspondiendo 25 ciclos para el gen gpd y 30 ciclos para los genes blul,
grg2, envl y phrl, (4) 30 seg a 72 °C y (5) 5 min a 72 °C. Los amplicones se
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio (10
mg/ml) al 1.5% y se visualizaron en un fotodocumentador de luz UV (GelDoc XR+,
BIORAD).
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VI.7.2 Analisis de la expresidon de genes regulados en dafio mecéanico

La expresion de los genes regulados por dafio mecanico se analizo por RT-
PCR. A partir de preindculos de la cepa silvestre, Atmk3, Apbs2, Atmk1, Assk2,
Asskl y Askn7, crecidas en placas de PDA por 48 horas a 27°C en oscuridad, se
cortaron del frente del crecimiento discos de micelio de 5 mm con un sacabocados
estéril y se colocaron con un bisturi estéril en la parte central de placas de PDA con
celofan y se dejaron incubar por 38 h a 27 °C en oscuridad. A continuacion, en un
cuarto oscuro con luz roja de seguridad, se realizaron cortes en la superficie del
micelio con un bisturi estéril y posteriormente se dejaron incubar por 30 min en
oscuridad. El micelio de las colonias crecidas en oscuridad bajo las mismas
condiciones sin dafio mecanico, fueron empleadas como control. En seguida, se
recolecto el micelio de las cepas control y las dafiadas con una espatula metalica
estéril, se coloco en papel aluminio, se congelé en N2z ) y se almacené a -80 °C
hasta la extraccion del ARN.

La extraccion del ARN total y la sintesis del ADNc se llevé conforme a lo
descrito en el apartado anterior. Se emplearon los oligonucleétidos especificos para
los genes inducidos por dafio (Tabla 6): iig-1 (127833) e iig-4 (33350) (Herndndez-
Onfate et al., 2012). Para la normalizacion de los datos se realizé la deteccion de los

niveles del transcrito del gen glicolitico gpd.

Tabla 6. Listade oligonucle6tidos para el analisis de la expresion de los genes

inducidos por dafio mecanico.

Secuencia de nucleétidos

Oligonucleodtidos

(5a3)
L gpd-F GCC GAT GGT GAG CTC AAG GG
gpd-R GGT CGA GGA CAC GGC GGG A
, 127833-F GTG CGT GGT TGA ACG ATG TTC G
127833-R CAA AGG CAC CCT CGC GCA G
. 33350-F TGG CCG AGT TGA GCG AAG C
33350-R CGT CTC CAG CAA TCC GAG C
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Por ultimo, se realiz6 la amplificacién del ADNc mediante un PCR, utilizando
la enzima DreamTag ADN Polimerasa (Thermo Scientific™), empleando las
siguientes condiciones de reaccién: (1) 3 min a 95°C, (2) 30 seg a 95 °C, (3) 30 seg
a 58 °C, correspondiendo 25 ciclos para el gen gpd y 28 ciclos para los genes igg-
leigg-4, (4) 30sega 72 °Cy (5) 5 min a 72°C. Los amplicones se analizaron bajo

las mismas condiciones, sefialadas en el apartado anterior.

V1.8 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico y la construccion de las graficas, se uso el
programa GraphPad Prism 7 (https://www.graphpad.com). Las graficas presentadas
muestran el promedio de al menos tres experimentos mas la desviacion estandar.
Se realizaron pruebas de ANOVA de una via, utilizando los Post-test de Tukey-

Kramer con valores de 0.001 y 0.05.
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VII. RESULTADOS

VII.1 Identificacion in silico de la MAPKKK Ssk2 y los Reguladores de

Respuesta Sskl y Skn7 en Trichoderma atroviride.

Con la finalidad de determinar el papel de la MAPKKK Ssk2 y los
Reguladores de Respuesta Sskl y Skn7 en respuestas a estrés y luz en T.
atroviride, se obtuvo la secuencia de la MAPKKK OS-4, los RR RRG-1 y RRG-2 del
organismo modelo Neurospora crassa, en la base de datos de Protein del NCBI y
se realizd un BLASTp contra el genoma de T. atroviride, para adquirir la secuencia
de nucledtidos y aminoéacidos. El programa ScanProsite, predijo el residuo de
aspartato fosforilado para ambos reguladores de respuesta, correspondiendo a
Asp404 para Skn7 y Asp346 para Sskl, los aminoacidos receptores del grupo
fosfato.

Con el programa SMART se identificaron los dominios presentes en la
secuencia de aminoacidos de las tres proteinas de T. atroviride. En el RR Skn7 se
identificaron dos dominios: HSF (Heat Shock Factor), el cual es un dominio de union
a secuencias especificas de ADN (Sorger, 1991) y REC, un dominio receptor
homologo a CheY (Hess et al., 1988), asi también una region Coiled-coil (Figura
12). Sin embargo, en la secuencia de aminoacidos de Sskl solo se identifico el
dominio REC (Figura 13).

MSGTEATNAPGGG

PATRKPQVAEDFTTSQHVSAVSEQLTAT
QOOVOOLOELFADISOTNRLL VNEVLTLOKMLNAQKQAQYEMLNFLSPY SHNRNNGMMAHQOMS SNGGMS SSDGD
ENVPELRRARELLSSVAPDTVADRELERLHDIYESPADSATMVTPVSMPMLHDPMNDI SRY PVYPVGQTVGIDP
FHSDHINKIPYAMPNENSSGSLDQHQQHT PQPNOMNSAPGS SLDKPAPLWGPKK EINEEVEDDETCARTIGIRER

ERCMNGVEARPETREGMERSY < THL.OHLLKNPPSQSDNGHGSAFMYNVPYLNT SGNPIKFESPTPPAGAGGSNW
SSGHMSONGVDSGFGMMDGSNQYNMTQGRNAY STMDASSGRLSDHDSPPEKRQRLNNSQRT YA

E> ] ] ‘ REC 5

Figura 12. Secuencia de aminoacidos y dominios presentes en el RR Skn7 de T.
atroviride. Los dominios se sefialan con los mismos colores en la secuencia de
aminodcidos y en el esquema. HSF: dominio factor de choque térmico (Heat Shock Factor);
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REC: dominio receptor homologo a CheY; Region Coiled-coil en verde. Aminoéacido
fosforilado: residuo de aspartato 404 (color amarillo).

MAEAARKIWVTRPKASATLVTISPNDLVDDARDMILRKYANSLGKTYDSPDLTLYLKTRTGFSRVMGPEEHMG
TVLEEFFPNGOMVEEAFIIDIPRNVPTPRPSPRAPLPPVSGSASAAYYADDVRPSESGEGYFPPVVGTATSPR
LPTKHPNASIPHSMAVINSGHLPNIPSPGASKRAHRDRENHTPSPVVHNGGVAPNPASFHPTRHSHSRTHSSS

SEHIAVHPNSTMPRSPGHEIVAAARMGPGTPPSPPORLVSPHLPAARLKKSKRGQTQQQOEY IQNPPPPALNAK
VPP

BEYMENGCMOALI DYQGWREWKQY SAKAEAMEAANKRAQAFKKQ SRKNRTOMSES

A

Figura 13. Secuencia de aminoacidos y dominios presentes en el RR Sskl de T.
atroviride. El dominio se sefiala con el mismo color en la secuencia de aminoacidos y en

el esquema. REC: dominio receptor homologo a CheY. Aminoacido fosforilado: residuo de
aspartato 346 (color amarillo).

En la secuencia de la MAPKKK Ssk2 se identificé el dominio S_TKc, un

dominio catalitico, proteina Serina/Treonina cinasa y una region Coiled-coil (Figura
14).

MPNTSDRAVRFSGGSDDEATSIAIIQDLKQHALLEDDDS S PESNGVDLHAIQLODELGSLNRYANAPNSLTGSLNSLPPGTHINGGPEP
RAQRSSGGEADALQAQRPKGPIRTPSNT YNPSSSRKPAAVQPQSSFSEAGRS SSKTRLRGGDSRFKAQERAYVQTLRQGGY TGEYFSQY
QQPNGNE SDSEGGGEGETPSSEGPFEDRLDQEET IMFYGNDDIQPTDED TAVPENRERLEWHGMLEAVLTGDVVKQEKKRL INSTDTTA
TKARYISELWFELRSEACGRRVPVQRRIIDEGRIAVDRVLDEVINFQVKGTIEAGKPPHEQVKDIVKKIEKCETLYPSWSALVGEHSTA
ESPKFLEAYEAIMSWYNTNEMINTELSILKKWVGNEDLDFSRTKQRSPAVDGITSDEASFLDKLMKEDGLQ SLYNDNAKVTLKGDLVQR
GMLQPISTVIDKAKQTLIHNSVPFQKRHLPPYLDELLTLI SFPSRLIEETTRTRLEYTKKLNETAQONPLMQSOMITQFQLLLOFATRI
KNEYLSIENPEEGWDLPPCIDDSFDQVVLEALQFYFKMLNAKLSGNKNT FKEAELLFQEWDFANEIGTSLNRGNIKVAEQFSSLTLKAF
NRLSSTFDRELQVKPEESAADMSKRYKAALDSVRVRQRMLOREF SRMLSENYEHVCDFNTSLEPATTQMLY DHLVASGHEQVDTRGVLES
TGIYLLASPTLRDRLYDIQTMMATITANDRYPPDTGDVYILLIRPEGTFMWIGDTVSILLKEQTVDLKRGQVRLCATGSHSLSQARKLFL
DAADMHIDLVGESRSNTHKVNTRLTETRRVAYKLSET FMDSVE I TRNQTQGKDCQELIQTCFIFATEFGQRSLLYMDSNRROMNNTKLT
KLALDWVGFICDDCMASDRRTFRWAVTALEFAMFMTRGRHILGLGEEEYERVRAKVGGCMAVL I SHF DIMGARSNLAAQAERER TENLY
IQFKKDKNKNMDDDEATHGVIQQRVAKLDLVDELROEKESERRALGRVLETNNEA DRSLAY LSASATNVT VR iORCOEVCEETECNTA)

SN T e RPN AN DN e AT NI A GNP PO NP S PEO NS POCTDERTREEARDE < QR P SATELLOHEWIMT TRNQVVEPATPS
DASGSSQSPFVSTTSTRTS IGPDGEY

Figura 14. Secuencia de aminoacidos y dominios presentes en la MAPKKK Ssk2 de
T. atroviride. El dominio se sefiala con el mismo color en la secuencia de aminoacidos y
en el esquema. S_TKc: dominio catalitico, proteina Serina/Treonina cinasa y Regioén
Coiled-coil en verde.
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VII.2 Andlisis in silico los Reguladores de Respuesta Sskl y Skn7 en

Trichoderma atroviride.

Del mismo modo, se procedi6é a obtener la secuencia de aminoacidos de las
proteinas ortélogas a Sskl y Skn7 en hongos ascomicetos, basidiomicetos y
zigomicetos, en la base de datos de Protein del NCBI para comparar la secuencia
entre estos hongos.

Mediante el programa SMART se identificaron los dominios de las secuencias
de aminoacidos de 13 organismos Yy fue posible observar que en los ortélogos del
RR Skn7, los dominios REC y HSF son muy conservados entre ellos; sin embargo,
la regidn Coiled-Coil solo fue posible detectarla en B. bassiana, S. cerevisiae, T.
atroviride, C. albicans, W. mellicola, C. neoformans, C. cucurbitarum y dos regiones
Coiled-Colil en M. circinelloides (Figura 15).

Con la secuencia de aminoacidos de los ortélogos de Skn7, se procedi6 a
realizar un alineamiento por el método Clustal W con el programa MegAlign
(Lasergene, DNASTAR Inc.), para conocer la similitud entre las secuencias.

En la Figura 89 del apartado de apéndice, se muestra el alineamiento de las
secuencias de los hongos, donde los recuadros amarillos sefialan las zonas
conservadas en la proteina, principalmente en los dominios HSF y REC. Los
recuadros de color muestran los dominios y regiones encontrados en T. atroviride.
Conforme a los organismos analizados, B. bassiana mostré mayor identidad con
Skn7 de T. atroviride con 72.5%, N. crassa con 52.1%, A. nidulans con 41.4%, W.
mellicola con 34%, S. pombe con 33.6%, C. albicans con 31.7%, C. cucurbitarum
con 31.3%, U. hordei con 30.4%, P. blakesleeanus con 30.2%, S. cerevisiae con
29.4%, M. circinelloides con 27.6% y C. neoformans con 25.1%.

En la Figura 16 se muestra el alineamiento especificamente del dominio REC,
en cual se analiz6 con el dominio REC de la proteina CheY de E. coli. Se sefala
con un asterisco, el residuo de aspartato conservado en todas las proteinas
incluidas en el analisis y que corresponde al aminoacido receptor del grupo fosfato
en Skn7. Asimismo, B. bassiana mostr6 mayor identidad en el dominio REC con un

88.7%, seguido de N. crassa con 56.5%, A. nidulans con 55.4%, U. hordei con
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49.1%, S. pombe con 46.4%, C. albicans con 42.9%, S. cerevisiae, C. neoformans,

P. blakesleeanus con 42%, M. circinelloides con 40.2% y E. coli con 25%.

A. nidulans
(627 aa)

N. crassa
(661 aa)

S. pombe
(639 aa)

B. bassiana
(587 aa)

C. albicans
(559 aa)

S. cerevisiae
(622 aa)

T. atroviride
(581 aa)

W. mellicola
(693 aa)

C. neoformans
(1062 aa)

U. hordei
(987 aa)

P. blakesleeanus
(766 aa)

C. cucurbitarum
(525 aa)

M. circinelloides
(685 aa)

o) -
_9_ S .@ -

Figura 15. Dominios presentes en los ort6logos al RR Skn7. Los dominios HSF y REC
se encuentran conservados entre los ascomicetos, basidiomicetos y zigomicetos. La
distribucién de los dominios, estan bajo la misma escala.
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Figura 16. Alineamiento del dominio REC del RR Skn7 en sus ortélogos. En amarillo
se resaltan los aminoéacidos conservados en los dominios REC de las proteinas ortélogas
a Skn7 y con un asterisco se sefiala el residuo conservado de aspartato que es fosforilado
en S. cerevisiae (D427) (Brown et al., 1994).

En la Figura 17 se muestra el alineamiento del dominio HSF de los ort6logos

de Skn7. De igual manera, B. bassiana mostr6 mayor identidad con respecto a T.

atroviride con un 90.1%, seguido de N. crassa con 67%, A. nidulans con 66.3%, C.

albicans con 65.4%, S. cerevisiae con 56.7%, S. pombe con 54.9%,

P.

blakesleeanus con 52%, M. circinelloides con 49%, U. hordei con 48%, y C.

neoformans con 46.1%.
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Consenso B et ettt et e e Weoonnn F.Veo.o.... F....LP..
Mayoria NSSDFVRKLFRMLED ———————— PSYED-————— VVRWGDDGDSFVVLDT———EKFTKTILPKH
I I I
10 20 30 40 50 60
1 1 1 1 1 1

T. atroviride NASEFVRKLEFRMLED--————-- PTHQD-————- VARWGKDGDSEVVVE---GEKFTRSILPKH 47
A. nidulans NSSDFVRKLYKMLED--------— PSYAE-————-— IVRWGDDGDSEVVLEC---EKETKTILPKH 47
B. bassiana NASEFR----RMLED---—---- PSHQD-—-—-——- VARWGKDGDTEVVVENNQGEKFTRSILPKH 46
N. crassa NSSDFVRKLYKMLED--—-———— PTYNS-————- VVRWSADGDSEVVLEN---EKFTKTILPKH 47
C. albicans NSSDEVRKLYKMLEN-----—-—— PSDES-----—-— VVRWGNDGDSEVVLEN---EKFTKHILPKH 47
S. cerevisiae PANEFVRKLFRILEN--------— NEYPD-—-———— IVTWTENGKSEVVLDT-—-GKETTHILPNH 47
S. pombe GSSDEVRKLFNMLEE----——-- PEYRH---——- ILRWSDSGDSFIVLDT-—-NEFTKTILPRH 47
C. neoformans GPSEFIKKLYKMLEEEQAQYGSSRAKKGEKGKRGSVGWGANGTSEVVWDM-—--NDFTTKILPQT 61
U. hordei ATSDEVKKLESMLDD--------— KAYES———-—- VVAWSPSSDSF IVKDM---NDETKHVLPRN 47
M. circinelloides SVPEFIQKLEFRMLEN--————-- KAFKD--———— TFCWNDKGTTFIVKDT---NEFSRTILPKH 47
P. blakesleeanus VVPDFIQKLFRMLEN--—————— KSFND--———— TFCWGPDGTTFLVKDI---NDFSRTILPKH 47

Consenso  F.H.N..SF.ROLNKY . F K.ttt neeeeennneeeeennn H..F....... L....RK

Mayoria FKHSNFASFVRQLNKYDFHKVR——NEEDGQSPYGE——QAWEFKHPEFRADRKDLLDNIRRK

I I
7O 80 90 100 110 120
1 1 1 1 1 1

T. atroviride FKHSNMSSFIRQLNKYDEHKVKPSADGESASPNGN-—-VLEFKHPYFRVDSKDDLDNIRRK 105
A. nidulans FKHSNFASFVRQLNKYDFHKVRQONNEENGQSPYGQ--NAWEFKHPEFRANSKESLDNIRRK 106
B. bassiana FKHSNMSSFIRQLNKYDEHKVKPSADADGSAPSGNLSQVLEFKHPNFRVDSKDDLDNIRRK 107
N. crassa FKHSNFASFVRQLNKYDFHKVRHN-EESGEAPYGR--DAWEFRHPEFRADRKDNLDNIRRK 105
C. albicans FKHSNFASFVRQLNKYDFHKVRHNNEENGQSPYGP--GAWEFKHPDEKMNNKDALDNIRRK 106
S. cerevisiae FKHSNFASFVRQLNKYDFHKVKRSPEERQRCKYGE--QSWEFQHPEFRVHYGKGLDNIKRK 106
S. pombe FKHSNFASEVRQLNKYDFHKVR--HEEGAPSIYGE--GAWEFRHDDFQLHHKDLLDNIKRK 104
C. neoformans FRHSNESSFVRQLNKYGFSKIK--HVDAGTGSIKE--NIWEFQHPNFQAGGKSDLESIKRK 118
U. hordei FRHSNFASEFVRQLNKYDFHKVK--NPEDGSATVGE--HVWEFQHPHFVRGREDLLENVKRK 104
M. circinelloides FKHCNFASFVRQLNKYDFHKVR--NGDDGQKIYGD--QAWEFVHPKFMRDRRDLLEDIKRK 104
P. blakesleeanus FKHCNFASFVRQLNKYDFHKVR--NPEDGHRMYAD--QVi--VHPKERRDRKDLLEEIRRK 102

Figura 17. Alineamiento del dominio HSF del RR Skn7 en sus ortélogos. En amarillo
se resaltan los aminodacidos conservados en los dominios HSF de las proteinas ortélogas a
Skn7.

Con la finalidad de identificar a los organismos mas estrechamente
relacionados con T. atroviride, se realiz6 un andlisis filogenético con 26 ortélogos
de Skn7 con hongos Ascomicetos, Basidiomicetos y Zigomicetos (Figura 18). EIRR
Skn7 de T. atroviride, est4 estrechamente relacionado con T. reesei, B. bassiana,

H. minnesotensis y M. robertsii. Sin embargo, aun cuando T. reesei esta
estrechamente cerca con T. atroviride, este se agrupa en otro linaje, probablemente
debido a importantes cambios evolutivos con respecto a esta Ultima. Asimismo, es
posible observar que los hongos ascomicetos levaduriformes y filamentosos se
agrupan en linajes diferentes, siendo los hongos zigomicetos el ancestro comun

para todos los hongos ascomicetos y basidiomicetos.
43



Cryptococcus_neoformans_OXG16604
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Figura 18. Andlisis filogenético de los diferentes ortélogos del RR Skn7. Las
secuencias de aminoacidos las proteinas ortélogas de Skn7 fueron obtenidos de la base de
datos de Protein de NCBI. El alineamiento se realiz6 con el programa Mesquite y la

construccion del arbol con el programa PAUP. La barra inferior indica el niumero de
sustituciones de aminoécido.
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Igualmente, se identificaron los dominios de las secuencias de aminoacidos
y fue posible observar que en los ortélogos del RR Ssk1, solamente el dominio REC
esta presente entre ellos y se identifico la regién Coiled-Coil solo en S. cerevisiae
(Figura 19). En el apartado de apéndice, la Figura 90 muestra el alineamiento de las
secuencias de los hongos, los recuadros amarillos sefialan las zonas conservadas
en la proteina principalmente en el dominio REC y el recuadro de color muestra el
dominio encontrado en T. atroviride. De acuerdo con el analisis, B. bassiana también
mostré mayor identidad con Ssk1 de T. atroviride con 61.3%, seguido de N. crassa
con 54%, A. nidulans con 49.9%, C. cucurbitarum con 42.5%, S. pombe con 41.5%,
C. albicans con 39.3%, C. neoformans con 33.6%, A. bisporus y P. blakesleeanus

con 32.3%, W. mellicola con 31.1% y S. cerevisiae con 28.6%.

A. nidulans
(627 aa)

N. crassa
(1114 aa)

T. atroviride
(493 aa)

B. bassiana
(719 aa)

S. cerevisiae
(712 aa)

S. pombe
(522 aa)

C. albicans
(674 aa)

C. neoformans
(1033 aa)

W. mellicola
(1303 aa)

A. bisporus
(1093 aa)

C. cucurbitarum
(484 aa)

P. biakesleeanus
(210 aa, parcial)

100

Figura 19. Dominios presentes en los ort6logos al RR Sskl. El dominio REC se
encuentra conservado entre los ascomicetos, basidiomicetos y zigomicetos. La distribucion
de los dominios, estan bajo la misma escala.
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La Figura 20 muestra los alineamientos del dominio REC en los ort6logos de
Ssk1, y de igual manera se analizé con el dominio REC de la proteina CheY de E.
coli., con un asterisco se sefala el residuo de aspartato conservado en todas las
proteinas analizadas y que corresponde al aminoacido receptor del grupo fosfato en
Ssk1. Del mismo modo, B. bassiana mostré mayor identidad con el dominio REC de
T. atroviride con un 84.9%, N. crassa con 80.1%, A. nidulans con 75.3%, S. pombe
con 61.4%, C. neoformans con 61.1%, C. albicans con 58.7%, W. mellicola con
58.6%, A. bisporus y C. cucurbitarum con 56.8%, S. cerevisiae con 47.1%, P.

blakesleeanus con 32.5% vy el mas divergente fue E.coli con 29.2%.

