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PROLOGO

La presente tesis se encuentra dividida en cuatro capitulos que corresponden
a los objetivos del proyecto. El primer capitulo consiste en los resultados-de un
sistema de transformacién en T. atroviride sin el uso de antibiéticos, publicado en la
revista Brazilian Journal of Microbiology (PMID: 32627116). Este método de
transformacioén nos permitio realizar mas de 12 mutaciones de sitio dirigido en T.
atroviride de forma eficiente y econdmica, ademas fue incluido en el articulo una
metodologia actualizada de los experimentos realizados en el laboratorio. En el
segundo capitulo se presenta el disefio de un casete knock-in para etiquetar
proteinas en T. atroviride. La herramienta nos permitio etiquetar la proteina MAPK
Tmk3 con el fluoréforo mCherry y fue posible-observar la proteina en vivo con los
microscopios confocales en el Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada, Baja California, durante el mes de septiembre de 2019. En
el tercer capitulo se muestran los resultados del analisis de la participacion de las
proteinas-histidina cinasas con dominios PAS/GAF en las respuestas a la luz azul y
estrés celular de T. atroviride. Por ultimo, el cuarto capitulo consiste en el analisis
del rol de la histidina cinasa Nik1 en la regulacién de los genes quitina sintasa y B-
1,3-glucano sintasa en respuesta a un estrés osmatico regulada por la MAPK Tmk3
(por publicar).



RESUMEN

Trichoderma atroviride es un hongo filamentoso que actia como agente de
biocontrol contra hongos patégenos de plantas, sin embargo, es susceptible a
estresores ambientales. Se public6 que la MAPK Tmk3, homologa a Hogl de
levadura y p38 de mamiferos, regula la conidiacion y diversas respuestas al estrés
ambiental, y es la proteina central de una via de sefalizacion donde las histina
cinasas (HKs) forman parte de la transduccion de sefiales. En ‘este estudio,
mediante la obtencion de mutantes carentes de HKs usando la cepa auxotrofa a
uracilo Ura'1l y el gen pyr4 como marcador de seleccion, se evalué la participaciéon
de Hkla, Hk2b, Hk4, HK5, Hk9, Hk10 y Hk11 en respuesta a la luz y estrés celular
gue son reguladas por la MAPK Tmk3. Los resultados mostraron que dependiendo
del estimulo, las HKs actian como represoras o activadoras. Hk9 y Hk11 regulan la
fotoconidiacion y Hk9 y Hk2b regulan el crecimiento micelial posiblemente a través
de la MAPK Tmk3. Hkla, Hk2b, Hk4 y Hk5 funcionan como represoras de la
fotoconidiacion, y Hk5 y Hk10 actian como represoras del crecimiento filamentoso.
Las cinasas Hkla, Hk4, Hk5 y Hk10 también actidan como represoras para la
tolerancia al estrés hiperosmatico. Se observé también que la MAPK Tmk3 regula
la transcripcion de las HKs. Por ultimo, se evaluo la participacion de la HK Nikl en
la regulacion de genes que codifican para quitina sintasa (chs) en respuesta a un
estrés osmotico-y se observd que los genes chsl, chs2 y chs3 son regulados a
través de Nikl, la MAPKK Pbs2 y la MAPK Tmk3. Para obtener mas herramientas
moleculares para el estudio de genes en T. atroviride, se disefié un casete donde
se etiqueto exitosamente a la MAPK Tmk3 con el fluor6foro mCherry y se observé
en vivo que sin estrés, Tmk3 se encuentra presente en el citoplasma y en otros
organulos. Con el colorante DAPI se corroboré que Tmk3 se localiza en el nucleo
en respuesta a la luz. En general, las mutantes y las nuevas herramientas

moleculares generadas aportaron mas informacion sobre la biologia de T. atroviride.

(Palabras clave: Trichoderma atroviride, histidina cinasa, estrés celular,

conidiacion, luz)

10



ABSTRACT

Trichoderma atroviride is a filamentous fungus, which acts as a biocontrol agent
against plant pathogenic fungi. However, it is susceptible to environmental stressors.
The MAPK Tmk3 of T. atroviride, homologous to yeast Hogl and mammalian p38,
regulates conidiation and environmental stressors, and is the central protein of a
signaling pathway where histine kinases (HK) participates in the signal transduction.
In this study, by obtaining mutants lacking HKs using a uracil auxotrophic strain, Ura’
1 and the pyr4 gene as a selectable marker, the participation of Hkla, Hk2b, Hk4,
Hk5, Hk9, Hk10 y Hk11l in response to light and cellular stress was evaluated.
Results showed that depending on the stimulus, the HKs act as repressors or
activators. Hk9 and Hk11 regulate photoconidiation and Hk9 and Hk2b regulate
mycelial growth, possibly through the MAPK Tmk3. Hkla, Hk2b, Hk4 and Hk5
function as photoconidiation repressors, ‘and-Hk5 and Hk10 act as filamentous
growth repressors. The kinases Hkla, Hk4, Hk5, and Hk10 also act as repressors
for hyperosmotic stress tolerance. It was also observed that the MAPK Tmk3
regulates the transcription of HKs. Finally, the participation of Nikl HK in the
regulation of genes that code for chitin synthase (chs) in response to osmotic stress
was evaluated, and it was observed that chsl, chs2 and chs3 genes are regulated
through Nik1l, Pbs2 MAPKK and Tmk3 MAPK. To obtain more molecular tools for
genetic analysis-in. T. atroviride, a cassette was designed where the MAPK Tmk3
was successfully tagged with mCherry, and it was observed in vivo that without
stress, Tmk3 is present in the cytoplasm and in other organelles. With the DAPI dye,
it was confirmed that Tmka3 is located in the nucleus in response to light. In general,
the mutants and the new molecular tools provided more information of the biology of

T. atroviride.

(Key words: Trichoderma atroviride, histidine kinase, cellular stress, light)
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|. INTRODUCCION GENERAL

En una célula eucariota, las vias de transduccién de proteinas cinasas
activadas por mitdbgenos (MAPKSs) se activan en consecuencia a los cambios de las
condiciones del medio ambiente. Las MAPKs son reguladores importantes de la
tolerancia al estrés, el crecimiento celular y la diferenciacion, sin embargo, también
existe una conexion entre la via de proteinas cinasas activadas por estrés y la luz
(Esquivel-Naranjo et al., 2016; Yu et al., 2016; Lamb et al., 2011).

Trichoderma atroviride es un organismo que ha servido como un modelo de
estudio de la reproduccién asexual en hongos filamentosos por mas de 60 afios.
Actualmente, en T. atroviride se estudia la relacion entre la via de la MAPK Tmks3,
homéloga a Hogl de Saccharomyces cerevisiae, y las respuestas a la luz. En
hongos filamentosos, los homdlogos a Hogl son activados por el sistema regulador
de dos componentes, el cual se compone de histidina cinasas, proteinas fosforelevo
y reguladores de respuesta (Bahn, 2008). Por lo tanto, para tener un mejor
conocimiento del mecanismo molecular de la conidiacion inducida por luz regulado
por la MAPK Tmk3, se explora el papel de las histidina cinasas en las respuestas a

la luz y estrés celular reguladas por la MAPK Tmka3.
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II. ANTECEDENTES

2.1 Adaptacion al estrés en hongos

Los nichos ecologicos de los hongos son dindmicos, muestran fluctuaciones
en parametros locales como la temperatura, el equilibrio hidrico, el pH, los niveles
de nutrientes y especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Estas fluctuaciones a
menudo son capaces de perturbar la homeostasis celular, imponiendo asi estrés a
la célula fungica (Brown et al., 2017), y limitarlos en su crecimiento, reproduccion y
supervivencia. En respuesta, los hongos desarrollaron la capacidad de detectar y
responder a diferentes estimulos ambientales para maximizar su estado fisico
(Francisco et al., 2019). Una de las estrategias que emplean los hongos para hacer
frente a diversos estreses es cambiar su morfologia. Por ejemplo, las hifas pueden
ser la morfologia més apropiada para cruzar las barreras fisicas, colonizar el tejido
del huésped y escapar de los ambientes dafiinos generados por las defensas del
huésped, mientras que los hongos- levaduriformes pueden tener una mejor
morfologia para permitir la dispersion entre nichos o entre hospedadores y aumentar
el tamafio de su poblacion (Francisco et al., 2019).

Los hongos requieren respuestas robustas al estrés para sobrevivir en
entornos cambiantes. Las respuestas celulares y moleculares al estrés involucran
tanto fases criticas como adaptativas. Las respuestas criticas minimizan el dafio
causado por los efectos nocivos de un estrés. Las respuestas adaptativas
generalmente promueven la restauracion de la homeostasis celular con el fin de
permitir el crecimiento del hongo en las nuevas condiciones (Nikolaou et al., 2009).
La adaptacion al estrés depende de tres principios fundamentales: la primera es la
habilidad de detectar sefiales ambientales, la segunda es la habilidad de transducir
esas sefiales para regular procesos celulares que intervienen en la adaptacion al
estrés, y la tercera representa las respuestas adaptativas que permiten a la célula

sobrevivir al estrés (Brown et al., 2017).

13



En hongos se ha descubierto que varias cascadas de sefalizacion estan
involucradas en las respuestas al estrés y la adaptacion, incluida la via de
sefializacién de AMP ciclico (AMPc), la via de sefializaciéon de Ca?/calcineurina, la
proteina quinasa C (PKC)/Mpkl (también conocida como Slt2), y las proteinas

cinasas activadas por mitdgenos (MAPKSs) (Bahn, 2008).

Las MAPKs son uno de los mecanismos mas importantes para la
percepcion de la informacion extracelular. Cumplen importantes funciones en su
fisiologia y desarrollo como el control del ciclo celular, el apareamiento, la
morfogénesis, la respuesta a diferentes tipos de estrés, la resistencia a la luz UV y
a los cambios de temperatura, la formacion e integridad de la pared celular, la
degradacion de los organulos, la virulencia, la sefalizacién célula-célula, la
interaccidn hongo-planta y la respuesta a patrones moleculares asociados con el

dafio (Martinez-Soto y Ruiz-Herrera, 2017).
2.1.1 Vias de sefalizacion de las MAPK

Una via de MAPK candnica se compone de tres proteinas cinasas activadas
consecutivamente: MAPKKK (MAPK cinasa cinasa), MAPKK (MAPK cinasa) y
MAPK. Los procesos-de transduccion de sefiales en los que se involucran las
MAPKs comienzan con la deteccion de un estimulo ambiental por receptores o
proteinas ancladas a la membrana celular, como el sistema regulador de dos
componentes (TCS), receptores de tirosina cinasas (RTKs) o estructuras de
multiples proteinas como los eisosomas los cuales estan unidos a los receptores
heterotriméricos 0 monoméricos acoplados a proteinas G (Martinez-Soto y Ruiz-
Herrera, 2017). Tras la activacion, la MAPKKK fosforila dos residuos de serina o
treonina en posiciones conservadas de la MAPKK. La MAPKK activada procede a
fosforilar los residuos de treonina y tirosina de un motivo Thr-X-Tyr conservado en
la MAPK (Cheny Thorner, 2007).

La levadura S. cerevisiae posee cinco vias de sefializacion MAPKSs, los

cuales son conocidos por regular el apareamiento (MAPKs Fus3 y Kssl), el
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crecimiento invasivo (MAPK Kssl), la integridad de la pared celular (MAPK Slt2), la
hiperosmorregulacion (MAPK Hogl) y la formacion de ascosporas (MAPK Smk1)
(Hamel et al., 2012).

La via de sefializacién de MAPK mejor estudiada es la que corresponde a la
MAPK Hogl de levadura que fue descubierta en 1993 por Brewster et al. A pesar
de que Hogl fue inicialmente estudiada en la levadura como un regulador al estrés
osmotico, se ha encontrado que la MAPK Hogl y sus homodlogos en otros
organismos regulan una amplia variedad de respuestas a diferentes estrés
(Brewster y Gustin, 2014). La activacion de la via Hogl de S. cerevisiae en
respuesta al estrés osmoético comprenden dos vias funcionalmente redundantes
pero diferentes entre si: la via de la MAPKKK Stell 'y la via del sistema de dos
componentes. Una sefial recibida por cualquiera de las dos vias converge en una
MAPKK en comun, Pbs2, el cual es el activador especifico de la MAPK Hogl. En
una célula sin estrés, Hogl se encuentra localizado en el citoplasma, sin embargo,
al activarse, se transloca al nucleo donde modula la actividad del factor de
transcripcion por fosforilacion, selocaliza con el complejo de ARN polimerasa Il en
varios promotores y mejora la exportacion nuclear de transcripciones de genes de

respuesta al estrés (Ferrigno, 1998; Saito y Posas, 2012).

2.1.1.1 Via del sistema regulador de dos componentes

La via'de MAPK Hogl se comprende de dos médulos, una compuesta por
los tres niveles de MAPKSs vy la otra por el TCS, integrado por histidina cinasas
sensoras hibridas, proteinas de fosfotransferencia que contienen histidina (HPt) y
reguladores de respuesta, los cuales detectan y transmiten sefales ambientales
para activar la via MAPK Hogl (Bahn, 2008). El sistema de sefalizacion de histidina
cinasas (HK) de dos componentes es un mecanismo importante por el cual algunos
organismos detectan y se adaptan a su entorno. Las HKs estan implicadas en la

regulacion de diversos procesos, incluida la diferenciacion, la quimiotaxis, la
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produccion de metabolitos secundarios y la virulencia en patégenos de plantas y
animales (Catlett et al., 2003).

La primera HK caracterizada fue SInl de S. cerevisiae (Maeda et al., 1994).
La levadura S. cerevisiae posee solo una HK en su genoma, no obstante, otros
hongos patégenos como Cochliobolus heterostrophus poseen en su genoma 21

genes que codifican para HKs (Catlett et al., 2003).

Usualmente las HKs de hongos tienen dominios HiskKA y receptor (REC) que
son sitios para la fosfotransferencia intraproteica entre residuos de histidina y
aspartato conservados, respectivamente, y un dominio HATPasa_c requerido para
la union de ATP, lo que sugiere que las HKs pueden ser parte de multiples eventos
de fosfoaceptor y fosfodonador (Li et al., 2010).. Ademas, se encuentran una
variedad de otros dominios sensores, los cuales dependiendo de su dominio sensor,
fueron clasificados en once grupos de HKs (Fig. 1) (Catlett et al., 2003).

I -
! e B ¢ Dominio transmembranal
I NIK1 ——--0-e—I— m GAF
IV TCSI1 — - +EE— PAS/PAC
A% HHK?2 —_ W HAMP
VI . SLNI/HHKS v i i Fitocromo

#  Fosfoaceptor
VII  HHK17 —s— W R
VIII PHY — —— a6 -
IX HHK6 - — - —En— @ Ser/Thr cinasa
X HHK1 - -5
X1 — IRk

Figura 1. Clasificacién de HK en hongos ascomicetos. Imagen a escala de la estructura del
dominio para una proteina representativa de cada grupo de HK. Modificado de Catlett et al. (2003).
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Los de la clase | y Il son parecidos entre si, ambas poseen un dominio GAF.
Tanto los dominios GAF como PAS son dominios versatiles de unién a ligando. Los
dominios GAF se unen a GMP ciclicos y cromoforos. Las HKs de la clase 11l poseen
repetidos del dominio HAMP. Los dominios HAMP se encuentran en proteinas
relacionadas con la sefalizacion, incluidas las HKs, las adenilil ciclasas; las
proteinas de quimiotaxis que aceptan metilo y las fosfatasas. Las HKs de la clase
IV, V y IX poseen dominios PAS, solo difieren en tamafo. Las Unicas HKs que
poseen dominios transmembranales pertenecen a la clase VI. Las HKs que no
poseen dominio sensor fueron agrupados en la clase VII. Las HKs de la clase VIl
son los que poseen dominio fitocromo, ademas de un dominio GAF y PAS. Los de
la clase X son HKs de tamafio grande que poseen un-dominio GAF y un dominio de
serina/treonina cinasa. Por ultimo, las HKs de la clase Xl poseen un dominio GAF y
uno PAS (Catlett et al., 2003).

2.2 Trichoderma atroviride

Trichoderma atroviride es un hongo filamentoso comun del suelo,
ampliamente utilizado como un agente de control biolégico, debido a su capacidad
para parasitar hongos fitopatdgenos de importancia agricola. Se ha demostrado que
su reproduccién asexual (conidiacion) esta estrechamente regulada por la luz y la
disponibilidad de nutrientes. Un pulso de luz azul/UV-A induce la produccion de
conidias, formando un anillo en el perimetro de la colonia donde se recibi6 el

estimulo (Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, 2007).

2.2.1 Confrontacion al estrés celular a través de la MAPK Tmk3 en T. atroviride

Los miembros del género Trichoderma tienen una distribucion cosmopolita,
se pueden encontrar en diversos habitats ecoldgicos como el suelo, la madera en
descomposicion y la rizésfera (Wang y Zhuang, 2020). Ademas son usados en la
agricultura para el biocontrol de enfermedades de las plantas (Steyaert et al., 2010).
Por lo anterior, T. atroviride se ve expuesto a diferentes estreses abibticos, como la

limitacion de agua, salinidad y temperaturas extremas (Poveda, 2020). Para los
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microorganismos, un medio ambiente desfavorable representa un estrés (Bahn,
2008). Sin embargo, T. atroviride posee la via de sefalizacion MAPK Tmk3 para

regular las respuestas a insultos ambientales (Esquivel-Naranjo et al., 2016).

Las respuestas al estrés hiperosmotico y oxidativo, toxicidad por metales
pesados, dafio al ADN, mantenimiento de la integridad de la pared celular y
reproduccion asexual son regulados por Tmk3 en T. atroviride (Esquivel-Naranjo et
al., 2016). También se relaciono a la MAPK Tmk3 como un regulador de genes de
respuesta a luz en conjunto con los fotorreceptores de luz azul Blrl/BIr2 (Esquivel-
Naranjo et al., 2016).

2.2.2 Percepcion de laluz azul y la transduccién de sefiales en T. atroviride

En T. atroviride, la luz regula la produccion de conidias (fotoconidiacion),
crecimiento y metabolismo (Casas-Flores et-al., 2004). Estas respuestas son
reguladas por un fotorreceptor de luz azul/UV-A formado por las proteinas BIr1/BIr2,
homologos a las proteinas White-Collar de Neurospora crassa, las cuales actian
como un factor de transcripcion regulable por la luz azul. La luz azul promueve tanto
la induccion como la represion-de genes regulados por al menos dos sistemas de
percepcion de luz: uno actuando a través del fotorreceptor BIrl/BlIr2 y otro por un
sistema de percepcion aun no identificado (Rosales-Saavedra et al., 2006). El
fotorreceptor Blrl tiene un dominio de unién a ADN y tres dominios PAS. EIl primer
dominio PAS es considerado un dominio sensorial LOV, que contiene todos los
aminoacidos necesarios para interactuar con el croméforo FAD, incluyendo la
cisteina que forma un fotoaducto con la flavina. Ambas proteinas, Blrl y Blr2, son
esenciales para la fotoconidiacién y la expresion de genes regulados por la luz azul
(Rosales-Saavedra et al., 2006).

Se identifico en Trichoderma reesei un segundo fotorreceptor de luz azul,
Envoy, el ortdlogo a Vvd de N. crassa. Envoy es una proteina que contiene un solo
dominio PAS/LOV, codificado también en el genoma de T. atroviride. En la

oscuridad, el gen correspondiente (envl) es transcrito en niveles poco detectables,
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pero en luz, los niveles de transcrito incrementan hasta 500 veces, y de forma

dependiente del complejo fotorreceptor Blrl/Blr2 (Castellanos et al., 2010).

Se ha relacionado a la via de sefializacion del AMP ciclico en fotoconidiacion
(Berrocal-Tito et al., 2000; Casas-Flores, 2004), y a la via de sefializacion de MAPKs
en las respuestas a la luz. Se ha observado que una mutante carente en la MAPK
Tmk3 en T. atroviride muestra una reducciéon del 80 % en la produccion de conidia
estimulada por la luz blanca constante (Esquivel-Naranjo et al., '2016). Datos
preliminares muestran que la via de dos componentes activa a Tmk3 por luz, a
través del regulador de respuesta Sskl y la MAPKKK Ssk2 (Gomez-May, 2018), sin
embargo, aun se desconoce el receptor o los receptores de luz azul que activan a
Tmka3.

2.3 Una conexion entre las vias de MAPKs ylaluz

Conocer la relacién entre la luz-y la via de MAPK responsiva a estrés, es de
vital importancia para entender como los defectos en los ritmos circadianos, y los
defectos en las vias de MAPKS, causan enfermedades similares en humanos,
incluyendo disfunciones en ‘el sistema inmune, enfermedades en el corazoén,
desérdenes degenerativos y cancer (Lamb et al., 2011). En T. atroviride, la MAPK
Tmk3, homdloga a la MAPK Hogl de S. cerevisiae, se activa a los cinco minutos de
recibir el estimulo de luz azul, y regula la induccion y represion de genes
dependientes de luz azul, en colaboracion con el fotorreceptor Blrl (Esquivel-
Naranjo_et al., 2016). En N. crassa, el reloj circadiano controla los ritmos de la
activacion de la MAPK Os-2, homologa a la MAPK Hogl de S. cerevisiae, para
preparar a la célula del estrés durante el dia (Lamb et al., 2011). En A. nidulans, la
MAPK SakA, homoéloga a Hogl, se activa no solo ante una respuesta al estrés
osmotico, sino también al estimulo de luz; en ausencia de la HK FphA, la MAPK

SakA aun responde al estrés osmotico, pero no a la luz (Yu et al., 2016).
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ll. JUSTIFICACION

Trichoderma atroviride es un hongo filamentoso, de importancia potencial
para la biotecnologia, y usado como un organismo modelo para entender las
respuestas al estrés ambiental y la fotoconidiacion. Su comercializacion se basa en
la produccion de conidia, por lo tanto, entender los mecanismos moleculares
implicados en la conidiacién de T. atroviride podria proporcionar beneficios para su
uso como agente de biocontrol. Previamente se determiné que la  MAPK Tmk3
regula una amplia gama de respuestas al estrés ambiental y la conidiacion
estimulada por la luz azul, de modo que la via de dos componentes podria participar
en la transduccion de las sefiales extracelulares a través de Tmk3. Se plantea esta
investigacién para comprender la participacion de las histidina cinasas que forman
parte de la via de dos componentes, como paosibles receptores y activadores de la

via de sefalizacion MAPK Tmk3 en T. atroviride.
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V. HIPOTESIS

Las histidina cinasas forman parte del sistema de dos componentes que
regula la via de sefalizacion de la MAPK Tmk3 en T. atroviride, implicada en.la

activacion de los genes de respuesta a la luz azul, conidiacién y resistencia al estrés.

V. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de las histidina cinasas en las respuestas a estimulos

ambientales mediadas por la MAPK Tmk3 en Trichoderma atroviride.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Validar el uso de la cepa Ura 1l como herramienta genética para el

reemplazo de genes de respuesta a luz azul en T. atroviride
2. Determinar la localizaciéon celular de Tmk3 ante un estimulo de luz azul

3. Determinar la participacion de las histidina cinasas con dominios PAS/GAF
en las respuestas al estrés celular y la activacion por luz azul de los genes

dependientes de Tmk3 en T. atroviride

4. Analizar la participacion de la histidina cinasa Nik1 en la regulacion de

genes de pared celular en respuesta a un estrés osmotico
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VI. CAPITULO 1:

Validacion de la cepa Ura'l como herramienta
genética para el reemplazo de genes de

respuesta a luz azulen T. atroviride

Gabriela Calcaneo-Hernandez, Erick Rojas-Espinosa, Fidel Landeros-Jaime, José
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6.1 RESUMEN

El desarrollo de un sistema de transformacion eficiente es esencial para enriquecer
el conocimiento de la biologia de Trichoderma atroviride. Para implementar-un
nuevo método de obtencidn de cepas mutantes de T. atroviride, la cepa auxotrofa a
uracilo Ura'l, el cual posee una version trunca de 351 aminoacidos del gen pyr4,
fue utilizada como un fondo genético para eliminar la MAPK Tmk3, MAPKK Pbs2 y
los receptores de luz azul BIrl/Blr2. Los genes tmk3, pbs2, birl 'y blr2 fueron
reemplazados por una version corta del gen pyr4 como marcador homologo. Las
mutantes Atmk3 y Apbs2 seleccionadas con el marcador pyr4 fueron comparadas
por fenotipo con las mutantes Atmk3 y Apbs2 seleccionadas por su resistencia a
higromicina B. Todas las mutantes fueron caracteristicamente idénticas, muy
sensibles a los diferentes factores estresantes y afectadas en la fotoconidiacion. Las
mutantes Ablrl y Ablr2 seleccionadas con pyr4 no respondieron al estimulo de la
luz, pero fueron capaces de conidiar en respuesta a un dafio mecénico. La
complementacion de la biosintesis de uracilo no interfirié en la expresion de los
genes blul, grg2, phrly envl regulados por la luz azul. En general, el metabolismo
del uracilo puede usarse como una herramienta para la manipulacion genética en

T. atroviride.

(Palabras clave: auxotrofia, marcador de seleccién, esporulacion, estrés celular,

respuesta ala luz)
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ABSTRACT

The development of an efficient transformation system is essential to enrich the
genetic understanding of Trichoderma atroviride. To implement a new method. to
generate T. atroviride mutant strains, the Ura'1 uracil auxotroph strain, which codes
for a truncated pyr4 gene of 351 amino acids, was used as a genetic background to
knock out the MAPKK Pbs2, MAPK Tmk3, and the blue light receptors BIr1/BIr2. The
tmk3, pbs2, birl, and bIr2 genes were replaced by a short version of pyr4 as a
homologous marker. The Atmk3 and Apbs2 mutants selected with pyr4 were
phenotypically compared with Atmk3 and Apbs2 mutants selected by resistance to
hygromycin B. All mutants were characteristically identical, highly sensitive to
different stressors, and affected in photoconidiation. The Ablrl and Ablr2 mutants
selected with pyr4 were not responsive to light, but they were able to conidiate in
response to wound. The complementation of uracil biosynthesis did not interfere in
the expression of blul, grg2, phrl, and envl genes upregulated by blue light.
Overall, uracil metabolism can be used as a tool for genetic manipulation in T.

atroviride.

(Key words: auxotrophy, selectable marker, sporulation, cellular stress, light

response)

24



6.2 INTRODUCCION

Especies de hongos ascomicetos y basidiomicetos son agentes causantes
de enfermedades en una amplia variedad de cultivos, y aunque el manejo moderno
de cultivos puede controlarlos, existe un alto riesgo de desarrollar resistencia a los
fungicidas (Braun et al., 2018; Heitman et al., 2017). Como alternativa, Trichoderma
spp. se utilizan como biofungicidas y biofertilizantes para mejorar la calidad y la
produccion de los cultivos, reduciendo asi el uso de agroquimicos (Guzman-
Guzman et al., 2019; Lee et al., 2016). Sin embargo, los efectos de los hongos como
control biolégico pueden ser lentos en comparacion con el control quimico. Por esta
razon, tener un mejor conocimiento de la biologia de Trichoderma spp. podria

mejorar su aplicacion biotecnoldgica.

Trichoderma atroviride es un hongo' filamentoso antagonista de hongos
fitopatdgenos. Su capacidad micoparasita se le atribuye por su competencia por los
nutrientes, su produccion de enzimas que degradan la pared celular y la antibiosis
(Guzman-Guzman et al., 2019; Brunner et al., 2005). Ademas, es considerado como
un modelo excelente para comprender la reproduccién asexual, asi como las
respuestas a la luz y al dafio (Esquivel-Naranjo et al., 2016; Medina-Castellanos et
al., 2014; Steyaert et al., 2010). Por lo anterior, es necesario desarrollar nuevas
estrategias efectivas para el estudio de genes en T. atroviride, con el fin de expandir

su aplicacion-industrial y agricola.

Eluso de antibidticos para la seleccion de mutantes, incluidos los fungicidas,
es costoso e interfiere con la funcién regular del gen objetivo (Narasipura et al.,
2006; Pronk, 2002). Una forma de evitar el uso de antibiéticos es generar mutantes
auxotrofas como herramienta genética, en la que el mismo gen afectado se utiliza
como un marcador de seleccion, y su manipulacion es asequible (Pronk, 2002). Se
ha publicado anteriormente sobre cepas auxotrofas de otras especies de
Trichoderma. El gen arg2, que codifica la pequefia subunidad de la carbamoil-

fosfato sintasa |, se aisldé y se utilizé para complementar una cepa auxoétrofa a
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arginina en Trichoderma virens (Baek y Kenerley, 1998). En T. reesei, el gen argB
de Aspergillus nidulans pudo restaurar la sintesis de arginina (Penttila et al., 1987).
Las auxotrofas a adenina de T. reesei que carecen del gen ade2, que codifica para
una fosforribosil aminoimidazol carboxilasa necesaria para la produccion de purinas,
fueron facilmente detectables mediante la seleccidn de colonias rojas (Jgrgensen et
al.,, 2014). En T. reesei y Trichoderma hypoxylon, las auxétrofas a uracilo
seleccionados por su resistencia al acido 5-fluoroorotico (5-FOA). se utilizaron con
éxito como una herramienta genética para la alteracion de un solo gen (Liu et al.,
2018; Schuster et al., 2012; Gruber et al., 1990).

El andlogo de pirimidina 5-FOA es usado comunmente para la seleccion
positiva de mutantes auxétrofas a uracilo, el cual es catalizado por una orotato
fosforribosiltransferasa (OPRTasa) y orotidina-5'-monofosfato descarboxilasa (OMP
descarboxilasa) para obtener 5-fluorouridina monofosfato (5-FUMP) y b5-
fluorouracilo (5-FU) (Atomi et al., 2012). El 5-FU inhibe la actividad de la timidilato
sintasa, conduciendo a la disminucién de timina en las células y repercutiendo en la
sintesis de ADN (Atomi et al., 2012; Matuo et al., 2010; Wyatt y Wilson, 2009). Por
lo tanto, las mutantes deficientes en OPRTasa o OMP descarboxilasa, esenciales
para la sintesis de uracilo, pueden crecer en medios con 5-FOA suplementado con
uridina/uracilo, mientras que 5-FOA produce un efecto téxico en las cepas silvestres,
facilitando asi la-seleccion de cepas auxotrofas (Razanamparany y Bégueret, 1986;
Boeke et al., 1984).

Con el fin de obtener un sistema de transformacién efectivo y econémico en
T. atroviride, se generaron cepas auxoétrofas a uracilo incapaces de crecer en
medios deficientes de uracilo. Los resultados fisioldgicos y moleculares indican que
el gen pyr4 se puede usar como marcador de seleccion en un fondo auxétrofo a
uracilo. En una cepa auxotrofa a uracilo Ura'l, se reemplazaron de manera efectiva
cuatro genes diferentes relacionados con el estrés y las respuestas a la luz, y las
mutantes mostraron fenotipos similares en comparacion con las mutantes

seleccionadas con el marcador hph (higromicina-B-fosfotransferasa).
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6.3 MATERIALES Y METODOS

Cepas y condiciones de cultivo

En este estudio se utilizaron las cepas enlistadas en la tabla 1. Todas las
cepas fueron propagadas en medios papa-dextrosa-agar (PDA), las cepas Ura se
propagaron en medios PDA adicionadas con 5 mM uracilo, e incubadas a 27 °C.
Los medios de cultivo que se utilizaron fueron previamente esterilizados en una
autoclave a 15 psi durante 15 min y la manipulacion de los hongos se realizd bajo

condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar.

