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Resumen

Las vias de sefalizacién controlan todos los procesos intracelulares que ocurren en los
organismos. La via de las proteinas G heterotriméricas es una estas vias, y ha sido
ampliamente estudiada en varios hongos filamentosos, incluyendo Penicillium
chrysogenum. Se ha demostrado que estas proteinas regulan procesos como la respuesta
a estrés oxidativo y osmotico, germinacion, crecimiento vegetativo, conidiacién y
produccion de metabolitos secundarios. En un estudio protedmico previo de esta via de
transduccion de sefiales en P. chrysogenum se identificaron efectores implicados en el
metabolismo primario, plegamiento de proteinas, respuesta a estrés y morfogénesis; estos
efectores variaron su abundancia como consecuencia de la actividad de la subunidad Gal
Pga1 de las proteinas G heterotriméricas. Partiendo de este antecedente, en el presente
trabajo se ha realizado un analisis fosfoprotedmico (mediante la técnica “shotgun
phosphoproteomics”, con el fin de identificar posibles efectores directos e indirectos
regulados por la subunidad Gal Pga1l mediante fosforilacion), orientado de manera
primordial a la caracterizacién del proceso de conidiacion del hongo. A partir de la cepa P.
chrysogenum Wisconsin 54-1255 (Wis54-1255) y dos cepas mutantes (44 _Pga1Q204L y
Apgat), se identificaron 1165 proteinas fosforiladas, las cuales, fueron sometidas a un
analisis por homologia y arquitectura de secuencias usando una base de datos curada a
partir de proteinas implicadas en la conidiacion en A. nidulans. Un total de 87 proteinas
resultaron implicadas directamente en la conidiacion y desarrollo de conidioforos, entre
ellas se incluyen sensores de membrana, adaptadores, transportadores, factores de
transcripcion y cinasas. Las 87 fosfoproteinas estan implicadas en vias de sefalizacion
bien conservadas en hongos filamentosos. Aunque la via de las proteinas G
heterotriméricas esta activa durante la conidiacion, se identificaron otras vias reguladas por
fosforilacidon que impactan en la septacion, integridad de la pared celular, respuesta a
estrés oxidativo y osmotico, y regulacion del desarrollo asexual, todas reguladas por
“crosstalk”, es decir, compartiendo componentes entre ellas de tal forma que la actividad de
cada una se ve influida por la de otras. Este estudio fosfoproteémico permitio identificar
varios efectores indirectos de Pga1l implicados en la conidiacion y desarrollo de
conidiéforos y, ademas, logré identificar cuatro posibles efectores directos de Pga1
(Pc21g07090/PkcA, Pc21g05940/RasA, Pc16g04070/SCP160 y Pc21g17500/SteC)

regulados por fosforilacidn y con posibles interacciones a nivel de membrana.



Abstract

Signaling pathways control all intracellular processes that occur in all organisms. The
heterotrimeric G protein pathway is one of these pathways, and has been extensively
studied in several filamentous fungi, including Penicillium chrysogenum. These proteins
have been shown to regulate processes such as the response to oxidative and osmotic
stress, germination, vegetative growth, conidia, and production of secondary metabolites. In
a previous proteomic study, of this transduction pathway in P. chrysogenum, effectors of the
pathway involved in primary metabolism, protein folding, stress response and
morphogenesis were identified; these effectors varied in abundance as a consequence of
the activity of the Gal Pga1l subunit of the heterotrimeric G proteins. Based on this
background, in this study a phosphoproteomic analysis was carried out, using the "shotgun
phosphoproteomics" technique, to identify possible direct and indirect effectors regulated by
the Gal Pga1 subunit by phosphorylation, primarily aimed at characterizing conidia process
of the fungus. From the strain P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 (Wis54-1255) and two
mutant strains (44_Pga1Q204L and Apga1), 1165 phosphorylated proteins were identified,
which were subjected to an analysis by homology and sequence architecture using a
database curated from proteins involved in conidia in A. nidulans. A total of 87 proteins
were directly involved in conidiation and development of conidiophores, including
membrane sensors, adapters, transporters, transcription factors, and kinases. All 87
phosphoproteins are involved in well conserved signaling pathways in filamentous fungi.
Although the heterotrimeric G protein pathway is active during conidiation, other
phosphorylation-regulated pathways have been identified that impact septation, cell wall
integrity, response to oxidative and osmotic stress, and regulation of asexual development,
all requlated by "crosstalk”, that is, sharing components between them in such a way that
the activity of each one is influenced by that of others. This phosphoproteomic study made
it possible to identify several indirect effectors of Pga1 involved in conidiation and
development of conidiophores, and in addition, it was possible to identify 4 possible direct
effectors of Pga1 (Pc21g07090 / PkcA, Pc21g05940 / RasA, Pc16g04070 / SCP160 and
Pc21g17500) regulated by phosphorylation and with possible interactions at the membrane

level.
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1.1. Transduccidén de seiales mediada por proteinas G heterotriméricas

Todas las células poseen vias complejas de sefalizacion que les permiten responder
eficazmente a diferentes condiciones ambientales y preservar su supervivencia. Estas vias
de sefalizacion comprenden dos principales grupos dependiendo de como son activadas.
En el primer grupo la mayoria de las sefiales se activan por estimulos externos de tal forma
que transfieren informacion desde la superficie hacia el interior de la célula activando
multiples mecanismos de respuesta. Por otra parte, en el segundo grupo la sefalizacion
ocurre dentro de la célula, y se refleja en la biosintesis de mensajeros metabdlicos
formados como consecuencia de respuestas intracelulares. Toda esta informacién
extracelular es interpretada, descodificada y transmitida hacia el interior de la célula ya sea
por multiples interacciones macromoleculares o por elementos difusibles conocidos como
mensajeros secundarios, por ejemplo, el adenosin monofosfato ciclico (“Adenosine-3°5’-
cyclic monophosphate: cAMP”) y el calcio (Ca?*), entre otros [1].

Se han propuesto varios mecanismos que intentan explicar con detalle aspectos
moleculares sobre las respuestas asociadas a las condiciones ambientales, y uno de estos
mecanismos es la via de sefializacidén regulada por proteinas G heterotriméricas
(“Heterotrimeric G proteins”). Este tipo de proteinas, por su localizacion en la cara interna
de las membranas permite procesar sefiales provenientes del exterior y desencadenar
respuestas especificas en la célula.

Existe un gran numero de proteinas de union a guanosin trifosfato (“Guanosine
Triphosphate: GTP”) implicadas en la senalizacion celular, las cuales usualmente son
denominadas proteinas G (“G proteins”) por su capacidad para unir GTP. Estas proteinas G
poseen una actividad enzimatica intrinseca denominada GTPasa por su capacidad de
hidrolizar GTP y convertirlo en guanosin difosfato (“Guanosine diphosphate: GDP”) [2]. Las
proteinas G se inactivan cuando tienen unido GDP, pero se activan cuando intercambian
GDP por GTP y son capaces de transferir sefales hasta que su actividad enddgena
GTPasa hidroliza GTP a GDP y se reestablece el ciclo inactivo [3].

Hay dos grupos de proteinas G, las proteinas G monoméricas (“Small G proteins”) y
las proteinas G heterotriméricas. Las proteinas G monomeéricas consisten en una unica
unidad polipeptidica de alrededor de 200 residuos de aminoacidos, y entre sus funciones
estan la regulacion del trafico vesicular, la reorganizacion del citoesqueleto y el transporte

nucleo-citoplasma, entre otras [4]. Por otro lado, las proteinas G heterotriméricas regulan



gran parte de la comunicacion intracelular en conjunto con receptores acoplados a
proteinas G (“G-protein-coupled receptors: GPCRs”). Las proteinas G heterotriméricas se
componen de tres subunidades: Ga, GB y Gy, las cuales presentan varias modificaciones
postraduccionales, principalmente lipidicas (palmitoilacion, miristilacion y prenilacion),
permitiendo el anclaje a las membranas e interaccion entre los monémeros [4, 5].

El ciclo funcional de las proteinas G heterotriméricas presenta dos estados
importantes, uno cuando el heterotrimero se encuentra asociado (estado inactivo) y el otro
cuando esta disociado (estado activo) [6]. Este ciclo es regulado por dos tipos de factores,
los primeros son agonistas llamados factores de intercambio de nucleétidos de guanina
(“guanine nucleotide exchange factors: GEFs”) incluyendo a los receptores GPCR, los
cuales provocan el intercambio de GTP por GDP en la subunidad Ga, y a las proteinas
RICS8, las cuales regulan positivamente a la subunidad Ga [7]. Los segundos son
antagonistas, llamados proteinas activadoras de GTPasas (“GTPase-activating proteins:
GAPs”) incluyendo a las proteinas reguladoras de senal de proteina G (“Regulator of G
Protein Signaling: RGS”), las cuales estimulan la actividad GTPasa de la subunidad Ga y
de esta forma inactivan la via de sefalizacion [8].

El ciclo funcional empieza cuando se activa un receptor GPCR, provocando un cambio
conformacional de la subunidad Ga que ocasiona un intercambio de GDP por GTP, a
consecuencia del cual se disocia la subunidad Ga del dimero GBy [6], quedando de esta
forma ambos componentes activos para regular la actividad de enzimas efectoras,
incluyendo la adenilato ciclasa, fosfolipasa C y canales ionicos, entre otros. Este proceso
de sefalizacion se detiene por una actividad GTPasa enddgena de la subunidad Ga (Fig.
1). Sin embargo, esta actividad GTPasa puede ser acelerada por proteinas RGS,

provocando la hidrdlisis de GTP y la formacion del heterotrimero Gay inactivo [3].



GPCR <= Ligand

ep®
(82N

"fes) )/
\g) Gs@

Downstream
effectors

Fig. 1. Modelo del sistema de senalizaciéon de las proteinas G heterotriméricas.

La figura muestra un ciclo normal de activacion/inactivacién de las proteinas G heterotriméricas. Un
ligando se une a un GPCR provocando un intercambio de GDP por GTP en la subunidad Ga y su
disociacion del heterodimero GBy. Ambos, Ga y GBy, pueden regular efectores corriente abajo
(“downstream”). La hidrélisis de GTP resulta en la reasociacion de Ga-GDP con el heterodimero
GBy completandose el ciclo. Las proteinas RGS aceleran la tasa de hidrdlisis de GTP por la
subunidad Ga. Figura modificada de [9].

1.1.1. Subunidad Ga de las proteinas G heterotriméricas.

En mamiferos se han identificado mas de 20 diferentes subunidades Ga, las cuales
corresponden a los productos de 16 genes. Estas subunidades Ga se han dividido en
cuatro clases con base en la similitud de su secuencia primaria: Gas, Gai, Gag y Gaq. [4].
Los miembros de la familia de Gai (Gair, Gai; y Gaiz) generalmente se clasifican por su
capacidad de inhibir la adenilato ciclasa (“Adenylyl cyclase: AC”), y controlar los niveles de
cAMP intracelular [10]. Ademas, la familia de proteinas Ga; (Gai1, Gap, Gaiz, GOoa, Gaos,
Gau, Gawp, Ga,) presentan un sitio susceptible a la ADP-ribosilacién en el extremo C-
terminal, proceso catalizado por una toxina producida por la bacteria Bordetella pertussis
[10].

Estructuralmente todas las subunidades Ga tienen dos dominios, un dominio GTPasa
endoégeno que hidroliza GTP, y un dominio helicoidal unico que encierra el GTP en el

nucleo de la proteina [11, 12].



El dominio GTPasa es estructuralmente homélogo al de la familia de proteinas G
monomeéricas, y esta compuesto de seis hojas B rodeadas por cinco hélices a. Este
dominio tiene cinco cajas o loops (G-1 a G-5) altamente conservados, los cuales
conforman el sitio de unién de GTP (Fig. 2A y B). El loop de unién a GTP (P-loop o caja G-
1), con una secuencia consenso GXXXXGK(S/T) (GAGESGKS para Gi, de bovino) conecta
la hoja B1 a la hélice a1, e interacciona con los fosfatos a y B del GTP. La caja G-2 esta
localizada en la region N-terminal de la hoja 2 (entre la hélice a1 y hoja 2), contiene un
sitio de unién para el cofactor Mg?* y tiene una secuencia consenso RVKTTGI para G, de
bovino. La caja G-3 con la secuencia consenso DXXG (MFDVGGQR para Gi. de bovino)
en el N-terminal de la hélice a2 (entre la hoja B3 y hélice a2) conecta los sitios de unién
para Mg?* y para el fosfato y del GTP. El loop G-4 (entre la hoja B5 y la hélice a4) con la
secuencia conservada NKXD (FLNKKD para Gi« de bovino) reconoce el anillo de guanina.
La caja G-5 con la secuencia consenso [T/G][C/S]A (THFTCAT para G« de bovino), se
localiza entre la hoja B6 y la hélice a5, y estabiliza a la guanina [4, 5]. EI dominio GTPasa
también tiene tres loops flexibles cerca del sitio de unién al fosfato y (llamados “switches” |,
II'y Ill), los cuales son conformacionalmente sensibles a la union de GDP y GTPyS (un
analogo no hidrolizable de GTP usado para estudios de conformacién e interacciones
moleculares de Ga activas). EI dominio GTPasa posee sitios de union (“switches” | y 1l)
para el dimero Gy, receptores helicoidales y proteinas efectoras corriente abajo [13]. Por
otro lado, el dominio helicoidal esta constituido de seis hélices a envueltas, las cuales
forman una cubierta en la cavidad del sitio de union a nucleétido (Fig. 2A y B). El dominio
helicoidal incluye dos funciones importantes: incrementa la afinidad de Ga por el nucleétido
de guanina, e incrementa la actividad hidrolitica de la proteina [5, 13].

Como molécula sefalizadora, la subunidad Ga interactua con membranas celulares,
con el dimero Gy, receptores GPCR, proteinas RGS, enzimas y canales ionicos. Esta
interaccion puede verse afectada por mutaciones dominantes puntuales que ocurren
principalmente en las cajas G1 y G3 (“switch” 1l) de la subunidad Ga (Fig. 2C). Se han

identificado varias mutaciones adicionales que afectan a la unién del nucleétido de guanina

[8].
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Fig. 2. Estructura de la subunidad Ga de las proteinas G heterotriméricas.

(A) Estructura secundaria de la subunidad Ga. Los cilindros representan hélices-a y las flechas
hojas-B. Las hélices-a del dominio helicoidal estdn nombradas con siete letras (A - G, cilindros color
purpura). Las uniones 1y 2 (L1 y L2) conectan al dominio helicoidal y el dominio GTPasa. También
se muestran las regiones “switch” (naranja) y los sitios de contacto con el receptor GPCR (rosa). El
motivo TCAT de unién al anillo de guanina se encuentra en el “loop” B6-a5 opuesto a la helice-a5. El
“loop” (P-loop) de union a fosfato de nucledtido se localiza entre la hoja- 31 y la hélice-a1. La figura
fue tomada de [5].

(B) Estructura terciaria de la subunidad Gais. Localizacion de regiones estructurales en la subunidad
Gair de mamiferos. Cada elemento descrito en el inciso A se muestra en esta estructura terciaria. La
figura fue tomada de [4].

(C) Mapa lineal de la subunidad Ga. Las cajas y lineas coloreadas representan diferentes regiones
funcionales de la subunidad Ga. La figura también muestra mutaciones puntuales que dan origen a
fenotipos dominantes en varios organismos eucariotas. La figura fue tomada de [8].

1.1.2. Proteinas G heterotriméricas en hongos filamentosos.

Las proteinas G heterotriméricas regulan varios procesos fundamentales en los hongos
filamentosos. Esta regulacién puede originarse a partir de respuestas a sefiales intra o
extracelulares, sefales que son percibidas por los receptores GPCR y transferidas a
proteinas G heterotriméricas, las cuales son disociadas para activar toda una compleja via
de senalizacion.

En hongos filamentosos se han encontrado tres subgrupos (I, Il y 1ll) de subunidades

Ga [9, 14]. Esta clasificacion fue establecida por similitud de secuencia entre subunidades



Ga identificadas en algunos hongos filamentosos, y por identidad estructural con
subunidades Ga de mamiferos, las cuales incluyen secuencias variables de
reconocimiento a otras moléculas [14].

Las subunidades Ga de los subgrupos | (Gal) y Il (Galll) se relacionan con las
subunidades de las clases Ga; y Gas de mamiferos, las cuales inhiben y estimulan la
actividad de la adenilato ciclasa, respectivamente, mientras que las del subgrupo Il no
muestran correspondencia con alguna subunidad Ga de mamiferos [14], y por ello es
catalogada como especifica de hongos (“fungal-specific”) [15]. Las subunidades Gal en
todos los hongos filamentosos presentan alta identidad en su secuencia. Este subgrupo
presenta un sitio de N-miristilacion (MGXXXS) en su extremo N-terminal (donde M
representa un residuo de metionina, G representa un residuo de glicina y X representa
cualquier aminoacido) el cual mejora la asociacion de la proteina Ga con el dimero GBy y
es requerido para unirse a la membrana [16]. También contiene un sitio para ADP
ribosilacion (CAAX) por la toxina de B. pertussis en su extremo C-terminal (donde C
representa un residuo de cisteina y A representa algun residuo alifatico). La ADP-
ribosilacion se lleva a cabo por una ADP-ribosiltransferasa producida por B. pertussis, la
toxina cataliza la transferencia de ADP-ribosa desde un NAD (dinucleétido de nicotinamida-
adenina) a las proteinas de unién a nucleétidos de guanina, que conduce a la separacion
de Ga de su receptor, evitando asi la activacion de la sefial mediada por el receptor de las
proteinas G [9]. La ADP-ribosilacion puede ser inhibida por luz azul y GTP; la luz azul
mejora la union de GTP a las membranas en el hongo filamentoso Coprinus congregatus
[17]. En Saccharomyces cerevisiae se ha reportado una S-palmitoilacion en la cisteina 3,
mientras que en hongos filamentosos no se encuentra esta modificacion [18]. Las
subunidades Ga del subgrupo Il (Gall) no siguen estrictamente el patron del sitio de
miristilacion (MGXXXS) en su extremo N-terminal, solo algunos hongos conservan este
motivo, y por otro lado carece de un sitio para ADP ribosilacion (CAAX) en su extremo C-
terminal. Las subunidades Galll, al igual que Gal presentan un sitio de miristoilacion
(MGXXXS) en su extremo N-terminal, pero carece de un sitio para ADP ribosilacién (CAAX)
en su extremo C-terminal.

Los primeros estudios de Gal mostraron caracteristicas funcionales y estructurales
similares a las de la superfamilia Ga; de mamiferos [19]. Hasta la fecha, se han realizado
algunos estudios funcionales de la subunidad Gal en varios hongos filamentosos del

“phylum” Ascomycota (Anexo 1, Tabla 1). Cabe mencionar que este grupo de hongos
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filamentosos presenta subunidades Gal con mas del 88% de identidad en su secuencia
(Fig. 3). El alto grado de conservacion de las subunidades Gal se debe posiblemente al

papel esencial que juegan estas proteinas en la regulacién de procesos tan importantes

como el crecimiento vegetativo, conidiacion, metabolismo secundario y patogenicidad [20].
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Fig. 3. Identidad entre subunidades Gal en hongos filamentosos.
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El heatmap muestra el grado de conservacion entre subunidades Gal de 51 hongos filamentosos y
esta agrupado por correlaciones de acuerdo a un analisis de distancias entres pares. La escala de
color representa el porcentaje (%) de identidad obtenido por Blastp (BLAST v2.8.1) usando un
Evalue de 1E-6. Las anotaciones agregadas al heatmap corresponden a la Clase y Orden de los
hongos filamentosos, hongos estudiados (subunidades Gal) y caracteristicas generales. El color de
letra de los érdenes se corresponde con la Clase a la que pertenecen. En 16 hongos filamentosos
no hay estudios de las proteinas G heterotriméricas, sin embargo, fueron incluidos debido a su
impacto en la salud humana [21, 22], y en plantas [23].



1.2. Mutacién Q204L en la subunidad Gal: su origen

Los primeros reportes sobre esta mutacion se remontan a los afios 80s. En 1983 se
identificé la forma activa de la proteina H-Ras (p21ras) en la linea celular derivada de
carcinoma de pulmdén humano (Hs242), la cual contiene una mutacién en la posicion 61,
codificando una leucina (“Leucine: L") en lugar de glutamina (“Glutamine: Q") [24, 25].
HRAS es uno de los tres genes RAS (HRAS, KRAS y NRAS), de una familia de oncogenes
mutados con mayor frecuencia en varios tipos de cancer (hematopoiético/linfoide,
colorrectal, pulmén, préstata, piel, tiroides y tracto urinario) [26]. Un andlisis funcional con
H-Ras publicado en 1986 demostré que la sustitucion de la glutamina 61 con 17
aminoacidos diferentes reduce la actividad GTPasa hasta 10 veces con respecto a H-Ras
normal [27]. Por otro lado, mientras se desarrollaban estudios en las proteinas Ras,
también se desarrollaban estudios de las proteinas G heterotriméricas. Los primeros
estudios daban a conocer los componentes funcionales de este complejo heterotrimérico y
las bases moleculares de su funcionamiento [28, 29, 30]. Sabiendo que las proteinas Ras y
la subunidad Ga de las proteinas G heterotriméricas compartian actividad GTPasa, se
identificaron mutaciones somaticas que inhibian la misma actividad en subunidades Ga de
humanos, lo que daba como resultado una activacién constitutiva de la proteina G y, en
consecuencia, la activacion de adenilato ciclasa [31, 32, 33, 34]. Particularmente, en
subunidades Gas y Ga; se identificaron mutaciones asociadas a tumores endocrinos,
sugiriendo que varios tumores humanos pueden albergar mutaciones oncogénicas en
subunidades Ga de proteinas G heterotriméricas [35].

La mutacién Q204L en Gais de humanos fue estudiada en profundidad por dos grupos
en 1994 [11, 36], demostrando que el residuo Q204 es esencial para la actividad catalitica.
Estos estudios revelaron que Q204 estabiliza la carga negativa del fosfato y en el estado
de transicion y orienta el ataque nucleofilico de una molécula de agua [11, 36, 37]. El
residuo Q204 en Ga; de humanos, equivalente a Q61 en p21ras, se localiza en la caja G-3
(MFDVGGQ204R), en el extremo N-terminal de la hélice a2 (entre hoja B3 y hélice a2),
cerca del "switch" Il (Fig. 2A y B). Un estudio posterior revelé que la mutacion Q204L en
Gais es insensible al efecto de la proteina RGS4, siendo esta ultima incapaz de restaurar la
actividad GTPasa en Gai, esto posiblemente debido a una remodelacién del dominio
catalitico asociado con la funcion de RGS4 [38]. En este contexto, se abordd un estudio

interesante que demostré el efecto de la mutacidn Q61L (equivalente a Q204L) en la



actividad GTPasa de proteinas Ras. Este estudio consistio6 en la transfeccion de
fibroblastos (NIH 3T3) de ratdn e inyeccion de células transfectadas en ratones nu/nu, con
un alelo dominante del gen CT-ras (CT-ras®®") de C. trifolii. Los resultados mostraron por
inmunoblot que el alelo dominante provoca la sobreexpresion de CT-ras®®®- en células NIH
3T3 y la formacién de tumores visibles en ratones nu/nu. Este estudio demostré que la
proteina CT-Ras de C. trifolii funciona como un auténtico oncogén en células NIH 3T3 y en
ratones nu/nu, debido a la activacion constitutiva ocasionada por el cambio de glutamina
por leucina en la posicién 66 dentro del dominio GTPasa [39], funcionalmente equivalente
a Q61Ly Q204L.

Los dos primeros trabajos en los cuales se estudié la mutacion Q204L en hongos
filamentosos fueron publicados en 1999, con subunidades Ga de los hongos
filamentosos A. nidulans [40] y N. crassa [41]. Posteriormente se desarrollaron otros
estudios en varios hongos filamentosos, como fue descrito anteriormente en la seccién
1.2. En 2012 se publicé un trabajo relevante sobre el efecto de la mutacién Q204L en

M. oryzae [42], en el que pusieron en duda el efecto de otra mutacion dominante, la
G42R, que se venia estudiando en hongos filamentosos. En este estudio se destaco la
consistencia en el efecto provocado por la mutacion Q204L (constitutivamente activa)
sobre la G42R (parcialmente constitutivamente activa), a pesar de contarse ya con
varias publicaciones realizadas hasta ese momento (como se describié detalladamente

en la seccion 1.2). Ademas, otro grupo en 2007 [15], propuso que la mutacion G42R
retenia residuos de actividad GTPasa, mientras que en Q204L la actividad se suprimia
totalmente. Hasta este momento se han estudiado siete mutaciones puntuales (G42R,
R178L, R178C, G183S, G203R, Q204L y R205H) en la subunidad Gal en hongos
filamentosos; sin embargo, el numero de trabajos en los que se usa especificamente la

mutacion Q204L son limitados.
1.3. Revisién: Subunidad Gal en hongos filamentosos de la division Ascomycota

Los hongos filamentosos tienen gran importancia en varias areas relacionadas con el
ser humano, incluyendo la industria alimenticia [43], farmacéutica [44], agricola [45],
médica [46] e investigacion cientifica [47]. Varias especies de estos hongos tienen
numerosos usos industriales [48], sin embargo, algunos presentan implicaciones médicas

importantes [49, 50]. Tal es el caso de especies patdgenas, como Aspergillus niger,
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Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, y Aspergillus terreus, entre
otras, las cuales son responsables de varias infecciones en humanos y animales [21, 22]
[51]. Otro grupo de hongos con un impacto global importante son los fitopatégenos, que
incluye a especies como Magnaporthe grisea y Botrytis cinerea, entre otras, las cuales
infectan cultivos agricolas causando pérdidas millonarias [52]. Por su parte, especies del
género Trichoderma se usan como agentes de biocontrol frente a fitopatégenos. Un grupo
mas de hongos incluye a patdégenos de insectos como Metarhizium anisopliae y
Metarhizium acridum, los cuales juegan un papel importante en el control de poblaciones
de insectos, ademas de usarse como una alternativa al uso de pesticidas quimicos [53]. A
partir de estos antecedentes han derivado multiples investigaciones con el fin de entender
los mecanismos de patogenicidad, y regular o contrarrestar sus efectos. La manipulacién
de la via de las proteinas G heterotriméricas ha sido uno de los caminos para entender
estos procesos, sin embargo, los estudios aun son limitados, y es por tal razén que las

investigaciones en los hongos filamentosos son de gran relevancia (Fig. 3).
1.3.1. Neurospora crassa

Neurospora crassa es un hongo filamentoso con algunas aplicaciones biotecnoldgicas,
incluyendo la produccion de enzimas, acidos organicos, produccion de metabolitos
secundarios, asi como la produccidn de antibiéticos o drogas inmunosupresoras [48].
Ademas, N. crassa es un organismo modelo ampliamente usado en multiples enfoques y
aplicaciones de la investigacion cientifica; con una importancia capital en estudios pioneros
de genética clasica y recombinacion.

El primer estudio reportado sobre subunidad Gal se realizé en el hongo filamentoso N.
crassa, en el cual se identifico y caracterizo el gen gna-1 el cual codifica la subunidad Ga
GNA-1 [19]. En términos generales, la subunidad Ga GNA-1 tiene efectos importantes en
el ciclo sexual y asexual del hongo. En primer lugar, la delecién de gna-1 provocdé un alto
contenido de carotenoides, una reducciéon de los niveles de cAMP, alteré la morfologia de
las colonias, redujo la tasa de crecimiento vegetativo hasta 2.8 veces menos que la cepa
parental, provoco una hiperramificacion del micelio, y finalmente una reduccién significativa
en la produccion de biomasa en medio sdlido, mientras que en medio liquido la produccion
de biomasa no se vio afectada [54, 41, 55, 56]. La delecion también tuvo un efecto

negativo en la resistencia a estrés osmotico y un efecto positivo en la resistencia al estrés
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térmico y oxidativo [19, 41]. Por otro lado, la delecién también tuvo efectos en el ciclo
sexual provocando la produccion de protoperitecios pequefios e infértiles cuando se
cultivaba el hongo en medio con baja fuente de nitrégeno [54, 57, 58]. Otros estudios
funcionales en N. crassa con alelos dominantes de activacion constitutiva de gna-1
mostraron efectos opuestos a lo observado con la delecién de gna-1. Las mutaciones
dominantes R178C (gna-17""%¢) y Q204L (gna-19**") provocaron un incremento de los
niveles de cAMP intracelular y abundante micelio aéreo, con respecto a la cepa parental.
Por otro lado, estas mutaciones provocaron una reducida conidiacion y una disminucion de
los niveles de carotenoides, asociada esta ultima con una mayor sensibilidad a estrés
térmico y oxidativo [59, 41].

Sordaria macrospora es otro hongo filamentoso usado como organismo modelo, y en
el cual también se ha estudiado su subunidad Ga GSA1. Aunque el estudio de la
subunidad Ga no fue en profundidad se demostrdé que la delecién de gsaf provoca una
reduccion de la tasa de crecimiento y defectos en el desarrollo sexual, reduciendo la

fertilidad y el numero de peritecios [60].
1.3.2. Aspergillus spp.

Aspergillus nidulans es uno de los hongos filamentosos ampliamente usado en
sistemas de expresidon heterdloga [61], y ademas es globalmente conocido por ser uno de
los microorganismos modelo para estudios genéticos [62]. En A. nidulans se identificd el
gen fadA, el cual codifica la subunidad Ga homdloga a gna-1 de N. crassa. La delecién de
fadA provocod un crecimiento reducido, sin afectar a la esporulacién en medio sélido,
mientras que en medio liquido no logré generar esporas [63]. La delecion de fadA presenta
un comportamiento similar al alelo dominante fadA®?®R. La mutacion dominante G203R o
de inactivacién constitutiva, provocé una esporulacion temprana respecto a la cepa
parental y la cepa con la delecion de fadA en medio sdlido y liquido, y un efecto similar a
fadA®**R fue observado con el alelo dominante fadA®%" [40]. Funcionalmente la mutacion
dominante G203R secuestra el dimero Gy causando una hiperesporulacion, mientras que
la delecion deja un dimero Gy libre. Por ello, se concluyé que la via de las proteinas G
heterotriméricas con la subunidad Ga FadA regula negativamente la esporulacién [63] [64].
Estos estudios fueron apoyados con varios alelos de activacion constitutiva, fadA®*R,

fadAR"8- fadAR'"®C fadA®'®*S y fadA®?**, los cuales presentaron un fenotipo similar a las
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mutantes de pérdida de funcion (“loss-of-function”) del gen fIbA (AflbA), el cual codifica una
RGS [63, 65, 40]. Estas mutaciones dominantes provocaron un efecto negativo sobre la
esporulacion asexual y la biosintesis de la micotoxina esterigmatocistina (“sterigmatocystin:
ST’) [66], y ademas provocaron un crecimiento descontrolado y produccién abundante de
micelio aéreo (“fluffy”), seguido de un fenotipo autolitico [65]. En este punto cabe sefalar,
que no todos los metabolitos secundarios producidos en A. nidulans se regulan
negativamente por FadA, ya que otro estudio demostr6 que mientras FadA regula
negativamente la produccién de esterigmatocistina, por otro lado se da una regulacion
positiva en genes del cluster biosintético de penicilina, obteniéndose una produccion mas
elevada de este antibiotico [67]. Este dato demuestra que FadA tiene papeles
contrastantes en la regulacién de los metabolitos secundarios, incluso dentro de una
misma especie (algo que se ha observado posteriormente en varias especies de hongos
filamentosos).

Se ha estudiado también el papel de la subunidad Ga FadA en la regulacion de los
niveles de cAMP y la actividad de proteina cinasa dependiente de cAMP (“cAMP-
dependent protein kinase: PKA”). Se demostré que FadA incrementa la actividad de PKA 'y
que la esporulacion es regulada por la via cAMP/PKA. Sin embargo, por ensayos de
complementacién se concluyd que la subunidad Ga FadA también regula la esporulacién y
la produccién de ST por un mecanismo independiente de cAMP/PKA [68].

Ademas de la micotoxina ST, la aflatoxina (“Aflatoxin: AF”) es otro de los principales
contaminantes de cultivos y semillas, y representa un riesgo para la salud [69]. La
micotoxina AF es producida por A. flavus, una especie del género Aspergillus, que es la
segunda causa principal de aspergilosis invasiva e infeccion superficial [70]. En A. flavus
se intentd estudiar el papel de la subunidad Ga AFLA 018340, ort6loga de FadA, con el fin
de obtener conocimientos sobre los mecanismos que regulan la produccién de AF y la
virulencia. Sin embargo, no fue posible realizar la delecién de esta subunidad, lo cual llevé
a los investigadores a proponer que AFLA 018340 podria estar jugando un papel esencial
en el hongo, que haria inviables las mutantes con deleciones en este gen [71]. Por otro
lado, Calvo et al. [72] lograron introducir el alelo dominante heterdlogo fadA®® (de A.
nidulans) en A. flavus observando el mismo fenotipo que en A. nidulans: una conidiacion
reducida y bloqueo en la produccion de la micotoxina AF.

Aspergillus parasiticus, al igual que A. flavus, es otra especie de Aspergillus capaz de

producir la micotoxina AF y contaminar alimentos y semillas [73]. En A. parasiticus se
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estudié el alelo dominante heterélogo fadA®**® (de A. nidulans) demostrando que se reduce
la conidiaciéon y que los niveles de cAMP se incrementan. Por otro lado, también se
demostré que la biosintesis de AF y la conidiacion es regulada por una via alterna a
FadA/cAMP/PKA [74].

Aspergillus fumigatus es un patdogeno oportunista con mayor grado de virulencia que A.
flavus. A. fumigatus produce grandes cantidades de conidios, las cuales son el agente
causal de la aspergilosis invasiva en pacientes inmunocomprometidos [75]. En A.
fumigatus se han identificado reguladores clave de la conidiacion incluyendo GpaA (Ga),
AfFIbA (RGS), AfFIuG y AfBrlA, previamente estudiados en A. nidulans (FadA, FIbA, FluG y
BrlA). Se demostré que el alelo dominante gpaA®?**, de activacion constitutiva, reduce la
conidiacién, presenta un fenotipo autolitico y estimula el crecimiento vegetativo, mientras
que gpaA®®3R de inactivacion constitutiva, estimula la conidiacion. Aunque no se ha
estudiado directamente la relacion entre la subunidad Gal y la produccién de la micotoxina
gliotoxina (“gliotoxin: GT”) producida por A. fumigatus, estudios indirectos podrian dar idea
del papel de Ga sobre la produccion de GT. Se ha demostrado que las proteinas RGS
AfFIbA, GprK, y Rax1 juegan un papel importante en la regulacion del desarrollo asexual,
el metabolismo secundario y la respuesta a estrés [76, 77]. Mediante una delecién de
AfflIbA (Afu2g11180) el regulador negativo directo de GpaA, se demostré que se reduce la
produccion de GT [78]. Por otro lado, se relacioné a Ga con el estrés oxidativo: el alelo
dominante de activacion constitutiva gpaA®°*- provocd mayor tolerancia a H,O,, mostrando
un crecimiento radial 1.6 veces mayor que la cepa parental. La activacion constitutiva de
GpaAy la delecion de AfflbA provocaron la sobreexpresion de los genes catA, cat1 y cat2,
los cuales codifican para tres catalasas [79].

Los conidios de A. oryzae son ampliamente usados en la industria alimenticia como
iniciadores (“starters”) en la primera etapa de la fermentacién para digerir aditivos [80].
Debido a que, industrialmente, la produccion de conidios en A. oryzae y otros hongos
filmentosos es importante, se realizé un estudio sobre la regulacion de la conidiacién
orientado hacia una de las principales vias reguladoras de la conidiogénesis, la via de las
proteinas G heterotriméricas [81]. Como se ha estudiado en otras especies de Aspergillus,
la subunidad Gal tiene un papel en la regulacién de la conidiacion en hongos filamentosos.
En A. oryzae fueron estudiados los alelos AorfadAR'®: AorfadA®?* y AorfadA®*®R, los
cuales mostraron fenotipos iguales a los observados en A. nidulans. Con estos estudios se

demostrd que la via de sefalizacion mediada por FadA suprime la conidiacion en A. oryzae
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como ocurre en A. nidulans, ademas, la activacién constitutiva de AorfadA en A. oryzae

tiene un papel esencial en la proliferacion [81].
1.3.3. Fusarium spp.