Consenso ...L... Dttt S D...P...G...... TRttt iiee ittt
Mayoria INVLIVEDNPINQKILEAFLKRLK----IRYQTAKNGQEAVEKWRTGGFHLVLMDIQLPVMSGIEATKEIRRLERL NGIGVFP
T T T T T T T T T T
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T. atroviride ISVLIVEDNPINLKLLEAFVKRLK----VRWQTAMNGRDAVKKWRTGGEHLVLMDIQLPGMNGLEATREIRRLERT NGIGVESNAP 82

A. nidulans INVLIVEDNVINQRLLEAFMKRLS----VRWKCAANGQEAVTKWREGGFHLVLMDIQLPVMNGLDATKEIRRLERL: NGIGVEPKK 82

B. bassiana ISILIVEDNPINLKLLEAFVKRLK----VRWQTATNGREAVKKWRTGGFHLVLMDIQLPVMNGLEATREIRRLERV: NSIGVESSVP: 82

N. crassa INVLIVEDNIINLKLLEAFVKRLK----VRWQTAMNGREAVNKWRKGGFHLVLMDIQLPIMSGLEATREIRRLERM-—-———— NSIGVESNSN----———===== 82

C. albicans ISVLVVEDNAINQAILGAFLRKRK----IHYQTAKNGOEATDKWKKGGFHLVLMDIQLPVKSGIEATKEIRHLEKL NRIGVEFHEN 81

S. cerevisiae INVLIVEDNVINQAILGSFLRKHK----ISYKLAKNGOEAVNIWKEGGLHLIFMDLOLPVLSGIEAAKQIRDFEKQ NGIGIQK 80

S. pombe INVLIVEDNIINOKILETEFMKKRN----ISSEVAKDGLEALEKWKKKSFHLILMDIQLPTMSGIEVTQEIRRLERL: NAIGVG 78

C. neoformans INVLIVEDNPINONILSMFLRKKK----IKNSSAKDGAEAVEKWRTGGEFHLILMDIQLPVMDGIAATKEIRRLERH-—-———~ NNIGVEPSTP----———===== 82

A. bisporus ISVLIVDDNPINQTILSTEMKRKK----IRYGIANNGKEAVEKWKTGGFHLILMDIRMPIMDGIEATREIRRLEKMSVTSEVVAAVTVRSPSD-——————===—= 89

W. mellicola VNVLIVEDNPINQTILKKEMTRRN----VKYDIALNGEEAVEKWRTGTFHLILMDLALPIMSGVEAARQTIRAMEKN NIGVEPSTP 82

C. cucurbitarum INVLIVEDNIINQAILSTWMKKHK----IKFSVASNGKEAVDKWKKGGFHLILMDIQLPVMNGIEATKMIRSIEKE———-——— QKIGVLEPMSSSFLRQQQAVARA 94

P. blakesleeanus ARVLMIDDNPINLQILARLLKIYMSHAIGHMETADNGIKALKILAHHPEDLVLMDIDMPIMNGIDTTHHIRHPTHH P-ILP 81

E. coli LKFLVVDDFSTMRRIVRNLLKELG---FNNVEEAEDGVDALNKLQAGGYGFVISDWNMPNMDGLELLKTIRADGAMS 74

CONSBNSO L.ttt ettt et ettt e e e e e Vet e e Geurrnn KP..... L....
Mayorfa —---——-—-—c-c-oooo—- AAELPSEINE—————==———==—-| EDSLE-SSKFRSPVIIVALTAS-SLQOSDRHEALAAGCNDFLTKPVSLVWLEKKL
T T T T T T T T T T
1|10 1|20 1|30 1|40 1|5o 1|60 1|70 1|80 1|90 2|00

T. atroviride ——————————————————— AEEALPEEPTE----———----——- EDRLEGLAKFKSPVIIVALTAS-SLOSDREEALAAGCNDELTKPVNEVWLERKV 146
A. nidulans —————————— SG--VSTAAAATSPDPVTE----—-———---——-— EDTLHDLSLEKSPVIIVALTAS-SLOSDREEALAAGCNDELTKPVRFEWLEQKV 152
B. bassiana -----—-———- TT—-———- PQEELALELND-—-——=————-=—- KDRLENRHHEKGPVIIVALTAS-SLOSDREEALAAGCNDELTKPVNEVWLERKV 148
N. crassa —-—-—--———- SNGGTNGGESGGDPDVMPE-——-—-=—===--=—- EDKLENIELFKSPVIIVALTAS-SLOSDREEALAAGCNDELTKPITY IWLERKV 154
C. albicans ———-———————————————— EIGKNVIINE----——-----——- EDRLT-SNTFRSPVIIVALTASSNSSVDKTNALTAGCNDYLTKPVNLVWLONKI 144
S. cerevisiae ——--—————————mm————— LN-NSHSNL---——--===—=--] EKGTS-KRFSQAPVIIVALTAS-NSQMDKRKALLSGCNDYLTKPVNLHWLSKKI 140
S. pombe ————moo APKLTQPIPE-—----————--—-] KDQLN-ENKFQSPVIIVALTAS-SLMADRNEALAAGCNDELTKPVSLVWLEKKL 140
C. neoformans ELPRGON- VADSPPPSSPFRSSVIIVALTAS-SLOSDRVAALAAGCNDELTKPVSLKWLDKKI 145
A. bisporus ——-—————————— DLTPSSSSSNSE-—-----—- S----RSSASTSSPYRSSVIIVALTAS-SLOSDRVNALAAGCNDELTKPVSLLWLNNKI 155
W. mellicola ———-———————o——— PSELPRQASEPSDDLPHDASIRSFASSIQTNFKFRSPVIIVALTAS-SATSDRVAALEAGCNDELTKPVNFOWLERKL 159
C. cucurbitarum TAASLLNQOESTSLEQEVSAAATEIQRMQE-———--——-=—-—-— EENVVVPSIFRSPVIIVALTAS-SLESDRHTALAAGCNDELTKPVSLEWLEKKI 177
P. blakesl us NRGTPIVAVTTN-DSAEWQRTYTRIGMNGCIGKPISPSALRETL 124
E. coli ALPVLMVTAEAK---KENIIARAQAGASGYVVKPFTAATLEEKL 115

Figura 20. Alineamiento del dominio REC del RR Ssk1 en sus ortologos. En amarillo
se resaltan los aminoacidos conservados en los dominios REC de las proteinas ort6logas
a Sskl1 y con un asterisco se sefala el residuo conservado de aspartato que es fosforilado
en S. cerevisiae (D554) (Maeda et al., 1994).

Asimismo, se realiz6 un andlisis filogenético con 17 ortélogos de Sskl (Figura
21). El RR Sskl de T. atroviride, esta nuevamente estrechamente relacionado con
T. reesei, pero sigue siendo agrupado en otro linaje, similar a lo observado en el

analisis de Skn7. De igual manera, es posible observar que los hongos ascomicetos
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levaduriformes y filamentosos se agrupan en linajes diferentes, coincidiendo en esta
caracteristica con el RR Skn7, siendo los hongos del género Zigomicetos el ancestro

comun para los hongos ascomicetos.
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Figura 21. Andlisis filogenético de los diferentes ortdlogos del RR Ssk1. Las secuencias
de aminoacidos las proteinas ortélogas de Sskl fueron obtenidos de la base de datos de
Protein de NCBI. El alineamiento se realiz6 con el programa Mesquite y la construccion del
arbol con el programa PAUP. La barra inferior indica el nUmero de sustituciones de

aminoacido.
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VII.3 Analisis funcional del RR Skn7 en T. atroviride
VII.3.1 Generacidn de cepas mutantes carentes del gen skn7

Las cepas mutantes carentes del gen skn7, se generaron con la técnica de
PCR de doble unién, descrito en el apartado VI.5.1 de metodologia, empleando los
oligonucledtidos sefialados en la Tabla 1 y 4. En el primer PCR, se amplificaron tres
fragmentos de 1277, 1395 y 1397 pares de bases, correspondiendo a la region &’,
3’y el marcador de seleccién hph, respectivamente (Figura 22). En un segundo PCR
se llevo a cabo la fusion de los tres fragmentos, y finalmente en el tercer PCR se
realizé la amplificacion del casete con los oligonucleétidos anidados N5-skn7-F y
N3-skn7-R. En el PCR3 se amplifico un fragmento de 3884 pb que corresponde a

la construccion del casete (Figura 22).

PCR1
52 hph 3" PCR2 PCR3

Tamafio amplicon

e e
6kb N 5 -1277
- PR 31
3K hph — 1397
2kb PCR3 Askn7 — 3884

1.5kb

1kb s
Figura 22. Construccion del casete para eliminar el gen skn7. PCR1. Amplificacion de
los fragmentos de las regiones 5’ y 3’ del gen skn7, y del marcador de seleccién hph. PCR2.
Fusion de los tres fragmentos amplificados. PCR3. Amplificacién del casete para la
eliminacion de la regién codificante del gen skn7. Se utiliz6 un marcador de peso molecular
de 1kb como referencia para estimar el tamafio de los fragmentos.

La transformacién se llevé a cabo con protoplastos, mediante la técnica de
Polietilenglicol-CaCl.. Se obtuvieron 16 transformantes que fueron capaces de
crecer en MMV con higromicina B. Se realizaron tres pases monosporicos, y
posteriormente se procedio a realizar la extraccion de ADN de las transformantes
resistentes a higromicina B, con el objetivo de realizar la identificacion molecular por

PCR de las mutantes carentes de skn7.
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Se usaron dos pares de oligonucleotidos especificos para detectar el
reemplazo del gen skn7 por el marcador de seleccién hph, generando en las cepas
mutantes amplificaciéon de una banda de 2,674 pb en la regién promotora y un
amplicén de 2792 pb en la region terminadora (Figura 23-A y 23-B). Asimismo, se
utilizé un tercer par de oligonucleétidos que amplificd un fragmento de 409 pb del
marco de lectura abierto (ORF) del gen skn7 en la cepa silvestre y en 7 cepas
transformantes (Figura 23-C). Los resultaron indicaron que se obtuvieron 8
transformantes (2, 3, 6, 7, 9, 10, 11, 15) que reemplazaron el gen skn7 por el

marcador de seleccion.

2,674 pb
Pskn7 - F—
SALinSNE R D E—
+«—Hyg-R
WI 4 2 .3 .4 /s 6 7 s iatdoldiid2 i 43 aas s 48
10kbi E
(A) = R “
kb 3
e e wewerw- wew
1.5 kb ‘
1 kb
2,792 pb
Hyg-F —
— = wn |
| oh +—Tskn7 -R
1KB WT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15| 16
®) e -
IO - -
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(C) 500pb W .
-

WT 1 2 9 10 11 12 13 14 15 16
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Figura 23. Identificacién del reemplazo del gen skn7 por el marcador de seleccion.
PCR para detectar el reemplazo génico usando los pares de oligonucle6tidos Pskn7-F con
Hyg-R (A) y Hyg-F con Tskn7-R (B) en las transformantes resistentes a higromicina B. (C)
Reacciones de PCR para determinar la carencia del gen skn7. El ADN gendmico de la cepa
silvestre se empleé como control en las tres reacciones de PCR. El marcador de peso
molecular de 1kb se utiliz6 como referencia para estimar el tamafio de los fragmentos.
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VII.3.2 EI RR Skn7 regula negativamente la tolerancia a estrés osmatico de

acuerdo con el estado de desarrollo del hongo

Las vias de las SAPKs son médulos importantes de sefializacion de estrés
gue se encuentran en todos los eucariotas (Smith et al., 2010). En T. atroviride, la
MAPK Tmk3 regula respuestas a estrés hiperosmético (Esquivel-Naranjo et al.,
2016). Las cepas WT, Atmk3, Apbs2 y Askn7 se sometieron a condiciones de estrés
osmotico usando KCl y sorbitol en diferentes concentraciones. En los ensayos con
conidios, las cepas Atmk3 y Apbs2, mostraron letalidad a la concentracion de 100
mM de KCI y 300 mM de sorbitol, mientras que las cepas de Askn7 fueron capaces
de crecer de manera similar a la cepa WT en concentraciones de 200 mM de KCly
300 mM de sorbitol (Figura 24). Este resultado sugiere que el RR Skn7 no regula la
respuesta al estrés osmotico en conidio, siendo la via de sefializacion de la MAPK

Tmk3 esencial para tolerar este estrés.

0mM 100 mM 150 mM 200 mM
(C)
(A) KCl P
WT | Atmk3 |Apbs2
( dskn7 | Bskn7 | Askn7 ‘
0 mM 200 mM 250 mM 300mM | | 2| s | s
! askn7 | Bskn7 | askn7
| 7 -9 a0 |/
(B) Sorbitol -

Figura 24. Tolerancia a estrés osmaotico en conidios de las cepas Askn7. En placas de
PDA adicionada con 0.5% de Tritdn X-100 y las concentraciones indicadas de KCI (A) y
sorbitol (B), se inocularon 500 conidios de las cepas indicadas en C. Los cultivos se
incubaron a 27 °C por seis dias en una camara iluminada con luz blanca constante.

Sin embargo, en los ensayos de estrés con micelio, las cepas mutantes de
skn7 mostraron una mayor tolerancia al estrés osmético al comparar el didmetro de

la colonia con la cepa silvestre. Las cepas de Atmk3 y Apbs2 mostraron letalidad a
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concentraciones de 400 mM de KCl y 600 mM de sorbitol, mientras que la cepa WT
y Askn7 fueron capaces aun de crecer, pero observandose mejor crecimiento en las

tres cepas mutantes de skn7 (Figura 25y 26).

KCI Askn7-2 Askn7-3 Askn7-6 Atmk3 Apbs2
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Figura 25. Tolerancia a estrés osmaotico por KCl en micelio de las cepas Askn7. Discos
de micelio de las cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA con las
concentraciones sefialadas de KCI. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en
una camara iluminada con luz blanca constante.

Askn7-2  Askn7-3  Askn7-6 Atmk3 Apbs2
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Figura 26. Tolerancia a estrés osmético por sorbitol en micelio de las cepas Askn7.
Discos de micelio de las cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA con sorbitol
con las concentraciones sefialadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en
una camara iluminada con luz blanca constante.
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Estos resultados indican que la MAPK Tmk3 es esencial para la tolerancia a
concentraciones altas de estos osmolitos tanto en conidios como en la fase
vegetativa (micelio). Ademas, el regulador de respuesta Skn7 tiene funciones
especificas de acuerdo con el estado de desarrollo en el que se encuentre el hongo,

en el cual estaria actuando como un regulador negativo en el estado vegetativo.

VII.3.3 Skn7 actla como represor en la integridad de la pared celular

En S. cerevisiae, el regulador de respuesta Skn7 participa en la integridad de
la pared celular (Li et al., 1998), para conocer si Skn7 tiene una funcién similar en
T. atroviride, se realizaron ensayos empleando rojo Congo, éste es un agente que
provoca estrés sobre la pared celular, ya que interfiere con la formacion de fibras de
polisacéridos, al unirse al p-1,3-glucano, resultando en la pérdida de la rigidez de la
pared celular (Kopecka y Gabriel, 1992).

Las cepas Askn7 se inocularon en placas de PDA con diferentes
concentraciones de rojo Congo para observar su tolerancia a este colorante. En el
ensayo con conidios se observo que las mutantes de skn7 fueron capaces de crecer
en 100 uM de rojo Congo al igual que la cepa WT, siendo letal para las cepas Atmk3
y Apbs2. En 150 uM de rojo Congo, las cepas Askn7 fueron capaces de crecer,
mientras que en la cepa silvestre se observa una drastica inhibicibn en su
crecimiento. La concentracién de 200 uM de rojo Congo fue letal para todas las
cepas (Figura 27).

De igual manera, se ha reportado que la luz es un factor que acentta la
sensibilidad al rojo Congo en las cepas carentes en tmk3 (Esquivel-Naranjo et al.,
2016), por tal razén se realizo el ensayo con conidios en oscuridad, y se observo
gue todas las cepas fueron capaces de crecer hasta en la concentracién de 200 uM
sin ninguna dificultad, mientras que ninguna presenté crecimiento en luz constante
(Figura 27).
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Figura 27. Analisis de laintegridad de la pared celular en conidios de las cepas Askn7.
En placas de PDA adicionada con Triton X-100 al 0.5% y las concentraciones de rojo Congo
indicadas, se inocularon 500 conidios de las cepas siguiendo el orden indicado en la Figura
24-C. Los cultivos se incubaron a 27 °C por seis dias en una camara iluminada con luz
blanca constante (L) y oscuridad (O).

En los ensayos con micelio, se observé que las cepas mutantes carentes de
skn7 no participan en regular esta respuesta, ya que presentaron fenotipos similares
a la cepa WT en las diferentes concentraciones, ya sea creciendo en oscuridad o
en luz constante. Sin embargo, las cepas Atmk3 y Apbs2, presentaron una drastica
inhibicién en su crecimiento desde 400 uM rojo Congo en luz constante. No
obstante, en oscuridad Atmk3 y Apbs2 mostraron mayor crecimiento radial en
concentraciones de hasta 800 uM rojo Congo, contrario a lo observado cuando
crecieron en condiciones de luz constante (Figura 28).

Estos datos sugieren, que Skn7 estaria actuando como un represor
relacionado con vias relacionadas con la integridad de la pared celular en conidios,
mas no en micelio, al no observarse diferencias con la cepa WT (Figura 28). Cabe
recalcar que la luz es un factor que intensifica el efecto del rojo Congo, debido a que
las cepas presentan un mayor desarrollo en oscuridad y una importante inhibicion

al crecer en luz constante.
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Figura 28. Andlisis de la integridad de la pared celular en las cepas Askn7 en estado
vegetativo. Discos de micelio de las cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA
con rojo Congo con las concentraciones sefaladas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por
cuatro dias en una camara iluminada con luz blanca constante (L) y oscuridad (O).

VII.3.4 Skn7 es un represor de respuesta a estrés oxidativo

En el hongo oportunista Aspergillus fumigatus, Skn7 participa en la regulacion
de respuesta a estrés oxidativo generado por H202 y t-BOOH, mas no por
menadiona (Lamarre et al., 2007). Asimismo, se ha reportado que las mutantes de
skn7 en S. cerevisiae son sensibles a los agentes oxidantes antes mencionados,
incluyendo el cadmio, asi como necesario para regular la induccién de la expresion
de tiorredoxina y tiorredoxina reductasa (Morgan et al., 1997). Para analizar si el RR
Skn7 en T. atroviride, participaba en la regulacion de estas respuestas, se realizaron
los ensayos de estrés utilizando menadiona y H20:.

Los ensayos con conidios se realizaron en luz constante y en oscuridad. En
los ensayos llevados a cabo con menadiona, se observo que las cepas Askn7 fueron
capaces de crecer hasta en concentraciones de 700 uM, pero letal para la cepa WT,
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Atmk3 y Apbs2 desde 600 uM. Al parecer la luz, no es un elemento que este
influyendo en la respuesta a este estimulo, ya que se observé el mismo
comportamiento de todas las cepas creciendo tanto en oscuridad como en luz
(Figura 29).

Menadiona

0 uM 400 uM 600 uM 700 uM

Figura 29. Tolerancia a estrés oxidativo por menadiona en conidios de las cepas
Askn7. En placas de PDA adicionada con Triton X-100 al 0.5% y las concentraciones de
menadiona indicadas, se inocularon 500 conidios de las cepas indicadas en la Figura 24-
C. Los cultivos se incubaron a 27 °C por seis dias en una camara iluminada con luz blanca
constante (L) y oscuridad (O).

En los ensayos con H202, se observo que las mutantes de skn7 fueron
también tolerantes a este agente oxidante, ya que fueron capaces de crecer hasta
en 2 mM de H202, mientras que la cepa WT mostré gran inhibicidén en su crecimiento
y fue letal para las cepas Atmk3 y Apbs2 (Figura 30). De igual manera, el ensayo
con este oxidante se realiz6 en oscuridad, donde se observé que todas las cepas
crecieron hasta en 2 mM de H20:2 sin gran dificultad, por lo tanto, la luz estaria
intensificando el efecto del estrés generado por este oxidante, el cual ya ha sido
reportado (Esquivel-Naranjo et al., 2016).
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Figura 30. Tolerancia a estrés oxidativo por H202 en conidios de las cepas Askn7. En
placas de PDA adicionada con Triton X-100 al 0.5% y las concentraciones de H.O;
indicadas, se inocularon 500 conidios de las cepas indicadas en la Figura 24-C. Los cultivos
se incubaron a 27 °C por seis dias en una camara iluminada con luz blanca constante (L) y
oscuridad (O).

Asimismo, se realizaron dichos ensayos con micelio de las cepas WT, Atmk3,
Apbs2 y Askn7. En el ensayo con menadiona, se observo que, en las tres diferentes
concentraciones empleadas, el crecimiento radial de la cepa silvestre y de las
mutantes fue similar (Figura 31). Por consiguiente, Skn7 no participa en regular este
estimulo al igual que Tmk3, especificamente en este estado de desarrollo vegetativo
del hongo, ya que se ha reportado que en T. atroviride la MAPK Tmk1 es la via por
la cual se lleva a cabo la regulacion de este estimulo generado por menadiona
(Calcaneo-Hernandez, 2016).

Sin embargo, cuando se realiz6 el ensayo usando H202 se observo que las
cepas mutantes de skn7 fueron mas tolerantes a 40 mM, ya que es posible
percatarse de la diferencia en el tamafio del diametro del micelio de la cepa WT y
Askn7, mientras que las cepas Atmk3 y Apbs2 mostraron una extrema sensibilidad
en esta concentracion, el cual ya ha sido previamente d-escrita (Esquivel-Naranjo
et al., 2016). Incluso en la concentracion de 80 mM de H202, fue posible observar
un ligero mayor crecimiento de las cepas Askn7 comparado con la cepa WT (Figura
32).
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Figura 31. Tolerancia a estrés oxidativo por menadiona en micelio de las cepas Askn7.
Discos de micelio fueron inoculados en placas de PDA con menadiona con las
concentraciones y las cepas indicadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias
en una camara iluminada con luz blanca constante.

De acuerdo con lo observado en el ensayo con conidios, en el cual la luz fue
un agente que incrementd el efecto de este oxidante, se procedié a realizar este
ensayo de estrés, creciendo todas las cepas en oscuridad. Se observo que, en las
diferentes concentraciones, todas las cepas fueron mas tolerantes a este oxidante
gue creciendo bajo luz constante. Ademas, no es posible observar una notable
diferencia entre la cepa WT y Askn7. Asimismo, las cepas Atmk3 y Apbs2, aun
cuando muestran inhibicién en su crecimiento, fueron capaces de crecer en 80 mM
H202, lo cual no ocurre cuando crecen en luz constante, donde fue letal para estas.

Estos resultados sugieren que la MAPK Tmk3, es importante para regular
respuestas por estrés oxidativo, asi como funciones especificas de acuerdo con el
estado de desarrollo del hongo. Ademas, Skn7 parece estar actuando como un
regulador negativo en respuesta a estos estimulos, dependiendo también del estado

de desarrollo en el que se encuentra T. atroviride.
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Figura 32. Tolerancia a estrés oxidativo por H202 en micelio de las cepas Askn7.
Discos de micelio de las cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA con H;0-
con las concentraciones sefialadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en
una camara iluminada con luz blanca constante (L) y oscuridad (O).

-

-

-

VII.3.5 Skn7 modula negativamente la tolerancia a CdCl;

El cadmio es un metal pesado muy téxico ain en concentraciones pequefias;
su mayor efecto esta asociado a la generacioén de estrés oxidativo, el cual genera
radicales hidroxilos altamente reactivos (Vido et al., 2001). En S. cerevisiae, las
mutantes de skn7 son significativamente mas resistentes que la cepa silvestre a
este metal (Lee et al., 1999).

Para analizar la respuesta de Skn7 ante este estrés, las mutantes se
sometieron al estrés generado por CdCl.. En el ensayo con conidios, todas las
cepas fueron capaces de crecer en las concentraciones empleadas sin gran
afectaciéon en su crecimiento, donde las cepas Atmk3 y Apbs2 también fueron
capaces de crecer hasta en 700 uM CdClz, pero con un ligero menor tamafio de la
colonia comparada con la cepa WT y Askn7. Sin embargo, en 1000 uM CdClz solo
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las cepas mutantes carentes de skn7 mostraron crecimiento, siendo letal para la
cepa WT, Atmk3 y Apbs2 (Figura 33). De igual manera, este ensayo se llevo a cabo
en oscuridad, con la finalidad de observar si la luz estuviese participando en
acentuar el efecto del CdClz2, y fue posible observar que no hay diferencias
significativas, ya que el fenotipo fue similar al ensayo realizado en luz constante.
Por consiguiente, la luz no seria un factor importante que estuviese contribuyendo

al estrés generado por Cd.

cdcl,
0 uM 400 uM 600 uM 700 uM 1000 uM

Figura 33. Tolerancia a cadmio en conidios de las cepas Askn7. En placas de PDA
adicionada con Triton X-100 al 0.5% y las concentraciones de CdCl, indicadas, se
inocularon 500 conidios de las cepas indicadas en la Figura 24-C. Los cultivos se incubaron
a 27 °C por seis dias en una cadmara iluminada con luz blanca constante (L) y oscuridad
©).