Tabla 1. Cepas utilizadas

T. atroviride

Cepa Genotipo Referencia

Silvestre (WT) IMI206040

Ura'l, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10 Urar Este estudio

Atmk3-2, -4, -6, -11, -12, -16, -18, -20 Atmk3:pyrd Este estudio

Apbs2-5, -15, -18 Abs2:pyr4 Este estudio

Ablrl-5, -7, -14, -16, -17, -18, -19, -20 Ablrl:pyrd Este estudio

Ablr2-2, -5, -9, -10, -13, -14, -15, -16,-17, -18 Ablr2:pyrd Este estudio

Atmk3-13 Atmk3:hph Esquivel-Naranjo et al., 2016
Apbs2-7 Apbs2:hph Esquivel-Naranjo et al., 2016

Aislamiento de protoplastos

A partir de micelio de T. atroviride previamente incubado por 18 h a 27 °C en
condiciones de agitacién constante, se filtré el micelio, y los protoplastos se aislaron
en base a la metodologia descrita en Anexo 1.

Transformacion de protoplastos por el método de polietilenglicol (PEG)-CaCl2

La transformacion de protoplastos y la seleccion de mutantes se llevaron a
cabo en base al método descrito en Anexo 1. Los cultivos fueron incubados a 27 °C

durante 4-6 dias.
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El gen pyrd como marcador de seleccion para el reemplazo de genes

Con el objetivo de probar la cepas auxotrofas a uracilo de T. atroviride como
una herramienta genética, se generaron casetes knockouts para reemplazar _los
genes tmk3, pbs2, birl y blr2 por el gen pyr4, y la cepa Ura'l se utilizé como cepa
parental. En un primer PCR, se amplificaron las regiones flanqueantes 5’ y 3’ de
tmk3 usando los pares de oligonucleotidos Ptmk3-F — pPQtmk3-R y pTQtmk3-F —
Ttmk3-R, oligonucledtidos Ppbs2-F — pPQpbs2-R y pTQpbs2-F — Tpbs2-R para
pbs2, oligonucleétidos Pblrl-F — pPQblIrl-R y pTQblrl-F - TbIrl-R para birl, y
oligonucledtidos PbIr2-F — pPQbIr2-R y pTQbIr2-F — Tbir2-R para blr2. Las
secuencias de los oligonucleétidos se encuentran enlistadas en Anexo 2. Los
oligonucledtidos smPyr4-F — smPyr4-R fueron usados para amplificar un fragmento
de 1247 pb del gen pyrd4. En un segundo PCR, las regiones 5’ y 3’ de cada gen
fueron unidos al gen pyr4 por complementariedad. En un tercer PCR, los casetes
fueron amplificados usando los oligonucleétidos anidados N5tmk3-F — N3tmk3-R
para tmk3, N5pbs2-F — N3pbs2-R para pbs2, N5birl-F — N3blrl-R para blirl, y
N5blr2-F — N3bIr2-R para bIr2, 'y la transformacion se realizé siguiendo la
metodologia descrita en Anexo-1. Medios PDA con 1 M sorbitol fueron usados como
medios de seleccion. El reemplazo de los genes se determind por PCR. La
extraccion de ADN se realiz6 segun el método de Raeder y Broda (1985) descrita
en Anexo 1. La enzima polimerasa DreamTaq DNA Polymerase se usé en las
reacciones de PCR y las condiciones fueron las siguientes: el primer paso a 95 °C
por 3 min, después 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 60 °C por 30 s, 72 °C por 1 min por
kb, y una extension final a 72 °C por 5 min.

Ensayos de estrés celular

Gotas de 500 conidia de las cepas WT, Apbs2 y Atmk3 fueron colocadas en
placas de PDA con 0.5 % Triton X-100 méas KCI (0, 50 y 100 mM) para los ensayos
de estrés osmatico; para los ensayos de tolerancia a metales pesados, cadmio (0O,

400, y 800 mM CdCl2); menadiona (0, 200 y 400 mM) para los ensayos de estrés
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oxidativo; o rojo Congo (0, 50 y 100 mM) para evaluar la integridad de la pared
celular. Para el analisis de la respuesta al estrés osmaético en micelio, se generaron
precultivos en medios PDA inoculando 2 pl de una suspensién de conidia (1x108
conidia/ml) de las cepas WT, Apbs2 y Atmk3, e incubadas durante 40 h a 27 °C en
condiciones de oscuridad. Después, discos de micelio de los precultivos. se
inocularon sobre placas de PDA con NaCl (0 y 0.2 M) para observar la tolerancia de
las cepas al estrés osmotico. Las cepas fueron incubadas a 27°C durante 4 dias. El

experimento se realizé por triplicado.
Andlisis de conidiacion inducida por luz y dafio

Los ensayos de respuesta a la luz de la cepa WT y cepas mutantes se

llevaron a cabo siguiendo la metodologia descrita en Anexo 1.
Andlisis de la expresion de genes.

Se determiné la expresiéon de los genes blul, grg2, envl y phrl en la cepa
WT vy las cepas mutantes Apbs2:pyr4, Apbs2:hph, Atmk3:pyr4, Atmk3:hph,
Ablrl:pyrd y Ablr2:pyr4. Las cepas fueron expuestas a luz azul durante 30 min (914.4
umol m2), posteriormente se colecté el micelio y se extrajo el ARN. Como control
se extrajo ARN total de cepas mantenidas en oscuridad. Para la extraccion de ARN
se usoO TRIzol® Reagent (Invitrogen) siguiendo la metodologia descrita en Anexo 1.
El ADN complementario (ADNCc) fue sintetizado con la enzima RevertAid Reverse
Transcriptase (Thermo Scientific) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se
us6 1 pl de ADNc como templado para estimar los niveles de transcrito de los genes
regulados por luz. Para las reacciones de PCR, se usaron los oligonucleétidos
enlistados en Anexo 2, la enzima DreamTaq DNA Polymerase, y las condiciones
para la reaccion de PCR fueron las siguientes: el primer paso a 95 °C por 3 min,
después 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 60 °C por 30 s, 72 °C por 1 min por kb, y una

extensioén final a 72 °C por 5 min.
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Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos y las graficas fueron hechos con el programa
GraphPad Prism (version 5). Las graficas muestran el promedio de tres
experimentos diferentes, y la desviacion estandar es indicada. Los datos fueron
analizados a través de un andlisis de varianza de una via (ANOVA) y una prueba

de Tukey-Kramer.

6.4 RESULTADOS

Andlisis funcional del gen pyr4 de T. atroviride que codifica para una OMP
descarboxilasa

En la base de datos de T. atroviride (mycocosm.jgi.doe.gov; Genome Portal
of the Department of Energy Joint Genome Institute) se identifico el gen pyr4
(Ta_297716) que codifica para una OMP descarboxilasa de 379 aminoacidos (1140
pb), con porcentaje de identidad del 91.6 %, 67.3 %, 56.0 % y 46.0 % en contraste
con las OMP descarboxilasas.de T. reesei (ETS06629.1), N. crassa (CAD21085.1),
A. nidulans (AAB66359.1), y S. cerevisiae (AAB64498.1), respectivamente. Al igual
que los homdélogos de pyr4 en T. reesei y N. crassa, el gen pyr4 de T. atroviride no
posee intrones, desemejante a pyrG de A. nidulans y Aspergillus niger, los cuales
poseen dos intrones (Heidenreich y Kubicek, 1994), sugiriendo que T. atroviride esta
mas estrechamente relacionado con N. crassa que con las dos especies de

Aspergillus.

Andlisis de las cepas auxoétrofas a uracilo seleccionadas en medio 5-FOA

Diez cepas auxotrofas a uracilo Ura  fueron generadas por Erick Rojas-
Espinosa en base a una seleccion positiva con 0.5 mg/ml 5-FOA. El crecimiento de
las auxotrofas en medios PDA mas uracilo 5 mM fue estable y comparable con la
cepa WT, sugiriendo que las cepas pueden usarse de forma segura como fondo
genético. Posteriormente, se recogié micelio de las diez cepas Ura para la
extraccion de ADN y amplificacion de la region codificante del gen pyr4.
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Inesperadamente, cuando se amplificO pyr4 para corroborar su delecion, en seis
cepas auxotrofas se amplific6 un fragmento con tamafio similar al fragmento
amplificado en el templado de la cepa WT (cepas Ura2, -3, -5, -6, -7, -8, -9),
mientras que en cuatro cepas (cepas Ura'l, Ura4, Ura9, y Ura'10) se amplificé un

fragmento de menor peso en comparacion a la cepa WT (Fig. 2).

Figura 2. Amplificacion de laregion codificante del gen pyr4 en-las cepas Ura de T. atroviride.
Se utilizaron los oligonucleétidos smPyr4-F — smpyr4-R para amplificar un fragmento de 1.2 kb que
comprende el ORF (marco de lectura abierto) completo de pyr4. Se us6 como templado el ADN total
de las cepas WT y Ura’l, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9y -10. Las condiciones de PCR fueron las
siguientes: Primer paso a 95 °C por 3 min, 35 ciclos a 95°C por 30 s, a 60°C por 30s, a 72 °C por 1
min/kb, un paso final a 72 °C por 5 min.

Con el fin de identificar posibles mutaciones en la region codificante del gen
pyrd en las cepas Ura, se usaron los oligonucle6tidos smPyr4-F — smpyr4-R para
amplificar pyr4. El amplicén se purificd (QIAquick PCR Purification Kit; QIAGEN), y
se secuenciaron (Area de servicios genémicos Langebio-Cinvestav). Como se
esperaba, los amplicones de las cepas Ura2, -3, -5, -6 y -7 no mostraron cambios
en las secuencias de nucledtidos de pyr4, siendo idénticos a la cepa WT. Las cepas
Ura'l, -4y -10 tuvieron una delecion de 139 pb, y la cepa Ura-9 una delecion de 23
pb en las posiciones 928 pb y 997 pb, respectivamente, considerando el codén de

inicio como la posicion 1 pb (Fig. 3).
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Figura 3. Representacion esquematica de las deleciones de pyr4. Las deleciones de pyr4 en las
cepas Ura'l y Ura9, y sus posiciones, fueron determinadas mediante un alineamiento de las
secuencias de nucledtidos. Para el andlisis se us6 el programa MegAlign (DNASTAR; versién 7.1.0)
por el método Clustal V.

La delecion causé un cambio en el marco de lectura, donde las cepas Ura'l,
-4 y -10 codificaron para un polipéptido de 351 amino &cidos, de los cuales 309
amino acidos eran idénticos a pyr4 de la cepa WT, y la cepa Ura9 codifico para un
polipéptido de 345 amino acidos de los cuales 334 eran idénticos a la cepa WT
(Anexo 4). Por lo tanto, las cepas Ura'l, -4, -9 y -10 produjeron cepas auxotroficas
gue mostraron al menos dos mutaciones diferentes. Los resultados sugieren que 5-
FOA podria ser un agente mutagénico que promueve la inestabilidad gendmica.
Ademas, los datos muestran que los ultimos 45 aminoacidos del extremo carboxilo

terminal de Pyr4 son esenciales para la biosintesis de uracilo.

Delecion de los genes tmk3 y pbs2 usando pyr4 como marcador de seleccion

Para evaluar si las auxotrofas a uracilo de T. atroviride se pueden utilizar
como herramienta genética para el reemplazo de genes, se disefiaron casetes para
sustituir los genes tmk3 y pbs2 por el gen pyr4. Los genes tmk3 y pbs2 codifican
para la MAPK Tmk3 y la MAPKK Pbs2, respectivamente, cinasas relacionadas con
la luz y las respuestas al estrés (Esquivel-Naranjo et al., 2016), los cuales fueron
seleccionados para comparar nuestros resultados con los publicados anteriormente

(mutantes Atmk3-13:hph y Apbs2-7:hph). Como fondo genético, se eligio la cepa

Ura'l porgue el truncamiento de pyr4 es mayor en comparacion a la cepa Ura™9,
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pudiendo favorecer las mutaciones dirigidas y evitar el reemplazo de genes en el

locus de pyr4.

Para construir los casetes de delecion, se amplifico el ORF de pyr4 con los

oligonucledtidos smPyr4-F y smPyr4-R, generando un marcador seleccionable de

1247 pb. Posteriormente, el marcador pyr4 se posicion6 bajo el promotor y

terminador de los genes a eliminar. La transformacion se llevdo a cabo. Se

seleccionaron las cepas transformantes en medios PDA sin uracilo, luego se les

aplico tres pases monosporicos, y por PCR se determind que ocho de 24

transformantes (33,3%) resultaron ser mutantes que carecian del gen tmk3 (Fig. 4),

y tres de 20 transformantes (15%) fueron mutantes Apbs2:pyr4 (Fig. 5).
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Figura 4. Delecion del gen tmk3 e identificacién de mutantes Atmk3. a Esquema del reemplazo
de tmk3 por el marcador de seleccidon pyr4. Las regiones flanqueantes 5' y 3" se amplificaron
utilizando los oligonucleétidos Ptmk3-F — PQtmk3-R y TQtmk3-F — Ttmk3-R, respectivamente. El
gen pyrd se amplific6 usando los oligonucleétidos smPyr4-F — smPyr4-R. En una segunda reaccién
de PCR, los tres fragmentos se unieron mediante secuencias quiméricas. En un tercer PCR, el
casete de reemplazo se amplificé utilizando los oligonucleétidos N5tmk3-F — N3tmk3-R. Finalmente,
el amplicdn se utilizé directamente para la transformacion de protoplastos. b-c PCR para confirmar
el reemplazo de tmk3. Las mutantes se identificaron mediante PCR-utilizando los oligonucle6tidos
Ptmk3-F — smPyr4-R para amplificar la regién 5'- gen pyr4 (b) o pyr4 - regién 3' (oligonucleétidos
smPyr4-F — Ttmk3-R) (c). En ambos casos se amplifico un fragmento de 2.6 kb. d PCR para
amplificar la region codificante de tmk3. Los oligonucleétidos tmk3-F — tmk3-R amplificaron un
fragmento de 1.7 kb del ORF de tmk3 en cepas WT y cepas no mutantes. Las condiciones de PCR

fueron como las descritas en la Fig. 2.
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Figura 5. Delecién del gen pbs2 e identificacién de mutantes Apbs2. a Esquema del reemplazo
de pbs2 por el marcador de seleccion pyr4. Las regiones flanqueantes 5' y 3' se amplificaron
utilizando los oligonucleétidos Ppbs2-F — PQpbs2-R y TQpbs2-F — Tpbs2-R, respectivamente. El
gen pyr4 se amplific6 usando los oligonucledtidos smPyr4-F — smPyr4-R. En una segunda reaccion
de PCR, los tres fragmentos se unieron mediante secuencias quiméricas. En un tercer PCR, el
casete de reemplazo se amplificé utilizando los oligonucleétidos N5pbs2-F — N3pbs2-R. Finalmente,
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el amplicén se utilizé directamente para la transformacion de protoplastos. b-c PCR para confirmar
el reemplazo de pbs2. Las mutantes se identificaron mediante PCR utilizando los oligonucleétidos
Ppbs2-F — smPyr4-R para amplificar la region 5'- gen pyr4 (b) o pyr4 - region 3' (oligonucle6tidos
smPyr4-F — Tpbs2-R) (c). En ambos casos se amplifico un fragmento de 2.4 kb. d PCR para
amplificar la region codificante de pbs2. Los oligonuclettidos pbs2-F — pbs2-R amplificaron un
fragmento de 2 kb del ORF de pbs2 solo en la cepa WT. Las condiciones de PCR fueron como-las
descritas en la Fig. 2.

Se analizo la conidiacion estimulada por la luz en las cepas Atmk3:pyr4 y
Apbs2:pyr4, y en todas las cepas mutantes la conidiacion se redujo en un 80 % en
comparacion con la cepa WT, similar a los datos obtenidos con las cepas Atmk3:hph
y Apbs2:hph (Fig. 6a-b). Como se publicé antes (Esquivel-Naranjo et al., 2016),
todas las mutantes resultaron ser sensibles al estrés osmdtico, rojo Congo, CdClz y
menadiona (Fig. 6c-d). No hubo diferencia en el fenotipo de las mutantes
seleccionadas por los marcadores hph o pyr4, lo que indica que la cepa Ura'l no se
vio afectada ni en la produccion de conidia estimulada por la luz, ni por las

respuestas al estrés celular.
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Figura 6. Validacion del gen pyr4 como marcador de seleccién para el reemplazo de genes de
T. atroviride. a Comparacién entre la cepa WT y las mutantes seleccionadas con el marcador hph
(Atmk3-13 y Apbs2-7) y el marcador pyr4 (Atmk3-4 y Apbs2-5), cultivados sobre placas de PDA en
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condiciones de luz blanca constante (0.586 umol m=2s~1) durante 7 dias a 27 °C. b Produccion de
conidia de la cepa WT y las mutantes seleccionadas con el marcador hph (Atmk3-13 y Apbs2-7) y el
marcador pyr4 (Apbs2-5, -15, - 18, Atmk3-4, - 12 y - 16) crecidos en placas de PDA bajo luz blanca
constante durante 7 dias a 27 °C. ¢ Ensayo de respuesta al estrés en conidia de cepas Atmk3 y
Apbs2. Se inocularon gotas de 500 conidia de las cepas Atmk3-4, -12, -16, -13, WT, Apbs2-7, -5, -
15y -18 (desde la parte superior de la izquierda hasta la parte inferior de la derecha) en placas de
PDA mas diferentes concentraciones de los compuestos estresantes indicados. Luego se incubaron
en condiciones de luz blanca constante u oscuridad, durante 4 dias a 27 °C. d Sensibilidad al estrés
osmaético en micelio de cepas Atmk3 y Apbs2. Se inocularon discos de micelio de las cepas indicadas
sobre placas de PDA con o sin 200 mM NacCl, y se incubaron durante 4 dias a 27 °C.

Delecion de los genes que codifican para los receptores de luz azul Blrl/BIr2
usando el marcador pyr4

Para demostrar nuevamente que la cepa Ura'l de T. atroviride funciona como
una herramienta genética, se diseflaron casetes para reemplazar las regiones
codificantes de blrl y bIr2 por el gen pyr4, usando la cepa Ural como fondo
genético. Ocho de 20 transformantes (40%) fueron mutantes blrl (Fig. 7) y diez de

las 18 transformantes (55,5%) fueron mutantes bir2 (Fig. 8).
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Figura 7. Delecion del gen blrl e identificaciéon de mutantes Ablrl. a Esquema del reemplazo de
birl por el marcador de seleccién pyr4. Las regiones flanqueantes 5' y 3' se amplificaron utilizando
los oligonucleétidos Pbirl-F — PQbIrl-R y TQbIrl-F — ThIrl-R, respectivamente. El gen pyrd se
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amplificé usando los oligonucleotidos smPyr4-F — smPyr4-R. En una segunda reaccion de PCR, los
tres fragmentos se unieron mediante secuencias quiméricas. En un tercer PCR, el casete de
reemplazo se amplificé utilizando los oligonucleétidos N5blrl-F — N3bir1-R. Finalmente, el amplicon
se utilizé directamente para la transformacién de protoplastos. b-c PCR para confirmar el reemplazo
de bIrl. Las mutantes se identificaron mediante PCR utilizando los oligonucleétidos Pbirl-F —
smPyr4-R para amplificar la region 5'- gen pyr4 (b) o pyr4 - regién 3' (oligonucleétidos smPyr4-F —
TbIr1-R) (c). En ambos casos se amplific6é un fragmento de 2.5 kb. d PCR para amplificar la region
codificante de birl. Los oligonucledtidos Pbirl-F — Tbir1-R se usaron para amplificar el casete de
reemplazo, donde en las mutantes Ablrl se amplificd un fragmento menor (2 kb) en comparacion a
la cepa silvestre (3.8 kb). Las condiciones de PCR fueron como las descritas en la Fig. 2.
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Figura 8. Delecion del gen bir2 e identificacion de mutantes Ablr2. a Esquema del reemplazo de
blr2 por el marcador de seleccién pyr4. Las regiones flanqueantes 5' y 3' se amplificaron utilizando
los oligonucleétidos Pbir2-F — PQbIr2-R y TQbIr2-F — TbIr2-R, respectivamente. El gen pyr4 se
amplificé-usando los oligonucle6tidos smPyr4-F — smPyr4-R. En una segunda reaccion de PCR, los
tres fragmentos se unieron mediante secuencias quiméricas. En un tercer PCR, el casete de
reemplazo se amplificé utilizando los oligonucleétidos N5blr2-F — N3blr2-R. Finalmente, el amplicon
se utilizé directamente para la transformacion de protoplastos. b-c PCR para confirmar el reemplazo
de blr2. Las mutantes se identificaron mediante PCR utilizando los oligonucledtidos Pblr2-F —
smPyr4-R para amplificar la regién 5'- gen pyr4 (b) o pyr4 - regién 3' (oligonucleétidos smPyr4-F —
Thlr2-R) (c). En ambos casos se amplifico un fragmento de 2.4 kb. d PCR para amplificar la region
codificante de blr2. Los oligonucle6tidos bir2-F — blr2-R amplificaron un fragmento de 0.3 kb del ORF
de blr2 solo en la cepa WT. Las condiciones de PCR fueron como las descritas en la Fig. 2.
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Las mutantes Ablrl:pyr4d y Ablr2:pyr4 fueron expuestas a un pulso de luz azul
(152.4 ymol m2), y como se esperaba, las cepas Ablrl y Ablr2 no conidiaron en
respuesta a la luz. Su fenotipo a la luz fue similar a la cepa control mantenida en la
oscuridad (Fig. 9), sin embargo, si conidiaron en las zonas donde las hifas recibieron
un dafio ocasionado con un bisturi, al igual que los resultados publicados
anteriormente sobre mutantes Ablrl y Ablr2 seleccionadas con hph, usando una
cepa WT de T. atroviride (Casas-Flores et al., 2004). De nuevo, los resultados
sugieren que es viable usar la cepa Ura1l como un fondo genético para la obtencion

de mutantes en T. atroviride.
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Figura 9. Fenotipos de las cepas WT, Ablrl y Ablr2 de T. atroviride. a Discos de micelio de las
cepas WT, AbIr1-14, -17, -18, -19, -20 o b cepas Ablr2-5, -9, -10, -15 y -16 fueron inoculados sobre
placas de PDA, e incubados durante 40 a 27 °C. Luego, las cepas fueron expuestas a la luz azul
durante 5 min (152.4 ymol m=2) para los ensayos de respuesta a la luz, o el micelio fue dafiado con
un bisturi. Después de 48 h se tomaron fotos. Las cepas mantenidas en la oscuridad se muestran
como control.
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La generacion de mutantes usando la cepa Ura’l como fondo genético no
afectd la expresion de los genes regulados por luz

Todas las mutantes seleccionadas con el marcador pyr4 mostraron las
mismas caracteristicas en la fotoconidiacién y la tolerancia al estrés, como se
describié anteriormente, en comparacion con las mutantes seleccionadas con -hph
(Esquivel-Naranjo et al., 2016; Casas-Flores et al., 2004). Sin embargo, en S.
cerevisiae se asocié un caso de epistasis en la expresion genética por el uso de
cepas auxotrofas (Alam et al.,, 2016). Para descartar cambios en la expresion
genética generados por el marcador de seleccién, se examind la expresion de
cuatro genes regulados por luz en las cepas Atmk3:pyr4, Atmk3:hph, Apbs2:pyr4,
Apbs2:hph, Ablrl:pyrd y Ablr2:pyr4 (Fig. 10).

Control WT WT Apbs2-T7 Apbs2-15 Atmk3-13 Atmk3-4 Ablr1-14 Ablr2-15
(0] L O L (0] L (o] L (0] L o L (6] L 0] L
blul -— .
grg2
phrl -— - - - -
envl - - - -— -
gpd AR B S S S S e R SRR e R R e -

Figura 10. Expresidn de los genes de respuesta a luz azul en las cepas Apbs2, Atmk3, Ablrly
Ablr2. Se llevd a cabo un analisis de RT-PCR para comparar la expresion de los genes blul, grg2,
phrlyenvl enlacepa WT y mutantes seleccionadas con el marcador hph (Apbs2-7 y Atmk3-13) y
el marcador pyrd (Apbs2-15, Atmk3-4, Ablrl-14 y Ablr2-15). Las cepas se mantuvieron en
oscuridad durante 48 h. Luego, se expusieron a luz azul durante 30 min (914,4 umol m~2). Después
de la induccion de luz azul, se extrajo el ARN total. El gen gpd se utiliz6 como control. El experimento
se realizdé por duplicado obteniendo los mismos resultados. Control WT: Cepa WT sin RT. O:
oscuridad. L: luz.

Como se publicé anteriormente (Esquivel-Naranjo et al., 2016; Rosales-
Saavedra et al., 2006), la expresion genética de blul, grg2, phrl (CPD-fotoliasa) y

envl (fotorreceptor de luz azul) no fue detectable en oscuridad; sin embargo,
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después de un pulso de luz azul, se indujeron los niveles de transcrito de los cuatro
genes en la cepa WT. En las mutantes Atmk3 y Apbs2, no se indujo la expresion de
los genes blul y grg2, mientras que los genes phrl y envl respondieron a la luz
azul en un nivel similar a la cepa WT. En las mismas condiciones, los cuatro genes
analizados presentaron patrones similares en las mutantes Atmk3 y Apbs2
obtenidas con hph y pyr4. En las cepas Ablrl y Ablr2, los genes blul, grg2, phrly
envl no fueron inducidos por la luz azul, lo que indica una funcion preponderante
de los receptores de luz azul BIr1l/2 en las respuestas a la luz en T. atroviride. En
conjunto, estos datos proporcionan evidencia de que la cepa Ura'l de T. atroviride

puede usarse como fondo genético para estudios genémicos funcionales.

6.5 DISCUSION

El uso de hongos auxétrofos como herramienta genética es una alternativa
econOmica para mejorar el estudio-de las funciones de sus genes. En este capitulo
se establece un sistema de transformacion homaologa en T. atroviride, basado en el
uso del gen pyr4 para complementar la auxotrofia de una cepa Ura- que fue capaz
de crecer en 1 mg/ml 5-FOA. El gen pyrd/pyrG de T. reesei, Trichoderma harzianum
y T. hypoxylon codifica para una orotidina-5'-monofosfato descarboxilasa (Liu et al.,
2018; Heidenreich y Kubicek, 1994; Gruber et al., 1990). La ausencia de pyr4 en T.
reesei puede ser restaurada por el gen pyrG de A. niger y el gen pyr4 de N. crassa
(Gruber et al.,; 1990), lo que indica que pyr4 es altamente conservado en hongos.

Se realiz6 un analisis mediante PCR y secuenciacion de las cepas Ura, y los
resultados revelaron que en cuatro auxotrofas a uracilo (Ura'1, -4, -9y -10), el ORF
de pyr4 se encontraba truncado por al menos dos eventos independientes. Aunque
el gen pyr4 no se eliminé por completo, los alelos producidos codifican para una
proteina Pyr4 no funcional, incapaz de producir uracilo, aunque fueron
complementadas con éxito con el gen pyr4 de la cepa silvestre. Por otro lado, seis

cepas auxotrofas mostraron bandas con movilidad electroforética comparable a
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pyr4 de la cepa parental, lo que sugiere que las mutaciones ocurrieron fuera de la
region codificante de pyr4, confirmado mediante la secuenciacion de las cepas Ura
2, -3, -5, -6 y -7. Las auxotrofas sin cambios en el ORF de pyr4 podrian ser
explicadas por una mutacién en un elemento cis o trans necesario para la expresion
de pyr4. Otra posibilidad es que se produjo una mutacion en otro gen involucrado
en la biosintesis de pirimidina, como el gen ura3/pyr2 que codifica para una
OPRTasa. Los datos sugieren que 5-FOA puede ser mutagénico o, por el contrario,
durante el proceso de transformaciéon hubo una condicion de. estrés causando
inestabilidad genémica. El 5-FU y FAUMP son moléculas toxicas producidas por el
metabolismo de 5-FOA, los cuales pueden ser incorporados al ARN o el ADN,
uniéndose 5-FU con las adeninas y guaninas e induciendo inestabilidad gendmica.
(Matuo et al., 2010; Wyatt y Wilson, 2009). Una mutante de S. cerevisiae que carece
de Apnl, la principal endonucleasa de sitio abasico, mostro sensibilidad ante el 5-
FU, lo que sugiere que los sitios abasicos formados durante la reparacién del ADN
son mas téxicos, lo que puede provocar roturas de la cadena de ADN (Wellington
et al., 2006). Sin embargo, no se -ha documentado que el 5-FOA cause deleciones
de ADN. Mas datos que apoyan esta hipGtesis provienen de experimentos en
Candida albicans. Cuando C. albicans fue expuesta a 5-FOA, sus cromosomas
sufrieron alteraciones (Wellington et al., 2006; Wellington y Rustchenko, 2005),
presumiblemente como una mutacion adaptativa bajo las condiciones de estrés por
5-FOA que causO cambios genéticos. Lo anterior puede explicar la mutacion que
ocurrié en T. atroviride, asi como la pérdida parcial del ORF de pyr4 por el 5-FOA

anadido al medio de cultivo.

Se demostré que la cepa Ura'l se puede utilizar como fondo genético para
hacer mutaciones puntuales en T. atroviride. Los genes blirl, blr2, pbs2 y tmk3
anteriormente caracterizados (Esquivel-Naranjo et al., 2016; Casas-Flores et al.,
2004) fueron reemplazados con éxito por pyr4 en la cepa Ura 1. La eficiencia oscild
entre el 15% y el 55% entre los genes incluidos en nuestro analisis. Por medio de

un analisis Northern-blot, la expresion de los genes blrl y blr2 se describié como
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indetectable, lo que indica que esos genes se expresan poco, mientras que se
detectaron niveles mas altos en la transcripcion de los genes tmk3 y pbs2 (Esquivel-
Naranjo y Herrera-Estrella, 2007; Rosales-Saavedra et al., 2006). A pesar de que el
gen pyr4 estaba bajo el control del promotor de estos genes reemplazados, en todos
los casos la auxotrofia a uracilo se complementé con éxito. Se evalud la produccion
de conida y la expresion de genes en mutantes obtenidos con la cepa auxétrofa, y
los resultados son comparables a los de las mutantes obtenidas. con el marcador
hph. Aunque la eficiencia promedio del reemplazo de genes usando pyr4 fue del 36
%, el porcentaje es similar a la eficacia usando el marcador hph (Esquivel-Naranjo
et al., 2016), lo que sugiere que los casetes de reeplazo estaban dirigidos

principalmente al locus correspondiente.

En S. cerevisiae, las auxotrofias alteran el fondo genético induciendo a
diferentes respuestas transcripcionales (Seiple, 2006). Por lo anterior, se evaluo el
nivel de expresiéon de cuatro genes regulados por luz en las mutantes obtenidas con
una cepa auxotrofa a uracilo. Los genes analizados no mostraron alteraciones en
los niveles de transcripcion, sugiriendo que el comportamiento de T. atroviride es
diferente al descrito en S. cerevisiae, aunque no se puede descartar una epistasis
en otros genes no incluidos en esta evaluacion. Nuestros resultados muestran que
la cepa Ura 1 sirve como un trasfondo genético confiable, dado que no se detectaron

perturbaciones transcripcionales en nuestras condiciones experimentales.