El género Fusarium comprende varias especies de hongos filamentosos fitopatdégenos
responsables de la infeccion y contaminacion de cultivos de cereales con pérdidas
millonarias en todo el mundo [82]. Los miembros de este género son conocidos por
producir una amplia variedad de micotoxinas [83, 84] y pigmentos [85] bajo condiciones
definidas. Otro dato alarmante sobre especies de Fusarium, es la produccidon de la
micotoxina zearalenona (“Zearalenone: ZEA”), un compuesto estrogénico capaz de causar
abortos y otras complicaciones reproductivas en cerdos, caballos, ovinos y bovinos [86]
[87]. El estudio de las proteinas G heterotriméricas en especies de Fusarium ha sido una
alternativa para comprender los mecanismos que regulan la produccion de metabolitos
secundarios, incluyendo las micotoxinas.

En Fusarium oxysporum se identificd el gen fga1, el cual codifica para una subunidad
Gal. La delecién de fga1 provocod defectos en la morfologia de las colonias, conidiacion
reducida (menos del 50% respecto a la cepa parental), disminucion de la patogenicidad,
mayor resistencia a estrés térmico (45°C) y bajos niveles de cAMP [88, 89]. El crecimiento
vegetativo y la expresion de fga? también fueron afectados con la delecion de fgat, sin
embargo, se determin6 que el efecto fue dependiente de la cepa [90].

Fusarium fujikuroi produce varios metabolitos secundarios, incluyendo pigmentos como
fusarrubinas ("fusarubin") y bikaverinas ("bikaverin"), y acido giberélico ("gibberellic acid:
GA"), una hormona que regula el crecimiento y morfogénesis en plantas [91]. La subunidad
Ga FfG1 de F. fujikuroi regula multiples procesos. La delecion de ffg1 provoca una
pigmentacién roja, caracteristica de la acumulacién de fusarrubina, cuando se incuba el
hongo con bajo nitrato de sodio como unica fuente de nitrégeno, y una reduccion de la
biosintesis de bikaverina comparado con la cepa parental, o que llevé a concluir que los
genes de la biosintesis de bikaverinas son regulados positivamente por FfG1 [92]. Con
respecto a la produccion de fusarrubinas, se observo que la ausencia de ffg7 provoca una
sobrerregulacion de los genes biosintéticos de fusarrubina. Por otro lado, se estudio el
alelo dominante de activacion constitutiva ffig7®*®R, y se demostré que FfG1 regula

negativamente los genes para la biosintesis de fusarrubina y bikaverina [92].
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En este contexto se puede observar nuevamente que la subunidad Ga ejerce una
regulacion diferencial sobre algunos metabolitos secundarios. Un caso similar ocurrié en
otra especie de Fusarium, Fusarium sporotrichioides, donde se observdé que el alelo
dominante heterdlogo fadA®*®® (de A. nidulans) incremento la produccion de tricoteceno
(“trichothecene: TR”) [67], una micotoxina contaminante encontrada en cultivos de cereales
con un impacto econémico importante [93].

Fusarium graminearum es un hongo filamentoso responsable de una enfermedad
destructiva (“Fusarium ear blight: FEB”) que afecta a cultivos de trigo, cebada, maiz, sorgo,
avena y centeno [94]. F graminearum, produce varias micotoxinas incluyendo
deoxinivalenol (“deoxynivalenol: DON”) y zearalenona (“zearalenone: ZEA”), las cuales
presentan un importante riesgo para la salud humana y animal. Como en otras especies de
Fusarium, en F. graminearum también se estudid la subunidad Gal. En un estudio se
demostré que la subunidad Ga GzGPA1 regula negativamente la producciéon de las
micotoxinas DON y ZEA, y tiene un ligero efecto en el crecimiento vegetativo, sugiriendo

que GzGPA1 es requerida para la represion de la biosintesis de micotoxinas [95].
1.3.4. Trichoderma spp.

Trichoderma spp. es usado industrialmente para la produccion de enzimas como
celulasas [96] y en la agricultura como agente de control de plagas, por su capacidad para
reducir enfermedades causadas por hongos fitopatégenos, incluyendo F. oxysporum y
Botrytis cinerea, entre otros, gracias a su capacidad reproductiva en ambientes
desfavorables [97, 98].

En Trichoderma reesei, se ha identificado la subunidad Ga, nombrada GNA1,
homologa de FadA de A. nidulans. La delecion de gnat tuvo un efecto negativo en la
esporulacion, redujo significativamente el crecimiento en oscuridad en medio liquido en
presencia de glucosa o glicerol como fuente de carbono, tuvo un efecto minimo en la
morfologia, sin apreciar diferencia en la tasa de extension apical en medio sélido en
presencia de luz u oscuridad constante: por su parte, y de forma contraria a lo observado
en N. crassa, la delecidon de gnat elevo los niveles de cAMP. La delecion de gna? no tuvo
efecto significativo en la respuesta a estrés osmético (NaCl y sorbitol) en presencia de luz
u oscuridad constantes; sin embargo, en condiciones de estrés oxidativo (menadiona) y en

presencia de luz u oscuridad constantes, la delecion de gna? supuso un crecimiento
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acelerado. La activacion constitutiva de GNA1 (gna19?**) redujo la esporulacién y provocd
crecimiento acelerado en condiciones de estrés oxidativo y oscuridad, mientras que en
presencia de luz afectd ligeramente al crecimiento. Los autores demostraron que la
transcripcion y actividad de GNA1 es regulada por la fuente de carbono (regulacién por
“Feedback”): en presencia de lactosa y glicerol los niveles transcripcionales son elevados,
mientras en presencia de glucosa se inhiben. Al igual que la delecion, gna7%?®* no tuvo
efecto significativo en la respuesta a estrés osmatico, ni en presencia de luz ni en
oscuridad constantes. De forma contratia a lo reportado para la delecién, no se observaron
cambios en los niveles de cAMP, ni en la morfologia. La produccion de hidrofobinas es otro
proceso dependiente de luz, en T. reesei se observo que la delecion de gnat provoco la
sobreexpresion de los genes hfb71 y hfb2 en oscuridad, mientras que gna7%® no tuvo
efectos significativos en la transcripcion de ambos genes. En T. reesei, se observa
claramente una fuerte regulacion de la funcion de GNA1 por la luz, principalmente por el
complejo ENVOY, un regulador clave de sefiales dependientes de luz, y de sus
mecanismos adaptativos, teniendo efectos en la conidiacién, respuesta a varios tipos de
estrés, produccion de celulasa e hidrofobinas. En T. reesei se observo que la delecion de
gna1 inhibe la transcripcion de la celulasa (cbh1) en presencia de luz, mientras que en
oscuridad los niveles fueron elevados. Lo contrario ocurrio con gna79?®* en la que la
transcripcion de cbn1 fue inhibida en oscuridad y sobreexpresada en presencia de luz. [99]
[100]. Ademas de la celulasa, T. reesei es capaz de producir enzimas degradadoras de
pared celular (“Cell Wall Degrading Enzymes: CWDES”), en un proceso llamado
micoparasitismo. Estas enzimas incluyen a la endoquitinasa, N-acetyl-B-D-glucosaminidasa
(“N-Acetyl-B-D-glucosaminidase: NAGase”), lipasa y fosfatasa acida, las cuales tienen
importancia industrial. En T. reesei se observo que gna?9?®" induce mayor produccion y
actividad de CWDEs, favoreciendo el papel antagonista contra Pythium ultimum, mientras
que la delecion de gnat presenta menor actividad de CWDEs, reduciendo su capacidad
para ejercer un papel antagonista contra P. ultimum [101].

Trichoderma atroviride (anteriormente, Trichoderma harzianum), es otra especie en la
cual se ha estudiado el papel de la subunidad Ga Tga1 en el proceso micoparasitico. La
delecion de tga1 provocé mayor esporulacion, altos niveles de cAMP, y pérdida de su
capacidad micoparasitaria sobre hongos filamentosos como Rhizoctonia solani, B. cinerea
y Sclerotinia sclerotiorum. En estas condiciones se observo una disminucion en la actividad

quitinasa, y en la expresion de nag? y ech42, dos quitinasas importantes en T. atroviride
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[102]. Por otro lado, en otro estudio se observd que la activacion constitutiva de Tga1
(Tga19°%") redujo la conidiacion y favorecié el enrrollamiento, aunque los resultados de
este trabajo son cuestionables [103], ya que en la posicion 203 de Tga1 se encuentra un
residuo de glicina y no una glutamina, la glutamina se encuentra en la posicidon 204.

En Trichoderma virens, la ausencia de la subunidad Ga TgaA causé efectos
importantes en el proceso de invasion contra los hongos Rhizoctonia solani 'y Sclerotium
rolfsii. Se demostré6 que la delecion de tgaA bloquea la ramificacion en los conidios
germinados, mientras que en la cepa parental son altamente ramificados. También causa
la colonizacion vy lisis de R. solani, sin embargo, pierde su capacidad para colonizar el
esclerocio de S. rolfsii. Por otro lado, se observd que la ausencia de TgaA activo
mecanismos que responden a la luz azul formando anillos de esporulacién en la colonia
[104].

1.3.5. Penicillium spp.

Varias especies de Penicillium producen compuestos de importancia meédica, como
antibidticos y antifungicos, asi como micotoxinas. Ademas tiene un amplio uso en la
industria alimentaria [105, 106]. En algunas especies de este género también se han
identificado las subunidades Gal, y se ha estudiado el papel que juegan las proteinas G
heterotriméricas en su desarrollo.

Penicillium chrysogenum es un hongo filamentoso usado industrialmente en la
produccion de penicilina [107]. En P. chrysogenum se identificd la subunidad Ga Pga1.
Hasta el momento se han estudiado dos variantes alélicas de pga? en esta especie,
incluyendo pga7®®® y pga1®?®R ademas de la delecion de pga7, las cuales han mostrado
estar implicadas en varios mecanismos del desarrollo del hongo. La delecion de pga7 vy el
alelo pga?®®® no mostraron diferencias en el crecimiento radial, sin embargo,
incrementaron la produccidon de esporas, favoreciendo la expresion de dos reguladores
centrales de la conidiacion, los genes briA y wetA. También, se observé que la delecion y el
alelo pga1%?®R causaron un aumento de la resistencia al estrés térmico y oxidativo en
conidios y micelio vegetativo, ademas de observarse un decaimiento de la germinacién de
conidios con respecto a la cepa parental, De forma particular, el alelo pga7°?®®R provoco
ademas defectos morfolégicos en conidiéforos de conidios germinados. Por otro lado, el

alelo dominante pga7®**® provoco una tasa de extension radial reducida, redujo los niveles
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de esporulacion, favorecié la pigmentacién en el reverso de las colonias, elevd la
transcripcion de los genes biosintéticos pcbAB, pcbC y penDE, genes que controlan la
biosintesis de penicilina, y finalmente incremento los niveles de cAMP [108, 109, 110, 111],
al igual que lo observado anteriormente en A. nidulans. Un estudio protedmico en P.
chrysogenum mediante la técnica 2D-DIGE (“Two-Dimensional Difference Gel
Electrophoresis”), permitié la identificacion de varias proteinas implicadas en varios
procesos posiblemente regulados por Pgal, estos procesos incluyen el metabolismo
central, fosforilacion oxidativa, produccion de penicilina, metabolismo de purinas, el estrés
oxidativo y estrés térmico [112]. Las proteinas relacionadas con el estrés oxidativo fueron la
catalasa R (B6H9T9) y benzoquinona reductasa (B6HS43), mientras que las relacionadas
al estrés térmico fueron proteinas asociadas al plegamiento de proteinas, ortélogas de las
chaperonas HSC82 (P15108) y SSA4 (P22202) de S. cerevisiae [113].

Penicillium roqueforti y Penicillium camemberti son hongos filamentosos ampliamente
conocidos por su uso en la elaboracion de quesos como Camembert, Roquefort y
Gorgonzola [106]. Ademas, son también conocidos por producir micotoxinas como
roquefortina C (“roquefortine C”), acido micofendlico (“mycophenolic acid: MPA”), patulina
(“Patulin”), acido penicilico (“Penicillic acid”), isofumigaclavina A'y B (“isofumigaclavine A y
B”), ademas de toxina PR en P. roqueforti [114] y acido ciclopiazénico (“Cyclopiazonic
acid”) en P. camemberti [115]. En P. roqueforti se introdujo el alelo dominante heterdlogo
pgal1®® de P. chrysogenum, y se demostrd que pga?®?® provoca la germinacion de
conidios en ausencia de fuente de carbono, reduce la conidiacién, disminuye la respuesta
a estrés osmatico y térmico, y aumenta la produccion de roquefortina C, destacando el
papel fundamental que tiene la subunidad Ga en el desarrollo de P. roqueforti [116]. En P.
camemberti, de igual modo, se introdujo el alelo dominante heterélogo pga7®®® de P.
chrysogenum, y se observé un comportamiento similar al de P. roqueforti. Sin embargo,
pga1%*® redujo la produccion de acido ciclopiazonico, en forma contraria a lo ocurrido en
P. roqueforti donde la produccion de roquefortina C fue aumentada tras el uso de ese
mismo alelo. Las proteasas extracelulares producidas por P. camemberti juegan un papel
importante en las propiedades organolépticas del queso Camembert. Relacionado con
esto, se demostro que pga7®**® reduce la actividad catalitica de las proteasas [117].

Penicillium marneffei es un patdégeno oportunista capaz de alternar su crecimiento en
forma filamentosa a 25°C y levaduriforme a 37°C, siendo este el principal factor de

virulencia [118]. Los conidios, o agentes infecciosos, se producen durante su desarrollo
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asexual, y a 37°C se activa su programa dimérfico para producir estructuras patogénicas
levaduriformes. P. marneffei es evolutivamente distinto a la mayoria de los hongos
dimorficos patdégenos, y es la unica especie de Penicillium que exhibe un crecimiento
dimorfico [119]. En P. marneffei se identifico el gen gasA, homdlogo a fadA de A. nidulans.
Un analisis funcional revelé que el alelo dominante gasA®®® regula ligeramente la
produccién de un pigmento rojo a 25°C, bloquea el crecimiento vegetativo, inhibe la
transcripcion del gen brlA y en consecuencia inhibe la conidiacion. Por otra parte, la
delecion de gasA vy el alelo dominante gasA®?® de inactivacion constitutiva mostraron un
fenotipo conidial similar a la cepa parental, no presentaron cambios en la tasa de
crecimiento radial, presentaron hifas aéreas reducidas, y mostraron una produccién
reducida de pigmento rojo. La delecion de gasA bloqued la formacion de conidioforos,
mientras que gasA®**R presentd una conidiacion inapropiada sin afectar la formacion de
conidiéforos. Finalmente se concluyd que gasA es un regulador clave del desarrollo
asexual, sin embargo, no es requerido para la formacion de estructuras levaduriformes a
37°C [120, 121, 122].

1.3.6. Magnaporthe spp.

Magnaporthe grisea y Magnaporthe oryzae son responsables de infectar cultivos de
arroz, trigo y cebada [123]. En M. grisea se identificd el gen magB, el cual codifica para la
subunidad Gal, nombrada MAGB. La delecion de magB causo6 una reduccion significativa
del crecimiento vegetativo, conidiacion, formacion de apresorio, y provoco defectos en la
formacion de peritecios. Ademas, redujo la habilidad de infectar y colonizar hojas de arroz
susceptibles a infeccion. El alelo dominante magB®®*R de inactivacion constitutiva no causo
cambios fenotipicos drasticos, sin embargo, incremento la sensibilidad de los conidios al
estrés osmético. Por otro lado, los alelos de activacion constitutiva magB®*®R, magB®'® y
magB®®* mostraron algunos fenotipos contrarios a los observados con la delecion y el
alelo magB®®R. El alelo magB®**® causé autolisis de colonias envejecidas, defectos en la
melanizacion de conidiéforos, reduccidn en la reproduccion sexual y asexual, reduccién en
la virulencia, produccion de apresorios en superficies hidroliticas e hidrofobicas, reducciéon
de la conidiacion hasta un 95% (dependiente de medio de -cultivo), conidiacion
descontrolada (dependiente de medio de cultivo), y formacion de apresorios en superficies

no inductivas con tubos germinales altamente alargados. Los alelos magB®'®*® y magB®°*-
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causaron también la formacion de apresorios en superficies no inductivas con tubos
germinales altamente alargados y una conidiacién descontrolada [15, 124, 125, 42].

En Magnaporthe oryzae se realizd6 un estudio para reevaluar la funcién del alelo
magB®*R, debido a que se demostro funcional y estructuralmente que el producto del alelo
magB®**® no es deficiente en su actividad GTPasa y tampoco es constitutivamente activo
[42], manteniendo una actividad GTPasa residual [15]. Este efecto se vio reflejado en
diferencias funcionales (morfologia de conidios y patogenicidad) significativas entre las
mutaciones G42R y Q204L, observandose efectos drasticos con la mutacion Q204L.
Ademas, estos resultados son consistentes como se describe en la seccion 1.3, siendo
Q204L una mutacién insensible a la accién de RGS [42]. Finalmente, se llegd a la
conclusiéon que la subunidad Ga MagB controla el crecimiento vegetativo, la conidiacion, la
adhesion de conidios, la formacion de apresorios y la patogenicidad en M. grisea y M.

oryzae.
1.3.7. Otros hongos filamentosos de importancia mundial

Ademas de los hongos filamentosos antes mencionados, existen muchos otros hongos
patdgenos de plantas, que afectan a una gran variedad de cultivos [126]. Este grupo de
hongos es responsable de varias enfermedades que causan enormes pérdidas
econdmicas a nivel mundial [127, 52]. La ruta de colonizacion e infeccion de algunos
hongos empieza con la formacién de apresorios melanizados, una estructura infectiva
capaz de penetrar la pared celular [128]. Existen varios trabajos que muestran el papel de
las proteinas G heterotriméricas, principalmente de la subunidad Gal, en este tipo de
hongos intentando explicar su relacion con el desarrollo y la patogenicidad. Aunque el
numero de trabajos es limitado, las especies estudiadas pertenecen a los géneros Bofrytis,
Colletotrichum, Stagonospora, Cochliobolus, Cryphonectria, Alternaria, Valsa, Roselliania y
Zymoseptoria, incluyendo los géneros Fusarium y Magnaporthe que se describieron
anteriormente (Fig. 3).

Por otro lado, los hongos filamentosos patdégenos representan un riesgo significativo
para la salud humana. Anteriormente se describieron algunos aspectos moleculares de la
patogénesis y su relacion con las proteinas G heterotriméricas en algunas especies
patdgenas para humanos del género Aspergillus y P. marneffei, incluyendo a Monascus

ruber, aunque de este ultimo el numero de casos en humanos es limitado [129]. Sin
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embargo, existen varios hongos filamentosos patégenos como Paracoccidioides
brasiliensis, Paracoccidioides lutzii, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis, Trichophyton interdigitale, Trichophyton rubrum, Fonsecaea pedrosoi,
de los cuales no hay reportes de proteinas G heterotriméricas, particularmente de la
subunidad Gal (Fig. 3).

1.3.7.1. Botrytis cinerea

Botrytis cinerea tiene un elevado impacto econdmico debido a que afecta una gran
variedad de plantas, sobre todo frutos, flores y tejidos verdes de mas de 500 especies
[130]. B. cinerea causa danos en la planta por diferentes mecanismos, secretando enzimas
que degradan la pared celular, produciendo metabolitos fitotoxicos y estimulando la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (“Reactive Oxygen Species: ROS”). Su
proceso infectivo esta regulado principalmente por MAP cinasas, por sefales dependientes
de cAMP, por histidinas cinasas de clase lll y pequefias GTPasas, las cuales estan
implicadas en el desarrollo y patogenicidad [130, 131, 132, 133]. B. cinerea es uno de los
hongos fitopatogenos mas estudiados, en el cual también se ha identificado y
caracterizado la subunidad Gal. Un estudio reveld que B. cinerea expresa bcg1 en etapas
muy tempranas en hojas de frijol infectadas. Tras la delecion de bcg? se altera la
morfologia de la colonia, no se secretan proteasas extracelulares y se reduce la
patogenicidad en frijol y tomate. La delecion no causa efectos en la germinacion ni en la
penetracidn; sin embargo, el proceso de infeccion se detiene completamente después de la
formacion de la primera lesién. Al adicionar cAMP al medio de cultivo no se restaura la
produccion de proteasas, al parecer la secrecion de estas enzimas es por un mecanismo
independiente de cAMP [134]. Otro estudio confirmd que la deleciébn de bcg? causa
germinacion de conidios y penetracion de hifas en hojas del hospedero, sin embargo,
contrario a lo que ocurre en la cepa parental, estas mutantes detienen completamente la
invasion del tejido vegetal en este paso. Por otro lado, se identificaron 22 genes
diferencialmente expresados, incluyendo proteasas, enzimas del metabolismo y enzimas
degradadoras de pared celular, los cuales son sobreexpresados en la cepa parental
durante la infeccién, pero no en la cepa con la delecion de bcg1 [135]. Un estudio basado
en microarreglos revel6 la identificaciéon de genes regulados y coregulados por BCG1 y

calcineurina. Con este estudio se demostrd por primera vez una posible conexion entre las
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vias de senalizacion de la subunidad Ga y la calcineurina. Ademas, también demostraron
que la fosfolipasa C es un componente mas de la via de sefalizacion dependiente de
BCG1/calcineurina que regula la patogenicidad [136]. Un estudio posterior demostré que
BCG1 regula varios genes implicados en la biosintesis de toxinas que pueden actuar como
factores de virulencia, incluyendo al botridial (“botrydial’) y acido botcinico (“botcininc acid”)
[137, 138].

1.3.7.2. Colletotrichum spp.

La subunidad Gal ha sido estudiada en al menos en dos especies de Colletotrichum
(C. trifolii y C. graminicola), mostrando efectos en el desarrollo y la patogenicidad. C. trifolii
y C. graminicola son capaces de provocar antracnosis en alfalfa y maiz, respectivamente,
un tipo de mancha oscura sobre las hojas o frutos [139, 140]. Un estudio funcional con la
subunidad Ga, Ctg-1, identificada en C. ftrifolli, revel6 que los transcritos de ctg-1 se
acumulan en conidios en estado germinativo. Por otro lado, la delecién de ctg-1 provocdo
varios efectos incluyendo una reduccion en la tasa de crecimiento en medio liquido y
sélido, una reducida germinacién conidial, una reducida formacion de apresorios en hojas
de alfalfa y, en consecuencia, una reduccion de la patogenicidad [141]. En C. graminicola
se evaluo la funcién de cgg?, homdlogo de ctg-1. La delecion de cgg? disminuyo la tasa de
crecimiento en medio sélido, favorecid la produccién de esporas fusiformes cuando
tipicamente son de forma curva, causé pérdida de su patron de crecimiento en forma de

espiral en medio sélido y redujo la patogenicidad en tallos y hojas de maiz [142].
1.3.7.3. Stagonospora nodorum

Stagonospora nodorum es el principal patdgeno del trigo, generando manchas en las
hojas y las glumas [143]. La subunidad Gna1 de S. nodorum, al igual que en otros hongos
filamentosos, regula multiples procesos de su desarrollo. La inactivacién de Gna1 mostro
tener un efecto pleiotropico, reduciendo su patogenicidad, inhibiendo su esporulacion,
provocando un fenotipo albino, secretando pigmento marréon al medio de crecimiento y
provocando sensibilidad a estrés osmotico [144, 145]. En un proteoma extracelular
(“Secretome”) realizado por electroforesis bi-dimensional (“Two-dimensional gel
electrophoresis: 2-DE”) se identificaron proteasas extracelulares relacionadas con la

degradacion de la pared celular, protedlisis, hidrolisis de ARN y metabolismo de
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compuestos aromaticos. Estos resultados fueron confirmados por RT-qPCR y se observo
una correlacion entre la intensidad de los spots (proteina) y la abundancia de los
transcritos. En estos estudios también se identificaron genes (SNOG 06492,
SNOG_11078, SNOG_00848, SNOG_08052, SNOG_14370, SNOG_13504,
SNOG_15451, NOG_07541, SNOG_07604, SNOG_10217, SNOG_11441, NOG_11081 y
SNOG_13042) involucrados en la infeccién y penetracion de la planta del trigo ( Triticum
aestivum), ademas de regular la esporulacion [146, 147]. Por otro lado, se observé que la
disrupcion del gen que codifica Gna1 alteré el 13.2% de las proteinas extracelulares
detectadas, lo que revela el papel regulador de la subunidad Ga en S. nodorum. Se
determiné que Gna1 es un regulador positivo de la patogenicidad ya que su interrupcién
disminuye los niveles de melanina, un componente clave de su proceso infectivo [147]. En
un estudio protedmico intracelular posterior fueron identificadas 1336 proteinas, de las
cuales 49 fueron alteradas significativamente, algunas de estas involucradas en vias del
metabolismo primario, patogenicidad y respuesta a estrés (“Glutaredoxins, bifunctional
catalase-peroxidases”), procesos que son regulados positivamente por Gna1l. En este
estudio protedmico se prestd principal atencion a una deshidrogenasa de cadena corta
(“putative short-chain dehydrogenase: Sch1”) la cual mostré altos niveles de expresién en
etapas tardias de infeccion coincidiendo con la esporulacion. Ademas de la regulacion de
Sch1 por Gna1, también se demostré que esta regulada por una MAP cinasa (Mak2) [148]
[149]. La funcion de Gnal en S. nodorum es opuesta a la de la mayoria de las
subunidades Gal de los hongos filamentosos, pues Gna1l regula positivamente la
esporulacion, pigmentacion, tolerancia a estrés y patogénesis, demostrando que, aunque
las vias de sefAalizacidon constituyen varios de los mecanismos evolutivamente
conservados, la respuesta puede llegar a ser organismo-dependiente, incluso el

comportamiento llega a ser distinto entre especies.
1.3.7.4. Rosellinia necatrix

Rosellinia necatrix es un hongo filamentoso comercialmente importante, debido a su
capacidad de infectar raices de un amplio rango de plantas. En un trabajo unico y no muy
reciente, se identific6 por primera vez la subunidad Ga Rga2 en R. necatrix, cuya

secuencia fue similar a la de MagB de M. grisea. En este estudio se identificaron las tres
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subunidades Ga encontradas en hongos filamentosos y fueron caracterizadas a nivel de

secuencia [150].
1.3.7.5. Septoria tritici

El ascomiceto Septoria tritici es el agente causal de la mancha foliar o septoria en el
trigo [151]. En S. tritici se dentifico la subunidad Ga y fue nombrada como MgGPA1. La
delecion de MgGpa1 afectd significativamente la morfologia de las esporas, produciendo
esporas mas largas, en comparacion con la cepa parental. En presencia de cAMP
extracelular se redujo drasticamente el desarrollo de la colonia, y en ausencia de cAMP se
indujo la produccion de micelio aéreo abundante mostrando un aspecto "fluffy”, y se redujo
la ramificacion micelial. Por otro lado, no se observaron diferencias en los niveles
intracelulares de cAMP entre la cepa parental y la que porta la delecion. En estas
condiciones, la delecion de MgGpa1 redujo drasticamente la patogenicidad.
Adicionalmente a los fenotipos mencionados, la delecién de MgGpa1 también causé una
conidiacion reducida, baja melanizacion y una alteracion en el crecimiento polarizado.
Estos resultados llevaron a los autores a concluir que MgGPA1 regula negativamente el
crecimiento filamentoso [152]. Ademas, en estos resultados se observd claramente la

regulacion positiva que ejerce MgGPA1 sobre la conidiacidon y patogenicidad en S. fritici.
1.3.7.6. Monascus ruber

Monascus ruber es un hongo filamentoso usado tradicionalmente en alimentos
fermentados en varios paises de Asia. Sin embargo, este hongo produce la micotoxina
citrinina [153], la cual representa una amenaza para la seguridad alimenticia. En M. ruber
se identifico el gen Mga1 que codifica para una subunidad Ga. La delecion de Mga1 causé
un incremento en la produccién de citrinina (nueve veces mas que la cepa parental), asi
como un 71% mas en la produccion de pigmento rojo. Con estos resultados se demostré
que la subunidad Ga esta implicada en la regulaciéon de la produccién de citrinina y la

biosintesis de pigmento rojo [154, 155].
1.3.7.7. Chaetomium globosum

Chaetomium globosum es un hongo filamentoso sapréfito encontrado en el suelo,

estiércol y desechos de plantas [156], y produce cinco micotoxinas (“chaetoglobosins”) con
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capacidades citotdxicas y fitotoxicas, incluyendo las quetoglobosinas A, G, V, Vb y C [157].
Ademas, C. globosum también es considerado un agente raro de infecciones subcutaneas,
causando onicomicosis en sujetos sanos, micosis pulmonares invasivas, asi como
infecciones sistémicas en pacientes inmunocomprometidos [158]. Estudios recientes
demuestran el papel de la subunidad Ga en la produccion de enzimas degradadoras de
celulosa y en la biosintesis de metabolitos secundarios. Un estudio usando el sistema de
RNA de interferencia ("RNA interference: RNAI"), revel6 que gna1 provoca varios cambios
fenotipicos en C. globosum, como la produccion de micelio albino, restriccion en el
desarrollo de peritecios y disminucion de la biosintesis de quetoglobosina A y melanina.
Fue observado también que los niveles de cAMP en la cepa parental fueron 3.4 veces mas
altos que en la cepa con la delecion de gna1, resultados que ya se habian observado en
otros hongos filamentosos. En esta cepa mutante se observé una regulacion negativa en
genes del complejo Velvet como CglaeA y CgVeA, y reguladores como la histona
acetiltransferasa CgSptJ [159]. Otro estudio en C. globosum, mediante secuenciacién de
RNA (“RNA sequencing: RNA-Seq”), reveld que la ausencia de Gnal disminuye
significantemente la transcripcion de genes de la familia glicohidrolasa y genes de
celulasas, implicados en la degradacion de celulosa, y este efecto esta ligado a la
regulacion positiva de Gna1 sobre complejos transcripcionales como el complejo Hap2/3/5
(el cual se une a un elemento cis: motivo CCAAT) y CIr1/2, que juntos regulan la expresion
de celulasas y hemicelulasas. En este estudio se demostrd finalmente que la produccién
de celulasas regulada por la via de sefalizacion Ga-cAMP/PKA es modulada por senales
del entorno incluyendo fuente de carbono y luz, en la cual los complejos Velvet y ENVOY

trabajan como efectores indirectos de esta via [160].
1.3.7.8. Sporothrix schenckii

Sporothrix schenckii presenta un crecimiento dimoérfico dependiente de las condiciones
ambientales: a 30°C crece de forma filamentosa (estado sapréfito), mientras que a 37°C
crece de forma levaduriforme. Este hongo dimorfico causa una enfermedad llamada
esporotricosis (“Sporotrichosis”), la cual afecta a humanos y animales [161]. La infeccion
generalmente ocurre por inoculacion traumatica de suelo, plantas y materia organica

contaminada con el hongo [162].
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En S. schenckii fue identificada la subunidad Gal y nombrada como SSG-1 [163],
mostrando mas del 90% de identidad con subunidades Ga de varios hongos filamentosos
(Fig. 3). Un estudio de interaccion proteina-proteina, por el método doble hibrido en
levadura ("yeast two-hybrid technique"), reveld que SSG-1 interacciona con una Fe/Mn
superoxido dismutasa ("Fe/Mn superoxide dismutase: SOD"), una gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa ("glyceraldehyde-3-P dehydrogenase: GAPDH"), y dos proteinas
transportadoras, una transportadora de hierro ("siderophore-iron transporter’ perteneciente
a la superfamilia “Major Facilitator Superfamily: MFS”), y una transportadora de cationes
divalentes de la familia NRAMP ("natural resistance-associated macrophage protein”). Este
fue el primer reporte en S. schenckii que describe la interaccion de la subunidad Ga SSG-1
con SOD, DAPDH y dos transportadores. De acuerdo con las observaciones en varios
hongos filamentosos, la identificacién de estas proteinas sugiere posibles mecanismos por
los cuales la subunidad Ga afecta a la patogenicidad y la supervivencia bajo condiciones

de estrés, o dentro del hospedero [164].

1.4. Conidiacién en hongos filamentosos: regulacién y via central

El ciclo tipico de vida de los hongos filamentosos implica la conidiaciéon después de un
periodo de crecimiento vegetativo. La diferenciacién de estos estados fisiolégicos depende
de varios factores ambientales como la luz, temperatura, pH, osmolaridad, nutrientes,
lesiones fisicas del micelio y presencia de compuestos volatiles [165]. La conidiacion,
implica la formacién de conidiéforos, estructuras especializadas en la formacion de
conidios (conidiogénesis). La morfologia de estas estructuras (tamano, forma, color y
arreglo) son de gran importancia taxondémica, y tradicionalmente se ha usado para
clasificar varios hongos filamentosos [166], incluyendo distintas especies de Penicillium. La
conidiacién inicia con una ramificacion de las hifas, seguida de la formacion de multiples
métulas en la punta de las hifas ramificadas, después, en la superficie de las métulas se
forman fialides, estructuras en forma de matraz, las cuales después de una repetida
division mitética generan cadenas de conidios (mas de 50 conidios por fidlide) [167]. La
conidiacion es regulada por mas de 1000 genes, todos controlados por la via reguladora
central, la cual estd conformada por los factores de transcripcion BrlA, AbaA y WetA,
ampliamente estudiados en A. nidulans [168]. La activacion de BrlA (“bristle A”) es el paso

esencial de la conidiacion. BrlA contiene dos motivos “C2H2 zinc-finger”, esenciales para la
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union al ADN, y los cuales permiten regular la expresién de genes relacionados con el
desarrollo durante la primera fase de la conidiaciéon [169]. Este factor de transcripcion
también interactua con elementos de respuesta (“BrlA response elements: BRES”;, 5’-[C/A]
[G/AJAGGGIG/A]-3’), localizados en promotores de multiples genes implicados en el
desarrollo [170]. AbaA (“abacus A”), es activado por BrlA durante la fase media del
desarrollo asexual, después de la diferenciacion de métulas, y es necesario para la
formacion adecuada de fialides [171]. AbaA es un miembro de la familia de factores de
transcripcion TEF-1 (“Transcriptional Enhancer Factor-17), la cual contiene una secuencia
ATTS (“AbaA, TEC1p, TEF-1 sequence”) y un dominio TEA de unién a ADN, con una
cremallera de leucina responsable de la dimerizacion [172]. Al igual que BrlA, AbaA
también se une a elementos de respuesta (“AbaA response element: ARE”; CATTCY,
donde Y es T o C), presentes en promotores de genes como yA, rodA, wA, wetA, brlA,
chsC, vosA, velB, axI2 'y el mismo abaA [173]. WetA (“wet-white A”) es activado por AbaA, y
es esencial durante la fase tardia de la conidiacién. WetA es esencial para la formacién de
fialides y conidios, y esta implicado en la maduracion de conidios. Se ha demostrado que
WetA regula su propia expresién, y también regula la expresion de brlA y abaA [174].
Ademas de BrlA, WetA y AbaA, existen otros factores de transcripcién (VeA, VelB,
VelC, VosA, RgdA, MtfA SItA, RImA, SfgA, FIbB, FIbE, NapA, AreB, StuA, MedA, entre
otros) necesarios para la conidiacion, aunque cabe senalar que estos no pertenecen a la

via reguladora central: unos actuan activando el proceso, otros lo reprimen.

1.5. Proteinas cinasas

Las proteinas cinasas catalizan la fosforilacion de proteinas y controlan la mayoria de
los procesos celulares [175]. Estas proteinas son esenciales para la transduccidon de
senales y se han encontrado en todos los organismos. La selectividad especifica de las
cinasas por sus sustratos depende de multiples factores. Por ejemplo, las cinasas y sus
sustratos deben ser coexpresados y colocalizados, su interaccion debe ser mediada por
proteinas adaptadoras, incluyendo otros eventos de interaccién entre sitio de fosforilacion y
el sitio de acoplamiento molecular (“Docking site”) con el dominio cinasa [176]. Se conocen
ocho grupos de proteinas cinasas canodnicas: 1) AGC (PKA, PKG, PKC), 2) CAMK
(“calcium- and calmodulin-regulated kinases”), 3) CK1 (“casein Kinase 17), 4) CMGC

(“cyclin-dependent kinases (CDKSs”), “mitogen-activated protein kinases” (“MAP kinases”),
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“‘glycogen synthase kinases” (GSK) y “CDK-like kinases” (CLKs), 5) RGC (“receptor
guanylate cyclases”), 6) STE (“sterile mutant’), 7) TKL (“tyrosine kinase-like”) y 8) TK
(“tyrosine kinases”) [177]. La mayoria de las proteinas serina/treonina/tirosina cinasas
pueden ser divididas en tres clases en funcién de las fuerzas electrostaticas de los
aminoacidos circundantes al sitio de fosforilacion: basofilicas (por ejemplo, PKA, PKC,
“CaM-II kinase”), acidofilicas (por ejemplo, “casein kinases | and I’) y dirigidas por prolina
(por ejemplo, “cyclin-dependent kinases”, “MAP kinases”) [176, 178]. Las propiedades
fisicoquimicas de estos aminoacidos son otro factor clave que favorece la especificidad de
las cinasas por sus sustratos.