En los ensayos con micelio, fue posible observar que las cepas Atmk3 y
Apbs2 presentaron gran sensibilidad a partir de 200 uM CdClz, contrario a la cepa
WT y Askn7, las cuales fueron capaces de crecer sobre toda la caja. En 600 puM
CdCl2 fue posible observar una diferencia en el didmetro radial de las cepas Askn7
comparada con la WT (Figura 34), ya que mostraron mayor tolerancia al efecto del

Cd especificamente en el estado vegetativo de T. atroviride.
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Figura 34. Tolerancia a cadmio en micelio de las cepas Askn7. Discos de micelio de las
cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA con las concentraciones sefaladas
de CdCl.. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en una camara iluminada con
luz blanca constante.
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La via de la MAPK Tmk3 en T. atroviride, es importante para regular
respuestas al estrés generado por metales pesado, concretamente por cadmio
(Esquivel-Naranjo et al., 2016). Skn7 participa en este estimulo en conidios y
micelio, presentan mayor tolerancia que la cepa WT en ambos estados, datos que
coinciden con lo ya reportado en S. cerevisiae (Lee et al., 1999). Estos resultados,
estarian sugiriendo la participacion de Skn7 como un regulador negativo de la

tolerancia a esta respuesta.

VII.3.6 SKkn7 no regula respuesta a choque térmico y dafio al ADN por UV

En el hongo Hirsutella minnesotensis, las mutantes de HIM-SKN7 son
sensibles a altas temperaturas, mientras que su sobreexpresion permitié al hongo
ser mas termotolerante que la cepa silvestre (Hussain et al., 2016). En T. atroviride
se analizo la sensibilidad por choque térmico de dos cepas mutantes de skn7,

comparandola con la cepa WT y Atmk3. Se observé que, durante los tratamientos
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de 5, 15y 30 min a 48 °C, todas las cepas fueron capaces de crecer. Sin embargo,
la cepa Atmk3 mostré mayor sensibilidad a partir de los 5 min a 52 °C, mientras que
la cepa WT y Askn7 fueron capaces de tolerar el estrés térmico a esta temperatura
sin dificultad. A partir del tratamiento de 5 min a 54 °C la cepa Atmk3 no fue capaz
de sobrevivir; sin embargo, es posible observar un ligero crecimiento de la cepa WT
y Askn7 (Figura 35). Al observarse el mismo fenotipo de la cepa WT y Askn7, esto
nos sugiere que Skn7 no participa en la respuesta ante un choque térmico como la
MAPK Tmks3.

48 °C 52 °C 54 °C
5 15 5 15 30’ 5 15 30’

suspension de 100 conidios por pl fue incubada en un termo-block a la temperatura y
tiempos indicados. Posteriormente, gotas de 500 conidios fueron inoculados en placas de
PDA adicionada con Triton X-100 al 0.5% e incubado a 27 °C por cuatro dias en una camara
iluminada con luz blanca constante.

En T. atroviride, se ha reportado que la via de la MAPK Tmk3 es esencial en
la regulacién de los sistemas de reparaciéon de ADN que operan en la oscuridad
(Esquivel-Naranjo et al., 2016). Ante esto, se realizaron ensayos con conidios de la
cepa WT, Atmk3, Apbs2 y Askn7, las cuales fueron irradiadas con diferentes dosis
de UV-C, y fueron incubados a 27 °C bajo luz constante y oscuridad. En condiciones
de luz constante, la cepa silvestre y las mutantes fueron capaces de crecer hasta
en concentraciones de 400 J/m? lo cual nos indica que los sistemas de
fotorreparacion son independientes de Tmk3 y Skn7. No obstante, los ensayos
realizados en oscuridad fue posible observar que a partir de la dosis de 300 J/m?
fue letal para las cepas Atmk3 y Apbs2, pero no para la cepa WT y Askn7, ya que
estas fueron capaces de crecer en el tratamiento con 400 J/m? (Figura 36). Esto nos
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indica que el RR Skn7, no participa en regular los sistemas de reparacion de ADN

en oscuridad, sino que es a través de la MAPK Tmka3.

Uv-C
0 Jim? 200 J/m? 300 J/m? 400 J/m?

Figura 36. Sensibilidad a laluz UV en conidios de las cepas Askn7. En placas de PDA
adicionada con Triton X-100 al 0.5%, se inocularon 500 conidios de las cepas indicadas en
la Figura 24-C, posteriormente se aplicaron pulsos de luz UV-C (254 nm) con las dosis
sefaladas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en una camara iluminada con
luz blanca constante (L) y oscuridad (O).

VII.3.7 Skn7 es dispensable para la regulacion de la producciéon de conidios

por exposicion a luz constante

La luz es un factor abiotico, el cual regula la reproduccion asexual en T.
atroviride (Casas- Flores et al., 2004). La via de la MAPK Tmk3 regula la conidiacién
inducida por luz, ya que las mutantes carentes de tmk3 y pbs2 tienen defectos en la
produccion de conidios estimulada por luz de alrededor de un 80% (Esquivel-
Naranjo, 2016). Se analiz6 la participacion del RR Skn7 en la reproduccion asexual
regulada por luz y se compararon con la cepa WT, Atmk3 y Apbs2.

Las cepas mutantes de skn7 se crecieron en luz constante por siete dias y
presentaron una pigmentacion verde, similar ala WT, mientras que las cepas Atmk3
y Apbs2 mostraban una tonalidad amarilla en este mismo tiempo de incubacion
(Figura 37-A). Asimismo, se realiz6 la cuantificacion de los conidios en la cepa WT

y las mutantes, en los cuales se observo en las cepas Askn7 hay una disminucion
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entre el 7-27% con respecto a la WT, mientras que en las cepas Atmk3 y Apbs2, la
reduccion de la produccion de conidios fue de un 80%, coincidiendo con lo
mencionado anteriormente (Figura 37-B).

Estos datos nos sugieren que el RR Skn7 no tiene una participacion
importante en la reproduccion asexual del hongo, mientras que la MAPK Tmk3 es

indispensable bajo estas condiciones.
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Figura 37. Produccion de conidios inducido por luz blanca constante en las cepas
Askn7. (A) Fotoconidiacion. Discos de micelio se inocularon en placas de PDA de las cepas
indicadas, los cultivos se incubaron en presencia constante de luz blanca durante una
semana a 27 °C. (B) Produccion de conidios. Las barras representan los promedios de los
valores * la desviacion estandar de tres experimentos independientes analizados con el
método Tukey-Kramer (0=0.05). Las diferencias significativas se representan por las
distintas letras sobre las barras.

VII.3.8 Skn7 regula la conidiacion inducida por un pulso de luz azul

La produccién de conidios en T. atroviride es regulada por la luz, no obstante,
también responde a periodos cortos de exposicion a la luz azul, formando un anillo
de conidios (Casas-Flores et al., 2004). Para analizar si Skn7 participa en la

produccion de conidios inducidas por un pulso de luz azul, se inocularon placas de
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PDA con discos de micelio de la cepa WT, Atmk3, Apbs2 y Askn7, y después de 38
h se aplic6é un pulso de 5 min de luz azul y se incubaron por otras 48 h. En la cepa
WT se observé la formacion de un anillo de conidios en respuesta a este corto
estimulo, mientras que en las mutantes carentes en tmk3, pbs2 y skn7 no se
observo la formacion del anillo verde brillante caracteristico de la produccion de
conidios (Figura 38-A). Sin embargo, fue posible observar que en la cepa Askn7 una
pigmentacién amarilla sobre el micelio fue mas prominente que en las cepas Atmk3
y Apbs2.
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Figura 38. Participacion del RR Skn7 en la conidiacion inducida con un pulso de luz
azul. (A) Conidiacion inducida con un pulso de luz. Discos de micelio se inocularon en
placas de PDA de las cepas indicadas y se incubaron a 27 °C durante 36 h en oscuridad,
posteriormente a las colonias se les aplicé un pulso de 5 min de luz azul (145.27 pmol-m)
y se volvieron a incubar por otras 48 h en oscuridad. Control crecido en oscuridad por 4
dias. (B) Produccién de conidios estimuladas con un pulso de luz azul. Se representan los
promedios de los valores * la desviacion estandar de tres experimentos independientes
analizados con el método Tukey-Kramer (0=0.05). Las diferencias significativas se
representan por las distintas letras sobre las barras.
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Asimismo, se realizd la cuantificacibn de conidios en respuesta a este
estimulo con la finalidad de saber que tan afectadas se encontraban las cepas
mutantes en su produccion, observandose que en la cepa Askn7 habia una
disminucién de aproximadamente un 80% en relacién con la cepa WT, mientras que
para la cepa Atmk3 y Apbs2 fue mas severo, al haber una disminucién de
aproximadamente un 96% (Figura 38-B). Estos datos sugieren que Skn7 es
indispensable para regular la reproduccion asexual en respuesta ante un pulso de
luz azul, y que Tmk3 es muy importante para que el hongo responda de manera

oportuna ante este estimulo.

VI1.3.9 Skn7 regula la conidiacién inducida por dafio mecanico

T. atroviride responde al estimulo de dafio mecanico mediante la produccién
de conidios especificamente en el area micelial donde se realiz6 el dafio
(Hernandez-Onate et al., 2012). En T. atroviride, la MAPK Tmk1 regula respuesta a
dafio mecanico al igual que la MAPK Tmk3, ya que las mutantes carentes de estos
genes exhiben una disminucion dréstica en la produccion de conidios (Medina-
Castellanos et al., 2014).

Para determinar si el RR Skn7 regula la produccion de conidios
especificamente a un pulso de luz o es un regulador de la reproducciéon asexual que
participa también en la conidiacion inducida por dafio mecanico, se realizaron
ensayos en las cuales se compard con la cepa WT, Atmk3, Apbs2 y Atmkl.
Curiosamente, las mutantes de skn7 mostraron un fenotipo similar a la mutante de
tmk3, pbs2 y tmk1, en las cuales no se observo la formacion de conidios en el area
donde se realizé el dafio en comparacion con la WT (Figura 39-A). Estos datos
sugieren que el RR Skn7 también participa en la produccion de conidios inducidos
por dafio, probablemente con la interaccion de otras vias involucradas en la
respuesta a este estimulo. Asimismo, se realiz6 la cuantificacion de la produccion
de conidios ante esta respuesta, y en todas las mutantes hay una disminucion de

aproximadamente un 99% en relacion con la cepa WT (Figura 39-B).
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Figura 39. Participacion de Skn7 en la conidiacion inducida por dafio mecéanico. (A)
Conidiacion inducida con dafio mecanico. Discos de micelio se inocularon en placas de
PDA de las cepas indicadas, transcurrido 36 h se realizo cortes en el micelio con un molde
y se volvieron a incubar por 48 h a 27 °C en oscuridad. Control crecido en oscuridad por 4
dias. (B) Produccion de conidios. Las barras representan los promedios de los valores + la
desviacion estandar de tres experimentos independientes analizados con el método Tukey-
Kramer (0=0.05). Las diferencias significativas se representan por las distintas letras sobre
las barras.

VII.3.10 El RR Skn7 regula la expresion de genes regulados por luz

Debido a que el RR Skn7 regula respuestas tempranas a la luz azul, se
analizo la expresion de genes que son inducidos por la luz tanto dependientes (blul
y grg2) como independientes (envl y phrl) de la via de sefializacion de la MAPK
Tmk3. Los genes blu-1y grg-2 codifican proteinas reprimibles por glucosa (Esquivel-
Naranjo et al., 2016), mientras que envl codifica para un fotorreceptor (Schmoll et
al., 2005) y phrl una fotoliasa (Berrocal-Tito et al., 2007) regulados por luz azul a
través de BIrl/BIr2.

El nivel de transcrito de blul en Askn7 fue muy similar a lo detectado en la

cepa Atmk3, lo cual nos sugiere que Skn7 es indispensable para su regulacion.
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Asimismo, la expresion del gen grg2 se vio afectada en la cepa Askn7 comparado
con la silvestre y éste no se detecto en las cepas mutantes de tmk3, indicando una
implicacion parcial de Skn7 en la expresion de este gen. Sin embargo, los niveles
de expresién del gen envl se ve reducido en comparacion a la WT y Atmk3,
sugiriendo la participacion de Skn7 en la expresion de este gen. La expresion del
gen phrl se regulan de manera independiente de la MAPK Tmk3 y del RR Skn7
(Figura 40).
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Figura 40. Expresion de genes regulados por luz azul en las cepas Askn7. A partir de
ARN total extraido de micelio de las cepas WT, Atmk3 y Askn7 crecidas en oscuridad (O) o
expuesto a la luz azul por 30 min (L), se sintetiz6 ADNc. A continuacién, se amplifico
mediante una reaccién de PCR y los niveles de transcritos se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Como control de carga se amplific6 el gen de
expresion constitutiva gpd. La expresion de los genes se analizd a los 30 ciclos para los
genes blu-1, grg-2, env-1y phr-1, y 25 ciclos para gpd.

VII.3.11 ElI RR Skn7 regula parcialmente la expresion de genes en dafo

mecanico

En el analisis transcriptomico de la respuesta temprana a dafio mecanico,
fueron detectados 522 genes que fueron inducidos en respuesta a este estimulo.
Mediante andlisis de Northern blot, los transcritos del gen iig-1 (127833), codifica

para leucotrieno B4 12-hidroxidehidrogenasa dependiente de NADP, e iig-4
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(33350), codifica una lipoxigenasa, detectaron que se acumulan rapidamente
después de 15 min de experimentar el estimulo (Hernandez-Otafie et al., 2012).

De acuerdo con el fenotipo presentado por las mutantes carentes en skn7 en
repuesta a dafio, se procedi®6 a analizar la expresion de estos dos genes
comparandola con la cepa WT, Atmk3, Apbs2 y Atmk1. Los resultados sugieren que
la expresion de iig-1 es regulado de manera parcial por el RR Skn7 y la via de la
MAPK Tmk3 y Tmk1, al compararse con la WT, ya que la expresién de este no se
ve severamente afectada. En la expresion de iig-4, se observé que los niveles de
transcritos en las cepas Atmk3, Apbs2 y Askn7 fueron similares con la WT, pero en
la cepa Atmk1, se puede observar un bajo nivel de expresion del gen, por el que
estos datos pueden sugerir que la expresion de este gen es independiente de la via
MAPK Tmk3 y Skn7, pero dependiente de la via de la MAPK Tmk1 (Figura 41).
Estos datos plantean la posibilidad de que Skn7 podria estar participando de
manera parcial en regular genes especificos en respuesta a dafio, en conjunto con
la via de la MAPK Tmka3.
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Figura 41. Expresiéon de genes regulados por dafio mecéanico en las cepas Askn7. A
partir de ARN total extraido del micelio de las cepas indicadas, crecidas en oscuridad sin
dafio mecénico (C) o dafadas con un bisturi después de 30 min (D), se sintetizO ADNCc.
Posteriormente, el ADNc se amplific6 mediante una reaccion de PCR y los niveles de
transcritos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Como control
de carga se amplifico el gen de expresion constitutiva gpd. La expresion de los genes se
analiz6 a los 28 ciclos para iig-1 e iig-4, y 25 ciclos para gpd.
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VIl.4 Andlisis funcional del RR Sskl en T. atroviride
VII.4.1 Generacidn de mutantes carentes del gen sskl.

Las cepas Asskl, se generaron con la técnica de PCR de doble unién,
empleando los oligonucleétidos sefialados en la Tabla 2 y 4. En el PCR1, se
amplificaron los fragmentos de la regién 5’, 3’ y el marcador de seleccién hph, de
1442, 1341 y 1397 pb, respectivamente. En el PCR2 se llevo a cabo la fusion de
los tres fragmentos y finalmente en el PCR3 se amplific6 de la construccion del
casete usando los oligonucleotidos anidados N5-ssk1-F y N3-ssk1-R. El tamafio

final de la construccion del casete fue de 3979 pb (Figura 42).
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Figura 42. Construccidn del casete para eliminar el gen sskl. PCR1. Amplificacién de
los fragmentos de las regiones 5’ y 3’ del gen sskl, y del marcador de seleccion hph. PCR2.
Fusion de los tres fragmentos amplificados. PCR3. Amplificacion del casete para la
eliminacion de la region codificante del gen sskl. Se utilizé un marcador de peso molecular
de 1kb como referencia para estimar el tamafio de los fragmentos amplificados.

La transformacion se llevé a cabo con protoplastos, de manera similar a lo
realizado con skn7, de la cual se obtuvieron 28 transformantes resistentes a
higromicina B. Se realizaron tres pases monospéricos en PDA con higromicina B, y
después se realiz6 un escrutinio fenotipico por sensibilidad a estrés osmaético en
medio de cultivo PDA con 100 mM de KCI. En este ensayo de estrés se observo
gue las transformantes 2, 5, 10, 13 y 24 fueron incapaces de tolerar el estrés
provocado con KCI, mostrando un fenotipo similar a la cepa Atmk3 y Apbs2,
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mientras que el resto de los transformantes seleccionados por la resistencia a

higromicina B mostraron un crecimiento similar a la cepa WT (Figura 43).
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Gotas de 500 conidios de la cepa WT, Atmk3, Apbs2 y transformantes del gen sskl se
inocularon en placas de PDA con 0.5% de Triton X-100 adicionado con 100 mM de KCI. Se
incubaron por 4 dias a 27 °C en luz constante.

Posteriormente, se procedi6 a realizar la extraccion del ADN para identificar
por PCR las posibles mutantes carentes en sskl. Se realizaron dos reacciones de
PCR para identificar el correcto reemplazo génico, usando dos pares de
oligonucledtidos, uno que se uniera dentro y fuera de la construccion del casete. Se
usaron los oligonucleétidos Psskl1-F y Hyg-R para amplificar un fragmento de 2839
pb correspondiente a la regién 5’ con el marcador de seleccion (Figura 44-A) y los
oligos Hyg-F y Tssk1-R para amplificar el marcador de seleccién con la region 3’ del
gen sskl1, de un tamafio de 2738 pb (Figura 44-B). Ademas, se realiz6 una tercera
reaccion de PCR para determinar la carencia del ORF de ssk1, con los oligos Ssk1-
F y Tssk1-R que amplificaron un fragmento de 1847 pb (Figura 44-C). En los dos
primeros PCR se obtuvieron amplicones que coincidieron con los tamafios teoricos,
confirmando el correcto reemplazo del gen ssk1 por el marcador de seleccion. En
el tercer PCR, fue posible observar que el ORF de sskl aun se detectaba en las
transformantes 10 y 13 (Figura 44-C). Confirmando la obtencién de tres cepas

mutantes carentes del gen sskl (2, 5, 24).
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Figura 44. Identificacion de mutantes carente del gen sskl. PCR para detectar el
reemplazo génico usando los pares de oligonucleétidos Pssk1-F/Hyg-R (A) y Hyg-F/Tssk1-
R (B). Reaccion de PCR para identificar la carencia del gen sskl en las transformantes (C).
El ADN gendmico de la cepa silvestre se empleé como control en las tres reacciones de
PCR. El marcador de peso molecular de 1kb se utiliz6 como referencia para estimar el
tamafio de los fragmentos amplificados.

VII.4.2 El RR Ssk1 regula respuesta a estrés osmatico

El RR Ssk1 forma parte del sistema de dos componentes en S. cerevisiae y
es esencial para la activacion de la MAPK Hogl en presencia de estrés
hiperosmético (Posas y Saito, 1998). Las mutantes carentes de ssk1l fueron
sometidas a estrés osmotico al agregar concentraciones altas de KCI y sorbitol en
el medio de cultivo. En los ensayos de conidios, las cepas Assk1 fueron capaces de
crecer en 50 mM KCI al igual que las cepas Atmk3 y Apbs2, pero 100 mM KCI fue
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letal para todas las mutantes, siendo la cepa WT la Unica capaz de crecer sin
dificultad (Figura 45-A). En sorbitol, las cepas mutantes fueron capaces de crecer
hasta en 200 mM, pero con una clara inhibicion en su crecimiento comparado con

la WT, observando fenotipos similares entre Atmk3, Apbs2 y Asskl (Figura 45-B).
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Figura 45. Participacion del RR Sskl en la tolerancia a estrés osmotico en conidios.
En placas de PDA adicionada con 0.5% de Triton X-100 y las concentraciones indicas de
KCI (A) y sorbitol (B), se inocularon 500 conidios de las cepas en el orden indicado en C.

Los cultivos fueron incubados a 27 °C por seis dias en una camara iluminada con luz blanca
constante.

En los ensayos con micelio, se observé que a partir de 100 mM KCI
presentaron una gran inhibicion del crecimiento las cepas Asskl en comparacion
con la WT, mientras que den 200 mM KCI fue letal para todas las cepas mutantes
(Figura 46). En 200 mM de sorbitol se observé similar sensibilidad a este osmolito
entre las cepas Asskl, Atmk3 y Apbs2 y letalidad en 400 mM, en la cual la cepa WT
aun fue capaz de crecer (Figura 47).

En ambas condiciones de estrés en las cuales se usaron diferentes
osmolitos, las cepas Asskl, Atmk3 y Apbs2 presentaron fenotipos similares, ya que
desde concentraciones de 100 mM KCI o 200 mM sorbitol, mostraron gran
sensibilidad. Al presentar fenotipos similares entre las mutantes, esto nos sugiere
gue Sskl es un componente de la via de sefializacién de la MAPK Tmk3 para
regular el estrés osmadtico.
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Figura 46. Sensibilidad a estrés osmotico por KCI en micelio de las cepas Assk1.
Discos de micelio de las cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA con KCl con
las concentraciones sefaladas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en una
camara iluminada con luz blanca constante.
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Figura 47. Sensibilidad a estrés osmaotico por sorbitol en micelio de las cepas Assk1.
Discos de micelio de las cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA con sorbitol
con las concentraciones sefialadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en
una cadmara iluminada con luz blanca constante.

VII.4.3 Ssk1 es indispensable pararegular la integridad de la pared celular

La MAPK Tmk3 regula la integridad de la pared celular en T. atroviride
(Esquivel-Naranjo, 2016). Para analizar la participacion del RR Ssk1, se emple6 rojo
Congo en los ensayos de estrés. Los conidios de todas las cepas mutantes

analizadas en 50 uM rojo Congo mostraron gran sensibilidad e inhibicion en su

73



crecimiento; siendo letal para todas las mutantes en 75 uM rojo Congo solo la cepa
silvestre fue capaz de crecer incluso en 100 uM de este colorante (Figura 48).
Asimismo, este ensayo se llevd a cabo en oscuridad, observando que las cepas
mutantes fueron capaces de crecer hasta 100 uM rojo Congo sin ninguna dificultad;
por lo tanto, la luz estaria participando en incrementar el efecto inhibitorio del rojo
Congo sobre las mutantes y esta via de sefalizacion brinda tolerancia a la

combinacion de ambos factores.

Rojo Congo

Figura 48. Participacién del RR Sskl en la integridad de la pared celular en conidios.
En placas de PDA adicionada con Tritdn X-100 al 0.5% y las concentraciones de rojo Congo
sefialadas, se inocularon 500 conidios de las cepas indicadas en la Figura 45-C. Los
cultivos fueron incubados a 27 °C por seis dias en una camara iluminada con luz blanca
constante (L) y oscuridad (O).