En conclusion, la cepa Ura'l es una herramienta alternativa para reemplazar
o complementar genes en T. atroviride. A pesar de que las cepas auxotrofas a
uracilo no se obtuvieron mediante una delecion puntual como se disefid
Inicialmente, no se observaron diferencias en el fenotipo en comparacion con las
mutantes obtenidas con el marcador hph. Seria interesante saber si un gen pyr4
heterélogo de otros hongos puede mejorar la eficiencia de reemplazo de genes en

T. atroviride.
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VII. CAPITULO 2:

Localizacion celular de la MAPK . Tmk3:mCherry

en hifas de Trichoderma atroviride
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7.1 RESUMEN

Las respuestas al estrés celular y a la luz son reguladas a través de la MAPK Tmk3
en Trichoderma atroviride, sin embargo, su localizacién subcelular en respuesta a
los estimulos extracelulares ain no ha sido determinada. En esta investigacion, se
construyo un casete para reemplazar el gen tmk3 por un alelo que expresa la MAPK
Tmk3 etiquetada con el fluor6foro mCherry (casete knock-in), incluyendo el
marcador de seleccion hph y secuencias homoélogas al marco de lectura y
terminador de tmk3 para insertar el gen Tmk3-mCherry bajo el promotor de tmk3.
Después de seleccionar las transformantes resistentes a higromicina B, se obtuvo
una mutante estable en la cepa Ural al cual se llam6 Ura'1:T3mCh. En vivo, se
observé localizacion de la MAPK Tmk3 tanto en el citoplasma como en organulos
de la cepa Ura1l:T3mCh, presuntamente en el reticulo endoplasmatico o en el
sistema vacuolar. En respuesta al estimulo de luz, la fluorescencia se localizé en el
nucleo, colocalizando con la fluorescencia emitida por DAPI intercalado en el ADN
nuclear. Posteriormente, se uso la cepa Ura 1: T3mCh como fondo genético, y el gen
blr2 fue reemplazado por el gen pyr4 para restaurar la auxotrofia y obtener una
mutante carente del fotorreceptor BIr2 con Tmk3 etiquetado con mCherry. Se
observé que sin estrés, Tmk3 también se localiza en el citoplasma y vacuolas
cuando carece de blr2. Los resultados sugieren que Tmk3 se localiza en el
citoplasma y posiblemente en otro organulo para regular el crecimiento vegetativo
de T. atroviride, mientras que en respuesta a la luz, Tmk3 se transloca al nacleo

para regular genes y conidiacion.

(Palabras claves: Trichoderma atroviride, mCherry, microscopia, luz)
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ABSTRACT

Responses to cellular stress and light are regulated through the MAPK Tmk3 in
Trichoderma atroviride. However, its subcellular location in response to extracellular
stimuli has not yet been determined. In this research, a cassette was constructed to
replace the tmk3 gene with an allele that expresses the MAPK Tmk3 tagged with
mCherry (knock-in cassette), including the hph selection marker, and sequences
homolog to the tmk3 open reading frame and terminator, to insert the tmk3 mCherry-
tagged gene under the tmk3 promoter. After selecting “hygromycin resistant
transformants, a stable mutant was obtained in a Ura-1 strain, named Ura-1:T3mCh.
In vivo, localization of the MAPK Tmk3 was observed in the cytoplasm as well as in
organelles of the Ura-1:T3mCh strain, presumably. in the endoplasmic reticulum or
in the vacuolar system. In response to light stimulus, the fluorescence was localized
in the nucleus, colocalizing with the fluorescence emitted by DAPI embedded in the
nuclear DNA. Subsequently, the Ura-1:T3mCh strain was used as the genetic
background, and the blr2 gene was replaced by the pyr4 gene to restore auxotrophy
and to obtain a mutant lacking the BIr2 photoreceptor with Tmk3 mCherry-tagged. It
was observed that without stress, when it lacks blr2, Tmk3 is also localized in the
cytoplasm and vacuoles. Results suggest that Tmk3 is localized in the cytoplasm
and possibly, in another organelle to regulate the vegetative growth of T. atroviride,
while in response to light, Tmk3 translocates to the nucleus to regulate genes and

conidia.

(Key words: Trichoderma atroviride, mCherry, light)
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7.2 INTRODUCCION

Trichoderma atroviride es un micoparasito que antagoniza a hongos
patogenos de plantas (Speckbacher et al., 2020), tiene gran relevancia como agente
de biocontrol y productor de enzimas, y también es un modelo bioldgico atractivo,
Su genoma se encuentra secuenciado (Schmoll et al., 2016), y es usado para el
estudio de la conidiacion estimulada por luz azul (Casas-Flores et al., 2004) y la
regeneracion de hifas después de un dafio mecanico (Hernandez-Onate et al.,
2012). Debido a lo anterior, es crucial implementar mas estrategias para el estudio

de genes de T. atroviride.

Una herramienta ampliamente usada en la biologia celular es el marcaje
genético de proteinas usando fluoroforos para determinar la localizacion subcelular
de las proteinas. La proteina verde fluorescente (GFP), originalmente aislada de la
medusa Aequorea victoria (Shimomura, 2005), es la primera proteina conocida en
la que la fluorescencia visible es genéticamente codificable, el fluor6foro se deriva
de los residuos naturales presentes dentro de la estructura primaria de GFP, por lo
gue no requiere de un cofactor o sustrato para la fluorescencia (Brejc et al., 1997).
GFP ha sido empleada como gen reportero para la observacion de una variedad de
eventos celulares (Leroch et al., 2011), se compone de 238 aminoacidos, absorbe
la luz azul a 395 nm, con un pico mas pequefio a 475 nm y emite luz verde a 508
nm (Cubitt et al., 1995). Posteriormente, se ha modificado a GFP para mejorar sus
aplicaciones, cambiar las longitudes de onda de excitacion y emision, y crear
diferentes colores para nuevas aplicaciones (Cormack et al., 1996; Heim et al.,
1995).

Ademas de GFP, otro fluoréforo que se ha mejorado genéticamente es
DsRed, la primera proteina roja fluorescente (RFP) aislada de un coral del género
Discosoma, tiene una fluorescencia naranja-roja con una emision maxima a 583 nm,
y se excita de manera 6ptima a 558 nm, pero también se puede excitar con un laser

estandar de 488 nm para ser usado con microscopios confocales (Bevis y Glick,
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2002). Sin embargo, DsRed requiere de una incubacion a 37°C por méas de 30 h
para que la fluorescencia roja alcanzara un nivel de estado estacionario, una
fraccion de la proteina retenia fluorescencia verde, y se tetramerizaba (Zhang et al.,
2002), perturbando la funcion y localizaciéon de la proteina. Para solucionar los
problemas que presentaba DsRed, se requirié de 33 mutaciones para obtener una
proteina monomérica obteniendo como resultado mRFP, la cual madura mas rapido,
no presenta fluorescencia verde residual, y las longitudes de onda de excitacion y
emision son 25 nm mas largas que las variantes de DsRed (Campbell et al., 2002).
Para mejorar la fotoestabilidad de mRFP, se realizaron mas modificaciones donde
se fusionaron los extremos amino y carboxilo de GFP a mRFP generando nuevas
proteinas monoméricas fluorescentes, entre ellas mCherry, el cual ofrece una
longitud de onda de excitacion maxima de 587 nm, 610 nm de emision, mejor
fotoestabilidad, maduracion mas rapida y una excelente resistencia al pH, haciendo
de mRFP un fluoréforo obsoleto (Shaner et al., 2004).

Para generar nuevas herramientas moleculares en T. atroviride, se disefi6 un
casete knock-in basado en el método para etiquetar proteinas con GFP en
Aspergillus nidulans (Yang et al., 2004). En este trabajo se etiqueté con mCherry a
la proteina cinasa activada por mitogenos (MAPK) Tmk3, homdloga a Hogl de S.
cerevisiae y p38 de animales. Esta herramienta nos permitié observar la proteina

Tmk3 in vivo, en respuesta a un estimulo de luz y en un fondo carente del gen bir2.

7.3 MATERIALES Y METODOS

Cepas y condiciones de cultivo

En este estudio se utilizaron las cepas enlistadas en la tabla 2. La cepa WT
y cepas mutantes se propagaron en medios PDA, la cepa Ura'l en PDA mas 5 mM
uracilo, y se incubaron a 27 °C en luz blanca constante o en oscuridad. Para
ensayos en microscopia confocal, las cepas se inocularon en medio minimo Vogel

(MMV), que contiene agar al 1.5 %, sales de Vogel 1X (Vogel, 1956), y sin sacarosa
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para evitar la formacion de una red densa de filamentos en el micelio y visualizar

mejor las hifas independientes.

Tabla 2. Cepas utilizadas

T. atroviride

Cepa Genotipo Referencia

Silvestre (WT) IMI206040

Ura'l Urar (Calcaneo-Hernandez et al.; 2020)
Apbs2-15 pbs2:pyra (Calcaneo-Hernandez et al., 2020)
Ablr1-15 birl:pyrd (Calcaneo-Hernandez et al., 2020)
Ablr2-16 bir2:pyrd (Calcaneo-Hernandez et al., 2020)
Ura1:T3mCh Ura“hph:mCherry  Este estudio

Ablr2:T3mCh Ablr2:hph:mCherry Este estudio

Ensayo de conidiacion indicida por luz

Para realizar ensayos de esporulacion en respuesta al estimulo de
diferentes colores, discos de micelio de 5 mm de diametro de la cepa WT se
inocularon sobre papel filtro de 8 cm de didmetro humedecidos con 1.5 ml PDB, y
se incubaron durante 48 h. Se emplearon lamparas con 18 leds (Geopower; Mexico)
gue emiten los colores ‘azul, verde, amarillo y rojo para los pulsos de luz. Los
in6culos fueron expuestos a la luz durante 5 min, con excepcion del control que se
mantuvo en oscuridad, y se incubaron nuevamente en oscuridad por 48 h.

Finalmente, se tomaron fotos del ensayo.

Andlisis de expresiéon de genes dependientes de luz azul

Discos de micelio (5 mm) de la cepa WT se inocularon sobre placas de PDA
con celofén, y se incubaron en oscuridad durante 48 h. Después los in6culos fueron
expuestos a la luz azul, verde, amarillo o rojo durante 30 min. Un in6culo que se
mantuvo en oscuridad se us6 como control. Finalmente se colecté el micelio y se
congeld con N2 liquido para la extraccion de ARN. Se sintetizO ADNc y se analiz6 la
expresion de los genes dependientes de luz azul enlistados en Anexo 3, siguiendo

la metodologia descrita en Anexo 1.
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Extraccion y manipulaciéon de acidos nucleicos

Las extracciones del ADN se realizaron a partir de micelio crecido en
oscuridad sobre placas de PDA cubiertas con celofan, siguiendo la metodologia de

Raeder y Broda (1985) descrita en Anexo 1.

Fusion de Tmk3 con mChFP

Como una aproximacion para determinar los mecanismos moleculares
implicados en la activacion por luz azul de Tmk3, se disefidé un casete knock-in que
expresa el gen tmk3 etiquetado con el fluor6foro mCherry, en base al método de

Yang et al. (2004) con modificaciones.

Fusién de Tmk3 con mCherry Fusién de hph con Tmk3
—_
2 hoh _F-IUE-‘_
Terminador
PCR 1: il i PCR 1: | hoh | ‘ hoh Bk
PCR 2: ‘_“ = . [ |
: 3 PCR 2: E‘ R
—_
PCR 3: LIR/ e8| GAS | mCherry PCR 3: ‘ hph Ten;r::zdor
hph -—
P GAs | mcherry ‘ hph Terminador
PCR 4:
Terminador
tmk3
PCR 5:
20 =1 GAS | mcCherry hph m";:'r;;dc'
—

Figura 11. Construccion del casete knock-in para etiquetar la MAPK Tmk3 con el fluoréforo
mCherry. La construccién del casete consistio en la unién de un fragmento del marco de lectura del
gen tmk3 (azul), el gen que codifica para mCherry (rojo), marcador hph (blanco) y un fragmento del

49



terminador de tmk3 (verde). Se le afiadié una bisagra de repetidos de glicina y alanina para dar
estabilidad a la union de mCherry en el extermo carboxilo de Tmk3 (negro). En total se realizaron 5
PCRs para la construccion del casete, de los cuales en los PCRs 2 y 4 no se requirieron de
oligonucledtidos, los fragmentos se unieron por complementariedad.

El disefio consistio en realizar 5 rondas de PCRs para armar el casete (Fig.
11). Las secuencias de oligonucleotidos utilizados se enlistan en Anexo 2. En el
primer PCR se amplificé la region codificante de tmk3, el gen que codifica para
mCherry, el marcador hph y una region del terminador de tmk3. Para amplificar el
marco de lectura de tmk3 excluyendo el coddn de paro, se utilizé un oligonucleotido
qguimérico reverso al cual se le afiadieron bases que codifican para repetidos de
glicina y alanina (5N5tmk3-F - Tmk3-GA5-R). Para amplificar el marco de lectura de
mCherry, se utilizé el vector pJV15-2 (Verdin et al., 2009) y un oligonucle6tido
quimérico directo con bases que codifican para los repetidos de glicina y alanina
(GA5-mcherry-F - 3'mcherry-R). Para. amplificar el marco de lectura del marcador
hph, se utiliz6 el plasmido pCB1004 (5hph-F - Hyg-R) (Carroll et al., 1994). Para
amplificar un extremo del terminador de tmk3, se usé un oligonucleétido quimérico
directo complementario a hph' (TQtmk3-F - Ttmk3-R). En el segundo PCR se unieron
por complementariedad los productos del PCR 1 en proporciones 1:1. En una
reaccion se fusionaron los fragmentos del ORF de tmk3 con mCherry, en otra
reaccion se fusionaron los fragmentos de hph y el terminador de tmk3. En el tercer
PCR se amplificaron las dos fusiones. Para amplificar la fusién tmk3-GA5-mCherry,
se empled el oligonucledtido anidado 6N5tmk3-F y el oligonucledtido quimérico
mcherry-hph-R, que es complementario a hph. Para amplificar la fusién hph-
Terminador, se emplearon los oligonucleétidos Hyg-F y 1IN3tmk3-R. En el cuarto
PCR se fusionaron por complementariedad los productos del PCR 3, ajustando los
dos fragmentos a una proporcion 1:1. En el PCR 5 se amplifico el casete completo
con los oligonucleétidos kiTmk3-F y 2N3tmk3-R. Se utilizé directo sin purificar el
producto del PCR 5 para transformar protoplastos de T. atriviride. Para todas las
reacciones de PCR se utilizé la enzima Platinum™ Tagq DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del manual. Las condiciones de PCR
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fueron las siguientes: un primer paso a 94 °C por 2 min, 35 ciclos de 94 °C por 15
s, 60 °C por 30 s, 68 °C por 1 min/kb, y una extension final a 68 °C por 5 min. Las
condiciones para el quinto PCR fueron las mismas con la excepcién de que se

programo la reaccion a 40 ciclos.

Precipitacion de ADN

Para obtener una mayor concentracion de casetes para  transformar
protoplastos de T. atroviride, el producto de 7 reacciones de PCR 5 descrito
anteriormente (350 pul), se colocé en un tubo de microcentrifuga, se afadié un
décimo de 3 M CH3COONa (pH 5.4, ajustado con acido acético glacial) mantenido
en refrigeracion. Después se afiadié dos volumenes de etanol absoluto. Se mezclo
y se incubd a -20 °C por 5 min. Se centrifugd por 13,000 rpm durante 3 min. Se
desechd el sobrenadante. Se afiadi6 500 pl etanol al 70 %. Se centrifugé
nuevamente por 3 min a 13,000 rpm. Se desechd el sobrenadante, se secé la

pastilla de ADN y se resuspendi6é con agua.

Transformacion de T. atroviride por el método de Polietilenglicol-CaCl2

Para reemplazar el gen tmk3 por un alelo quimérico de tmk3 etiquetado con
mCherry en T. atroviride, se transformaron protoplastos por el método de
polietilenglicol-CaClz ~usando el casete construido por PCR, siguiendo la

metodologia de transformacion descrita en Anexo 1.

Identificacion de mutantes

Las transformantes se seleccionaron en un medio PDA con higromicina B
(100 mg/ml) realizando tres cultivos monospaoricos. Posteriormente, se extrajo el
ADN gendmico de las transformantes (Anexo 1) para confirmar el reemplazo génico
mediante cuatro reacciones de PCR. El PCR 1 consistié en amplificar un fragmento
desde el promotor de tmk3 mas la region codificante de mCherry, incluyendo los
repetidos de glicina y alanina (Ptmk3-F — mcherry-hph-R). El PCR 2 consistié en

amplificar el marcador hph mas una fraccion del terminador de tmk3 (Hyg-F —
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Ttmk3-R). En la tercera reaccion de PCR se amplifico el ORF de mCherry con los
oligonucledtidos quiméricos (GA5-mcherry-F — mcherry-hph-R). En la cuarta
reaccion de PCR se amplifico el marcador hph (Hyg-F — Hyg-R). En las cuatro
reacciones de PCR se utilizé la enzima ADN polimerasa DreamTaq (Thermo
Scientific) y las condiciones fueron las siguientes: el primer paso a 95 °C por 3:min,
después 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 60 °C por 30 s, 72 °C por 1 min por kb, y una

extension final a 72 °C por 5 min.

Microscopia confocal

Las mutantes resistentes a higromicina B y que expresaban el gen mCherry
fueron crecidas en medio minimo Vogel sin sacarosa. Para observar la localizacion
de Tmk3, se uso el método del bloque de agar invertido (Hickey et al., 2004). Las
mutantes se observaron por microscopia confocal de barrido laser con el
microscopio Olympus FluoView™ FV1000, y la fluorescencia fue detectada con el
pardmetro RFP (543 nm de excitacién), bajo un objetivo de inmersion en aceite
Planacromético, 60x/1.4 de apertura numérica. Las imagenes se capturaron usando
el programa FV-10 ASW. Para visualizar la MAPK Tmk3 en tiempo real, se utiliz6 el
microscopio invertido Nikon ECLIPSE Ti-E Spinning Disk, equipado con una camara

ANDOR iXon Ultra. Se usé un objetivo Apo TIRF 60x de inmersion en aceite.

7.4 RESULTADOS

Construccioén del casete knock-in

Debido a que T. atroviride no conidia en respuesta a la luz roja (Casas-
Flores, 2004), que la MAPK Tmk3 se activa ante el estimulo de la luz azul (Esquivel-
Naranjo et al., 2016), y que la MAPK ThHogl de Trichoderma harzianum se
transloca al nacleo en respuesta al estrés celular (Delgado-Jarana, 2006), se decidio
elegir un fluoréforo que se excitara en el espectro cercano al color rojo para observar
la localizacion de Tmk3 en oscuridad y después de un estimulo de luz azul. Para

confirmar que T. atroviride no esporulaba en respuesta a la luz roja, se realizé un
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ensayo de fotoinduccion en la cepa WT utilizando los colores azul, verde, amarillo y
rojo. En luz amarilla y roja, la cepa WT no produjo el anillo de conidiacion en el

perimetro de la colonia, solo en respuesta a los colores azul y verde (Fig. 12).

Oscuridad Azul Amarillo Rojo

Figura 12. Respuesta de T. atroviride ante un estimulo de luz azul, verde, amarillo y rojo. Se
inocularon discos de micelio de la cepa WT sobre papel filtro con PDB. Después de una incubacion
en oscuridad por 48 h, se les aplic6 un pulso de luz de diferentes colores por 5 min, se incubaron
nuevamente en oscuridad por 48 h y finalmente se tomaron fotos.

Posteriormente, se analizé la expresion de los genes dependientes de luz
azul en respuesta al estimulo de las diferentes longitudes de ondas. Los genes blul,
grg2 y envl se expresaron en respuesta a un pulso de luz azul y verde. No se
observé expresion del gen blul y envl en respuesta a la luz amarilla y roja, sin
embargo, se observé una expresion baja en el gen grg2 ante el estimulo de los
colores amarillo y rojo (Fig. 13). Por lo anterior, se decidio utilizar el fluoréforo
mCherry para el marcaje de Tmk3, ya que su longitud de onda de excitacion es de
587 nm cercano al amarillo (Shaner et al., 2004), lo que lo hace un buen candidato

para el estudio de la localizacion de Tmk3 en oscuridad.

Oscuridad  Azul Verde Amarillo Rojo
blul R — ‘
grg2 L — a—
envl —— ——
gpd * . R s

Figura 13. Expresion de genes regulados por luz ante un estimulo de luz azul, verde, amarillo
y rojo. Discos de micelio de la cepa WT se inocularon en oscuridad sobre PDA con celofan. A las
48 h, las colonias fueron expuestas a diferentes longitudes de ondas por 30 min (914.4 ymol m2).
Después el micelio fue colectado para la extraccién de ARN para la sintesis de ADNc. Se utilizé 1 pl
de ADNc como templado para las reacciones de PCR.
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Se disefiaron oligonucleétidos para crear el casete knock-in y reemplazar el
gen tmk3 por el gen tmk3 etiquetado con mCherry. El disefio del casete se basé en
la estrategia de Yang et al. (2004) con modificaciones (Fig. 14). En el primer PCR,
se amplificaron cuatro fragmentos: 2.15 kb del gen tmk3, que consistié en amplificar
0.41 kb del promotor de tmk3, 1.72 kb de la region codificante de tmk3 sin el codon
de paro, y 0.02 kb de bases que codifican para repetidos de glicina y alanina; 0.82
kb del gen mCherry; 1.4 kb del marcador de seleccion hph; 1.3 kb de un fragmento
del terminador del gen tmk3. En un segundo PCR, la region codificante del gen tmk3
se fusion6 por complementariedad con la regién codificante del gen que codifica
para mCherry, y en otra reaccion por separado, el gen hph se fusion6 al terminador
de tmk3. Para ambas reacciones los fragmentos se igualaron en relacion 1:1. El
tercer PCR consistio en amplificar los . dos' fragmentos con oligonucledtidos
anidados, obteniéndose un fragmento de 2.9 kb de la unién del ORF de tmk3 con
mCherry, y otro fragmento de 2.7 kb de la unién del marcador hph con el terminador
de tmk3. El cuarto PCR consistio en la uniébn de los dos fragmentos por
complementariedad, ambos fragmentos fueron afadidos a la mezcla de PCR en
proporciones iguales sin oligonucledtidos. Se obtuvo como resultado un fragmento
de 5.6 kb. Finalmente, en el quinto PCR se amplificé el casete knock-in con
oligonucledtidos anidados. El casete final, con tamafio de 4.3 kb, consisti6 en la
fusidon de 1.18 kb de la region codificante de tmk3, 0.03 kb de los repetidos de glicina
y alanina, 0.68 kb de la region codificante de mCherry, 1.4 kb del marcador hph, y
1 kb.de un fragmento del terminador de tmk3.
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Figura 14. Construccion del casete para knock-in de Tmk3. PCR 1. Amplicones con sus
correspondientes pesos del marco de lectura de tmk3, gen mCherry, marcador hph y un fragmento
del terminador de tmk3. PCR 3. Se amplificd la unién de tmk3 con mCherry y por separado, hph con
el fragmento del terminador de tmk3. PCR 4. Una sola reaccién de PCR para unir los productos del
PCR 3. PCR 5. Con oligonucleétidos anidados se amplificd un fragmento mas pequefio del casete
knock-in construido en el PCR 4. El producto final se utilizé6 para transformar protoplastos de T.

atroviride.
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Transformacion

El producto del quinto PCR se utilizd directamente para transformar
protoplastos de la cepa silvestre y la cepa auxotrofa Ura'l de T. atroviride. Debido
a que el producto de una sola reaccion de PCR de 50 pl no fue suficiente para
obtener transformantes resistentes a higromicina B, se amplificO siete veces el
producto del PCR 4, los productos finales se juntaron en un solo tubo, el casete se
precipitd, y el casete se resuspendido en 60 pl de H20 HPLC. Finalmente se
obtuvieron transformantes. Las transformantes obtenidas con la cepa silvestre se
seleccionaron en medios PDA con higromicina B 100 pg/ml, y las transformantes
obtenidas con la cepa Ural se seleccionaron en PDA mas uracilo 5 mM e

higromicina B 100 pg/ml.

Después de tres pases monosporicos, se-obtuvo solo una mutante estable
como producto de la transformacion con la cepa silvestre (cepa WT:T3mCh) y una
mutante con la cepa Ura'l (cepa Ura1:T3mCh). Para comprobar el reemplazo del
gen tmk3 por el gen tmk3 etiquetado con mCherry en las cepas WT:T3mCh y Ura
1:T3mCh, se extrajo el ADN genémico y se realizaron cuatro PCRs: se amplifico un
fragmento de 3.9 kb con oligonucleétidos que flanquean el gen tmk3 con mCherry
(PTmk3-F — mCherry-hph-R), un fragmento de 2.7 kb que corresponde al gen hph
con el terminador de tmk3 (Hyg-F — Ttmk3-R), un fragmento de 0.8 kb del marco de
lectura del gen que codifica para mCherry (GA5-mCherry-F — mCherry-hph-R), y un
fragmento de 1.4 kb del gen hph (Hyg-F — Hyg-R). En ambas cepas se amplificaron

los cuatro fragmentos esperados (Fig. 15).
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Figura 15. Anédlisis por PCR del reemplazo del gen tmk3 por tmk3 etiquetada con mCherry en
cepas WT y Ura'l. a Esquema del casete knock-in con los' 4 PCRs que se llevaron a cabo para
comprobar el reemplazo. b Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de los 4 fragmentos amplificados.
Se us6 como templado el ADN extraido de las cepas WT::T3mCh y Ura-1::T3mCh.

Posteriormente, se analizd por RT-PCR la expresion de mCherry en la cepa
WT y la mutante WT:T3mCh usando los oligonucleétidos GA5-mcherry-F y
3mcherry-R (Anexo 1) para el gen que codifica para mCherry, y los oligonucledtidos
tmk3-F y tmk3-R (Anexo 2) para el gen tmk3. Se observé que el gen tmk3 se expresa
en ambas cepas, sin embargo, solo mCherry se expresa en la cepa WT:T3mCh
(Fig. 16). Los resultados sugieren que la insercion del gen tmk3 etiquetado con
mCherry fue exitosa.

WT WT:T3mCh

tmk3 - —

mCherry e

gpd .-

Figura 16. Analisis por RT-PCR del reemplazo de tmk3 por tmk3 etiquetada con mCherry en
una cepa WT. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de los genes amplificados. Se usé como
templado el ADNc que se sintetiz6 a partir del ARN extraido de las cepas WT y WT:T3mCh.
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Una vez que se determiné el reemplazo del gen tmk3 por el alelo de tmk3
etiguetado con mCherry, el mismo casete se utiliz para transformar las mutantes
Apbs2:pyr4, Ablrl:pyrd, y Ablr2:pyr4. No obstante, después de dos intentos de
transformacién con la metodologia empleada para obtener las mutantes WT:T3mCh

y Ura'1:T3mCh, no fue posible obtener transformantes.

Se modificaron algunos pasos para los siguientes intentos de
transformacion: los protoplastos de la cepa Apbs2:pyr4 no resistieron el proceso de
transformacion, por consecuencia, no crecieron en el control-positivo. El medio con
sorbitol 1 M causO6 un estrés hiperosmoético a la mutante sensible a altas
concentraciones de sorbitol, por lo que el nuevo medio de seleccion consistié en
placas de PDA con higromicina B (100 mg/ml) sin sorbitol, solo el medio suave
contenia sorbitol 1 M que cumple la funcibn como- estabilizador para proteger los
protoplastos mientras regeneran su pared -celular. Con la modificacion, los
protoplastos de Apbs2:pyr4 si sobrevivieron el proceso de transformacion. Por
difusion, la concentracion de sorbitol disminuy6é permitiendo la sobrevivencia y
seleccién de mutantes carentes del.gen pbs2. También se modificé la concentracion
del casete knock-in. Las cepas Ablrl:pyrd y Ablr2:pyr4 si resistian el proceso de
transformacioén y el estrés hiperosmotico por sorbitol, sin embargo, no se obtenian
transformantes, por lo que se concentré el producto de 7 PCRs en un solo tubo (350
ul de volumen final), se precipitd el casete y se resuspendié el ADN en 60 pl. Con
estos cambios solo se pudo obtener una transformante estable de la cepa
Apbs2:pyr4 (cepa Apbs2:T3mCh) y una de la cepa Ablrl:pyr4 (Ablr1:T3mCh).

Como alternativa, se opté por usar la cepa auxotrofa Ura'1:T3mCh para
usarla como fondo genético, el gen tmk3 ya se encuentra etiquetado en esa cepa,
por lo que se puede utilizar el gen pyr4 para complementar la auxotrofia y a la vez
reemplazar genes. Se utilizd el casete anteriormente publicado (Calcaneo-
Hernandez et al., 2020) para obtener transformantes del gen blr2 usando la cepa

Ura 1:T3mCh como fondo genético. Finalmente se selecciono una transformante del
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gen blr2, nombrada Ablr2:T3mCh, a partir de medios PDA mas higromicina B 100
pg/ml.

El reemplazo del gen tmk3 por un alelo etiquetado con mCherry se
comprobo por PCR en las cepas Ablr1:T3mCh y Apbs2:T3mCh, amplificAndose el
gen hph, el gen que codifica para mCherry, un fragmento del gen tmk3, mCherry y
hph, y otro fragmento de mCherry unido a hph (Fig. 17). En la cepa Ablr2:T3mCh
se corroboro la delecion del gen bir2. El gen blr2 solo se amplifico.en la cepa Ura
1:T3mCh (Fig. 18). Para las reacciones de PCR se uso0 la enzima DreamTaq DNA
Polymerase (Thermo Scientific) y las condiciones fueron las siguientes: el primer
paso a 95 °C por 3 min, después 35 ciclos a 95 °C por30s, 60 °C por 30 s, 72 °C
por 1 min por kb, y una extension final a 72 °C por 5 min.

(a) 1 2 3 4
Abirl-14 = AMSE 3ok
. -— 1 mcherry-hph-R ="
Hyg-F
15kb 2 Ttmk3-R 27kb
—
GAS-mcherry-F
—— 3 mcherry-hph-R 0.84 kb

Hye-F 3.4kb
4 Hyg-R

(b)

1 2 3
\
Ptmk3-F
” 1 mcherry-hph-R 3.94kb
Hyg-F
2 Ttmk3-R 27k
GAS-mcherry-F
- 3 mcherry-hph-R 0.84 kb

Figura 17. Analisis por PCR del reemplazo del gen tmk3 por un alelo etiquetado con mCherry
en.cepas Apbs2 y Ablrl. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de los fragmentos amplificados
por PCR para comprobar el reemplazo del gen tmk3 por un alelo etiqguetado con mCherry. Se usé
como templado el ADN extraido de las cepas AbIrl:T3mCh (a) y Apbs2:T3mCh (b). Los
oligonucledtidos utilizados y el tamafio de los fragmentos amplificados se indican a la derecha. En
Anexo 1 se enlistan las secuencias de oligonucleétidos utilizados.
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Figura 18. Analisis por PCR de la delecidn del gen blr2 en la cepa Ura'1;: T3mCh. Electroforesis
en gel de agarosa al 1 % de un fragmento amplificado del gen blr2 para comprobar el reemplazo del
gen bir2 por pyr4 en un fondo auxétrofo a uracilo y que expresa el gen tmk3 etiqguetado con mCherry.
Se us6 como templado el ADN extraido de las cepas Ura1:T3mCh y AbIr2:T3mCh..En Anexo 1 se
enlistan las secuencias de oligonucleétidos utilizados.

Localizacion de la MAPK Tmk3 de T. atroviride

Para observar con los microscopios confocales la fluorescencia producida
por mCherry unida a Tmk3, se emple6 la técnica de agar invertido descrito por
Hickey et al. (2004). Las cepas se inocularon sobre placas de Vogel sin sacarosa, y
se incubaron por 48 h en oscuridad. Posteriormente, se cortd un cuadro de
aproximadamente 2 cm de ancho tomando el perimetro de la colonia, se colocaron
de forma invertida sobre cubreobjetos, se incubaron por 2 h a temperatura ambiente
en oscuridad dentro de cajas Petricubiertos con aluminio, y después se observaron
en el microscopio. A pesar de que se comprobd por PCR que el gen que codifica
para mCherry se integro en el genoma de las cepas WT, Ura'l, Apbs2 y Ablrl, solo
se observo fluorescencia en la cepa Ura'l (Fig. 19). El resultado sugiere que el
casete para etiquetar genes de T. atroviride con mCherry funciona porque se pudo
observar fluorescencia en las hifas de la cepa Ura'1:T3mCh, pero a pesar de que
es posible insertar a mCherry en el genoma de T. atroviride, determinar su expresion

por RT-PCR no garantiza la estabilidad de la proteina.
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(b)

oro Based Time:  01:53.98

Figura 19. Localizacion de la MAPK Tmk3 en hifas de la cepa Ura-1:T3mCh. Se observé in vivo
con el microscopio Nikon Eclipse Ti a la MAPK Tmk3 etiquetada con mCherry en la cepa Ura
1:T3mCh. A los tiempos 0:00 (a) y 1:54 min (b) se observaron vacuolas tubulares en las puntas de
las hifas.