La cinasa mas caracterizada es la proteina cinasa A (“cyclic AMP-dependent protein
kinase, o PKA”). PKA es una holoenzima formada por dos subunidades cataliticas y dos
subunidades reguladoras, estas ultimas encargadas de la union del sustrato (CAMP) [175]
[179]. Ademas de que PKA es un efector clave de las proteinas G heterotriméricas, la via
de sefalizacién por cAMP/PKA ha sido implicada en varios procesos de los hongos
filamentosos como respuesta a varios tipos de estrés, metabolismo secundario,
patogenicidad y desarrollo asexual [180].

Ademas de PKA, las proteinas cinasas activadas por mitégeno (“mitogen-activated
protein kinase: MAPK”) son otro grupo de enzimas encargadas de regular multiples
respuestas, que se encuentran desde levaduras hasta humanos. Este moddulo de
sefalizacion consiste en tres proteinas cinasas donde una MAPKKK (MAP3K) fosforila a
una segunda cinasa, una MAPKK (MAP2K), la cual fosforila una tercera cinasa, una
MAPK, y esta ultima fosforila proteinas nucleares, como factores de transcripcion, para
activar la expresion de genes [181]. Aunque la sefalizacion mediada por proteinas MAPK
es ubicua y evolutivamente conservada [177], algunas proteinas que participan en estas
respuestas son especificas de especies, por ejemplo, la presencia de proteinas “scaffold” o
adaptadores. La mayoria de los estudios de vias mediadas por MAP cinasas se han
realizado en S. cerevisiae, y a partir de estos, se han intentado explicar varios mecanismos
y comportamientos de los hongos filamentosos, aunque quedan muchas interrogantes. Se
ha demostrado que algunas proteinas MAPK estan implicadas en el proceso conidiogénico
de algunos hongos filamentosos, tal es el caso de la MAP3K SteC (AnSte11) de A.
nidulans, homologo de Ste11 de S. cerevisiae, la cual esta implicada en el crecimiento y en
el desarrollo de los conidioforos [182, 183]. Los hongos filamentosos generalmente

contienen tres vias MAPK conservadas y estas han sido estudiadas en A. nidulans: HOG,
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MpkA y MpkB. La via HOG esta implicada en la adaptacién a alta osmolaridad, MpkA esta
implicada en la integridad de la pared celular y MpkB regula el desarrollo sexual y el
metabolismo secundario [184]. Se ha observado que MpkB es un regulador negativo de
BrlA, por lo tanto, tiene un efecto negativo en la formacién de conidiéforos [185]. Otro
grupo de tres proteinas serina/treonina cinasas (An-PIkA, A-Mst1 y An-Gin4) fueron

identificadas en A. nidulans con un papel importante en la produccién de esporas [186].

1.6. Proteémica y Fosfoproteémica

Las tecnologias dmicas (“Omics”) han adoptado una vision holistica de las moléculas
que conforman una célula, tejido u organismo [187]. Estan dirigidas principalmente a la
deteccidn sistémica de genes (gendomica: “Genomics”), ARN mensajero (transcriptomica:
“Transcriptomics”), proteinas (protedmica: “Proteomics”), genomas (metagendmica:
“Metagenomics”), metabolitos (metabolémica: “Metabolomics”), fenotipos (fendmica:
“Phenomics”), elementos/iones (iondmica: “lonomics”) y lipidos (lipidomica: “Lipidomics”)
en una muestra biolégica (Fig. 4A) [188]. El principio basico de estos enfoques radica en
que un sistema complejo se puede entender mas a fondo si se considera como un todo
[189]. Un proteoma es definido como un conjunto de proteinas expresadas en una célula,
tejido u organismo [189]. A partir de este contexto surgio la protedmica, que es el estudio a
gran escala de la presencia, abundancia, funcidén y estructura de las proteinas en una
muestra bioldégica compleja [190]. Este enfoque permite realizar varios estudios
comparativos como perfiles protedmicos, analisis comparativos entre dos o mas
condiciones, identificacion de modificaciones postraduccionales y estudios de interaccion
proteina-proteina. La proteémica ha dado lugar a variantes que permiten el estudio de
fosfoproteomas, acetilomas, metilomas, entre otros (Fig. 4A).

La fosfoprotedmica se encarga de la identificacion y caracterizacion a gran escala de
proteinas modificadas postraduccionalmente por la unién covalente de uno o mas grupos
fosfato. La fosforilacion de proteinas es una de las modificaciones postraduccionales mas
importantes y juega un papel central en las senales intracelulares de todos los organismos
[191]. Mas de un tercio de estos eventos de fosforilacion ocurre en los residuos de serina
("Serine: S"), treonina ("Threonine: T") y tirosina ("Tyrosine: Y"); algunas veces se han
detectado fosforilaciones en residuos de histidina ("Histidine: H") y acido aspartico

(“Aspartic acid: D”), pero son menos estables que las anteriores [192]. La dinamica de la
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fosforilacién proporciona un nivel de regulacién altamente complejo provocando cambios
en las proteinas a nivel estructural, funcional y espacial [193, 194]. Entre los principales
constituyentes de la maquinaria de fosforilacién se encuentran las cinasas, fosfatasas y
proteinas de union al grupo fosfato (Fig. 4B) [195]. La identificacion y cuantificacién de una
gran cantidad de eventos de fosforilacion encontrados en ciertas condiciones fisiolégicas
requiere de técnicas de alto rendimiento. La cromatografia de liquidos (“liquid
chromatography: LC”) acoplada a espectrometria de masas en tandem (“tandem mass
spectrometry: MS/MS”, o MS2) (LC-MS/MS) es una de las herramientas mas usada en
estudios protedmicos. El principio de esta técnica consiste en la separacién de péptidos de
acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas y posteriormente la medicion de la relaciéon
masa/carga (“mass-to-charge: m/z”) de moléculas ionizadas [196]. Ademas del sistema LC-
MS/MS, actualmente se han implementado otras técnicas mas eficientes. Una de estas
implementaciones es nanoLC-MS/MS, un poderoso sistema de ultra alta resoluciéon que
consiste en una cromatografia liquida a nano escala acoplada con espectrometria de
masas en tandem y, a su vez, a un sistema de deteccion como ESI (“electrospray
ionization”), lo que proporciona mayor resolucion y sensibilidad [197].

El enfoque protedmico “shotgun phosphoproteomics”, utiliza LC-MS/MS junto con un
enriquecimiento selectivo de péptidos fosforilados haciendo posible la identificacion de
miles de sitios de fosforilacion. Este enfoque tiene mucha mayor cobertura en la
identificaciéon de fosforilaciones comparado con métodos basados en anticuerpos, los
cuales requieres de informacion previa sobre las proteinas fosforiladas. El flujo de trabajo
de la fosfoprotedmica “shotgun” comienza con la digestién de proteinas, generalmente con
tripsina, después los fosfopéptidos generados son enriquecidos por algun método de
enriquecimiento selectivo, a continuacién, estos fosfopéptidos son separados por
cromatografia liquida en fase reversa y sometidos directamente a espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS) (Fig. 4C). Posteriormente, los datos son sometidos a
analisis computacionales para identificar proteinas a partir de los espectros detectados
[198]. La fosfoprotedmica “shotgun” permite implementar la cuantificacién libre de marcaje
(“Label-free”), la cual aplica dos estrategias: i) compara la abundancia en muestras
bioldégicas mediante la medicidén de la intensidad de iones precursores de los péptidos (LC-
MS), ii) o mide las cuentas espectrales (LC-MS/MS) de proteinas, en ambos casos sin
marcaje quimico [191, 199]. La fosfoprotedmica cuantitativa por “label-free” proporciona

mediciones rapidas y a bajo costo en muestras biolégicas complejas. Comparado con los
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métodos con marcaje como ICAT (“Isotope-Coded Affinity Tag”) [200], iTRAQ (“/sobaric
Tags For Relative and Absolute Quantitation”) [201], TMT (“Tandem Mass Tag”) [202], entre
otros, “label-free” necesita ser mas preciso y controlado, debido a la posibilidad de errores
causados durante las corridas en LC-MS/MS. Sin embargo, el sistema nanoLC-MS/MS
mejora la reproducibilidad y resolucién del analisis, y con la ayuda de herramientas
computacionales adecuadas mejora en gran medida la confiabilidad y precision de los
resultados [203].

A Genomics B
Epigenomics hosphob_indin%
Transcriptomics = gl
Metagenomics ‘
7 e
Microbiomics Ubiquitinome - °
Omics . Proteomics* Siyceme Serine* 0
Phosphoproteome* Threonine* -
: Tyrosine* ! ! f )
Phenomics ANcIe:V:ome Hi‘;tidine* { Kinase ] }. 04 {Phosphatase
Metabolomics eome Aspartate* .
A Succinylome = P
lonomics Secretome Protein
Lipidomics = Subproteome

Shotgun : /Q_/Q_
—_—

phosphoproteomics — Protein ,Q_/Q_/Q_
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Peptide level
° / phosphoenrichment
Proteinlevel _ ' protein LC CID MS/MS

phosphoenrichment
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Fig. 4. Tecnologias “Omicas” y sus enfoques.

(A) Esquema general de enfoques recientes que conforman las tecnologias “Omicas” (“Omics”). *
indica la tecnologia proteémica y su variante la fosfoprotedmica, asi como los residuos de
aminoacidos implicados en la fosforilaciéon. Figura creada en http://sankeymatic.com/ con
informacion manualmente revisada.

(B) Componentes principales de la maquinaria de fosforilacion. Figura modificada de [195].

(C) Diferentes flujos de trabajo para andlisis fosfoproteémicos. El enfoque “fop-down” estudia la
fosforilacién de proteinas completas pero su uso es limitado. En otros estudios se usa “pull-down”
(por ejemplo, el enriquecimiento de fosfotirosina), seguido de digestion enzimatica. El método mas
comun es “bottom-up”, el analisis “boffom-up” en una mezcla de proteinas es llamado “shotgun
phosphoproteomics”, donde la digestion enzimatica es seguida de un fosfoenriquecimiento. En
todas estas estrategias se realiza analisis por LC-MS/MS. Figura modificada de [195].
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1.7. Bioinformatica en protedmica

La bioinformatica puede ser definida como una disciplina cientifica multidisciplinaria
encargada de la aplicacion de herramientas computacionales para organizar, analizar,
interpretar, visualizar y almacenar informacién biolégica a gran escala (Fig. 5A) [204]. La
bioinformatica tiene como objetivo: i) organizar los datos para que la comunidad cientifica
pueda acceder a la informacién y crear nuevas fuentes de acceso, ii) desarrollar
herramientas de analisis de datos, vy iii) usar estas herramientas para analizar e interpretar
los datos [205]. Esta disciplina a su vez puede ser dividida en dos clases: la primera
relacionada con el analisis de secuencias y la segunda relacionada con el analisis
estructural de biomoléculas [204]. La bioinformatica tiene un papel fundamental en la
protedmica, y su aplicacion va desde el analisis de secuencias peptidicas hasta la
clasificacion funcional de proteinas. Una de las principales limitantes de la protedmica se
relaciona con el analisis de grandes volumenes de datos. Esta produccion masiva de
informacion ha provocado la necesidad de procesarla eficientemente, por ello se
desarrollan nuevos programas y algoritmos con el fin de mejorar la identificacion,
caracterizacion y cuantificaciéon de proteinas en términos de enfoques de alto rendimiento
(“high-throughput’). El procesamiento y analisis de datos protedmicos es un proceso
complejo que consta de varios pasos (Fig. 5B) [190], incluyendo el procesamiento de los
datos crudos para extraer informacion relevante, busqueda en una base de datos para
asignar espectros a secuencias peptidicas, reensamblado in silico de los péptidos
identificados en las proteinas, validacion y cuantificacion a nivel de péptidos y proteinas,
anotacioén y caracterizacion funcional, y almacenamiento de los resultados en una base de
datos [206]. La bioinformatica ha complementado a la protedmica de forma significativa,
gracias a ésta la protedbmica ha alcanzado un enorme potencial ampliando el conocimiento
de la naturaleza compleja de los organismos. Sin embargo, a pesar de las multiples
herramientas y sofisticados algoritmos bioinformaticos, el principal desafio sigue siendo el

procesamiento y analisis de complejos volumenes de datos.
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(B) Representacion esquematica de los diferentes médulos que constituyen un proceso de analisis
protedmico completo. Figura modificada de [206].



1.8. Justificacion

Penicillium chrysogenum es un hongo filamentoso de gran importancia industrial, ya
que tiene la capacidad de producir uno de los antibidticos mas usados en la historia de la
humanidad, la penicilina. Desde su descubrimiento ha revolucionado el campo de la
medicina. Conocer los mecanismos que regulan el desarrollo de P. chrysogenum a nivel de
sefalizacion celular es muy importante, en parte para enriquecer el conocimiento que se
tiene de su fisiologia y para mejorar sus aplicaciones industriales, ademas de contribuir al
conocimiento general de la sefalizacion y las vias de transduccion en los hongos
filamentosos. El estudio de las vias de sefalizacion ha sido abordado en un grupo selecto
de hongos, siendo Saccharomyces cerevisiae el mas estudiado y usado como referencia
para describir el comportamiento de la mayoria de los hongos, incluidos los filamentosos.

El estudio de la via de sefializacién mediada por Pga1 sera la base para entender la
regulacion del desarrollo de P. chrysogenum a otros niveles, para ello se ha obtenido una
variante alélica de pga? (pga719?®*) con el fin de estudiar el efecto de Pga1 en procesos
como conidiacion, respuesta a estrés y crecimiento, para posteriormente ser relacionados
con eventos de fosforilacidon en las proteinas que participan en estos procesos.

La via de sefializacion mediada por la subunidad Ga Pga1l de las proteinas G
heterotriméricas en P. chrysogenum regula varios procesos como la conidiacion,
produccion de metabolitos secundarios, y respuesta a estrés oxidativo y osmaético. A pesar
de estas contribuciones no se tiene un panorama global de lo que ocurre con otras vias de
sefalizacion y se desconocen los mecanismos que controlan la conidiacion a nivel de
fosforilacion de proteinas, una de las modificaciones postraduccionales mas importantes
que controlan el flujo de informacion en la senalizacidn celular. Estudiar la regulacion de la
conidiacién y otros procesos relacionados con el desarrollo de P. chrysogenum, en relacion
con las modificaciones postraduccionales permitira identificar posibles reguladores y vias
de senalizacion dependientes de Pga1. Esto sin duda aportara informacion valiosa para

entender la compleja regulacién dependiente de fosforilacion en otros hongos filamentosos.
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1.9. Hipodtesis

El desarrollo de P. chrysogenum depende del funcionamiento coordinado de varias
vias de sefalizacion. Sin embargo, se desconoce el papel que juega la fosforilacién de las
proteinas en estos procesos. Por lo tanto, se ha planteado que los cambios en los patrones
de fosforilacién de proteinas que regulan el desarrollo son regulados, a su vez, por la

subunidad Gal Pga1 en P. chrysogenum.

1.10. Objetivos generales

Caracterizacién fenotipica de cepas mutantes de P. chrysogenum.

Identificacion de efectores fosforilados mediados por Pga1 en cepas mutantes de P.

chrysogenum.
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Capitulo 2
Obtencion de una cepa mutante
Pga1%°" y caracterizacion de su

fenotipo
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2.1. Introduccion

Los hongos filamentosos han sido estudiados durante muchos afos, debido a la
relacion intrinseca que existe con el hombre. Todas esas contribuciones han permitido
conocer mas sobre la fisiologia de estos microorganismos, favoreciéndose por un lado
multiples aplicaciones industriales, y por otro lado conociendo mejor los mecanismos
patogénicos que provocan varias enfermedades.

Una forma de estudiar el comportamiento de estos hongos es la caracterizacion
fenotipica, la cual consiste en una serie de técnicas micro y macroscépicas, asi como
algunas pruebas bioquimicas y moleculares realizadas en condiciones determinadas. La
mayoria de estos estudios implica el uso de cepas mutantes, empleadas como punto de
comparacioén con una cepa control. Entre estas técnicas se pueden mencionar algunas
como la medicion del peso seco (en medio liquido y sélido), crecimiento radial (en medio
sélido), niveles de conidiacion (en medio liquido y sodlido), produccion de metabolitos
secundarios (antibiéticos, pigmentos, toxinas; en medio liquido y sdlido), cambios de pH
(en medio liquido), cAMP intracelular (en medio liquido y sdlido), tolerancia a estrés
oxidativo, osmético, luminico y térmico (en medio liquido y sélido) y germinacion conidial
(en medio liquido), morfologia de estructuras (en medio liquido y sdlido), entre otras.

Todas estas técnicas proporcionan mecanismos de estudio de los fenotipos de P.
chrysogenum y cepas mutantes derivadas de ésta, con el fin de conocer y entender su

fisiologia.
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2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la subunidad Ga Pga1 constitutivamente activa (Pga19°*) en el

desarrollo de P. chrysogenum.
2.2.2. Objetivos especificos

m Obtener cepas transformantes portando el alelo dominante de activacion constitutiva
pga 1920t

m Comparacion fenotipica entre las cepas P. chrysogenum Wis54-1255, Pga1Q204L y
Apgaft:
1. Produccion de biomasa.
2. Tasa de crecimiento radial.
3. Conidiacion.
4. Respuesta a estrés oxidativo.

5. Niveles intracelulares de cAMP.
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2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Microorganismos

2.3.1.1. Escherichia coli

Cepa: E. coli DH5a.

Genotipo: F~ @80/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(r.”, m¢") phoA supE44 A thi-1
gyrA96 relA1.

Condiciones de cultivo: medio de cultivo Luria Bertani (LB) con (agar 2%) o sin agar, incubada para
crecimiento a 37°C durante 16 h. Las colonias transformantes resistentes a ampicilina fueron sembradas en
medio LB suplementado con 100 yg/mL de ampicilina.

Aplicacion: Esta cepa fue utilizada para la amplificar y conservar plasmidos.

2.3.1.2. P. chrysogenum Wis54-1255

Cepa: ATCC 28089 / Wisconsin 54-1255.

Genotipo: Cepa silvestre con funcion normal de la subunidad Ga Pgal de las proteinas G
heterotriméricas. Usada para la secuenciacion del genoma completo [207].

Condiciones de cultivo: Temperatura 6ptima de crecimiento 27°C.
Aplicacion: Se us6é como control en todos los experimentos.

2.3.1.3. P. chrysogenum Wis54-1255 pyrG™

Cepa: P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 pyrG~, nombre abreviado: Wis54-1255 pyrG.

Genotipo: Auxotrofia a uridina, obtenida por mutacion con nitrosoguanidina [208].

Condiciones de cultivo: Medio suplementado con uridina y temperatura éptima de crecimiento de 27°C.

Aplicaciéon: Se usdé como cepa receptora para la introduccidon del alelo dominante de activacion
constitutiva pga 7924,

2.3.1.4. P. chrysogenum Wis54-1255 Apga1

Cepa: P. chrysogenum Wis54-1255 Apga1, nombre abreviado en este trabajo: ApgaT.
Genotipo: Delecion del gen pgat que codifica para la subunidad Ga Pga1 [109].
Condiciones de cultivo: Temperatura 6ptima de crecimiento 27°C.

Aplicacion: Se uso para estudios fenotipicos y para obtener un perfil fosfoprotedmico.

2.3.1.5. P. chrysogenum Wis54-1255 Pga1Q204L

Cepa: en este trabajo se obtuvieron las cepas 27_Pga1Q204L y 44 Pga1Q204L.

Genotipo: Fondo genético de P. chrysogenum Wis54-1255 mas el alelo dominante pga792%,
Condiciones de cultivo: Temperatura 6ptima de crecimiento 27°C.

Aplicacién: Se uso para estudios fenotipicos y para obtener un perfil fosfoproteémico.
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2.3.2.

Medios de cultivo para P. chrysogenum Wis54-1255

MPPY: Glucosa 40 g/L, extracto de levadura 2 g/L, NaNO; 3 g/L, KCI 0.5 g/L, MgS047H,O 0.5 g/L,
FeS047H,0 0.01 g/L, pH 6.0. Usado para preinéculo y crecimiento de esporas [117].

Power: Sacarosa 25 g/L, lactosa 5 g/L, peptona 2.5 g/L, sélidos de maceraciéon de maiz 0.5 g/L, KCI 26.1
g/L, NaCl 2 g/L, NaNO; 1.5 g/L, K;HPO,4 0.25 g/L, MgSQO,4+7H,0 0.25 g/L, sales PW 1 mL (KH.PO. 30 g/L,
FeS0,7H,0 5 g/L, FeCls;*6H.0 2 g/L, CuSO4+7H,0O 1 g/L), pH de 6,75 + 0.2 [109].

Czapek: Sacarosa 30 g/L, K:HPO, 0.5 g/L, solucién concentrada Czapek 10 mL (NaNO3; 300 g/L, KCI 50
g/L, MgSO,47H,0O 50 g/L, FeSO47H.O 10 g/L), pH 6.8 £ 0.2. Para regeneracién de protoplastos fue
suplementado con 1 M de sorbitol.

PDA: infusién de papa 4 g/L, dextrosa 20 g/L, agar 15 g/L, pH 5.6 £ 0.2.

2.3.3.

11

2|

3

Vectores de clonacién y plasmidos

pJET1.2/blunt; vector de clonacion de 2974 pb, adquirido de Thermo Scientific (CloneJET PCR
Cloning Kit). La secuencia fue descargada del Genbank con el nimero de acceso EF694056.
pBluescript KS(+): vector fagémido de 2958 pb. La secuencia fue descargada del Genbank con el
numero de acceso X52331 [209, 210].

pPG(+): plasmido con el gen pyrG de P. chrysogenum para complementar la auxotrofia de P
chrysogenum Wis54-1255 pyrG™. Donado por [109].

Construidos en este trabajo:

4|

5

2.3.5.

pJpga1Q: vector con el gen pgat (bajo su propio promotor y terminador), con el codon de glutamina
(CAG) normal.

pJpgall: vector pJpgal1Q, pero con el cambio del codon de glutamina (CAG) a leucina (CTC),
correspondiente a la posicion 204 (Q204L) en la Pga1.

pBpga1Q-L: vector con el nuevo alelo de pga?, pga192*.

pQ204L.: plasmido con el alelo pga1°?** mas el gen pyrG.

Oligonucleétidos

F-pro-Pga1: 5-CTGCATCGATCTAGAAGTCCGGCAT-3', con sitios de restriccion para Clal, Xbal.
R-ter-Pga1: 5-TACAACCGTATCGATATCTACGACTTGGGA-3’, con sitio de restriccion para Clal.
Pga1Q204L-F : 5- TTCGACGTTGGTGGTCTCCGATCCGAGCGG-3', con nuevo coddn de leucina.
Pga1Q204L-R: 5- CCGCTCGGATCGGAGACCACCAACGTCGAA-3', secuencia complementaria
del nuevo codén de leucina.

pyrG-test: 5'- TCGACATCGCGCGCA AGTAC -3', usado para comprobar la integracién del plasmido
pQ204L en el genoma de P. chrysogenum Wis54-1255.

pgal-test-R: 5- TCATCGGGCTAACGGGAAGC -3', usado para secuenciacion y para comprobar la
integracion del plasmido pQ204L en el genoma de P. chrysogenum Wis54-1255.

Digestiones enzimaticas y ligaciéon de fragmentos de ADN

Las digestiones y ligaciones se llevaron a cabo siguiendo las especificaciones del proveedor (Thermo
Scientific).
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2.3.6. Extraccion de ADN plasmidico

trabajo.

Se utilizaron las soluciones descritas en [211], y se sigui6é una nueva metodologia implementada en este

2.3.7. ADN genémico de P. chrysogenum Wis54-1255

Las extracciones de ADN gendémico de P. chrysogenum Wis54-1255 se realizaron usando Promega DNA
Purification Kit, siguiendo las especificaciones del proveedor.

2.3.8. Mutagénesis dirigida

]

Amplificar el vector pJpga1Q con el par de oligonucleétidos Pga1Q204L-F y Pga1Q204L-R.

» Condiciones de PCR: 95°C 30 s; 25X [95°C 30 s, 58.8 30 s, 68°C 6 min]; 68°C 7 min.

» Termociclador modelo T100™ (Biorad).

» NOTA: para mayor especificidad y eficiencia utilizar PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase
(Agilent).

Tratar el producto de la reaccién de PCR con la endonucleasa Dpnl incubando a 37°C durante 1 h.

» Dpnl digiere ADN metilado y hemimetilado.

Purificar el producto de la digestién y transformar DH5a.

Extraer el nuevo vector pJpgail con el nuevo alelo pga 792,

Verificar la integridad de la mutagénesis por secuenciacion.

2.3.9. Preparacion y transformacion de células Ultracompetentes de E. coli

La preparacion y transformacion de células ultracompetentes se llevd a cabo usando los métodos
descritos en [212, 213].

2.3.10. Preparacién de protoplastos de P. chrysogenum
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Inocular 100 mL de medio MPPY (suplementado con uridina) con conidios provenientes de una placa
e incubar con agitacién constante 250 rpom durante 18-24 horas.

Recolectar el micelio, lavarlo dos veces con agua y secar con papel filtro.

Pesar 1 g de micelio y resuspenderlo en 10 mL de TPP.

» NOTA: preferiblemente hacer esta mezcla en un matraz de 125 mL

» TPP: 50 mM buffer de fosfato potasico, 0.7M KCI, pH 5.80.

Agregar 10 mL de solucion de enzimas liticas a la mezcla anterior.

» Solucién de enzimas liticas: enzimas liticas de Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich) disueltas
en TPP, a una concentracion final de 10-14 mg/mL. Filtrar por membrana de 0.22 pym.

Incubar la mezcla a 28°C a 100 rpm durante 2-4 horas.

» NOTA: monitorear la liberacién de protoplastos cada hora.

Filtrar la suspension de protoplastos por una membrana de 30 um.

Recolectar el sobrenadante con los protoplastos y centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos.

» NOTA: preferiblemente usar tubos de fondo cénico y usar centrifuga de rotor basculante.

Hacer dos lavados con solucion KCM.

» KCM: 0.7 M KCI, 50 mM CaCl2, 10 mM MES, pH 5.80.

Resuspender los protoplastos en buffer KCM a una concentracion de 1-2E8 protoplastos/mL.

» Mantenerlos la suspension de protoplastos en hielo hasta su transformacion.



2.3.11. Transformacién de P. chrysogenum Wis54-1255 pyrG~
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Preparar la mezcla de transformacion agregando 100 uL de la suspension de protoplastos, 10 pL de
PCM, 5-10 pyL de ADN (1-2 pg/uL). Mezclar suavemente con ayuda de una micropipeta.

» PCM: Polietilenglicol 6000 50%, 50 mM CaCl2, 10 mM MES, pH 5.80.

» NOTA: hacer un control haciendo una mezcla idéntica, pero sin ADN para determinar la capacidad
de regeneracion de los protoplastos, asi como la aparicién de colonias revertientes.

Mantener la reaccion en hielo durante 20 minutos.

Adicionar 500 pL de PCM y mezclar suavemente. Mantener a temperatura ambiente durante 20 min.
Diluir el polietilenglicol del PCM agregando 600 uL de solucion KCM.

Anadir la mezcla de transformacién al medio de cultivo fundido (48-50°C).

Mezclar suavemente y afiadir como cobertera sobre una base previamente preparada.

Incubar a 28°C durante 4-7 dias, o hasta la aparicién de colonias de transformantes.

2.3.12. Produccién de biomasa (por peso seco)

Recolectar el micelio con ayuda de una espatula metalica a partir de placas con medio Power/agar.
» NOTA: Hacer las mediciones por triplicado cada 24 h hasta las 192 h.

Depositar el micelio en un matraz que contiene 30 mL de solucién salina.

Calentar en un microondas hasta fundir el agar.

Filtrar el micelio y lavar con agua.

Deshidratar el micelio a 60°C durante 72 h.

Determinar el peso seco de la biomasa.

2.3.13. Conidiaciéon
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Aislar conidios a partir de matraces con medio Power inoculados con conidios después de 6 dias de
incubacion a 27°C.

Lavar y resuspender los conidios en solucion salina (NaCl 0.9%) y ajustar a 1E6 conidios/mL.

» NOTA: Esta suspension también se usa para el ensayo de conidiacion.

Propagar 5E4 conidios en la superficie de una placa (de 50 mm de diametro) con la ayuda de una
varilla de vidrio.

Incubar a 27°C.

Extraer 8 plugs de agar (8 mm de diametro) en cada tiempo y depositarlos en 4 mL de solucion NT.

» Tiempos: 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 56, 72, 96, 120, 144 y 168 h.

» Solucion NT: NaCL 0.9%, 0.01% Triton-X100.

» NOTA: Hacer cuadruplicado y dos mediciones por réplica.

Contar los conidios en una camara de Neubauer “improved” (0.100 mm Depth, 0.0025mm?) en un
microscopio 6ptico Olympus CH30RF100 a 40x.

2.3.14. Extension radial
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Inocular el centro de una placa (50 mm de diametro) con 0.5 L de la suspension de conidios.

» NOTA: Para evaluar el efecto del estrés oxidativo se exponen los conidios a varias
concentraciones de peroxido de hidrégeno (H20.), sembrandose en placas de bioensayo dividida en
varios cuadrantes y midiéndose el diametro de la colonia.

Incubar a 27°C.
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Tomar fotografias de las colonias cada 24 h a partir de las 48 h hasta las 168 h.

» Fotografias tomadas con una Camara Reflex Canon EOS Rebel T5 en modo Macro, a una altura
aproximada de 30 cm, usando siempre una referencia milimétrica al lado de cada placa para las
mediciones.

» NOTA: Hacer las mediciones en 5 réplicas.

Procesar las imagenes con el programa ImageJ v1.52s haciendo dos mediciones perpendiculares
por colonia.

Analizar los datos obtenidos en algun programa estadistico (Python).

2.3.15. Cuantificacion de cAMP intracelular
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Recolectar el micelio con ayuda de una espatula metalica a partir de placas con medio Power/agar.
Lavar dos veces con solucion salina.

Medir la concentracién de cAMP de acuerdo con las especificaciones del proveedor (Direct cAMP
ELISA kit, Enzo Life Science, Catalog ADI-900-066), con algunas modificaciones.

» NOTA: Después macerar el micelio con ayuda de nitrégeno, incluir un paso de liofilizacion de 6 h
aproximadamente para remover toda la humedad de las muestras.

Leer la absorbancia en un Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek) a una longitud de onda de
405 nm y procesar los datos.

2.3.16. Analisis estadisticos
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Todos los datos fueron procesados en Jupyter Notebook de Python.

Todos los analisis estadisticos (medias, desviasiones estandar, pruebas de T y regresiones lineales)
se realizaron usando la biblioteca SciPy (https://www.scipy.org/) para Python, la cual se compone de
herramientas y algoritmos matematicos.


https://www.scipy.org/

2.4. Resultados y discusion

2.41. Clonacion de pga7y construccion del plasmido pPgaQ204Lp

El gen pga1 codifica la subunidad Ga Pga1, de las proteinas G heterotriméricas de P.
chrysogenum. Pga1 presenta alta identidad de secuencia (mas del 88%) con subunidades
Gal de varios hongos filamentos (Fig. 3). Entre hongos del mismo Orden Eurotiales, la
identidad llega a ser del 100% (Fig. 6A).

El objetivo de clonar pga? fue obtener el alelo de activacion constitutiva pga?92%* y
estudiar sus efectos en el desarrollo de P. chrysogenum, principalmente en etapas
tempranas de la conidiacion. Hasta el momento, se han estudiado los alelos constitutivos

pga y pga
mostrado tener efectos pleiotrépicos [108, 109]. Por otro lado, debido a que Bosch et al.

1G42R 1G203R

, ademas de la delecidon de pga1 en P. chrysogenum, los cuales han

(2012) cuestionaron el verdadero funcionamiento del alelo pga7®®®, que hasta ese
momento ya habia sido estudiado en varios hongos filamentosos, se decidié estudiar el

efecto del alelo pga719®®:, el cual es mas estable que pga?®®

, 'y comparar el
comportamiento de ambos. La glicina 204 se localiza en el “switch” 1l (caja 3 con la
secuencia consenso DXXG: FDVGGQR en hongos filamentosos) hacia el extremo N-
terminal de la hélice a2 (entre la hoja B3 y la hélice a2). La alteracion de este motivo puede
afectar a la interaccion con el dimero Gy, receptores GPCR, proteinas RGS, enzimas y
canales ionicos. Ademas, también esta demostrado que el cambio de este residuo afecta
los sitios de unién del cofactor Mg** y del fosfato y del GTP necesario para el ciclo normal
de activacion de las proteinas G heterotriméricas (Fig. 6A, B).

Antes de obtener todas las construcciones plasmidicas, éstas fueron disefadas
usando el programa libre ApE-A plasmid Editor v2.0.55 con el fin de tener control total
sobre las secuencias y construcciones esperadas. Este programa permite saber con
exactitud la posicion de todos los sitios y patrones de restriccién en las secuencias y, en
consecuencia, el tamafo de todos los fragmentos esperados, sin posibilidad de error.

A partir de ADN total de la cepa Wis54-1255, se amplificé por PCR un fragmento de 2.7
kb que contiene el gen pga, con su promotor y terminador (Fig. 6C). Este fragmento fue
clonado en el vector pJET1.2/blunt (CloneJET PCR Cloning Kit #K1232) obteniéndose el
nuevo vector pJpga1l, para a continuacion realizar una mutagénesis dirigida para hacer el

cambio de glutamina (codon CAG: Q) por leucina (codén CTC: L) en la posicion 204, de la
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secuencia de aminoacidos. El producto de la mutagénesis fue secuenciado, para confirmar
el cambio de los nucledétidos AG por CT. Una vez confirmada la mutacion, el fragmento Clal
fue clonado en el fagémido pBluescript KS(+), obteniéndose el nuevo plasmido
pBpga1Q204L, que fue confirmado mediante analisis con enzimas de restriccion.
Posteriormente el fragmento Hindlll (con el gen pyrG de P. chrysogenum) del plasmido
pPG(+) fue clonado en pBpga1Q204L, para obtener el plasmido pPgaQ204Lp (Fig. 6C). El
plasmido pPgaQ204Lp se construyé de tal forma que tuviera la misma estructura que el
plasmido pPgaG42Rp [109], que porta el alelo pga71°**R con su propio promotor mas el gen
pyrG como marcador de seleccién, para que de esta forma sean comparables las cepas
que portan cada uno de los alelos en los diferentes analisis fenotipicos a los que se

someterian posteriormente.
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Fig. 6. Construccién del plasmido pPga1Q204Lp con la mutacion Q204L en el gen pga1.

(A) Grado de conservacioén entre varias subunidades Gal de algunos hongos filamentosos. También
se muestran las dos cajas (caja 1 [P-loop]: G42, caja 3 [“switch II']: G203) que hasta ahora han sido
estudiadas en P. chrysogenum, incluyendo la Q204, propuesta en este trabajo.

(B) Esta figura muestra los 5 motivos que conforman el sitio de unién de GTP en la subunidad Gais
de rata. También muestra el acercamiento del residuo Q204 al fosfato gamma y al cofactor Mg, lo
cual demuestra su papel esencial en la estabilidad de GTP. Este modelo fue tomado de la base de
datos PDB y pertenece la subunidad Gaiy de rata [214], sin embargo, el grado de identidad con
Pga1 en los motivos del dominio GTPasa es del 100%. La estructura fue procesada con el
programa Discovery Studio Visualizer v19.1.0.18287.

(C) Construccién del plasmido pPgaQ204Lp. 1) El primer paso fue la amplificacién del gen pga1
obteniéndose un fragmento de 2.7 kb y su ligacion con el vector pJET1.2/blunt para obtener el
plasmido pJpgal de 5.7 kb. 2) El segundo paso fue la mutagénesis usando pJpgal como molde. 3)
El producto de la mutagénesis fue secuenciado para confirmar el cambio en los nucleétidos como
muestra el electroferograma. 4) El cuarto paso consistié en ligar dos productos de digestion, uno
proveniente del vector pBluescript KS(+), y otro del plasmido pJpgal, de 2.9 kb y 2.7 kb,
respectivamente. El plasmido generado pBpga1Q204L (5.7 kb) fue digerido con BamHI y Clal para
confirmar el patrén de bandas, obteniéndose un par de bandas de 3.0 y 2.6 kb con BamHlI, y otro
par de bandas de 2.9 y 2.7 kb con Clal. 5) El ultimo paso consistié en la inserciéon del gen pyrG en



el plasmido pBpga1Q204L para obtener finalmente pPga1Q204Lp (7.2 kb). Este ultimo fue obtenido
después de ligar dos productos de digestion, uno de 1.4 kb correspondiente al gen pyrG y otro de
5.7 kb, correspondiente al plasmido pBpga1Q204L linealizado.