En los ensayos con micelio, fue posible observar que en concentraciones de
200 pM la cepa WT vy las cepas Asskl, Atmk3 y Apbs2 crecen sin un importante
grado de inhibicién; no obstante, en concentraciones de 400 uM se observé gran
sensibilidad en todas las mutantes, donde las cepas Asskl presentaron fenotipos
similares a Atmk3 y Apbs2. Del mismo modo, este ensayo se llevd a cabo en
oscuridad, mostrando que hasta en 400 uM rojo Congo todas las cepas fueron
capaces de crecer hasta casi cubrir la caja por completo, caso contrario a lo
observado cuando crecen bajo luz constante mostrando una exacerbada
sensibilidad al colorante (Figura 49). Por lo tanto, el RR Sskl es importante para

regular la integridad de la pared celular en el hongo, ya que las cepas mutantes
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carentes de este gen presentaron una gran sensibilidad a este colorante en
presencia de luz, ademas de coincidir en fenotipo con la cepa Atmk3 y Apbs2, los

cuales son también importantes para responder a este estimulo.
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Figura 49. Analisis de laintegridad de la pared celular en micelio de las cepas Assk1.
Discos de micelio de las cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA con rojo
Congo con las concentraciones sefialadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro
dias en una camara iluminada con luz blanca constante (L) y oscuridad (O).

VII.4.4 Ssk1 es un regulador importante en la tolerancia al estrés oxidativo

En C. albicans, Sskl es importante para la adaptacion de la célula a varios
oxidantes, como el H202, t-BOOH, menadiona y superéxido de potasio (Chauhan et
al., 2003). Para analizar la participacion de Sskl en respuestas a estrés oxidativo,
se emplearon menadiona y H202 para realizar los ensayos de estrés con conidios y
micelio.

En el ensayo con menadiona, las cepas mutantes fueron capaces de crecer
hasta en la concentracion de 400 uM al igual que la cepa WT, pero con un menor

tamafio de las colonias, siendo letal en 500 puM menadiona para las cepas Asskl,
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Atmk3 y Apbs2 (Figura 50). En los ensayos con H202, todas las cepas fueron
capaces de crecer hasta en la concentraciéon 2 mM H202; no obstante, la colonia de
las cepas mutantes, mostraron un tamafio menor que la cepa WT. La concentracién
3 mM H20: fue letal para todas las cepas. Sin embargo, en oscuridad crecieron en
esta Ultima concentracion, en donde las cepas mutantes mostraron importante

inhibicion en su crecimiento en comparacion con la cepa WT (Figura 51).

Menadiona
300 uM

Figura 50. Participaciéon del RR Sskl en la tolerancia al estrés oxidativo por
menadiona en conidios. En placas de PDA adicionada con Tritbn X-100 al 0.5% vy las
concentraciones de menadiona sefialadas, se inocularon con 500 conidios de las cepas
indicadas en la Figura 45-C. Los cultivos fueron incubados a 27 °C por seis dias en una
camara iluminada con luz blanca constante.

H,0,
0 mM 1 mM 1.75 mM 2mM 3mM

Figura 51. Participacion del RR Sskl en la tolerancia al estrés oxidativo por H202 en
conidios. En placas de PDA adicionada con Tritdn X-100 al 0.5% y las concentraciones de
H.0O- sefialadas, se inocularon con 500 conidios de las cepas indicadas en la Figura 45-C.
Los cultivos fueron incubados a 27 °C por seis dias en una camara iluminada con luz blanca
constante (L) y oscuridad (O).
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En el ensayo con micelio, las cepas Asskl, Atmk3 y Apbs2 fueron capaces
de crecer en las concentraciones de 400 uM y 800 uM de menadiona, donde el
diametro de las colonias fue muy similar a la cepa WT en ambas concentraciones
(Figura 52). De igual modo, se realiz6 el ensayo utilizando H202 bajo condiciones
de luz constante y oscuridad, ya que la luz en un factor importante en acrecentar el
efecto en este oxidante. En los ensayos realizados en condiciones de luz constante,
las cepas mutantes fueron capaces de crecer en 20 mM, pero con una notable
disminucién en su crecimiento, en comparacion con la cepa WT que fue capaz de
crecer sobre toda la caja. En 40 mM de H20:2 las cepas Asskl, Atmk3 y Apbs2
mostraron extrema sensibilidad, puesto que presentaron una gran inhibicién en su
crecimiento en comparacion a la WT (Figura 53). No obstante, las cepas mutantes
exhibieron un diametro radial mayor cuando crecieron en oscuridad bajo estas dos
concentraciones. Estos resultados indican que el RR Sskl es un componente de la
via de sefalizacion de la MAPK Tmk3 e intervienen en la tolerancia al estrés

oxidante provocado por peroxido de hidrégeno cuando se combina con la luz.

Menadiona

Figura52. Tolerancia a estrés oxidativo por menadiona en micelio de las cepas Asskl.
Discos de micelio de las cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA con
menadiona con las concentraciones sefialadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro
dias en una camara iluminada con luz blanca constante.
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Assk1-2 Assk1-5 Assk1-24 Atmk3 Apbs2

Figura 53. Efecto de la qu en la toleranma a estrés por H202 en micelio de las cepas
Asskl. Discos de micelio de las cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA con
H.O; en las concentraciones sefialadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias
en una camara iluminada con luz blanca constante (L) y oscuridad (O).

De acuerdo con estos datos experimentales, la respuesta al estrés oxidativo
es regulado a través de la via de la MAPK Tmk3 y sugiere que el RR Sskl estaria
participando rio arriba para activar esta via. Ademas, Sskl, al igual que la via de la
MAPK Tmk3, no regula la tolerancia al estrés generado por menadiona, cuando T.
atroviride se encuentra en su estado de desarrollo vegetativo, indicando que tienen

funciones especificas del estadio de desarrollo.

VII.4.5 Sskl es indispensable para la tolerancia a CdCl;

En T. atroviride, la MAPK Tmk3 es esencial para tolerar altas concentraciones
de cadmio (Esquivel-Naranjo, 2016). Para llevar a cabo este ensayo de estrés se
utilizdo CdClz con la cepa WT, Asskl, Atmk3 y Apbs2. Las cepas mutantes fueron
capaces de crecer hasta en concentraciones de 400 uM CdClz; sin embargo, desde
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200 uM CdClz2 mostraron mayor inhibicién en su crecimiento en comparacion con la
cepa WT. En 800 puM CdCl: solo la cepa WT fue capaz de crecer, pero con una clara

afectacion en su crecimiento. (Figura 54).

cdcl,

200 uM 400 uM 800 uM

Figura 54. Participacion del RR Ssk1 en la tolerancia a cadmio en conidios. En placas
de PDA adicionada con Triton X-100 al 0.5% y las concentraciones de CdCl, indicadas, se
inocularon 500 conidios de las cepas sefialadas en la Figura 45-C. Los cultivos fueron
incubados a 27 °C por seis dias en una camara iluminada con luz blanca constante.

En los ensayos realizados con micelio, las mutantes carentes de sskl
presentaron extrema sensibilidad a partir de 200 uM CdClz, en comparacion de la
cepa WT la cual crecio sin inhibicidn sobre toda la caja, y este fenotipo de la cepa
Asskl fue similar a lo observado en las cepas Atmk3 y Apbs2 (Figura 55). Por lo
tanto, el RR Ssk1l estaria participando para regular la tolerancia a cadmio a través
de la MAPK Tmk3 en T. atroviride.

cdcl, Assk1-2 Assk1-5 Assk1-24 Atmk3 Apbs2
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Figura 55. Participacion del RR Sskl en la tolerancia a cadmio en micelio. Discos de
micelio fueron inoculados en placas de PDA con CdCl, con las concentraciones y cepas
indicadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en una cdmara iluminada con
luz blanca constante.
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VII.4.6 El RR Ssk1l participa en la reparacién al ADN por dafio UV y en choque
térmico através de la MAPK Tmk3

La via de la MAPK Tmk3 es un importante regulador de los sistemas de
reparacion de ADN gue operan en oscuridad, ya que los conidios irradiados con luz
UV-C creciendo en oscuridad muestran defectos en germinacion (Esquivel- Naranjo
et al, 2016). Para este ensayo, conidios de las cepas fueron irradiadas con dosis de
200, 300 y 400 J/m? fueron incubados en condiciones de luz constante y oscuridad.

En los cultivos donde las cepas crecieron en luz constante, se observé que
todas fueron capaces de crecer sin inhibicién hasta en la dosis de 400 J/m?; sin
embargo, las cepas mutantes que crecieron en oscuridad mostraron menor tamafo
de las colonias a partir de 200 J/m?, y letalidad a partir de 300 J/m? donde solo la
cepa WT fue capaz de crecer, hasta en la dosis de 400 J/m? (Figura 56). Estos datos
indican la participacion del RR Ssk1, a través de la via de la MAPK Tmk3, en los

sistemas de reparacion de ADN que operan en oscuridad en T. atroviride.

Uv-C
0 J/m? 200 J/m? 300 J/m?2 400 J/m?

Figura 56. Sensibilidad a la irradiaciéon con UV en conidios de las cepas Asskl. En
placas de PDA adicionada con Triton X-100 al 0.5%, se inocularon 500 conidios de las
cepas indicadas en la Figura 45-C, posteriormente se aplicaron pulsos de luz UV-C (254
nm) con las dosis sefialadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en una
camara iluminada con luz blanca constante (L) y oscuridad (O).

La via de la MAPK Tmk3 es importante para una respuesta en estrés térmico,
debido a que las cepas Atmk3 y Apbs2 muestran mayor sensibilidad que la WT y
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defectos de germinacién al ser sometidas a un tratamiento térmico (Esquivel-
Naranjo, 2016). Con la finalidad de analizar si Sskl participa en regular esta
respuesta, una suspension de conidios de las cepas WT, Atmk3, Apbs2 y Asskl,
fueron tratados a diferentes temperaturas y por diferentes tiempos. En el tratamiento
a 48 °C por 30 min, la cepa Asskl mostro sensibilidad; no obstante, fue alin capaz
de crecer al igual que la WT mientras que Atmk3 solo fue capaz de crecer hasta los
15 min del tratamiento. En el tratamiento a 50 °C, se observé que las cepas
mutantes fueron mas sensibles a partir del tratamiento de los 15 min, mientras que
la WT creci6 sin dificultad. En el tratamiento a 52 °C, solo la cepa WT y una cepa
mutante de sskl fue capaz de crecer a los 5 min del tratamiento; sin embargo, es
notable el efecto del tratamiento térmico sobre la mutante, en comparacién con la
WT (Figura 57). Estos datos sugieren la participacion del RR Ssk1 via Tmk3, para

regular respuestas a estrés térmico.

48 °C 50 °C 52 °C
5 15 30’ 0 5 15 30’ 0’ 5 15 30’

0,

Assk1-2
Assk1-5

Una suspension de 100 conidios por ml fue incubada en un termo-block a la temperatura y
tiempos indicados. Posteriormente, gotas de 500 conidios fueron inoculados en placas de
PDA adicionada con Tritdbn X-100 al 0.5%, y se incubaron a 27 °C por cuatro dias en una
camara iluminada con luz blanca constante.

VII.4.7 Ssk1 participa en la reproduccion asexual inducida por luz

Durante los diferentes ensayos de estrés se observd que las cepas Asskl
presentaron fenotipos similares con la cepa Atmk3 y Apbs2, claramente sugiriendo
gue es un componente de esta via de sefializacion. Ademas, la MAPK Tmk3 es

importante para regular la reproducciéon asexual de T. atroviride, razon por la cual
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se analizd la produccién de conidios de la cepa Asskl bajo condiciones de luz
blanca constante.

Las cepas Asskl, Atmk3, Apbs2 y WT crecieron en condiciones de luz blanca
constante durante 7 dias y se observo que la pigmentacion del micelio de las cepas
Asskl fueron de una tonalidad amarilla, coincidiendo con la cepa Atmk3 y Apbs2
(Figura 58-A). Con el objetivo de analizar la afectacion en la produccion de conidios
estimulada por luz, estos se colectaron y cuantificaron. Los datos obtenidos
mostraron que en las cepas Asskl tuvieron una reduccion aproximadamente entre
el 85-92% en la produccion de conidios al compararse con la cepa WT, mientras
gue la cepa Atmk3 mostré una reduccion del 93% y Apbs2 del 80% (Figura 58-B).
Por lo tanto. el RR Ssk1 regula la reproduccion asexual de T. atroviride a través de
la via de la MAPK Tmka3.
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Figura 58. Participacién del RR Ssk1 en la produccion de conidios inducida por luz
blanca constante. (A) Fotoconidiacion. Discos de micelio se inocularon en placas de PDA
de las cepas indicadas, los cultivos se incubaron en presencia constante de luz blanca
durante una semana a 27 °C. (B) Produccion de conidios. Las barras representan los
promedios de los valores * la desviacion estandar de tres experimentos independientes
analizados con el método Tukey-Kramer (a=0.05). Las diferencias significativas se
representan por las distintas letras sobre las barras.
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VII.4.8 Sskl es indispensable pararegular laconidiacion inducida por un pulso

de luz azul

El RR Sskl es indispensable para regular la reproduccion asexual del hongo.
Ademas, la MAPK Tmk3 patrticipa en regular respuesta ante un pulso de luz azul.
Por esta razon, se realizaron ensayos de fotoinduccién en un periodo corto de
exposicion a la luz azul para observar la respuesta en la cepa Asskl. Después de
realizar los ensayos de pulso de luz azul sobre las cepas WT, Atmk3, Apbs2 y Asskl1,
se observé que las mutantes estan afectadas en responder de manera adecuada a
este estimulo, ya que no forman el caracteristico anillo verde de conidios como la
cepa WT, pero si una pigmentacion amarilla sobre el area del micelio al momento
del ser expuesto a la luz azul, sugiriendo una respuesta a la luz severamente
atenuada (Figura 59-A). Asimismo, se realiz6 la recoleccion y cuantificacion de
conidios, los datos indicaron una reduccion de aproximadamente entre el 89-97%
en la produccion de conidios en las cepas Asskl en comparacién con la WT,

mientras que en las cepas Atmk3 y Apbs2 fue del 90% (Figura 59-B).
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Figura 59. Participacion del RR Sskl en la conidiacion inducida por un pulso de luz
azul. (A) Conidiacién inducida con un pulso de luz. Discos de micelio se inocularon en
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placas de PDA de las cepas indicadas y se incubaron durante 36 h a 27 °C en oscuridad.
Posteriormente, se les aplicé un pulso de luz azul de 5 min (145.27 pmol-m) y se incubaron
por otras 48 h en oscuridad. Control crecido en oscuridad por 4 dias. (B) Produccién de
conidios estimuladas con un pulso de luz azul. Las barras representan los promedios de los
valores * la desviacion estandar de tres experimentos independientes analizados con el
método Tukey-Kramer (a=0.05). Las diferencias significativas se representan por las
distintas letras sobre las barras.

VII.4.9 El RR Ssk1 participa en respuesta por dafio mecanico

La MAPK Tmk3 regula respuestas por dafio mecanico (Medina-Castellanos
et al.,, 2014), ademas los datos previamente descritos sugieren que el RR Sskl
regula la reproduccién asexual inducida por la luz en T. atroviride. Por lo tanto, se
procedié a analizar la respuesta a dafio mecanico para saber si Sskl es un
regulador general de la reproduccién asexual.

En respuesta a este estimulo, las cepas Asskl mostraron defectos en la
produccion de conidios en el area donde se realiz6 el dafio, en comparacion con la
cepa WT en la cual se puede ver los conidios en el &rea donde se realizo el corte, y
mostrando fenotipos similares a las cepas de Atmk3 y Apbs2. Cabe mencionar que
en las cepas Atmk3, Apbs2 y Asskl, hubo una mayor presencia de micelio aéreo en
la zona donde se realiz6 el corte (Figura 60-A). De igual manera, se realizé la
recoleccién de conidios de todas las cepas y se procedié a su cuantificacion. Los
datos indicaron que en todas las cepas mutantes la produccion de conidios fue igual
o0 menor del 1% comparado con la cepa WT (Figura 60-B).

Por lo tanto, el RR Ssk1 es igual de indispensable como la MAPK Tmk3 para
regular respuesta por dafio mecanico. Finalmente, podemos mencionar que el RR

Ssk1 regula de manera general la conidiacion en T. atroviride.
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Figura 60. Participacion del RR Sskl en la conidiacién inducida por dafio mecéanico.
(A) Conidiacién inducida con dafio mecanico. Discos de micelio se inocularon en placas de
PDA de las cepas indicadas a 27 °C en oscuridad, transcurrido 36 h se realizaron cortes en
el micelio con un molde y se incubaron por 48 h a 27 °C en oscuridad. Control crecido en
oscuridad por 4 dias. (B) Produccién de conidios. Las barras representan los promedios de
los valores + la desviacion estandar de tres experimentos independientes analizados con el
método Tukey-Kramer (0=0.05). Las diferencias significativas se representan por las
distintas letras sobre las barras.

VII.4.10 El RR Sskl regula la expresiéon de genes regulados por luz azul

Conforme a lo observado en las cepas mutantes de sskl, en respuesta a un
pulso de luz, y coincidiendo en fenotipo con las cepas de Atmk3 y Apbs2, se procedid
a analizar si los genes que son fotoregulados de manera dependiente e
independiente de Tmk3, se comportan igual en la cepa carente del RR Sskl con el
objetivo de generar mas evidencia de que el RR Sskl estd operando en la via de
sefializacion de la MAPK Tmka3.

En los resultados, el patrén de expresion de blul y grg2 coincidieron en las

cepas Atmk3 y Asskl, donde la expresion se ve severamente reducida en relacion

85



con la WT. Ademas, la expresion de envl y phrl no se ve afectada en las cepas

mutantes, coincidiendo con el patron de expresion de la cepa WT (Figura 61).
Estos datos sugieren que los estimulos de luz son percibidos a través de las

HKs, que forman parte del sistema de dos componentes, y activaria la MAPK Tmk3

en T. atroviride para finalmente regular respuesta a este estimulo.
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Figura 61. Participacion del RR Ssk1 en regular la expresidn de genes dependientes
de la MAPK Tmk3. EI ADNc se sintetizé a partir de ARN total extraido de micelio de las
cepas WT, Atmk3 y Asskl, crecidas en oscuridad (O) o expuesto a la luz azul por 30 min
(L). Posteriormente, se amplific6 mediante una reaccion de PCR los genes fotoregulados,
y se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Como control de carga
se amplificé el gen de expresion constitutiva gpd. La expresion de los genes se analizé a
los 30 ciclos para los genes blu-1, grg-2, env-1y phr-1, y 25 ciclos para gpd.

VII.4.11 EI RR Ssk1 regula parcialmente la expresién de genes de dafio

mecanico

El RR Ssk1 regula la reproduccion asexual inducida por dafio al igual que la
MAPK Tmk3 y la MAPKK Pbs2. Con el objetivo de conocer si a nivel molecular
existe un corregulacion de genes entre los componentes de esta via de
sefalizacion, se analizo la expresion de dos genes regulados por este estimulo. En
los datos obtenidos, se observo una ligera reduccion de la expresion del gen iig-1
(127833), codifica para leucotrieno B4 12-hidroxidehidrogenasa dependiente de
NADP, en las cepas mutantes carentes de tmk3, pbs2 y sskl en relacién con la WT,
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mientras que en los niveles del transcrito de iig-4 (33350), codifica una lipoxigenasa,
mostraron similar patron de expresion en la cepa WT y mutantes (Figura 62). Estos
datos sugieren, que probablemente la via de la MAPK Tmk3 participa de manera
parcial en regular la expresion de genes especificos en respuesta a dafio mecanico,
sugiriendo la participacion de otras vias de sefalizacion que regulan la expresion

de genes en respuesta a este estimulo.
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Figura 62. Expresiéon de genes regulados por dafio mecanico en la cepa Assk1. A partir
de ARN total extraido del micelio de las cepas indicadas, crecidas en oscuridad sin dafio
mecéanico (C) o dafiadas con un bisturi después de 30 min (D), se sintetizO ADNCc.
Posteriormente, el ADNc se amplific6 mediante una reaccién de PCR y los niveles de
transcritos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Como control
de carga se amplifico el gen de expresién constitutiva gpd. La expresion de los genes se
analiz6 a los 28 ciclos para iig-1 e iig-4, y 25 ciclos para gpd.
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VII.5 Analisis funcional de la MAPKKK Ssk2 en T. atroviride
VII.5.1 Generacidn de cepas mutantes carentes del gen ssk2.

La cepa mutante carente del gen ssk2 se genero6 con la técnica de PCR de
doble unién, descrito en el apartado VI.5.2 de metodologia, empleando los
oligonucledtidos sefalados en la Tabla 3 y 4. En el PCR1, se amplificaron los
fragmentos de la region 5’, 3’ y el marcador de seleccion hph, de 1285, 1159 y 1397
pb, respectivamente. En el PCR2 se llevé a cabo la fusion de los tres fragmentos y
finalmente en el PCR3 se llevé la amplificacion de la construccion del casete con
oligonucledtidos anidados N5-ssk2-F y N3-ssk2-R. El tamafio final de la

construccion del casete fue de 3552 pb (Figura 63).
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Figura 63. Construccidn del casete para eliminar el gen ssk2. PCR1. Amplificacién de
los fragmentos de las regiones 5’ y 3’ del gen ssk2, y del marcador de seleccion hph. PCR2.
Fusion de los tres fragmentos amplificados. PCR3. Amplificacion del casete para la
eliminacion del gen ssk2. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 1kb como referencia
para estimar el tamafio de los fragmentos.

La transformacién se llevo a cabo con protoplastos mediante la técnica de
Polietilenglicol-CaCl.. Se obtuvieron 24 transformantes que fueron capaces de
crecer en MMV con higromicina B. Después de tres pasos monosporicos, se realizd

la extraccion de ADN de las transformantes y se identificaron 11 transformantes que
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habian realizado el correcto reemplazo génico, pero que aun amplificaban el

fragmento correspondiente al ORF de ssk2.

A continuacion, se realizaron otros seis pasos monosporicos en PDA con
higromicina B y se procedio a realizar un escrutinio fenotipico por sensibilidad a
estrés osmotico en 100 mM de KCI con conidios. En el ensayo de estrés se observo
gue la transformante 19 mostré el fenotipo similar a la cepa Atmk3 y Apbs2, ya que
no fue capaz de tolerar el estrés provocado por KCI a diferencia de la cepa silvestre
(Figura 64).

PDA 100 mM KCl PDA 100 mM KCI
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Figura 64. Escrutinio fenotipico para identificar mutantes carentes del gen ssk2.
Gotas de 500 conidios de la cepa WT, Atmk3, Apbs2 y transformantes del gen ssk2 se
inocularon en placas de PDA con 0.5% de Triton X-100 adicionado con 100 mM de KCI.
Los cultivos se incubaron por 4 dias a 27 °C en luz constante.

Se procedi6 a extraer el ADN de la cepa 19 y se realizaron dos reacciones
de PCR para identificar nuevamente el reemplazo génico, usando dos pares de
oligonucledtidos que se unieran dentro y fuera de la construccién del casete. En el
primer fragmento amplificado se obtuvo un amplicén de 2,682 pb (Figura 65-A) y de
2,556 pb (Figura 65-B). Se realizd un tercer PCR para identificar la carencia del
marco de lectura abierto de ssk2 con los oligonucledtidos Ssk2-F y Tssk2-R,
amplificando un fragmento de1,993 pb (Figura 65-C).