En vivo, se observo que la MAPK Tmk3 se localiza en el citoplasma pero
también en otros organulos, posiblemente en el reticulo endoplasmico o en el
sistema vacuolar. Su localizacion se mostré similar a la proteina NADPH Oxidasa 1
(Nox1) de N. crassa (Cano-Dominguez et al., 2019) (Fig. 20).

Large spherical vacuoles Tubular vacuolar network Prevacuolar compartments

Nox1l:mCherry
N. crassa

Tmk3:mCherry
T. atroviride

Figura 20. La MAPK Tmk3 de T. atroviride se localiza en el citoplasmay en otros organulos.
Comparacion de la localizacion de la MAPK Tmk3 con Nox1 de N. crassa (imagen tomada de Cano-
Dominguez et al., 2019). En T. atroviride se sefialan con flechas las posibles vacuolas tubulares.

Después de que las hifas de Ura1l:T3mCh fueron expuestas a la luz
ambiental por 10 min, se observo que la MAPK Tmk3 se transloca al nucleo (Fig.
21). La localizacién de Tmk3 coincide con los nucleos tefiidos con DAPI. Para
observarlo en el microscopio, se removio el papel aluminio de las cajas Petri donde
la cepa se encontraba incubandose en oscuridad. Después de 10 min, se corté un
cuadro de aproximadamente 2 cm de ancho tomando el perimetro de la colonia de

Ura'1l:T3mCh creciendo en medio Vogel, se coloc6 DAPI 0.5 pg/ml sobre un

61



cubreobjetos, y el cuadro de medio Vogel con micelio de Ura'1:T3mCh se colocé de

forma invertida sobre el cubreobjetos. El resultado preliminar sugiere que Tmk3 se

transloca al nucleo en respuesta al estimulo de luz.

Figura 21. Localizacién de Tmk3 en respuesta al estimulo de luz blanca. La cepa Ura1:T3mCh
se expuso a la luz durante 10 minutos, posteriormente se utilizé 0.5 ug/ml DAPI para tefiir los nucleos.
La localizacién se observé con el microscopio confocal Olympus FV1000. Imagen inferior izquierda:
hifas de Ura'1:T3mCh. Imagen superior izquierda: ndcleos de la cepa Ura1:T3mCh tefidos con
DAPI. Imagen superior derecha: fluorescencia emitida por Tmk3 etiquetada con mCherry. Imagen
inferior derecha: imagen superpuesta de nucleos tefiidos con DAPI y Tmk3 etiquetada con mCherry.

También se observo fluorescencia en las hifas de la mutante Ablr2:T3mCh
que se obtuvo con la cepa Ura'1:T3mCh (Fig. 22). Tmk3 se localizé en el citoplasma
y en organulos tubulares y esféricos. Lo anterior sugiere que sin estrés, la carencia
del gen blr2 no afecta la estabilidad de Tmk3, y que la cepa Ura1:T3mCh se puede
utilizar como herramienta para observar la localizacion de Tmk3 en un fondo

mutante.
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Figura 22. Localizaciéon de la MAPK Tmk3 en la cepa Ablr2: T3mCh. Sin estrés, Tmk3 se localiza
en el citoplasma y en el sistema vacuolar en ‘una mutante Ablr2. Las imagenes fueron tomadas en
vivo con el microscopio Nikon Eclipse Ti.

7.5 DISCUSION

Trichoderma atroviride es un excelente modelo de estudio debido a que su
genoma puede incorporar secuencias con alta homologia por recombinacién
homologa (Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, 2020), lo que facilita la inserciéon de

casetes knock-in/knock-outs para la generacion de transformantes estables.

En este experimento, se insertd el gen que codifica para la MAPK Tmk3
bajo su mismo promotor y etiquetado con el fluor6foro mCherry. La proteina
fluorescente mCherry ha sido usada ampliamente en otros hongos para estudiar la
localizacion de proteinas (Gonia et al., 2017; Khang et al., 2010; Doehlemann et al.,
2009), y en esta ocasion se pudo utilizar con éxito en una cepa de T. atroviride
auxotrofa a uracilo, lo cual sugiere que mCherry unido a Tmk3 en el extremo
carboxilo terminal no interfiere con la funcion de la proteina. El disefio fue basado

en el casete para etiquetar genes con GFP en A. nidulans (Yang et al., 2004), que

63



de igual forma se incluyeron secuencias que codifican para repetidos de glicina y
alanina (rGA) entre Tmk3 y mCherry, y que actia como una bisagra para dar
estabilidad a la fusién. La idea de Yang et al. (2004) de afadir rGA surgio porque
en sus experimentos iniciales no podian etiquetar proteinas con éxito, por lo que
ellos tomaron la idea de usar rGA como en S. cerevisiae (Labib et al., 1999). Se ha
publicado que la proteina EBNAL del virus Epstein-Barr (virus del herpes humano
4), contiene rGA que le proporciona estabilidad, y bloquea la protedlisis dependiente
de ubiquitina en células de humanos (Levitskaya et al., 1997), posteriormente este
antecedente se usé como herramienta molecular. Afiadir un minimo de rGA a la
proteina IkBa de humano lo protege de ser degradado por el proteosoma (Sharipo
et al., 1998), al igual que p53 (Heessen et al., 2002), lo.que demuestra que los rGA
da estabilidad a las proteinas quiméricas y lo previene de la degradacion
proteosomal. Heessen et al. (2003) sugieren que lo anterior es un mecanismo
conservado, ya que fue posible generar-una proteina GFP quimérica estable con
rGA en S. cerevisiae (Heessen et al.,, 2003; Labib et al.,, 1999), y también
proporcion6 estabilidad en las fusiones de las proteinas con fluor6foros en A.

nidulans (Yang et al., 2004), N. crassa (Hammond et al., 2011) y T. atroviride.

A pesar de que mCherry también se insertd en el genoma de una cepa WT,
y se comprobd su expresion por RT-PCR, no fue posible observar fluorescencia.
Yang et al. (2004) sefalan que después de afadir los rGA fueron capaces de
etiquetar varios genes en A. nidulans, sin embargo, no indican si de todas las
transformantes obtenidas fueron funcionales. En este experimento la eficacia para
obtener mutantes fue muy baja, al final solo se pudo obtener una transformante
estable derivado de la WT, a pesar de que se concentr6 mas ADN para el proceso
de transformacién. El tamafio del casete knock-in final fue de 4.3 kb, mientras que
los casetes para knock-out son de aproximadamente 3 kb (Calcaneo-Hernandez et
al., 2020). Posiblemente el tamafio del fragmento de ADN que se desea insertar en
el genoma de T. atrovide es un factor para que se den eventos de recombinacién

con éxito.
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Los resultados del analisis en vivo de la MAPK Tmk3 sugieren que sin
estrés, la MAPK Tmk3 en la cepa Ura'l se localiza en el citoplasma al igual que
homélogos de Tmk3 en T. harzianum (Delgado-Jarana, 2006), S. cerevisiae
(Ferrigno et al., 1998) y A. nidulans (Yu et al., 2016). Sin embargo, sorpresivamente
también se observo localizacion en otros organulos sin identificar. Las imagenes in
vivo de la localizacion de Tmk3 en las hifas de T. atroviride es similar a la
localizacion de Nox1 en N. crassa (Cano-Dominguez et al., 2019). Nox1 de N.
crassa mostro una extensa co-localizacion con el marcador ATPasa vacuolar VMA-
1 y solo una asociacién menor con los marcadores del reticulo endoplasmico (RE)
Ca?*-ATPasa NCA-1 y un GFP dirigido al lumen del RE (Cano-Dominguez et al.,
2019). Sila localizacion de la MAPK Tmk3 se observo parecida a Nox1 de N. crassa,
es posible que también Tmk3, ademas de localizarse en el citoplasma, se encuentre

en el RE o en el sistema vacuolar.

En las células eucariotas, las proteinas de la membrana plasmatica, las
proteinas que se secretan y las proteinas de la via secretora comienzan su
maduracion dentro del RE. EIRE contiene chaperonas, enzimas de glicosilacion y
otras enzimas de plegamiento para proporcionar un entorno ideal para el
plegamiento de proteinas nacientes (Bicknell et al., 2010). En S. cerevisiae, la
acumulacion de proteinas mal plegadas en el RE desencadena la respuesta a
proteinas desplegadas (UPR), una via de sefializacién conservada que impulsa la
transcripcion de genes como las chaperonas, aunque en condiciones de estrés del
RE, la via MAPK Hogl también regula la viabilidad celular (Garcia-Marqués et al.,
2015). Durante la etapa tardia de estrés en el RE, la MAPK Hog1 se fosforila y ayuda
al RE a recuperar la homeostasis. Se demostré que el mecanismo de activacion de
Hogl durante el estrés del RE es regulado por la via de dos componentes, y tras la
fosforilaciébn, Hogl se transloca al ndcleo para regular la expresion génica.
Posteriormente, Hogl regresa al citoplasma, donde sus niveles de fosforilacion
permanecen altos. Desde su ubicacion citoplasmatica, Hogl contribuye a mejorar

la estabilidad de Atg8, una proteina de autofagia (Bicknell et al., 2010). Asimismo,
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se demostré que la entrada al nicleo de Hogl no es critica para la osmoadaptacion,
aunque la actividad nuclear de Hog1l es prescindible para la adaptacion al estrés del
RE (Garcia-Marqués et al., 2015). Lo anterior sugiere que la MAPK Tmk3 de T.
atroviride también podria cumplir una funcion en el citoplasma relacionada con el
RE.

Las vacuolas fungicas son organulos méviles y complejos, anélogos de los
lisosomas de mamiferos, que no solo participan en la degradacion de
macromoléculas y protedlisis, sino también estan involucradas en otros procesos
celulares como almacenamiento y transporte de metabolitos, homeostasis de iones
citosdlicos y pH, y osmoregulacion (Rico-Ramirez et al., 2018; Klionsky et al., 1990).
Cuando se analiz6 Tmk3 en vivo en hifas en crecimiento, se observaron vacuolas
tubulares parecidas a la llamada red de cisternas alargadas (Network of elongated
cisternae; NEC) en N. crassa (Rico-Ramirez-et al., 2018). Aunque no hay una
publicacion directamente relacionada con la MAPK Hogl y el sistema vacuolar, por
otros antecedentes podria ser que su relacién sea por osmoregulacion, respuestas

a la luz azul, y/o crecimiento vegetativo.

En un estrés osmotico no solo se activan MAPKSs, también se libera calcio
de las vacuolas, aumentando las concentraciones de Ca?* citosélico que activa la
via de sefializacion de Ca?*/calmodulina (Cyert, 2003; Denis y Cyert, 2002). En S.
cerevisiae se publico que la actividad de la H*-ATPasa vacuolar (V-ATPasa) actia
en paralelo con Hogl. Las mutantes vmaA son deficientes de la actividad V-ATPasa,
y son sensibles ante un estrés osmaotico. Cuando la célula carece de la actividad V-
ATPasa, aumentan los niveles de iones de sodio y por consecuente, aumentan los
niveles de fosforilacion de Hogl, a la vez que se eleva la expresion de PTP2, un
regulador negativo, posiblemente para moderar la activacion de Hogl (Li et al.,
2012). Aunque los resultados sugieren que la ATPasa vacuolar de S. cerevisiae
ayuda a proveer osmotolerancia en conjunto con Hogl, es posible que Tmk3 de T.
atroviride también actde en conjunto con la V-ATPasa para enfrentarse al estrés

osmotico.
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Se sabe que la luz azul genera especies reactivas de oxigeno (ROS) en las
células (Kumar Rajendran et al., 2019), y el estrés oxidativo provoca la entrada de
Ca?* extracelular, y la liberacion de Ca?* desde el reticulo endoplasmatico y
vacuolas (Ermak y Davies, 2002). Por lo anterior, es probable que también se libere
Ca?* en respuesta al estimulo de luz azul en T. atroviride, y que Ca?* funcione como
una molécula de sefalizacién. El musgo Physcomitrella patens cuando crece en
oscuridad, sus caulonemas crecen mas rapido pero son altamente vacuolados, y
cuando es expuesto a la luz, su crecimiento es lento y se librera Ca?* (Russell et al.,
1998). En T. atroviride, sin estrés se observaron in vivo vacuolas esféricas donde
se localizé Tmk3, y su crecimiento vegetativo es mas rapido en oscuridad (Esquivel-
Naranjo et al., 2016). Cuando la cepa Ura'1:T3mCh de T. atroviride fue expuesta a
la luz, se observo localizacién de Tmk3 en el nucleo, y su localizacién coincidié con
los nucleos tefiidos con DAPI. La MAPK Tmk3 se translocé al nicleo en respuesta
a la luz al igual que SakA, el homodlogo-a Tmk3 en A. nidulans (Yu et al., 2016).
Tanto la MAPK Tmk3, como las vacuolas fungicas, desempefian papeles cruciales
en la fisiologia del crecimiento vegetativo (Esquivel-Naranjo et al., 2016; Weber,
2002). La cepa silvestre de T. atroviride crece mas lento en luz, y cuando carece de
tmk3 su crecimiento tambien se ve comprometido (Esquivel-Naranjo et al., 2016), lo
anterior sugiere que Tmk3 podria cumplir funciones en su forma no fosforilada en
las vacuolas para regular el crecimiento vegetativo, y cuando se activa por
fosforilacidn, se transloca al ndcleo para activar genes de respuesta a estrés y luz
azul. Las mutantes carentes de los fotorreceptores Blrl y Blr2 en T. atroviride no
esporulan en respuesta a la luz, pero su crecimiento vegetativo no se ve
comprometido y conidian en respuesta a dafio (Casas-Flores et al., 2004). Si la
MAPK Tmk3 ademas de regular conidiacién inducida por luz también regula el
crecimiento micelial, es razonable pensar que Tmk3 también se pudiera localizar en

otros organulos ademas del citoplasma y el nucleo.

En conclusion, los resultados preliminares sugieren que cuando T. atroviride

se encuentra en un ambiente sin estrés, la MAPK Tmk3 en su forma no fosforilada
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cumple la funcion de regular el crecimiento vegetativo localizandose en el
citoplasma y en otro orgadnulo, mientras que en respuesta a un estrés, se concentra

en el ndcleo para regular genes de respuesta a estrés.
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VIIl. CAPITULO 3:

Descifrando la participacion de las histidina
cinasas con dominios PAS y GAF en las
respuestas al estrés celular y la luz azul de

Trichoderma atrovoride
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8.1 RESUMEN

Entender los factores que controlan el cambio morfogénico de micelio a conidia en
Trichoderma atroviride es esencial para su uso como agente de biocontrol. Datos
previos han mostrado que la MAPK Tmk3 regula la fotoconidiacion a través del
sistema de dos componentes, sin embargo, se desconoce el receptor o los
receptores que podrian participar en la activacion de Tmk3 por luz. En este estudio
se evaluo la participacion de siete histidina cinasas (HK) con dominio sensor PAS o
GAF en respuesta a la luz y estrés celular que son regulados por la MAPK Tmka3.
La caracterizacion fenotipica de las mutantes sugiere que Hk9 y Hk11 regulan la
conidiacion inducida por luz, mientras que Hk9 y Hk2b regulan el crecimiento
micelial posiblemente a través de la MAPK Tmk3, no obstante, los resultados
mostraron que Hkla, Hk2b, Hk4 y Hk5 funcionan como represoras de la
fotoconidiacion, y Hk5 y Hk10 actiian como represoras del crecimiento filamentoso.
Todas las HKs analizadas fueron tolerantes al estrés osmatico en conidia, y en
micelio, Hkla, Hk4, Hk5 y Hk10 actGan como represoras de la osmotolerancia. En
micelio, Hk2b, Hk4, Hk5 y Hk9 regulan la integridad de la pared celular; Hk2b, Hk4,
HKk5, Hk9 y HK10 las altas dosis de cadmio, y Hk2b, Hk5, Hk9 y Hk11 las respuestas
a estrés por H202. Posteriormente la expresion de genes de respuesta a luz
dependientes de Tmk3 fue evaluada en las mutantes carentes de HKs. Los genes
blul, grg2, freq y cry se sobreexpresaron en las mutantes Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk5
y Ahk10, aunque se observl que Hk9 regula positivamente a envl. Finalmente la
expresion de las doce HKs presentes en el genoma de T. atroviride fue evaluada en
oscuridad y luz, y la tendencia fue que las HKs se expresaron menos en luz que en
oscuridad. En ausencia del gen tmk3, los transcritos de los genes que codifican para
HKs aumentaron. En conclusién, cada HK cumple un rol para mantener la
homeostasis celular en T. atroviride, actuando como activadores o represoras, y los

resultados sugieren que a la vez la MAPK Tmk3 regula la transcripcion de las HKS.

(Palabras claves: histidina cinasa, Trichoderma atroviride, luz, osmotolerancia)

70



ABSTRACT

Understanding the factors that control the morphogenic change from mycelia to
conidia in Trichoderma atroviride is essential for its use as biocontrol. Previous data
have shown that the MAPK Tmk3 regulates light-induced conidiaton through the two-
component system. However, the receptor/receptors that could participate in the
activation of Tmk3 by light is unknown. In this study, the participation of seven
histidine kinases (HK) with PAS or GAF sensor domain in response to light and
cellular stress regulated through Tmk3 was evaluated. The phenotypic
characterization of the mutants suggests that Hk9 and Hk11 regulate light-induced
conidiation, and Hk9 and Hk2b regulate mycelial growth, possibly through Tmk3.
However, results showed that Hkla, Hk2b, Hk4 and HK5 function as repressors of
photoconidiation, and Hk5 and Hk10 act as filamentous growth repressors. All of the
HKs analyzed were tolerant to osmotic stress in conidia, while in mycelia stage,
Hkla, Hk4, Hk5 and Hk10 act as osmotolerance repressors. In mycelium, Hk2b,
Hk4, Hk5 and Hk9 regulate the integrity of the cell wall; Hk2b, Hk4, Hk5, Hk9 and
Hk10 the high doses of cadmium, and Hk2b, Hk5, Hk9 and Hk11 the responses to
stress by H202. Subsequently, the expression of Tmk3-dependent light response
genes were evaluated in mutants lacking HKs. The genes blul, grg2, freq and cry
were overexpressed in Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk5, and Ahk10 strains, although it
was observed that Hk9 positively regulates envl. Finally, the expression of the
twelve HKs present in the T. atroviride genome was evaluated in darkness and light.
The HKs were less expressed in light than darkness, but in the absence of the tmk3
gene, the transcripts increased. In conclusion, each HK plays a role in maintaining
cell 'homeostasis in T. atroviride, acting as activators or repressors, and results
suggest that at the same time, the MAPK Tmk3 regulates the transcription of the
HKs.

(Key words: histidine kinase, Trichoderma atroviride, light, osmotolerance)
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8.2 INTRODUCCION

La habilidad de los organismos vivos para percibir el ambiente que lo rodea
esta relacionada con la evolucion de las proteinas de sefalizacion, los cuales
reconocen sefiales especificas y ejecutan respuestas predeterminadas (Eyers,
2020). La informacién de una sefial fluye a través de un sistema vivo, y a nivel
molecular, este flujo de informacioén va acompafado por el movimiento de moléculas
dentro de una célula (Krysan y Colcombet, 2018). Dichas moléculas pueden ser algo
tan simple como una proteina Unica, capaz de reconocer un ligando y ejercer un
cambio fenotipico, o una via extremadamente compleja, donde participan docenas

de proteinas diferentes que actian en coordinacion (Eyers, 2020).

El primer estudio sobre fosforilacion de proteinas fue hace més de cien afos,
y desde entonces se ha demostrado que este tipo de modificacion regula aspectos
de la funcién de las proteinas, y controla redes de sefializacion que moderan el
crecimiento celular, la diferenciacion, y las respuestas fisiologicas a estimulos
externos (Eyers, 2020). No obstante, hasta la década de 1950 se dio a conocer a
las proteinas cinasas como una nueva clase de enzimas (Adam y Hunter, 2018). En
1962 se descubrid la primera fosfohistidina en extractos de proteina mitocondrial de
bovino (Boyer et al., 1962), sin embargo, el progreso del estudio de fosfohistidinas
ha sido lento, principalmente por las dificultades técnicas que se han presentado
(Eyers, 2020). Las fosfohistidinas contienen un enlace fosforamidato (P-N) el cual
los hace termodinamicamente inestable, y esa propension termodinamica para
transferir su grupo fosforilo a otras moléculas, incluyendo a aminoacidos, sustenta
el-mecanismo de accion de una gran clase de histidina cinasas (HK), llamadas
histidina cinasas de dos componentes (Attwood, 2013; Besant y Attwood, 2009).

Los sistemas de dos componentes (Two-component systems, TCS)
constituyen el medio predominante por el cual los procariotas perciben y se adaptan
a su entorno (Maoglich, 2019). Los procariotas transducen las sefiales en funcién de

la organizacion y complejidad del dominio por medio de sistemas de un

72



componente, sistemas de dos componentes por HKs de clase | y sistemas
multicomponentes por HKs de clase Il, o conocidos como sistemas de quimiotaxis
(Wuichet et al., 2007). Se creia que las HKs eran componentes exclusivos del
genoma de procariotes, hasta que en 1993 se publico que el gen de respuesta a
etileno de Arabidopsis thaliana, ETR1, es parecido a las proteinas del sistema de
dos componentes de bacterias (Chang et al., 1993). Posteriormente, se descubrié
a la unica HK de S. cerevisiae, SInl, identificandola como el receptor de la via de
sefalizacion que regula las respuestas a estrés osmatico, la via de proteinas

cinasas activadas por mitégeno (MAPK) Hogl (Maeda et al., 1994).

El sistema de dos componentes es usado por procariotes y eucariotes para
detectar y responder a las sefales ambientales. En procariotes, el TCS usualmente
se compone de la comunicacion entre dos modulos funcionales: HKs y reguladores
de respuestas (RR). La percepcién de un estimulo induce a la autofosforilacion de
la HK, y el fosfato es transferido al RR, el cual actia como factor de transcripcion
para regular directamente a genes requeridos para una respuesta adaptativa. Sin
embargo, existen otras vias mas complejas en bacterias que incluyen a las
proteinas hibridas, la cual una sola proteina pose el dominio cinasa y el dominio
receptor, ocurriendo mas de un evento de fosfotransferencia, o también vias donde
participan mas de dos proteinas. En eucariotes, el TCS incluye un médulo adicional,
el dominio fosfotransferasa que contiene histidina (Hpt), y la ruta de sefializacion
para la percepcion de un estimulo se integra de un fosforelevo de varios pasos entre
tres tipos de proteinas: HK -> Hpt -> RR. En la mayoria de los TCS de eucariotes,
el RR actia como un factor de transcripcién, o regula elementos rio abajo como vias
de MAPKSs, o sistemas de sefializacion de adenosin monofosfato ciclico (CAMP)
(Kabbara et al., 2019; Fassler y West, 2013; Wurgler-Murphy, 1997). En plantas,
algunas HKs son conocidas por regular directamente otros tipos de proteinas como
cinasas tipo Raf (Clark et al., 1998). Actualmente se sabe que el genoma de virus,
bacteriéfagos, bacterias, arqueas, mohos mucilaginosos, hongos y plantas poseen

genes que codifican para HKs (Kabbara et al., 2019; Defosse et al., 2015).
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El TCS de S. cerevisiae se compone de la HK SInl, el Hpt Ypdl, y el RR
Skk1l. Sskl no actia como factor de transcripcion, sino como activador de la
cascada de sefalizacion para las respuestas ante un estrés osmotico, conformada
por las MAPKKKs SSk2/Ssk22, la MAPKK Pbs2, y la MAPK Hogl (Brewster y
Gustin, 2014; Wurgler-Murphy, 1997). Mientras que S. cerevisiae. Yy
Batrachochytrium dendrobatidis tienen solo una HK en su genoma, otros hongos
poseen mas (Defosse et al., 2015; Catlett et al., 2003), y se ha revelado que son
participes en las respuestas al estrés oxidativo, virulencia, sensibilidad a fungicidas,
dimorfismo, produccion de metabolitos secundarios, integridad de la pared celular,
morfogénesis de hifas, esporulacion, desarrollo sexual y asexual y percepciéon de
luz (Hérivaux et al., 2016; Li et al., 2010).

Dado que el nimero de HKs varia segln la especie de hongo, y que sus
dominios receptores son diferentes entre si, Catlett y colaboradores (2003)
clasificaron a las HKs de hongos ascomicetos en once grupos. Las HKs mas
estudiadas son la HK clase 11, conocida como Nik-1/0Os-1, el cual contiene repetidos
del dominio HAMP (Histidine “kinases, Adenylyl cyclases, Methyl-accepting
chemotaxis Proteins) en-la region amino terminal (Catlett et al., 2003), y fue
identificada inicialmente ‘en N. crassa (Alex et al., 1996). Nik-1/Os-1 forma parte de
la via osmosensora de N. crassa (Schumacher et al., 1997), y homdlogos de Nik-1
en otros hongos-regulan ademas de las respuestas a estrés osmatico, conidiacion,
la morfologia de la hifa, la estructura de la pared celular, y respuestas a fungicidas
(Hagiwara et al., 2013; Meena et al., 2010). Otra HK muy caracterizada en hongos
filamentosos es la HK del grupo VIII, el cual posee un dominio PHY conservado en
fitocromos (Catlett et al., 2003). El fitocromo mejor caracterizado en hongos es FphA
de A. nidulans, el cual actia como un receptor de luz roja para activar la via de
MAPK SakA, homéloga a la MAPK Hogl, y ademas reprimir el desarrollo sexual en

condiciones de luz roja (Yu et al., 2016; Blumenstein et al., 2005).

El hongo ascomiceto T. atroviride es altamente interactivo en raices y suelos,

produce una amplia gama de sustancias antibidticas y parasita otros hongos
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(Harman et al., 2004). Es considerado como un agente excelente de biocontrol. Su
capacidad para detectar, invadir y destruir otros hongos ha sido la principal razén
de su éxito comercial como bioplaguicida (Kappel et al., 2020; Mukherjee et al.,
2013). Un hongo como agente de biocontrol ideal es aquel que produce conidia de
manera rentable y mantiene largos periodos de crecimiento vegetativo (Steyaert et
al., 2010), por lo tanto, comprender el mecanismo del cambio morfogénico de

micelio a conidia en T. atroviride es integral para su mejora comercial.

En T. atroviride, la transicion de micelio a espora es determinado por distintas
sefiales ambientales, una de ellas es la luz, un componente importante para la
produccion comercial de conidia (Steyaert et al., 2010). Las cepas silvestres de T.
atroviride producen conidia en las longitudes de onda cercanas a la luz azul
(Kumagai y Oda, 1969), y las respuestas a la luz azul son reguladas principalmente
por las proteinas fotorreceptoras Blr-1 y Blr-2, similares a las fototropinas de plantas
(Casas-Flores et al., 2004). Otra proteina que participa en las respuestas a la luz en
T. atroviride es la MAPK Tmk3, homologa a Hogl de S. cerevisiae (Esquivel-Naranjo
et al., 2016). También se identificaron a los elementos que participan en la via de
activacion de Tmk3 por luz: la MAPKK Pbs2 (Esquivel-Naranjo et al., 2016), la
MAPKKK Ssk2 y el RR Ssk1 (Gomez-May, 2018). Ademas, T. atroviride posee 12
HKs en su genoma (Schmoll et al., 2016), los RR son activados por HKs, por lo cual
al menos uno de ellos podria estar implicado en la activacion de Tmk3 por luz. Dado
qgue, en analisis previos descartaron la participacion de las HK Nik1l y Phyl en la
activaciéon de genes de respuesta a luz azul (Calcaneo-Hernandez et al., en
procesa), en el presente trabajo se exploré la funcién de las HKs con dominios PAS
y GAF, los cuales podrian estar implicados en la sefalizacion o regulacion de la

transcripcion de genes de respuesta a luz azul en T. atroviride.
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8.3 MATERIALES Y METODOS

Cepas y condiciones de cultivo

Se utilizaron las cepas enlistadas en la tabla 3. Las cepas se propagaron en
medios PDA y se incubaron a 27 °C en luz blanca constante o en oscuridad,
cubiertos con papel aluminio. Los medios de cultivo que se utilizaron fueron
previamente esterilizados en una autoclave a 15 psi durante 15 min y la
manipulacion de los hongos se realizd bajo condiciones de esterilidad en una

campana de flujo laminar.

Tabla 3. Cepas utilizadas

T. atroviride

Cepa Genotipo Referencia

Silvestre (WT) IMI206040

Ural Ura (Calcdneo-Hernandez et al., 2020)
Atmk3-6 Atmk3:pyr4 -~ (Calcaneo-Hernandez et al., 2020)
Hkla-3,9,11 ATa_ 32890 Este estudio

Hk2b-4,9 ATa_133533 Este estudio

Hk4-2,5,7,8,9 ATa_88129  Este estudio

Hk5-8,12 ATa 32149  Este estudio

Hk9-3 ATa_ 152868 Este estudio

Hk10-1,2,3 ATa_ 286374 Este estudio

Hk11-5 ATa_ 296396 Este estudio

Extraccion y manipulacion de acidos nucleicos

La extraccion de ADN gendmico se realizé siguiendo la metodologia de

Raeder y Broda (1985) descrita en Anexo 1.

Generacion de mutantes

Se crearon casetes para reemplazar los genes Hkla, Hk2b, Hk4, HK5, HK9,
Hk10 y Hk11 de T. atroviride por el gen pyr4 siguiendo la técnica de PCR de doble

unién (Yu et al., 2004), utilizando los oligonucleétidos enlistados en Anexo 2.
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Posteriormente, se transformaron protoplastos de la cepa Ura'l por el método de
polietilenglicol-CaCl2 usando los casetes construidos por PCR, siguiendo la
metodologia de transformacién descrita en Anexo 1. Como medio selectivo se utilizd

una placa de PDA con 1 M sorbitol.

Identificacion de mutantes

Las transformantes se seleccionaron en medios PDA realizando tres
cultivos monosparicos. Posteriormente, se extrajo el ADN gendémico (Anexo 1) para
confirmar el reemplazo génico mediante tres reacciones de PCR. En las tres
reacciones de PCR se utilizé la enzima ADN polimerasa DreamTaq (Thermo
Scientific) y los oligonucledtidos enlistados en Anexo 1. Las condiciones de PCR
fueron las siguientes: el primer paso a 95 °C por:3 min, después 35 ciclos a 95 °C
por 30 s, 60 °C por 30 s, 72 °C por 1 min por kb, y una extension final a 72 °C por 5

min.

Evaluacién del crecimiento micelial de mutantes

A partir de preindculos crecidos en oscuridad de la cepa WT y cepas
mutantes, se cortaron seis discos de micelio de 5 mm de didmetro, tres discos se
inocularon sobre placas de PDA y se incubaron en oscuridad cubiertas con papel
aluminio, mientras-que tres discos fueron inoculados sobre PDA y se incubaron en
condiciones_de luz blanca constante (0.586 umol m2 s1). Después de 48 h, se
tomaron fotos para medir el crecimiento radial usando el programa ImageJ

(https:/limagej.nih.goV/ij/). El ensayo se realizé por triplicado.

Determinacion de la produccion de conidia estimuladas por luz

A partir de preinéculos crecidos en oscuridad, se cortaron discos de micelio
(5 mm) de la cepa WT y cepas mutantes, se inocularon sobre placas de PDA, y se
incubaron en luz blanca constante (0.586 pmol m2 s?) a 27 °C durante 7 dias.
Después la conidia fue colectada con 16 ml de agua esteéril, y cuantificada usando

una camara de Neubauer. El experimento se realizo por triplicado.
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Andlisis de expresion de genes fotorregulados

Las colonias crecidas en oscuridad de la cepa WT y mutantes fueron
expuestas a la luz azul durante 30 min (914,4 ymol m™2). Las colonias que se
mantuvieron en oscuridad se usaron como control. Se extrajo el ARN, se sintetizo
ADNCc y se analiz6 la expresion de los genes dependientes de luz azul enlistados en

Anexo 2, siguiendo la metodologia descrita en Anexo 1.