2.4.2. Seleccién y confirmacion de cepas transformantes

Una vez construido el plasmido pPga1Q204Lp se procedié a transformar P
chrysogenum Wis54-1255 pyrG-. Tras la transformacion de Wis54-1255 pyrG™ se
obtuvieron 47 transformantes, que fueron propagadas para analisis posteriores. En
general, se observd un fenotipo heterogéneo, es decir, se obtuvieron cepas con diferente
grado de conidiacion (Fig. 7A). Ya que era claro el fenotipo esperado, se eligieron aquellas
cepas con un aspecto “fluffy” (micelio aéreo blanco [41, 215]), caracteristico de cepas con
alelos de activacién constitutiva (al menos, segun lo observado en hongos filamentosos
Eurotiales). Es comun observar variabilidad fenotipica en transformantes, aunque esto
generalmente no se reporta [216]. Esta variabilidad puede ocurrir en diferentes grados, en
algunas ocasiones los fenotipos entre cepas transformantes son contrastantes, y se
pueden observar desde diferentes grados de conidiacién, pigmentacién, crecimiento, hasta
diferentes grados de patogenicidad.

La correcta integracion del plasmido pPga1Q204Lp en el genoma de Wis54-1255
pyrG~ se comprobd por PCR usando el par de oligonucleétidos pyrG-test y pgai-test-R
(seccién 2.3.4). Debido a que la integracion del plasmido en el genoma es generalmente
ectdpica, se diseid un par de oligonucledétidos para confirmar la presencia tanto de pyrG
como del alelo pga1°®®* (Fig. 7B, C, D, E). Este par de oligonucledtidos genera un
fragmento de 2543 pb, suficiente para determinar la integridad de pga7. Se eligieron 9 de
47 transformantes que presentaron un fenotipo similar y mas predominante entre todas las
transformantes, a las cuales se les aislé el ADN gendmico y se usé como molde para la
PCR. Los productos de PCR fueron secuenciados para confirmar la integridad de la
mutacion Q204L (CAG—CTC) después de la integracion en el genoma. De las 9
transformantes analizadas, 8 dieron positivo.

Finalmente, de las 8 transformantes positivas, se eligieron la 9 y la 12 para todos los
ensayos posteriores, y fueron nombradas 27_Pga1Q204L y 44 _Pga1Q204L, nombres que

se corresponden con el numero original de transformante: 27 y 44, respectivamente.
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Fig. 7. Fenotipos y seleccion de transformantes.

(A) La imagen muestra 15 de las 47 transformantes. Las transformantes marcadas en naranja
presentaron el fenotipo esperado (“fluffy”), ver también figura 9C. Las imagenes muestran 6 dias de
crecimiento en medio Power.

(B) Esquema general del plasmido pPga1Q204Lp, mostrando las posiciones de elementos como: el
gen pyrG, alineamiento de los oligonucleétidos pyrG-test y pga1-test-R, promotor de pga? (Ppga1),
pgaty el terminador de pgal (Tpga7). Ademas, se sefala la posicién de la mutacién Q204L en la
secuencia, la cual esta incluida en el producto de PCR de 2543 pb.

(C) Extracciones de ADN. El primer carril corresponde a ADN plasmidico aislado de E. coli DH5a. El
resto de los carriles corresponde al ADN genémico de las nueve transformantes seleccionadas.

(D) PCR de las nueve transformantes seleccionadas. Todas dieron positivo en el analisis de
integracion, a excepcion de la 1 que presentd un patrén indeseado. Ademas, en el gel se incluyen
dos controles, un control positivo que corresponde a una banda obtenida directamente del
plasmido, y un control negativo correspondiente a la cepa Wis54-1255 donde no se observa banda.
La banda esperada tenia un tamafio de 2543 pb.

(E) Secuenciacién de los productos de PCR del andlisis de integracion. El codén esperado es CTC
que codifica al residuo de leucina, tal como se muestra en los electroferogramas.
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2.4.3. Produccion de biomasa

Ademas de las cepas 27 _Pga1Q204L y 44 Pga1Q204L, se incluyeron la cepas Wis54-
1255 y Apgal cuyos genotipos se describen en la seccion (2.3.1.1). Existen varios
métodos para medir el crecimiento, uno de ellos es la cuantificacion del peso seco. Esta
cuantificacion se determiné a partir del crecimiento en superficie solida, usando medio de
cultivo Power/agar con el fin de favorecer el crecimiento de micelio aéreo. Se pretendia
evaluar, como ya se mencion6 anteriormente, el efecto de Pga1 en dos tipos de cepas
diferentes: una donde la actividad de Pga1 es constitutiva y otra donde Pga1 esta ausente.

Una vez realizada la cinética de crecimiento, se observd una curva de crecimiento
similar en todas las cepas (Fig. 8A). La cepa Wis54-1255 presentd una curva tipica de
crecimiento con fase exponencial y estacionaria bien diferenciadas, ademas de un ligero
declive después de las 144 h. En el rango de las 72 y 144 h se observan comportamientos
opuestos entre la cepa Apgal, y las cepas 27_Pga1Q204L y 44 Pga1Q204L, respecto a la
cepa Wis54-1255, un efecto probablemente provocado por la actividad de Pgail. Si se
observan por separado, se aprecia una diferencia estadisticamente significativa entre
Apga1t, y las cepas 27_Pga1Q204L y 44 Pga1Q204L en diferentes tiempos (Fig. 8B). Este
resultado apunta a que Pgal regula positivamente la produccion de biomasa en medio
soélido. El estudio mas cercano y comparable con estos resultados se realizé en N. crassa
[41], en el cual demostraron que los alelos gna-192%y gna-1R'"8¢ se correlacionaron con un
incremento en la produccion de biomasa, mientras en Agna-1 la produccion fue reducida.
Cabe mencionar que estas diferencias las encontraron a las 72 h, lo cual coincide con lo
observado en este trabajo, aunque en este caso la cinética de crecimiento permitié
identificar otros tiempos con diferencias en la produccién de biomasa (Fig. 8B). La mayoria
de los experimentos que implican el estudio de la subunidad Ga se han conducido
empleando el medio liquido como sistema de crecimiento y analisis, lo cual hace
complicada una comparacion objetiva de resultados. En otro trabajo se evalud el alelo
pgal1®® similar a pga19?®*, no observandose diferencias significativas en el patron de
crecimiento ni en la produccidon de biomasa en cultivo liquido entre las cepas NRRL 1951
(P. chrysogenum), PgaG42R-T (pga1®*®) y GpdG42R-T (pga1®**R) [108]. Por otro lado,

Garcia-Rico et al. (2011) concluyeron que la activacion constitutiva de Pga1 favorece el
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crecimiento vegetativo, aunque esta afirmacién se refiere al crecimiento apical en medio

solido y no a la produccion de biomasa.
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Fig. 8. Efecto de Pga1 sobre la produccién de biomasa en medio sélido.

(A) Produccién de biomasa de las cepas Wis54-1255, 27_Pga1Q204L, 44 Pga1Q204L y Apga1. El
ensayo se realizd en medio Power/agar. Las barras de error representan la desviacion estandar de
tres réplicas.

(B) Tiempos en los que se presentaron diferencias significativas entre las cepas Apgaf,
27 Pga1Q204L y 44 Pga1Q204L. Apgal vs 27 Pga1Q204L (en verde), y Apgal vs
44 Pga1Q204L (en rojo). Las barras de error representan la desviacion estandar de tres réplicas.
Las diferencias significativas fueron determinadas aplicando una prueba de T (P<0.05).

2.4.4. Crecimiento radial

La tasa de crecimiento radial es otra medida de crecimiento usada frecuentemente en
el estudio de hongos filamentosos. Para este método se emplea una superficie sdlida, tal
como el agar, y se monitorea el crecimiento radial de las hifas vegetativas, las cuales
forman un circulo. El incremento del radio de este circulo refleja la velocidad de
crecimiento del hongo, que se obtiene a partir de una regresion lineal con el radio de la
colonia (mm) en funcién del tiempo (h).

La tasa de crecimiento radial fue evaluada en tres medios de cultivo distintos con el fin
de observar el efecto de la actividad de Pga1 sobre el crecimiento de P. chrysogenum. Los
tres medios empleados fueron Czapek (un medio de cultivo definido), PDA (un medio de
cultivo de uso general para varios hongos) y Power (un medio de cultivo complejo usado
para esporulacion). El crecimiento radial de las cepas fue lineal en todos los casos con
coeficientes de correlacion superiores a 0.9 indicando que la regresion lineal explica
adecuadamente la variacion del radio (crecimiento radial) en funcidén del tiempo. En este

resultado se vuelve a observar un comportamiento opuesto entre la cepa Apgai, y las
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cepas Wisb54-1255, 27 _Pga1Q204L y 44 Pga1Q204L (Fig. 9A). Este mismo
comportamiento se observo en las cepas PgaG42Rpyr-T, GpdG42Rpyr-T, Wis54-1255,
G203R-T y Apgat al someterlas a una temperatura de 37°C, donde Apga tuvo una tasa
de extension apical relativa mayor que el resto de las cepas, en medio Czapek y Power
[111]. Las cepas con el alelo pga19%® presentaron un comportamiento similar a la cepa
Wis54-1255, aunque con una velocidad de crecimiento ligeramente inferior en PDA y
Power (Fig. 9A). También se observé una velocidad de crecimiento mayor de todas las
cepas en medio Power que en los medios Czapek y PDA.

Las cepas Wis54-1255, 27 Pga1Q204L y Apgai también fueron sometidas a un
ensayo de respuesta a estrés oxidativo para evaluar el efecto de Pgal (Fig. 9B). Se
observa que 27_Pga1Q204L es hipersensible al estrés oxidativo comparada con Wis54-
1255 y Apgai. El alelo pga7®®® estudiado en otro trabajo, no presentd diferencias
significativas en la respuesta a estrés oxidante, respecto a la cepa Wis54-1255 [111], lo
cual apunta a que el efecto provocado por el alelo pga79?®* es mas extremo que el de
pga1%R tal como argumentan Bosch et al. (2012) y otros autores como Yu et al. (1999), y
Yang y Borkivich (1999), quienes han estudiado el alelo Q204L y plantean que la actividad
dominante de la subunidad Ga causa pérdida de la actividad GTPasa intrinseca, la cual es
esencial para inactivar la senalizacion por proteinas G heterotriméricas. Por otro lado,
Apga1y Wis54-1255 mostraron mayor resistencia a varias concentraciones de perdxido de
hidrogeno, aunque el crecimiento de Apga? fue superior. Los mismos comportamientos
fueron observados en N. crassa, donde se demostré que la delecion de gna-1, aunque
produce poco micelio aéreo es mas resistente a estrés térmico y oxidativo que la cepa
parental, y los alelos gna-1R'8¢ y gna-19?*- aunque producen mas micelio aéreo que la
cepa parental son mas sensibles a estrés oxidativo y térmico [41, 56]. Cabe sefialar que
Apgal1 presentd un crecimiento radial superior al de las cepas Wis54-1255 vy
27_Pga1Q204L (Fig. 9B), y este comportamiento fue observado por Garcia-Rico et al.
(2011) al someter a la cepa Apga? y otras cepas a varios tipos de estrés como térmico,
osmotico y oxidativo, demostrando que la tasa de extension apical relativa siempre fue
mayor al resto de cepas.

Estos resultados demuestran el importante papel de Pga1 en la respuesta a estrés
oxidativo: al parecer Pga1 regula negativamente la respuesta a este y otros tipos de estrés,
como el térmico y osmatico. En varias especies de hongos se ha correlacionado la

produccion de carotenoides con la proteccién contra estrés oxidativo [41, 217]. En P.
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chrysogenum la presencia de pigmentos esta relacionada igualmente con la respuesta a
estrés oxidativo si estos tienen capacidad antioxidante como es el caso de los
carotenoides; el alelo pga79?®*- no produce ningun tipo de pigmento durante su crecimiento
y presenta mayor sensibilidad a estrés oxidativo (Fig. 9B, C, pigmentacion de colonia y de
conidios), caso contrario al de Apga1, que produce pigmento y es resistente a varios tipos
de estrés. Ademas, la cepa Q204L produce conidios no pigmentados (o albinos), lo que se
logré observar en suspensiones de conidios, mientras que la Apga? produce conidios de

color verde oscuro (Fig. 9C, inferior).
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Fig. 9. Tasa de crecimiento radial en diferentes medios de cultivo.

(A) Comparacion del crecimiento radial entre diferentes cepas. Los graficos de barras insertados en
el grafico principal representan la tasa de crecimiento radial obtenida a partir de la regresion lineal
del radio de las colonias en funcién del tiempo en horas. Para estimar la tasa de crecimiento radial
se utilizo la ecuacion de la recta y = mx + b, donde y es el radio de la colonia (mm), m es la tasa de
crecimiento radial (mm/h), x es el tiempo (h) y b es una constante de la regresion lineal.

(B) Los graficos muestran una comparacion del crecimiento radial de las cepas Wis54-1255,
27_Pga1Q204L y Apga1t en presencia de diferentes concentraciones de H,O, con el fin de evaluar
su respuesta a estrés. A las 72 h se muestra un conjunto de micrografias pertenecientes a Apga1,
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Wis54-1255 y 27_Pga1Q204L mostrando el grado de pigmentacion y su relacion con la resistencia
a estrés oxidativo.

(C) Crecimiento radial de diferentes cepas en medio Power suplementado con extracto de planta
(Hibiscus sabdariffa, el cual provoca la esporulacion en P. chrysogenum), foto tomada a las 72 h de
crecimiento para observar la diferencia fenotipica entre las cepas. La imagen inferior muestra el
grado de pigmentacion en suspensiones de conidios aislados de cajas de Petri con medio Power
después de 6 - 7 dias de incubacion a 27°C.

2.4.5. Efecto de Pga1 en la conidiaciéon

La conidiacion es otro de los procesos regulados por la subunidad Gal, lo que se ha
demostrado en varios hongos filamentosos con aplicaciones industriales, fitopatogenos,
entomopatdégenos y patdgenos. Dicha subunidad no provoca un unico patron sobre el
control de la conidiacién: en algunos casos se han observado efectos drasticos llegando a
suprimir por completo la formacion de conidioforos, en otros hongos ocurre sélo una
reduccion parcial sin inhibir este proceso por completo, y con menos frecuencia, no
provoca efectos sobre la conidiacion (Fig. 10A). Cabe sefialar, que la conidiacion y otros
procesos como la produccion de metabolitos secundarios, la patogenicidad y el crecimiento
vegetativo, se encuentran regulados diferencialmente en varias especies.

En condiciones ambientales favorables, los conidios producen micelio joven y esta
propiedad es aprovechada para multiples aplicaciones: por ejemplo, el uso de conidios de
P. camemberti como cultivo iniciador en la elaboracion de queso [218]. Los conidios son el
principal medio de reproduccion, propagacion e infectividad en los hongos filamentosos. En
especies de Penicillium se han identificado cuatro estados morfogénicos relacionados con
la conidiacién: 1) una vez que se induce la conidiacién (hora 0) se detiene el crecimiento
apical de las hifas vegetativas, 2) después de 4 horas, las células apicales son septadas y
comienzan a hincharse, con la concomitante formacién de extensiones subapicales, 3)
después de 6 horas, las células apicales se diferencian en fidlides, 4) de las fialides brota
el primer conidio, y a partir de este paso, aproximadamente cada hora se forma el siguiente
conidio resultando en una cadena de conidios en sucesion basipétala [219]. Los conidios
son formados en estructuras asexuales especializadas llamadas conidiéforos, los cuales se
desarrollan de forma programada por varios elementos genéticos directos de la expresion
de genes y por varios reguladores responsables de la progresion de cada estado [173]. La

conidiaciéon es controlada por una via reguladora central conformada por tres factores de
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transcripcion [168]: BrlA, AbaA y WetA (Fig. 10B), ademas de otros reguladores indirectos
de este proceso.

Hasta el momento, la mutacion Q204L ha sido estudiada especificamente en ocho
hongos filamentosos, y en estos estudios se ha destacado la conidiacion como uno de los
procesos mas importantes regulado por la subunidad Gal (Fig. 10B). Ademas de estos
ocho trabajos, existe otro trabajo en T. atroviride [103], en el cual construyen un alelo de
tga1, ortdlogo de fadA de A. nidulans o de gna-1 de N. crassa, nombrado Q203L, sin
embargo, los resultados de este trabajo son cuestionables ya que al realizar un
alineamiento de secuencias entre Tga1 de T. atroviride y varias subunidades Gal de varios
hongos filamentosos, en la posicion 203 de Tga1 T. atroviride se encuentra un residuo de
glicina y no una glutamina, la glutamina se encuentra en la posicién 204. Y, ya que esto
genera confusion, este trabajo no fue tomado en cuenta para discusion en esta tesis,
aunque encontraron efectos importantes de la subunidad Tga1 sobre la conidiacién o algun
otro proceso.

Para evaluar el efecto de Pga1 en el desarrollo asexual, se llevo a cabo una cinética de
conidiacién en diferentes cepas durante 8 dias de crecimiento en medio Power. La primera
observacion que se hizo fue que las cepas mostraron diferencias morfolégicas. Las cepas
27 _Pga1Q204L y 44 Pga1Q204L presentaron pocos conidioforos, con escasos conidios
en su estructura y de tamafo superior a los conidios de Apga? (Fig. 10C). Por otro lado, la
cepa Apgal presentd conidiéforos con estructura normal, portando largas cadenas de
conidios, incluso mas que en la cepa Wis54-1255 (Fig. 10C). Un efecto similar sobre la
morfologia fue observado en M. oryzae, donde el alelo magB®®* provocd cambios en la
morfologia de los conidios respecto a las cepas magB(G42R) y parental, generando
conidios mas largos y delgados [42]. Con estos resultados Bosch et al. (2012), aclarando
un poco la controversia con la mutacion G42R, concluyeron que las mutantes G42R
presentan fenotipos diferentes a las mutantes Q204L deficientes en actividad GTPasa, y
que esto era consistente con las confirmaciones estructurales, bioquimicas vy
experimentales obtenidas sobre la actividad GTPasa de la subunidad Ga. Aunque no es
directamente relacionado con la mutacion Q204L, la delecion en S. tritici de MgGpa1
provoco defectos en la morfologia de las esporas, generando esporas mas largas que en la
cepa parental [152], lo cual también habla del papel de la subunidad Ga en la morfologia.

En la cinética de conidiacién se observo una drastica disminucion la conidiacion en las
cepas 27_Pga1Q204L y 44 Pga1Q204L, alcanzando diferencias de hasta 2 - 4 érdenes de
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magnitud con respecto a las cepas Wis54-1255 y Apga1 (Fig. 10D). Otra observacion que
se hizo fue que las cepas 27_Pga1Q204L y 44 Pga1Q204L presentaron un retraso en la
conidiogénesis de hasta 28 h respecto a Wis54-1255 y Apga1, iniciando su produccion de
conidios entre las 56 y 72 h (Fig. 10E). Las cepas Wis54-1255 y Apga1 comenzaron su
ciclo conidiogénico entre las 24 y 28 h, aunque posteriormente Apga? incrementd su
produccion gradualmente. Aunque existen varios estudios sobre el papel regulador de la
subunidad Gal en la conidiacion, en pocos se menciona si la activacion constitutiva o la
delecion retrasé o acelerd la conidiogénesis. En un trabajo con T. reesei, aunque no
mencionan el tiempo aproximado, describen que la activacién constitutiva de gnat
(gna19®®) retraso la esporulacion y redujo la formacion de esporas un 30%. En otro
estudio con T. harzianum, describen que la delecion de tga7, ortdlogo de fadA de A
nidulans, provoca un retraso de la conidiogénesis de aproximadamente 20 h [220].

La conidiacion también fue evaluada en los medios Czapek, PDA y Power a las 72 y
168 h (Fig. 10F). A diferencia de la mutante PgaG42R-T de P. chrysogenum [109], las
cepas 27_Pga1Q204L y 44 _Pga1Q204L con el alelo pga719®" presentaron una represion
completa de la conidiacion en los medios Czapek y PDA. En algunos hongos, la activacion
constitutiva de Gal ha tenido efectos drasticos sobre la conidiacion: por ejemplo, en el
hongo filamentoso C. parasitica, la mutacién Q204L provoco la inhibicidn completa de la
conidiacion [221], a tal grado de impedir la realizacion de algunos experimentos, y en P.
marneffei la mutaciéon G42R reprimio la expresion de brlA y en consecuencia la conidiacion
[120].

Después de ver estos resultados, se observa que la conidiacion requiere de al menos
una inactivacion parcial de la senalizacion mediada por las proteinas G heterotriméricas.
Cabe sefialar que muchos de los enfoques usados para comprender el papel de las
proteinas G heterotriméricas en la conidiacion y otros procesos relacionados con el
desarrollo de los hongos, se han dirigido a nivel transcripcional, sin explorar otros niveles
de regulacion que estan presentes en la célula y que pueden tener impacto en el
desarrollo, tal como la fosforilacién de las proteinas, tema que se discute en el Capitulo 3

de esta tesis.
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Fig. 10. Conidiaciéon en P. chrysogenum.

(A) Regulacién de la conidiacién de hongos filamentosos en los cuales se ha estudiado la
subunidad Gal. El asterisco en el nombre de algunos genes indica que se usé un gen heterdlogo de
una especie relacionada, porque no se ha descrito o porque la delecién era letal como en el caso de
A. flavus [71].

(B) Via reguladora central de la conidiacion en especies de Aspergillus (Figura modificada de [222]).
Lado derecho de la figura: hongos filamentosos en los cuales se ha estudiado el alelo Q204L y sus
efectos observados sobre la conidiacion (lineas terminadas en barra indican regulacion negativa,
lineas terminadas en flecha indican regulacién positiva y lineas punteadas indican que no se
produce un efecto significativo). En el caso de P. chrysogenum fue el resultado observado en esta
tesis, aunque esto ya se habia concluido previamente en un estudio con el alelo pga7®*?®. El hongo
dentro del recuadro rojo indica que los resultados son cuestionables, revisar en [103].

(C) Morfologia de conidiéforos en tres cepas diferentes. Micrografias a 100 aumentos tomadas a las
72 h a partir de microcultivos en medio Power.

(D) Efecto de Pga1 en la conidiacion de P. chrysogenum en medio Power. La produccion de
conidios se muestra como el log10 de conidios/cm? para mejor visualizaciéon. Los grafos en la parte
superior de la cinética muestran los 6rdenes de magnitud que existen entre las cepas en horas con
mayor produccion de conidios, y la direccion de flechas indica el sentido en que fue calculado el
orden de magnitud considerando como punto de partida las cepas con mayor cuenta de conidios.



(E) Cinética de conidiacion de las primeras 72 h para ilustrar la diferencia entre cepas del inicio de
la conidiacion.
(F) Efecto de Pga1 en la conidiacion de P. chrysogenum en diferentes medios de cultivo.

2.4.6. Efecto de Pga1l sobre los niveles intracelulares de cAMP

En general, todos los hongos filamentosos han desarrollado la capacidad de percibir
condiciones ambientales y responder adecuadamente; es decir, son capaces de detectar
cambios en la disponibilidad de nutrientes, de pH, de oxigeno, de temperatura y cambios
en la osmolaridad. Las vias de transduccidon de senales juegan un papel importante en
estos mecanismos de percepcion, respuesta y adaptacion, y una de ellas es la via de
sefalizacion cAMP/PKA. Esta via ha sido implicada en procesos de respuesta a estrés,
metabolismo, desarrollo y virulencia [223], y se ha relacionado con la germinacion de
esporas [224]. La via cAMP/PKA incluye a dos componentes clave, la enzima adenilato
ciclasa y la PKA. La activacion de la adenilato ciclasa por GTP-Ga cataliza la conversion
de ATP (“Adenosine triphosphate”) a cAMP. La molécula de cAMP actua como un
mensajero secundario que activa a PKA provocando la liberacién de las subunidades
cataliticas e iniciando asi una cascada de fosforilacion de proteinas en residuos de
serina/treonina, incluyendo otras cinasas y factores de transcripcién. Finalmente, los
niveles de cAMP son regulados por fosfodiesterasas, las cuales convierten el cAMP en 5’-
AMP [225].

Para determinar en qué forma Pga1 regula los niveles intracelulares de cAMP en P.
chrysogenum, se midieron los niveles de este mensajero en micelio vegetativo incubado en
medio solido Power, en un tiempo en el cual la cuenta de conidios de cada cepa alcanzo el
5% de su punto maximo de conidiacion (Fig. 11A), y teniendo en cuenta su
comportamiento en la conidiogénesis, observado en la cinética de conidiacion descrita en
la seccion anterior (seccidn 2.4.5). Este planteamiento se hizo con el fin de evitar sesgos
en los resultados: este método permite controlar el estado fisiolégico del hongo ya que el
comportamiento de las cepas es diferente, sobre todo considerando el retraso de la
conidiacion de las cepas 27_Pga1Q204L y 44 Pga1Q204L, y otro objetivo del
planteamiento es la evaluacion de etapas tempranas de la conidiacion, con el fin de
relacionar los niveles de cAMP, la activaciéon de la via cAMP/PKA y la fosforilacion de

proteinas, tema que se discute en el siguiente capitulo.
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El conteo de conidios en las cepas 27_Pga1Q204L y 44 Pga1Q204L fue tan escaso
que sus puntos maximos de conidiacion apenas alcanzaron el 0.5 y 10% de los puntos
maximos de conidiaciéon de las cepas Wis54-1255 y Apga1, respectivamente (Fig. 11A). El
punto maximo de conidiacién de Wis54-1255 respecto a Apga? fue de apenas el 10.7%.
Teniendo en cuenta este efecto, se observd que las cepas con el alelo pga79®
presentaron niveles elevados de cAMP intracelular, tres veces mas que Wis54-1255 y siete
veces mas que Apgal (Fig. 11B). Estos resultados demuestran que Pga1 regula
positivamente los niveles intracelulares de cAMP. Esta regulacion positiva sobre los niveles
de cAMP se refleja en la mayoria de los hongos en los que se ha estudiado, pero también
existen excepciones. En las cepas donde ha sido estudiada la mutacion Q204L se han
observado patrones distintos sobre la regulacion del cAMP (Fig. 11C). Por ejemplo, el alelo
magB®®®" de M. grisea regula negativamente los niveles de cAMP, y aunque en M. oryzae
no fue determinado, es posible que tenga el mismo efecto. En C. parasitica la delecion de
cpg-1 incrementd los niveles de cAMP y, aunque tampoco fue determinado, cabe la
posibilidad que una activacion constitutiva de cpga-1 provoque el efecto contrario,
reduciendo los niveles de cAMP. Por otro lado, en las cepas N. crassa y T. reesei, los
alelos de activacion constitutiva incrementaron los niveles de cAMP. Y en P. chrysogenum

se estudié el alelo pga1®**R y se observaron los mismos resultados.
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Fig. 11. Regulacién de los niveles intracelulares de cAMP en P. chrysogenum.

(A) Produccién maxima de conidiacion. Porcentaje de conidios estimado a partir del punto maximo
(tomado como el 100%) de conidiacion de cada cepa. La linea negra punteada indica el 5%. El
Ovalo naranja sefala los puntos maximos de conidiacién de las cuatro cepas. El recuadro naranja
representa las diferencias en la conidiacién entre cepas, obtenidas a partir de los puntos maximos,
y los puntos de colores se corresponden con la leyenda del lado derecho.

(B) Concentraciones de cAMP intracelular obtenidas a las 44 (Apgat), 48 (Wis54-1255), 75
(27_Pga1Q204L) y 72 horas (44_Pga1Q204L) de cultivo en medio sélido Power, que es cuando
cada cepa obtiene el 5% de conidios respecto a su punto maximo de conidiacion.
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(C) Regulaciéon de los niveles de cAMP intracelular en hongos filamentosos en los que se ha
estudiado la mutacion Q204L. En el caso de C. parasitica, el resultado en el “heatmap” corresponde
al efecto provocado por la delecion de cpga-7 debido a que no se evaluo el alelo cpga-7192°,

2.5. Conclusiones

60

1. Se amplifico y clono el gen pga?, y a partir de éste se obtuvo el alelo pga?7®*- de

activacion de constitutiva.

. Se obtuvieron varias cepas transformantes con el alelo pga79?®*, de las cuales se

eligieron dos con el mismo fenotipo: 27_Pga1Q204L y 44 Pga1Q204L, para el

analisis fenotipico y fosfoprotedmico.

. Los resultados de la cinética de conidiacion muestran que la activacién constitutiva

afecta drasticamente a la produccion de conidios, reduciendo los niveles en varios
ordenes de magnitud respecto a la cepa parental. Con esto se demuestra que Pga1
regula negativamente la conidiacion. Estos resultados también permitieron observar
que la activacion constitutiva de Pga1 puede retrasar la conidiogénesis hasta por 28
horas, y ademas provocar cambios morfologicos importantes en la estructura de los

conidioforos.

. El proceso de conidiacion es un proceso clave del desarrollo de P. chrysogenum 'y

requiere al menos de una inactivacion parcial de la sefalizacion mediada por Pga1

para llevarse a cabo, de lo contrario se reprime o se retrasa.

. La activacion constitutiva de Pga1 redujo ligeramente la tasa de crecimiento radial

de P. chrysogenum en los medios de cultivo PDA'y Power.

. Pga1 regula negativamente la respuesta a estrés oxidativo.

7. Pga1 regula positivamente los niveles de cAMP, incrementandose los niveles hasta

dos veces mas que en la cepa parental.



Capitulo 3
“Shotgun phosphoproteomics”
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3.1. Introduccién: fosfoprotedmica en hongos filamentosos

La fosfoprotedmica es una excelente herramienta para estudiar cambios globales en la
fosforilacion de proteinas de un organismo. A pesar de los enfoques protedmicos
disponibles, la fosfoprotedmica ha sido poco utilizada en los hongos filamentosos. Los
estudios que existen del tema han sido publicados en los ultimos seis anos, y se reducen a
un limitado numero de hongos, incluyendo N. crassa [226, 227], S. tritici [228], M. oryzae
[229, 230, 231], A. nidulans [232, 233, 234], A. flavus [235], A. fumigatus [236, 237], B.
cinerea [238, 239, 240], F. graminearum [241, 242], Alternaria brassicola [238], P.
brasiliensis [243], B. bassiana [244], T. reesei [245] y S. macrospora [246, 247]. Estos
estudios han revelado resultados interesantes, facilitando la comprension de los
mecanismos de patogenicidad y permitiendo identificar multiples procesos regulados por la
fosforilacion de proteinas, incluyendo localizacion celular, plegamiento de proteinas,
transporte de membrana, vias de sefalizacidon, respuesta a estrés oxidativo, crecimiento
micelial, regulacion durante la formacion de apresorio, conidiacion, metabolismo en
conidios, metabolismo de fosfolipidos, autofagia, integridad de la pared celular, biosintesis
de aflatoxinas, disponibilidad de fuentes de carbono, produccion de deoxinivalenol,
secrecion de enzimas hidroliticas, morfogénesis, induccion de celulasas mediada por luz,
osmorregulacién, almacenamiento de carbono, trafico intracelular, citoesqueleto, represion
de la fotosintesis y regulacion de genes de celulasas. El estudio de la fosforilacion de
proteinas incrementa el grado de profundidad a la hora de elucidar cobmo funciona un
proceso O procesos, Yy es especialmente util para estudiar en detalle la sefalizacion
intracelular. Algunos de estos estudios han combinado la fosfoproteémica con otros
enfoques como protedmica o transcriptémica, o una combinacién de tres enfoques como el
publicado por Xiong et al. [226], haciendo mas robusta la identificacién de patrones de
regulacion, y sobre todo la conexion entre niveles de regulacion, espacial y temporalmente
diferentes y altamente complejos. Es de esperar que la fosfoprotedmica adquiera mayor
importancia en varios ambitos, aunque esto dependera en gran medida de las nuevas
tecnologias de analisis de péptidos y de la implementaciéon de nuevos y mas eficientes
algoritmos bioinformaticos capaces de procesar grandes volumenes de datos sin requerir
de un excesivo poder computacional. También es probable que se implementen nuevas

metodologias para optimizar y hacer mas sensible la identificacion de la fosforilacion.
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3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivo general

Identificar efectores y vias de sefializacion relevantes reguladas por Pgal en P.
chrysogenum por el método “shotgun phosphoproteomics”, y establecer su relacion con el

proceso de conidiacion del hongo.
3.2.2. Objetivos especificos

m Mediante el método “shotgun phosphoproteomics”, obtener el perfil global de
fosforilaciéon de las tres cepas con diferente actividad de Pga1.
Comparar los fosfoproteomas de las tres cepas mencionadas.
Identificar sitios diferencialmente fosforilados en las tres cepas.
Identificar efectores y vias de transduccion de sefiales relevantes reguladas por
Pga1 y su relacion con el proceso de conidiacion.

m Anotar funcionalmente todas las fosfoproteinas identificadas en este estudio.
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3.3. Materiales y métodos

3.3.1.

Microorganismos

Se emplearon las cepas Wis54-1255, Apga1y 44_Pga1Q204L, descritas en la seccién 2.3.1.

3.3.2. Condiciones de cultivo y recolecciéon de micelio

3.3.3.
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Propagar 25 conidios/mm? en la superficie de una placa de 150 x 15 mm (nonTC Petri FALCON) con
medio Power/agar.

» El indculo corresponde a 450 pL de una suspension 1E6 conidios/mL.

Incubar a 27°C durante 44, 48, y 72 h para Apga1, Wis54-1255 y 44 Pga1Q204L, respectivamente.
» Los tiempos se corresponden con el 5% del punto maximo de conidiacién para cada cepa (Fig.
11A).

Recuperar cuidadosamente el micelio con una espatula metalica y depositarlo en un tubo de 50 mL.
» NOTA: asegurarse de eliminar todo el agar posible.

Obtencion, cuantificacion y digestion de proteinas intracelulares

Macerar el micelio con ayuda de un mortero y nitrégeno liquido.

Resuspender el polvo obtenido en 15 mL de buffer: 6 M Tris-HCI, 6 M Urea, 5 mM 1,4-ditiotreitol
(DTT), pH 7.4.

» NOTA: el buffer es suplementado con inhibidor de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-
Aldrich) y fosfatasas (Halt™ Phosphatase Inhibitor Cocktail, Thermo Scientific).

Homogenizar la mezcla durante 30 min, manteniendo siempre las muestras en hielo.

» Homogenizador: ULTRA-TURRAX® T 18 basic/S18N-19G (IKA), ajustado en modo 2, equivalente
a 7200 + 200 rpm.

Clarificar el extracto proteico por centrifugacién a 10000 rpm durante 20 min (Pro-Analytical Small
Centrifuge) y recuperar el sobrenadante.

Mezclar el sobrenadante con solucion de precipitacion (acido tricloroacético (TCA) 20% (°/v), DTT
0.14% (P/), en acetona).

Precipitar las proteinas a -20°C toda la noche.

Lavar dos veces el precipitado de proteinas con acetona al 100%, seguido de un lavado final con
acetona al 80%.

Resuspender las proteinas precipitadas en solucién de rehidratacién/solubilizacion (50 mM Tris-HCI,
6 M urea, pH 8.0).

Determinar la concentracion de proteinas por el método de Bradford [248].

» Cuantificacion de proteinas en microplaca: 160 yL de muestra, 40 yL de reactivo de Bradford,
incubar 5 min a temperatura ambiente, cuantificar a 595 nm en un Epoch™ Microplate
Spectrophotometer (BioTek). La concentracion final se determina a partir de una curva patron
realizada con el estandar albumina bovina.

Anadir 10 mM de DTT a 3 mg de proteina e incubar a 37°C durante 1 h, con el fin de reducir puentes
disulfuro y otros grupos oxidados de las proteinas.

Adicionar iodoacetamida en una concentracion final de 15 mM e incubar 30 min a temperatura
ambiente.

Diluir la muestra con tres volumenes de Tris-HCI 50 mM pH 8.0.

Digerir la muestra con Trypsin from porcine pancreas Proteomics Grade (Sigma-Aldrich) e incubar a
37°C durante 18 h.



14 | Desalar los péptidos usando cartuchos HyperSep™ C18 (Thermo Scientific).
» Protocolo para desalar péptidos: 1) lavar dos veces la columna con un volumen de acido
trifluoroacético al 0.25%, 2) adicionar la mezcla de péptidos y eluirlos usando vacio, 3) lavar las
columnas 3 veces con un volumen de &acido trifluoroacético 0.25%, 4) eluir los péptidos con un
volumen de acetonitrilo 80%, acido férmico 0.1% usando el accesorio HyperSep™ Glass Block 24
port Vacuum Manifolds (Thermo Scientific) acoplado a una bomba de vacio Rocker 400 Oil Free
(Rocker Scientific Co., Ltd.).