El tamafio de los amplicones de los dos primeros PCR correspondieron a los
esperados, ratificando el correcto reemplazo génico por en el genoma, y en el tercer
PCR se confirmd la carencia del ORF de ssk2, por lo cual podemos afirmar que se

obtuvo una cepa mutante carente de ssk2.
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Figura 65. Identificacion por PCR de la cepa mutante carente del gen ssk2. PCR para
detectar el reemplazo génico usando los oligonucleétidos Pssk2-F/Hyg-R (A) y Hyg-
F/Tssk2-R (B). (C) Reacciones de PCR para identificar la carencia del gen ssk2 en la
transformante. El ADN gendmico de la cepa silvestre se emple6 como control en las tres
reacciones de PCR. El marcador de peso molecular de 1kb se utilizé6 como referencia para
estimar el tamafio de los fragmentos amplificados.

VII.5.2 La MAPKKK Ssk2 regula respuesta a estrés osmotico

En Candida albicans, la activacion de la MAPK Hogl es regulada solo a
través de la MAPKKK Ssk2, y esta via participa en respuestas a estrés osmotico,
oxidativo y metales pesado, ya que la mutantes de ambos genes son sensibles y

muestran fenotipos similares en estos estreses (Cheetham et al., 2007).
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En los ensayos de estrés osmdtico llevados a cabo con KCI y sorbitol con
conidios de la cepa WT, Atmk3, Apbs2 y Assk2, se observo que las tres mutantes
tuvieron fenotipos idénticos en estrés generados con estos dos osmolitos, ya que
fue letal en 100 mM KCI (Figura 66-A) y presentaron extrema sensibilidad en 200
mM sorbitol (Figura 66-B), concentraciones en las cuales la cepa WT crecid sin
dificultad.

(C)
(A) kel

WT Atmk3

Apbsz Assk2
-19

(B) Sorbitol

Figura 66. Participacion de la MAPKKK Ssk2 en la tolerancia a estrés osmaotico en
conidios. En placas de PDA adicionada con 0.5% de Tritdbn X-100 y las concentraciones
indicas de KCI (A) y sorbitol (B), se inocularon 500 conidios de las cepas en el orden
indicado en C. Los cultivos fueron incubados a 27 °C por seis dias en una camara iluminada
con luz blanca constante.

En los ensayos con micelio, los fenotipos de sensibilidad entre las cepas
mutantes fueron similares, ya que en 100 mM KCI mostraron un crecimiento menor
ala cepa WT y gran inhibicion en 200 mM KCI (Figura 67), mientras que en 600 mM
de sorbitol fue letal para todas las mutantes (Figura 68). Estos resultados indican
que la MAPKKK Ssk2 es el activador de la via de la MAPK Tmk3, al regular
respuesta a estrés osmotico.
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Figura 67. Sensibilidad a estrés osmaotico por KCl en micelio de la cepa Assk2. Discos
de micelio de las cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA con las
concentraciones sefialadas de KCI. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en
una cadmara iluminada con luz blanca constante.
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Figura 68. Sensibilidad a estrés osmético por sorbitol en micelio de la cepa Assk2.
Discos de micelio de las cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA con sorbitol
con las concentraciones sefialadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en
una cadmara iluminada con luz blanca constante.

VII.5.3 La MAPKKK Ssk2 regula la integridad de la pared celular a través de la
MAPK Tmk3

La via de la MAPK Tmk3 en T. atroviride regula la integridad de la pared
celular (Esquivel-Naranjo et al., 2016). Para analizar si Ssk2 juega también un rol

en esta respuesta, se realizaron ensayos con rojo Congo. En los ensayos de estrés
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con conidios, las mutantes carentes de tmk3, pbs2 y ssk2 adn crecieron en 50 uM
rojo Congo, pero notablemente mas pequefas que la cepa WT, y fue letal para todas
las cepas mutantes en 75 UM rojo Congo donde solo la cepa WT crecid; sin
embargo, la concentracién de 100 uM rojo Congo fue incluso letal para la cepa
silvestre (Figura 69).

Del mismo modo, este ensayo se realizdé en oscuridad, y todas las cepas
fueron capaces de crecer hasta en concentraciones de 100 uM sin ningun grado de
inhibicién, resaltando la importancia de la luz como un factor abidtico que

incrementa el efecto del rojo Congo sobre la célula en T. atroviride.

Rojo Congo

Figura 69. Andlisis de la integridad de la pared celular en conidios de la cepa Assk2.
En placas de PDA adicionada con Triton X-100 al 0.5% y las concentraciones de rojo
Congo, se inocularon con 500 conidios de las cepas indicadas en la Figura 66-C. Los
cultivos fueron incubados a 27 °C por seis dias en una cdmara iluminada con luz blanca
constante (L) y oscuridad (O).

Los ensayos con rojo Congo también se llevaron a cabo con micelio de la
cepa WT y las mutantes. En 100 puM rojo Congo, las cepas mutantes crecieron solo
con un ligero tamafo radial menor a la cepa silvestre. Sin embargo, a 400 uM de
rojo Congo fue perceptible la sensibilidad de las mutantes en relacion con la WT
(Figura 70). De manera similar al ensayo con conidios en oscuridad, las mutantes
crecieron sin un importante grado de inhibicién en 400 uM de rojo Congo, caso

contrario cuando crecieron en condiciones de luz constante. Conforme a estos
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resultados, podemos concluir que la MAPKKK Ssk2 participa también en regular la
integridad de la pared celular a través de la activacién de la MAPKK Pbs2, el cual
activa finalmente a la MAPK Tmka3.

WT Assk2-19 Atmk3 Apbs2

Rojo
Congo

100
M

400
M

Discos de micelio de las cepas indicadas fueron inoculados en placas de PDA con rojo
Congo con las concentraciones sefialadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro
dias en una camara iluminada con luz blanca constante (L) y oscuridad (O).

VII.5.4 La MAPKKK Ssk2 participa en regular estrés oxidativo

El RR Sskl1 es el activador de la MAPKKK Ssk2/Ssk22 en S. cerevisiae
(Posas y Saito, 1998). En los anteriores ensayos de estrés oxidativo, las cepas
Asskl mostraron sensibilidad a estrés por menadiona y H202, asi como fenotipos
similares a la cepa Atmk3, Apbs2. Debido a esto, se procedio a realizar los ensayos
utilizando los mismos agentes oxidantes con conidios y micelio.

Las cepas Atmk3, Apbs2 y Assk2, en 400 uM menadiona mostraron inhibicion

en su crecimiento en comparacion con la cepa WT, y letalidad en 500 uM para todas
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las cepas mutantes, donde solo la cepa WT fue capaz de crecer (Figura 71). En el
ensayo por H202 en condiciones de luz constante, en la concentracion de 1.75 mM
de H202, se observé inhibicion del crecimiento de todas las cepas mutantes y
letalidad en 2 mM, donde solo la cepa WT fue capaz de crecer. Sin embargo, bajo
condiciones de oscuridad, las cepas Atmk3, Apbs2 y Assk2 fueron capaces de
crecer en 2 mM H20:2 (Figura 72).

Menadiona
0 uM 300 pM 400 pM 500 pM

Figura 71. Participacion de la MAPKKK Ssk2 en la tolerancia a estrés oxidativo por
menadiona en conidios. En placas de PDA adicionada con Tritébn X-100 al 0.5% y las
concentraciones de menadiona sefialadas, se inocularon con 500 conidios de las cepas
indicadas en la Figura 66-C. Los cultivos fueron incubados a 27 °C por seis dias en una
camara iluminada con luz blanca constante.

Figura 72. Participacion de la MAPKKK Ssk2 en la tolerancia a estrés oxidativo por
H202 en conidios. En placas de PDA adicionada con Triton X-100 al 0.5% vy las
concentraciones de H;O:; indicadas, se inocularon 500 conidios de las cepas indicadas en
la Figura 66-C. Los cultivos fueron incubados a 27 °C por seis dias en una camara iluminada
con luz blanca constante (L) y oscuridad (O).
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En estrés por menadiona con micelio, el diametro radial de la cepa WT,
Atmk3, Apbs2 y Assk2, fue similar entre ellas en las concentraciones de 400 uM y
800 uM (Figura 73). Por lo tanto, la MAPKKK Ssk2 no estaria participando en regular
la respuesta a estrés por menadiona al igual que la MAPK Tmk3 y la MAPKK Pbs2.

Menadiona

0
M

800
pM J

Figura 73. Tolerancia a estrés oxidativo por menadiona en micelio de la cepa Assk2.
Discos de micelio fueron inoculados en placas de PDA con menadiona con las
concentraciones y las cepas indicadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias
en una camara iluminada con luz blanca constante.

WT Assk2-19 Atmk3 Apbs2

En los ensayos con H20: crecieron en condiciones de luz constante, las
cepas mutantes mostraron un diametro menor en 20 mM en relacion con la cepa
WT, que crecio sobre toda la caja. En 40 mM H20:, las cepas mutantes mostraron
una gran inhibicion en su crecimiento en comparacion con la cepa silvestre. Sin
embargo, cuando crecieron en oscuridad se observé menor inhibicién en el
crecimiento de las cepas mutantes (Figura 74).

De acuerdo con estos resultados experimentales, los componentes de la
cascada de sefalizacibn SAPK, participan en regular el estrés oxidativo en T.
atroviride, asi como para tolerar estos oxidante en condiciones de luz a traves de la
MAPK Tmks3.
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Assk2-19 Atmk3 Apbs2

Figura 74. Efecto de la luz en la tolerancia a estrés oxidativo provocado por H20: en
micelio de la cepa Assk2. Discos de micelio de las cepas indicadas, fueron inoculados en
placas de PDA con HO: en las concentraciones sefialadas. Los cultivos se incubaron a
27 °C por cuatro dias en una camara iluminada con luz blanca constante (L) y oscuridad
(O).

VII.5.5 La MAPKKK Ssk2 regula la tolerancia a Cd en T. atroviride

La MAPKKK Ssk2 en C. albicans participa en regular respuestas a estrés por
metales pesados (Cheetham et al., 2007). Para determinar si la MAPKKK Ssk2
estaria participando en regular estrés por metales pesados a través de la MAPK
Tmk3, se realizaron los ensayos con CdClz con conidios y micelio.

En los ensayos con conidios, la cepa Assk2 fue capaz de crecer hasta en 400
KM, pero con una severa inhibicion en su crecimiento; sin embargo, a partir de 200
UM CdClz fue posible observar el efecto del cadmio en las cepas mutantes, en
comparacién con la WT. En la concentracion de 800 uM CdCl: las cepas mutantes

y WT mostraron letalidad (Figura 75).
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Figura 75. Participacion de la MAPKKK Ssk2 en la tolerancia a cadmio en conidios.
En placas de PDA adicionada con Tritbn X-100 al 0.5% y las concentraciones de CdCl,
indicadas, se inocularon 500 conidios de las cepas sefialadas en la Figura 66-C. Los cultivos
fueron incubados a 27 °C por seis dias en una camara iluminada con luz blanca constante.

En el estado vegetativo, la cepa mutante de ssk2 mostrd gran inhibicion de
su crecimiento a partir de 250 pM CdCl2 en comparacion con la cepa silvestre, la
cual present6 un mayor diametro radial, y su fenotipo coincidié con las cepas Atmk3
y Apbs2. (Figura 76). La cepa WT aun fue capaz de tolerar la concentracion de 500
UM CdClz, lo cual nos sefiala que la MAPK Tmk3 es importante para tolerar altas
concentraciones de cadmio a través de su activacion por la MAPKKK Ssk2 y la
MAPKK Pbs2.

cdcl, Assk2-19 Atmk3 Apbs2
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Figura 76. Participacion de la MAPKKK Ssk2 en la toleranC|a a cadmio en micelio.
Discos de micelio fueron inoculados en placas de PDA con CdClI, con las concentraciones
y cepas indicadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en una camara
iluminada con luz blanca constante.
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VII.5.6 La MAPKKK Ssk2 regula respuesta a estrés térmico y dafio al ADN por
uv

La MAPK Tmk3 participa en regular el sistema de reparacién de ADN en
oscuridad en T. atroviride (Esquivel-Naranjo et al., 2016). Para analizar si la
MAPKKK Ssk2 participa a través de la via de la MAPK Tmk3, conidios de la cepa
WT, Atmk3, Apbs2 y Assk2 fueron irradiadas con diferentes dosis de UV-C y
posteriormente incubadas en condiciones de luz y oscuridad. Los conidios que
crecieron en condiciones de luz constante fueron capaces de crecer hasta en dosis
de 400 J/m?, indicando que los sistemas de fotorreparacion son independientes de
la via de la MAPK Tmk3. Sin embargo, cuando crecieron en oscuridad, en las dosis
de 200 J/m? las cepas mostraron inhibicion en su crecimiento en comparaciéon con
las cepas no irradiadas; sin embargo, a partir de la dosis 300 J/m? las cepas
mutantes mostraron letalidad en comparacion con la cepa WT (Figura 77).

UVv-C

0 J/im? 200 J/m? 300 J/m? 400 J/m?

Figura 77. Sensibilidad a la luz UV en conidios de la cepa Assk2. En placas de PDA
adicionada con Triton X-100 al 0.5%, se inocularon 500 conidios de las cepas indicadas en
la Figura 66-C, posteriormente se aplicaron pulsos de luz UV-C (254 nm) con las dosis
sefialadas. Los cultivos se incubaron a 27 °C por cuatro dias en una camara iluminada con
luz blanca constante (L) y oscuridad (O).

Asimismo, se analizé la sensibilidad de la cepa Assk2 ante estrés térmico a
diferentes temperaturas y tiempos de tratamiento, comparandola con la cepa WT,

Atmk3 y Apbs2. En el tratamiento a 48 °C, a los 5, 15 y 30 min, todas las cepas
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crecieron sin dificultad, no obstante, en el tratamiento a 50 °C a los 30 min, las cepas
mutantes fueron mas sensibles que la cepa WT. En el tratamiento a 52 °C, todas
las cepas solo fueron capaces de crecer a los 5 min del tratamiento, pero con gran

afectaciéon en la germinacién (Figura 78).

48 °C 50 °C 52°C
5 15 30’ 5 15 30’ 5 15 30’
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Figura 78. Tolerancia en conidios de las cepas WT, Assk2, Atmk3 y Apbs2 a choque
térmico. Una suspension de 100 conidios por ml fue incubada en un termo-block a la
temperatura y tiempos indicados. Posteriormente, gotas de 500 conidios de cada

tratamiento fueron inoculados en placas de PDA adicionada con Tritdn X-100 al 0.5% y se
incubaron a 27 °C por cuatro dias en una camara iluminada con luz blanca constante.

VII.5.7 La MAPKKK Ssk2 regula lareproduccion asexual en T. atroviride

La MAPK Tmk3 y MAPKK Pbs2 regulan la reproduccion asexual en T.
atroviride, donde se ha demostrado que en cepas mutantes carentes de estos genes
la produccién de conidios se ve reducida aproximadamente en un 80% en relacion
con la cepa WT (Esquivel-Naranjo et al., 2016). Ademas, los datos mostraron que
el RR Sskl participa en regular la reproduccion asexual, y al considerarse el
activador de la MAPKKK Ssk2/Ssk22 en S. cerevisiae, se procedio a analizar la
produccion de conidios estimulada por luz.

Las cepas Assk2, Atmk3, Apbs2 y WT crecieron en condiciones de luz
constante durante 7 dias. Las cepas mutantes mostraron fenotipos similares, ya que
el micelio de estas, presentaron una tonalidad amarilla (Figura 79-A). Al analizar la
produccion de conidios, los datos mostraron que en la cepa Assk2 hubo una
reduccion de aproximadamente el 85% al compararse con la cepa silvestre,

mientras que la cepa Atmk3 fue del 93% y en Apbs2 del 80% (Figura 79-B).
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Figura 79. Participacion de la MAPKKK Ssk2 en la produccién de conidios inducida
por luz blanca constante. (A) Fotoconidiacion. Discos de micelio se inocularon en placas
de PDA de las cepas indicadas, los cultivos se incubaron en presencia constante de luz
blanca durante una semana a 27 °C. (B) Produccién de conidios. Las barras representan
los promedios de los valores + la desviacion estandar de tres experimentos independientes
analizados con el método Tukey-Kramer (a=0.05). Las diferencias significativas se
representan por las distintas letras sobre las barras.

VII.5.8 La MAPKKK Ssk2 regula la conidiacion inducida por un pulso de luz

La MAPK Tmk3 regula respuestas a periodos cortos de exposicién a la luz
azul. De acuerdo, a los datos antes mencionados, la MAPKKK Ssk2 participa en la
reproduccion asexual a través de la MAPK Tmk3, al observarse el defecto en la
produccion de conidios en la cepa mutante carente de ssk2.

Después de realizar los ensayos de fotoinduccion, se observé que las cepas
mutantes mostraron defectos para responder ante este estimulo, y coincidiendo el
fenotipo entre las tres cepas mutantes (Figura 80-A). De igual forma, se procedio a
la recoleccién y cuantificacion de conidios, los datos indicaron una reduccion de
aproximadamente del 93% en la cepa Apbs2 y Assk2, y del 90% en Atmk3, en
comparacién con la cepa silvestre (Figura 80-B). Por lo tanto, Ssk2 al igual que

Tmk3 son importantes para responder de manera oportuna a un pulso de luz azul.
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Figura 80. Participacion de la MAPKKK Ssk2 en la produccién de conidios inducidos
por un pulso de luz azul. (A) Conidiacién inducida con un pulso de luz. Discos de micelio
se inocularon en placas de PDA de las cepas indicadas y se incubaron a 27 °C durante 36
h a 27 °C en oscuridad. Posteriormente, se les aplicé un pulso de 5 min de luz azul (145.27
umol-m-2) y se incubaron por otras 48 h en oscuridad. Control crecido en oscuridad por 4
dias. (B) Produccion de conidios estimuladas con un pulso de luz azul. Se representan los
promedios de los valores + la desviacion estandar de tres experimentos independientes
analizados con el método Tukey-Kramer (a=0.05). Las diferencias significativas se
representan por las distintas letras sobre las barras.

VII.5.9 La MAPKKK Ssk2 participa en respuestas por dafio mecanico

Las cepas mutantes carentes de tmk3 y pbs2 mostraron defectos en la
produccion de conidios en respuesta a dafio mecénico en el micelio. Con la finalidad
de establecer si la MAPKKK Ssk2 regula la respuesta a este estimulo, se procedio
a realizar un corte sobre el micelio y después de 48 h se evalud la respuesta. La
cepa Assk2 mostré defectos en la produccién de conidios en la zona de dafio a
diferencia de la cepa WT, coincidiendo en fenotipo con las cepas Apbs2 y Atmk3
(Figura 81-A). Asimismo, se realizo la recoleccion y la cuantificacion de los conidios.
Todas las cepas mutantes mostraron una reduccion de aproximadamente un 99%
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en la produccion de conidios en comparacion con la cepa silvestre (Figura 81-B).
Por lo tanto, la MAPKKK Ssk2 estaria participando en regular, de manera general,
la reproduccion asexual del hongo a través de la MAPK Tmk3.
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Figura 81. Participacion de la MAPKKK Ssk2 en la produccion de conidios inducido
por dafio mecénico. (A) Conidiacion inducida con dafio mecénico. Discos de micelio se
inocularon en placas de PDA de las cepas indicadas a 27 °C en oscuridad, transcurrido 36
h se realizaron cortes en el micelio con un molde y se incubaron por 48 h a 27 °C en
oscuridad. Control crecido en oscuridad por 4 dias. (B) Produccion de conidios. Las barras
representan los promedios de los valores + la desviacion estandar de tres experimentos
independientes analizados con el método Tukey-Kramer (0=0.05). Las diferencias
significativas se representan por las distintas letras sobre las barras.

VII.5.10 La MAPKKK Ssk2 regula la expresion de genes regulados por luz azul

En los ensayos de fotoconidiacion la Assk2, mostro fenotipos similares a las
cepas Atmk3 y Apbs2, debido a la drastica disminucion en la produccién de conidios
inducidos por un pulso de luz o en condiciones de luz constante, coincidiendo de

igual manera con las cepas Asskl. Conforme a lo anterior, se procedio a analizar la
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expresion de los genes dependientes (blul y grg2) e independientes (envl1 y phrl)
de la MAPK Tmk3 en las cepas Atmk3 y Assk2, comparando con la cepa WT. Los
resultados mostraron que el nivel de transcrito de blul y grg2, se ve severamente
reducida en la cepa Assk2, coincidiendo con la cepa Atmk3. Asimismo, los niveles
de expresién de envl y phrl no se vieron afectados en las cepas mutantes (Figura
82). Por lo tanto, estos datos sugieren la participacion de Ssk2 en la regulacion de

estos genes a través de la MAPK Tmk3.
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Figura 82. Participacion de la MAPKKK Ssk2 en regular la expresion de genes
dependientes de la MAPK Tmk3. EI ADNc se sintetiz6 a partir de ARN extraido de micelio
de las cepas WT, Atmk3 y Assk1, crecidas en oscuridad (O) o expuesto a la luz azul por 30
min (L). Posteriormente, se amplific6 mediante una reaccion de PCR los genes
fotoregulados, y se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Como
control de carga se amplificé el gen de expresion constitutiva gpd. La expresion de los genes
se analizé a los 30 ciclos para los genes blu-1, grg-2, env-1y phr-1, y 25 ciclos para gpd.

VII.5.11 La MAPKKK Ssk2 regula parcialmente la expresion de genes de dafio

mecanico

La MAPKKK Ssk2 participa en la conidiacion inducida por dafio mecanico,
similar a la MAPK Tmk3, la MAPKK Pbs2 y el RR Sskl1, ya que las mutantes de
cada uno de los respectivos genes mostraron defectos en la respuesta a este

estimulo. Con la finalidad de conocer si Ssk2 participa en la expresién de genes
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regulados por el estimulo de dafio mecénico, se analizd la expresion del gen iig-1
(127833), codifica para leucotrieno B4 12-hidroxidehidrogenasa dependiente de
NADP, e iig-4 (33350), codifica una lipoxigenasa. En los niveles del transcrito del
gen 127833 se observo una ligera reduccion de su expresion en las cepas mutantes,
comparandola con la WT. Sin embargo, los niveles de expresion del gen 33350
mostraron un similar patron de expresion en las cepas mutantes y WT. Estos datos
sugieren que probablemente la MAPKKK Ssk2 participa en regular la expresion de
manera parcial de genes especificos de dafio mecanico a través de la via de la
MAPK Tmk3, sugiriendo la participacion de otras vias de sefalizacion para regular

este estimulo.
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Figura 83. Expresiéon de genes regulados por dafio mecénico en la cepa Assk2. A partir
de ARN total extraido del micelio de las cepas indicadas, crecidas en oscuridad sin dafio
mecénico (C) o dafiadas con un bisturi después de 30 min (D), se sintetizO ADNCc.
Posteriormente, el ADNc se amplific6 mediante una reaccién de PCR y los niveles de
transcritos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Como control
de carga se amplifico el gen de expresion constitutiva gpd. La expresion de los genes se
analiz6 a los 28 ciclos para iig-1 e iig-4, y 25 ciclos para gpd.
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VIII. DISCUSION

VIII.1 El sistema de dos componentes en T. atroviride

En T. atroviride se han identificado los componentes del sistema de
sefalizacion de dos componentes, el cual estd conformado por 12 HKs, una
proteina intermediaria, Ypdl y dos reguladores de respuesta, Sskl y Skn7. En S.
cerevisiae, Sskl es el activador de la MAPKKK Ssk2, el cual activa a la MAPK Hog1l
por medio de la MAPK Pbs2, para regular la respuesta a estrés osmotico (Maeda et
al., 1994; Posas y Saito, 1998).