Analisis estadistico

Se utilizé el programa GraphPad Prism version 5
(http://www.graphpad.com) para las construcciones de las gréficas. Las gréficas
muestran el promedio de tres experimentos independientes mas la desviacion
estandar. Se realizaron pruebas de ANOVA de una via utilizando los Post-Test de

Tukey-Kramer con valores de 0.05.

8.4 RESULTADOS

Generacion de mutantes carentes de genes que codifican para HKs

Schmoll et al. (2016) identificaron las doce HKs en el genoma de T.
atroviride y los clasificaron en base a Catlett et al. (2003). Se encuentran presentes
dos genes paralogos que codifican para HKs de la clase | (genes Ta_ 32890y Ta_
49350) y clase Il (Ta_ 128614 y Ta_ 133533), mientras que las HKs restantes por
analizar pertenecen a las clases IV (Ta_88129), V (Ta_32149), VI (Ta_158454), IX
(Ta .152868), X (Ta_286374) y Xl (Ta_296396). Cada secuencia fue tomada de la
base de datos del genoma de T. atroviride (T. atroviride genome database v2.0 of
the Genome Portal of the Department of Energy Joint Genome Institute) para el
disefio de oligonucledtidos (Anexo 1). Las HKs fueron nombradas segun el nimero
de la clase a la que pertenecen, con excepcion del gen Ta_158454 clase VI, el cual
se nombro sInl por ser homdloga al gen que codifica para la HK SInl de S.

cerevisiae. Se construyeron casetes como se ilustra en la Fig. 23 para reemplazar
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los genes que codifican para HKs por el gen pyr4 en base a la técnica de PCR doble

union (Yu et al., 2004).

PCR 1

PHK-F
= [CHE HKlocus
AR}

PQHK-R

ADN gendmico de
Trichoderma atroviride

-
smPyrd4-F  smPyr4-R

TQHK-F

o — Hlocus
THK-R
PCR 2
— O0—
Promotor HK Marcador Terminador HK
_l_l:l [ pyrd
O—
_r B

PCR3

NSHK-F

e
— @ }—— PCR2
e

N3HK-R

Figura 23. llustracién esquemética de la
construccion de un casete por PCR parareemplazar
los genes HKs por el marcador pyr4. PCR1. En las
reacciones correspondientes al PCR 1, se amplifican
los extremos 5 y 3 del gen diana usando
oligonucledtidos quimérico al gen diana y el gen pyr4.
PCR2. Por complementariedad se unen los fragmentos
amplificados en PCR1. PCR3. Amplificacion del casete
de reemplazo usando oligonucleétidos anidados.

Se llevé a cabo la construcciébn de los casetes. Con oligonucle6tidos
especificos se amplificaron 1.1 kb de la regién 5' (Phkla-F y pPQhkla-R) y 1.2 kb
de laregion 3' (pTQhkla-F y Thkla-R) del gen hkla (EHK43602.1); 1 kb de la regién
5' (Phk1lb-F y pPQhk1b-R) y 1.1 kb de la regién 3' (pTQhklb-F y Thk1b-R) del gen
hklb (EHK49368.1); 1.2 kb de la regién 5' (Phk2a-F y pPQhk2a-R) y 1.3 kb de la
region 3' (pTQhk2a-F y Thk2a-R) del gen hk2a (EHK46538.1); 1.1 kb de la region 5'
(Phk2b-F y pPQhk2b-R) y 1.3 kb de la region 3' (pTQhk2b-F y Thk2b-R) del gen
hk2b (EHK46538.1); 1.1 kb de la regién 5' (Phk4-F y pPQhk4-R) y 1.1 kb de la regién
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3' (pTQhk4-F y Thk4-R) del gen hk4 (EHK44956.1); 1 kb de la regién 5' (Phk5-F y
pPQhk5-R) y 1.2 kb de la region 3' (pTQhk5-F y Thk5-R) del gen hk5 (EHK42346.1);
1.1 kb de la region 5' (Phk9-F y pPQhk9-R) y 1.4 kb de la region 3' (pTQhkO-F y
Thk9-R) del gen hk9 (EHK39964.1); 1.2 kb de la region 5' (Phk10-F y pPQhk10-R)
y 1.2 kb de la region 3' (pTQhk10-F y Thk10-R) del gen hk10 (EHK40776.1); 1 kb
de laregion 5' (Phk11-Fy pPQhk11-R) y 1.1 kb de la region 3' (pTQhk11-F y Thk11-
R) del gen hk11 (EHK40433.1); 1.1 kb de la region 5' (PsIn1-F y pPQsIn1-R) y 1.1
kb de la region 3' (pTQsInl-F y TsInl-R) del gen sinl (EHK50841.1).
Adicionalmente, se amplificé 1.2 kb del marcador de seleccion pyrd (smpyr4-F y
smpyr4-R) (Fig. 24a). En un segundo PCR, se fusionaron los tres fragmentos para
construir el casete que comprende el gen pyr4 flanqueado por los extremos 5" y 3°
de los genes que codifican para HKs. El tercer PCR consiste en re-amplificar los
casetes para aumentar la concentracion.y especificidad (Fig. 24b). Se usaron
oligonucledtidos anidados para amplificar 3.4 kb del casete para reemplazar el gen
hkla (N5hhk1-F y N3hhk1-R); 3.3 kb para el gen hk1lb (N5hhk8-F y N3hhk8-R); 3.5
kb para el gen hk2a (N5hhk2-F y N3hhk2-R); 3.4 kb para el gen hk2b (NShhk7-F y
N3hhk7-R); 3.3 kb para el gen hk4 (N5hhk9-F y N3hhk9-R); 3.2 kb para el gen hk5
(N5hhk4-F y N3hhk4-R); 3.5 kb para el gen hk9 (N5hhk3-F y N3hhk3-R); 3.5 kb para
el gen hk10 (N5hhk6-Fy N3hhk6-R); 3.2 kb para el gen hk11 (N5hhk5-F y N3hhk5-
R); 3.3 kb para el gen'sinl (N5sIn1-F y N3sIn1-R).

(a) Hkla Hk1b Hk2a Hk2b Hka HkS Hk9 Hk10 Hk11 Sin1
M Tia P1b Tib P2a T2a PL T2b Pa T4 s 5 (2] L&) P10 T10 P11 T PSinl TSinl Pyrd
x:‘; 1135 1183 1069 1122 e 2 1107 1263 1111 1106 968 1181 1153 1.16: 1209 1166 1023 1109 1145 1102 1247
"y _—-—--——_———-—-—___ —____-'-
(b)
Hkla Hk2a Hk9 Hk5 Hk1l Hk10 Hk2b Hklb Hk4 Sinl
o >l 3.5 B ' kb
- - : 3 -
s s e Bon B b ey bt e e P
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Figura 24. Casete para el reemplazo de los genes que codifican para histidina cinasas por el gen pyr4.
(a) Se amplificaron los extremos 5’ y 3’ de los genes que codifican para HKs de T. atroviride ademas del
marcador de seleccién pyr4. (b) Casetes para reemplazar los genes de HKs. En ambas electroforesis se uso
agarosa al 1 %.
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Para eliminar los genes que codifican para HKs en T. atroviride, se
transformaron protoplastos de la cepa Ura'1l con los casetes construidos por PCR.
El casete para la delecién del gen hklb (Ta_49350) resulté ser de un tamafio menor
al esperado por lo que no se utilizo para la transformacion, los casetes para los otros
genes resultaron ser del tamafio esperado, sin embargo, también se amplificaron

otras bandas de menor tamano.

Se llevo a cabo la transformacién de protoplastos. Las transformantes se
seleccionaron por su capacidad de crecer en medios sin uracilo. En el control
negativo donde en lugar de usar el casete se usé solucion osmaotica no hubo
crecimiento, validando que las colonias seleccionadas eran cepas transformantes.
Después de seis cultivos monospoéricos, se extrajo el ADN total de las
transformantes y se analiz6 el reemplazo de los genes por PCR con oligonucleotidos

gue amplificaron un fragmento de la region codificante.

Se obtuvieron 18 transformantes del gen hkla, 17 trasformantes del gen
hk2a, 9 transformantes del gen hk2b, 9 transformantes del gen hk4, 20
transformantes del gen hk5, 13 transformantes del gen hk9, 3 transformantes del
gen hk10, 6 transformantes del gen hkll y 14 transformantes del gen sinl.
Finalmente, se comprobaron por PCR la obtencion de 3 mutantes del gen hkla (Fig.
25), 2 mutantes del gen hk2b (Fig. 27), 5 mutantes del gen hk4 (Fig. 28), 2 mutantes
del gen hk5 (Fig. 29), 1 mutante del gen hk9 (Fig. 30), 3 mutantes del gen hk10 (Fig.
31) y 1 mutante del gen hk11 (Fig. 32). No se pudo comprobar el reemplazo génico
de hk2a (Fig. 26) y sInl (Fig. 33), en el analisis por PCR de la doble recombinacién
homologa se amplificé una banda del tamafio esperado en la cepa WT en ambos

casos.
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Histidina cinasa Hkla

(a)
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Figura 25. Identificacion por PCR de las mutantes carentes del gen hkla. Usando ADN
gendmico de las cepas indicadas se amplificaron los extremo 5’ (a) y extremo 3’ (b). Se amplificd
una banda de 2.4 kb en el extremo.5’ y.una banda de 2.4 kb en el extremo 3’ solo en cepas Ahkl
(cepas Ahk1-3, -9 y -11). (c) Amplificacién de un fragmento del ORF del gen hk1l. Se amplificé un
fragmento de 0.46 kb solo en la.cepa WT y cepas no mutantes.

Histidina cinasa Hk2a
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Figura 26. Identificacién por PCR de las mutantes carentes del gen hk2a. (a) Amplificacion-del
extremo 5’ y extremo 3’ (b) en la cepa WT y mutantes Ahk2a. Se esperaba amplificar una banda de
1.7 kb en el extremo 5 y una banda de 2.4 kb en el extremo 3’ solo en cepas Ahk2a, sin embargo,
en el extremo 5 se obtuvo una banda de menor peso tanto en la cepa WT como en las
transformantes obtenidas con el casete para reemplazar el gen hk2a. (c) Amplificacién de un
fragmento del ORF del gen hk2a. Se amplificé un fragmento de 0.25 kb en la cepa WT y cepas no
mutantes.

Histidina cinasa Hk2b
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Figura 27. Identificacién por PCR de las mutantes carentes del gen hk2b. (a) Amplificacién del
extremo 5’ y extremo 3’ (b) en la cepa WT y mutantes Ahk2. Se esperaba amplificar una banda de
2.3 kb en el extremo 5’ en cepas mutantes, no obstante, no fue posible amplificarlo. En el extremo 3’
se amplificé la banda esperada de 2.5 kb solo en cepas Ahk2 (cepas Ahk2-4, -9). (c) Amplificacion
de un fragmento del ORF del gen hk2. Se obtuvo un fragmento de 0.26 kb solo en la cepa WT. (d)
Amplificaciéon del casete de reemplazo en cepas Ahk2. Para corroborar el reemplazo génico, se
amplificé todo el casete de reemplazo usando los oligonucleétidos PHhk7-F y THhk7-R. Solo se
obtuvo una banda de 3.6 kb en cepas mutantes.
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Histidina cinasa Hk4

(a)
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Figura 28. Identificacion por PCR de las mutantes carentes del gen hk4. (a) Amplificaciéon del
extremo 5’ y extremo 3’ (b) en la cepa WT y mutantes Ahk4. Se obtuvo una banda de 2.3 kb en el
extremo 5’ y una banda de 2.3.kb en el extremo 3’ solo en cepas Ahk4 (cepas Ahk4-2, -5, -7, -8 y -
9). (c) Amplificacion de un fragmento del ORF del gen hk4. Se amplificé un fragmento de 0.43 kb
solo en la cepa WT.
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Figura 29. Identificacién por PCR de las mutantes carentes del gen hk5. (a) Amplificacion del extremo 5’ y
extremo 3’ (b) en la cepa WT y mutantes Ahk5. Se obtuvo una banda de 1.45 kb en el extremo 5’ y una banda
de 2.3 kb en el extremo 3’ solo en cepas Ahk5 (cepas Ahk5-8 y -12). (c) Amplificacion de un fragmento del ORF

del gen hk5. Se amplificé un fragmento de 0.27 kb solo en la cepa WT y cepas no mutantes.

Histidina cinasa Hk9
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Figura 30. Identificacion por PCR de las mutantes carentes del gen hk9. (a) Amplificacién del
extremo 5’ y'extremo 3’ (b) en la cepa WT y mutantes Ahk9. Se obtuvo una banda de 2.5 kb en el
extremo 5 y .una banda de 2.6 kb en el extremo 3’ solo en cepas Ahk9 (cepa Ahk9-2). (c)
Amplificacién de un fragmento del ORF del gen hk9. Se amplificé un fragmento de 0.26 kb solo en

la cepa WT y cepas no mutantes.

Histidina cinasa Hk10
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Figura 31. Identificacion por PCR de las mutantes carentes del gen hk10. (a) Amplificacién del
extremo 5’ y extremo 3’ (b) en la cepa WT y mutantes Ahk10. Se obtuvo una banda de 2.45 kb en el
extremo 5’ y una banda de 2.4 kb en el extremo 3’ solo en cepas Ahk10 (cepas Ahk10-1, -2 y -3). (c)
Amplificacién de un fragmento del ORF del gen hk10. Se amplificé un fragmento de 0.25 kb solo en
la cepa WT.

Histidina cinasa Hk11

(a)
Phk11l-F —> <€— smPyr4-R
T T e T PP »>
—_— pyra — Ahk11
WT PCR2 11-1 11-2 11-3 11-4 11-5 11-6
3kb | — y
| ¢ - 2.3kb
(b) smPyr4-F —> <— Thk11-R
e e R R RN AR N AR RN RN RN R REE RN R AR R AR »
<1 pyrd f——— Ahk11
WT PCR2 11-1 11-2 11-3 11-4 11-5 11-6
3kb
2.5kb 3 2.3kb
2kb
(c)
Rt.hk11-F T) (—»Rt.hkll-R
_— hk11 f— WT

WT PpcR2 11-1 11-2 11-3 11-4 11-5 11-6

0.5kb - PRSI - | 0.49 kp

Figura 32. Identificacién por PCR de las mutantes carentes del gen hk11. (a) Amplificacion del
extremo 5’ y extremo 3’ (b) en la cepa WT y mutantes Ahk11. Se obtuvo una banda de 2.3 kb en el
extremo 5’ y una banda de 2.3 kb en el extremo 3’ solo en cepas Ahkll (cepa Ahk11-5). (c)
Amplificacion de un fragmento del ORF del gen hk11. Se amplificé un fragmento de 0.49 kb solo en
la cepa WT y cepas no mutantes.
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Histidina cinasa Sin1l
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Figura 33. Identificacién por PCR de las mutantes carentes del gen sInl. (a) Amplificacion del extremo 5’ y
extremo 3’ (b) en la cepa WT y mutantes AsInl. Se esperaba amplificar una banda de 1.6 kb en el extremo 5’ y
una banda de 2.2 kb en el extremo 3’ solo en cepas mutantes, sin embargo, en ambos casos la banda esperada
se amplifico en el control. (c) Amplificacion de un fragmento del ORF del gen hk2a. Se amplificé un fragmento
de 0.3 kb en la cepa WT y cepas no mutantes.

Participacion de las HKs en el crecimiento radial y produccién de conidia
regulados por la MAPK Tmk3

Se analiz6 el crecimiento micelial y la conidiacion inducida por luz de las
cepas carentes de HKs para comparar el fenotipo entre ellas y observar si presentan
el mismo comportamiento. Aunque solo se obtuvo una mutante de las cepas Ahk9
y Ahk11 también se evalu6 su crecimiento radial y conidiacién. Dado que la MAPK
Tmk3 participa en el crecimiento filamentoso y conidiacion en T. atroviride (Esquivel-
Naranjo et al., 2016), se incluy6 la cepa mutante Atmk3:pyr4 para compararla con

las mutantes carentes de HKs identificadas por PCR.
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Histidina cinasa Hkla

Se analizo el crecimiento micelial de las mutantes Ahkla y se comparé con
la cepa WT y la mutante Atmk3. El analisis estadistico muestra que no hay
diferencias significativas entre las mutantes Ahkla y la cepa WT, mientras que la
reduccion del crecimiento micelial de la cepa Atmk3 fue de 60 % menos que la cepa
WT (Fig. 34a).

Las mutantes Ahkla produjeron 50 % mas conidia que la.cepa WT, mientras
que la cepa Atmk3 produjo 90 % menos conidia que la cepa WT (Fig. 34b). Los
resultados sugieren que Hkla no participa en el crecimiento micelial de T. atroviride,
pero actia como un represor de la conidiacién inducida por luz la cual es regulada
por la MAPK Tmk3.
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Figura 34. Crecimiento radial y produccién de conidia inducida por luz de las cepas Ahkla. (a)
Crecimiento radial. Las cepas WT, Ahkla-3, -9, -12 y Atmk3-6 fueron incubadas en medios PDA a
27°C durante 48 horas en presencia de luz constante (0.586 pmol m-2 s-1). El crecimiento se
determind por triplicado usando el programa Image J. (b) Produccion de conidia. Las cepas indicadas
fueron incubadas por triplicado en medios PDA a 27 °C durante 7 dias en luz blanca constante,
posteriormente se colecté la conidia y se cuantificaron en el microscopio. Las graficas muestran los
promedios de los valores + la desviacion estandar 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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Histidina cinasa Hk2

Se analizo el crecimiento micelial de las mutantes Ahk2b y se comparé con
la cepa WT y la mutante Atmk3. Los resultados muestran que la reduccion del
crecimiento micelial en luz constante de las cepas Ahk2b fue de 5 % en comparacion
con la cepa WT, y el analisis estadistico corrobora que hay diferencias significativas
entre las mutantes Ahk2b y la cepa WT y Atmk3 (Fig. 35a).

En conidiacion, las mutantes Ahk2b produjeron 40 % mas conidia que la
cepa WT (Fig. 35b). Los resultados sugieren que Hk2b participa en el crecimiento
micelial de T. atroviride, posiblemente a través de Tmk3, pero actia como un

represor de la conidiacién inducida por luz al igual que Hkla.
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Figura 35. Crecimiento radial y produccién de conidiainducida por luz de las cepas Ahk2b. (a)
Crecimiento radial. Las cepas WT, Ahk2b-4, -9 y Atmk3-6 fueron incubadas en medios PDA a 27 °C
durante-48 horas en presencia de luz constante (0.586 umol m-2 s-1). El crecimiento se determiné
por triplicado usando el programa Image J. (b) Produccion de conidia. Las cepas indicadas fueron
incubadas por triplicado en medios PDA a 27 °C durante 7 dias en luz blanca constante,
posteriormente se colecté la conidia y se cuantificaron en el microscopio. Las graficas muestran los
promedios de los valores + la desviacion estandar 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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Histidina cinasa Hk4

Se analiz6 el crecimiento micelial de las mutantes Ahk4 y se compard con
la cepa WT y la mutante Atmk3. En promedio, el crecimiento radial de las mutantes
Ahk4 fue de 3 % mas que la cepa WT, aunque el analisis estadistico indicé que no
hay diferencias significativas entre el crecimiento micelial de las mutantes Ahk4 'y la
cepa WT, pero si hay diferencias significativas en comparaciéon con la _mutante
Atmk3 (Fig. 36a).

Los resultados de la cuantificacion de la conidia mostraron que las mutantes
Ahk4 produjeron 50 % mas conidia que la cepa WT (Fig. 36b), y no hubo diferencias
significativas entre las mutantes Ahk4 en conidiacion. Segun los resultados, aunque
no haya una participacion aparente de Hk4 en la regulacion del crecimiento micelial
de T. atroviride, posiblemente Hk4 también participa como un represor de la

conidiacién inducida por luz al igual que Hk1lay Hk2b.
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Figura 36. Crecimiento radial y produccién de conidia inducida por luz de las cepas Ahk4. (a)
Crecimiento radial. Las cepas WT, Ahk4-5, -7, -8 y Atmk3-6 fueron incubadas en medios PDA a 27
°C durante 48 horas en presencia de luz constante (0.586 pmol m-2 s-1). El crecimiento se determiné
por triplicado usando el programa Image J. (b) Produccion de conidia. Las cepas indicadas fueron
incubadas por triplicado en medios PDA a 27 °C durante 7 dias en luz blanca constante,
posteriormente se colecté la conidia y se cuantificaron en el microscopio. Las graficas muestran los
promedios de los valores + la desviacion estandar 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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Histidina cinasa Hk5

Se analiz6 el crecimiento micelial de las mutantes Ahk5 y se comparo con
la cepa WT y la mutante Atmk3. Los resultados muestran que el crecimiento micelial
en luz constante de las cepas Ahk5 fue en promedio 12 % mayor que la cepa WT,
y se corrobor6 estadisticamente que existen diferencias significativas -entre las
mutantes Ahk5 y la cepa WT y Atmk3 (Fig. 37a).

En conidiacién, las mutantes Ahk2b produjeron en promedio 25 % mas
conidia que la cepa WT (Fig. 37b). Los resultados sugieren que Hk5 participa como
un represor del crecimiento micelial y de la conidiacion inducida por luz en T.

atroviride, procesos que son regulados por la MAPK Tmk3.
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Figura 37. Crecimiento radial y produccidon de conidia inducida por luz de las cepas Ahk5. (a)
Crecimiento radial. Las cepas WT, Ahk5-8, -12 y Atmk3-6 fueron incubadas en medios PDA a 27 °C
durante 48 horas en presencia de luz constante (0.586 umol m-2 s-1). El crecimiento se determiné
por triplicado usando el programa Image J. (b) Produccion de conidia. Las cepas indicadas fueron
incubadas por triplicado en medios PDA a 27 °C durante 7 dias en luz blanca constante,
posteriormente se colecté la conidia y se cuantificaron en el microscopio. Las graficas muestran los
promedios de los valores + la desviacion estandar 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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Histidina cinasa Hk9

Se analiz6 el crecimiento micelial de la mutante Ahk9 y se comparo con la
cepa WT y la mutante Atmk3. El crecimiento radial en luz constante de la cepa Ahk9
fue en promedio 20 % menor que la cepa WT. Se comprobé estadisticamente que
hay diferencias significativas entre la cepa WT y las mutantes Ahk9 y Atmk3 (Fig.
38a).

Se cuantificd la produccién de conidia de la mutante Ahk9 crecida en luz
blanca constante. La cepa Ahk9 produjo 15 % menos conidia que la cepa WT (Fig.
38b). Los resultados sugieren que Hk9 participa en la regulacién del crecimiento

micelial y la conidiacion inducida por luz, posiblemente a través de la MAPK Tmk3.
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Figura 38. Crecimiento radial y produccidon de conidia inducida por luz de las cepas Ahk9. (a)
Crecimiento radial. Las cepas WT, Ahk9-2 y Atmk3-6 fueron incubadas en medios PDA a 27 °C
durante 48 horas en presencia de luz constante (0.586 umol m-2 s-1). El crecimiento se determiné
por triplicado usando el programa Image J. (b) Produccion de conidia. Las cepas indicadas fueron
incubadas por triplicado en medios PDA a 27 °C durante 7 dias en luz blanca constante,
posteriormente se colectd la conidia y se cuantificaron en el microscopio. Las graficas muestran los
promedios de los valores + la desviacion estandar analizados con el método Tukey-Kramer (a=0.05).
Las diferencias significativas se representan por las distintas letras sobre las barras.

Histidina cinasa Hk10

Se analizo el crecimiento micelial de las mutantes Ahk10 y se comparé con

la cepa WT y la mutante Atmk3. El crecimiento radial de las cepas Ahk10 fue en
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promedio 8 % mayor en comparacion a la cepa WT (Fig. 39a). En conidiacion, el
andlisis estadistico indicé que no hay diferencias significativas entre la WT vy las
cepas Ahkl10 (Fig.39b). Los resultados sugieren que Hk10 participa como un
represor del crecimiento micelial regulado por la MAPK Tmk3 en T. atroviride, pero
no hay una participacion aparente de la Hk10 en la regulacion de la produccion de
conidia inducida por luz.
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Figura 39. Crecimiento radialy produccién de conidia inducida por luz de las cepas Ahk10. A.
Crecimiento radial. Las cepas WT, Ahk10-1, -2, -3 y Atmk3-6 fueron incubadas en medios PDA a 27
°C durante 48 horas en presencia de luz constante (0.586 umol m-2 s-1). El crecimiento se determin6
por triplicado usando el programa Image J. B. Produccion de conidia. Las cepas indicadas fueron
incubadas por triplicado en medios PDA a 27 °C durante 7 dias en luz blanca constante,
posteriormente se colecto la conidia y se cuantificaron en el microscopio. Las graficas muestran los
promedios de los valores + la desviacion estandar analizados con el método Tukey-Kramer (a=0.05).
Las diferencias significativas se representan por las distintas letras sobre las barras.

Histidina cinasa Hk11

Se analizo el crecimiento micelial de la mutante Ahk11 y se comparo con la
cepa WT y la mutante Atmk3. Los resultados muestran que no hubo diferencias
significativas entre la cepa WT y la mutante Ahk11, por lo que se sugiere que la
HK11 no participa en la regulacion del crecimiento filamentoso de T. atroviride (Fig.
40a).
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En conidiacion, la mutante Ahk11 produjo 8 % menos conidia que la cepa
WT (Fig. 40b). Los resultados sugieren que la Hk11 participa en la regulacion de la
conidiacion inducida por luz en T. atroviride, posiblemente en conjunto con Hk9 y
Nikl y a través de la MAPK Tmka3.
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Figura 40. Crecimiento radial y produccién de conidia inducida por luz de las cepas Ahk11. (a)
Crecimiento radial. Las cepas WT, Ahk11-5 y Atmk3-6 fueron incubadas en medios PDA a 27 °C
durante 48 horas en presencia de luz constante (0.586 umol m-2 s-1). El crecimiento se determiné
por triplicado usando el programa Image J. (b) Produccion de conidia. Las cepas indicadas fueron
incubadas por triplicado en medios PDA a 27 °C durante 7 dias en luz blanca constante,
posteriormente se colectd la conidia y se cuantificaron en el microscopio. Las graficas muestran los
promedios de los valores + la desviacion estandar analizados con el método Tukey-Kramer (a=0.05).
Las diferencias significativas se representan por las distintas letras sobre las barras.

Respuesta al estrés celular en mutantes carentes de HKs

La cepa WT y las mutantes Ahkla-3, Ahk2b-3, Ahk4-5, Ahk5-8, Ahk9-2,
Ahk10-1, Ahk11-3 y Atmk3-6:pyr4 fueron seleccionadas para realizar un analisis de
respuesta a estrés celular. Debido a que las mutantes obtenidas de los genes hkla,
hk2b, hk4, hk5 y hk10 se comportaron igual en la caracterizacion del crecimiento

radial y conidiacion inducida por luz constante, solo se analizé una mutante por gen.

Las mutantes fueron evaluadas es respuesta a un estrés osmatico por altas

concentraciones de NaCl y sorbitol en los estadios de conidia y micelio. En conidia,
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todas las cepas, con excepcion de la mutante Atmk3, fueron capaces de tolerar las
concentraciones de 50 mM NaCl y 200 mM sorbitol, sin embargo, las mutantes
Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk5, Ahk9, Ahk10 y Ahk11 fueron capaces de crecer en las
concentraciones de 100 mM NaCl y 400 mM sorbitol mientras que esas
concentraciones fueron letales para la cepa WT. La cepa Ahk5 fue la Unica capaz
de tolerar las cantidades de 300 mM NaCl. Las cepas Ahkla, Ahk4, Ahk5, Ahk9 y
Ahk11 pudieron crecer en un medio PDA adicionado con 600 mM sorbitol (Fig. 41).

NaCl (mm)

0 100 200 400 600

Figura 41. Tolerancia a estrés osmotico por NaCl y sorbitol en conidia de las mutantes
carentes de HKs. 500 conidia de la cepa WT y cepas mutantes Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk5, Ahk9,
Ahk10, Ahkl1l y Atmk3 (desde la parte superior izquierda hasta la parte inferior derecha) fueron
inoculadas en.medio PDA adicionado con Triton X-100 al 0.5 % y NaCl o sorbitol a las
concentraciones  indicadas, e incubadas a 27 °C por seis dias en condiciones de luz blanca
constante.

En micelio, las cantidades de 200 mM NaCl y 400 mM sorbitol inhibieron el
crecimiento de la mutante Atmk3, en cambio, la mutante Ahk5 toler6 de forma
eminente las concentraciones de 600 mM NaCl y 1 M sorbitol en comparacion con
la cepa WT y las mutantes Ahkla, Ahk4, Ahk10 fueron mas tolerantes a las altas
concentraciones de NaCl y sorbitol en comparacion con la cepa WT. Los resultados
sugieren que las HKs Hkla, Hk4, Hk5 y Hk10 cumplen el rol de regular de forma
negativa las respuestas al estrés osmoético, en especial la Hk4 y Hk5, mientras que

Hk2b, Hk9 y Hk11 son dispensables para la osmotolerancia (Fig. 42-43).
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Figura 42. Tolerancia a estrés osmotico por NaCl en micelio de las mutantes carentes de HKs.
Discos de micelio de la cepa WT y cepas mutantes Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk5, Ahk9, Ahk10, Ahk11
y Atmk3 fueron inoculados en PDA mas NaCl a las concentraciones indicadas e incubados a 27 °C
por cuatro dias en condiciones de luz blanca constante.
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Figura 43. Tolerancia a estrés osmotico por sorbitol en micelio de las mutantes carentes de
HKs. Discos de micelio de la cepa WT y cepas mutantes Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk5, Ahk9, Ahk10,
Ahk11 y Atmk3 fueron inoculados en PDA mas sorbitol a las concentraciones indicadas e incubados
a 27 °C por cuatro dias en condiciones de luz blanca constante.
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La integridad de la pared celular de la cepa WT y las mutantes carentes de
los genes hkla, hk2b, hk4, hk5, hk9, hk10, hk11 y tmk3 fue analizada en base a su
resistencia a concentraciones altas del colorante rojo Congo. En conidia, la cantidad
de 100 pM rojo Congo inhibié el crecimiento de la mutante Atmk3 mientras que el
resto de las cepas pudieron crecer a esa concentracién incubadas bajo. luz
constante. En medios PDA adicionados con 200 uM rojo Congo, solo las cepas Ahk5
y Ahk9 fueron capaces de crecer en condiciones de luz constante, mientras que la
cantidad de 400 uM rojo Congo inhibio el crecimiento de todas las cepas analizadas
(Fig. 44).

Rojo Congo (um)
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Figura 44. Tolerancia a estrés por rojo Congo en conidia de las mutantes carentes de HKs.
500 conidia de la cepa WT y cepas mutantes Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk5, Ahk9, Ahk10, Ahk11 y
Atmk3 (desde la parte superior izquierda hasta la parte inferior derecha) fueron inoculadas desde la
parte superior izquierda hasta la parte inferior izquierda en medio PDA adicionado con Triton X-100
al 0.5 % y rojo Congo. a-las concentraciones indicadas, e incubadas a 27 °C por seis dias en
condiciones de luz blanca constante (L) y oscuridad (O).

En micelio, las mutantes Ahk2b, Ahk4, Ahk5, Ahk9 y Atmk3 presentaron
defectos en su crecimiento en la concentracion de 400 uM rojo Congo e incubadas
en.condiciones de luz blanca constante (Fig. 45). Los resultados sugieren que las
HKs Hk2b, Hk4, HKk5, y Hk9 juegan un rol en regular la pared celular de T. atroviride
durante el desarrollo del micelio, sin embargo, es posible que Hk5 y Hk9 regulen de
forma negativa la arquitectura de la pared de T. atroviride durante el estadio de
conidia, ya que cuando carece de los genes hk5 y hk9, en conidia son mas

tolerantes al rojo Congo en comparacion con la cepa WT.
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Figura 45. Tolerancia a estrés por rojo Congo en micelio de las mutantes carentes de HKs.
Discos de micelio de la cepa WT y cepas mutantes Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk5, Ahk9, Ahk10, Ahk11
y Atmk3 fueron inoculados en PDA mas rojo Congo a las concentraciones indicadas e incubados a
27 °C por cuatro dias en condiciones de luz blanca constante.