15| Liofilizar los péptidos desalados en un equipo FreeZone Plus 2.5 Liter Cascade Console Freeze Dry
System (Labconco) durante 6 h.

3.3.4. Enriquecimiento de fosfopéptidos

El enriquecimiento de fosfopéptidos se llevd a cabo usando el kit comercial High-Select™ TiO,
Phosphopeptide Enrichment Kit (Thermo Scientific). Los fosfopéptidos resultantes fueron secados en un
Savant™ SPD131DDA SpeedVac™ Concentrator (Thermo Scientific), antes de su analisis por LC-MS/MS.

3.3.5. Analisis de fosfopéptidos por espectrometria de masas

Los fosfopéptidos fueron enviados como un servicio externo al Montreal Clinical Research Institute
(IRCM)/Proteomics discovery platform, Montreal, QC, Canada, para su analisis por nanoLC-MS/MS. Los
resultados fueron entregados en formato *.sf3 compatible con Scaffold Viewer v4.11.0. Todos los espectros
MS2 fueron exportados (Export > Spectra... > All Spectra > File type: Mascot MGFs > Export) en formato
*.mgf (“Mascot generic files”). Estos archivos contienen informacion sobre el tiempo de retencion, valores m/z,
intensidades y estados de carga de péptidos precursores y de iones de precursores.

3.3.6. Analisis y procesamiento de datos

3.3.6.1. Programas informaticos, bioinformaticos y médulos

1| Trans-Proteomic Pipeline (TPP, v5.2.0 Flammagenitus) [249] es una coleccidén de herramientas para
analisis de espectros MS2, desarrollado en el Seattle Proteome Center (SPC). TPP emplea
programas como PeptideProphet [250] para validar péptidos y ProteinProphet [251] para validar
proteinas, asegurando de esta forma la calidad del analisis de datos.
» NOTA: descarga desde: https://sourceforge.net/projects/sashimi/files/Trans-Proteomic_Pipeline,
ver instrucciones de instalacion en TPP:5.2_Installation.

2| Python v3.6.7: existen muchos lenguajes de programacion para desarrollar herramientas
bioinformaticas, asi como para procesar grandes volimenes de datos. Python se ha vuelto un
lenguaje de programacion popular en las biociencias gracias a |) su semantica y sintaxis simple, ii)
esta adaptado a la programacién orientada a objetos, es decir, este tipo de programacion es cercano
a como expresamos las cosas en la vida real, y iii) la disponibilidad de modulos y bibliotecas
multipropésito [252].
» NOTA: Python es descargado desde python-3.6.7, e instalado con permisos de administrador
activando la casilla: D Add Python 3.6 to PATH.

3| Jupyter Notebook: es una aplicacion web interactiva de codigo abierto estructurada en formato
JSON, con la cual los usuarios pueden procesar texto, procedimientos matematicos, imagenes y
datos, mismos que pueden ser exportados en otros formatos de archivo como HTML, LaTeX, PDF,
Python, etc. La ventaja de usar Jupyter Notebook radica en que es un documento que registra el
proceso completo de todo un algoritmo de programacion, pudiendo ejecutar de forma independiente
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cada una de sus partes y explorar los resultados, ademas de tener el control total del proceso en
ejecucion.
» NOTA: para instalar jupyter notebook ver https://jupyter.org/install.
4| Modulos adicionales de Python: requests v2.22.0, pandas v0.24.2, scipy v1.3.0, openpyxl v2.6.2.
» NOTA: descargar el instalador: install_python_modules, e instalar como administrador.

3.3.6.2. Construccion de una base de datos target-decoy

1| Descargar el proteoma de P. chrysogenum en formato fasta (500485.fasta), con ultima actualizacion
el 9 de noviembre de 2018.
» NOTA: es recomendable descargar el proteoma a partir de UniProtKB (https://www.uniprot.org/)
porque los identificadores estan ligados a multiples bases de datos como la ontologia genética
("Gene Ontology: GO"), facilitando la anotacion funcional de proteinas.

2| Descargar secuencias de proteinas encontradas como contaminantes comunes en experimentos de
proteémica.
» NOTA: estas secuencias se encuentran depositadas en el repositorio comun de proteinas
adventicias (“common Repository of Adventitious Proteins: cRAP”, https://www.thegpm.org/crap/),
version 1.0 con ultima actualizacién el 04 de marzo de 2019.
» NOTA: esta base de datos (crap.fasta) comprende 116 secuencias y se descarga a partir de:
ftp://ftp.thegpm.org/fasta/cRAP/crap.fasta.

3| Concatenar las secuencias descargadas en los dos pasos anteriores.
» NOTA: para concatenar usar algun editor de texto como Visual Studio Code v1.36.1.

4| Crear una base de datos “farget-decoy” en TPP usando la aplicacion “Decoy Databases” en
modalidad “Randomize sequences and interleave entries”.
» NOTA: la base datos “target-decoy” se genera con secuencias sefiuelo (“decoy”) generadas a
partir del proteoma (“target”).

3.3.6.3. Identificacion de fosfopéptidos y fosfoproteinas

La interfaz grafica de TPP permite el uso de mudltiples aplicaciones para analizar espectros MS2; sin
embargo, esta modalidad restringe varias opciones de sus componentes, pudiéndose perder algun tipo de
informacion relevante. Por lo tanto, con el fin de tener mayor control sobre el analisis de los datos, éste fue
realizado en Jupyter notebook de forma automatizada usando las opciones de linea de comandos.

1| Convertir los archivos *.mgf a formato *.mzXML con el programa MSConvertGUI v3.0.19113-
cee25be0b de ProteoWizard [253].

2| Procesar los archivos *.mzXML con Jupyter notebook.
» NOTA: los espectros MS2 son comparados contra la base de datos target-decoy con el motor de
busqueda Comet 2018.01rev.4 [254] (http://comet-ms.sourceforge.net/).

La validacion de los péptidos se realizd con los algoritmos estadisticos PeptideProphet [250] y
ProteinProphet [251], ambos incluidos en TPP, con la ayuda de un script personalizado construido en

lenguaje Python.

3.3.7. Analisis de residuos de aminoacidos que flanquean el sitio de fosforilacion

1| Extraer todos los péptidos alineados con una longitud de 13 aminoacidos (“nonphospho 13-mers”,
XXXXXX[S/T/Y]xxxxxx, donde x es cualquier aminoacido) a partir del proteoma completo de P.
chrysogenum.
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» NOTA: Para esto se usaron comandos en lenguaje de Perl compartidos por los Dres. Ming-kun
Yang y Feng Ge [255].

Extraer todos los péptidos fosforilados “phospho 13-mers” con el fosfositio en el centro.

» NOTA: Para esto se us6 un “script’ personalizado en lenguaje de Python usando como referencia
el proteoma de P. chrysogenum para localizar las posiciones exactas.

A partir de los dos conjuntos de secuencias alineadas se determina el log2 de las frecuencias
(frecuencia de residuos “phospho 13-mers” frecuencia de residuos “nonphospho 13-mers”) y se
representa en un grafico “Heatmap”.

3.3.8. Anotaciones funcionales

En este contexto, una anotacién es una declaracion funcional a partir de bases de datos biologicas
especializadas. Generalmente los organismos menos estudiados carecen de este tipo de informacion, por lo
tanto, uno de los enfoques para conocer un poco mas sobre estos organismos es la bisqueda de homdlogos.
En seguida se muestran las bases de datos usadas para asignaciones y predicciones funcionales de las
fosfoproteinas identificadas en este trabajo.
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2|
3|
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KEGG (vApril 1, 2020).

[hitps://www.kegg.jp/]

UniProtKB (vApril 10, 2018).

[hitps://www.uniprot.org/]

QuickGO (v2020-08-04).

[https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/]

PFAM (v33.1, May 2020).

[http://pfam.xfam.org/]

SMART (2020).

[http://smart.embl-heidelberg.de/]

STRING (v11.0). Parametros: “all active interaction sources”, “minimum required interaction score =
medium confidence 0.4, “hide disconnected nodes in the network activated’. [https://string-db.org/]
AspGD (2008-2020). [http://www.aspgd.org/].

WoLF PSORT Il. Parametros: Fungi. [https://wolfpsort.hgc.jp/]

ProtComp (v9.0) . Parametros: “Predict the sub-cellular localization for Animal/Fungi proteins”.
[hitp://www.softberry.com/berry.phtml?topic=protcompan&group=programs&subgroup=proloc]
NeVOmics (2019). Parametros: FDR 5%, UniProtKB vJun2020, KEGG vJul2020.
[hitps://github.com/bioinfproject/bioinfo].

Blastp (v2.8.1). Parametros: “Evalue 1E-6".
[https://ftp.ncbi.nim.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/].

El uso de programas y la manipulacion de datos e informacion fue realizada en Jupyter Notebook de Python.
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3.4. Resultados y discusién

3.4.1. Estrategia para el analisis fosfoproteémico

Con el fin de identificar efectores de la via de las proteinas G heterotriméricas mediada
por Pgal, se llevd a cabo un perfil fosfoprotedmico por el método “label-free” para
identificar proteinas fosforiladas. Este método deriva de la estrategia protedmica “Bottom-
up” que consiste en analizar los péptidos de una mezcla compleja de proteinas, y en este
contexto, la identificacion de las proteinas se realiza por una aproximacién “Shotgun” o de
segunda generacion, la cual consiste en un analisis directo y rapido de la mezcla de
péptidos resultantes de una digestion enzimatica [256].

Para este proposito se realizé la estrategia que se describe a continuacion (Fig. 12).
Se aislo el gen pga? y se construyo el alelo dominante de activacion constitutiva pga79%,
para posteriormente obtener cepas mutantes portando la subunidad Ga Pga1l
constitutivamente activa. Después de una seleccion de transformantes positivas se eligio la
cepa 44 Pga1Q204L para el fosfoproteoma, la cual fue usada también en ensayos
fenotipicos como extensién radial, respuesta a estrés oxidativo, conidiacién y regulacién de
niveles intracelulares de cAMP (descrito en el Capitulo 2). Ademas de la cepa
44 Pga1Q204L, fueron incluidas en el analisis fosfoprotedmico las cepas Wis54-1255 y
Apgat, con el fin de comparar cepas con diferentes niveles de actividad de Pga1. Las
cepas Apgal, Wis54-1255 y 44 Pga1Q204L fueron incubadas a 27°C en medio
Power/agar durante 44, 48, y 72 h, respectivamente, tiempos que se corresponden con una
produccion del 5% de conidios respecto a su punto maximo de conidiacion. Esta estrategia
tenia como fin comparar el fosfoproteoma de las diferentes cepas en el momento en que
se inicia en cada una de ellas el proceso de diferenciacion para la formacién de conidios.

Se extrajeron las proteinas intracelulares de las cepas y los extractos crudos fueron
digeridos con ftripsina en solucidén. Los péptidos fosforilados fueron enriquecidos con
columnas de TiO, y cargados a cartuchos de C-18 de fase reversa para ser desalados. Los
péptidos enriquecidos fueron secuenciados por nanoLC-MS/MS e identificados con el
motor de busqueda Comet. Las proteinas identificadas fueron anotadas funcionalmente

usando bases de datos especializadas.
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Fig. 12. Flujo de trabajo general del anélisis fosfoproteémico.

El experimento se realizd por triplicado, partiendo de las cepas incubadas a 27°C en medio
Power/agar. Para el andlisis de los datos y la anotacion funcional, todos los resultados fueron
concatenados y analizados en un solo paquete de datos.

3.4.2. Asignacion de péptidos a espectros

Los motores de busqueda (“search engines”) son algoritmos que se encargan de
asignar espectros a secuencias peptidicas [257]. Estos algoritmos elaboran patrones de
digestion tedricos a partir de proteinas de alguna base de datos, generando secuencias
peptidicas y espectros tedricos de fragmentacion de las mismas. Para cada espectro de
fragmentacion experimental, el motor realiza una busqueda de la secuencia peptidica que
contenga el mismo patron tedérico de masas de fragmentacion, o al menos similar.
Finalmente, a la asignacidn de una secuencia a un espectro se le llama Asignacion
Péptido-Espectro (“Peptide Spectrum Match”). Existen varios motores de busqueda,
SEQUEST® es uno de ellos y el primero en correlacionar los espectros con secuencias de
aminoacidos, y actualmente es uno de los mas usados. Comet MS/MS [258], es un
programa escrito en C++ disefiado para la busqueda de espectros de masas de péptidos
en bases de datos de secuencias con el fin de identificar péptidos y proteinas. Este
programa esta basado en SEQUEST?®, y fue el motor de busqueda usado en este trabajo
(ver secciéon 3.3.6.3).

Los parametros de busqueda usados para la asignacion de espectros a los
fosfopéptidos obtenidos en este trabajo fueron: 1) una base de datos Target/Decoy
compuesta del proteoma de P chrysogenum extraido de UniProtKB (con ultima
actualizacion el 9 de noviembre de 2018), 2) “precursor mass tolerance”. 10 Da, 3) “missed
cleavages”: 2, 4) “digest mass range”: 300 — 8000 Da, 5) “static modification”. +57.021464
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Da en residuos de cisteina por formacion de “S-carboxamidomethyl-Cys” por
iodoacetamida, y 6) “variable modifications”: Met -17.026549 Da, S/T/Y +79.966331.

Una vez asignados los espectros a péptidos, esos fueron validados con los algoritmos
de postprocesamiento PeptideProphet [250] y ProteinProphet [251], los cuales establecen
probabilidades a partir de subpoblaciones de espectros correcta e incorrectamente
asignados empleando un método de Bayes empirico (un procesamiento de inferencia

estadistica basada en la distribucion de los datos).

3.4.3. Analisis global de calidad de los fosfopéptidos

3.4.3.1. Analisis de datos crudos

Los experimentos de protedmica mediante “shotgun” siempre generan grandes
cantidades de datos, y es importante analizar su comportamiento para encontrar posibles
irregularidades y/o tomar decisiones para analisis posteriores, ya que de estos dependen
todos los resultados. Una ventaja para algunos, y/o desventaja para otros, es que el uso de
programas de codigo abierto da acceso a toda la informacion que puede generar un
analisis protedmico, por lo tanto, no se pierde informacion, lo cual siempre es deseable, sin
embargo, al utilizar programas en entorno grafico, debido a que tienen control total de los
datos, la mayoria de las veces omiten informacién y el usuario no puede acceder a ella, lo
cual puede ser una desventaja.

La calidad de los datos es un recurso importante cuando se realiza este tipo de
experimentos: da confiabilidad y valor a los resultados. El primer analisis consistié en una
exploracion de los datos crudos de la secuenciacion de fosfopéptidos, es decir, un analisis
global del comportamiento de las réplicas, tomando todos los datos obtenidos con el motor
de busqueda Comet, y los algoritmos PeptideProphet y ProteinProphet, pero sin aplicar
ningun filtro.

Para este analisis se consideraron los parametros de probabilidad, E-value, Xcorr
(“cross correlarion Score”), intensidad del ion precursor, error de masa (ppm) y longitud de
los péptidos. La probabilidad asignada a cada péptido por PeptideProphet es una
puntuacion de confianza de que un espectro se asignd correctamente. El factor
paramétrico Xcorr es calculado por el motor de busqueda Comet, y es una puntuacién de

correlacion entre espectros teodricos y experimentales asignada a cada espectro. Este
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factor es una medida de calidad para identificar falsos positivos, algunos autores
recomiendan usar valores superiores a 1.5 [259]. Al relacionar la probabilidad y Xcorr se
observa una separacion entre péptidos asignados correctamente y péptidos incorrectos,
encontrandose a la mayoria de los péptidos correctos por arriba del 80%, mientras que la
mayoria de los incorrectos se encuentran por debajo del 20% (Fig. 13A, distribucion de los
puntos). También en los datos se observa una tendencia hacia los valores de mayor
probabilidad, agrupandose aquellos péptidos con menor E-value, o que quiere decir que
es mas probable que las asignaciones sean significativas (Fig. 13A, diametro de los
puntos).

Considerando la estrategia experimental y la especificidad del método de
enriquecimiento de fosfopéptidos, se alcanzé un 82.7% de péptidos fosforilados y un
17.3% de péptidos no fosforilados, demostrando una alta especificidad el método de
enriquecimiento. Resultados similares se han encontrado en otros enfoques
fosfoprotedmicos [260]. En este 82.7% de péptidos fosforilados, el 67.9% correspondio a
péptidos asignados correctamente, y el 32.1% correspondi6 a péptidos asignados
incorrectamente. Los péptidos asignados incorrectamente permiten hacer estimaciones
estadisticas y obtener la mejor puntuacion: aunque cerca del 50% sean incorrectos, se
asume que la asignacién de un espectro a cualquiera de estas secuencias fue al azar y
son ignorados. Por otro lado, el 82.7% de péptidos fosforilados correspondié al 70.3% de
proteinas fosforiladas, mientras que el 17.3% correspondié al 29.7% de proteinas no
fosforiladas. Dentro de este 70.3%, el 79.8% correspondié a proteinas con péptidos
correctamente asignados, mientras que el 20.2% fue para secuencias de proteinas
creadas artificialmente (Fig. 13A, graficos circulares). Se observo que la longitud de la
mayoria de los péptidos oscild entre 7 y 22 aminoacidos, lo cual es consistente con las
propiedades conocidas de los péptidos tripticos (Fig. 13A, histograma) [261].

Otra caracteristica observada en los datos (solo péptidos fosforilados, a partir de
82.7%) es que hay reproducibilidad en las réplicas de cada una de las tres cepas (Wis54-
1255, 44_Pga1Q204L y Apgat), su comportamiento fue similar, tanto en los péptidos
asignados correctamente como en las longitudes de los péptidos obtenidos, incluyendo los
valores de significancia (E-value) (Fig. 13B, C, D). Estos resultados preliminares
demuestran la calidad de los datos, con sesgos esperados en cuanto a probabilidades y

significancias.
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Tomando solo los péptidos fosforilados de los datos crudos (el 82.7%, Fig. 13A), se
observaron las distribuciones de las intensidades del ion precursor de los péptidos y el
error de masa. La intensidad del ion precursor hace referencia al area bajo el pico MS1 de
un péptido especifico previo a la fragmentacion, y en técnicas de “label-free” se emplean
estos valores para hacer cuantificaciones y determinar proteinas diferencialmente
expresadas. En este contexto, se observo que la distribucion de las intensidades en todas
las réplicas fue similar (Fig. 13E). Por otro lado, la distribuciéon de error de masa fue
cercano a 0 en todas las réplicas, y la mayoria fue menor de 10 ppm, equivalente a mas
del 99% de todos los péptidos obtenidos, lo cual habla de la precision de las masas (Fig.

13F).
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Fig. 13. Evaluacion global de la calidad de los datos MS1 y MS2.

(A) Distribucién global de los péptidos usando los parametros Xcorr, probabilidad, E-value y longitud
de péptidos. El diametro de los puntos corresponde al logaritmo negativo base 10 de los valores de
significancia (-log10(E-value)). En color azul péptidos asignados correctamente y en rojo asignados
incorrectamente. El grafico circular superior izquierdo muestra los porcentajes de péptidos
fosforilados (verde) y no fosforilados (gris). El grafico circular superior derecho muestra los
porcentajes de péptidos fosforilados asignados correctamente (azul) e incorrectos (rojo). El grafico
circular inferior izquierdo muestra los porcentajes de proteinas con péptidos fosforilados (naranja) y
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las proteinas con péptidos sin fosforilar (gris). El grafico circular inferior derecho muestra los
porcentajes de proteinas fosforiladas correctamente asignadas (azul) e incorrectas (rojo).

(B) Distribuciones de Xcorr, probabilidad, E-value y longitud de péptidos fosforilados en las réplicas
de la cepa Wis54-1255: WA y WB. El grafico circular representa la cantidad de péptidos fosforilados
asignados correcta e incorrectamente.

(C) Distribuciones de Xcorr, probabilidad, E-value y longitud de péptidos fosforilados en las réplicas
de la cepa Apgat: DeltaA, DeltaB y DeltaC. El grafico circular representa la cantidad de péptidos
fosforilados asignados correcta e incorrectamente.

(D) Distribuciones de Xcorr, probabilidad, E-value y longitud de péptidos fosforilados en las réplicas
de la cepa 44_Pga1Q204L: Q1A, Q1B y Q1C. El grafico circular representa la cantidad de péptidos
fosforilados asignados correcta e incorrectamente.

(E) Distribucion de las intensidades de todas las réplicas normalizadas con la funcién log2.

(F) Distribucion de los errores de masa (“ppm: parts-permillion”) en todas las réplicas.

3.4.3.2. Anadlisis global de los péptidos fosforilados

Las secuencias sefiuelo o “Decoy” permiten estimar la tasa de falsos descubrimientos
(“False Discovery Rate: FDR”) o falsos positivos [262], y este componente es la prueba
estadistica mas ampliamente utilizada en experimentos de proteémica y fosfoprotedmica.
El concepto FDR en este analisis se refiere a la proporcion de parejas péptido-espectro
(“Peptide-Spectrum Match: PSM”) incorrectos que se aceptan en todo el conjunto de PSM
del experimento para un umbral elegido, por ejemplo 1%.

El conjunto de datos previamente descrito fue sometido a un corte de un FDR del 1%
(equivalente a una probabilidad del 0.94 para fosfopéptidos), y ademas fueron eliminados
los fosfopéptidos incorrectamente asignados (Decoy) y los péptidos no fosforilados. En un
primer filtro se recuperaron 18530 fosfopéptidos, los cuales corresponden a 2187
fosfopéptidos unicos, obteniéndose un total de 1165 fosfoproteinas (Fig. 14A). Hasta este
punto, la validacién da cierta certeza de que los fosfopéptidos fueron asignados
correctamente, obteniéndose una cuenta de fosfopéptidos considerable en todo el
experimento, sin embargo, se observd que varios fosfopéptidos validados también
aparecen en el conjunto de datos que no pasé el corte (fosfopéptidos con un FDR > 1%),
aunque con probabilidades inferiores a 0.94, incluso algunos con probabilidad de 0. Debido
a que los fosfopéptidos validados tienen un soporte estadistico y con el fin de no perder
informacion, se procedido a recuperar fosfopéptidos idénticos a partir del conjunto de
fosfopéptidos con FDR > 1%, usando un algoritmo personalizado. Después de realizar este
procedimiento fueron recuperados 3538 fosfopéptidos, pasando de 18530 a 22068

fosfopéptidos en total. No obstante, la cantidad de fosfopéptidos unicos fue la inicial porque
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no se recuperaron fosfopéptidos diferentes a los que ya se encontraban a un FDR del 1%,
y la cantidad de fosfoproteinas tampoco cambié (Fig. 14A). Para el algoritmo
PeptideProphet el FDR del 1% fue equivalente a una probabilidad de 0.94 para
fosfopéptidos, y de 0.85 para proteinas con el algoritmo ProteinProphet (Fig. 14B). Varios
enfoques protedmicos dependen del punto isoeléctrico para la asignacion de péptidos, por
lo que durante la secuenciacion de estos péptidos se calcula un punto isoeléctrico tedrico
que es usado como criterio de identificacion [263]. La distribucion de los puntos
isoeléctricos teodricos obtenidos a partir del motor de busqueda permite observar una
abundancia de péptidos fosforilados dependiente del punto isoeléctrico, obteniendo un
sesgo hacia valores en el rango de 3 a 5 (Fig. 14C). Se ha demostrado que los puntos
isoeléctricos de los péptidos decrecen después de la fosforilacion debido a un reemplazo
de los grupos hidroxilo en residuos de serina/treonina/tirosina por grupos fosfato cargados
negativamente [264]. También se ha observado una reduccion en los errores de masa de
los péptidos fosforilados a un FDR del 1%: la mayoria se encontré con menos de 2 ppm, lo
que refleja la precision de las asignaciones péptido-espectro (Fig. 14D). Para saber las
propiedades hidrofilicas de los fosfopéptidos, estos fueron sometidos a un analisis de
hidrofobicidad (usando comandos de python) con base en dos escalas conocidas, la de
Kyte y Doolittle (1982) [265], y la de Wimley y White (1996) [266] (Fig. 14E). Los resultados
obtenidos de la iteracion muestran una tendencia: la mayoria de los péptidos presentan
valores de hidrofobicidad inferiores a 45% con la escala de Kyte y Doolittle (1982), e
inferiores a 30% con la escala de Wimley y White (1996), y en general todos muestran un
comportamiento hidrofilico. Estos resultados concuerdan con el método de enriquecimiento
empleado que favorece la retencion de péptidos hidrofilicos. Son considerados péptidos
hidrofilicos si mas del 25% de residuos son cargados y menos del 25% de residuos son
hidrofobicos, y se consideran péptidos hidrofobicos si presentan entre el 50 y 75% de
residuos hidrofébicos (éstos podrian ser parcialmente solubles en soluciéon acuosa aun si
contienen un 25% de residuos cargados) [267].

Todas las réplicas presentaron fosfopéptidos y fosfoproteinas en comun (Fig. 14F, G).
Los datos fueron visualizados con el modulo UpSet [268], ahora implementado en Python.
En estas visualizaciones se observan los grados de interseccion y cantidad de
fosfopéptidos, y fosfopropteinas obtenidas por cada réplica. Las tres cepas, Wis54-1255,
44 Pga1Q204L y Apgal, compartieron 487 fosfopéptidos en total, las cepas
44 Pga1Q204L y Apga1 compartieron 757 fosfopéptidos, Wis54-1255 y 44 Pga1Q204L
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635 fosfopéptidos, y Wis54-1255 y Apga1 622 fosfopéptidos (Fig. 14H). Respecto a las
proteinas, Wis54-1255, 44 Pga1Q204L y Apga? compartieron 397 fosfoproteinas en total,
las cepas 44 _Pga1Q204L y Apgal compartieron 530 fosfoproteinas, Wis54-1255 y
44 Pga1Q204L 488 fosfoproteinas, y Wis54-1255 y Apga1 465 fosfoproteinas (Fig. 14l).
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Fig. 14. Depuracion y calidad de los datos después de aplicar un FDR del 1%.

(A) Obtencion final de péptidos fosforilados a un FDR del 1%. También se muestra la recuperacion
de 3538 fosfopéptidos a partir de fosfopéptidos que no pasaron el corte de FDR.

(B) Distribucion global de los fosfopéptidos usando los parametros Xcorr y probabilidad. En azul se
muestran los fosfopéptidos que superaron el FDR del 1%, y en rojo los fosfopéptidos recuperados.
(C) Distribucién de los puntos isoeléctricos de todos los fosfopéptidos. En azul se muestran los
fosfopéptidos que superaron el FDR del 1%, y en rojo los fosfopéptidos recuperados.

(D) Distribucion del error de masa (ppm). Nomenclatura (para las figuras D, E, F, G y H) Wis: Wis54-
1255, QL: 44 Pga1Q204L y Delta: Apga1. Este grafico muestra sélo fosfopéptidos con probabilidad
mayor o igual a 0.94.
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(E) Distribucion de los porcentajes de hidrofobicidad de los fosfopéptidos. Para la prediccion se
usaron dos escalas de hidrofobicidad: KD: Kyte y Doolittle (1982) y WW: Wimley y White (1996).

(F) Intersecciones entre fosfopéptidos en todas las réplicas.

(G) Intersecciones entre fosfoproteinas en todas las réplicas.

(H) Intersecciones entre fosfopéptidos en las tres cepas.

() Intersecciones entre las fosfoproteinas en las tres las cepas.

La distribucion final de la longitud de los fosfopéptidos a un FDR del 1% oscild entre 7
y 32 residuos de aminoacidos, la mayoria entre 9y 17, y el numero mas alto se observé en
fosfopéptidos de 11 aminoacidos (Fig. 15A).

La fosforilacion de las proteinas es un mecanismo de regulacion sumamente
importante en la mayoria de los procesos celulares. Mas de un tercio de los eventos de
fosforilacién ocurren en los residuos de serina, treonina y tirosina, de los cuales el 86%
ocurren en serina, el 12% en el residuo de treonina y el 2% en el residuo de tirosina [269]
[270]. En este estudio se identificaron 2812 fosfositios unicos en las 1165 fosfoproteinas,
de los cuales 2223 (79.1%) corresponden a fosforilaciones en residuos de serina, 510
(18.1%) en residuos de treonina y 79 (2.8%) en residuos de tirosina (Fig. 15B).

La fosforilacion puede ocurrir en uno o mas residuos de aminoacidos dentro de una
proteina, encontrando proteinas mono-, di-, tri- o hiperfosforiladas. Un trabajo reciente en
el cual estudian la regulacion de proteinas Tau, asociadas a microtubulos neuronales
(“microtubule-associated protein: MAP”), revelé que la hiperfosforilacion de estas proteinas
esta ligada a interacciones proteina-proteina y a la modulacién de propiedades de regiones
intrinsecas desordenadas (“intrinsically disordered regions: IDRs”). Ademas, en
enfermedades como Alzheimer y otras tautopatias se exhibe una hiperfosforilacion de las
proteinas Tau [271], este es un claro ejemplo de la importancia y el impacto del grado de
fosforilacion en las proteinas en general, ya que puede estar regulando multiples procesos.

Con el fin de evaluar el grado de fosforilacion, se realizd6 una clasificacion de las
fosfoproteinas con base a la cantidad de fosfositios unicos identificados en su secuencia.
La clasificacion permitio obtener 16 grupos de fosfoproteinas, es decir, fosfoproteinas con
diferentes grados de fosforilacion. Aproximadamente el 45% (524 fosfoproteinas) de las
fosfoproteinas identificadas presentd un solo fosfositio en su secuencia, este incluye
residuos de serina, treonina o tirosina. Otros grupos presentan de 2 a 9 fosfositios Unicos, y
un conjunto menor presenta 10 o mas fosfositios (Fig. 15C). Algunos autores han

reportado el conteo de fosfoproteinas en funcién del numero de fosfopéptidos unicos
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identificados. Sin embargo, este enfoque no brinda suficiente informacion sobre los sitios
de fosforilacién por proteina, es decir, este conteo no contempla si un fosfopéptido unico
presenta dos sitios de fosforilacion. Por ello, en el presente trabajo se decidio realizar el
analisis por numero de fosfositios. Hasta este punto, llama la atencion el haber identificado
proteinas hiperfosforiladas, ya que pueden estar implicadas en multiples procesos
relacionados con el desarrollo de P. chrysogenum.

A partir de esta clasificacion se obtuvo un perfil global de todos los patrones de
fosforilacion identificados en todas las fosfoproteinas (Fig. 15D). Cabe mencionar que este
perfil muestra la suma de todos los fosfositios identificados en el fosfoproteoma. El grupo 1
de 524 fosfoproteinas con un fosfositio esta conformado por 460 proteinas fosforiladas en
una unica serina, 59 en una unica treonina y 5 en una unica tirosina. El segundo grupo de
260 fosfoproteinas con dos fosfositios unicos esta conformado por 172 proteinas
fosforiladas en dos serinas, 68 en una serina y en una treonina, 13 con una serina y una
tirosina, 6 con dos treoninas, y 1 fosfoproteina con una treonina y una tirosina (Fig. 15D).
En este fosfoproteoma se identificaron 64 combinaciones entre los 3 residuos de
aminoacidos. Dentro de estas combinaciones, 27 fosfoproteinas presentaron fosforilacion
en los tres residuos de aminoacidos, y como es de esperarse, la fosforilacion en un
fosfositio es la mas predominante.

La distribucion de residuos fosforilados en las cepas fue similar (Fig. 15E), no se
observa ninguna tendencia, a diferencia de Wis54-1255 que presentd un ligero incremento
en el numero de fosforilaciones en serina y una ligera reduccién en fosforilaciones de
treonina y tirosina respecto a las cepas 44 _Pga1Q204L y Apga1. Aunque las diferencias no
son significativas, estas pequenas diferencias pueden significar cambios importantes.

La distribucion de los fosfositios y el perfil global de los patrones de fosforilacion dan
una idea de la complejidad de la fosforilacion en las proteinas, y de su importancia en el
desarrollo de P. chrysogenum. Como es de esperar, el grado de fosforilacion fue diverso y
diferente entre condiciones (Fig. 15F). Este analisis permite observar la presencia de
fosfoproteinas unicas, con fosfositios unicos. Resultan interesantes aquellas proteinas
unicas por condicion (“Phosphoprotein sets”), ya que su ausencia en otra condicién podria
determinar el comportamiento de esa condicién. Cabe sefalar que esta distribucion no
refleja diferencias en las abundancias de las fosfoproteinas, ni fosforilacion diferencial, es
decir, diferencias dependientes de la cantidad de fosfopéptidos, aqui solo se muestran los

distintos patrones de fosforilaciéon identificados en el fosfoproteoma.
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Fig. 15. Fosforilacion global en P. chrysogenum.

(A) Distribucién final de la longitud de los fosfopéptidos después de aplicar un FDR del 1%.

(B) Distribucion global de sitios de fosforilacién (serina, treonina y tirosina) en las 1165
fosfoproteinas identificadas.

(C) Numero de fosfositios Unicos por proteina. Esta figura refleja de forma general el grado de
fosforilacién de las proteinas.

(D) Patrones de fosforilacion identificados en las 1165 fosfoproteinas identificadas.

(E) Distribucion de sitios de fosforilacion (serina, treonina y tirosina) identificados por condicion.

(F) Patrones de fosforilacion identificados en serina, treonina y tirosina en todo el fosfoproteoma por
condiciones. El heatmap muestra cuantos y cuales residuos de aminoacidos fueron fosforilados.
Debajo del heatmap se indiza cada patrén, el cual se corresponde con el indice superior de cada
diagrama de Venn. Las filas numéricas reflejan el total de fosfoproteinas con ese patron de
fosforilacién. Los diagramas de Venn muestran las intersecciones entre conjuntos de fosfoproteinas
por condicién con ese patrén de fosforilacion especifico.



3.4.3.3. Anadlisis de residuos de aminoacidos flanqueando el sitio fosforilado

Los determinantes de la especificidad de las cinasas por su sustrato no son bien
conocidos, aunque se sabe que el motivo de fosforilacidon (residuo fosforilado vy
aminoacidos circundantes) y la estructura tridimensional de la proteina diana contribuyen a
esta especificidad [272]. Conocer la distribucién de los residuos de aminoacidos
circundantes al residuo fosforilado es el primer acercamiento hacia la prediccion de las
posibles cinasas implicadas en la fosforilacién. En primer lugar, se reviso la distribucion de
frecuencias de residuos de aminoacidos en péptidos no fosforilados extraidos de todo el
proteoma de P. chrysogenum, con residuos de serina/treonina/tirosina en la séptima
posiCiOn (X.1X2X-3X-4X-5X-6[S/T/Y]X+1X+2X+3X+4X4+5X+6, dONde X representa cualquier aminoacido).
Este resultado permiti6 obtener una distribucién inespecifica en las posiciones de los
péptidos. A continuacion, se determind la abundancia relativa de residuos de aminoacidos
en todos los fosfopéptidos prealineados (“phospho 13-mer”) identificados en este estudio.
En este analisis ya se observa un sesgo en la distribucion de frecuencias, se logran
identificar algunos residuos de aminoacidos altamente frecuentes en posiciones
especificas (Fig. 16A).