En el andlisis in silico realizado con los reguladores de respuesta, se observo
gue en ortélogos de Sskl y Skn7, los dominios REC y HSF se encuentran
conservados entre los hongos Ascomicetos, Basidiomicetos y Zigomicetos,
diferenciandose solo por la presencia del dominio Coiled-coil que no es altamente
conservado entre las diferentes especies (Figura 15y 19). Ademas, el aminoéacido
de aspartato que es fosforilado en el dominio REC de cada una de las respectivas
proteinas es altamente conservado entre las diferentes especies de hongos (Figura
16 y 20). Asimismo, en el arbol filogenético con ortélogos de Sskl y Skn7, T.
atroviride se agrupé dentro del linaje de los hongos ascomicetos filamentosos y
estrechamente emparentado con T. reesei, pero este ultimo se agrupo en un linaje
diferente a la de T. atroviride (Figura 18 y 21).

Sin embargo, aun cuando el regulador de respuesta Skn7 es muy conservado
en el reino Fungi, entre los hongos Ascomicetos, Basidiomicetos y Zigomicetos, y
gue se encuentren conservados los dominios HSF y REC entre los ortélogos, asi
como el residuo conservado de aspartato que es fosforilado, las respuestas que
regulan difieren entre ellos, ya que la eliminacién de Skn7 en Metarhizium robertsii
no afecta su sensibilidad a estrés osmético, oxidativo y choque térmico, pero es
requerido para el mantenimiento de la pared celular y regula la produccion de
conidios (Shang et al., 2015). En Magnaporthe oryzae la delecién del gen no afecta
su virulencia, ni formacién de apresorios, ademas de no regular estrés oxidativo y
osmaético (Motoyama et al.,, 2008); asimismo en Fusarium graminearum su

capacidad de infeccion no se ve afectada (Jiang et al.,, 2015). No obstante, la
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carencia de Skn7 en C. albicans atenta su virulencia (Singh et al., 2004) e
incrementa su sensibilidad a peréxido en Monascus ruber (Shao et al., 2016). En
Verticillium dahlie, Skn7 regula la produccién de conidios, formacion de esclerocios,
mantenimiento de la pared celular, virulencia y la adaptacion solo a H202, (Tang et
al., 2017), mientras que en A. fumigatus regula estrés oxidativo generado por H202,
t-BOOH, pero no por menadiona (Lamarre et al.,, 2007). Por lo que tanto, las
respuestas reguladas por los ortélogos de Skn7 varian entre las diferentes especies

de hongos.

VIII.2 Rol de la MAPKKK Ssk2 y los RR Sskly Skn7 en respuestas a estrés

En S. cerevisiae, una proteina fosfotransferasa, Ypdl, representa un punto
de bifurcacion entre la via SIn1-Ypd1-Sskl responsable de las respuestas a estrés
osmotico, y la via SIn1-Ypd1-Skn7 involucrada en la biosintesis de la pared celular
y el control del ciclo celular (Porter y West, 2005). En C. albicans y A. nidulans, la
activacion de la via ortéloga a Hogl de S. cerevisiae, es solo a través del sistema
de dos componentes, por medio de la interaccion del RR Sskl y la MAPKKK Ssk2
(Cheetham et al., 2007 y Furukawa et al., 2005). En S. cerevisiae, han reportado
gue la interaccion entre estas dos proteinas en respuesta a estrés osmaotico, ocurre
a través del dominio receptor C-terminal de Ssk1 con un segmento de N-terminal de
Ssk2 (Figura 84), autofosforilandose rapidamente y activando la MAPKK Pbs2, y la
MAPK Hogl (Posas et al., 1996; Posas y Saito, 1998; Tatebayashi et al, 2003).

Con el objetivo de determinar la participacion de Ssk2, Ssk1l y Skn7 en T.
atroviride en las respuestas a diferentes tipos de estrés, se realizaron ensayos
cuando el hongo se encontro en su fase latente (conidios) y en su estado vegetativo
(micelio). En los diferentes ensayos de estrés, las cepas mutantes carentes de sskl
y ssk2, mostraron fenotipos similares a las cepas Atmk3 y Apbs2. En C. albicans, la
eliminacion de SSK2 resulta en comparables fenotipos en estrés y morfologia con
la cepa Ahogl, asi como necesaria para la fosforilacion y acumulacion nuclear de
Hogl (Cheetham et al.,, 2007). Sin embargo, en T. atroviride los fenotipos
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observados en las cepas Askn7, difieren de Asskl y Assk2, ya que incluso

presentaron mayor tolerancia que la cepa WT.

Ssk2  ap
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B ssk2 KD Pbs2
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Pbs2 KD
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S —
=3
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Ssk2 KD

Figura 84. Modelo de activacion de la MAPKK Pbs2 por la MAPKKK Ssk2. En un estado
inactivo, el dominio autoinhibidor (AID) N-terminal de Ssk2, se une y bloquea la actividad
de su propio dominio cinasa (KD). Pbs2 esta unido de forma constitutiva a Ssk2, a través
de su dominio de acoplamiento N-terminal, pero el dominio cinasa Pbs2 no tiene acceso
para desbloquear el dominio cinasa de Ssk2. Cuando el activador de Ssk2, el RR Sski1, se
une a una regioén cercana a AlD, el dominio cinasa Ssk2 se vuelve accesible para el dominio
de cinasa Pbs2 (Imagen modificada de Tatebayashi et al., 2003).

En estrés osmotico, las cepas Asskl y Assk2 presentaron letalidad en 100
mM KCI y gran inhibicion en su crecimiento en 200 mM sorbitol con conidios (Figura
45 y 66). Asimismo, a partir de 100 mM KCI (Figura 46 y 67) y 200 mM sorbitol
(Figura 47 y 68) presentaron mayor sensibilidad en estado vegetativo que la cepa
WT. Sin embargo, el RR Skn7 parece no regular las respuestas en estrés osmotico
en conidios, ya que presentan igual tolerancia que la cepa silvestre en KCl y sorbitol
(Figura 24). No obstante, cuando se realizaron los ensayos de estrés en estado
vegetativo del hongo, las cepas mutantes de skn7 mostraron mayor tolerancia que
la cepa WT, Atmk3 y Apbs2 (Figura 25 y 26). En V. dahlie, han reportado que las
mutantes de VdSkn7 no muestran sensibilidad en NaCl, KCl y sorbitol (Tang et al.,
2017), ocurriendo lo mismo en las mutantes de Askn7 de C. neoformans en medio

con KCI (Bahn et al., 2006). De igual forma, se analiz6 la integridad de la pared
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celular empleando rojo Congo en condiciones de luz constante y oscuridad. En los
ensayos con conidios, la concentracion de 75 uM rojo Congo fue letal para las cepas
Asskl, Assk2, Atmk3 y Apbs2 (Figura 48 y 69), y mostraron mayor inhibicién en su
crecimiento radial en 400 pM rojo Congo en micelio (Figura 49 y 70) cuando
crecieron en condiciones de luz constante, efecto que es revertido cuando crecieron
en oscuridad. En los ensayos con las cepas de Askn7, estas mostraron mayor
tolerancia que la cepa WT al rojo Congo en conidios (Figura 27). Sin embargo, en
micelio las mutantes mostraron fenotipos similares a la WT (Figura28). En C.
albicans y S. pombe, la carencia de los homélogos de skn7, no afecta la integridad
de la pared celular (Shang et al., 2015). Por lo tanto, el RR Ssk1y la MAPKKK Ssk2,
estarian participando en regular respuesta a estrés osmotico y la integridad de la
pared celular a través de la MAPK Tmk3, mientras que el RR Skn7 actuaria como
un regulador negativo en respuesta a estos estimulos dependiendo del estadio de
desarrollo en que se encuentre T. atroviride.

En C. albicans, Sskl es esencial para regular estrés oxidativo (Chauhan et
al., 2003). En los ensayos con conidios, las cepas Asskl, Assk2, Atmk3 y Apbs2
mostraron severa inhibicion en su crecimiento en menadiona (Figura50y 71) y H202
(Figura 51 y 72). No obstante, en micelio las cepas mutantes no regulan el estrés
generado por menadiona (Figura 52 y 73), coincidiendo en fenotipo con la cepa WT,
pero en los ensayos con H20:2 las cepas mutantes mostraron severa inhibicion a
partir de 40 mM H202, el cual es més visible cuando crecieron en condiciones de luz
constante que en oscuridad (Figura 53 y 74). Las cepas mutantes carentes de skn7
mostraron fenotipos de mayor tolerancia en conidios a estrés oxidativo por
menadiona y H202 en comparacion con la cepa WT, Atmk3 y Apbs2 (Figura 29 y
30). En estado vegetativo, Skn7 no participa en regular estrés oxidativo por
menadiona (Figura 31), similar a lo observado en las cepas Asskl y Assk2, aunque
en H202 mostraron ser mas tolerantes que las mutantes (Figura 32). En A.
fumigatus, las mutantes de afskn7 mostraron mayor sensibilidad en H202 y t-BOOH,
pero no en menadiona (Lamarre et al, 2007); sin embargo, en el hongo M. robertsii,
se ha documentado que la cepa WT son mas sensibles a t-BOOH que las cepas

AMrskn7 (Shang et al., 2015), lo cual coincide con lo observado con las cepas
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Askn7, lo que implica que Skn7 estaria actuando como un regulador negativo en
estrés oxidativo, mientras que Sskl y Ssk2 estarian regulando este estimulo a
través de la MAPK Tmka3.

La MAPKKK Ssk2 en C. albicans regula respuestas por metales pesados
(Cheetham et al., 2007). En T. atroviride, la via de la MAPK Tmk3 es importante
para tolerar la toxicidad por metales pesados (Esquivel-Naranjo et al., 2016). En los
ensayos con cadmio, las mutantes carentes de sskl y ssk2 mostraron severa
inhibicion en su crecimiento a partir de 200 uM CdCl> (Figura 54 y 75) en
comparacion con la cepa WT, mostrando similitud con las cepas Atmk3 y Apbs2,
dicho efecto es también notable en su estado vegetativo, donde a partir de 200 uM
CdClz (Figura 55 y 76) mostraron importante inhibicion en su crecimiento con
relacion a la cepa WT. No obstante, las cepas de Askn7 mostraron una gran
tolerancia a este metal, ya que la concentracion de 1000 uM CdCl: fue letal para las
cepas WT, Atmk3 y Apbs2, mientras que las cepas Askn7 fueron mas tolerantes a
este estrés oxidante (Figura 33). De la misma forma, el micelio de las mutantes del
RR Skn7 mostraron un diametro radial mayor que la cepa silvestre, mientras que
las cepas Atmk3 y Apbs2 mostraron una drastica inhibicion en su crecimiento desde
200 uM CdCl. y letalidad a 600 uM CdCl: (Figura 34). El fenotipo observado de la
cepa Askn7 de T. atroviride es similar al reportado en S. cerevisiae, ya que la
mutante carente de skn7 mostr6 mayor resistencia que la cepa silvestre y sugieren
gue la proteina Yapl es la que regula la toxicidad por cadmio, ya que las mutantes
de este gen mostraron extrema sensibilidad a este metal (Lee et al., 1999).

La via de la MAPK Tmk3 regula estrés térmico y participa en los sistemas de
reparacion de ADN que operan en oscuridad (Esquivel-Naranjo et al, 2016), razén
por la cual se realizaron los ensayos con conidios de las cepas Asskl y Assk2 que
fueron irradiados con luz UV-C y tratadas térmicamente, siendo comparadas con
las cepas WT, Atmk3 y Apbs2. Las cepas mutantes irradiadas con diferentes dosis
de luz UV-C, mostraron defectos de germinacion cuando crecieron en oscuridad a
partir de 200 J/m?, efecto revertido cuando crecen en condiciones de luz blanca
constante (Figura 56 y 77), mientras que la cepa Askn7 mostré un fenotipo similar a

la WT en las diferentes dosis de irradiacion (Figura 35). En el tratamiento térmico,
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las cepas Asskl y Assk2, mostraron inhibicidon en su crecimiento en comparacion
de la WT (Figura 57 y 78), donde la cepa Askn7 mostro similitud con esta. En
Candida lusitaniae, se ha reportado que el RR Skn7 no regula respuestas por
choque térmico y por UV (Ruprich-Robert et al., 2008), coincidiendo este fenotipo
con lo observado en T. atroviride. Cabe mencionar que, en los ensayos de estrés
térmicos, se emplearon dos cepas mutantes de sskl y skn7, cada una de las cuales
se comportdé de manera diferente, pero aun fue posible observar el efecto del
tratamiento y compararse con la WT, por lo cual en dichos ensayos seria
conveniente realizar un ensayo cuantitativo de los conidios capaces de germinar
después de un tratamiento térmico y poder establecer con precision la participacion
de las respectivas proteinas en respuesta a estrés térmico.

Los resultados en los diferentes ensayos de estrés, nos indican que el RR
Sskly la MAPKKK Ssk2 actuan rio arriba de la MAPKK Pbs2 y la MAPK Tmk3 en
regular estrés osmoético, oxidativo, integridad de la pared celular, tolerancia a altas
concentraciones a CdClz, choque térmico y dafio por UV, mientras que el RR Skn7
tiene un rol de represor, que depende del estado del estado de desarrollo de T.
atroviride (Figura 85).

VIII.3 Rol de Ssk2, Ssk1ly Skn7 en respuesta a dafio mecanico

En T. atroviride la conidiacién puede ser inducida al realizar dafio mecéanico
sobre el micelio (Hernandez-Onfate et al., 2012). En estos ensayos, las cepas Askn7,
Asskl y Assk?2 se fueron incapaces de responder apropiadamente a este estimulo,
compartiendo fenotipos con las cepas Atmk3 y Apbs2 (Figura 39, 60 y 81). La
produccion de conidios en todas las cepas mutantes se vio reducida
aproximadamente en un 99%, reforzando asi el hecho de que participan a través de

la via de la MAPK Tmk3 u otras vias de senalizacion.
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Figura 85. Modelo hipotético de la participacién de Ssk2, Sskly Skn7 en T. atroviride
en respuestas a estrés. (A) Se propone que el sistema de dos componentes (TCS)
transfiere el grupo fosfato de las HKs a Ypdl, y este a los reguladores de respuesta Sskly
Skn7 cuando no hay la percepcion de algun estimulo extracelular. El RR Ssk1 actla como
un represor de la via de la MAPK Tmk3, mientras que el RR Skn7 fosforilado es un regulador
negativo, involucrado en respuestas a estrés osmotico, oxidativo y la integridad de la pared
celular. (B) Cuando se percibe un estimulo por las HKs, el TCS se desfosforila y Sskl
interactta con la MAPKKK Ssk2, quien activa la MAPKK Pbs2 y finalmente a la MAPK
Tmk3, para regular la expresion de genes en respuesta al estimulo recibido.
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Con respecto a los fenotipos observados en las cepas mutantes, se procedié
al andlisis de la expresion de dos genes inducidos en respuesta al dafio mecanico.
El patrén de expresion de iig-1 fue similar en todas las mutantes y ligeramente
menor en comparacion a la cepa WT, mientras que los niveles del transcrito de iig-
4 fueron similares entre las cepas tanto mutantes como WT, a excepcion de la cepa
Atmk1 donde se observo una menor expresion (Figura 41, 62 y 83). Estos datos nos
sugieren la probable participacion parcial de Ssk1, Ssk2 y Skn7, en conjunto con
Tmk3y Pbs2, en regular la expresion de genes especificos de dafio y la intervencion
de otras vias de sefializacion.

En T. atroviride, las respuestas a dafio mecanico son reguladas a través de
la MAPK Tmk3, Tmk1 y la via de sefializacion de calcio. Durante esta respuesta,
especies reactivas de oxigeno (ROS) son producidas por el complejo NADPH
oxidasa (Nox1/NoxR), el cual es estimulado por ATP extracelular (eATP), y activa
por fosforilacion la via de la MAPK Tmk3, mientras que el Ca?* es una potencial
molécula sefial de dafio, ya que al usar un agente quelante de calcio (EGTA)
después del estimulo, se reduce la conidiacion en un 98% en la cepa WT (Medina-
Castellanos et al., 2014) (Figura 86).
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Figura 86. Respuestas en T. atroviride en dafio mecanico. (A) Efecto de la apirasa y
EGTA en la conidiacion inducida por dafio mecanico. (B) Fosforilacion de Tmk1l y Tmk3 en
respuesta a dafio mecénico y ATP extracelular (eATP). La cepa WT fue tratada con ATP
(0.1 mM) o EGTA (15 mM) (Imagen modificada de Medina-Castellanos et al, 2014).
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En S. cerevisiae, se ha descrito que la forma no fosforilada de Skn7 participa
en la transcripcion de genes dependientes de calcineurina/Crz1, inducidos por Ca?*,
a través de su interaccion con Crzl, confiriéndole estabilidad a esta proteina
(Williams y Cyert, 2001). Por lo tanto, el RR Skn7 de T. atroviride posiblemente
estaria participando en la via de sefializacion de calcio a través de la interaccion
con Crzl1, mientras que Sskl y Ssk2 lo estarian haciendo a través de la via de la
MAPK Tmk3 (Figura 87).

Daino Mecanico

o | N

1 Cdc42
12 HKs Ca PaN
ki AN
© Clad = Ste20
\ \\ //
Ssk1 Yy wo
1l 1 Ste11 Stes0 |
Ssk2 S
| .
Pbs2 Ste7
j pi ¥ 1
ol P~ Crzd
P7 Tmk3 Y Pt

P~ Tmk3 .

P~

conidiacion

Figura 87. Modelo hipotético de la participacion de Ssk2, Sskly Skn7 en respuesta a
dafio mecéanico en T. atroviride. La respuesta a dafio mecéanico es regulada a través de
tres vias de sefalizacion que son indispensable para una oportuna respuesta: la via de
sefalizacion de calcio, la via de la MAPK Tmk3 y Tmk1. La activacion de la via de la MAPK
Tmk3 es llevada a cabo por la produccion de ROS, mientras que el Ca?* activa la via de
sefalizacién de calcio. EI RR Sskl y la MAPKKK Ssk2 estarian participando a través de la
via de la MAPK Tmk3, en cambio el RR Skn7 podria estar participando en la via de
sefalizacion del calcio, a través de la interaccion con Crz1.
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VIIl.4 Participacion de Skn7, Ssk1ly Ssk2 en respuestas alaluz

La MAPK Tmk3 es un importante regulador de la reproduccion asexual de T.
atroviride, ya que las cepas mutantes carentes de tmk3 y de pbs2, mostraron una
drastica reduccién en la produccion de conidios (Esquivel-Naranjo et al., 2016). Este
fenotipo concordo con lo observado en las cepas Asskl y Assk2, donde mostraron
una reduccion de aproximadamente el 85-92% en Asskl y de 85% en Assk2 (Figura
58y 79). Sin embargo, en las cepas Askn7 su fenotipo es similar a la WT, las cuales
mostraron una reduccion en la produccién de conidios entre el 7-27% con respecto
a la cepa silvestre (Figura 37).

Después de este analisis, se procedio a evaluar la respuesta de las cepas
Asskl, Assk2 y Askn7 en un pulso de luz azul. Las cepas Asskl y Assk2 mostraron
defectos en la produccion de conidios en respuesta a este estimulo (Figura 59 y 80)
en comparaciéon con la cepa WT y coincidiendo con las cepas Atmk3 y Apbs2, pero
sorprendentemente las cepas Askn7 mostraron un fenotipo similar (Figura 38). Al
analizar la reduccion de la produccion de conidios por un pulso de luz, se observo
gue las cepas Askn7 se vieron afectadas en un 80%, mientras que en Asskl fue
entre 89-97% y del 93% en Assk2, en comparacion con la cepa WT. Estos datos
nos indican, que el RR Sskl y la MAPKKK Ssk2 regulan de manera general la
reproduccién asexual del hongo. Ademas, nos sugieren que los mecanismos
moleculares para desarrollar una respuesta temprana 0 una respuesta por
exposiciones prolongadas a la luz son diferentes, al observarse diferentes fenotipos
en las cepas Askn7 cuando estan creciendo en luz constante o al ser expuesta a un
pulso de luz. En los analisis de RT-PCR de los genes fotoregulados, los niveles del
transcrito de blul y grg2 de la cepa Assk2, Asskl y Askn7, coincidieron con lo
observado en la cepa Atmk3, ya que mostraron una drastica disminucion en su
expresion, mientras que los niveles de expresion de envl y phrl se mostraron de
manera similar entre las mutantes y la cepa WT (Figura 40, 61 y 82).

La luz induce la produccion de ROS (Neill et al., 2002) y en T. atroviride han
comprobado que la produccion de ROS dependiente de Nox-1, participa en la

activacion de la MAPK Tmk3, ya que en la cepa Anox1 no observan la fosforilacion
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de Tmk3 (Medina-Castellanos et al., 2014). Ademds, en S. cerevisiae han
determinado que la via de calcio Ca?*-calcineurina-Crz1 es activada por la luz azul,
ya que Crz1 muestra una localizacién nuclear rapida y permanente inducida por la
iluminacion (Bodvard et al., 2013), sin olvidar que Skn7 es necesaria para la
activacion transcripcional y estabilizacion de Crz1 (Williams y Cyert, 2001). Por lo
tanto, el RR Sskl y la MAPKKK Ssk2 estarian participando en la misma via
regulando los estimulos de luz a través de la MAPK Tmk3, mientras que el RR Skn7
podria estar participando mediante la interaccién con Crz1l por medio de la via de
calcio en T. atroviride (Figura 88).
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Figura 88. Modelo hipotético de la participacién de Ssk1, Ssk2 y Skn7 en respuesta a
laluz en T. atroviride. En el modelo se propone que Sskl y Ssk2 forman parte de la misma
via que percibe los estimulos de la luz azul a través de las HK del TCS, dicha respuesta es
regulada a través de la MAPK Tmk3. EI RR Skn7 estaria interactuando con Crzl, para
regular de manera temprana la exposicién a un pulso de luz.
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Estudios recientes en la via de la MAPK SakA de A. nidulans, ortdloga a
Tmk3, han determinado que, ademas de regular respuestas a estrés, también es
activada por la luz roja (Yu et al.,, 2016), la cual regula su reproduccién. En T.
atroviride, los resultados obtenidos indicarian que la via de la MAPK Tmk3 regula
respuestas a la luz azul, abriendo la posibilidad que una de las HK sea el receptor

de luz azul, para finalmente activar la MAPK Tmk3.
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IX. CONCLUSIONES

e EIRR Ssklyla MAPKKK Ssk2 forman parte de la misma via de sefializacion
gue regula diferentes tipos de estrés a través de la MAPKK Pbs2 y la MAPK
Tmk3 en T. atroviride.

e Las HKs son los receptores del estimulo de luz azul, ya que los fenotipos de
las cepas mutantes carentes de sskl, ssk2, pbs2 y tmk3 son similares en
respuesta a luz.

e EIRR Sskl1yla MAPKKK Ssk2 regulan la conidiacién inducido por luz azul y
dafio mecanico al igual que la MAPK Tmk3.

e EI RR Skn7 es un regulador negativo en respuestas a estrés osmotico,
oxidativo y la integridad de la pared celular de acuerdo con el estado de
desarrollo de T. atroviride.

e EI RR Skn7 es indispensable para regular la conidiacién en pulso de luz y
dafio mecanico.

e EI mecanismo molecular implicado en la conidiacion inducida por
exposiciones cortas o prolongadas a la luz es diferente, ya que Skn7 es
requerida en un pulso de luz azul, mas no en una exposicion prolongada a la

luz blanca.