Se prob6 la participaciéon de las HKs Hkla, Hk2b, Hk4, HK5, HK9, Hk10 y
Hk11 en la tolerancia de T. atroviride a altas concentraciones de cadmio. En conidia,
todas las cepas analizadas, con excepcion de la mutante Atmk3, fueron capaces de
crecer en 800 pM CdClz, no obstante, las mutantes Ahk5 y Ahk10 crecieron en
medios adicionados con 1200 uM CdClz, mientras que esa cantidad fue letal para la
cepa WT y las mutantes -Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk9, Ahk11 y Atmk3 (Fig. 46).
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Figura 46. Tolerancia a estrés por cadmio en conidia de las mutantes carentes de HKs. 500
conidia de la cepa WT y cepas mutantes Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk5, Ahk9, Ahk10, Ahk11 y Atmk3
(desde la parte superior izquierda hasta la parte inferior derecha) fueron inoculadas desde la parte
superior izquierda hasta la parte inferior izquierda en medio PDA adicionado con Triton X-100 al 0.5
% y CdCl: a las concentraciones indicadas, e incubadas a 27 °C por seis dias en condiciones de luz
blanca constante.

En micelio, las mutantes Ahk2b, Ahk4, Ahk5, Ahk9, Ahk10 y Atmk3

presentaron defectos en su crecimiento radial en comparacion con la cepa WT,

98



siendo las mutantes Ahk2b, Ahk9 y Atmk3 las mas afectadas bajo concentraciones
de 600 uM CdCl2 (Fig. 47). Los resultados sugieren que las Hk2b, Hk4, Hk5, Hk9 y
Hk10 participan en la tolerancia a estrés por cadmio posiblemente a través de la
MAPK Tmk3, mientras que Hk1 y Hk11 son dispensables para la tolerancia de T.

atroviride a altas concentraciones de CdClz.

WT Ahkla Dhk2b  Ahk4 Ahk5 Ahk9 Ahk10  Ahk11 . Atmk3
CdCl2 » ,

0
mM

400
(1Y)

600
M

Figura 47. Tolerancia a estrés por cadmio en micelio de las mutantes carentes de HKs. Discos
de micelio de la cepa WT y cepas mutantes Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk5, Ahk9, Ahk10, Ahk11 y Atmk3
fueron inoculados en PDA més CdCl: a las concentraciones indicadas e incubados a 27 °C por cuatro
dias en condiciones de luz blanca constante:

Se analiz6 la participaciéon de las HKs Hkla, Hk2b, Hk4, Hk5, Hk9, HK10 y
Hk11 de T. atroviride en respuesta a un estrés oxidativo por peroxido. En conidia, la
cepa WT y las mutantes analizadas crecieron en 2 mM Hz20z, pero la cantidad de 3
mM H20:2 en el medio inhibid el crecimiento de todas las cepas analizadas (Fig. 48).
En micelio, se observo que la cantidad de 40 mM H202 en el medio afecté el
crecimiento radial de las mutantes carentes de los genes hk2b, hk5, hk9, hk1l y
tmk3 (Fig. 49). Los resultados sugieren que las HKs Hk2b, Hk5, Hk9 y Hk11 podrian
estar participando en las respuestas a estrés oxidativo ocasionado por H202 en T.

atroviride y posiblemente a través de la MAPK Tmka3.
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Figura 48. Tolerancia a estrés oxidativo por H,O2 en conidia de las mutantes carentes de HKs.
500 conidia de la cepa WT y cepas mutantes Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk5, Ahk9, Ahk10, Ahk11 y
Atmk3 (desde la parte superior izquierda hasta la parte inferior derecha) fueron.inoculadas desde la
parte superior izquierda hasta la parte inferior izquierda en medio PDA adicionado con Triton X-100
al 0.5 % y H20: a las concentraciones indicadas, e incubadas a 27 °C por seis dias en condiciones
de luz blanca constante.
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Figura 49. Tolerancia a estrés oxidativo porH;O; en micelio de las mutantes carentes de HKs.
Discos de micelio de la cepa WT y cepas mutantes Ahkla, Ahk2b, Ahk4, Ahk5, Ahk9, Ahk10, Ahk11
y Atmk3 fueron inoculados en PDA méas H20: a las concentraciones indicadas e incubados a 27 °C
por cuatro dias en condiciones de luz blanca constante.

Expresién de genes dependientes de luz azul en cepas carentes de HKs

Se realizd un-analisis de la expresion de los genes blul, grg2, envl, frqy
cry en oscuridad y ante un pulso de luz azul en la cepa WT y las mutantes carentes
de los genes hkla, hk2b, hk4, hk5, hk9, hk10, hk1l y tmk3. Se observlo que en
respuesta a un pulso de luz azul, el gen blul se expres6 mas en las mutantes Ahk4,
Ahk9 y'AhKk10, y el gen grg2 se expresé mas en las mutantes Ahk5, Ahk9 y Ahk10,
mientras que en la mutante Atmk3 no se detectd transcritos. El gen envl se expresé
en la mutante Atmk3, sin embargo, se observé un mayor nivel de transcrito en la
mutante Ahk5, mientras que envl se expresa a niveles bajos en la mutante Ahk9.
Se analizaron los genes frq y cry que son dependientes de la MAPK Tmk3 para su
transcripcion. El gen frq se expresé mas en las mutantes Ahk4, Ahk5, Ahk9, Ahk10
y Ahk11, y cry se expresé mas en las mutantes Ahk2b y Ahk10 (Fig. 50).
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Figura 50. Analisis de expresidon de genes dependientes de luz azul en mutantes carentes de
HKs. ADNCc se sintetizé a partir de ARN total extraido de micelio crecido en oscuridad (O) o expuesto
a luz azul por 30 min (L) en las cepas indicadas. Se amplificé el ADNc resultante de la transcripcion
reversa mediante una reaccion de PCR y el producto se analizé mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 1.5 %. Como control de sintesis de ADNc, se usé como templado el ARN total de las
muestras y agua DEPC en vez de la enzima RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific),
posteriormente se amplificé gpd.

Andlisis de la expresion de genes que codifican para HKs en una cepa
carente de tmk3

Se evalud la expresion de los doce genes que codifican para HKs en el
genoma de T. atroviride en oscuridad, ante un pulso de luz, y cuando carece del
gen tmk3. Se observé que en la cepa WT, los genes hkla, hk2a, hk2b, hk5, hk9,
hk10 y phyl se expresaron mas en oscuridad que en luz, pero cuando T. atroviride
carece del gen tmk3, los niveles de transcrito aumentaron en los genes
mencionados, con excepcion del gen hk5, que se expres6 mas en luz que en
oscuridad en la mutante Atmk3. El gen sInl se expres6 mas en luz que en oscuridad
en la cepa WT, mientras que en la mutante Atmk3 se observé lo contrario, sInl se
expresé mas en oscuridad que en luz. No se detecté transcrito del gen hk4 en la
cepa WT y la mutante Atmk3, mientras que el gen hk11 solo fue detectable en la
mutante tmk3. Los genes hklb y nikl se expresaron de forma constitutiva (Fig. 51).
Los resultados de los analisis de expresion de los genes sugieren que las HKs
participan en regular negativamente los genes que se activan por luz azul y que son
dependientes de la MAPK Tmk3, a la vez que la MAPK Tmk3 regula la transcripcién
de las HKs.
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Figura 51. Anédlisis de la expresion de los genes que codifican para HKs en oscuridad y ante
un estimulo de luz azul. ADN complementario se sintetiz6 a partir de ARN total extraido de micelio
crecido en oscuridad (O) o expuesto a luz azul por 30 min (L) en lacepa WT y la mutante Atmk3:pyr4.
Se amplificé el ADNc resultante de la transcripcidon reversa mediante una reaccion de PCR y el
producto se analiz6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %.

8.5 DISCUSION

Trichoderma atroviride es sin duda un modelo de estudio ideal para
entender las respuestas a la luz'y el estrés ambiental en hongos filamentosos. Una
de sus bondades es la facilidad para generar mutaciones puntuales. Afadir a un
vector secuencias presentes en el genoma de T. atroviride facilita la recombinacion
homologa (Esquivel-Naranjo and Herrera-Estrella, 2020), y este evento también se
lleva a cabo en un fondo auxatrofo a uracilo (Calcaneo-Hernandez et al., 2020). Con
la ventaja de que la obtencion de mutantes en la cepa Ura'l es mas econémica, se
utilizé la cepa Ura’l como cepa parental para generar siete mutantes carentes de

HKs'en T. atroviride.

En este experimento se presentaron dificultades en la construccion de
casetes knockout. En todos los casos se amplificaron bandas de menor tamafio a
lo esperado, para el gen hklb no fue posible amplificar el fragmento con el tamafio
deseado por lo que no se utilizé para el reemplazo de hklb. La eficiencia de la
recombinacion fue menor a lo publicado (Calcaneo-Hernandez et al., 2020),

posiblemente las bandas menores al tamafio esperado que se amplificaron en el
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PCR 3 desfavorecieron la recombinacion homadloga. En el reemplazo de los genes
tmk3, pbs2, blrl y bilr2 en la cepa Ural no se observaron bandas de diferentes
tamafnos. Las secuencias de las HKs son ricas en Ay T por su origen bacteriano
(Papon and Stock, 2019; Rajewska et al.,, 2012), por lo que probablemente la
presencia de muchas adeninas y timinas en los extremos 5 y 3’ de los genes que

codifican para HKs tuvieron que ver en la falla de la obtencién de un solo casete.

La via de transduccion de sefiales basadas en HKs se estudio inicialmente
en bacterias, y posteriormente se identificaron y caracterizaron en levaduras,
hongos filamentosos, mohos mucilaginosos y plantas (Fassler y West, 2013). En
hongos filamentosos son pocas las publicaciones donde se ha realizado un estudio
completo de las funciones de sus HKs, siendo solo las proteinas Nik1, Phyl y Sinl
las méas estudiadas. Dado que el numero de HKs varia segun la especie, en
ascomicetos se clasificaron en 11 grupos (Catlett et al., 2003). Nik1 pertenece a la
clase lll, y es la unica en poseer repetidos del dominio HAMP que actian como
osmosensores (Catlett et al., 2003). SInl pertenece a la clase VI, siendo la Unica
HK con dominios transmembranales (Catlett et al., 2003). La HK Phy clase VIl
posee un dominio fitocromeo esencial para la deteccion de luz roja, y algunos hongos
como N. crassa y Botryotinia fuckeliana poseen mas de un Phy (Catlett et al., 2003).
El resto de las histidinas cinasas poseen en comuin dominios GAF o PAS
relacionados con las respuestas a la luz y estrés oxidativo (Catlett et al., 2003), a

excepcion de'la HK clase VIl que carece de un dominio sensor.

El genoma de T. atroviride posee dos genes que codifican para una histidina
cinasa grupo I, dos del grupo 11, y un gen para el resto de los otros grupos, excepto
el grupo VII. En este estudio se obtuvieron siete mutantes carentes de genes que
codifican para HK grupo I, 1I, IV, V, IX, Xy Xl, y se evalud su crecimiento radial, la
produccion de conidia inducida por luz, y las respuestas al estrés osmotico, estrés
oxidativo y su resistencia a altas concentraciones de rojo Congo y CdCl2, procesos

regulados por la MAPK Tmk3 (Esquivel-Naranjo et al., 2016). En general se observé
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que las HKs analizadas cumplen una participacion en el crecimiento vegetativo,

conidiacion y respuestas al estrés celular en T. atroviride.

Los miembros de HKs grupo | contienen un dominio GAF como sensor.y
son muy divergentes. Estas proteinas estan presentes no solo en hongos
ascomicetos sino también en basidiomicetos pero parecen haberse expandido en
ascomicetos fitopatégenos. El hongo N. crassa posee solo una histidina cinasa del
grupo |, mientras que B. fuckeliana y Gibberella moniliformis poseen cinco (Catlett
et al., 2003). En M. oryzae, la mutante de la HK grupo I, MoHik3, mostr6 una ligera
disminucién en la conidiacién y una virulencia atenuada (Jacob-et al., 2014), aunque
la mutante de la Hk grupo | de Cryptococcus neoformans no presentd alteracion
fenotipica (Bahn et al., 2006). En T. atroviride se analizaron mutantes del gen hkla
gue codifica para una HK clase |, y se sugiere que Hkla aunque aparentemente no
tiene un rol en el crecimiento vegetativo de T. atroviride, regula de forma negativa
la conidiacién, produce 50 % mas conidia en comparacién con la cepa silvestre, fue
mas tolerante al estrés osmoético que la cepa silvestre, pero los resultados sugieren
que Hkla es dispensable para contrarrestar el estrés oxidativo y a las altas

cantidades de cadmio y rojo Congo.

Las HKs del grupo Il también poseen un dominio GAF. Aunque C.
heterostrophus y-G. moniliformis poseen una HK clase Il, se desconoce su funcién
(Catlett et al., 2003). En Beauveria bassiana se analiz6 una mutante de HK clase |l
y solo aparenta tener un rol menor en virulencia (Liu et al., 2017). El andlisis de las
mutantes carentes de hk2b sugieren que la histidina cinasa Hk2b cumple un rol en
la regulacién del crecimiento radial de T. atroviride, sin embargo, Hk2b regula de
forma negativa la conidiacion, las mutantes Ahk2b produjeron 50 % mas conidia en
comparacion que la cepa silvestre. La mutante Ahk2b resistio ligeramente mas el
estrés osmotico que la cepa silvestre en conidia, pero los resultados sugieren que
Hk2b es dispensable en respuesta al estrés osmotico en micelio. La pared celular
de la mutante Ahk2b en conidia no se observé afectada, no obstante, el micelio de

la mutante analizada presenté defectos en su crecimiento en altas concentraciones
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de rojo Congo, CdClz y H202. Los resultados sugieren que en T. atroviride, Hk2b
aunque regula el crecimiento micelial, la arquitectura de la pared celular y las altas
dosis de H202 y cadmio en micelio, actia como represor de la conidiacion. Las
proteinas que poseen dominios GAF estan involucradas en las respuestas al estrés
oxidativo (Cho et al., 2009; Lin et al., 2007), y si el cadmio en las células produce
estrés oxidativo (Stohs et al., 2000) es posible que Hk2b regule el estrés oxidativo
ocasionado por H202 y cadmio en T. atroviride a través de la MAPK Tmk3.

En la clase IV se agrupan las HKs con dos dominios PAS (Catlett et al.,
2003), donde se demostrd que participan en la virulencia de A.-fumigatus (Clemons
etal., 2002), y en A. nidulans es esencial para la produccion de conidia pero no para
el crecimiento vegetativo (Appleyard et al., 2000). Los resultados del andlisis de las
mutantes carentes del gen hk4 en T. atroviride sugieren que la Hk4 regula de forma
negativa la conidiacion inducida por luz. La mutante Ahk4 es mas resistente al estrés
osmatico que la cepa silvestre, aunque la arquitectura de su pared celular en micelio
es defectuosa. Hk4 regula en micelio el estrés por altas concentraciones de cadmio

pero los resultados sugieren que no cumple un rol en regular el estrés oxidativo.

Las HKs pertenecientes al grupo V son cinasas de gran tamafo que poseen
repetidos de dominios PAS (Catlett et al., 2003) y se encuentran implicados en el
crecimiento vegetativo, conidiacion, regulacién de la arquitectura de la pared celular,
adaptacion al estrés oxidativo y virulencia en M. oryzae (Jacob et al., 2014). Las
proteinas con'dominio PAS, al igual que las proteinas con dominio GAF, regulan las
respuestas al estrés oxidativo (Zhulin, 1997) e incluso se publicé que los dominios
GAFy PAS son similares en su estructura (Aravind y Ponting, 1997). Los resultados
de los analisis de la mutante Ahk5 en T. atroviride sugieren que Hk5 es un regulador
negativo del crecimiento micelial, esporulacion inducida por luz y resistencia al
estrés osmotico. En conidia, Hk5 regula negativamente la arquitectura de la pared
celular y las altas concentraciones de cadmio, sin embargo, en micelio regula la
integridad de la pared celular y altas dosis de cadmio y H202. El dominio PAS de la

HK Mak2 de Schizosaccharomyces pombe es esencial en respuesta al peroxido
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(Rickman et al., 2004), por lo que es posible que la Hk5 también actie como
activador de la MAPK Tmk3 en respuesta al estrés oxidativo.

En la clase IX se agrupan otras HKs con dominios PAS. Se analiz6 una
mutante de HK clase IX en B. bassiana y los datos indican que HK9 regula la
produccion de conidia y virulencia pero actla como represor de las respuestas al
estrés osmaotico por sorbitol, la integridad de la pared celular y el estrés oxidativo
por menadiona (Liu et al., 2017). En T. atroviride se observo que Hk9 regula el
crecimiento vegetativo y conidiacién. En micelio regula las respuestas a altas dosis
de H202, cadmio y rojo Congo, sin embargo, en conidia regula-de forma negativa el
estrés osmotico y la integridad de la pared celular.

Las HKs del grupo X son las cinasas de mayor tamafio en hongos, los
cuales poseen un dominio de serina/treonina (S/TKr) y un dominio GAF (Catlett et
al., 2003), y se les ha atribuido un rol en la virulencia de hongos patdégenos y las
respuestas al estrés oxidativo. Una mutante de HK clase X en Candida albicans es
incapaz de llevar a cabo el cambio morfologico de conidia a hifa (Hérivaux et al.,
2016), la mutante Ahk10 de B. bassiana es sensible a altas dosis de H202 en
comparacién a una cepa silvestre (Liu et al., 2017), aunque la mutante de la HK
clase X de M. oryzae regula de forma negativa la integridad de la pared celular
(Jacob et al., 2014). En T. atroviride, los resultados sugieren que aunque Hk10 no
cumple un-rol en la produccién de conidia por luz constante, regula de forma
negativa el crecimiento filamentoso. En micelio y conidia la mutante Ahk10 es
ligeramente mas resistente al estrés osmético por sorbitol, aunque en conidia
también Hk10 podria estar actuando como un represor de las respuestas al estrés

osmatico por NaCl y altas dosis de cadmio.

Se han encontrado HKs de la clase XI en hongos ascomicetos y
basidiomicetos, los cuales tienen como sensores un dominio PAS y un dominio GAF
(Catlett et al., 2003). En N. crassa se analiz el fenotipo de una mutante carente de

un gen que codifica para una HK clase Xl, y se observé que el crecimiento hifal de
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la mutante es menor en comparacion a la cepa silvestre, pero produjo mas conidia
y caroteno (Barba-Ostria et al., 2011). El hongo M. oryzae posee tres HKs del grupo
Xl los cuales estan implicados en virulencia, arquitectura de la pared celular,
conidiacion, crecimiento vegetativo y respuestas al estrés oxidativo. En T. atroviride,
los resultados sugieren que Hk11 regula la conidiacion y resistencia a altas dosis de

cadmio en micelio, pero en conidia regula negativamente la osmotolerancia.

Todas las HKs analizadas actian como represoras de las respuestas a
estrés en conidia, Hk1a, Hk4, Hk5 y Hk10 son represoras de las respuestas al estrés
osmotico en micelio y Hkla, Hk2b, Hk4, Hk5 controlan de forma negativa la
conidiacion. En un andlisis previo de la Hk Nikl se observé que los genes de
respuesta a luz azul, blul y grg2, también se activan ante un estrés osmético
(Calcaneo-Hernandez, en proceso). Dado que proteinas con dominios PAS y GAF
también estan involucradas en las respuestas a la luz (Montgomery, 2007), se
evalud la expresion de genes que son-activados por luz azul y dependientes de la
MAPK Tmk3 para su activacion en mutantes carentes de HKs. En el analisis se
observé que en ausencia de hkla y hk2b hubo més transcrito del gen cry. En
carencia de hk4 se elevaron los transcritos de los genes blul y frq. En la mutante
carente de hk5 se detectaron mas transcritos de grg2, envl y frg. Los genes blul,
grg2 y frqg se expresaron mas en la mutante Ahk9, aunque sorpresivamente se
detecté menos transcrito del gen envl en comparacion con la cepa silvestre y la
mutante Atmk3. En ausencia de hk10, se detecté mayor transcrito de los genes blul
y frg. Enla mutante Ahk1l1l se expresd mas el gen frq. La sobreexpresion de los
genes que son dependientes de la MAPK Tmk3 en las mutantes carentes de HKs

podria explicar su tolerancia a la hiperosmolaridad y la sobreproduccién de conidia.

El gen frq codifica para una proteina homologa a FRQ de N. crassa
relacionada con respuestas a la luz y ritmo circadiano. La acumulacion ritmica de
0S-2 fosforilado es dependiente de FRQ, pero OS-2 no depende de FRQ para
activarse en respuesta a un estrés osmaotico (Vitalini et al., 2007). También se sugirié

en N. crassa que el fotorreceptor CRY-1 modula la actividad del complejo White
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Collar (Olmedo et al., 2010), y en T. atroviride el cryptocromo controla la expresion
de genes de respuesta a luz azul y roja (Garcia-Esquivel et al., 2016). Los resultados
de este experimento sugieren que la MAPK Tmk3 controla la transcripcion de frq y
cryl en respuesta a la luz azul, al igual que blul y grg2, y que las HKs también
cumplen un rol en la regulacion de su transcripcién aunque de forma negativa.
Sorpresivamente el gen envl se expres6 menos en la mutante Ahk9, la cual
presenté defectos en conidiacion y crecimiento radial. Si la expresién de envl no
depende de la MAPK Tmk3, pudiera ser que también las HKs también cumplan otras
funciones ademas de regular la via de sefializacion MAPK Tmk3. En M, oryzae, la
proteina Ypd1 se activa por luz y regula la transcripcién del gen ENVOY (Mohanan
et al., 2017). Dado que no hay muchos estudios sobre el rol de HKs con dominios
PAS y GAF en hongos, es dificil explicar la razén por la cual controlan de forma
negativa los genes dependientes de Tmk3. En S. cerevisiae en ausencia de su Unica
HK, la MAPK Hogl se mantiene fosforilada ocasionando la muerte celular (Posas
et al., 1996). Pudiera ser que en T. atroviride en ausencia de una de sus HKs con
dominio PAS o GAF, se incrementan los niveles de Tmk3 fosforilado, ocasionando
una sobretranscripcién de genes dependientes de Tmk3, aunque no de forma letal
ya gque también otras HKs se encuentran presentes en la célula para su
sobrevivencia y esta sugerencia se sustenta al observar como solo ciertos genes se

sobreexpresan en ausencia de una HK pero no todos.

Finalmente se evalud la expresion de las doce HKs presentes en el genoma
de T. atroviride en condiciones de oscuridad y luz y en ausencia del gen tmk3. La
tendencia fue que las HKs se expresan méas en oscuridad que en luz y que la MAPK
Tmk3 controla la transcripcién de las HKs con la excepciéon de hk2b y nikl. En M,
oryzae se analizo la expresion de HKs con dominios PAS y en respuesta a la luz se
elevo la expresion, mientras que en una mutante donde el gen YPDL1 fue silenciado,
la expresion de las HKs fue abatida en respuesta a la luz, concluyendo que la luz
induce la expresion de las HKs y que Ypdl controla la expresion de HKs y la

activacion de MAPKs para regular diversas funciones en respuesta a la luz. En T.
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atroviride, solo la expresion del gen sInl se eleva en respuesta a la luz, mientras
que se detecté menos transcrito ante el estimulo de la luz en Phyl y los genes que
codifican para HK con dominio PAS o GAF, a la vez que posiblemente se dé un

evento de autoregulacion donde la MAPK Tmk3 actia como represor de las HKs.
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IX. CAPITULO 4:

Papel de la HK Nik1 de T. atroviride en la
regulacion de genes quitina sintasa en respuesta

a un estrés osmotico
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9.1 RESUMEN

La pared celular confiere a los hongos la proteccion necesaria para enfrentarse al
estrés ambiental, el cual se constituye principalmente de quitina y B-glucano,
sintetizados por las enzimas quitina sintasas (chs) y B-glucano sintasa (fksl)
respectivamente, sin embargo, también las MAPKs participan en las respuestas
adaptativas al estrés y regulan la integridad de la pared celular de los hongos. En
esta investigacion, se mostré que en T. atroviride la expresion de los genes chsl,
chs2, chs3 y chs6 disminuyd a los 15 min de un choque osmético por 500 mM NacCl
como una respuesta temprana, mientras que los genes chs4, chsb, chs7 y fksl se
mantuvieron constitutivos. Posteriormente, se evalud la expresion de los genes
chsl, chs2, chs3 y chs6 en mutantes Atmk3, Apbs2 y Anikl, y se determind que la
via MAPK Tmk3 reprime la expresion de los genes chsl, chs2, chs3 y chs6,
participando la HK Nikl en la regulacién de chsl, chs2 y chs3. En el mismo
experimento también se evaluo la expresion de los genes dependientes de luz azul,
bluly grg2, y se observé que también se activan en respuesta a un estrés osmotico,
siendo el pico maximo a los 15 min, de forma dependiente de Tmk3, pero
independientemente de Nikl. En general, la via MAPK Tmk3 participa en la
arquitectura de la pared celular regulando la transcripcion de los genes chs a través
de la HK Nik1.

(Palabras clave: pared celular, quitina sintasa, estrés osmotico, MAPK)
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ABSTRACT

The cell wall provides to fungi the necessary protection to face environmental stress,
which is mainly buildup of chitin and B-glucan, synthesized by chitin synthase (chs)
and B-glucan synthase (fksl) respectively. However, MAPKs also participate in
adaptive responses to stress and regulate the integrity of the fungal cell wall. In this
research, it was shown that the expression of T. atroviride chsl, chs2, chs3, and
chs6 genes decreases 15 min after an osmotic shock by 500 mM NaCl as an early
response, while the chs4, chs5, chs7, and fksl genes remained unchanged.
Subsequently, the expression of chsl, chs2, chs3, and chs6 was evaluated in Atmk3,
Apbs2 and Anikl mutant strains, and it was determined that the MAPK Tmk3
pathway represses the expression of the chsl, chs2, chs3, and chs6 genes,
participating HK Nik1 in the regulation of chsl, chs2, and chs3. In the same
experiment, the expression of the blue light-dependent genes, blul and grg2, was
also evaluated, and it was observed that they are also activated in response to
osmotic stress, being the maximum expression at 15 min, in a Tmk3-dependent
manner, but independently of Nik1. In general, the MAPK Tmk3 pathway participates
in the architecture of the cell wall by regulating the transcription of chs genes through
the HK Nik1.

(Key words: cell.wall, chitin synthase, osmotic stress, MAPK)
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9.2 INTRODUCCION

Los hongos deben enfrentarse a los desafios que surgen constantemente
en su entorno natural, como son los cambios osmoticos, estrés oxidativo, chogue
térmico, fluctuaciones de pH, limitaciones de nutrientes y cambios quimicos (Fuchs
y Mylonakis, 2009), sin embargo, su pared celular los protege contra las condiciones
ambientales adversas. La pared celular de los hongos no solo funciona como una
barrera, también desempenfa funciones esenciales en la morfologia y el desarrollo
celular (Malavazi et al., 2014), y se compone principalmente de manoproteinas, 1,3-

B-glucano y quitina (Ram et al., 2004).

Si bien la MAPK SIt2 es especifica para regular la integridad de la pared
celular de los hongos, se ha publicado que otras vias de sefializacion también
participan en su mantenimiento. En S. cerevisiae la MAPK SIt2 modula la biosintesis
de la pared celular y la organizacion de la actina (Levin, 2005), aunque se ha
sugerido que dependiendo del tipo de dafio que recibe la pared celular, la via MAPK
Hogl que regula las respuestas al estés ambiental podria desempefiar funciones
de co-regulacién con la via de la MAPK Slt2 (Rodriguez-Pefia et al., 2010; Fuchs
and Mylonakis, 2009). En C. albicans se ha estudiado extensivamente la
organizacibn de su-pared celular ya que juega un papel importante en la
patogenicidad (Ruiz-Herrera et al., 2006) y se ha publicado que varias vias regulan
Su arquitectura, incluidas las vias Mkcl (homoéloga a Slt2), Hogl, Cekl (homdloga
a Kssl) y calcineurina, asi como la chaperona Hsp90, las cuales han demostrado
estarinvolucradas en la regulacion de la expresion de quitina sintasas (Heilmann et
al., 2013).

El proteoma de la pared celular es altamente dinamico y adaptable en
respuesta a condiciones externas y a cambios morfologicos. Cuando una célula
fungica se estresa, sus niveles de quitina aumentan. La quitina es solo un
componente menor de la pared celular, pero un pequefio aumento en el porcentaje

de quitina conduce a una pared mas robusta (Heilmann et al., 2013). Para ejecutar
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los cambios transcripcionales necesarios debido al estrés extracelular, los hongos
poseen sensores transmembranales que detectan los cambios e inician sefiales que

se transducen desde la superficie celular al ndcleo (Fuchs y Mylonakis, 2009).

En el hongo micoparasito T. atroviride se publicé que su genoma posee
ocho genes que codifican para quitina sintasas, los cuales se observé una expresion
diferencial de tres genes en respuesta al estrés osmético. También se demostré que
la MAPK Tmk3, homologa a la MAPK Hog1l de levadura, regula no solo respuestas
al estrés osmoético sino también la integridad de la pared celular (Esquivel-Naranjo
et al., 2016), por lo que la MAPK Tmk3 podria estar participando en la regulacion de

genes gue participan en la biosintesis de la pared celular.

Se ha publicado que los homélogos a la MAPK Hogl en hongos son
activados por el sistema de dos componentes (Bahn, 2008), y sus receptores, las
histidina cinasas, también podrian participar en la coordinacién del remodelamiento
de la pared celular. En este estudio se analizé la expresion de los genes que
codifican para quitina sintasa y -1,3-glucano sintasa en la respuesta temprana a
un choque osmatico, posteriormente también se evaluaron la expresion de los
genes cuando carece de los componentes de la via de sefializacion activada por
estrés, la MAPK Tmk3 'y la MAPKK Pbs2. En el analisis se incluy6 la HK Nik1, el
cual también participa en la regulacion de la pared celular. Los resultados indican
gue Nikl actia como un receptor para regular genes que codifican para quitina

sintasa a través de la via MAPK Tmk3.
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9.3 MATERIALES Y METODOS

Cepas y condiciones de cultivo

Se utilizaron las cepas enlistadas en la tabla 4. Para obtener conidia fresca,
las cepas se propagaron en medios PDA y se incubaron a 27 °C en luz blanca
constante durante 5 dias, posteriormente se colecto la conidia con 16 ml de agua

estéril.