Un analisis de enriquecimiento muestra con mas detalle los residuos de aminoacidos
sobrerrepresentados respecto al proteoma. En este estudio se observa que el residuo de
prolina (“Proline: P”) fue el mas enriquecido en la posicién +1 en péptidos fosforilados en
serina/treonina, mientras que el residuo de arginina (“Arginine: R”) fue enriquecido en la
posicion -3 en fosfopéptidos que contienen serina/treonina/tirosina. Ademas de estos
residuos, se observan otros menos enriquecidos en posiciones especificas, sin embargo,
sus valores se ven opacados con los altos niveles de prolina y arginina (Fig. 16B). Este
resultado sugiere que la fosforilacion es efectuada principalmente por un grupo de cinasas
dirigidas por prolina y basdfilas, las cuales pueden ser PKA, PKC y MAP cinasas, entre
otras. A partir de todos los fosfopéptidos alineados se intenté representar la secuencia
consenso en forma de “Sequence Logos” con el programa PhospholLogo [273] con el fin de
identificar visualmente los residuos de aminoacidos en cada posicion en cada conjunto de
fosfopéptidos, con serina/treoninal/tirosina centralizada (Fig. 16C). El enriquecimiento y la
representacion “Sequence Logos” nos muestra los residuos mas sobrerrepresentados, sin

embargo, no permite identificar motivos de fosforilacion.
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El siguiente paso consistio en realizar una clasificacion de los fosfopéptidos de acuerdo
con sus propiedades hidrofilicas, esto permite un acercamiento hacia el tipo de cinasa
implicada en la fosforilacion (como se mencioné anteriormente, esta es una propiedad
contribuye con la especificidad de las cinasas). Esta clasificacién fue obtenida a partir de
los motivos de fosforilacion reportados por Treeck et al. [274], donde se incluyen 83
motivos no redundantes para serina y 38 motivos no redundantes para treonina, todos con
un valor de P<0.05 y obtenidos con el programa Motif-X [275], el residuo de tirosina no fue
incluido ya que la cantidad de fosfopéptidos fue muy reducida, y ademas los dominios
tirosina cinasa son menos conocidos. Este resultado mostré la presencia de motivos de
fosforilacion basofilicos, acidofilicos, dirigidos por prolina, hidrofébicos y dirigidos por
asparagina (“Asparagine: N’) (Fig. 16D). A partir de estos grupos se observan patrones en
los motivos de fosforilacion caracteristicos de familias de cinasas como reporta Douglass
et al. en ([273], Fig. 7). Tal es el caso de la proteina PKA de la familia de cinasas AGC,
clasificada como basofilica. PKA fosforila residuos de serina y treonina en proteinas diana
que poseen aminoacidos basicos como arginina y lisina (“Lysine: K”) en la posicion -3 y -2
relativo al sitio de fosforilacion, estos residuos se encuentran generalmente en la siguiente

secuencia consenso: (R/K)-(R/K)-x-(pS/pT), donde x es cualquier aminoacido [273, 276].
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Fig. 16. ldentificacion de motivos de fosforilaciéon.
(A) Distribucién de frecuencias de aminoacidos circundantes al sitio de fosforilacién en
fosfopéptidos después de aplicar un FDR del 1%.
(B) Distribucion de frecuencias de aminoacidos circundantes al sitio de fosforilacion (serina,
treonina y tirosina) después de un analisis de enriquecimiento.
(C) Visualizacion de secuencias consenso a partir de las frecuencias de la figura 16B.
(D) Secuencias consenso a partir de motivos de fosforilacion basofilicos, acidofilicos, dirigidos por
prolina, hidrofébicos y dirigidos por asparagina. Los recuadros en el centro muestran algunas
cinasas basofilicas, acidofilicas, hidrofébicos y dirigidas por prolina.




3.4.3.4. Jerarquias funcionales de las fosfoproteinas

Un andlisis funcional que incluye todos los conjuntos de proteinas con diferentes
grados de fosforilacion (como se describe en la seccion 3.4.4.2.), usando la base de datos
KEGG (“Release 94.2, June 1, 2020”), permitid observar varias jerarquias funcionales
importantes que pueden estar relacionadas con el desarrollo de P. chrysogenum. La
jerarquia funcional mas sobrerrepresentada fue “Protein families: genetic information
processing”, con 329 fosfoproteinas. Ademas, se identificaron dos jerarquias funcionales
relacionadas con la sefalizacion celular: “Protein families: signaling and cellular
processes” y “Signal transduction”, con 132 y 40 fosfoproteinas, respectivamente. Otro
grupo importante de jerarquias funcionales que sobresalen en este analisis esta
relacionado al metabolismo como: “Protein families: metabolism” (con 89 fosfoproteinas),
“Carbohydrate metabolism” (47), “Amino acid metabolism” (29), “Lipid metabolism’
(29), y dentro del metabolismo, pero menos representados fueron: “Unclassified:
metabolism” (21), “Energy metabolism” (12), “Nucleotide metabolism” (9), “Glycan
biosynthesis and metabolism” (4). Este analisis global permite observar la complejidad y
el papel de la fosforilacion en multiples vias de sefalizacion o rutas metabdlicas dentro de
P. chrysogenum (Fig. 17A).

Como era de esperarse, el grupo de fosfoproteinas con uno o dos fosfositios y con
anotacion en el KEGG resulté estar implicado en mas vias o rutas metabdlicas respecto a
aquellas fosfoproteinas con mas de dos fosfositios. También resulta interesante observar
que la mayoria de las proteinas hiperfosforiladas parecen estar mas relacionadas con
procesos de sefalizacion celular y procesamiento de informacion genética (Fig. 17B).
Cada una de las jerarquias descritas incluye varias vias o rutas metabdlicas mas
especificas de acuerdo con KEGG, las cuales estan mas directamente relacionadas con
los procesos celulares de los organismos. Por ejemplo la jerarquia funcional “Protein
families: genetic information processing” incluye vias implicadas en el procesamiento
de informacion genética como: “Transcription factors", "Transcription machinery",
"Messenger RNA biogenesis", "Spliceosome", "Ribosome", "Ribosome biogenesis",
"Transfer RNA biogenesis", "Translation factors", "Chaperones and folding catalysts",
"Membrane ftrafficking", "Ubiquitin system", "Proteasome", "DNA replication proteins",
"Chromosome and associated proteins", "DNA repair and recombination proteins" y

"Mitochondrial biogenesis". Las siguientes jerarquias funcionales que fueron
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sobrerrepresentadas, “Protein families: signaling and cellular processes” y “Signal
transduction”, incluyen vias como: "Exosome", "CD molecules”, "Transporters”,
"Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored proteins", "Two-component system", "GTP-
binding proteins", "Cytoskeleton proteins", "Secretion system", "lon channels", "MAPK
signaling pathway — yeast" y "Phosphatidylinositol signaling system". Cabe destacar que la
mayoria de las fosfoproteinas estan implicadas en multiples vias o rutas metabdlicas, lo
cual refleja su multifuncionalidad, en general debido a la presencia de multiples unidades
funcionales en su estructura (Fig. 17C). En este contexto una unidad funcional hace
referencia a cualquiera de las siguientes categorias dentro de su estructura: Familia
(“Family”), Dominio (“Domain”), Repeticion (“Repeat’), Motivo (“Motif’), Hélice
superenrrollada (“Coiled-Coil’) y Desordenada (“Disordered”), establecidas por la base de

datos de familias de proteinas PFAM (https://pfam.xfam.org/) [277]. Dado que estas

categorias presentan diferencias funcionales y estructurales importantes, en el texto se
usara el término genérico “unidad funcional’ para hacer referencia a cualquiera de las
categorias mencionadas.

Las vias de sefializacion o rutas metabdlicas identificadas en este analisis solo
comprenden el 51.2% de las fosfoproteinas identificadas, es decir, en la base de datos
KEGG solo estan anotadas 597, lo cual representa una pérdida de informacién sobre las
568 fosfoproteinas restantes. Este problema podria ser parcialmente resuelto buscando
ortdlogos a partir de hongos filamentosos modelo como N. crassa o A. nidulans. Sin
embargo, la informacion de estos hongos también es limitada en esta base de datos, por lo
tanto, esto da pauta a investigar el papel de multiples fosfoproteinas identificadas en este
trabajo de las cuales no se tiene informacién alguna sobre su funcionamiento dentro de P.

chrysogenum y otros hongos filamentosos.
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Fig. 17. ldentificacion de jerarquias funcionales.

(A) Red de intersecciones mostrando jerarquias funcionales de acuerdo con la base de datos
KEGG.

(B) Distribucion global de vias metabdlicas y de sefalizacién en funcion de nimero de fosfositios
por proteina.

(C) Red de intersecciones mostrando aquellas vias funcionales con mas de 10 fosfoproteinas, las
vias con menos de 10 fosfoproteinas no son sefaladas por estar menos sobrerrepresentadas.

3.4.4. Enriquecimiento funcional de fosfoproteinas

Se realiz6 un analisis global de enriquecimiento funcional usando el programa
NeVOmics [278], a un FDR de 5%, usando todo el proteoma de P. chrysogenum como
referencia, y usando las anotaciones de la ontologia genética y KEGG. NeVOmics integra
una metodologia de sobrerrepresentacion (“Over-representation analysis: ORA”), el cual

permite identificar rutas metabdlicas, vias de sefializacidn, procesos bioldgicos, funciones
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moleculares o componentes celulares estadisticamente significativos dentro de una lista de
genes, transcritos o proteinas obtenida de algin analisis “Omico” respecto a una
referencia, donde la referencia puede ser un genoma, transcriptoma o proteoma. El
objetivo principal de este andlisis es encontrar anotaciones bioldgicas
sobrerrepresentadas, es decir, si un conjunto de genes, transcritos o proteinas pertenecen
a algun proceso o via con algun papel significativo in vivo. NeVOmics también presenta la
ventaja de generar visualizaciones en forma de redes con los resultados funcionales, lo
que permite detectar proteinas multifuncionales/multiproceso/multicomponente.

El analisis de enriquecimiento se realizé ingresando 1165 fosfoproteinas con sus
correspondientes cuentas espectrales. Este analisis permitié identificar 63 fosfoproteinas
implicadas en varios procesos celulares. Los procesos mas enriquecidos a un FDR del 5%
fueron “intracellular signal transduction”, “mRNA processing”, “regulation of ARF protein
signal transduction”, “exocytosis”, “signal transduction’, “vesicle-mediated transport’,
“‘autophagy” y “protein transport’. Todas estas fosfoproteinas propagan sefiales dentro de
la célula provocando un cambio o estado en la funcién. Otros procesos celulares resultaron
también enriquecidos, la mayoria de alguna forma relacionada con la sefializacién celular
(Fig. 18A). Por otro lado, de acuerdo con la ontologia genética, fueron enriquecidas 14
funciones moleculares, incluyendo entre todas a 199 fosfoproteinas. Dentro de este grupo
las funciones mas sobrerrepresentadas fueron “ATP binding”, “protein serine/threonine
kinase activity”, “RNA binding” y “ATPase activity’ (Fig. 18B). Era de esperarse que una de
las funciones esté relacionada a la fosforilacion, el término “protein serine/threonine kinase
activity” incluye a tres clases de proteinas cinasas: “Serine/threonine-protein kinases”,
“Tyrosine-protein kinases” y “Dual specificity protein kinases (e.g. MEK - phosphorylates
both Thr and Tyr on target proteins)” [279].

Un analisis de enriquecimiento usando la anotacion del KEGG revel6 ocho vias
sobrerrepresentadas reguladas por fosforilacion de proteinas. Es interesante observar que
la via mas sobrerrepresentada fue “MAPK signaling pathway — yeast”, la cual contiene
varios modulos de proteinas cinasas que controlan respuestas por feromonas, estrés de
pared celular, osmolaridad y disponibilidad de nutrientes. Este resultado demuestra que la
fosforilacidn juega un papel importante en vias de sefalizacion que regulan el desarrollo en
P. chrysogenum, asi como algunos otros procesos relacionados con la resistencia a estrés.
Ademas, esto demuestra el alto grado de conservacidon de los componentes que integran

estas vias (Fig. 18C).
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Fig. 18. Analisis global de enriquecimiento funcional.
(A) Procesos bioldgicos enriquecidos a partir de proteinas fosforiladas.
(B) Funciones moleculares enriquecidas a partir de fosfoproteinas.

(C) Vias metabdlicas y de sefnalizacion reguladas por fosforilacion. Del lado derecho se muestra

un

esquema con vias de sefalizacion reguladas por proteinas cinasas, caracterizadas en S.
cerevisiae. Todos estos resultados fueron realizados con NeVOmics.
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3.4.5. Fosfoproteinas relacionadas a la conidiaciéon

El desarrollo asexual de los hongos filamentosos se da por un proceso conocido como
conidiacion. Este proceso es una respuesta a factores ambientales como la luz,
temperatura, pH, osmolaridad, nutrientes, lesiones fisicas del micelio y presencia de
compuestos volatiles [280]. Durante la conidiacion los hongos filamentosos producen
esporas asexuales llamadas conidios, formadas en estructuras especializadas conocidas
como conidioéforos [165]. En P. chrysogenum, la conidiacion es abundante y los
conidiéforos presentan largas cadenas de conidios de color verde oscuro en sucesion
basipétala. La conidiacién es un tema interesante pues proporciona un modelo de estudio
de regulacién del desarrollo en hongos filamentosos, y, ademas, de este derivan varias
aplicaciones como el uso de in6culos en la industria alimenticia y farmacéutica, como
agentes de biocontrol, sin olvidar su impacto en la salud debido a la existencia de especies
patogenas de Penicillium [219].

La conidiacion es uno de los temas centrales en este trabajo, por ello se plante6 una
estrategia que permitiera diferenciar proteinas que presentan fosforilaciéon al inicio del
proceso de diferenciacion/conidiogénesis y que puedan estar reguladas (mediante
fosforilaciéon) por la via de las proteinas G heterotriméricas/Pga1, con el fin de identificar
patrones de fosforilacion en reguladores de la conidiacion que tengan una significancia

funcional en la regulacion de este proceso en P. chrysogenum.
3.4.5.1. Fosfoproteinas ortélogas de la conidiacién en P. chrysogenum

La base de datos AspGD (http://www.aspergillusgenome.org/) (2008-2020) recopila 469

registros relacionados con la conidiacion en varias especies de Aspergillus (A. nidulans, A.
oryzae, A. fumigatus y A. niger), los cuales incluyen 289 genes unicos con multiples
fenotipos observados en varios estudios. Esta base de datos fue complementada con 43
genes obtenidos mediante una busqueda manual en literatura reciente que no estan
registrados en el sitio AspGD [281].

En primer lugar, se construyé una base de datos con 332 secuencias de proteinas
(relacionadas directamente con la conidiacion) compatible con el programa BLAST v2.8.1.
A continuacion se realizé un alineamiento local de secuencias con el algoritmo Blastp para
obtener los mejores “hits” por proteina, para esto se usd todo el proteoma de P

chrysogenum como “background’. Este primer analisis permitiéo obtener posibles ortdlogos
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de los genes de Aspergillus spp. relacionados con la conidiacion en P. chrysogenum, sin
embargo, en este punto no es recomendable usar el porcentaje de identidad o algun otro
atributo del programa Blastp como parametro definitivo ya que esto no resuelve de manera
eficiente la identificacidon de verdaderos ortdlogos y se corre el riesgo de obtener falsos
positivos, sobre todo porque la base de datos esta construida a partir de proteinas con
multiples arquitecturas, lo que puede resultar en alineamientos no deseados. Lo
recomendable es usar perfiles construidos a partir de secuencias alineadas, o incluir
alineamientos globales considerando la arquitectura de las proteinas. El siguiente paso
consistid en la busqueda de unidades funcionales dentro de la secuencia de las proteinas
tanto de la base de datos como de los mejores “hits”, usando informacién actualizada de
los servidores PFAM (http://pfam.xfam.org/) y SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/)

[282]. Una vez realizada la asignacion de unidades funcionales se procedié a hacer

comparaciones multiples entre las arquitecturas de proteinas (Fig. 19A).

Penicillium chrysogenum 'y Aspergillus nidulans pertenecen al mismo Orden
(Eurotiales), por lo tanto se espera que la arquitectura de la mayoria de sus proteinas esté
conservada. Partiendo de esta premisa, se consider6 un verdadero ortologo |) si la proteina
fue incluida dentro de los mejores “hits” después de alineamiento local con el algoritmo
Blastp, y Il) si comparte una arquitectura similar o idéntica en su estructura, es decir, que
presente las mismas unidades funcionales con el mismo arreglo. El analisis de asignacion
de ortélogos fue refinado con un alineamiento multiple de arquitecturas, descartando
regiones con secuencias desordenadas y hélices superenrolladas. En este proceso se
extraen todas las unidades funcionales de las proteinas y son concatenadas para formar
una nueva estructura artificial, estas son alineadas de forma global y se obtienen las
proteinas con el Qratio mas cercano a 1. En el caso de proteinas sin unidad funcional
identificada se tomo el porcentaje de identidad mas alto, siempre y cuando sea mayor al
50%. Con el fin de validar la asignacién de ortélogos se construyé una red de
coocurrencias (“Co-occurrence”) con todas las unidades funcionales (dominios, familias,
hélices superenrolladas, repeticiones y regiones desordenadas) identificadas. En estas
redes los nodos (“nodes”) corresponden a unidades funcionales y los vértices (“edges”)
representan la existencia de proteinas con alguna unidad funcional que coocurre. Estas
redes son Uutiles para estudiar la funcién e interaccion de proteinas, o para encontrar

grupos de proteinas con funciones similares [283, 284].
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Este enfoque permitié identificar 87 proteinas ortélogas reguladas por fosforilacion
relacionadas directamente con la conidiacion. Esta fraccién equivale al 33% de las
proteinas con una posible participacion en la conidiacion del proteoma de P. chrysogenum.
Por otro lado, las redes de coocurrencia de unidades funcionales a partir de las proteinas
ortélogas son similares en A. nidulans y P. chrysogenum, lo cual refleja un alto grado de
conservacion en las arquitecturas, incluso la distribucion de las longitudes es similares
(Fig. 19B). En este mismo conjunto de proteinas, en ambos hongos, se identificaron cuatro
tipos de unidades funcionales las cuales fueron: dominios, familias, hélices
superenrolladas, repeticiones y regiones desordenadas, ademas este analisis permitid
identificar la presencia de péptidos sefial y regiones transmembrana. También resulta
interesante observar que la mayoria de los sitios de fosforilacion se encuentran dentro de
alguna de las unidades funcionales identificadas y que en pocos casos la fosforilacion

ocurre en regiones con ausencia de unidades funcionales (Fig. 19B).
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: corresponde a regiones desordenadas. Las redes circulares muestran las coocurrencias de
unidades funcionales identificadas en las 87 proteinas ortdlogas relacionadas a la conidiacion. Las
redes inferiores muestran las distribuciones de las categorias de unidades funcionales identificadas.

3.4.5.2. Analisis funcional de fosfoproteinas reguladoras de la conidiacién

La conidiacion es un proceso fisioldgico efectuado en hongos filamentosos por un
conjunto de proteinas que coordinan el desarrollo de conidiéforos. La regulacion de este
proceso es altamente compleja y, como se menciond anteriormente, es multifactorial. Un
analisis funcional por GO Slim de 87 fosfoproteinas relacionadas con la conidiacion mostro
que estan implicadas en multiples procesos, presentan multiples funciones y se localizan
en varios compartimentos subcelulares.

Dentro de los procesos mas representados se encuentran el término “regulation of
biological process” (G0O:0050789), el cual es definido por “Gene Ontology” como
cualquier proceso que modula la frecuencia, tasa o extensiéon de un proceso bioldgico; en
este sentido, los procesos biolégicos son regulados de varias formas, incluyendo el control
de la expresion de genes, modificacion o interacciones proteina-proteina o proteina-
sustrato. El segundo término sobrerrepresentado fue “cellular protein modification
process” (G0O:0006464), el cual es definido como aquellas modificaciones covalentes de
uno o mas aminoacidos que ocurren en las proteinas, péptidos o cadenas de polipéptidos
nacientes, como modificaciones cotraduccionales y postraduccionales. Los subtérminos de
GO0:0006464 fueron: "protein phosphorylation", "protein O-linked glycosylation", "protein
methylation", "peptidyl-arginine  N-methylation", "histone deacetylation", "protein
dephosphorylation", "histone acetylation" y "stress-activated MAPK cascade" (Fig. 20A). El
tercer término sobrerrepresentado en este andlisis fue “signal transduction”
(GO:0007165), y es definido como aquellos procesos celulares en los que se transmiten
seflales para desencadenar cambios en la actividad o estado de una célula. La
sefalizacion comienza con la recepcion de una sefal y termina con la regulacién de algun
proceso. Los subtérminos de GO:0007165 en este analisis fueron: “signal transduction",
“intracellular signal transduction", "phosphorelay signal transduction system", "stress-
activated MAPK cascade", "small GTPase mediated signal transduction", "G protein-
coupled receptor signaling pathway" y "pheromone-dependent signal transduction involved
in conjugation with cellular fusion”. Se obtuvieron otros procesos menos

sobrerrepresentados como: “transport’, “carbohydrate metabolic process”, “developmental
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process”, “lipid metabolic process”, “response to stress”, “DNA metabolic process”, “RNA
metabolic process”, entre otros (Fig. 20A).

Dentro del mismo grupo de fosfoproteinas se identificaron multiples funciones
moleculares, siendo “transferase activity’” (G0O:0016740) el término mas
sobrerrepresentado. Este término describe la catalisis de la transferencia de grupos
funcionales, de un compuesto (donador) a otro (aceptor). La actividad transferasa incluye
cualquier enzima de clase 2 (“Enzyme Classification: EC 2.-.-.-”). Este término incluyo 21
subtérminos todos con funciones relacionadas. El segundo término sobrerrepresentado fue
“protein kinase activity’ (GO:0004672), en este grupo se encuentran todas las proteinas
cinasas. Esta funcion es definida como la catalisis de la fosforilacion de residuos de
aminoacidos en una proteina en un proceso dependiente de ATP. Este término incluyo los
subtérminos “protein kinase activity", "protein serine/threonine kinase activity", "protein
kinase C activity" y "MAP kinase activity”. Otro grupo de fosfoproteinas fue incluido dentro
de la funcion “protein binding” (GO:0005515). Esta funcion define la interaccion selectiva
no covalente con cualquier proteina o complejo de proteinas. Este complejo puede incluir
moléculas no proteicas. Dentro de esta funcién se encontré el subtérmino “G-protein beta-
subunit binding”, el cual incluye a la subunidad Gy de las proteinas G heterotriméricas de
P. chrysogenum identificada en este trabajo y ortéloga de GpgA de A. nidulans, la cual
interacciona con la subunidad Ga Pga1 y la subunidad GB. Otras funciones identificadas
fueron menos sobrerrepresentadas, aunque no dejan de ser importantes (Fig. 20B).

La localizacion de las proteinas y su participacion en complejos moleculares también
son de crucial importancia, ya que ofrecen una vision espacial de un proceso. En este
analisis se identificaron siete compartimentos celulares (“membrane”, “nucleus”, “Golgi
apparatus”, “cell cortex”, “chromosome”, “cytosol’ y “plasma membrane”) de acuerdo con la
anotacion del “Gene Ontology”, de los cuales “membrane” y “nucleus” fueron los mas
sobrerreprentados. Sin embargo, la anotacidon para componente celular es limitada; de las
87 proteinas so6lo fueron incluidas 29 con este método. Por otro lado, se realizé6 una
prediccion de la sublocalizacion celular con el programa ProComp v9.0

(http://www.softberry.com/berry.phtml) usando un “Integral score” mayor o igual a 5, con el

fin de obtener una prediccion mas completa de las 87 fosfoproteinas. Este programa
combina varios métodos de localizacién celular basados en redes neuronales (“Neural
Networks”) y localizaciones conocidas de proteinas homologas. Este analisis permitio

identificar la sublocalizacion de 57 fosfoproteinas, siendo “Nuclear’, “Cytoplasmic” y
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‘Plasma membrane” las mas sobrerrepresentadas, seguido de “Membrane bound
Mitochondrial’, “Membrane bound Endoplasmic reticulum”, “Membrane bound Golgi” y
“Membrane bound Peroxisomal’ que fueron menos sobrerrepresentadas (Fig. 20C). La
desventaja de ProComp es que asigna una sublocalizacion por proteina. Por lo tanto, se

empled el programa WoLF PSORT Il (https://wolfpsort.hgc.jp/), especifico para hongos,

animales y plantas [285]. Este programa clasifica las proteinas en mas de 10
sublocalizaciones, e incluye la localizacion dual, permitiendo predecir la sublocalizacion de
proteinas que se desplazan entre el citosol y el nucleo, u otros compartimentos. En este
analisis se us6 un “Score” mayor o igual a 5 para cada fosfoproteina. Con WoLF PSORT
se identificaron 13 sublocalizaciones, de las cuales "Nuclear"', “Cytosol’, "Cytosolic or
nuclear', "Mitochondria", "Plasma membrane" fueron las mas sobrerrepresentadas,
seguidas por "Peroxisome", "Cytosol or mitochondria", "Cytoskeleton", "Extracellular",
"Cytosolic or peroxisome", “Endoplasmic reticulum”, “Golgi apparatus” y "Mitochondria or
nuclear" (Fig. 20D). La sublocalizacién “Nuclear” fue la mas sobrerrepresentada en todos
los casos, esto concuerda con el numero de factores de transcripcion y proteinas cinasas
identificadas dentro del conjunto de ortélogos de la conidiacion.

Estos resultados demuestran la multifuncionalidad de las fosfoproteinas y su
importancia en el control de la conidiacion. Las unidades funcionales dentro de las
proteinas determinan en gran medida su funcionalidad, sin embargo, los cambios
postraduccionales como la fosforilacion agregan un nivel mas de regulacion lo cual

incremental la complejidad del proceso, funcion o sublocalizacion.
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Fig. 20. Analisis funcional de fosfoproteinas implicadas en la conidiacion.

(A) Procesos biolégicos asociados con la conidiacion.

(B) Funciones moleculares asociadas con la conidiacién.

(C) Sublocalizaciones celulares de fosfoproteinas asociadas con la conidiacion usando el programa

ProtComp v9.0.
(D) Sublocalizaciones celulares de fosfoproteinas asociadas con la conidiaciéon usando el programa
WoLF PSORT vill.

3.4.5.3. Vias de senalizacion implicadas en la conidiaciéon

Como se mencioné anteriormente, se identificaron 87 fosfoproteinas relacionadas
directamente con la conidiacion, las cuales equivalen a apenas el 7.5% de las 1165
fosfoproteinas identificadas en el fosfoproteoma. El 92.5% restante, como se describié en
la seccidn 3.4.5, participa en otros procesos del desarrollo como autofagia, trafico
vesicular, procesamiento de ARN mensajero y transporte, entre otros.

De las 87 fosfoproteinas, 13 corresponden a proteinas cinasas que incluyen a PKA,
PKC y MAP cinasas (MAPKKK [MAP3K], MAPKK [MAP2K] y MAPK), 15 factores de
transcripcion, y 59 fosfoproteinas con multiples funciones desde enzimas, transportadores,

adaptadores, sensores, entre otros (Fig. 21). En S. cerevisiae se han descrito ampliamente
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cuatro vias de sefializacién controladas por varias proteinas cinasas: integridad de la pared
celular, crecimiento filamentoso, adaptacion a alta osmolaridad y respuesta a feromonas
[286]. Estas vias de senalizacion han sido el punto de partida para la identificacion y
caracterizacion de vias para la mayoria de los hongos filamentosos, aunque se han
encontrado varias diferencias.

En esta seccion se describe el papel de varios de estos reguladores y su relacion
directa e indirecta con Pga1. Con el fin de entender estos mecanismos también se incluyen
los patrones de fosforilacion identificados en el fosfoproteoma de P. chrysogenum, asi
como el de otros hongos filamentosos en los que han aplicado este enfoque protedmico.
Varios de estos reguladores presentaron fosforilacion diferencial, es decir, que el grado de
fosforilaciéon (numero y cantidad de fosfositios o patrones) se encuentra disminuido o
aumentado respecto de una condicidn control. La identificacion de una fosforilacion
diferencial puede representar cambios en la expresién de la proteina o en los niveles de
fosforilacion de esta, o ambas cosas simultdneamente, por lo tanto, ambas mediciones
podrian permitir distinguir una fosforilacién diferencial a partir de expresiones alteradas de
proteinas. En algunos trabajos se ha cuantificado el grado de fosforilacién en funcion de
los cambios de expresion en las proteinas [287]; sin embargo, en otros estudios se
comparan abundancias de proteinas y niveles de fosforilacion revelando que muchas
proteinas son reguladas por fosforilacion, independientemente de sus niveles de expresion
[288].

3.4.5.3.1. Integridad de la pared celular

En primer lugar, se identifico la MAP3K cinasa Pc13g09310, ortdloga de BckA en A.
nidulans, con un porcentaje de identidad de 91.7% a nivel de arquitectura, ambas con el
dominio “Pkinase”. BCkA pertenece a un grupo de cinasas (BckA, MKkA [MAP2K] y MpkA
[MAPK]) que controlan la via de sefalizacion de integridad de la pared celular (“cell wall
integrity: CWI”), una via analoga a la via de integridad de la pared en S. cerevisiae, la cual
responde a diferentes tipos de estrés hacia la pared, incluyendo medicamentos
antimicéticos dirigidos a la pared celular, y regula la transcripcién de genes implicados en
la biosintesis de a-1,3-glucanos [289, 290]. Estudios funcionales en A. nidulans mostraron
que la ausencia de BckA provoca una morfologia irregular en las colonias acompanado de

un fenotipo apoptotico a 42°C, y en consecuencia la ausencia de conidios. En cepas con
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BckA ausente la conidiacién es restaurada en presencia de algun estabilizador osmatico
(ejemplo 1M de sacarosa o 1M NaCl) [186]. Aunque estos estudios comprenden la delecién
de bckA, y no existe alguna evidencia de la importancia de la fosforilacion, se puede
especular que la fosforilacion de BckA es esencial, ya que le da continuidad a la via que
mantiene la integridad de la pared celular, asi como a impedir el proceso apoptético.
Pc13g09310 fue fosforilada en S756, especificamente en una region estructural de la
proteina. En otro estudio fosfoprotedmico en A. nidulans se identificaron dos sitios de
fosforilacion en BckA, S719 y S1003 [234]. Por otro lado, un alineamiento de secuencias
mostré que ninguno de estos sitios identificados en A. nidulans se corresponde con el que
se identifico en P. chrysogenum. En S. cerevisiae, se demostro in vitro que Pkc1 fosforila a
Bkc1 en los sitios S939, T1119 y S1134 [291], sin embargo, estos resultados no garantizan
que esto ocurra in vivo.

Se identificd la cinasa Pc21g07090, ortéloga de PkcA en A. nidulans y Pkc1 en S.
cerevisiae, con un porcentaje de identidad del 93.5% a nivel de arquitectura respecto a
PkcA de A nidulans, y ambas con los Dominios C2, C1_1 y Pkinase, y las Familias HR1 y
Pkinase_C. ElI Dominio C2 es requerido para la localizacion en la punta de las hifas y en
los sitios de septacién [292]. Se ha sugerido que PKC juega un papel clave en la via CWI,
sin embargo, varios reportes han demostrado que PKC esta implicada en varios procesos
en hongos filamentosos: en N. crassa y C. herostrophus es esencial para la viabilidad [293]
[294], en A. nidulans regula la apoptosis, el crecimiento y la conidiacion, incluso en la
produccion de penicilina [295]. En S. cerevisiae la delecion de pkc1 es letal en condiciones
normales; sin embargo, este efecto se suprime bajo condiciones osmaéticamente
estabilizadas [291], aunque en A. nidulans este efecto no se suprime con alta osmolaridad
[186]. En P. chrysogenum se identificaron los sitios S593 y S594, especificamente cerca
del segundo Dominio C1_1 hacia el extremo C-terminal. Un estudio demostr6 que tras la
exposicion de S. cerevisiae a metilglioxal, el complejo TORC2 fosforila a Pkc1 en T1125 y
S1143, y que la fosforilacion de S1143 esta implicada en la activacion de la via CWI [296].

Fue identificado otro grupo de fosfoproteinas implicadas en la via CWI, que de acuerdo
a los registros de la base de datos AspGD estan implicadas en la conidiacion, estas
incluyen el sensor de superficie Pc22g03780 (S240), ortélogo de Wsc1 en A. fumigatus
[297], un factor de intercambio de nucleétidos de guanina (“guanine nucleotide exchange
factors: GEFs”) Pc22g16480 (S811, S812 y S813), ortdlogo de Rom2 en A. fumigatus
[297], y la a-1,3-glucano sintasa Pc16g06130 (S1136, S1939, S1818, S1152, S1812 y
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S1943), ortdlogo de Ags1 en A. fumigatus [298]. Se ha demostrado que Wsc1 y MidA
responden al estrés oxidativo [299], y son necesarios para promover el crecimiento radial y
la conidiacion, posiblemente por la via CWI [300]. También se ha demostrado que la
fosforilacion de MpkA provoca su translocacion al nucleo y fosforila al factor de
transcripcion RImA [301], el cual regula varios genes: en primer lugar, se encuentran
aquellos implicados en la biosintesis y remodelacion de la pared celular, como agsA y
agsB [302], y en segundo lugar genes relacionados directamente con la conidiacion,
incluyendo fIbB, fIbC, brlA, abaA y rasB [303]. Ags1 de A. fumigatus, es ortélogo de AgsB
en A. nidulans implicado en el 50% de los a-1,3-glucanos de la pared celular [304].

El proceso conidiogénico va acompanado de una remodelacion de la pared celular.
Durante esta fase, su composicion cambia en funcién del morfotipo diferenciado, ya sea
hifas o conidios. En un estudio se demostré que la fosforilacion de MpkA y RImA es un
proceso activo durante el desarrollo asexual, ademas se observd que MpkA interacciona
fisicamente con las proteinas FIbB, FIbC, BrlA, y RasB, lo cual puede explicar la conexion
entre la via CWI y la conidiacion o desarrollo de conidiéforos [303]. Ademas, en este
trabajo se identifico el factor de transcripcion bHLH Pc12g01260, ortélogo de DevR en A.
nidulans y A. fumigatus. Estudios recientes en A. fumigatus han demostrado que los
factores de transcripcion RImA y DevR tienen una actividad bifuncional, reprimiendo y
activando la expresion de seis genes de la ruta biosintética de DHN-melanina
(“dihydroxynaphthalene: (DHN)-melanin”), un pigmento caracteristico de conidios, el cual
juega un papel importante en la virulencia [305]. La delecion de alguno de estos dos
factores de transcripcion, RImA o DevR, interfiere con la conidiacion y reduce la expresion
de genes de la ruta biosintética de DHN-melanina [305].

En hongos se han identificado seis proteinas quitina sintasa (ChsA, ChsB, ChsC,
ChsD, CsmA y CsmB), las cuales estan clasificadas en seis grupos de acuerdo a sus
caracteristicas estructurales, Il, Ill, I, IV, V y VI, respectivamente [306]. Dentro de las 87
proteinas ortélogas se identificaron tres quitina sintasas reguladas por fosforilacion,
Pc13g15750, ortdloga de ChsB en A. nidulans, Pc12g11730, ortéloga de ChsE en A.
fumigatus y de CsmA en A. nidulans, y Pc12g11740, ortdloga de CsmB en A. nidulans. La
quitina sintasa ChsB de clase lll se localiza en hifas y conidiéforos, y juega un papel
importante en la integridad de la pared, asi como en el desarrollo de conidiéforos y
conidios [307]. Pc13g15750 fue fosforilada en los sitios S109, S114, T116 y S118, y en A.
nidulans se identifico el sitio S115 en ChsB [234], equivalente al sitio S109
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(VPGRVASPYARSE). Por otro lado, respecto a CsmA y CsmB, se ha demostrado que la
ausencia de alguno de estos genes reduce la produccién de conidiéforos, y en ocasiones
provoca anormalidades en la estructura del conidiéforo, por ejemplo, conidioforos
ramificados, tallos cortos con vesiculas no hinchadas y deslocalizacion de métulas [306].
CsmA y CsmB también ayudan a mantener la integridad de la pared celular [308]. Las
regiones promotoras de CsmA y CsmB contienen secuencias consenso reconocidas por
factores de transcripcién, como RImA y AbaA, este ultimo, es un factor de transcripcion
necesario para la conidiacidon, regulando la expresion de genes requeridos para la
diferenciacion de métulas y fidlides [306]. Se ha propuesto que la expresion de csmA 'y
csmB es inducida por AbaA en condiciones que favorecen la conidiacién, y que juegan un
papel importante en la conidiacion [306].

Al parecer, P. chrysogenum mantuvo la via CWI de forma activa durante la etapa
conidiogénica. Este evento permitio identificar varias proteinas reguladas por fosforilacion,
desde sensores de superficie, proteinas cinasas, hasta un factor de transcripcién implicado
en la biosintesis de componentes esenciales para el desarrollo de conidioforos. Por otro
lado, un estudio en P. chrysogenum mostré6 que la ausencia o inactivacion de Pga1
incrementa la resistencia de la pared celular a compuestos como el detergente SDS,
blanco de calcofluor y rojo Congo. Estos resultados claramente indican que Pga1 causa
cambios en la integridad de la pared celular, al parecer Pgal bloquea parcialmente
mecanismos que hacen que la pared celular resista a diferentes condiciones de estrés
[111]. Es posible que estos efectos sean provocados por Pga1 de forma indirecta regulando
la fosforilacion de remodeladores de la pared celular, o por una posible interaccién directa

con PKC, un elemento clave de la integridad de la pared celular.
3.4.5.3.2. Septacion

Se identificd otro grupo de cinasas en P. chrysogenum, Pc22g23070 y Pc12g09860,
ortdlogas de SidB y NimX en A. nidulans, respectivamente. Los porcentajes de identidad
fueron 90.1% para SidB y 88.4% para NimX, SidB presento el Dominio Pkinase y la Familia
Pkinase_C y NimX present6 el Dominio Pkinase. En A. nidulans se ha reportado una red
de iniciacion de la septacién (“septation initiation network: SIN”’) compuesta por las cinasas
SidB, SepH, SepL y NimX [186, 234]. La serina/treonina cinasa Pc22g23070 fue fosforilada
en S446 dentro del Dominio Pkinase, el mismo sitio también fue identificado en SidB de A.
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nidulans pero en S453 [234]. Un alineamiento multiple de secuencias mostré que los sitios
fosforilacibn en ambas proteinas son equivalentes, [Q/E]V[N/D]YAKSIVGSPD. Por otro
lado, la cinasa Pc21g04360 fue fosforilada en S403 (PPRKVVSPVGSKP). La fosfoproteina
Pc12g09860 es una cinasa dependiente de ciclina (CDK), y como con NimX, es posible
que en P. chrysogenum también controle el ciclo celular ademas de regular la septacién
[186]. En Pc12g09860 se identifico el sitio de fosforilacion Y15 (KIGEGTYGVVYKA), y el
mismo sitio fue identificado en A. nidulans [309], lo cual demuestra la importancia de este
unico fosfositio en ambos hongos filamentosos. NimX es un regulador esencial del ciclo
celular en A. nidulans, por ello es clasificada como letal [234]. Se ha demostrado que la
cinasa Wee1 fosforila a NimX, lo cual provoca una regulacién negativa sobre el ciclo celular
y la septacién, mientras que la fosfatasa NimT lo regula positivamente [309]. SidB, SepH,
SepL y NimX controlan la septacién y la conidiacién en A. nidulans, y su ausencia reprime
drasticamente la conidiacién, y ademas provoca sensibilidad a estrés osmotico,
comprometiendo la integridad celular [186, 310]. Aunque se ha demostrado que NimX es
letal en A. nidulans, no esta claro por qué no es esencial en N. crassa [311].