118



X. PERSPECTIVAS

e Confirmar por Southern-blot el reemplazo de los genes ssk2, sskl y skn7 en
las cepas mutantes.

e Analizar por Western-blot, la fosforilacion de la MAPK Tmk3 en las mutantes
carentes de ssk2, sskl y skn7 bajo condicion de estrés oxidativo y luz azul.

e Analizar la activacion por fosforilacion de la MAPK Tmk3 en las mutantes
carentes de ssk2, sskl y skn7 en respuesta a dafio mecénico.

e Realizar una mutacion puntual en los residuos conservados de aspartato de
Sskl y Skn7 y analizar sus respuestas en estrés y luz azul.

e Generar cepas complementadas de las cepas Assk2, Asskl y Askn7, para

restaurar el fenotipo original.
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XIl. APENDICE

XIl.1 Simbologia

‘ Simbolos de dominios

HSF (Heat Shock Factor). Dominio de union a
secuencias especificas de ADN, parecida al

factor de choque térmico.

REC. Dominio receptor homologo a CheY, el
cual es el receptor del grupo fosfato en un

aminodcido conservado de aspartato.

S TKc. Dominio catalitico, Serina/Treonina

proteina cinasas.

Coiled-coil. Regiéon que permite la interaccién

con otras prote inas.
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XIl.2 Alineamientos
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C. neoformans SQPVTAG-----——---- RTQPASAQQYTPWAPVOASATTTPSSRGGGVKLEDLMSNDSRADG-——————====~- KSQPLSSIPLSVSASFDTRSQFSAGPQGASTEKEK 190
U. hordei --PSVGNTNSPMROHGTHPSPYASTSPYPPPPSDSQMHLGTGGGLPSQYDYNNNHGPGPGAY SHPHEPSSQSQOQQHPPPOHGHPSQOOOHWNSSPLPSVLOPQSMGPAS 216
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CONSENSO &ttt ettt ettt ettt te ettt ittt e
Mayoria GTEGSSA-AGAGP
230 0
C. albicans ATTASSNOSG: NDEVKKLELMLQE———=—========~ DSYKEVVRWTAKGDSEVVININ 60
S. cerevisiae NTNISSANAGAKAPA: NEEVRKLERILEN NEYPDIVTWTENGKSEVVLDTG 119
S. pombe MPSSNG SSDEVRKLENMLEE—- —-PEYRHILRWSDSGDSFIVLDIN 42
A. nidulans GGQTTTSAAPSEN SDEVRKLYKMLED-~ —-PSYAEIVRWGDDGDSEVVLEC- 50
B. bassiana GTDIGOP-QGAGNN SEFR RMLED PSHQODVARWGKDGDTEVVVENN 47
N. crassa PPEGDSASVOAGNN SDEVRKLYKMLED—————————————-| PTYNSVVRWSADGDSEVVLEN- 51
T. atroviride GTEATNA-PGGENN ASEFVRKLERMLED-——--———=-==—=~— PTHODVARWGKDGDSEVVVE-- 49
M. circinelloides -MSESSGSVP EFIQKLERMLEN KAFKDTFCWNDKGTTEIVKDIN 43
C. cucurbitarum SKSMIKNKSEAVP: DEIQKLFRMLEN—-————————————- QAFQDVFCWSPSGTTELVKDIN 61
P.blakesleeanus PHVKSNEGAGVVP: DEIQKLFRMLEN-————————————- KSFNDTFCWGPDGTTELVKDIN 54
C. neoformans DKERDKATQQQGP: EFIKKLYKMLEEEQAQYGSSRAKKGEKGKRGSVGWGANGTSEVVWDMN 2 52
U. hordei GPGGPSGLPGL-PPOHAMDRAYGVPKQEDDI DDDDGGPYDDY DAKGKARGSDAAQTANKATSDEVKKLESMLDD— -KAYESVVAWSPSSDSFIVKDMN 311
W. mellicola GNNSSSG--——— P —-SQYNSVVSWSPSCETEVVKEMN 113
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S. cerevisiae KETTHI LENEFKHSNEASEVRQLNKY DFHKVKRSPEERQRCKY GEQ-- SWEFQHPEFRVHYGKGLDNIKRK I PAQRKVLLDESQKALLHFNSEGTNPNNPSG--SLL 222
S. pombe ---EFTKTILPREFKHSNFASEVRQLNKYDFHKVR--HEEGAPSIYGEG--AWEFREDDEQLHHKDLLDNIKRKAPSK————————, RNLANENT----APVIENL----- 128
A. nidulans --EKFTKT1LPKEFKHSNFASEVROLNKYDEHKVRONNEENGOSPY GON--AWEFKEPEFRANSKESLDNIRRKAFAP RKQA- 128
B. bassiana QGEKETRSILPKHEKHSNMSSETIRQLNKYDFHKVKPSADADGSAPSGNLSQVLEEKEPNERVDSKDDLDNIRRKAPAP RKAQ 129
N. crassa —-EKETKT1LPKEFKHSNEASEVROLNKY DEHKVRHNEES-GEAPY GR-—-DAWEEREPEERADRKDNLDNIRRKAPAP RKPA: 128
T. atroviride -GEKFTRSILPKEFKHSNMSSETIRQLNKYDEFHKVKPSADGESASENGN---VLEFKHPYFRVDSKDDLDNIRRKAEAT RKPQ 127
M. circinelloides ---EFSRTILPKEFKHCNFASEVRQLNKYDEHKVRN-GDDGQ-KIYGDO--AWEEVEPKEMRDRRDLLEDI KRKAPGN——————- KOKKE----- D--SPNNVSQDAVKQ 132
C. cucurbitarum ---EFSKT1LPKEFKHCNFASEVROLNKY DEHK IRNNAEENQ-KLYGDO- - IWEFEHLYFQKDRKDLLEEIRRKTPG: ---RKKQPNSTPA--SP--PPAPSAPP 152
P.blakesleeanus DESRTILPKEEKHCNEASEVROLNKY DEHKVRN-PEDGH-RMYADQ--VIW--VHPKERRDRKDLLEEIRRKSEG -KPKK------D--KP-VLTGDADVQ 138
C. neoformans ---DETTKILPQTERHSNESSEVROLNKYGESKIKH-VDAGT-GSIKEN-- IWEEQHPNFQAGGKSDLESIKRKPVAE— -——-KKTNNQEGDENSP--—-—----- RY 338
U. hordei ---DETKHVLERNFRHSNEASEVROLNKY DEHKVKN--PEDGSATVGEH--VWEEQHPHEVRGREDLLENVKRK I PAK—————————! K—————————— KPNVKGG-———- 390
W. mellicola ---DFTKLILPREFKHSNFASFVROLNKY DEHKVKR-—EEGEEKPWGDQ- - TWEEFKHPEFKANCRELLENTKRKAPTG-———————— KG-—————==- KPTVQQQ----- 193
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C. albicans NPK-FHVLLVEDDNVCIQLCRKELVKYGCSVTVVTDGLNAISTVEH----TKYDLVLMDIVM-PNLDGATATSVIRSEDTKTPI IAMTGNIEDNDLVTYLONGMSDILAK 524
S. cerevisiae LRKGFHVLLVEDDAVSIQLCSKELRKYGCTVOVVSDGLSAISTLEK----YRYDLVLMDIVM-PNLDGATATS IVRSFDNETPI IAMTGNIMNQDLITYLOHGMNDILAK 477
S. pombe WKRQPRILLVEDDELSRRMTIKELTSEDCOVDVAVDGIGAVNKANAGG----FDLILMDFIL-PNLDGLSVICLIRQYDHNTPILAITSNI SMNDAVIYENHGVTDLLVK 468
A. nidulans WMRSPRILLVEDDATCROIGGKELYSESCEIDTALDGLEAVNKVQD-GS-—KYDLILMDI IM-PNLDGVSACHLIRQFD-RTPIIAMTSNIRSDDIQLYEQHGMDDVLPK 459
B. bassiana IKK-PHVFLVEDDPTCAKIGIKFLKSMGCEVEHAPDGAEAFNRMNAVG-RDHFDLIFMDI IM-PKLDGVSASMY IRQQOSPSTPIIAMTSNIRPDEVNGYFEHGMNGVLAK 4 63
N. crassa HKR-PRILLVEDDKTCARIGAKFLHVLECSVDIAKDGLEAVEKINNPENNEGFDLIFMDI IM-PNLDGVSATAMI RMVTARVPT 1AMTSNIRQEDIQTYEQYGMNDVIAK 4 65
T. atroviride PKK-PIVFLVEDDGTCAKIGIKELKSMGCDVEHAINGAEAYNRISAVG-RDHFDLIFMDI IM-FPRLDGVSATMYIRQHCETTPIIAMTSNIRPDEVNGYFEHGMNGVLAK 454
M. circinelloides WTVPPRILLVDDDSVYRDLSGKLLQVIGCTIDLAKDGVEALKKMGL—---EKYDLILMDIVM-PKMDGISATRSIROYDALTPI I SMISNFTDNDIMQY IGSGMTDILPK 491
C. cucurbitarum WAITPRVLLVDDDSVYRNVCGRMLTMAGCSMDVAKDGLEALERLST----KKYDLILMDIVM-PKMDGISTTRNIRREDSLTPIVSMTSNYNHNDIMEY IGIGMNDILPK 4 38
P.blakesleeanus WAVSERILLVDDDSVYRDISRKLLNTIGCTIDLAQDGLEALRKMGL----EKYDLILMDIVM-PNLDGISATRNIRQYDALTPIISMISNFSDSDIMOY IGSGMTDILPK 541
C. neoformans WAQTFRILVVEDDIVYRTLSKKELQKEGCETETVENAQGAVDKMNG----TKYDLVLMDI FFGPNMDGRKATSLIRQENNYTPIISMTSNAQPODVDSYYQSGMNDILAK 803
U. hordei WTVPPRVLLVDDDEVCRRLS SKELOVEGCS IDYAVDGMSAVNKMNO-——-EKY DLVIMDIVM-ENLDGASATSLIROFDPKTPI I SMTSNSGPSELISYMSSGMTDILPK 802
W. mellicola WTVPPRVLLVEDDAVCRKLS SKELOIEGCTIDVADDGVSAVNKMNF---—TKYDLVLMDI VM- PNLDGVAATNLIRQEDEMT P11 SMTSNSNPNDILNYEFSHGMNDILPK 512
[ o] FT= o T P
Mayoria PFTKEGLLNILEKHLAH---LKAPQQ: G—————] P- N ANAMN--Q ; ;
T T T T T T T
1o|10 10|20 1(330 1(240 1o|50 10|60 10|70 10|80 10|9o 11|oo
C. albicans PETKDDLYAILSKHLLD--PKENKQD 548
S. cerevisiae PETRDDLHSILIRYLKDRIPLCEQQLPPRN SSP---Q T HSN TNTAN 520
S. pombe PETKLTLLOLLKKQLLN--LLOADNSIN M DVP 499
A. nidulans PETRKSLLEMLEKHLVH-—LKTVPQG—————-] MEGHQATTE VTIAGQSSAAQSVTI 507
B. bassiana PETKEGMLKSVKTHLAH--LLKNPPP----ADGAG: AFIMPAMGFMD 503
N. crassa PETKDSMIRVLRKHLAY--MLKDPLOGGLNADDTGQTVGAPGPPGONQOA-——-Y————————————— SNNQQAQANMMAAAAAMAN 533
T. atroviride PETKEGMLKSVKTHLOH--LLKNPPSQ--SDNGHG! AFMMNVPYLNT 497
M. circinelloides PESKRTLYQMLEKYCAH---LKAIQRVQ-———-— G---LDPSSSSSIPQALGVN-————————— LLPMTSN-——-TTNTIKEEPSSS S5PS 557
C. cucurbitarum PESKNTLYDILDKHCAH--—-LKAQP SDP MTNRLLDETN YHHT 477
P.blakesleeanus PESKSTLYNILEKYCAH---LRAIQRVQ-———-— GS--VDPSIVHRSLGNLGLLPPSGATIETAELPIYSNKADTTFSMTSFPLSSS————————---— SSSSSLTPFPA 628
C. neoformans PETKNHLFTILDKHLVH---LRHAQLYERLIPLGVG--VPPLSDQHVQEALAVSAATLON--TNGQLQLENGQ-TAEAQNEQODSNGELELGIRNPLAGSGWSDEAYQLV 905
U. hordei PETKEGLINMLEKHLLE---LKTVOQQ---—-HRGSG--LGDG: EKGLHOALNMSIKQI 852
W. mellicola PETKEGLFGMVEKHLLE-—-LKTMOQLCEV-PRALG--LPPLKDQST EALQSTAQAVIPNQSSGS-———--——---—— SSSSDSKNTV 582
L0 ET =Y o =
Mayoria 5--P TSSTOS ATPLAGAGTSVTSYVQ-MSQPGAASDSGQ-M-NGON—————————————————
T T T T T T T T T T T
11I10 1l|20 11I3o 1l|40 11|50 1l|60 ll|70 ll|80 11I90 12|00 12I10
C. albicans NE TVKKOK: 1S 559
S. cerevisiae NEN TINEQ! 1 AMLPQDNPSTTT-PVTEGAS I SSAQHVOOGOQEQQHO-———— IFHAQQQ 574
S. pombe STKEAK DDKAPVTFYLENDAPMY POOMLODPIQADLOHPH 539
A. nidulans KE DTS PSQSPAAAMTAWQS PNO--FOPMAAVPANLQOVOGQYVPAN-————————— PAT 555
B. bassiana GATPVK: LEPQT--AGSGNNWPPNNG-MSQGE--VDHGY -MVNGAAG-—————-—————-——— 543
N. crassa MGSSAQVK: FEQTPIPSPATTSSWHSPGOMNQTS PNMDGGGYMNAGGNGPGGMVLTPGGTQRPPP 599
T. atroviride GNPIK FESPTPPAGAGGSNWS SGH-MSQNG--VDSGFGMMDGSNQ-——————————————— 540
M. circinelloides 0QQQTSA-----—— YSSMPSNSNGNA PSSTO AFPLAPYPYPVIMN----SVPTDISNGDFN--NVINNDIPN-~--~ VTFWPQQ 624
C. cucurbitarum T PI TNNTPP AAAAAATHTPTT, PTTHSWTMD N 510
P.blakesleeanus AMMATSLPAHFINPYSSS-SSSSSPS————————————— TSSTLSSSSSNVGIISAVATSIAGSSVSTTSASS-TSAPAAVSGSRAGGSNVTT-——————— -DMFWSVA 713
C. neoformans LAQFLOTGVMPDITTISAVSSSPNENGIDGT IGTSIVFGESSGFSRKRS IEATNDDNWDGOAQTPASVOAQAQ-AQAQAQAQAQADAQAQADAQVOAQ-—--~TONTIIQ 1009
U. hordei PTPAPSGGAGHPSGSTPSKGAMSSGA-AGGDGSLNPLAGMGFTDEEYVA-MLONLIAAGTGNDD—————————=—=--— DLFGMGP 921
W. mellicola WQQDQQAQ———---————--— STAPTSVPNGQELNYNPATLAAQAMTS----DDGETVNPLASMGMS DENYVN-MLOGILASG 647
Consenso ...... .
Mayoria —=YQMD---———- R-5-VA-IPNGGKRQAIVPMSGMSE—
T T T T T T T
12|20 12|3o 12|4o 12|50 12|60 12|70 12;80 12|90
C. albicans 559
S. cerevisiae QQHHNATAN----ARSDVA-IPNLEHEINTVEPHSSMGSTPQLPOSTLQ----ENQLS 622
S. pombe 539
A. nidulans TAYAMDONGMQYPAPPTVAMG-AAGPGOVRPQPRRHISELGNGNDNPN-———--——— LAKRORMYAP--QSQPMVGSMPATRTH 627
B. bassiana —-YQMA---———-—————————— GGSROPFSGMDGPSGRMAPDHESP—————-———— PEKRQRLN----NSQGNFVS 587
N. crassa —-PEKRORLYGPGANHQRPFVQ 661
T. atroviride ——yNmT- —-QG-RNAYSTMDASSGRLS-DHDSP— 581
M. circinelloides QDPPPAI-IPNDGKFTWAVETS TMNEQTQQVEDPVA----VVLNESNKRSRMESSSQSQQDH 685
C. cucurbitarum —----——————————————— RKLWSKRQDIYPPYP 525
P.blakesleeanus QPYONISSTSTGARTLVVA-PENDGKIVWIMPPQIIDES ~YKDTESCKRRKMEES 766
C. neoformans GDQQ-------- QGMSLOM-PTNVEMG-MDVNMGNMPE SGMMNQDMSN - - - -DSDGRETKRARGMPG 1062
U. hordei LCSASDDAT-PGGRCSFGA-TPTPGLKRTASGNDGQQQYYDOGOOHGNGNGMRNQLDGNKRRRYNELS 987
W. mellicola —--AMDNNSNYQGRASPVA-IATAAAKRAIDDDS IDSQYK-—--—--==~ K———————-] KTRFEELID 693

Figura 89. Alineamiento de los reguladores de respuesta ortélogos a Skn7. Los
dominios encontrados en T. atroviride se representa con los rectangulos de colores. En
amarillo se resaltan los aminoacidos conservados en las proteinas ortlogas a Skn7 y con
un asterisco se sefiala el residuo conservado de aspartato que es fosforilado en S.
cerevisiae (D427) (Brown et al., 1994).
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COMSBIISO |ttt ettt e e e e e e e e
Mayoria

T. atroviride

A. nidulans

B. bassiana

N. crassa

C. albicans ——————————__ MNFLYNNSDYSSTSHTMKSPSAYN—-—————— QFPKLOASNSTAGNNNTATTATARAAAASASASASVTPQLISPTTLTTPONKYKRGGLDNTLPKIET

S. cerevisiae

S. pombe

C. neoformans
A. bisporus

W. mellicola MSARSTRSGSPVSTSSSAGGEYTSTNLNGISNLARADADLTPKSVIDLNEDRYSDENKHASTLVKPFTHDRS TSYVDGVPPEVYLLONQTGELN-~L.DSSQYNQLLORAF

C. cucurbitarum
P. blakesl us

=

08

OO PP OO0 00 WO o oo

CON S BNIS0 | i ittt
Mayoria

T. atroviride 0
A. nidulans MSERRWSTRIKEKGFRLLRRSSTSS——====—======—— RHSKNLPLV 34
B. bassiana 0
N. crassa MVDLKSKLRARLSRRNSGISLLTSSKSYSGTGNHGS THSPNDDARSDKNLDLE 53
C. albicans TRKNRPDDGNSITPSNSTNSGTTKLTLPPRRVWVKKP——-QTN-~=-N---=-~ PTTVLCYVNDI IDDLKVAVVNK: YP-- 156
S. cerevisiae 0
S. pombe MRIWFKKVPDGITS————-——=—==—— SVILSEDHLVDDLKDAIARK: FP-- 36
C. neoformans 0
A. bisporus ---MSMPT,PAQLSHLOHPHRPQSRTVRTRRGPSSSSSPINSLSVELADSYQMVIQTMLQTSPPQVIESAREQY SAYSL.SVPTPSMSAMFTAMKTL.NYMSANLPRLYNDSE 107
W. mellicola TAPMSSRLGHLAQPGLSN-~--FIHTSDDASDSHPKALQNQTSQELANLVQLTVQT I IQLSPPHLLDFAKEQYAACGLTFPTPSVSSFLTVSKVLNYLS--V----FPSS 208

C. cucurbitarum 0
P. blakesl us 0
[ T4 T LT AP
Mayoria A
T T T T T T T T T T T
2|30 2|40 2|50 2|60 2|70 2|80 2|90 sloo 3|10 3|20 3|30
T. atroviride 0
A. nidulans TASTSNSTHDLHP----- PRSRHSQYSQPVDGAYQGQ--——--~ KAAEAPAGPDSEPNS-——-—-—- ASSATTTPPISTPNALANPPPLSSASRPS—————==—=-——-= 110
B. bassiana MVGMGPNALKPPEFSALSPP——————————————— 19
N. crassa SvRPTSSVSADAITDAGGRGGREQKRVGGGEEAAGGAGTGAGA-GAANAAPGEHKEKASG-—-—— FLALLIGASHSARTGSRQATFPKHAAQSIR-—————————————— 142
C. albicans N TIGRYEDAADLLVKIDLNNIR 178
S. cerevisiae 0
S. pombe TRISQYYDAPELSIRVVAPPN 57
C. neoformans MLSGEAAEKRIDFVLFHGDVAMRHVSVYGDSDGI ———~~, SYTLSHVIRQILAVANYDDTIELGLQVIPQS—————————————— 65
A. bisporus s1GYSDGEGKVONVFDIGELLQCVGDALSGVVAQVGYDLYLFHGDVNMKHVSVKGDECGT ~—— - LYALLHIMRQILDTALVGDFFELGLVVTPDG-—————=——=———— 198
W. mellicola sKSSRIMSPKFNKSWDIGEMLQOGTADSLAGLAAERS INTVIAHAGANLQHVSVKGDRAS INEGSLSFGLLHILRRTLDTALPGSSLET SLHI TPEPDDETETKTSRLTCT 318
C. cucurbitarum 0
P. blakesl us 0
Consenso
Mayoria
T T T T T T T T T T T
3|40 3|50 3|60 3|70 3|80 3|90 4|OO 4|lO 4|20 4|30 4|40
T. atroviride 0
A. nidulans GQYFFVPDYR--QPTSPALPEEQSVDQTSPAKPVAREQPOSQLOESQATPRRS— 187
B. bassiana - —YNSTSTDT--QILENQRLELQDRLKRLSHQDPLY FDPALLPSPSARDNNSS— 85
N. crassa 239
C. albicans 244
S. cerevisiae 0
S. pombe ————————_ ASSELQSRELSPNES—-—-—— IL-—===——————=] FVMETYYPHG----QDFNDALLVASP---DTSVALR 103
C. neoformans --P-——SLASAVGLPLTSADVSGGGG- —VKSASTSRS-GSPNNSLSRSNSVHDGPLLCVFEIVHNIYQPPPSSASATPKAELNPFTHLAEETEALKPR 155
A. bisporus --G---RPGTPS---LREEATEG---— 259
W. mellicola FEIQHYHPKASAFSLOQONT PSPFLANLVTRHILSDLVVDLKSRPVFACTPDEPHRRC-~YDFVLSLLEGDP---LPECLLTPEEEASRQPFGONFALAREPTIRELETL 423
C. cucurbitarum PVSG IFNPPP AD-NYEFT 16
P. blakesl us 0
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Consenso
Mayoria