Tabla 4. Cepas utilizadas

Cepa Genotipo Referencia

Silvestre (WT) IMI206040

Anik1-3 Anik1 (Calcaneo-Hernandez et al., en proceso)
Atmk3-13 Atmk3 (Esquivel-Naranijo et al., 2016)

Apbs2-7 Apbs2 (Esquivel-Naranijo et al., 2016)

Andlisis de expresion de genes inducidos por estrés osmaético

Una suspension de conidia (1x10°® conidia/ml) de la cepa WT fue inoculada
en 45 ml de medio PDB (caldo papa dextrosa), en un matraz Erlenmeyer de 250 ml
cubierto con papel aluminio, e incubada en agitacién constante (160 rpm) a 27°C
por 48 h. Posteriormente, para probar el efecto de un estrés osmotico en genes de
pared celular, bajo-condiciones de oscuridad se afiadio al medio liquido 5 ml de 5 M
NaCl, y las muestras se incubaron por un tiempo extra de 5, 15, 30 y 60 min.
Después, se filtré el micelio de las muestras, se congeld en nitrégeno liquido y se
macerd. El micelio de la muestra que se tom6 como control (tiempo 0), se colecto
justo después de afiadir NaCl. Se extrajo ARN total de las muestras usando TRIzol®
Reagent (Invitrogen) siguiendo la metodologia descrita en Anexo 1, luego se
sintetiz0 ADNc (RevertAid Reverse Transcriptase; Thermo Scientific), y las
reacciones de PCR se llevaron a cabo para analizar la expresion de genes
regulados por la via MAPK Tmk3 (blul y grg2), y los genes involucrados en la
sintesis de polisacaridos de pared celular como quitina (genes chsl1-8) y B-1,3-

glucano (fksl). Los oligonucledtidos que se utilizaron se enlistan en Anexo 3.
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9.4 RESULTADOS

En Trichoderma harzianum, los genes de respuesta a luz azul dependiente de la
MAPK Tmk3, blul y grg2, se expresa ante un estrés osmotico por sorbitol (Delgado-
Jarana, 2006). Por lo anterior, se evalud la expresion de los genes blul y grg2 en
respuesta a un estrés por 500 mM NaCl. Ya que el experimento se realizd en
condiciones de oscuridad, se incluyé el gen envl como control. Se observo que a
los 15 min posterior al tratamiento, los niveles de transcrito de blrl y grg2 aumentan,
y luego blul tiende a disminuir, mientras que grg2 se mantiene elevado (Fig. 52).
No se observd expresion de envl en respuesta a un chogue osmatico. Lo anterior
sugiere que blul y grg2 regulan también respuestas al estrés osmatico, siendo los
15 min el pico maximo de expresion. Debido a que los hongos remodelan su pared
celular ante un estrés ambiental (Ene et al., 2015), se evalué la actividad de genes
que codifican para quitina sintasa (chs1-8) y B-1,3-glucano sintasa (fksl), y se
determind que los genes chsl, chs2, chs3y chs6 su expresion disminuye a los 15
min de un tratamiento con 500 mM NacCl, mientras que los genes chs4, chs5, chs7
y fks1 se mantienen constitutivos, y no se detecto transcrito del gen chs8.

0 5 15 30 60 min 0 5 15 30 60 min
blul T - chsS | Sn e - ..
grg2 -—- e e chs6 | wow
envl chs7 | S S SN S e
chsl| =™ “hs8
Chs | NS WS s S — fhs] |- ————
chs3 gp(l A - —
chs4 Control

Figura 52. Anédlisis de expresion de genes en respuesta a un estrés osmotico. Micelio de la
cepa WT crecido en medio liquido fue expuesto a 500 mM NaCl, después el micelio se colecto a los
tiempos indicados. Se extrajo ARN total de las muestras para sintetizar ADNc. Como control de
carga, se amplificé el gen gpd. Como control de sintesis de ADNc, en la misma reaccién se usaron
las muestras de ARN como templado y sin transcriptasa, y posteriormente se amplificé gpd.
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Para analizar la participacion de la via MAPK Tmk3 en la regulacion de los

genes chsl, chs2, chs3 y chs6, se realizd un ensayo de estrés salino en las cepas

Atmk3, Apbs2 y Anikl1 a los 15 min posterior a un estrés salino. El resultado sugiere

que la via MAPK Tmk3 también regula los genes blul y grg2 en respuesta a un

estrés salino e independientemente de la HK Nik1, pero a través de Nik1 reprime

los genes chsl, chs2 y chs3 (Fig. 53). Por lo anterior, es posible que en T. atroviride

la HK Nik1 participe en regular un cierto numero de genes a través de la via MAPK

Tmk3.
WT Atmk3  Apbs2  Anikl
- + -+ -+ AU+
blul o —
grg2 - -
envl
NIKT | — — v — —
MK | - — — S — —
chsl - —— — -
Chs2|ws sau A wwn s s
Chs3| mme A e = w— v — —
chs6
gpd W R S R . . -
Control

NaCl

Figura 53. Rol de la'via MAPK Tmk3 en la expresidn de genes regulados por estrés osmatico.
Se sintetiz6 ADNc a partir del ARN total extraido del micelio de la cepa WT y mutantes sin estrés o
después de 15 min de haber sido sometido a un estrés salino. Como control de sintesis de ADNCc,
en la misma reaccion se utilizé el ARN de las muestras como templado y sin transcriptasa,

posteriormente se amplificé gpd.
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9.5 DISCUSION

Los analisis que anteriormente se habian realizado en mutantes carentes de
los genes nik1, pbs2 y tmk3 sugieren que la via MAPK Tmk3 regula la arquitectura
de la pared celular en Trichoderma atroviride, y que la HK Nikl participa en el
mantenimiento (Esquivel-Naranjo et al.,, 2016; Calcaneo-Hernandez et al., en
proceso). Usualmente la pared celular de los hongos se compone de quitina y B-
1,3-glucano (Gow et al., 2017), y en T. atroviride se publicé un estudio detallado de
los genes que codifican para quitina sintasa (chs) (Kappel et al., 2020). Los datos
son interesantes porgue se demostro que dependiendo de la etapa de su desarrollo,
la expresion de los genes varia. Desde que una espora empieza a germinar, los
niveles de expresién de genes chs aumenta, pero a medida que el hongo ha crecido
y ha formado conidia, la expresion de los genes disminuye (Kappel et al., 2020).
Otro resultado importante a considerar es la regulacion de genes chs ante un estrés
osmatico (Kappel et al., 2020), y esto va en correlacién con la remodelacion de la
pared celular de los organismos ante un cambio ambiental (Ene et al., 2015;
Tenhaken, 2015; Piuri et al., 2005).

En esta investigacion se realizé una evaluacion de la expresion de los genes
chs en T. atroviride en la respuesta temprana a un estrés osmético. Algunos
resultados son comparables con los de Kappel et al. (2020), sin embargo, también
se presentaron algunas diferencias. Nuestro analisis fue hecho a los 5, 15, 30 y 60
min posterior-a un tratamiento con 500 NaCl, mientras que ellos su analisis se realiz6
una hora después de un estrés con 700 mM NaCl. En ambos resultados no hubo
una diferencia significativa de la expresion de los genes chs4, chs5 y chs7, sin
embargo, nosotros observamos que la expresion de los genes chsl, chs2, chs3 'y
chs6 disminuye a los 15 min posterior a un estrés, pero después aumenta, mientras
gue Kappel et al. publicaron que no hay cambios en los niveles de transcrito de chsl
y chs3. Nosotros no pudimos detectar transcrito del gen chs8, sin embargo, ellos
publicaron que chs8 se expresa muy poco en T. atroviride, y solo aumenta en

respuesta a estrés osmoético y en condiciones micoparasitarias (Kappel et al., 2020).
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Posiblemente las variaciones en algunos resultados sean por la diferencia en el
meétodo. Su tiempo de incubacién fue de 24 h mientras que nosotros incubamos T.
atroviride durante 48 h. Dado que la expresién de los genes chs también varia
dependiendo de la etapa del desarrollo hongo, es probable que el tiempo de

incubacion también haya sido otro factor en las diferencias de los resultados.

En nuestra evaluacion se observo una disminucion de la expresion de los
genes chsl, chs2, chs3 y chs6 como una respuesta adaptativa temprana. En
Ustilago maydis se analizé la regulacion de los genes que codifican para quitina
sintasa, y la expresion de cuatro genes chs disminuy6 en respuesta a un estrés
salino (Robledo-Briones y Ruiz-Herrera, 2012), al igual que cinco genes chs de
Penicillium digitatum (Gandia et al., 2012). También se analizo la expresion del gen
fksl, pero se mantuvo constitutivo al igual que en U. maydis (Robledo-Briones y
Ruiz-Herrera, 2012). El gen fks1 codifica para la 3-1,3-glucano sintasa, otra enzima
esencial para la arquitectura de la pared celular de hongos. En Saccharomyces
cerevisiae, el gen fks1 es regulado en el ciclo celular (Mazur et al., 1995), por lo que

se sugiere que no participa en la regulacién de las respuestas al estrés osmatico.

Si las MAPKs regulan la arquitectura de la pared celular, crecimiento
vegetativo y esporulacion (Esquivel-Naranjo et al.,, 2016; Ene et al., 2015), es
razonable pensar que la MAPK Tmk3 tiene un control en la expresion de genes para
la biosintesis de la pared celular. En base a lo anterior, se evalué la expresion de
los genes chs en mutantes carentes de los genes nikl, pbs2 y tmk3. Los resultados
sugieren que la HK Nik1 reprime los genes chsl, chs2 y chs3 a través de la via
MAPK Tmk3. También se publicé que en C. albicans la via MAPK Hogl regula la
expresion de genes chs, la actividad de la quitina sintasa se eleva en una cepa
hoglA en contraste con la cepa WT (Munro et al., 2007), al igual que los genes chsl,
chs2, chs3 y chs6 en cepas Atmk3. Lo anterior sugiere que la via Tmk3 regula de

forma negativa los genes chs en T. atroviride.
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Por ultimo, se analiz6 la expresion de genes de respuesta a luz azul en T.
atroviride ante un estrés salino en condiciones de oscuridad. Se observé que el pico
méaximo de expresion de los genes blul y grg2 fue a los 15 min, mientras que no se
detectd transcrito del gen envl. Tampoco se detecté expresion de los genes blul'y
grg2 en respuesta a un estrés osmotico en cepas Apbs2 y Atmk3. Los resultados
sugieren que en T. atroviride, los genes blrl y grg2, que codifican para una proteina
glucosa represible (Delgado-Jarana, 2006), regulan tanto el estrés osmoético como
respuestas a la luz, y dependen de la via MAPK Tmk3 para su activacion, pero

independientemente de la HK Nik1.
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X. CONCLUSIONES GENERALES

XI.

El uso de la cepa Ural como fondo genético y el gen pyr4 como marcador
de seleccidn es una alternativa segura para el estudio funcional de los
genes de T. atroviride.

El disefio de un casete knock-in para etiquetar la MAPK Tmk3 fue exitosa
aunque poco eficiente. Se logré etiquetar a Tmk3 en un fondo auxdétrofo a
uracilo, cepa Ura'1:T3mCh, donde se observo in vivo a Tmk3. La cepa Ura
1:T3mCh funcioné como herramienta molecular para obtener una mutante
blr2 con Tmk3 etiquetada.

Se obtuvieron mutantes de los genes hkla, hk2b, hk4, hk5, hk9, hk10y
hk11 que codifican para HKs con dominios PAS y/o GAF. Dependiendo del
gen y del estimulo extracelular, las HKs-.cumplen una funcién como
activadoras o represoras.

Los resultados sugieren que la MAPK Tmk3 regula la transcripcion de
genes que codifican para HK.

La HK Nik1 regula los genes chsl, chs2, chs3 importantes para la
arquitectura de la pared celular de T. atroviride a través de la via de la
MAPK Tmka3.

PERSPECTIVAS

Generar mutantes de los genes sinl, hklb y hk2a.

Generar complementantes de las mutantes carentes de HKs.

Realizar més estudios de la localizacion de la MAPK Tmka3.

Determinar si usar un gen pyr4 de otro organismo aumentaria la eficiencia

en la transformacion utilizando la cepa Ural como fondo genético.
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XIII. ANEXOS

Anexo 1. Metodologias

Aislamiento y transformacion de protoplastos por el método de polietilenglicol (PEG)-CaCl;

Para obtener protoplastos de T. atroviride, se inocularon 1x108 conidios de la cepa WT o cepas
mutantes 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 agitacién orbital constante. Posteriormente
el micelio fue filtrado con ayuda de un embudo y tela Magitel estéril, se recuperd con una espatula
metalica estéril y 0.2 g de micelio fue colocado en un tubo cénico estéril de 50 ml'con 7 ml de solucidn
osmdética (50 mM CaCl2, 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). El tubo c6nico se agit6 vigorosamente
en vortex y se incubd a temperatura ambiente en agitacion orbital constante a 120 rpm por 2 h. Los
protoplastos obtenidos fueron filtrados con tela Magitel estéril, se lavaron con 2 ml de solucién
osmdética y se centrifugaron a 8,000 rpm por 10 minutos para su recoleccion. La fase acuosa se
desechd, la pastilla se resuspendio en un volumen.minimo de solucién osmotica y se distribuyd en
tubos de microcentrifuga estériles de 1.5 ml* (300 ul en cada tubo). Un tubo con protoplastos fue
usado como control y otro para transformar. Al tubo para transformar se le afiadié una mezcla del
producto del PCR 3 (50 pl), donde se amplificé el casete para el reemplazo del gen a analizar por un
marcado de seleccién, mas un volumen de solucién osmotica (50 pl). Al tubo con protoplastos
usados como control se le afiadié 100 pl de solucién osmética. Los dos tubos de microcentrifuga se
incubaron por 20 min en hielo y posteriormente se les afiadi6 400 uyl de PEG-8000 (Thermo
ScientificTM — USB) al 40% estéril y precalentado a 42°C. Se mezclaron suavemente por inversion
y se incubaron por 30 min a temperatura ambiente. Se tomé la mezcla de cada uno de los tubos de
microcentrifuga con una pipeta y se vertié en tubos Falcén de 15 ml estéril con 10 ml de top agar (1
M sorbitol, PDB y'0.7 % agarosa), y se mezclaron por inversién suavemente. Luego, el top agar con
los protoplastos a los cuales se les afiadié el casete construido por PCR se vertid en cajas Petri con
medio selectivo. El top agar con los protoplastos control se vertié en dos diferentes cajas Petri: en
una primera caja sin higromicina B como control positivo (para visualizar la viabilidad de los
protoplastos, y en una segunda caja con medio selectivo, como control negativo. Finalmente, las
cajas Petri se dejaron incubando a 27°C de 4 a 6 dias hasta observar el crecimiento de

transformantes.
Extraccion de ADN

Se inocul6 2 pl de una suspensién de conidia (1x108 conidia/ml) sobre una placa PDA cubierta con

celofan, y se incub6 durante 48 h en oscuridad. Posteriormente el micelio se recolecté con una
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espatula metalica estéril y se colocé en un mortero con nitrogeno liquido (N2). El micelio congelado
se molié con el pistilo hasta obtener un polvo fino blanco. Se colocé 500 ul de micelio pulverizado en
un tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 ml previamente congelado con Nz, y se adicioné 600 ul de
una solucion amortiguadora de urea (7 M Urea, 0.35 M NaCl, 50 mM Tris pH 8.0, 20 mM EDTAy 1
% de N-Lauril Sarcosina). El tubo se mezclé por 2 min en vortex y se incubé por 30 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se afiadié 600 ul de una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(50:48:2). El tubo se agité en vortex por 2 min. En seguida el tubo se centrifug6 a 10,000 rpm por 10
min. La fase acuosa fue recuperada y colocada en un nuevo tubo de microcentrifuga estéril de 1.5
ml. Nuevamente se agregd 600 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se siguieron los pasos
subsecuentes hasta la recuperacion de la fase acuosa en un nuevo tubo de microcentrifuga estéril
de 1.5 ml. En seguida, se adicion6 1 volumen de isopropanol para precipitar el ADN y se mezcld
suavemente por inversion hasta observar la formacién de hebras blancas. Se centrifug6 el tubo a
12,000 rpm por 10 min. Se desecho el sobrenadante. Posteriormente se adicioné 500 ul de etanol
70% y el tubo se mezclé en vortex durante 1 min. Se centrifug6 el tubo a 12,000 rpm por 10 min. Se
deseché el sobrenadante. El tubo se dejé secando bocabajo bajo una toalla de papel. Después la
pastilla de ADN fue resuspendida en 50 yl de H20 HPLC estéril. Por ultimo, se adicioné 1 pul de
RNAsa (10 mg/ml) (Invitrogen) al tubo y se incub6 a 37°C por 20 min. Cuando era requerido, el ADN

se cuantificé con un Nanodrop, usando el-agua HPLC como blanco.
Extraccion de ARN

El micelio de la cepa WT o cepas mutantes cuando fue crecido en placas de PDA, fue recolectado
con una espatula estéril; cuando fue crecido en medio liquido, fue filtrado con ayuda de un embudo
de plastico cubierto con tela Magitel previamente esterilizado. El micelio se colocé sobre un papel
aluminio y se congelé con nitrégeno liquido (N2). El micelio congelado fue molido con ayuda de un
matraz y pistilo previamente enfriado con N2. Se colect6 200 pl de micelio pulverizado y se colect6
en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml previamente enfriado con N2. Al tubo se afiadié 1 ml de
TRIzol® Reagent (Invitrogen) y se mezcl6 con ayuda de un vértex durante 1 min, posteriormente el
tubo se incub6 a temperatura ambiente durante 4 min. El tubo fue centrifugado a 12,000 rpm por 1
min a 4 °C. La fase acuosa fue recuperada y se colocé en un tubo nuevo. Se afadié 200 ul de
cloroformo a 4 °C. El tubo fue mezclado en vortex durante 1 min y se incub6 a temperatura ambiente
por 4 min. El tubo fue centrifugado a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado
y colocado en un tubo nuevo. Nuevamente se afiadio 200 pl de cloroformo a 4 °C. Se centrifugo el
tubo a 12,000 por 5 min. El sobrenadante fue recuperado sin tomar el residuo del fondo y se colocé
en un tubo nuevo. Se afiadié 500 ul isopropanol 100 % a 4 °C al tubo. El tubo se incubé por 10 min
a temperatura ambiente. El tubo se centrifugé a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C. Se desech el liquido.

Se afladié 1 ml de una mezcla de etanol 70 % y H.0O DEPC 30 %. EI tubo se mezcl6 en vortex por
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1 min. El tubo se centrifugé a 7,500 rpm por 5 min a 4 °C. Se desechd el liquido y el tubo se dejo
secando abierto de forma invertida sobre una toalla de papel. La pastilla de ARN fue resuspendida
con 20 pl de H20 DEPC estéril y con ayuda de un vortex. Finalmente se utilizé 2 pl de ARN para su

cuantificacién con el Nanodrop.

Como nota, el dietil pirocarbonato (DEPC) se utiliza para inactivar enzimas RNasas. Se preparaal
menos un dia antes. Se utiliza 1 ml de DEPC por 1 | de H20, se deja reposar por al menos 2 h y se

esteriliza.
Andlisis de conidiacién inducida por luz y dafio

Discos de micelio de la cepa WT y cepas mutantes se inocularon sobre placas de PDA, y se
incubaron en oscuridad por 40 h a 27 °C en condiciones de oscuridad. Para analizar conidiacion
estimulada por luz, los cultivos fueron expuestos a la luz azul (jpor. 5 min (152.4 ymol m-2) y se
incubaron nuevamente por 48 h a 27 °C en oscuridad. Para analizar conidiacién estimulada por un
dafio mecanico, en un cuarto oscuro con la ayuda de un foco rojo de seguridad, las colonias crecidas
en oscuridad por 40 h fueron cortadas con un bisturi esterilizado para inducir a la conidiacion, y se

incubaron nuevamente por 48 h a 27 °C en oscuridad.
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Anexo 2. Lista de oligonucle6tidos utilizados para la construccion de casetes

Secuencia de nucleétidos

Proteina Oligonucledtido 5 >3 Fragmento amplificado
SMPyr4-F CTC CCT ACG CTC TCC GCC ACC
ACC AAT CGATCTTTATCC G
Pyrd STC gAG C(::CT crr CgA GCngg G Marco de lectura del gen
(EHK48963.1) smPyr4-R CAA TTCTTTTTTTCTTAT A pyra
pyr4-F  GAC GAC GCA TCC TCT AAC CTC
pyr4&-R  GAC GCC TTG CCC GGT ACC
Ptmk3-F  GCT GGT GCCCTCTTGTTCTC
GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG Region 5’ del gen tmk3
PQtMk3-R GAG ATT CGC GGG GAA ATA ACG
ACG
GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA
TQtMk3-F GAG AGA GTA GAG GTG CAG AAT Region 3' del gen tmk3
Tmk3 TCG
(EHKA43400.1) Ttmka.r CTA CAG GTC GTC TCC ACA GC
N5tmka-f CTC TTG TGC TCC GAC GAA ACC Oligonucleétidos anidados
para el gen tmk3
N3tmk3-R CGT CCA CCT CCA AAT CAT GGC
tmk3-F  GTT TGG TCT TGT CTG CTC TGC G Marco de lectura del gen
tmk3-R  GCA GGT CGG TTC CGA GAA GC tmk3
Ppbs2-F CAG TGC GCT GGC TCC AGC
GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG -
PQpbs2-R  GAG AGG TGG GGT TTT CGG ATG edion 5’ del gen pbs2
CTTC
TQpbs2-F GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA y
Pbs? GCA GAA GAA AAG CAT AGAGCG G Regién 3’ del gen pbs2
(EHK47459.1) Tpbs2-R  CGC GAA CCT ACC GGAAGCC
’ N5pbs2-F = TCA CGA CAG ACG AGT CTT GCC Oligonuclestidos anidados
N3pbs2-R '(I;GA AAG AGG TAATGG CAG TATTCG para el gen pbs2
pbs2-F  GTC ACG ATG AGC GGC ACCG Marco de lectura del gen
AAG CTT GGT GCC CCT CAC TGG
pbs2-R CcTG pbs2
Pblrl-F  GTT AGT TAG AGG ACG AAA GGC AG
PQbIr1-R GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG Region 5’ del gen blrl
GAG AGT CGG AGA GGG AGA GGG C
Blrl TQbIr1-F GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA
(EHK39879.1) GAC GAG AAG AGC GAG AAA GTA GC  Region 3’ del gen birl
Thirl-R  CCG AGA CGC TGC GAT GGC
N5biIrl-F GTA GGC CTT CAA GAC CGT GC Oligonucleétidos anidados
N3blrl-R  TCG GTC CAT TCA CAAAAG CTCC para el gen birl
Pbir2-F  GAA ACG CCG GTC AGC AGG C
PQbIr2-R GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG Region 5’ del gen blr2
GAG AGC AGA CGATGG CACTGG AG
GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA
BIr2 TQblr2-F gég AAG GAA AGA GAG GAA GAA Redién 3 del o2
egién 3’ del gen blr
(EHK40294.1) Tol GGA TTA TGC AGC TGA GGT TAT GG
r2-R
N5blr2-F GTA CCT GTT TGG CGATGC TAC G Oligonucleétidos anidados
N3blr2-R  GCA TCC GAG GCA AAT TGA GCG para el gen blr2
blr2-F  ACC GCA GCC CTACCCTCATC
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Marco de lectura del gen

bir2-R  CAC CGC AAC CCG CAG GC b
PhklaF GTA CTA TGG CTC GTG GTG GC
GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG o
pPQhkla-R GAG ATG CGG TGA TGG TGT TGT Region 5’ del gen hkla
GTG G
Hkla GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA
Ta_32890 pTQhkla-F GAC CAA GAA TGG CAC ACA CCT o
Clase | TGC Regién 3’ del gen hkla
(EHK43602.1)
Thkla-R _AGA GCA AGC AAT GAA CCA TGC C
N5hkla-F GGT CTT ACC AGC ACC GGT GG Oligonuclestidos anidados
N3hkla-R _GAA AGA CCT GCC ATG CGC TC para el gen hkla
Rt.hkla-F TCC GTG CGT TGT CCT GTG C Marco de lectura del gen
Rthkla-R _GAA ACT CAG GCT CAG GCG TG hkla
Phk1b-F GCG ACG ATG CCC GAA GGC
oPOhkib-R GCT GGT GGC GGAGAG CGTAGG -~ Region 5' del gen hiib
GAG AGA CTC GGA CAC CAG CCT G
Hk1b OTQhkib.F GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA
Ta_49350 GAG CAG GAG GCG TTT GGT AGC Regién 3’ del gen hk1b
Clase | Thk1b-R _CCC AAG AGT AGC GCT GGA G
(EHK49368.1) N5hklb-F  GAG CTT TGG AGA AGG CTG AGC Oligonucledtidos anidados
N3hk1b-R GTG ACA GAG GGC GGA GGG para el gen hklb
Rt.hklb-F CAT CTC GAG GCG CAG AGG C Marco de lectura del gen
Rthk1b-R GAC GGA GAA TGTACG CTGATC G hklb
Phk2a-F_ GCG CGT ATG TTG.CTA GCT CC
GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG L
pPQhk2a-R  GAG AGT GGA GAA GAG CTG GTG Region 5' del gen hk2a
TGG
Hk2a oTQhkzaF GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA
Ta_128614 GAT.GCG GCA GAT GCA CAC CAAC  Region 3 del gen hk2a
Clase II Thk2a-R__ GAT ACC TTG AGT GCC GCA GC
(EHK46538.1) N5hk2a-F _GCT CCT CTG TTG GCT TTG GC Oligonucledtidos anidados
N3hk2a-R_ CGA TTG GTT TCC ACG GCT GC para el gen hk2a
Rt.hk2a-F g_-ll:g ATC ATT GGC ATT CAA GAC Marco de lectura del gen
Rihk?a-R _CAG CAT ATG CAA GGA GTC CAGC k28
Phk2b-F _ CAG AGC GGA AAC TGT GAC TGC
GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG o
pPQhk2b-R  GAG AGT AGA AAA CTG GAG CCT Region 5" del gen hk2b
Liob GTG TG
GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA
Ta_133533 PTQNK2Db-F - \C AAG TCG ATC GCG GCT CTC Regién 3’ del gen hk2b
(EHKAea)) Thk2b-R_ GCT GGC GGG CTT CCC TTG
’ N5hk2b-F  CAT GCA GTG ATC AGA GCG AAG Oligonucleétidos anidados
N3hk2b-R _GCT AGC ATA GAG CCG AAT CAG para el gen hk2b
Rt.hk2b-F  TGC GCC CAT ACGGTG ACAC Marco de lectura del gen
RLhk2b-R _GTG GTT GAC TGG TTG CTG AGG hk2b
Phk4-F GAG GGG TTG CAG ATG GTC TCT C
GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG i
pPQhk4-R  GAG ATT AGC GGC CCT GCT GGC Region 5" del gen hk4
Hk4 ATC
Ta_88129 oTQhka.F  OCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA
Clase IV GAG AGG AGA CAG TGA AAC CTG CC  Region 3’ del gen hk4
(EHK44956.1) Thk4-R__CAC CCA ATC ACA CCC GCA GAC
N5hk4-F  CGA AGG ATT GTA CGA CAC GTA GG Oligonucleétidos anidados
N3hk4-R _CAC CTC GTA GCC ACC CAC C para el gen hk4
Rthk4-F CGC TGC GGT GTC CCT TAC G

135



Rt.hk4-R

CGA CGC CCT GCG ACACTC

Marco de lectura del gen
hk4

Phk5-F

CTGCTCTCACTCACT CGCTG

pPQhk5-R

GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG
GAG AAG AGA CCG AGT CCT CAG
GG

Region 5’ del gen hk5

HK5
GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA
1832149 PTQNKS-F  GAG GCT GGA TGG AAC CCG AAG  Region 3’ del gen hk5
(EHK42346.1) Thk5-R CGT TGG GCT GCACTG AGT TTG _ _ .
N5hk5-F  GTG TGA GGA GGC CCT ACG G Oligonucledtidos anidados
N3hk5-R  GGA CTG GAT GAC GCC GGT TAC para el gen hk5
Rt.hk5-F CTA CCG AAT TCT CCT GGT GGA AG  Marco de lectura del gen
Rt.hk5-R  GGC AGG CCT GGT AGC CATC hk5
Psinl-F  GTC AAC GGT GAG GCC GTC TG
pPQsIn1-R GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG Region 5’ del gen sinl
GAG AGG CGT GGC ATACTG CGA G
Sinl pTQsIN1-F GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA L
Ta 158454 GAG CCATTT GTG CAAGGC GACC Region 3’ del gen sinl
Ciase Vi NoainF COAGAT CTCATC CAA GG GEFE
(EHK50841.1) sin2- Oligonucleétidos anidados
N3sInl-R i;g TGC GGTACACAG TTR T4 para el gen sinl
Rt.sin1-F  GAG GCT GCC AAC GAG AGC Marco de lectura del gen
Rt.sIn1-R  CTT CAA GGC TGA CAT GCT GGC sinl
Phhk3-F CCA GCC GGT ACG AGT ACG AG
PPQhKO-R GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG Region 5’ del gen hk9
GAG ACC GGT GGG AGG GCA GC
GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA
Ta ';'5‘38 o6 PTQNKI-F = AG TCT GGA GCA GGA GAG GC Region 3' del gen hk9
Clase IX Thk9-R ACG TCC GAA CTT GCT CCA GG _ _ _
N5hk9-F GTC GCC TCA CTC CCATCT CC Oligonucledtidos anidados
N3hk9-R  GGC AGT GGC TGT CCT GTG G para el gen hk9
Rt.hk9-F  GCA GTT GAC GAG CGC TTC AC Marco de lectura del gen
Rt.hk9-R  TGC CAT TCC AAG TCG CTG AGAC hk9
Phk10-F = GAT TGA CGT GGT GTG GGC TCG
GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG o
PPQhKI0-R GAG AGG AGG AGT TGC GGT AGG Region 5' del gen hk10
GG
Hk10 PTQhK10-F GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA
Ta_286374 GAG CTT GGT GAT TAG GGG ACT CG Region 3' del gen hk10
Clase X Thk10-R GAA GGG GAA ACA CTA ATG CAG
(EHK40776.1) AGC
N5hk10-F  TCA GGC GAG GAG GCG TCA TAC Oligonucleétidos anidados
N3hk10-R GCG TAC TCT AGC GTC CAT CAC para el gen hk10
Rt.hk10-F  CAC TTC ATC ATATCG CAG ACG C Marco de lectura del gen
Rt.hk10-R CTC GAC TTC ATC AGA CCA CGG hk10
Phk11l-F CCG AGG CAT CCA CAT CCATCC
pPOhK11-R GGT GGT GGC GGA GAG CGT AGG Region 5’ del gen hk11
GAG AGT GGC GGA CGG GTC TAG G
Hk11 pTOhK11-F GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA _
Ta_296396 GAG CGA CAC GTG AAG GCG ATG Regién 3’ del gen hk11
Clase XI Thk1l-R GAC CGC AGA TTG CTG AAT ACA AG
(EHK40433.1) N5hk11-F  TGT GGT TCC TCC TTC AGC TGC Oligonucledtidos anidados
N3hk11-R CAA CGC ACA GCT CGC AAT CC para el gen hk1l
Rt.hk11-F CCG TCT TCC GTG TCG TCC TC Marco de lectura del gen
Rt.hk11l-R CAT CGC TTAGCATTT CCAGTCTC hk11
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PCR Oligonucledétido

Secuencia de nucleoétidos
5 ->3

Fragmento amplificado

5N5tmk3-F

CTG AAT TTT TGC GCT CGA CCG

Tmk3-GA5-R

ACC AGC ACC AGC ACC AGC ACC
GAATTG TTG GTC TTC CAT TTG
GGG

Tmk3-GA5

GA5-mcherry-F

GGT GCT GGT GCT GGT GCT GGT
GCT GGT GCC ATC ATC AAG GAG
TTCATGC

3mcherry-R

GAA GGG CGT ACT AGG GTT GC

GA5-mCherry

5hph-F

CAT CGA ACT GGA TCT CAACAG C

Hyg-R

CTATTC CTT TGC CCT CGG ACG

hph

TQtmk3-F

GCG GAG CTG GAA GAG GCT GGA
GAG AGA GTA GAG GTG CAG AAT
TCG

Ttmk3-R

CTA CAG GTC GTC TCC ACA GC

Terminador de Tmk3

6N5tmk3-F

GCA TCA GCA CAA CAT CAACCT TG

mCherry-hph-R

TGC TCC TTC AAT ATC AGT TAA CGT
CGA TCA GGG CGT ACT AGG GTT
GCG

Tmk3-Ga5-mCherry-hph

Hyg-F

GAT CGA CGT TAACTG ATATTG
AAG GAG

IN3tmk3-R

CGT CCA CCT CCA AAT CAT GGC

hph-Terminador de Tmk3

kiTmk3-F

CTT GAT GCT AAC GGC TCT CGC

2N3tmk3-R

CCATCATTT GGA ATA CTC CAT CAG
Cc

Casete
knock-in

Ptmk3-F

GCT GGT GCCCTCTTGTTCTC

Ttmk3-R

CTACAG GTC GTC TCC ACAGC

Gen tmk3
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Anexo 3. Lista de oligonucleodtidos utilizados para el analisis de la expresion de genes

Gen Oligonucleodtido Secuencia de nucleétidos 5> 3’ Numero de ciclos

gpd gpd-F  GCC GAT GGT GAG CTC AAG GG o6
(EHK49005.1) gpd-R _GGT CGA GGA CAC GGC GGG A

osl 1os1-F CGA ATG TCG AGG GCA AGT GG 35
(EHK40885.1) 30s1-R  GTG AAG TCG CCG TCT GTA GC

tmk3 tmk3-F  GTT TGG TCT TGT CTG CTC TGC G 35
(EHK43400.1) tmk3-R  GCA GGT CGG TTC CGA GAA GC

Genes de respuesta a luz azul

blul gblul-F CGT TGG CTC TCG CCT GAC C 07
(EHK44319.1) blul-R GAA CGC CAT TGA AGG CCT CG

grg2 grg2-F  GAT TCC ATC AAG CAG GGT GCC 97
(EHK50625.1) grg2-R  GTT TAG ATA GCC TGC TTG TGG G

envl envl-F GCC AAA ATG GTT CCT TCA GGG TC -
(EHK44161.1) envl-R GTT TGG TCG AGA CAC AAG TCG G

frq frg-F  GAA ACC GGC CAG AGC GAC a1

(EHK43939.1) frg-R  CGT TGG AGG CAC GGC TG

cry cry-F  GAG CCG GAG GTT CTC TGG C a1
(EHK43749.1) cry-R  GCT TGG GGA AGA GAG TCT GC

Genes implicados en-el remodelado de la pared celular

chsl chsl-F CCT CAG GCA GTA GCT ACC AC
(EHK39721.1) chs1-R CGT GGA CAG TGG AGG CAG G “

chs? chs2-F 'CTG ACG TTC CCG ACACTG TTC C 20
(EHK46279.1) chs2-R.. TGC CAG TCC ACC AGC GAC G

chs3 chs3-F GAT TCG CGC CAA CCA TGT CG a
(EHK39554.1) chs3-R  GTA GGA TAA AGC ATC AAC CGA GG

chsa chs4-F  GTC CGC GAT CTC TGT GGC AC a8
(EHK40657.1) chs4-R ACC AAG AGT GTG CGG TGA CG

chs5 chs5-F CCG TGC ATG GCT AAG ACT TGG a1
(EHK48324.1) chs5-R  GAG TCG GGT GTG TAG ATG CAG

chs6 chs6-F TCA TCA CAG CCG CAC CAG C a1
(EHK48325.1) chs6-R  GAG TCG ATT GAT GCA GAG AAC C

chs7 chs7-F  GTT CGA CTG GGT CAG AAT GGC 40
(EHK48360.1) chs7-R  CCA TTG GAG AAC TGA GAC GAC G

chs8 chs8-F TCT TCG GAA ATG TCT CGC ACC 40
(EHK41601.1) chs8-R CGG AGC CTT GCC TCT TCC

fisl fksl-F  CTC TTC TGG TTA TTG CCC AGT C a1
(EHK39881.1) fks1-R  GTT GCT TGG TTG TAA CAG TCG G
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Anexo 4. Secuenciacion de la region codificante de pyr4 de la cepa WT y mutantes Ura.