Relacionado con el proceso de septacién, también fue identificado el cofactor
Pc20g14730, ortdlogo de MobA en A. nidulans, el cual interacciona fisicamente con SidB
[312]. Pc20g14730 presentd un porcentaje de identidad del 91.2% a nivel de arquitectura
respecto a MobA, ambos portando la Familia Mob1_phocein, y fue fosforilado en S90. Se
ha demostrado que MobA es necesario para la septacion y la conidiacion en A. nidulans
[313]. Por lo tanto, es posible que la fosforilacidn juegue un papel importante sobre
Pc20g14730 en la via SIN. Ademas de MobA, en P. chrysogenum se identificé una septina
regulada por fosforilacion e implicada en la formacion de septos. La fosfoproteina en
cuestion fue Pc20g02680, ortdloga de AspE en A. nidulans. AspE es encontrada
unicamente en hongos filamentosos, y pertenece a una familia de septinas (AspA, AspB,
AspC, AspD y AspE) implicadas en la citocinesis, trafico vesicular y organizacion del
citoesqueleto, y localizadas en citoplasma, septos, puntas de hifas y en conidiéforos [314]
[315]. Pc20g02680 se encontro fosforilada en S131, S406 y S411, y presentd un 78.2% de

identidad a nivel de arquitectura respecto a AspE.
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3.4.5.3.3. Estrés osmoético y oxidativo

En S. cerevisiae la via de sefalizacion HOG es activada por estrés osmaotico, mientras
que en A. nidulans es activada por estrés oxidativo y osmatico, incluso se ha observado
que las senales de luz entran a la via HOG, de esta forma comparte componentes con vias
de respuesta a senales de luz [316, 317]. La via HOG es sumamente importante, ya que se
ha demostrado que regula mas de 80 genes, todos implicados en la respuesta al estrés
osmotico [318], y varios estan relacionados con la conidiacién [319]. La via de sefalizacion
por estrés osmotico en A. nidulans consta de un sistema de dos componentes (“two-
component system: TCS”, o también conocido como sistema “His-Asp phospho-relay
signaling”), y una cascada HOG compuesta por tres proteinas cinasas, SskB, PbsB y
SakA, ortélogos de Ssk1, Pbs2 y Hog1 en S. cerevisiae, respectivamente [320]. El
mecanismo de regulacion de la via HOG se ha descrito principalmente en S. cerevisiae. En
condiciones de baja osmolaridad el sensor extracelular SIin1 es autofosforilado en un
residuo de histidina (H) dentro del Dominio “Histidine Kinase”, posteriormente, el fosfato es
transferido a un residuo de acido aspartico dentro del Dominio de respuesta
“Response_req”, después el fosfato es transferido a Ypd1 en un residuo de histidina, y
después a Ssk1 en un residuo de acido Aspartico, y aqui se detiene el proceso de
fosforilacion, lo cual apaga la via HOG [321]. En condiciones de alta osmolaridad Sin1 es
desactivado (no fosforilado), y en consecuencia Ypd1 y Ssk1 no son fosforilados. Ssk1 no
fosforilado se une a Ssk2/Ssk22, posteriormente Ssk2 es activado por fosforilacion y activa
a Pbs2, la cual a su vez activa a Hog1 [321]. Se ha demostrado en A. nidulans que la
fosforilacion de SakA depende solamente del sistema TCS, lo cual difiere de la via HOG de
S. cerevisiae, donde Pbs2 puede ser activado por el sensor Sho1, una via alternativa de
activacién de Hog1, esta ruta es llamada via dependiente de Sho1 [316]. Por otro lado, se
ha demostrado que Sho1 es mas que un solo sensor, ya que también participa como
proteina adaptadora conectando sefales de la pared celular y la via HOG [321]. Ademas
de SakA, A. nidulans tiene otro homdlogo de Hog1, la MAP cinasa MpkC, la cual es
indispensable para la supervivencia en estrés osmatico, y también es fosforilada por PbsB
[316]. En estrés osmotico, Sho1 activa a Ste20, la cual activa a Ste11, con ayuda de Ste50,
asi Ste11 puede activar la via HOG mediante Pbs2 [321]. Se ha demostrado que Pbs2
interacciona fisicamente con Sho1, Ste20, Ste11, Ste50 y Ssk2 [320]. En S. cerevisiae,

Sho1 requiere de la activacion del sensor Msb2 o Hkr1 para interactuar con Sho1 y Ste20
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[321]. Cuando Msb2 se encuentra activado, interacciona con Bem1, la cual recluta a Ste20
y Cla4 para complementar el complejo y activar a Ste11 [322]. Se ha demostrado que
BemA en A. nidulans, ortélogo de Bem1, es esencial para la conidiacion y el desarrollo de
las hifas [323]. Finalmente, la fosforilacion de Hog1 provoca su translocacion al nucleo
donde modula la actividad de factores de transcripcidn por fosforilacion. Se ha encontrado
que Hog1 en S. cerevisiae regula la expresion de mas de 300 genes, pero unicamente un
grupo pequefo afecta a las concentraciones de glicerol [321]. La regulacion negativa de
Hog1 se lleva a cabo por un grupo de fosfatasas tanto en el nucleo como en el citoplasma
[319]. En A. nidulans se ha demostrado que SakA y PbsB son esenciales para mantener la
viabilidad y supervivencia de los conidios en altas concentraciones de H,O, [324].

SskA es un regulador de respuesta, y en A. nidulans media la activacion de la via HOG
en respuesta a estrés osmotico y oxidativo. SskA coordina esta regulacion junto con el
regulador de respuesta llamado SrrA, ortélogo de Skn7 en S. cerevisiae, el cual es un
factor de transcripcidon implicado en la resistencia a estrés oxidativo [325]. Se ha
demostrado que SrrA responde a H;O; y regula la expresién de la enzima catalasa CatB.
SrrA, al igual que SskA, son requeridos para una conidiacién normal y para la viabilidad de
los conidioforos [326]. Ademas de SrrA, un estudio reciente ha demostrado que el factor de
transcripcion AtfA, también esta implicado en la respuesta a estrés oxidativo y regulaciéon
del gen de catalasa, asi como en el desarrollo de conidioéforos, ademas AtfA juega un papel
crucial en la respuesta a estrés térmico en conidios, pero no en micelio [327, 328, 329].
Junto con estos factores de transcripcion se suma NapA, ortélogo de Yap1 en S.
cerevisiae, el cual regula genes implicados en la resistencia a H.O. y radicales superéxido,
estos genes incluyen a catB (“mycelia-specific catalase”), trxB (“thioredoxin reductase”),
thiO (“thioredoxin”) y glIrA (“glutathione reductase”) [325]. Por otro lado, recientemente se
ha demostrado que NapA juega un papel importante en la conidiacién, ademas, se estima
que regula la expresion de al menos 214 genes, implicados en la utilizacidon de etanol,
destoxificacion de compuestos, utilizacion de carbohidratos y metabolismo secundario
[327]. En A. nidulans, se ha observado que SskA regula la expresion de genes implicados
en la tolerancia a estrés en conidios, incluyendo genes implicados en el metabolismo de
glicerol (“glycerol-3-phosphate dehydrogenases: gfdA y gfdB”, “glycerol dehydrogenase:
gldB”) y trehalosa (“trehalose-6-phosphate synthase: tpsA”, “trehalose-6-phosphate
phosphatase: orlA*, y “neutral trehalase: treB”) [319].

101



Como puede observarse la via HOG es altamente compleja, y no es una via
independiente ya que comparte componentes con multiples vias como de respuesta a la
luz, pared celular, respuesta a feromonas, y diferentes tipos de estrés. Después de S.
cerevisiae, A. nidulans es el hongo filamentoso mas estudiado, sin embargo, la mayoria de
los estudios comprende regulaciones a nivel transcripcional.

El fosfoproteoma de P. chrysogenum realizado en este trabajo permitié identificar
varias proteinas de la via HOG reguladas por fosforilacion, algunas relacionadas
directamente con la conidiacion y otras relacionadas con el desarrollo. Las fosfoproteinas
identificadas fueron: Pc22g16370/ShoA (S137), Pc22g16340/SskA (T461 y S599),
Pc22g04440/SrrA  (T269), Pc169g11860/CatB (S475), Pc16g13300/PbsB (S35),
Pc13g11680/HogA/SakA (T172, Y174, S176 y T177), Pc21g17500/Ste11/SteC (Y171,
S178, S182 y S537), Pc20g00990/Cla4 (S76 y T78), Pc209g15280/NapA (S38),
Pc13g09580/AtfA (S278), Pc13g06260/BemA (S457), Pc229g22110/GfdA (S205, S207,
S209y T210) y Pc20g08480/OrlA (S91, T93, S84 y S96), todas ortdlogas de A. nidulans. A
pesar de que A. nidulans y P. chrysogenum pertenecen al mismo Orden, es posible que
existan diferencias funcionales en los componentes de la via HOG vy rutas alternas de
sefalizacion. Sin embargo, su presencia, la alta identidad en las secuencias y arquitectura
son un fuerte indicio de que la via en ambos hongos se encuentra altamente conservada.

Varios estudios realizados en P. chrysogenum han demostrado que la ausencia o
inactivacion de Pga1 incrementan la resistencia a diferentes tipos de estrés (osmatico,
oxidativo y térmico) [112, 108, 109, 110, 111], por lo tanto, es posible que Pgal regule

efectores encontrados en la via HOG.
3.4.5.3.4. Regulacién del desarrollo

En S. cerevisiae se ha estudiado ampliamente una via de senalizacion sexual que
responde a feromonas e induce un proceso de diferenciacion que provoca la fusion celular
[330]. Esta via es regulada por un médulo de tres proteinas cinasas: Ste11 (MAP3K), Ste7
(MAP2K) y Fus3 (MAPK), y una proteina Ste5 (“scaffold”), que mantiene juntas a las tres
cinasas favoreciendo la fosforilacion [331]. La sefalizacion comienza con la unién de
feromonas a receptores de membrana (Ste2 o Ste3), los cuales estan acoplados a
proteinas de unién a nucledtidos de guanina (por ejemplo, proteinas G heterotriméricas),

las cuales inician la transduccion de sefales. Esta sefial mediada por feromonas induce la
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liberacion del dimero GBy a partir del heterotrimero Gafy. Posteriormente, Ste5 se une al
dimero activado Gy y recluta al médulo Ste11-Ste7-Fus3 hacia la membrana cerca de la
cinasa Ste20, donde esta ultima inicia la cascada de sefalizacién por fosforilacion de Ste11
[332]. A este complejo se une un segundo adaptador, Ste50, el cual es requerido para la
localizacion y activacion de Ste11 [333]. La fosforilacion de Fos3 provoca su liberacion de
Ste5 y translocacion al nucleo, donde fosforila factores de transcripcion como Ste12, el
cual es necesario para activar la via sexual [334].

Esta misma via ha sido estudiada en hongos filamentosos y no solo esta involucrada
en el desarrollo sexual, sino también en el desarrollo asexual y procesos relacionados con
el mismo, como la patogenicidad, produccion de metabolitos secundarios y conidiacion. El
modulo Ste11-Ste7-Fus3 es conservado en hongos filamentosos, a excepcion de Steb, el
cual esta ausente. En A. nidulans SteC, MkkB, MpkB, SteD y SteA son ort6logos de Ste11,
Ste7, Fus3, Ste50 y Ste12, respectivamente [183]. N. crassa, otro hongo filamentoso
modelo, también conserva el mismo modulo de cinasas (NRC-1-MEK-2-MAK-2), el cual
regula la germinacion y fusién de hifas [335]. En N. crassa y A. nidulans se ha identificado
un adaptador que hace la funcién de Ste5, llamado HAM-5 y HamE, respectivamente, el
cual funciona de “scaffold” para el modulo Ste11-Ste7-Fus3, y ademas interacciona
fisicamente con el adaptador Ste50 [336, 337]. En P. chrysogenum fue identificado un
ortdlogo de HamE, Pc21g03110, fosforilado en las posiciones S1037, S1039, S1040 y
S1045, y es posible que como ocurre en A. nidulans, Pc21g03110 realice la funcion de
“scaffold” para el modulo Ste11-Ste7-Fus3.

Se ha observado que la delecién de steC en A. nidulans trae consigo una tasa de
crecimiento lenta, hiperramificacién de hifas y morfologia de conidioforos alterada [182]. En
A. flavus se reportd que los sitios de fosforilacion S187 en Ste11 son esenciales para la
formacion de los conidioforos ya que la sustitucion de serina por acido Aspartico provoca
conidiéforos cortos y reduccion en la cantidad de conidios. Ademas, la fosforilacion esta
implicada en la biosintesis de aflatoxinas [235]. En P. chrysogenum se identificé la proteina
Pc21g17500 fosforilada en los sitios Y171, S178, S182 y S537, ortdloga de SteC en A.
nidulans. El sitio de fosforilacion S182, se corresponde con el sitio S187 identificado en A.
flavus. Un alineamiento multiple de secuencias muestra la secuencia consenso
[S/P][L/P]SRP[A/G]SP[P/L]A/R][G/A]ID/Q][S/R].

En A. nidulans se ha demostrado que MpkB fosforila a SteA y VeA, para regular el

desarrollo y metabolismo secundario [183]. VeA pertenece a la familia de proteinas Velvet
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compuesta por cuatro subfamilias (VeA, VelB, VelC y VosA) encontradas en hongos
ascomicetos y basidiomicetos, y ausentes en levaduras [338, 280]. Los heterodimeros
Velvet VeA-VelB y VosA-VelB tienen funciones diferentes en el desarrollo, VeA-VelB
promueve el desarrollo sexual, mientras que VelB-VosA inhibe la diferenciacién asexual
[338]. VosA es un factor de transcripcion que se une a mas de 1500 secuencias
promotoras y regula negativamente la conidiacion durante el crecimiento vegetativo, al
reprimir la expresion temprana de los genes brlA y sciB (este ultimo un antagonista de
VosA) [339]. Esta familia se conoce por controlar el metabolismo secundario y el desarrollo
dependiente de luz en hongos filamentosos [340, 341]. El complejo VelB-VosA decrece en
presencia de luz, lo cual favorece el desarrollo asexual, mientras que en oscuridad la
cantidad del complejo aumenta y se favorece el desarrollo sexual [342]. Los genes vosA y
velB son activados en las fidlides por AbaA (proteina regulada por BrlA) en oscuridad y
transportados al nucleo de los conidios para formar el complejo dimérico VelB-VosA [343].
El gen vosA es expresado especificamente durante la formacion de esporas sexuales y
asexuales, y sus niveles de ARN mensajero son altos en ambos tipos de esporas [342].
Otro papel fundamental de VosA y VelB es la regulacion de genes biosintéticos de
trehalosa en conidios y ascosporas, la trehalosa confiere mayor viabilidad y tolerancia a
estrés térmico y oxidativo a los conidios [344] . En P. chrysogenum fue identificada la
proteina Pc22g06890, ortdloga de VosA, regulada por fosforilacién en el sitio S156. Hasta
el momento no existe ningun reporte sobre alguna posible regulacion de VosA por
fosforilacién, por lo tanto, resulta interesante haber identificado esta proteina fosforilada, y
sobre todo por jugar un papel tan importante en la conidiacion. ScIB es otro factor de
transcripcion regulado por VosA. Se ha demostrado que SclB es esencial para la
conidiacién, ya que su ausencia reduce drasticamente la produccion de conidiéforos [339].
Ademas, ScIB funciona como antagonista de VosA, es decir, induce la expresion temprana
de genes activadores de diferenciacion asexual como fIbC, flbD y brlA [339]. Se ha
demostrado que la represion de la conidiacion durante el crecimiento vegetativo ocurre por
la unién de VosA y NsdD al promotor de brlA [345]. NsdC y NsdD son requeridos para el
desarrollo asexual; estos factores de transcripcion regulan la expresion de genes
requeridos para el desarrollo temprano de los conidiéforos, previo a la formacion de
conidios [346]. Después de la etapa de germinacion de conidios ocurre una desrepresion
de brilA, y esta se caracteriza por la deslocalizacion de VosA, NsdC y NsdD del promotor
de brlA, lo cual permite que las proteinas Flb (“fluffy low brlIA: FIbB, FIbC, FIbD y FIbE”)
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activen la expresion de brlA [347]. Se ha descrito una quinta proteina Flb, FIbA, la cual
regula el desarrollo de forma indirecta, participando como antagonista de la represién de la
conidiacion por la via de las proteinas G heterotriméricas, y por tanto reprimiendo el
crecimiento vegetativo [68]. Se ha identificado otro conjunto de represores de la
conidiacién (“suppressor of fluG”. SfgA, SfgB, SfgC y SfgD), los cuales regulan
negativamente la expresion de genes flb [348]. Como se ha venido mencionando BrlA es
un regulador esencial de la conidiacion. BrlA junto con dos factores de transcripciéon mas,
AbaA 'y WetA, regulan la via central del desarrollo (“central developmental pathway: CDP”)
en hongos filamentosos, controlando la expresidén de genes especificos de la conidiacion.
BrlA se encarga de regular la expresion de genes implicados en la conidiacion, AbaA regula
genes requeridos en las etapas media y terminal del desarrollo de los conidiéforos, incluida
la formacién de fialides, y WetA se encarga de regular genes implicados en el ensamblaje
de la pared conidial [174, 349]. Ademas de FIbA, las proteinas G heterotriméricas regulan
el proceso de conidiacion indirectamente, como se descibié en la seccion 2.4.5.
Curiosamente, en este trabajo se identifico la fosforilacion S18 en la subunidad Gy
(Pc16g10360, ortdloga de GpgA en A. nidulans) de las proteinas G heterotriméricas, en M.
oryzae también fue identificada la fosforilacion S21 en la misma subunidad
(MGG_10193T0) [229], la cual después de realizar un alineamiento multiple de secuencias
resultd6 que son equivalentes ([I/V][R/K][R/N][N/KIKQS[M/V]ADLKJL/Y]). Por estudios
funcionales en A. nidulans y en otros hongos filamentosos se sabe que la subunidad Gy es
necesaria para una conidiacion normal y el crecimiento vegetativo [350], pero se
desconoce qué papel tendria la fosforilacion en estos procesos, lo cual resultaria
interesante investigar. En la via de senalizacion por proteinas G heterotriméricas,
interviene otro elemento importante, la proteina PKA. En A. nidulans se han caracterizado
dos PKAs, PkaA y PkaB, de las cuales, PkaA juega un papel importante en el crecimiento
vegetativo y germinacion de los conidios, pero controla negativamente la conidiacion vy
produccion de micotoxinas [351]. PkaB esta implicada en la germinacién de conidios, lo
cual sugiere que PkaB funciona como respaldo de PkaA, sin embargo, se ha observado
que la delecién de ambas PKAs es letal, indicando que PkaA y PkaB son esenciales para
la viabilidad de A. nidulans [351, 352].

Ademas de haber identificado los ortélogos de HamE, SteC y VosA, en este trabajo se
identificaron otros reguladores del desarrollo, principalmente implicados en la conidiacion,
descritos previamente: Pc06g00470/BrlA (T255 y S308), Pc219g21680/SclB (S73),
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Pc21g04980/NsdC  (S219), Pc13g15350/NsdD (S481), Pc15g00600/FIbA (S236),
Pc22g16500/PkaB (S28).

3.4.5.3.5. Otras fosfoproteinas implicadas en la conidiacion

Ademas de cinasas y factores de transcripcion, existe un amplio grupo de proteinas
implicadas en la conidiacién que no deja de ser importante: a continuacién, se describen
varias de estas proteinas, y su posible papel en P. chrysogenum.

Pc21g06690 (S813) ortdlogo de RtmC en A. nidulans. RmtC es una arginina
metiltransferasa especifica de histonas, homologa de RmtA [353]. RmtA esta implicada en
la regulacion epigenética por metilacion de histonas. Se ha demostrado que esta
regulacion epigenética afecta a una variedad de procesos celulares, incluyendo la
morfogénesis y el metabolismo secundario. También se ha demostrado que la ausencia de
rmtA provoca hiperconidiacién, indicando que RmtA es un represor del desarrollo asexual,
esto fue sustentado con la alta expresion de briA, abaA y wetA comparada con la cepa
silvestre [354]. Pc18g03850 (S592 y S598) es ortélogo de RpdA en A. nidulans. RpdA es
una histona desacetilasa (“histone deacetylase activity: HDAC”) implicada en la regulacion
epigenética de la conidiacion, metabolismo secundario y patogenicidad [355, 356].
Pc18g03490 (S383, T385, S502 y S569) ortdloga de Atg1 en A. nidulans. En un andlisis
fosfoprotedmico en M. oryzae se identificaron cinco proteinas de la autofagia (MoAtg1,
MoAtg2, MoAtg3, MoAtg17, y MoAtg18) reguladas por fosforilacion durante la formacion de
apresorios [229]. En B. bassiana se demostro que BbATG1, ortélogo de Atg1 en A.
nidulans, es requerido para la produccién de conidios aéreos [357]. Pc13g02620 (S248)
ortdlogo de la proteina cinasa SchA en A. nidulans, y ortdlogo de SCH9 en S. cerevisiae,
controla la cinética de degradacion de trehalosa y la germinacion conidial [224]. SchA de A.
nidulans fue fosforilada en los sitios (S285, S298 y S827) [234], de los cuales S285 es
equivalente con S248 de acuerdo con un alineamiento multiple de secuencias.
Pc12g11480 (S529 y S1138) ortdlogo de CyaA en A. nidulans y AcyA en A. fumigatus. En
estudios funcionales se demostré que la delecion de acyA junto con gpaB provoca una
conidiacién reducida [358]. Por otro lado, la delecion de cyaA provoca un deterioro en la
degradacion de trehalosa en conidios y un decaimiento en la emergencia del tubo germinal
[224]. Fac1 en Fusarium verticillioides, ortdlogo de CyaA, esta implicado en la virulencia, y

en la tolerancia a estrés térmico y oxidativo, también en los niveles de expresion de los
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genes HYD1y HYDZ2 de hidrofobinas, importantes en la formacion de microconidios [359].
Pc12g10390 (S13, S376, S1776 y T1778) ortdlogo de DopA en A. nidulans. La ausencia
de DopA en A. nidulans provoca morfologia anormal en hifas vegetativas y altera
drasticamente la morfologia de los conidiéforos. Ademas, altera los patrones de expresion
de reguladores clave de la conidiacion como brlA, abaA y steA [360]. Pc21g07000 (S228,
T835 y S1354), ortélogo de Bud3 en A. nidulans, juega un papel importante en el desarrollo
del conidioforo. Estudios funcionales han revelado que su delecion provoca defectos en la
estructura del conidiéforo, incluyendo elongacion de la métula y fidlides, por lo tanto,
probablemente Bud3 es requerido en multiples pasos del desarrollo del conidioéforo [361].
Pc16g03380 (Y189 y S191) es ortélogo de BudA en A. nidulans y Bud6 en N. crassa. BudA
esta implicada en la formacién de septos, sin embargo, se ha mostrado que su deleciéon
causa una drastica reduccion de la tasa de crecimiento respecto a la cepa parental,
provoca la aparicion de colonias compactas y no desarrolla conidiéforos [362], lo cual
indica su importancia en la etapa conidiogénica. Pc16g02410 (S286, T290, S577 y S591)
es ortdlogo de AxI2 en A. nidulans. Esta proteina es requerida para la regulacion de la
morfogénesis de las fidlides durante la conidiaciéon. Ademas, AxI2 se localiza en la unién
fialide-espora, donde recluta septinas, y se ha demostrado que su expresion es regulada
por BrlA y AbaA [363]. Pc13g05480 (S112) es ortélogo de FimA en A. nidulans. Esta
proteina es importante para la diferenciacion de los conidiéforos, se localiza principalmente
en vesiculas, métulas, fialides y conidios, y es tan importante que su ausencia provoca
deformaciones estructurales del conidiéforo [364]. El crecimiento polarizado es una
propiedad de todas las células desde neuronas hasta hongos filamentosos. En A. nidulans
se ha identificado el complejo MobB y CotA (ambas proteinas cinasas), implicado en la
segregacion nuclear en los conidios, formacién de septos, elongacién de las hifas, y en la
conidiacién [365]. En P. chrysogenum se identificaron proteinas ortdlogas de este
complejo, Pc16g02290 (S50) y Pc22g04990 (S132, S143 y S161), las cuales estan

reguladas por fosforilacion.
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Fig. 21. Vias de seializacion implicadas en la conidiacion de P. chrysogenum.

“This study”: fosfoproteinas ortdlogas de A. nidulans implicadas directamente en la conidiacion.

“Reference:” Proteinas caracterizadas en A. nidulans que intervienen en vias de sefalizacion.

“Protein interaction”: Interacciones proteina-proteina descritas en especies de Aspergillus.

“Putative protein interaction”: posibles interacciones proteina-proteina, principalmente con la subunidad Ga Pga1.

“Phosphorylated”: Describe si hay sitios de fosforilacion en la cepa Wis54-1255, en caso contrario solo si hay en 44_Pga1Q204 o en Apga1.

La Barra de color indica el grado de fosforilacion (log2(44_Pga1Q204/Wis54-1255), log2(Apga1/Wis54-1255)) respecto a Wis54-1255, o (log2(44 Pga1Q204/Apgat), log2(Apga1/44 Pga1Q204)) respecto a 44 Pga1Q204 o Apga1.
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3.4.5.3.6. Efectores de Pga1l y fosforilacién diferencial

Una proteina efectora es definida como cualquier proteina que es regulada
directamente por otra que se encuentra corriente arriba dentro de un proceso/via de
regulacion (definicion modificada de [366]). Existen efectores directos e indirectos, sin
embargo, en la forma indirecta, la regulacién puede comprender multiples pasos e
interaccion y/o participacion de otras proteinas que actuan sobre la proteina efectora, o
proteinas efectoras previas. Pga1, al igual que las subunidades Ga de otros hongos
filamentosos y otros organismos, se localiza en la cara interna de la membrana plasmatica.
Aunque esto no se ha estudiado en hongos filamentosos, en organismos superiores se ha
demostrado que la subunidad Ga se localiza en membranas de otros compartimentos
subcelulares incluyendo mitocondria [367], reticulo endoplasmico y aparato de Golgi [368].
Se ha demostrado que la asociacion de las subunidades Ga a la membrana depende de la
miristilacién y/o palmitoilacién, y de su asociacién al dimero GRy. Algunas subunidades Ga
(como Gai y Ga,) presentan ambas, mientras que otras solo son palmitoiladas o
miristiladas (Gaq y Gas) [369]. La localizacion de las subunidades Ga puede representar
una limitacidon, ya que el estar exclusivamente unidas a la membrana restringe,
obviamente, su movilidad e interaccién con otras proteinas. Pero, por otro lado, esto puede
contribuir a una senalizacion eficiente y especifica. Como se mencioné anteriormente, la
subunidad Ga y el dimero Gy, en su forma activa, regulan efectores directos localizados
en la cara interna de la membrana plasmatica, como adenilato ciclasa, fosfolipasas y
canales idnicos, entre otros.

Un analisis funcional usando STRING muestra que Pga1 interacciona con 8 proteinas
fosforiladas (Fig. 22) implicadas directamente en la conidiacion (identificadas en este
trabajo). Cabe mencionar que varias de estas interacciones son determinadas a partir de
enfoques experimentales y con homoélogos en otros hongos u otros organismos. Estos
efectores fosforilados directos de Pga1 implicados en la conidiacion fueron Pc22g16500
(PkaB), Pc16g10360 (GpgA), Pc12g11480 (AcyA), Pc219g05940 (RasA), Pc15g00600
(FIbA), Pc21g07090 (PkcA), Pc16g13300 (PbsB) y Pc21g17500 (SteC). Ademas, se
identificaron efectores indirectos que regulan procesos como el crecimiento vegetativo, la
respuesta a estrés osmotico y oxidativo, germinacién y la conidiacién, y cabe mencionar

que este efecto indirecto se refleja en varios niveles de regulaciéon como el transcripcional y
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postraduccional (Fig. 21). Ademas de estos efectores, se identifico una fosfoproteina que
podria ser un efector directo de Pga1, Pc16g04070 (fosforilada en los sitios T842, T844,
S846 y S1288), ortélogo de SCP160 en S. cerevisiae. Hasta el momento no existe reporte
alguno de esta proteina en hongos filamentosos, y en consecuencia se desconoce su
papel en la conidiacion. SCP160 es un efector de GPA1 en S. cerevisiae, y esta implicado
en el crecimiento polarizado [370]. La posible interaccion de Pc16g04070 con Pga1 puede
explicarse ya que se ha demostrado en S. cerevisiae que SCP160 esta asociada a la
membrana y ribosomas [371]. Ademas de SCP160, en S. cerevisiae se identificd otro
efector directo de la subunidad Ga, Fus3, ortdlogo de PkcB en A. nidulans, donde se
demuestra una interaccion entre GPA1 y Fus3 [372]. Recientemente, en un estudio en
Phytophthora sojae se identificd un efector directo de la subunidad Ga PsGPA1, la serina-
treonina cinasa PsYPK1 [373], ortdloga de PkcB en A. nidulans. Se demostré que PsGPA1
es un regulador negativo de la formacion de esporangios y, ademas, se observo que la
interaccion entre PsGPA1 y PsYPK1 impide la localizacién nuclear de PsYPK1, el cual es
requerido para la formacion de esporangios. Otro estudio anterior en P. sojae también
identificd otro efector directo de PsGPA1, la proteina PsHint1, implicada en la quimiotaxis y
patogenicidad [374]. Aunque P. sojae no es un hongo ascomiceto, estos trabajos aportan
informacion relevante sobre la funcionalidad de la subunidad Ga y su papel en el
desarrollo.

Como se puede observar, en este trabajo se identificaron varias fosfoproteinas
implicadas directa e indirectamente en la conidiacion de P. chrysogenum. Varias
fosfoproteinas presentaron fosforilacion diferencial exclusiva de condicion/cepa (Wis54-
1255, 44 Pga1Q204 o Apgat), lo que demuestra que algunos resultados observados en
los estudios fenotipicos dependen de estas fosforilaciones. Como primer ejemplo se puede
mencionar el comportamiento que presentaron las cepas 44 Pga1Q204 y Apgat en la
conidiacién y respuesta a estrés oxidativo. La sensibilidad de 44 Pga1Q204 y la
resistencia de Apga1 al estrés oxidativo debe depender en gran medida de la regulacion de
la via HOG y/o rutas alternas con las que comparte componentes. En primer lugar, la
sensibilidad en 44 Pga1Q204 podria explicarse en parte a que la proteina
Pc22g04440/SrrA, uno de los elementos principales en la respuesta a estrés oxidativo no
fue identificada. Por otro lado, la proteina Pc13g09580/AtfA, catalogada como uno de los
reguladores centrales de la respuesta a estrés oxidativo, tampoco fue identificada en

44 Pga1Q204, mientras que en Apgal fue fosforilada por Pc13g11680/HogA, lo que
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sugiere que AftA no esta activando genes responsables de la respuesta a estrés oxidativo y
biosintesis de trehalosa en 44 _Pga1Q204, lo cual explica la sensibilidad y poca viabilidad
de esta cepa en presencia de H.O,. Adicional a estos resultados, se identificaron tres
fosfoproteinas (Pc20g13800/SipA, Pc20g12780/SipC y Pc18g02160/SipF) que
posiblemente pertenecen al complejo STRIPAK (“striatin-interacting phosphatase and
kinase”), recientemente caracterizado en los hongos filamentosos S. macrospora [375] y A.
nidulans [376], pero no descrito en ninguna especie de Penicillium. Este complejo esta
constituido por siete proteinas (StrA, SipA, SipB, SipC, SipD, SipE y SipF), y en A. nidulans
estan implicadas en la localizacion nuclear de la cinasa MpkB, en la expresion de briA,
abaA, steA y nsdD, y ademas regula la expresion de genes implicados en la respuesta a
estrés oxidativo. Curiosamente ninguna de las tres fosfoproteinas identificadas fue
fosforilada en la cepa 44 _Pga1Q204, lo cual puede estar relacionado con su sensibilidad a
estrés oxidativo. También resulta interesante observar en Apga? que dos fosfatasas que
regulan negativamente a HogA tengan patrones de fosforilacion opuestos al resto de
cepas. En primer lugar, la fosfatasa Pc13g05710/PtpA no fue encontrada en Apgaft,
mientras que en las cepas Wis54-1255 y 44 Pga1Q204 se identificaron dos sitios de
fosforilacion, de los cuales S204 resultd sobrerrepresentado respecto a Wis54-1255. Por
otro lado, en Pc21g03560/PtcA se identificaron cinco sitios de fosforilacion, de los cuales
cuatro no se identificaron Apga1, S98, el unico sitio identificado en las tres cepas mostré
estar sobrerrepresentado en 44 Pga1Q204 respecto a Wis54-1255, mientras que entre
Apgal y Wis54-1255 no hubo diferencia. Curiosamente también se identificaron tres
enzimas reguladas por fosforilacion implicadas en la biosintesis (Pc20g08480 “trehalose 6-
phosphate synthase/phosphatase” y Pc219g04930 “trehalose 6-phosphate synthase
complex regulatory subunit’) e hidrdlisis de trehalosa (Pc22g03670 “alpha,alpha-
trehalase”), relacionadas con la integridad de la pared celular.

Por otro lado, se identificaron fosfoproteinas exclusivas de cepa; por ejemplo el factor
de transcripcion Pc12g01260/DevR fue fosforilado e identificado s6lo en la cepa Apgaf.
DevR regula la biosintesis de melanina, compuesto implicado en la resistencia a varios
tipos de estrés en varios hongos filamentosos. Ademas de DevR, también se identificaron
los factores de transcripcion Pc06g00470/BrlA, Pc21921680/ScIB, Pc21g17500/NsdC y
Pc22g06890/VosA, y ademas la subunidad Gy Pc16g10360/GpgA de las proteinas G
heterotriméricas, todos presentes Unicamente en la cepa Apga7. Esto resulta interesante

ya que la presencia de estos factores de transcripcién (DevR, BrlA, SclB, NsdC y VosA) en
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la cepa Apga1 esta estrechamente relacionada con su fenotipo hiperconidiante y resistente
a estrés oxidativo.

En muchos trabajos se ha demostrado que estas proteinas juegan un papel esencial
en la conidiacion y desarrollo de conidiéforos, sin embargo, hasta este punto se desconoce
el objetivo de la fosforilacién en de estas proteinas, ya que este cambio postraduccional
puede jugar dos roles: el de activar o desactivar la funcionalidad de la proteina. Como
puede observarse estan implicadas varias vias de sefalizacion (via de integridad de la
pared celular, via HOG y via de respuesta a feromonas) y la posible conexién entre ellas
puede encontrarse en el modulo de cinasas SteC/Ste11-MkkB/Ste7-MpkB/Fus3, mediante
la fosforilacion de SteC/Ste11, la cual también participa de manera activa activando la via
HOG (Fig. 21).

Como puede observarse la fosforilacion es un proceso altamente complejo y de alguna
forma permite obtener una visidn general de otro nivel de regulacién que ocurre en todos
los organismos, incluyendo los hongos filamentosos. Sin embargo, la confirmacion del
verdadero papel de las fosforilaciones sélo se puede obtener mediante estudios puntuales
de esos sitios de fosforilacion, de esa forma se podrian responder las hipotesis sobre la
funcionalidad de la proteina y su papel en los procesos fisiolégicos del hongo. Cabe
mencionar que varias de estas fosforilaciones provocan cambios fenotipicos indetectables,

mientras que otros provocan efectos drasticos.
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Fig. 22. Efectores de Pga1.
Interacciones de un analisis in silico usando la base de datos de STRING de todas las proteinas
fosforiladas implicadas en la conidiacion.
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3.5. Conclusiones
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1. En total se identificaron 1165 proteinas fosforiladas entre las cepas Wis54-1255,

44 Pga1Q204 y ApgaT.

. De las 1165, 87 fosfoproteinas participan directamente en la conidiacion y desarrollo

de conidi6foros.