T. atroviride 0
A. nidulans RAKSGA! RKSVPFELLDF-PLQPPGN----TE 214
B. bassiana PGT ANPPTLHSIFENFSTEPFRKLRP-PERYPGEQGDPYT 125
N. crassa SKSAQQHGVNAAPARAGGAATNATSAKSASGQPPASSVTNRAAPGAGSDWTPASDLRRVSIS—————————— SARVSSLASIHEDDDLAHTAAGDE-PLPPPTTSTLATT 338
C. albicans MNNNSN TFIPFQERQSSIGNN N NNNSNVNNNNK---AQAVKHPQPMOPN 2 90
S. cerevisiae MLNSALLWKVWLRIDNSTDEVNQPI 25
S. pombe YRSSQ 15SS TFESTPPVESEYP———————————=—— PN 127
C. neoformans LDTAFCKNLLHRQN--—-—-—-——-- AVLKVDVQPSSP---LGSGMPRRAYALSVLLPRGKPITE-————————~ PAILSKEEQEVRQPFSSHVLAREP-TLNELSEFA-ESL 241
A. bisporus SAPQFSNLLLRRLLRLIDAQFTIADNVODGQIYEVNLILGKTAPSASTASKTLIP: LSGNSILEEPSGSDMEPRVE-QLLAFG----ETL 343
W. mellicola ATKDLHNYEAEFYCHPDNIFAKHICGYLSSWRMQVNVHNIDNGDSANDLSSQSONTKVPLTTERTSENEEMTPSDVSNDNTSFETGLGVNSENHT IGAEDESGKHTDIEN 533
C. cucurbitarum —---- s HOPQS QHOEQLSPSFSTARR-——————————- RSA 40
P. blakesleeanus 0
L0 04T 1o
Mayoria --R: ANII 5-S ASP AP-S S
T T T T T T T T T T T
5|60 5|70 5|80 5|90 6|00 6|10 6|20 6|30 6|40 6|50 6|60
T. atroviride 0
A. nidulans pP-SA--P--VSPVRTDR SSAPPT ASPNRRERPVSGPAEQQ-————————— STPLPS 255
B. bassiana DPRV--HPLHAPIGT ASSSST AAASP PPAPSTST---—-~ R---SRICQS 164
N. crassa IDAA--ATLDATTPTNPNPNPFENSHHRQLADAAAQSATPTTAAPDIVRRVRLIDSAVNSSSSQPPTPAPLAT-SARASPSIVSFNSVAPLSPTGTVPLSP---SAETPS 442
C. albicans NTRVGLHKSYAMNRSSFSTNNNP VPSIIKDRSVSPSNLG------VSRNSPVSHKRSYSNPVSS——————P— 349
S. cerevisiae AVQFDEIDTVDDLKS RFFQKLSSTRWREINDNASIAIGLYAPKFDNQADNTSSNNTNDNSCRSKSNGAGS 95
S. pombe ———————————— IIPTPANETVPR IKQPSIALDSLESP VSAPSRHQ STYSYKGGP 170
C. neoformans RGRK--VFIHANLSSVFA: RHLTSYLAAWGMDISHLPTDG------—— DEADKLKD-VAAKHDSAYTGSMGV---SGGTTS 307
A. bisporus KSRK--IALYANSPSAFT RHITHCLTSWGMEMSHVEFSDD-——-———— RIENTMDEGVATPVQEARFSPAGA---PADTKP 410
W. mellicola KARF--IIIDDDIITFKKTLNSER: LKVIRRYHQSLASQTKVLNPQTNRPSLHSRHTNSSQLDOPSSSQINNGGPY-——-FIHFTS 612
C. cucurbitarum NG NTAAED: YLT AKHLPLMN ALGVAS 65
P. blakesl us 0
{00 =TT o 1o PN
Mayoria -AN-5-VI D: R--——A-R: T———T—-P-—-5———ATMLL—-—-A-—--VKRPGA——
T T T T T T T T T T T
6|70 6|80 6|90 7IOO 7IlO 7|20 7|30 7|40 7|50 7|60 7|70
T. atroviride MAEA---ARKIWVTRPKA-- 15
A. nidulans VAEKSAVN TYQ LPLPPAFPSRLSVFRRQSLLPAS——-————— HQOHLVTSILDTDSFTEPEGINKHLPTMGSGMGLRKIWVKRPGG-- 333
B. bassiana SAAASFSFSD-—————— HSSRPPAATRRS———————————=— SGSGPAIRQVKTPP-——————————— QAHFVLDP---P-PEFGI PSPPTMVN---ARKIWVRRPGA-- 233
N. crassa IAPLPFSTSTPANLNLNPPSTDPTATPGSPTTTALSTSTALTRPSVPPRRQSLLPSRQTTLIRTLLDANQTDELDTGANT-NDHLLPISATMV-——-IRKIWVKRPGG-— 545
C. albicans NSVATQANNPS---AVLLLPRNFSLANNNSNQA-- 379
S. cerevisiae GANLSVNSNTKSSVSPTAGSFGLSKDLAKDRNVLQHPKPTQKRGALYDAFAAVP: TVAATTNVDFPPNEAPMLSPORPYSTSPKQFPATT 184
S. pombe -LNYNLRN ASRT RSHOTLPSSNVNKTGVLLLPRSS----RQQTLA-- 210

C. neoformans SAETPYSIKPTGVTAVQPGHFVIIDDDVAV- -RRELVRIRSELLPIL--
A. bisporus EADSSAVSGPSGSEKEPQMSFVLIDDDVGI- —~RERLHALRVEQNPLN-
W. mellicola LENYKLVIDAILSARVPLDTSSNESFNFDLPNIQVLPKPAGPRRVLTALHTSINKPVV-—

—-FKPRLSKRPTMTSRTRSTPSLRQVP----PRSSSG-- 384
—LNAR--TRPSFLHRPRSSPQITRVRGQAAQTRPPP 489
-DPHFRPLATTPLSPSVYTGTSGSRSSF----YSSFNA-- 703

C. cucurbitarum STSPAVAIAAASVAAATSNHTTPVDD 91
P. blakesl us 0
Consenso
Mayoria -SATLLT--TSEDD--LVDDAT DSIVRKYA--NS-
T T T T T T T T T T T
7|80 7|90 BIOO 8|10 8|20 8|30 8|40 BISO 8|60 8|70 8|80
T. atroviride —~SATLVT--ISPND--LVDDAR DMILRKYA--NSLGKTYD----======
A. nidulans -SATLLP--TSEDA--LVDELR DQVVIKYA--NSLGKTFD--
B. bassiana -SPTLIT--ISEDD--LVDDVR: DIILRKYA--NSLGKTFD--
N. crassa —SATLVT--INEED--LVDDVR DLILRKYA--NSLGRQFD-————-—=-=
C. albicans -50SSGG--TPAKKV-LSED GSK. VN
S. cerevisiae KSPLLRFASVSPYPKFHSDNQIMASAG LTYVSPHNK-——-NK-———————————————————
S. pombe -SRPSLPDLTSADKS-QPSD: EAESITRKN
C. neoformans -SVLIHF--TSLANYNRVRDAT ASFVGAPG--LTNPETYV-—————————
A. bisporus —~VTILHF--ASLSSLKATKDAT QSVASTYM--NS---TVP-——————=——
W. mellicola ~SRSSLG-RTEEDK--TPSDQIGHRSPSISSQQLNDNLSPQFHHKNLANDSQSNVSSISRGSQSVTS PMDTTAINYFSHKAAELGDGNKGMLIQSHDGRAAGVFFDPTQS 809
C. cucurbitarum SMVHKEG--LN 100
P. blakesleeanus --MILPP--SPLP DDI G PEAIKISHRR-——-—————————-—— 23
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Consenso

Mayorl'a ——RELHPAE- -FSPGGQ-V--A-LIDIP-RR---TPTESP-——————————————————— S-L—-VY----EE-IRPKESGLDYFP——-—-—-— PGAGNLPSP—--
T T T T T T T T T T T
890 900 910 920 930 940 950 960 910 980 990
T. atroviride --RVMGPEEHMGTVLEEFFPNGOMVEEAFTIDIP-RN LPPVSGSASAAYY ADDVRPSESGEGYFP- -PVVGTATSP--- 145
A. nidulans -pRILSPEEPLWAVVDSYYPGGQTVGEALLIETPQRR-~~TPKPSP ~FAQSEPGEHG-DYFPLM----PTNINLSTPP-- 458
B. bassiana --RILLOPDEHMCRTLDNFFPGGQTVDDATLIDIP-RR---TPKASPHPVOLGHGQ-~—-QOHHVPHTAAATYY-~~-~TEDGRPLESCEGYFP--—--~— P-VGALPSP-—- 367
N. crassa -ERVLGPEEPMARTLDAYFPGGQTVDEALVIDIPPRR---TPKESPRTGPP——————————— HVPHG-LPTYY----EETHRPSEGGTDYFG——-—-—— PGALAHLAPGIG 678
C. albicans KTEEVV. SKLKPN DNNKSYQAKQQEQQTAEQSE--NGFS---- 439
S. cerevisiae IIFEPDELAINIYKELFGTMGSQPASQPLLIFSNVNLRQDVPPLDILNVVDYVPTNEEISQQKTQPTDHGAVGVFHLDDHI SPGEQGLKQTIGDKADLKGKDGNSSPQE- 354
S. Pombe TAEKLAKAEV ATPTNSR ISHSSLYT KQSGTAGVLPAVNADIDAANRMN---- 297
C. neoformans ———-ALHTAVKQPMVDPFFSPIATSPRSPGGGYFGGLR---TPTERESGFFD-—————————————— S—-—---VA----EEPHEEADSRPDYATVQKARSPLGEFPPSAA-- 516
A. biSporus —--ALHTAATRPAVDPFFLLTSSSPGTPGLPVPGSYP—-~TPSEPSTNTQT ~———=======—=— SPSGTPY----NRSSRPASSRSNVERSTKEHS-FTTSLPSPS-— 621
W. mellicola pvVEELHSDEKNENVETKGSNTTQASSNPSRVKRNRRHSNANPAVSRHG-—=—========-~ SVRRSALYKPNIGLKEMIDRAKSNGLVEDERAEDEDSKNANIVSRAST 905
C. cucurbitarum SPVA. 1 PEEK: ~KTETTPVDNAPDLA- APSP-—- 129
P. blakesleeanus TPSSLG FSLSLPSPP-- 38
[ 1= 4
Mayon'a S-P- SISPIAAGHLP--PSPG————-- LDRSRDG-RPPGAD-H--— PTQSHK- T--
T T T T T T T T T T T
1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
T. atroviride ~RLPTKHPN----ASTPH------ SMAVINSGHLPNIPSPG--ASKRAHRDREN-HTPSPVVHNG GVAPN PASFHPTRHSHSRTH- 216
A. nidulans -VHQPAANNSAGAHSAP----—-- SISILTTGHAPQVPSPG——————~— GRTRTR-RPPLARNITHSP TIR GMSQSKE 519
B. bassiana -HMQLAMPATAVHGGOPH-~ SIAVIGSGHLPTIPSPCG-LRPRGHREQTG-RPRVARTHTS --—-TSAMNGSHGNY SHGTHOLHP-RLAHSRTH- 451
N. crassa GGPVMTAPVNGPPQSHPH-— TMSNLGPGHI PQLPSPGG-TRPRQYRERPD-RPRL.GROHTSS PTILNVV----GAGGHAAT TAVSSANHGMOQSSVSKVQRSRTH- 775
C. albicans ETSASPEAVHNS-—————————————————- KAAPLPLTKS--STTA- TTT 469
S. cerevisiae —-FKLITDEEQLRRASQELKDEEKDAESPWQATILLLPKGYKGGVDFRNKPVAHTDSSFNNEDTITHSELEVNTGSPSQESGSLNEAGIGITQPMSEVQRRK----EDVTPA 459
S. pombe ———————————————— PDIS----SQFPIADNKD: PLNAD TQAHLGFP——————— 324
C. neoformans ---QIVRTNQGLHLSLPTPNEIMTTPAPEYFSGSSKSPSSG--ASGVVMQSPDG-RPFGMFFEPPTKN-—————— E-——————- RRGSTHRTPSDSIRRKQANRRASTSD 605
A. bisporus ---pL,----- GIPDS--—---—- VEYFPDPAGRLGASPSS—--—— GYLVSSPDG-QPAGIFFHPRSKKNGSPPPEKSGVQTTIQRRGS-———— SPQOLVKDAMPFAALH- 703
W. mellicola TALHEVAQESA---ERPDTLNHSQSDPPPAMYADAA-PSITSLPKFTLDESEDI PRPPSSDQH-~GTPT PTOSVKGIPGPDKKK- 983
C. cucurbitarum ANPVVDESKDG-LPK KKVSN 148
P. blakesleeanus VTPFAPPEN L1YSS 51
Consenso . ...........
Mayoria ---ss550T- X
T T T T T T T T T T T
1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210
T. atroviride ---gsssEH- TAVHP--NSTMPRSPGHETIVAA-————======—=—~— ARMGPGTPP-SP—-— PQRLVSPHLP---AARLK-----KSKRG 273
A. nidulans ---svssoT- --AAPSQPTPPVPTP: PGPPAESPK-— ~-TKAHTPPARVSSPRPG---PVKPKK--—-SNRAS 574
B. bassiana ---gssspp---—---- VGMPPGTVSVPMPSPGHEHVYS—~=-==-=--=-—-~ SSGRVGIP-—SPRM-———————————— LETRSAS-NRP---KRRPKN----VDFAG 512
N. crassa —--SIASSEQST---—- TGAVPG-—-PPASAPHAPHVPS ——————————————— APPLPTPPP-AAQEPVPAT PTQHPVTTPPARVASPRPPTAMATRTK-———- KKKAT 853
C. albicans ---sNsTSNNNN TS SKG KPSQSKLKAANDPTP 498
S. cerevisiae spI1TSSOTPHYSN-SLYNAPFAVSSPPDPLEN LETTT 497
S. Pombe ——--SNQIDGIVG TSPVN VLTSPG IGAKAPFASLLEG 357
C. neoformans EPFSSPS-T-—-——————-, ALPPRRSSTISTTGNEEHRSSPIANVTDRPTHSRVNSRRKNNLPAAEQPILAVGRA-——————~- KGRERSETVT-——-——~- KGGDLGSRKGT 690
A biSPOI'US EASKTPSGT--———————, AEAK---STPTSTKAPEG--STAAGSTSQEGTPTPTLGRKS--PPQSPRNED: TP KKAI-GKRP-T 769
W. mellicola ---sNSSOTEVSQKSVSTASASTSTSTVKEGSNASVSTFGGNSLDI PKTDSPDVTQEQKENPFDNLVERS PGERPA-~—~~ INTRQRSKSVL—-———-- KSI-—-KDAAQ 1075
C. cucurbitarum TIK H KKKKK; ¥ T 162
P. blakesleeanus STP PAQTPRPSA E ¥ T 68
*
CONSENSO ittt ittt e et e L...DN.IN...Loueenenenennnnns A..G..Aiiiiiian.. L..MD...P...G......
M ayoria DAVVPPINVLIVEDNPINQKILEAFMKRLKIRYQ----TAKNGQEAVEKWRTGGFHLVLMDIQLPVMSGIEATKE
T T T T T T T T T T T
1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320
T. atroviride QTOOQEYIQNPPP———=——=————=———————— PALNAKVPPISVLIVEDNPINLKLLEAFVKRLKVRWQ----TAMNGRDAVKKWRTGGFHLVLMDIQLPGMNGLEATRE 360
A. nidulans LINGAFG GLIEGTVPPINVLIVEDNVINQRLLEAFMKRLSVRWK----CAANGQEAVTKWRECGFHLVLMDIQLPVMNGLDATKE 655
B. bassiana AVVAAVPPISILIVEDNPINLKLLEAFVKRLKVRWQ----TATNCREAVKKWRTGGFELVLMDIQLPVMNGLEATRE 586
N. crassa pDHTP LPA. VMLSSAVPPINVLIVEDNT INLKLLEAFVKRLKVRWQ-——-TAMNGREAVNKWRKGGFELVLMDIQLPIMSCLEATRE 935
C. albicans TDIVLPSISVLVVEDNAINQATLGAFLRKRKIHYQ-~--TAKNGOEAT DKWKKGGFELVLMDIQLPVKSGIEATKE 570
S. cer EKVFPKINVLIVEDNVINQATLGSFLRKHKI SYK----LAKNGOEAVN IWKEGGLHLIFMDLOLPVLSGIEAAKQ 568
S. pombe VIPPINVLIVEDNTINOKILETEMKKRNI SSE----VAKDGLEALEKWKKKSFHLTLMDIQLPTMSGIEVIQE 426
C. neoformans PAASPRIEEKKELERGEKTKSLAPSTAPTKKNAKVDVVVPPINVLIVEDNPINONTLSMFLRKKKIKNS----SAKDGAEAVEKWRTGGFHL TLMDIQLPVMDGIAATKE 796
A. biSpOI’US HEKQDSIGKGT----GKKGKALTPSD-———————— GNIVPPISVLIVDDNPINQTILSTEMKRKKIRYG----IANNGKEAVEKWKTGGFHLILMDIRMPIMDGIEATRE 862
W. mellicola AARRDVQSKYNESK----~ TNDYPAKSVSSGWMSGSNVTPPVNVLIVEDNPINQTILKKEMTRRNVKY D-- -~ I ALNGEEAVEKWRTGTFHLILMDLALPIMSGVEAARD 1176
C. cucurbitarum pr; DVVSPPINVLIVEDNIINQAILSTWMKKHKIKES---—VASNGKEAVDKWKKGGFHLILMDIQLPVMNGIEATKM 236
P. blakesleeanus AT VIPARVIMIDDNPINLOILARLLKIYMSHAIGHMETADNGIKALKILAHHPFDLVLMDIDMPIMNGIDTTHH 142
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Consenso TR

Mayoria 1RRLER----~- LNGIGVFPSSP: STAATELPDELNEEDRLEP---S-— KFRSPVIIVALTAS-S-LQSDRH
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13|30 13|40 13|50 13|60 13|7O 13|80 l3|90 l4|00 l4|10 l4|20 14I3O
T. atroviride [RRLER---~-~- INGIGVESNAP AEEALPEEPTEEDRLEG-—-LA-———-—-————— KFKSPVIIVALTAS-S-LQSDRH 417
A. nidulans TRRTER----~ LNGIGVEPKKSS GVSTAAAATSPDPVTEEDTLHD--LS———————————- LFKSPVIIVALTAS-S-LQSDRH 718
B. bassiana [RRL.FR-----VNSIGVFSSVPTT PQEELALELNDKDRLEN--RH-— --HFKGPVIIVALTAS-S-LOSDRH 645
N. crassa TRRLER-----MNSTGVESNSNSNG GTNGGESGGDPDVMPEEDKLEN-—IE—— ——LFKSPVIIVALTAS-S-LQSDRH 1000
C. albicans TRHLEK----- LNRIGVFHENEI GKNVIINEEDRLTSN: TFRSPVIIVALTAS-SNSSVDKT 625
S. cerevisiae TRDFEKQ----- NGIGIQKSLN NSHSNLEKG: TSKRFSQAPVIIVALTASNS--QMDKR 619
S. pombe TRRLER-----LNATGVGAP KLTQPIPEKDQLNEN KFQSPVIIVALTAS-S-LMADRN 477
C. neoformans 1RRIER-----HNNIGVEP TPAAELPRGONVADSPPPS--S—==========— PFRSSVIIVALTAS-S-LOSDRV 852
A. bisporus 1RRIEKMSVTSEVVAAVTVRS P SDDLTPSSSSSNSESRSSASTSS-————————==-— PYRSSVIIVALTAS-S-LOSDRV 928
W. mellicola 1RaAMER -~~~ ~-NONTGVEP STPPSELPRQASEPSDDLPHDASIRSFASSIQTNFKFRSPVIIVALTAS-S-ATSDRV 1246
C. cucurbitarum 1RSTEK-----EQKIGVLPMSSSFLROQOAVAAATAASLLNQOESTSLEQEVSAAATE IQRMOEEENVVVEP-—=§=——=-===——-~ IFRSPVIIVALTAS-S-LESDRH 324
P. blakesleeanus 1g-----——--—- HPTHHPTLP SNRGTP TVAVIT 165
CoNSeNsSd .....ovviiiiniiinia B e e ettt e e e e e e e
Mayorfa EALAAGCNDFLTKPVNLVWLEKKITEWGCMQAL I DEDGWR—-WK—————————— R-KKRSA-ED-N ASA-K- K-RSL--R
1 1 T T T T T T T T T
1%40 1%50 1ﬁ60 1€70 1ﬁ80 1ﬁ90 1?00 1?10 1%20 1%30 1%40
T. atroviride EALAAGCNDFLTKPVNEVWLERKVMEWGCMOALIDYQGWREWKQY SA KAEAMEAAN KRAQAFKKQS————— RKNRTQMSES 493
A. nidulans EAT AAGCNDE LTKPVRFEWLEQKVTEWGCMOAL I DEEGWRKWRGFATSESNSNTGSGRS TPETRNGTRKPSHPSPSPSAKKLSH-———— LKKNDLVDDSPDSGDGSDSPA 823
B. bassiana EALAAGCNDELTKPVNEVWLERKVTEWGCMQALIDEDGWRAWK! FALAEEEAN KKAAAAKSKA-———— KKSRSSLAAQT 719
N. crassa EALAAGCNDFLTKPITY INLERKVMEWGCMQALI DFDGWRKWKDEG SNGEDKK DNASAVKDSSGMAS-KKAVTRPKRKPTMOKEVTSPH 108 9
C. albicans NALTAGCNDYLTKPVNLVWLONKI TEWGCMQALI DFDGWKDKNRRLNKA 674
S. cerevisiae KALLSGCNDYLTKPVNLHWLSKKI TEWGCMOAL I DEDSWKQGESRMTDSVLVKS POKPIAP—~—SN—————~ PHSFKQATSMTPTHSPVRKNSNLSPTQIEL 712
S. pombe EALAAGCNDELTKPVSLVWLEKKI TEWGCMQALI DWNGWCRFRGR 522
C. neoformans AALAAGCNDELTKPVSLKWLDKKIVEWGCMQALIDEDGIWR: RWKSS-——-DTK---- —-NPSETKQGFSVGPQOAARSLASRLRIERKGSRSP- 934
A. bisporus NALAAGCNDELTKPVSLLWLNNKI IEWGS IKALQMWADLRPEAV - RKMTRGQA-——-A---— -—-QARATIADRLHVPKRNKSQSLPKRPTMGEPTSTAIA 1016
W. mellicolaAALEAGCNDFLTKPVNFOWLERKI IEWGCMQALI DI DGWKSFRMKRFAESEDKTPKL 1303
C. cucurbitarum TALAAGCNDELTKPVSLEWLEKKI IEWGCMOALIDFEGWR-———————————— RWKKKSNAEDVK-————————-! KTSAMKEALDAKGLTQEQIETEKKRIES-LSRMPN 410
P. blakesleeanus NDSAEW RTYTR: IGMNGCIG-=-K-==========—=—————— 186
L0 T o
Mayoria
T T T T T T T T T T
15|5O 15|60 15|70 15|80 15|90 16IOO 16I10 16I20 16I3O 16I4O
T. atroviride 493
A. nidulans S-LHADGPSPVQDGAL 838
B. bassiana 719
N. crassa HPAQAAPPSEVSHTTQTSQTSSDDK 1114
C. albicans 674
S. cerevisiae 712
S. pombe 522
C. neoformans ——--AAPVSTP-RLNLQSATPDRPETPPDSTSQMPKAPPVAASDPPLSPKSLNKTVNDVFEQADARLENAREEQGVSSQKENTSLTDSTN-~TTITPSKTYPAPPP 1033
A. bisporus S——SCADAFKPSPTVETSATAERL————— SRVSNSQDSEEWAPLPPIMPPGRRRSLKREHARDRSREPPPENGQ----TKTTGSLGCK 1093
W. mellicola 1303
C. cucurbitarum —---KQGVMLPGVSNLMKSRR-----——— 5SSIYDLNHNLKKSQ--DSNKLLKPSRSESDTQVVLR-——————=~— TSSDPQIGSGLDDODKSKKILP 484
P. blakesleeanus PISPSALRETLNCVLELDRPHETP 210

Figura 90. Alineamiento de los reguladores de respuesta ortdlogos a Ssk1. El dominio
encontrado en T. atroviride se representa con el rectangulo de color. En amarillo se resaltan
los aminoéacidos conservados en los dominios REC de las proteinas ortélogas a Ssk1 y con

un asterisco se sefala el residuo conservado de aspartato que es fosforilado en
cerevisiae (D554) (Maeda et al., 1994).
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