Los oligonucle6tidos smPyr4-F y smPyr4-R fueron usados para amplificar un fragmento de 1.6 kb del ORF de
pyr4. Los amplicones fueron purificados y secuenciados. Las secuencias fueron alineadas usando el programa
MegAlign (version 7.1.0) por el método Clustal V.

10 20 30 &0 SO GO 70 00 90 100 110 120

wT AIGGCATCACACCCGkCOCT QAGACGACCTICGCCGCGAGGAGCG&:GCGACGACGCATCCTCT MCC‘ICT‘IA’SCT GCTCAGGCTCAIGGACCTCMGGCAICCMCC‘IC‘IGC‘HGAGC
TUra-1 ATGGCATCACACCCGACCCTCAAGACGACCTTCGCCGCGAGGAGCEAGGCEACGRCGCATCCTCTARCCTCTTATCTGCTCAGGCTICATGGACCTCAAGGCATCCARCCICTGCTTGAGE.
Ura-2 ATGGCATCACACCCGACCCTCAAGACGACCTICGCCGCGAGGAGLGAGGCEACGRCGCATCCTCTARCCTCTTATCTGCTCAGGCTCATGGACCTCARGGCATCCARCCTCTGCTIGAGE
Ura-3  ATGGCATCACACCCGRCCCTCAAGACGACCTTCGCCGCEAGGAGCEREGCEACGACGCATCCTCTARCCTCTTATCTECTCAGECTCATGGACCTCARGGCATCCARCCTCTGCTIGAGS
Ura-4 ATGGCATCACACCCGACCCTCAAGACGACCTICGCCECEAGEAGCGAGGCOACEACGCATCCTCTARCCICTTATCIGCTCAGGCTCATGEACCTCARGGCATCCARCCTCTGCTTGAGC
Ura-5  ATGGCATCACACCCGACCCTCARGACGACCTTCGCCGCERGEAGCEAGGCEACGACGCATCCTCTARCCTCTTATCTGCTCAGGCTCATGOACCTCARGGCATCCARCCTCTIGCTTGARE
Ura-6  ATGGCATCACACCCGACCCTCAAGRCGRCCTTCGCCECGAGGRGCEAGGCEACGACGCATCCTCTARCCTCT TATCTGCTCAGGCTCATGGACCTCARGGCATCCARCCTCTGEETGARE
Ura-7 ATGGCATCACACCCGACCCTCARGACGACCTTCGCCECGRGEAGCEAGGCGACGACGCATCCTCTARCCTCTTATCTGCTCAGGCTCATGGACCTCARGGCATCCARCCTCTGCTIGRGT
Ura-9  ATGGCATCACACCCGACCCTCAAGACGACCTTCGCCGCEAGGAGCEAGGCEACGACGCATCCTCTAACCTCTTATCTIGCTCAGGCTCATGGACCTCARGGCATCCARCCTCTGCTIGAGS
Ura-10 ATGGCATCACACCCGACCCTCAAGACGACCTTCGCCECEAGGAGCGAGGOGACGACGCATCCTCTARCCTCT TATCTGCTCAGGCTCATGGACCTCARGGCATECARCOTCIGCTTGAGC

130 140 150 160 170 180 1s0 200 210 220 m 240
wT Gccmeccncsecccsmmccnnccnm@mrmccmmmmmcmmmmrmﬂmmnmcm@c

Ura-l GCCGACGTGCCCACGECGCEASAGCTCCTTTACCTIGCTGACARARTCGGCCCCTCCATCGTTGTGCTCAAGACACACTACGACATGET TTCTGEGTGEGAT ITCCACCCEGACACTGEC
Ura-2  GCCGACGTGCCCACGECGCEAGAGCTCCTTTACCT IGCTGACARARTCGGCCCCTCCATCGTTGTGCTCAAGACACACTACGACATGGT TTCTGGRIGERATITCCACCCGGACACTGRC
Ura-3  GCCGACGTGCCCACGGCGCGAGAGCTCCTTTACCTIGCTGACAAARTCGGCCCCTCCATCGT rmmmﬁmmmmnmamrmn TTCCACCCGGACACTGGC

Ura-4 GCCGACGIGCCCACGGCGCGAGAGCTCCTTTACCTIGCTGACAAAATCGGCCCCTCCATCETT! mmmsmmmzmammmmmcxmc
Ura-5 GCCGACGTGCCCACGGCGCEAGRGCTCCTTITACCTIGCTGACARART CGGCCCCTCCATCETT! G‘rscwcammcmma\msmﬁm GGGATTTCCACCCGGACACTGEC
Ura-6 GCCGACGTGCCCACGGCECEAGAGCTCCTTTACCT IGCTGRCARRRT CGGCCCCTCCATCGTTGTGCT CARGRCACACTACGACATGEIIFET GGETCGGRTT TCCACCCEGACACTGEE
Ura-7 GCCGACGTGCCCACGECGOCAGRGCTCCTITACCTIGCTGACARMATCGECCCCTCCATCETTIGTGLT! WAMW IICTGGGTGGGRTTTCCACCCEGRCRCTGEC
Ura9 GCCGACGTGCCCACGACECEAGAGCTCCTTTACCTTGCTGACARRRTCGGCCCCTCCATCETTGTGCTCARGACACACTACGACATCRT T TCTGGGTGEGATTTCCACCCEEACACTGEE
Ura-10  GCCGACGTGCCCACGECGLGAGAGCTCCTTTACCTTGCTGACARRRTCGGCCCCTCCATCETIGTGCTCARGACACACTACGACATGET TICTGGETGGGATT TCCACCCEGACACTGGE

250 260 270 280 290 300 310 m 330 3&0 350 360

WT ACT! GGCGCCIAGCIGGCCT CGCT! GGCCCGMCACGGC’I TCCT! CATTT‘ICC}\RGACCGCMGTTCGGGGJ\C&II’GGCQCICAG‘H‘ GA.GC‘I GCAGT. AClCCAGCGGCI C(?SCGCGCAIC
Ura-1 ACTGGCGCCARGCTGGCCTCGCTGECCCERRARCACGGCTICCT! WWCWCWWMW GRGCTGCAGTACACCAGCGECTCGGCECECATC
Ura-2  ACTGGCGCCARGCTGGCCICECTGECCCERAMACACEGCTICCTICATITTCGARGACCGCARGTT CGWUGGCCLCJ\CR\GTIGAGC‘I GCRGTACACCAGCGECTCGGCGCECAIC
TUra-3  ACTGGCGCCARGCTGECCTCECTGGCCCGARRACACGECT ICCTCATTT TCGAAGACCGCARGT TCCRGEACAT TEGCCACACAGT TGAGCTGCAGTACACCAGCGGCTCEGCGCECATC
Ura4  ACTGGCGCCAAGCTGECCTCECTGECCCEARARCACGGCT TCCTCAT TTTCCARGACCGCARGT TEGOREACAT TGGCCACACAGT TEAGCTGCAGTACACCAGCEGCTCEGCECGCATC
Ura-5  ACTGGCGCCAAGCTGGCCTCGCTGECCCGARANCACGGCT TCCTCAT TTTCGAAGACCGCAASET cmnnsscmmemm ACACCAGCGGCTCGGCGCGCATC
Ura-6 mmmcwmmcmmmmmmmmmmcmm
Ura-7 ACTGGCGCCAAGCTGGCCTICECTGECCCGARARCACGECTICCICATT TTWCWTGGCCAMG’- GAGCTGCAGTACACCAGCGGCICEGCGCGCAIC
Ura-9 ACTGGCGCCARGCTGGCCTCECTGECCCGARARCACGECTTCCT! anncmmncmanmammem GCAGTACACCAGCGGCTCGGCGLECATC

Ura-10 ACTGGCGCCAAGCTGGCCTCGCTGGCCCEARRACACGECTTCCICATT nmmmcmmcmmmuacmmcmmrc
3'_'0 3?0 3?0 490 4}0- '.‘?O 4?0 440 4?0 ‘90 4"70 l?o

WT  ATCGACTGGGCCCACATTGTCRACGTCAACATGGTACCEGGCAAGGCGTCTGTGRECT CTCTGGCCCAGGETGCCAGGCGATGECTGEAGCET TATCCGTGCGAGGT CARGACATCCGTC
Ura-l  ATCGACIGGGCCCACATIGTCARCGTCAACATGETACCGGGCANGGEETCT GTGGCCICICTGGCCCAGEETGCCAGECEATGECTGRAGCETTATCCATGCGAGSTCAAGACATCCETC
Ura-2  ATCGACTGGGCCCACATIGTCAACGTCARCATGGTACCEGGCARGRCET CTCTGGCCTCTCTOGCCCABGRTGCCAGRCEATGGCTGGAGCGTTATCCETGCEAGGTCARGRCATCCGIC
Ura-3  ATCGACTGGGCCCACATIGTCARCGTCARCATGETACCGGGCARGGECEICT GTGGCCTCTCTGGCCCAGEETGCCAGGCEATGECTGGAGCETTATCCGTGCGRGGTCAAGRCATCCSTC
Ura-4  ATCGACTGGGCCCACATIGTCARCGTCAACATGETACCEGGEARGEEETCTETEGCCTCTCTGGCCCAGEETGCCAGGCEATEGCTGGRAGCETTATCCETGCEAGGTCARGRCATCCGTC
Ura-5 ATCGACTGGGCCCACATIGTCARCGTCARCAT GG RACCEEEORAGECETCTGTGGLCTCTCTGGCCCAGEETGCCAGGCGATGECTGGAGCGT TATCCGTGCGAGGTCAAGACATCCEIC
Ura-6  ATCGACTGGGCCCACATIGTCAACGTCAACATGETACCGGGCARGGCETCTETGECCICTICTGGCCCAGGETGCCAGGCOATGGCTGEAGCETTATCCGTGCGAGETCAAGRCATCCGIC
Ura-7 ATCGACIGGGCCCACATIGTCAACGTCARCATGETACCEEGCANGECETCTETSGCCTCTCTSGCCCAGEGTGCCAGGCGATGECTGOAGCET TATCCETGCGAGGTCAAGACATCCGTC
Ura-9 ATCGACTGGGCCCACATIGTCARCGT! CAACA‘IW@GGCAAGGCGTCIGTGGCCK CICTGGCCCAGGGETGCCAGGCEATGECTGEAGCGT TATCCOTGCGAGGTCAAGACATCCGIC

Ura-10 ATCGACTGGGCCCACATIGTCAACGT MTWGGGQAGGCGTCI GTGGCCICTCTEGCCCAGGETGCCAGGCEATGECTGGAGCETTATCCGTGCGAGGTCARGACATCCGTC

(SD 500 510 520 530 5‘0 550 560 570 580 590 600
WT  ACIGIT GGAACCCCTACCATGGACWACGAA GCCGAAGATGCCRMGM GM‘GAGCCT GTTACGGICN\CGGCAM‘GGM‘ CCAACA‘[GATGGAGMGCCT M‘ATACGCCGGCCGC

Ura-l ACIGTTGGAACCCCT. mtqncummneccsumscmmxm GAGCCTGTTACGGTCAACGGCARTGGATCCARCATGATGGAGAAGCCTATATACGCCGGCCEC
Ura-2  ACTGTIGGAACCCCTACCATSGACCAST TTGACGATGCCOAAGATGCCAARGATGATGAGCCTGT TACGETCARCGGCARTGGATCCARCATGATGGAGANGCCTATATACGCCEGCCET
Ura-3 ACI(HTGGMCCCCIMWTGMG&IGCCGMGMGCCNGM GATGAGCCTGTTACGETCANCGGCARTGEATCCAACATGATGCAGAAGCCTATATACGCCGECCEC

Ura-4 ACTGTTGGAACCECT: ACCATGBACCAGTTTGACGATGCCGAAGATGCCARRGATGATGAGCCTCT TACGE TCARCGECARTGGATCCARCAT GATEGAGARGCCTATATACGCCEGCCET
Tra-5 ACTGTTGGMCCC[ACQIGGACCISTH GACGRTCCCGARGATGCCRARGATGATGAGCCTGTTACGETCARCGECARTGERTCCARCATGATGGAGARGCCTATATACGCCGGCCEC
Ura-6  ACTGTTGGARCCCCTACCATGGACCAGTTTGACGATCCCOARGATGCCARAGATGRTGAGCCTGT TACGETCARCGGCARTGEATCCARCATGATCGAGARGCCTATATACGCCGRCCEE
Ura-7  ACTGTIGGANGCCCIACCATGGACCAGTTTGACGATGCCEAAGATCCCAAAGATGATGAGCCTGT TACGETCAACGECARTGGATCCARCATGATGGAGARGCCTATATACGCCRECCGE
Ura-9 ACTGTTGGAACCCCTACCATGOACCASTTTGACGATCCCGAAGATGCCARAGATCATGAGCCTGT TACGETCAACGGCARTGGATCCARCATGATCGAGARGCCTATATACGCCAECCEE
Ura-10  ACTGTTGGAACCCCTACCATGEACCAGT T TGRCCATGCCGARGATCCCARAGATCATGAGCCTGT TACGSTCARCGGCARTGGATCCARCATGATGEAGAAGCCTATATACGCCEGLCEE

510 620 630 640 650 660 670 680 659 700 710 720

wT MMACGGCCGCARGGGMGQTCG‘!‘H CCA‘!CJ\CIAC‘IGTT ACIQGQGT ACGAA‘I CCGCCGCCI csccsccm )\GGmGACAM.’CGCAGAGGGAGATGAG‘I CM:T AI‘ITCCA
Urall \WAATBGCGACGECCGCARGGGAAGCATCET TTCCATCACTACTGT TACTCAGCAGTACGAATCCGCCGCCTCECCGCGACTAGGAARGACAATCGCAGAGGGAGATGAGTCACTATITCCA
TTA-2 |, AATGGCGACGGCCGCANGEGAAGCATCETTTCCATCACTACTGT TACTCAGCAGTACGARTCOGCCGCCTCECCGCGACTAGGARAGACAAT CGCAGAGGGAGATGAGTCACTATTTCCA
Ura-3)  ARTGGCEACGGCCCCARGGGAASCATCETTTCCATCACTACTGI TACTCAGCAGTACGARTCCECOGCCTCOCCCCGACTAGGARAGACARTCGCAGAGGGAGATGAGTCACTATITCCA
BI'M ANTGGCGACGECCECARGEEAAGCATCOTTTCCATCACTACT ST TACTCAGCAGTACGART CCGCCECCTICOCCGCCACTAGGARAGACARTCGCAGAGGGAGATCACTCACTATTICCA
Ura-5 ARTGGCGACGGCCGCARGGGARGCATCETTTCCATCACTACIGTTACTCAGCAGTACGRATCCGCCGCCTCRCCGCGACTAGGARAGACART CGCAGAGGGAGATGAGTCACTATTICCA
Mra-6 ARTGGCGACGGCCGCARGGGARGCATCETTTCCATCACTACTGT TACTCAGCAGTACGARTCCRCCRCCTCRCCGCGACTAGGARAGRCARTCGCAGAGGGRGATGAGTCACTATTTCCA
Ura-7 RATGGCGACGGCCECARGECARCCATCGTTICCATCACTACTGTTACTCAGCAGTACGART CCECCGCCTCECCECEACTACGAMAGACAATCGCAGAGGGAGATGACTCACTATTICCA
Ura-9 AATGECGACGGCCECARGECARGCATCET TTICCATCACTACTGTTACTCAGCACTACGART CCECCECCTCECCECRACTAGGANAGACART CCCAGAGGGAGATGAGTCACTATITICCA
Ura-10 RAATGGCGACGECCECARGEEARGCATCCTTTCCATCACTACTGTTACTCAGCAGTACGARTCCECCELCTCGCCGCEACTAGGAMAGACAATCGCAGAGGGAGATGAGTICACTATTICCA
'1?0 740 7?0 7?0 7?0 7?0 7?0 800 8}0 8?0 8?0 E-.lﬁ

WT  GGAATCGAAGRGGCGCCGCTGARCCGTGETCICCTCATCCTCGCCCAGATGTCCAGCGARGGCARCT TTATGACTGGGCAATACACCCARGCT TGCETCGAGGCAGCTCGGGARCACRAG

Ura-l  GGRATCGAAGAGGCGCCGCTGAACCGTGETICTCCTCATCCTCGCCCAGATGTCCAGCGARGGCARCT TTATGACTGGEEARTACACCCARGCTTGCGTCGAGGCAGCTCGEGARCACARG
Ura-2  GGARTCGARGAGGCECCGCTGARCCGTGETCTCCTCATCCTCECCCAGATET CCAGCEAAGECARCT T TATGACTGGGEARTACACCCARGCTTGCCTCEAGGCAGCTCGGEARCACANG
Ura-3  GGAATCGRAGAGGCGCCGCTGARCCETGETCICCTCATCCTCGCCCAGATGTCCAGCEAAGGCARCTTTATGACTGGGERATACACCCARGCTTGCGTCERGGCAGCTCOGGARCACAAG

Ura4  GGRATCGRAGAGGCECCGCTGAACCETGETCTCCTCATCCTCGCCCAGATGTCCAGCCAAGGCAACT T TATGACTGGGGAATACACCCARGCT TGCGTCGAGGCAGCTCGGGAACACARG
Ura-5 GGARTCEAAGAGGCGECCECTGAACCETGETCTCCTCATCCTCGCCCAGATGT COAGCCAAGGCAACTITATGACTGGGGAATACACCCARGCTIGCGTCGAGGCAGCTCGGGAACACARG
Ura-6 GGAATCGAAGAGGCGCCGCTGARCCGIGETCICCTCATCCICGCCCAGATGTCCAGCGAAGGCAACT ITATGACTGGGGAATACACCCAAGCTIGCGTCEAGGCAGCTCEEEAACACAAG
Ura-7 GGAATCGAAGAGSCGCCGCTGAACCETGETCTCCTCATCCTCGCCCAGATCTCCAGCGAAGGCAACT TTATGACT GGGEAATACACCCARGCTIGCCTCGAGGCAGCTCOGGAACACAAG
Ura-9 GGARTCGRAGAGGCECCGCIGAACCGTGETCTCCTCATCCICGCCCAGATGT CCAGCGARGGCARCTTTATGACTGGGGAATACACCCARGCTTGCGTCEAGGCAGCTCGGGARCACARG
Ura-10  GGARTCGRRAGAGGCGCCGCIGAACCGTGEICTCCTCAT CCTCECCCAGATGTCCAGCEARGGCARCT T TATGACT GEGGAATACACCCARGCTIGCGTCCAGGCAGCTCGGGAACACARG
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8?0 ago 8'.10 8?0 8?0 9?0 91‘.0 9?0 9?0 9-‘|O 9?0 9?0
WT GACTIIGITATGGGCTICATCTCACAAGAGGCGCTGAACACACAGCCAGACGACGACT TTATCCACATGACCCCAGGCTGCCAGCTICCTCCCGAAGACGAAGAT CAGCAGACARACGGC

Ura-l GACTTIGITATGGGCTTCATCTCACAAGAGGCGCTGARCACACAGCCAGACGACGACTTTATCCACATGACCCCAGGCTGCCAGCTTC-—~
Ura-2 GACTTIGTTATGGGCTICATCTCACAAGAGGCECTGAACACACAGCCAGACGACGACT T TATCCACATGACCCCAGGCTGCCAGCTTCCTCCCGARGACGARGATCAGCAGACARACGEC
Ura-3 GACTTIGTTATGRGCTICATCICACARGAGGCECTGARCACACAGCCAGACGACGACTITATCCACATGACCCCAGGCTGCCAGCTICCTCCCGARGACGARGATCAGCAGACARACGEC
Ura-4 GACTTTGTTATGEGCTICATCTICACAAGRGGCECTGARCACACACCCAGACGACGACTITATCCACATGACCCCAGGCTGCCAGCTIC
Ura-5 GACTTIGITATGGGCTICATCICACAAGAGGCGCTGARCACACAGCCAGACGACGACTITATCCACATGACCCCAGGLTGCCAGCTICCTCCCGARGACGARGATCAGCAGACARACGGE
Ura-6 GACTTIGITATGGGCTTCATCTCACAAGAGGCGCTGARCACACAGCCAGACGACGACTTTATCCACATGACCCCAGGCTGCCAGCT TCCTCCCGARGACGAAGATCAGCAGACRRACGEC
Ura-7 GACTTTGITATGGGCTICATCTICACAAGRGGCECTGARCACACAGCCAGACGACGACTITATCCACATGACCCCAGGCT GCCAGCTTCCTCCCGAAGACGARGAT CAGCAGACARRCGGL
Urad mmnmmnammmmumxmmcmmmmm
Ura-10 GACTITGITATGGGCTTCATCTCACAAGAGGCCCTGAACACACAGCCAGACGACGACTTTATCCACATGACCCCAGGCTGCCAGCTIC

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 \ 1080,

WT Ams@mmumcmmmnmmmcmmArrmrosccsmmecannmuncrmsccnasnmr
Ura-l TGATCCCOTCGAA
Ura2 AAGGTGGGAGGAGATGGCCARGGCCAGCAGTACARCACGCCRCACARGATTAT TGGCAT CACCGGCAGCOACATTGCCAT TGTGGGCAGAGGCATTCTGAAGGCTICTGAICCCRTEGAR
Ura-3 mmmmwmnhnwtcmmmmmmmmam
Ura-4 ~==IGATCCCGTCGRA
Ura-5 AAGGTGGGAGGAGATGGCCAAGGCCAGCAGTACAACACGCCGCACARGATTAT TEGCATCOCCGOCAGCGACATTGCCAT G TGOGCAGAGGCATTCTGAMGGAT TETGATCCCOTCRAR
Ura-6  AAGGTGGGAGGAGATGGCCANGGCCAGCAGTACARCACGCCGCACARGAT TATTGGCATCGCCGGCAGCGACATTGCCAT TG TGRGCAGAGGCATICTGARBGCTICTGATCCCGTCGAA
Ura-7 ABGGTGGGAGGAGATGGCCAAGGCCAGCAGTACAACACGCCGCACARGATTAT TGGCATCOCCEGCAGCGACATIGCCATTGTGGGCAGAGGCAT I CTGARGGOTI CTGATCCCGTCGAR
Ura-9 RRGGTGGGAGGAGATGGCCAAGGCCAGCAGTACARCAC Mcmmmnmnmmmmxnmamm
Ura-10 - TGATCCCGTCGAR

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1180 1170 1120 1190 1200

WT GAGGCAGARCGTTACCGGTCAGCEGCATGEANAGCT TACACAGAGAGGT TGCTCCOATAAGARAARNAGARGARGCEGAGCTGGAAGAGGCTCERRTCTARTGCCCGCATCATAGARTGE
Ura-l GAGGCAGAACGTTACCGGTCAGCGGCATGEARRGCTTACACAGAGACGTTGCTGCEATARGARAARARGARGARGCGCAGCTCGANGRAGECTCCTATCTARTGCCCGCATCATAGARTGC
Ura2 GAGGCAGAACGTTACCGGTCAGCGGCATGGARAGCTTACACAGAGAGGTTGCTGCGATAAGARAARAAGARGAAGCGGRGCTCGANGNGECTCCTATCTARTGCCCGCATCATAGAATGE
Ura3 GAGGCAGAACGTTACCGGTCAGCGGCATGGARAGCT TACACAGAGAGGT TGCTGCGATAAGARAARAAGRAGANGCGGAGCTGRAAGAGECTCCTATCTAATGCCCGCATCATAGRRTGE
Ura4 GAGGCAGAACGTTACCGGTCAGCGGCATGGARAGCT TACACAGAGAGGT TGCTGCGATARGARAARAAGAAGAAGCGGAGCTGEARGAGGCTCCTATCTAATGCCCGCATCATAGAATGC
Uras GAGGCAGAACGTTACCGGTCAGCGGCATGOARRGCTTACACAGAGAGGTTGCTGCGATARGARARARAGARGAAGCGEAGCTRGRAGAGGCTCCTATCTARTGCCCGCATCATAGRATGE
Ura-6 GAGGCAGAACGT TACCGGTCAGCGGCATGOARAGCT TACACAGAGRGGT TGCTGCGAT, GAGC]
Ura-7 GRGGCAGAACGTTACCGETCAGCGGCATGGARAGCT TACACAGAGAGGT TGCTGCGAT. CEGRECTGGAAGAGGCTCCTATCTARTGCCCGCATCATAGRATGE
Ura9 GAGGCAGAACGTTACCGGTCAGCGGCATGGARAGCT TACACAGAGAGGT TGCTGCGAT! ARAECGEAGCTGGAAGAGGCTCCTATCTAATGCCCGCATCATAGARTGE
Ura-10 GAGGCAGAACGTTACCGGTCAGCGGCATGGARAGCT TACACAGAGAGGT TGCTECOATAAGAAAAARAGAAGAABCEGAGCTGGAAGAGGCTCCTATCTAATGCCCGCATCATAGAATGL

1210 1220 1230 1240 1250 1260" 12;3 1280 12 30 1300 1310 1320

WwT MIGTM‘ITAGGCGM’CI‘IT rrcmsnmcm:rmnmcnmneunmmmmmcmmn&rm&nmrm
Ura-1 ARIGTATITAGGCGAACICITITICATGIICITCICCITITITATICACIIIT Gllnmm CIGCTAGCCAAGACGCTACCCAGTTTACGTTGATGTTATIGCATGCACAAR
Ura-2 mmmmcmmrmmamnmmmﬂmafﬂ%o&s@:mnwmmmmmnmsnmmxnmm
Ura-3 RATGTATTTAGGCGAACTCITITICATGTICTICICCITITITATT! _ﬂmwmiamwmwmmmmmmmscumu
Ura4 ARTGTAITTAGGCGARCTCITITICATGTICITCICCITTIITTIATT ATTTAC CIGCTAGCCARGACGCTACCCAGTTTACCTTGATGTTATIGCATGCACARR
Ura-5 ARTGTATTTAGGCGAACTCITITTICATGITCITCICCITITTTIAIT! GATTTAGGGAGGCCETCTGCTAGCCARGRCGCTACCCAGT TTACGTTGRTGTTATTGCATGCACARA
Ura-6 AATGTATTTAGGCGAACTCITITICATGCIT mctccrnmmmmmascemccm CTGCTAGCCAAGACGCTACCCAGTTTACGTTGATGTTATIGCATGCACAAR
Tra-7 WMAmmsmcmnmmrmncmnrmmrnmmmammcmmmmmmnAnemmm
Ura-9 mmnmmmmmrmmﬂcmmuﬂmsummcmmmmr.occamncmrmmmecnmn

Ura-10 ARTGTATTTAGGCGAACTCTITIICATGTICIICTCCT T T TR IATICACT TTTGAT ITACGGAGECCGTCTGCTAGCCARGACGCTACCCAGT TTACCTTGATGTTATTGCATGCACARA

1330 1340 1350 1380 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

WT GGTGGAGGCGARCTGCACATIGGEECTCACTGETCCETTACATGETGRATCTGGATTTTCGGATT TTGGTACGCT TTGCGAT T TAGGGARACAARCGCTAGGGCTTGTAGGGARTTTITA
Ura-l GGTGGAGGCGARCTGCACATTGEGGCTCACTGRTCCG EACATGATGRATCTGEATTTTCGEAT TTTGATACGCT TTGCGATTTAGGGARACARACGCTAGGGCTIGTAGGGARTTTITA
Ura2 GGTGGAGGCGAACTGCACATTGGEGCTCACTG6ICCRT TACATGETCGATCTGEAT I TTCGEATTTIGETACGCT TTGCGAT TTAGGGAAACARACGCTAGGGCTIGTAGGGAATTTITA
Ura-3 GGTGGAGGCGAACTGCACATIGGGGCTCACTGRICEET TACATGOTGAATCTGAAT T T TCAGAT T TGETACGCT TTGCGAT T TAGGGARACARACGCTAGGGCTIGTAGGGARTTTITA
TUra-4 mmmmscmnmmﬂmcmrmmwrﬂmmm;mmmmmmrmmmrn
Ura-5 mesmmnmnmmas'rcctmmueerecunmcmmmamummmmmm&mnmrn
Tra-6 mscmcmnmﬂmséﬁcmmcmrmw GEATCIGGATTITCGGAT TTTIGGTACGCTITGCGATTTAGCGARACARACCCTAGGGCTTGTAGGGAATTTITA
Ura-7 GGIGGAGGCGAACT! chcnmsmm GGICCGT TACATGETGGATCTIGGATTTICGGAT TTIGGTACGCTTTGCGATTTAGGGARACARACCCTAGGGCTIGTAGGGRATITITA
Ura-9 mmmmammmcacrmcmmmmmxammcmmrmmmmmmmmcmmrmmma

TUra-10 mmm@cms@cammmmmwrﬂm CGGATTTIGGTACGCTITGCEAT T TAGGGAARCARACGCTAGGRCTIGTAGGGARTTITITA

1450

—_—
GGATCAAATAIC
GGATCAAATATC
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