. Las condiciones experimentales y la metodologia de enriquecimiento de péptidos

permitieron enriquecer proteinas implicadas directamente en la conidiacion,

comprobado con un analisis in silico usando todo el proteoma de P. chrysogenum.

. Se identificaron cuatro vias de sefalizacion (inicio de la septacion, integridad de la

pared celular, respuesta a estrés oxidativo y osmético, y desarrollo asexual)
altamente conservadas en hongos filamentosos, incluyendo la identificacion de tres
(Pc20g13800/SipA, Pc20g12780/SipC y Pc18g02160/SipF) componentes del
complejo STRIPAK recientemente caracterizado en A. nidulans.

. Se observa un marcado fendmeno “crosstalk” en las vias de sefalizacion de P.

chrysogenum, todas de alguna forma relacionadas con el desarrollo de conidioforos
al modificar los patrones de fosforilacion de reguladores esenciales del desarrollo
asexual como BrlA, VosA, ScIB, SteA, OsaA, BemA, NapA, MobA, CrzA, RtfA,
DopA, NsdC y NsdD.

. La fosforilacion diferencial muestra cambios importantes en reguladores importantes

de la conidiacion y desarrollo de conidiéforos. Ademas, también se observan
cambios en multiples fosfoproteinas implicadas en otras vias de sefalizacion que

contribuyen a la viabilidad, integridad y desarrollo de los conidios y conidiéforos.

. Fueron identificados cuatro posibles efectores directos de Pga1: Pc21g07090/PkcA,

Pc21905940/RasA, Pc16904070/SCP160 y Pc21g17500/SteC.



Capitulo 4

“Software” Bioinformatico
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4.1. NeVOmics: An Enrichment Tool for Gene Ontology and Functional Network

Analysis and Visualization of Data from OMICs Technologies

El manejo, procesamiento y analisis de grandes volumenes de datos es un desafio.
Actualmente, la disponibilidad y acceso a las nuevas tecnologias ha permitido realizar
estudios globales (“Omicos”) con mayor frecuencia, con el fin de obtener mas informacion
sobre un determinado estado fisiolégico de la célula. Aunque existen numerosos
programas y plataformas para analizar multiples tipos de datos, con diferentes formatos,
siempre presentan sus limitaciones, sobre todo porque hay un sesgo que recae en los
objetivos del desarrollador. La mejor forma de procesar, analizar e interaccionar con los
datos provenientes de estos enfoques es usando herramientas poderosas como lenguajes
de programacion (Python, Perl, R, M, entre otros) que saquen el mayor provecho de los
datos e informacién; sin embargo, esta no es una tarea facil. Con el fin de contribuir al
andlisis de datos obtenidos de enfoques “Omicos” se desarrollé una herramienta

bioinformatica en lenguaje Pyton (“Network-based Visualization for Omics: NeVOmics”,

https://github.com/bioinfproject/bioinfo/) que permite procesar grandes listas de
genes/transcritos/proteinas. Esta herramienta se enlaza a servidores en tiempo real para
extraer la informacion actualizada y, ademas, cuenta con visualizaciones alternativas de los
datos procesados, lo cual ayuda a digerir e interpretar mejor la informacion.

NeVOmics es un programa bioinformatico de interfaz grafica (“graphical user interface:
GUP, Fig. 22) que emplea una distribucién hipergeométrica para identificar rutas
metabdlicas, vias de sefializacién, procesos biolégicos, funciones moleculares o
componentes celulares estadisticamente significativos a partir de una lista de
genes/transcritos/proteinas obtenida de alguna tecnologia “Omica” [278].

NeVOmics fue depositado en GitHub, una de las plataformas mas grandes del mundo
donde se llevan a cabo multiples trabajos colaborativos entre desarrolladores. En este sitio
se encuentra toda la documentacion incluyendo “scripts” de Python, “scripts” de R, material

suplementario, y manual de instalacion y uso.
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Fig. 23. Interfaz grafica del programa bioinformatico NeVOmics.
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7. All organisms annotated in KEGG Database are included, approximately 6221 (2019/11/8)
organisms (534 eukaryotes, 5383 bacteria, 304 archaea).

8. Link with information about organisms deposited on KEGG Database.

9. Radio button to select an BLAST method (you need to install BLAST).

10. Swiss-Prot (reviewed) is a high quality manually annotated and non-redundant protein sequence
database, which brings together experimental results, computed features and scientific conclusions.
TrEMBL (unreviewed) contains protein sequences associated with computationally generated
annotation and large-scale functional characterization (https://www.uniprot.org/help/uniprotkb).

1. File in tabular format. NeVOmics accepts only UniProtKB identifiers. NeVOmics does not accepts
lists with duplicate identifiers.

2. NeVOmics builds two types of visualizations including Networks and Chords, also creates Bar and
Pie charts, in PNG and SVG formats (SVG figures included links to KEGG and UniProtkKB
Databases). Open SVG figures with a web browser of your preference.

3. Button to select an color scale to assign them to numerical values associated with genes/proteins.
Below this button the select scale is displayed.

4. Button to select a colormap to assign them to enriched terms and their edges. Below this button
the select scale is displayed.

5. Button to select a color to genes/proteins when no numerical values are included in the list.

6. Button to select a title of color scale.

7. Button to search and define the location of R.exe program.

8. Button to search and define the location of R Library (Rlibrary_NeVOmics). The library
“Rlibrary_NeVOmics” downloaded was built with R-3.5.3, therefore it is recommended that R-3.5.3
be installed.

1. Node label type for genes/proteins, this can be the name of the gene (according to KEGG and
UniProtKB) or the UniProtKB identifier.

2. Button to run the analysis, each run is done in a separate window.

3. The work done will be shown here and a button will appear to open the created new folder.

4. Example of a Network Created by NeVOmics.

5. Link to NeVOmics paper.


https://www.uniprot.org/help/uniprotkb
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Abstract: The increasing number of OMICs studies demands bioinformatic tools that aid in the
analysis of large sets of genes or proteins to understand their roles in the cell and establish functional
networks and pathways. In the last decade, over-representation or enrichment tools have played a
successful role in the functional analysis of large gene/protein lists, which is evidenced by thousands
of publications citing these tools. However, in most cases the results of these analyses are long
lists of biological terms associated to proteins that are difficult to digest and interpret. Here we
present NeVOmics, Network-based Visualization for Omics, a functional enrichment analysis tool
that identifies statistically over-represented biological terms within a given gene/protein set. This
tool provides a hypergeometric distribution test to calculate significantly enriched biological terms,
and facilitates analysis on cluster distribution and relationship of proteins to processes and pathways.
NeVOmics is adapted to use updated information from the two main annotation databases: Gene
Ontology and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). NeVOmics compares favorably to
other Gene Ontology and enrichment tools regarding coverage in the identification of biological terms.
NeVOmics can also build different network-based graphical representations from the enrichment
results, which makes it an integrative tool that greatly facilitates interpretation of results obtained by
OMICs approaches. NeVOmics is freely accessible at https:/ /github.com/bioinfproject/bioinfo/.

Keywords: Gene Ontology; KEGG pathways; enrichment analysis; proteomic analysis;
plot visualization

1. Introduction

Omics technologies are revolutionizing biological research by enabling genome-scale analysis of
complex biological systems and processes [1]. Functional annotation of data from these approaches
is essential to reduce the huge complexity of lists with hundreds to thousands of genes/proteins to
a few processes or pathways in which they are involved, which will have more explanatory power
than a simple list of identifiers. Several bicinformatic tools have been developed to perform functional
annotations [2,3]. Over-representation analysis (ORA) is the most popular bioinformatic methodology
to obtain significant functional information (enrichment) from sets of related genes/proteins [4].
The ORA method consists of searching in biological databases (e.g., Gene Ontology, GO [5] or Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG [6]), using statistical testing to find biological terms,
and functional annotations that are significantly enriched in a list of genes/proteins. The aim of
the enrichment analysis is finding biological annotations that are over-represented in the query
gene/protein list compared to what would be expected in a reference list (usually the whole
proteome) [7]. In other words, if in a set of proteins certain biological processes or pathways are
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significantly enriched, the proteins with such signatures are likely to play these roles in vivo. However,
in most cases, the results of these analyses are very long lists of biological terms or pathways associated
to genes/proteins that are difficult to digest and interpret. Most available enrichment tools do not
include comprehensible graphical visualizations and present the results as simple bar or pie chart
plots, which do not allow insight into the functional relationships existing between the identified
genes/proteins and the enriched GO terms and pathways [8]. As an example, a protein could be
involved in three or more relevant biological processes or pathways, and a bar or pie chart plot cannot
provide such information.

Network analysis has become an increasingly popular tool to deal with the complexity of large
datasets of all sorts. The importance of using networks lies in their ability to reveal relationships
between factors, rather than seeing them as isolated entities [9]. Intersection networks are bipartite
networks which, when applied to biological systems, allow detection of multifunctional proteins, i.e.,
genes/ proteins with more than one function and involved in more than one process or pathway.

Here we present NeVOmics (Network-based Visualization for Omics), a bioinformatic tool that
facilitates the functional characterization of data from OMICs technologies such as transcriptomics
and proteomics. NeVOmics has been developed in programming language Python, it integrates
ORA methodology and network-based visualization with R packages, allowing the generation of
four different types of graphical visualization to show the enrichment results. NeVOmics applies
a hypergeometric statistical test to identify significantly enriched GO terms and pathways in a
list of genes or proteins. The tool supports all organisms deposited in UniProt Knowledgebase
(UniProtKB) and KEGG databases, and incorporates a functionality to assign pathways to organisms
with no annotated genome information available from orthologous gene pathways deposited in the
KEGG database.

2. Materials and Methods

2.1. General Features

NeVOmics has been developed in programming language Python. It integrates ORA methodology
to obtain significantly over-represented GO terms and pathways in a list of genes/proteins.
In addition, it uses R packages to provide network-based visualization to show the enrichment
results. The code is configured to use updated information from UniProt-Gene Ontology Annotation
(UniProt-GOA) [10,11], UniProtKB [12], and KEGG [6] databases. NeVOmics can be used in both Linux
and Windows operating systems and it provides 13 additional protein lists from diverse organisms for
the user to have the optionality to test the tool.

2.2. Usage

The flowchart for data processing is depicted in Figure 1. NeVOmics documentation is available
for download from GitHub (https://github.com /bioinfproject/bioinfo/). It includes NeVOmics
Python script, instructions for use, system requirements, and some examples.

NeVOmics can perform three different enrichment analyses using updated databases (Figure S1).
The first analysis (1) is Gene Ontology using all information stored in UniProt-GOA (Complete GO
Annotation) and UniProtKB Annotations. The second analysis (2) uses all annotations stored in the
KEGG database to find relevant pathways. Finally, the third analysis (3) is more flexible because
it can identify KEGG pathways from protein sequences by performing identity searches, and thus
independent of the availability or not of annotated genome information for a particular organism.
After executing each of the previous analyses, the information is stored in specific directories.
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Figure 1. Schematic overview of the steps performed by NeVOmics (Network-based Visualization
for Omics). The tool is composed of three main sections: input list, enrichment/statistics, and
visualization. A connection is made to the UniProt-Gene Ontology Annotation (UniProt-GOA) and
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) databases, and then the content of the input list
is analyzed. The enrichment/statistics section organizes and analyzes the data from the input list,
retrieves information for all genes or proteins in the list, and the results are stored in files in .xIsx format.
The National Center for Biotechnology Information (NCBI) logo indicates the source from which the
reference proteomes are obtained by the KEGG database. The visualization section provides four types

of graphical representation in .png format and high definition.

2.3. Input File

NeVOmics uses an input file in plain text containing a list of genes (KEGG gene ID) or proteins
(UniProt Entry ID) obtained by any OMICs approach, such as comparative transcriptomics, proteomics,
or proteome-specific methodologies (phosphoproteomics, acetylomics, etc.). The file can contain up
to three columns (in Tabular format) depending on the results obtained in the “OMICs” experiment.
The first column corresponds to the list of genes or proteins to be analyzed, for example a set of
proteins showing abundance changes in a particular condition with respect to the control. The second
column contains numerical values of expression/abundance or any other quantifiable value related to
the study. The third column corresponds to a background list (e.g., all genes or proteins identified in
the study) used as reference for statistics in the enrichment analysis; if the third column is absent in the
input file the program automatically uses the entire proteome (UniProt-GOA) or KEGG pathways of
the corresponding organism. In order to avoid ambiguities or inconsistencies in identifiers, NeVOmics
allows only identifiers compatible with UniProtKB.

2.4. Annotations Sources

The Gene Ontology Annotation (GOA) database provides high quality electronic (mapping and
automatic transfer of annotation to orthologous gene products) and manual (based on the literature)
annotations to the UniProtKB (Swiss-Prot, TTEMBL, and PIR-PSD) using the standardized vocabulary
of Gene Ontology. The GOA database contains information of nearly 60,000 species and more than
160,000 taxa, with more than 32 million annotations. NeVOmics uses the Gene Ontology of the
Gene Ontology Consortium (GOC) [5], which is downloaded from: http://purl.obolibrary.org/obo/
go.obo. It also uses the GOA association files, which are downloaded from File Transfer Protocol
(FTP) in tab-delimited format (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/GO/goa/), and GO annotation in
UniProtKB, which is provided as flat files that are downloaded from: http://www.ebi.ac.uk/uniprot/.
In Swiss-Prot entries, only the manually annotated information is displayed. To view the complete
GO annotation for a Swiss-Prot entry, the master copy of the data in the GOA association files is
downloaded. GOA updates its annotation information weekly, while UniProtKB does it every four
weeks. KEGG database covers information at different molecular levels. The KEGG Pathways
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database (https:/ /www.genome jp/kegg/pathway.html) is a collection of manually curated pathways,
including information on molecular interactions, reactions, and network relationships. The KEGG
database contains more than 24 million annotated genes and 530 pathways with more than six million
pathway-linked genes.

2.5. Background

A background list of genes or proteins is essential for performing an adequate enrichment
analysis and must be carefully chosen; a list with all the genes/proteins detected in any condition
of the OMICs experiment is usually a valid background list. If the column of the background list
(third column in the input file) is absent the program automatically uses the entire proteome in the
case of UniProt-GOA or the entire KEGG database. For Gene Ontology analysis, NeVOmics builds
background lists organized by category (Biological Process, Molecular Function, Cellular Component)
of a specific organism for mapping the query protein list. NeVOmics downloads a GOA association
file (ftp:/ /ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/GO/goa/proteomes/) from which it extracts all GO terms.
For KEGG Pathways analysis NeVOmics builds a background file with all genes of a specific organism
for mapping the query gene list.

2.6. Enrichment Analysis

NeVOmics analyzes the input list against the user’s preferred background and retrieves
over-represented terms in the three GO categories (molecular function, biological process, cellular
component) or in the KEGG pathways, with the genes/proteins classified by term or pathway. The tool
adopts GeneMerge statistical algorithm to obtain the over-represented functions or categories in the
input list [13]. A hypergeometric distribution test is performed to calculate the discrete probability of x
(term or pathway) in a sample (gene/protein input list) of size k drawn from a background of size N
(entire proteome by default or a background list provided by the user in the third column of the input
file), where m corresponds to the total number of genes/proteins associated with a term or pathway
(Figure S2). An FDR or modified Bonferroni correction of p-value is applied to identify the statistically
more represented function annotations.

2.7. Output Files

NeVOmics generates three output files, stored in specific directories, containing lists of particular
functions or KEGG pathways over-represented with statistical significance (Figure 1): (I) An edges
file with two columns as ‘Source’ and ‘Target’, which contain the values of individual nodes that
are linked together. (II) A nodes file with information of nodes ID, expression values, p-value
and additional information for building plots. (III) Finally, an .xlsx file with enrichment analysis
results for plotting in other network-based tools like Cytoscape [14] and Gephi [15]. NeVOmics
automatically provides four types of graphical representations in high definition to facilitate the
analysis and interpretation of results, these are: circular and random network, chord diagram [16],
and UpSet plot [17]. These graphics are built with R packages as tidyverse, tidygraph, ggraph,
igraph, viridis, circlize, RcolorBrewer, cowplot, networkD3, gridBase, ComplexHeatmap, and UpSetR.
The graphics are configured according to the amount and type of data that resulted over-represented
in the enrichment analysis.

2.8. Comparison of NeVOmics with Other Functional Enrichment Bioinformatic Tools

Gene Ontology and annotation sources for the analyses with NeVOmics were indicated in
Section 2.4. GO terms from UniProt-GOA correspond to the version released on 18 October 2018.
GOrilla and WebGestalt use GOC (http:/ /www.geneontology.org/) for GO terms and as annotation
source (http://geneontology.org/page/go-consortium-contributors-list); the update of 20 October
2018 was used in our analyses. g:Profiler uses also GOC for GO terms, and the annotation sources
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are Ensembl v93 (http:/ /jul2018.archive.ensembl.org/index.html) and Ensembl Genomes v40 (http:
/ /ensemblgenomes.org/).

It is recommended that NeVOmics users make reference to the date of the analysis when
publicizing their results, so that other researchers have information on the version of the UniProt-GOA
release used for the analysis.

3. Results

NeVOmics is an integral tool with two major features: it allows enrichment analysis from a given
list with data from some ‘OMICs’ experiment, and it builds different graphical representations in
network form from the enrichment results. To test the functionality of NeVOmics we performed two
case studies, using datasets from two different experimental OMICs procedures recently published.
The first dataset comes from a platelet proteome of patients with early-stage cancer [18], and the
second comes from a transcriptome analysis of mutants in tail module subunits of Mediator in
Arabidopsis thaliana, a model system for research in plant biology [19].

3.1. Case Study 1: Enrichment Analysis of Differentially Expressed Platelet Proteins in Early-Stage Cancer

Platelets play an important role in tumor angiogenesis, growth and metastasis [20]. A study from
Sabrkhany et al. [18] identified 4384 unique proteins expressed in platelets, of which 85 showed a
significant abundance change (criteria Fc > 1.5 and p < 0.05) in early-stage cancer as compared to the
control. Samples from 12 cancer patients (eight with lung cancer and four with pancreatic cancer) and
11 controls were used in the study. We analyzed with NeVOmics an input list with 61/24 platelet
proteins which were >1.5-fold more abundant/>1.5-fold less abundant, respectively, in platelets from
individuals with early-stage cancer as compared to platelets from healthy individuals. As background
we used a list with the total 4384 platelet-expressed proteins identified in this study. We carried out an
enrichment analysis for Gene Ontology (with an FDR of 0.02) and KEGG Pathways (FDR 0.1). Nineteen
biological processes were identified as enriched (Figure 2A), these fall mainly within the areas of
inflammatory response, immune response, and cancer, according to UniProtKB annotations. In this
category, 19 proteins were identified, of which nine (P08311, P06702, P05109, P04196, 075594, P03973,
P06899, Q29960, and Q95365) are involved in more than two processes: P06702 has been shown to be
differentially expressed in various types of cancer such as breast, colon, liver, gastric and non-small cell
lung cancer, and is crucial for promoting cancer growth by recruitment of myeloid-derived suppressor
cells. P06702 and P05109 usually form a heterodimer and are involved in inflammatory response and
cancer development and progression, which explains their simultaneous presence in several enriched
processes. In addition, five proteins were identified which are directly related to the angiogenesis
process (GO:0001525), relevant in the early stages of cancer. For its part, in the category of molecular
function, six functions resulted enriched (Figure 2A). In this category, 21 proteins were identified, of
which two (P06702 and P05109) are involved in more than two functions. In the analysis with the
KEGG database, 11 pathways were identified as enriched, mainly related to the immune response
(Figure 2B). Only 12 proteins from the input list share pathways: Q95365/3106 and Q29960/3107 are
involved in seven of the enriched pathways, whereas the other 10 are involved in one or two pathways.
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Figure 2. Enrichment analysis with NeVOmics of a dataset of platelet proteins showing significant
abundance change (>1.5-fold) in early-stage cancer vs. healthy condition (study conducted by

Sabrkhany et al. [18]). (A) Chord diagram clustered by colors. Colors in the chords correspond
to enriched biological processes (upper) or molecular functions (lower) (GO terms), linking each

protein to the processes/functions to which it is related. Colors appearing in the sections of the
outer circle beside each protein correspond to the abundance fold-change found in the study and are
according to the heat map scale (logFC: log?2 fold-change). (B) Network clustered by colors. Colors in
the bar plot and the lines correspond to the identified enriched KEGG pathways, whereas colors in
the protein identifier nodes correspond to the fold-change found in the study and are according to the
heat map scale. The identifiers at the protein nodes are those provided by NCBI-GenelD. The bar plot
indicates the —log10 of the p-value of each GO term, and the numbers at the end of the bars correspond
to the total number of proteins detected for each term. The black line in the bar plot corresponds to the
—log10 of 0.05, used as reference for p-value. The blue line on the bar plot corresponds to the —log10
of the adjusted p-value.
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3.2. Case Study 2: Enrichment Analysis of Gene Datasets from a Transcriptomic Study of
Arabidopsis thaliana Mutants in Mediator Subunits

The mediator complex is a central component of transcriptional regulation in Eukaryotes. Whitney
and Clint [19] studied the role of four Arabidopsis Mediator tail module subunits (MED2, MEDb5a/b,
MED16, and MED23) by analyzing the transcriptome of mutants in each of the subunit-encoding genes.
We used NeVOmics to perform an enrichment analysis of GO terms and KEGG pathways in four gene
datasets corresponding each to the up- and downregulated genes found in a tail subunit mutant: med2
(341 genes), med5ab (283), med16 (723), and med23 (35). The total number of expressed genes identified
in the Whitney and Clint’s study [19] was 18,842; we used this gene list to obtain compatible identifiers
with the UniProtKB from The Arabidopsis Information Resource (TAIR) database, mapping 17,626
genes successfully. This list of 17,626 gene products was used as background in the enrichment analysis.

To compare our results with those obtained by Whitney and Clint [19], we used an FDR of 0.05 to
consider a GO term enriched, the same they used when performing their enrichment test with DAVID
v6.8 [21]. In total, 137 unique GO terms were enriched with NeVOmics in the four conditions, they are
represented in a clustered heatmap that includes all up- or downregulated identified gene products
(Figure S3 and Table S1). In Figure 3 is shown a clustered heatmap elaborated with 42 enriched GO
terms that contained more than five proteins each (data also in Table S2). The raw data generated by
NeVOmics are stored in several .xIsx format output files from which information can be extracted
and used to make custom visualizations using other packages or programs. Whitney and Clint [19]
identified only one enriched GO term (response to bacterium) in the condition of “downregulated
genes in the med2 mutant”, and none in the “upregulated genes”, whereas with NeVOmics we were
able to detect 54 GO terms in the “downregulated genes” condition and five in the “upregulated
genes” one (Figure S3 and Table S1). Regarding the med5 mutant, Whitney and Clint [19] detected
16 GO terms in “downregulated genes”, and five in “upregulated genes”, whereas with NeVOmics
we found 53 GO terms in “downregulated genes” and 12 GO terms in “upregulated genes”. In all
cases, all GO terms identified by Whitney and Clint [19] with DAVID v6.8 were also detected with
NeVOmics. In the new GO terms identified by NeVOmics there are more processes associated with
the regulation of transcription along with different response mechanisms, for example: regulation of
transcription by RNA polymerase II, DNA-templated regulation of transcription, DNA-templated
response to oxidative stress, response to water deprivation, response to salt stress, and response to
abscisic acid (Figure S3 and Table S1). In the med16 mutant, NeVOmics detected 22 enriched GO terms
in “downregulated genes” and 53 in “upregulated genes”. In Figure 3, the cluster 1 contains several
enriched GO terms detected mainly in the mutants med2, med5 (“downregulated genes”) and med16
(“upregulated genes”). The GO terms included in cluster 1 represent processes involved in response
and defense to several factors. Finally, in the med23 mutant, whose transcriptome revealed only 35
downregulated genes, NeVOmics identified several GO terms that are absent in the Whitney and Clint
work (Figure S3 and Table S1). In summary, most of the terms detected by NeVOmics are related
mainly to some response and defense to several factors, or related to small molecules such as auxins,
gibberellins, abscisic acid, ethylene, brassinosteroids, jasmonic acid, and salicylic acid (Figure S3 and
Table S1), which play a major role in seed maturation and germination, as well as in adaptation to
abiotic environmental stresses [19].

Regarding the Pathway analysis, Whitney and Clint [19] identified enriched pathways in both
“upregulated” and “downregulated genes” conditions from all med mutants, except in the med23
mutant. They found a total of eight enriched KEGG pathways: ath04075 (Plant hormone signal
transduction) and ath00945 (Stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol biosynthesis) were found in
the condition of “downregulated genes in the med2 mutant”; ath01110 (Biosynthesis of secondary
metabolites), ath00073 (Cutin, suberine and max biosynthesis) and ath00904 (Diterpenoid biosynthesis)
were found in “downregulated genes in the med16 mutant”; ath00940 (Phenylpropanoid biosynthesis)
was found in “upregulated genes in the med5 mutant”; and two other pathways were found
additionally, ath04626 (Plant-pathogen interaction) and ath00592 (alpha-Linolenic acid metabolism).
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In our analysis, NeVOmics identified all pathways described by Whitney and Clint [19] except for
ath00945, and additionally it detected three more pathways: ath00270 (Cysteine and methionine
metabolism), ath00130 (Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis), and ath04016 (MAPK
signaling pathway plant) (Figure 4).
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Figure 3. Hierarchical clustering of enriched GO terms in four gene datasets corresponding to up-
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and downregulated genes identified in a transcriptomic analysis of mutants of Mediator tail module
subunits from Arabidopsis (study conducted by Whitney and Clint [19]). Only GO terms belonging
to the category of ‘biological process’ are shown, and among them only those including more than
five genes from the datasets. Each cell in the heatmap is colored according to the number of proteins
(log10 of this number) detected by NeVOmics in the corresponding enriched GO term (rows) and in
the specific condition (columns); “up” and “down” tags in column names correspond to “upregulated
genes” and “downregulated genes”, respectively.
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Figure 4. NeVOmics enrichment analysis of KEGG pathways using the same datasets as in Figure 3.
med5 and med16 mutants shared several enriched pathways. These networks enable the effective

representation of associated data, such as the number of elements in the aggregates and intersections,
and the quick identification of proteins involved in more than one process or pathway. The ratio of
each gene product abundance in the corresponding mutant over the control is indicated by the node
color, according to the fold-change color scale (logFC: log2 fold-change). The bar plot indicates the
—log10 of the p-value and the number of proteins found for each of the enriched pathways.
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3.3. Comparison and Advantages of NeVOmics over Other Function Enrichment Analysis Tools

NeVOmics is designed to perform enrichment analysis using updated information of the two
main annotation databases (GO and KEGG) automatically, making it unnecessary to have to update
the information by other means. NeVOmics has the versatility to use UniProt-GOA and UniProtKB
separately as databases, to obtain complete (electronic + manually-curated) and only manually-curated
information, respectively, in order to get as much information as possible. There exist other available
tools that can perform enrichment analysis on gene or protein datasets, however, these tools update
their information on Gene Ontology less frequently and thus are less reliable for performing function
enrichment analysis [22]. Some of these tools do not include more than two databases, or do not offer
graphical representations to aid in the visualization of results (Table S3).

NeVOmics is also very versatile regarding the organisms that can be submitted to analysis, it
supports all organisms deposited in UniProtKB (https://www.uniprot.org/proteomes/) and KEGG
(https:/ /www.kegg jp/kegg/catalog/org_list.html) databases, and actually any organism can be
used, even those lacking annotated genome information, due to NeVOmics functionality to assign
pathways searching orthologous gene pathways deposited in the KEGG database (see Materials and
Methods, Section 2.2). In contrast, other tools such as g:Profiler [23], GOrilla [24], GOEAST [25], and
WebGestalt [26] have the limitation of excluding non-model organisms (Table S3).

To test whether NeVOmics is able to offer different and/or more complete/accurate results
in enrichment analysis when compared to other tools, we performed a comparison test between
NeVOmics and some publicly available enrichment tools: g:Profiler (version beta), Gorilla (version
not available), GOEAST (version 1.20), and WebGestalt (version 2019 beta). Unlike NeVOmics and
WebGestalt, Gorilla, and g:Profiler present flexibility limitations in the adjustment of some parameters
during the analyses, for instance they control the p-value threshold not allowing to set up other
custom-chosen FDR values. Despite these differences, we tried to make the analyses as comparable
as possible. In the comparison test we searched for enriched GO terms in the category of Biological
Processes using the data of Case Study 1, with an FDR of 0.05 for NeVOmics. Although WebGestalt
allows to control several parameters, when selecting an FDR of 0.05 it does not detect enriched GO
terms, therefore, in order to include this tool in the analyses we used its “TOP” option for 10 GO
enriched terms. As shown in Figure 5, NeVOmics attained greater coverage of identified GO terms in
comparison to other tools. With NeVOmics some GO terms were detected which went undetected to
other tools, and the opposite also occurred in some cases. The terms detected by NeVOmics and absent
in the analyses with other the tools were: GO:0002523 (leukocyte migration involved in inflammatory
response), GO:0050727 (regulation of inflammatory response), GO:0030890 (positive regulation of B cell
proliferation), GO:0030307 (positive regulation of cell growth), GO:0001525 (angiogenesis), GO:0070555
(response to interleukin-1), and GO:0060333 (interferon-gamma-mediated signaling pathway), all
of them related to immune response processes and cancer. On the other hand, NeVOmics, GOrilla,
and WebGestalt did not detect GO terms related to response to environmental stimulus (GO:0009607,
GO0:0043207, and GO:0009605), which appeared highly enriched in g:Profiler. Therefore, there are
differences between tools in the number and identity of detected GO terms and also in the amount of
proteins that each program identifies. Three possible reasons that could determine these differences are:
the source of annotation and GO definitions, the regularity with which these databases are updated,
and the statistical approach to obtain enriched terms. All the other tools detected fewer proteins
than NeVOmics: WebGestalt covered 41% of the total number of proteins detected by NeVOmics,
g:Profiler covered 52% and GOrilla 61%, which indicates that our tool can provide more complete
functional information. In addition, NeVOmics automatically generates a set of graphs to facilitate the
visualization of results. NeVOmics can generate four different graphics per analysis depending on the
type and amount of data, whereas some of the analyzed tools generate only simple visualizations.
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Figure 5. Comparison of NeVOmics with other enrichment tools. (A) Chord diagram showing a
comparison of enriched GO terms in the category of biological process detected by NeVOmics and
three other tools using the data of Case Study 1 previously described. GOEAST was also included in
the analysis, however it did not recognize the identifiers and generated an error message. The pie chart
shows the total number of GO terms identified by each tool. (B) Heatmap showing protein counts for
each GO term (rows) obtained with the different tools (columns). Each cell is colored according to the
number of proteins detected by a tool in the specific GO term. “Unique proteins” indicates the total
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4. Discussion

NeVOmics is an enrichment analysis tool executable in the command line, able to analyze from
five to thousands of identifiers in gene/protein datasets. It can perform three different types of analyses
(described in Section 2.2), using automatically updated information from the main annotation resources
for Gene Ontology and pathways (GOA and KEGG). There is no requirement to download additional
databases or any other resources.

NeVOmics uses ORA methodology and has been designed to facilitate the analysis and
interpretation of large amounts of data, such as those obtained by high-throughput OMICs techniques,
from a very wide range of organisms. The tool also allows the inclusion of expression/abundance data
or any other experimentally-obtained quantifiable value, such as phosphorylation or other protein
modifications, which provides information about how genes/proteins are up/downregulated in
different biological conditions, thus allowing a better understanding of their role in the processes and
pathways that are enriched.

As proof of concept, we performed different tests with datasets from distantly related organisms
such as humans and Arabidopsis thaliana, with similarly successful results. In addition, we compared
our tool to other available enrichment tools by analyzing a protein dataset from platelets of early-stage
cancer patients. NeVOmics proved to be more sensitive and was able to identify a higher number
of cancer-related processes (GO terms) and proteins participating in these processes than any of the
other tools. Nevertheless, we encourage researchers to use more than one tool when performing Gene
Ontology and pathway enrichment analysis, in order to make comparisons and verification of results
and thus be able to make more accurate conclusions.

In addition to its capabilities for functional annotation by enrichment analysis, NeVOmics builds
and provides different types of network-based graphical visualizations to get a better comprehension
of experimental results from OMICs technologies, and to illustrate and communicate the information in
an integral form. In future versions, we aim to include the Reactome (https://reactome.org/) and NCG
(http:/ /ncg.kcl.ac.uk /) databases (only for Homo sapiens). We will also work to include new features
such as enrichment of protein domains and building of networks based on protein-protein interactions.

Supplementary Materials: The following materials are available online at: http:/ /www.mdpi.com/2073-4425/
9/12/569/s1 and https:/ /github.com /bioinfproject/bioinfo/. Figure S1: Description on how to run NeVOmics
on the command line in Windows and Linux. Figure S2: Hypergeometric distribution. Figure S3: Heat map of all
GO terms detected by NeVOmics generated with Table S1. Table S1: Data matrix in .csv format with 137 unique
GO terms enriched by NeVOmics in Case Study 2. Table S2: Data matrix in .csv format with GO terms enriched by
NeVOmics in Case Study 2, with more than five proteins each. Table S3: Comparison of NeVOmics features with
other functional enrichment tools. The supplementary material also includes thirteen files (File_S1-File_S13) in
.tsv format with protein lists from Homo sapiens and Arabidopsis thaliana used in Case Studies 1 and 2, respectively,
to test NeVOmics.
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6 ANEXO 1

Tabla1. Subunidades Gal en hongos filamentosos.

Hongo filamentoso Identificaror UniProtKB (secuencia fasta) Referencia
Alternaria alternata Q2PEN1 [378]
Aspergillus flavus B8N4X5 [71]
Aspergillus fumigatus E9QVHO [379]
Aspergillus nidulans Q00743 [63]
Aspergillus niger A2QRI2 -
Aspergillus oryzae Q2UCl4 [81]
Asperqgillus parasiticus AOAOFOIEH7 [74]
Aspergillus terreus QODOM5 -
Beauveria bassiana J4USZ8 -
Blastomyces dermatitidis C5GIJO -
Blumeria graminis AOAO061HNC3 -
Botrytis cinerea G2YP38 [134]
Chaetomium globosum Q2H8Y3 [160]
Coccidioides immitis J3K8Z9 -
Cochliobolus heterostrophus Q74227 [377]
Colletotrichum graminicola B2Z3E2 [142]
Colletotrichum trifolii 042784 [141]
Cordyceps militaris AO0A2H4SJZ4 -
Cryphonectria parasitica Q00580 [124]
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Fonsecaea pedrosoi
Fusarium fujikuroi
Fusarium graminearum
Fusarium oxysporum
Fusarium sporotrichioides
Histoplasma capsulatum
Leptosphaeria maculans
Magnaporthe oryzae
Metarhizium acridum
Metarhizium anisopliae
Monascus ruber

Neurospora crassa

Ophiocordyceps unilateralis

Paracoccidioides brasiliensis

Paracoccidioides lutzii
Penicillium camemberti
Penicillium chrysogenum
Penicillium marneffei
Penicillium roqueforti
Rosellinia necatrix
Sclerotinia sclerotiorum
Septoria tritici

Sordaria macrospora
Sporothrix schenckii
Stagonospora nodorum
Trichoderma atroviride
Trichoderma harzianum
Trichoderma reseei
Trichoderma virens
Trichophyton interdigitale
Trichophyton rubrum

Valsa mali

AOAOD2D9V6
Q96TI8
1RNF9
AOAO0C4DHVO0
Q7LK93
ABQTNG
E4ZYZ5
013315
E9E5A8
E9ETY9
D8L2S9
Q05425
AOA2A9PHMS8
C1GJ45
C1HD34
AOAO0G4P8P2
B6H598
B6QCL4
W6PXS3
QYHFA2
ATF345
ATIT72
B3KYI18
AOAQOF2LYH8
Q6EH42
Q96VN7
HEVTT1
AO0A024S4M1
Q875J4
AOAOQ591YL1
F2Sz62
AOA194VKM7

[92]
[99]
(88]
[67]

[42]
[53]
[53]
[154]
[19]

[117]
[108]
[120]
[116]
[150]

[152]
[60]

[164]
[145]
[102]
[220]
[99]

[104]

[380]
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