?

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE
HIDALGO

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE MAESTRIA EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

Trabajo de tesis para obtener el grado de:

Maestro en Ciencias Biologicas

Titulo:

“Implicacion de la via AMPc-PKA en la regulacion de la dindmica mitocondrial

(fusion y fision) en el crecimiento y virulencia de Mucor lusitanicus”

Aspirante:

Q.F.B.- César Javier Torres Cortés

Director de tesis:

Dr. Victor Meza Carmen

Morelia, Michoacan a Junio del 2024.

Programa Instituciona

Ciencias



Agradecimientos:

A mi madre Clara por su apoyo incondicional, por siempre creer en mi y respaldarme
en cada decision que he tomado. A mi hermana Viridiana, por estar a mi lado en todo
momento y siempre levantarme los animos para poder seguir adelante. A mi abuela
Alicia por siempre cuidar de mi, por alentarme a perseguir mis suefios. A ellas tres
por ser siempre un gran ejemplo de esfuerzo, perseverancia y fuerza, ademas de ser

los tres pilares que me han sostenido siempre, con amor, muchas gracias.

A mi asesor, el D. C. Victor Meza Carmen, por su confianza al permitirme formar
parte de su equipo de trabajo, por su guia, consejo y apoyo a lo largo de mi

formacion durante este tiempo y por retarme a alcanzar metas cada vez mas altas.

A mi comité sinodal, la D. C. Rosa Elvira Nufiez Anita, el D. C. Marco Ivan Valle
Maldonado, el D. C. Alejandro Bravo Patifio y el D. C. Juan José Valdez Alarcon, por
sus observaciones, criticas y consejos para enriquecer y fortalecer mi proyecto,

sumado al apoyo técnico brindado.

Al D. C. José Alberto Patifio Medina por todo tu apoyo, guia, consejo y amistad

incondicional a lo largo de mi formacion durante la maestria, muchas gracias.

A la M. C. Viridiana Alejandre Castafieda, por invitarme al laboratorio de
Diferenciacién Celular para a estudiar la maestria y por tu amistad.

A mis amigos de laboratorio, Albert por todo tu apoyo, paciencia, guia y consejo, por
llevarme a comer antes de mi primer seminario y tranquilizarme por solo mencionar
algunas cosas de muchas por las que estoy muy agradecido; Sergio, por todo tu
apoyo y consejo incondicional dentro y fuera del laboratorio; Chantal, por siempre
levantarme los animos y por todo tu apoyo, ademas de la oportunidad de compartir
contigo la experiencia de la estancia en Oaxaca; Dulce, que sin conocerme te
acercaste a mi desde el primer dia a platicar como si fuéramos amigos de muchos
afios, por la confianza que me has brindado y los buenos momentos que hemos
compartido; Frank, por ayudarme a creer en mi siempre que dudo de mis
conocimientos, por tener la calma de explicarme temas que se me complican y por

todo el apoyo que me has brindado; Kass, la mas pequefa del laboratorio, por todos



los buenos momentos que hemos compartido dentro y fuera del laboratorio; Bren, por
la amistad y confianza que me has brindado a pesar de que cuando fui tu instructor

en la facultad no te caia bien, por las risas y platicas que hemos compartido.

A mis amigos Jessy, Checo y Brenda, que nos conocemos desde la facultad, gracias

por su apoyo, por las risas y buenos momentos que hemos compartido.

A mis amigos y roomies Any, Jose, Daniel, Angeles, Lucy y Nadia, por todos los
momentos que compartimos juntos mientras vivimos en la casa de Villalongin, los

desvelos para ver lluvias de estrellas y eclipses lunares.

A la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, por ser mi casa de estudios

desde la Licenciatura hasta la Maestria.

A CONAHCYT por la beca otorgada durante estos dos afnos.



INDICE. -

l.
1.1
1.1.1.
1.2.
1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
1.2.4.
1.2.5.
1.2.6.

1.3.
1.4.
1.4.1.
1.5.
1.6.
1.6.1.
1.6.2.
1.6.3.
1.6.4.

6.2.1.

INtrOAUCCION === m e 1
Mucor lusitanicus----------=-=-====-=----m--- = 1
El dimorfismo de M. lusitaniCus-----=-=======mmmmmm oo 3
MuCOrmicosig-----=-==-==-====-m-mmmmunmev = e 6
Mucormicosis rino-orbito-cerebral------------=-mmmmmmmm oo 7
Mucormicosis pulmonar------------===---------- = 7
Mucormicosis cutanea------------------=--------- m=memmmememmme e oo 7
Mucormicosis gastrointestinal-----------==-====-mmmmmm e 8
Mucormicosis diseminada----------------------- mmmmmmmmmmmeemem oo 8
Clasificacion de hongos patdégenos prioritarios de acuerdo con la
Organizacion mundial de la salud (OMS)---------=-=m-mmmmmmmmmmm e 10
Proteinas G------m-mmmmmmmm oo oo 11
Generalidades de un via de sefializaciOn------------=-=-=-=m-memmmmmme - 13
Via de la PKA dependiente de AMPC------mmmmmmmmmmmmm oo 13
Factores de transcripcion Tecly Tec2----- e L LR 18
Dindmica mitocondrial--------=-=-mmmmm e e 18
Biogénesis mitoCONdrial-------m-m-mmmmm oo 20
FUusion mitocondrial-------==mmmmm oo e 20
Fision mitocondrial--------=-mmmmmm e oo e 22
Mitofagia--------=-=mmm = 23
JUSTIfiCACION-m-mmmm oo 27
Hip Ot @S S = mm oo 27
OB eIV O S - m e oo - 27
Objetivo general------------=--=-mm-mmemnmeuuo L 27
Objetivos especificoS--------------=----=-m-mo--- mmm e 27
Estrategia metodol0giCa---------=-=-==mmmmmm oo 28
Materiales y métodos-------------=-=--=nmnmnmuo- e R 29
Cepas a Utilizar--------mmmmmm oo 29
Obtencion de M. lUSItaniCUS -=-=-=-====mmmmmm oo oo 30
Condiciones generales de crecimiento S 30



6.2.2. Obtencidn y conteo de eSPOras-----------=mmmmmm oo oo 31
6.2.3. Crecimiento radial de M. lusitaniCus---------=-=-===-m-mmmmm oo 31
6.2.4. Crecimiento aerobio y anaerobio de M. lusitanicus------------------------- 31
6.2.5. Determinacién de porcentajes de germinacion---------------=-=-mcmommumuum- 32
6.2.6. Cuantificacion del crecimiento (PeS0 SE€CO) ----------==-m-mmmmmmmmmmm oo 32
6.2.7. Obtencidn de sobrenadantes (SS)-------------mmmmmmmmmm s 32
6.2.8. Ensayos de toxicidad-----------=-=====mnmmmmmnmnv e LR e 32
6.2.9. Cultivo de E. COli--m-mm-mmmmmm e 33
6.2.10. Crecimiento de Caenorhabditis elegans-----------=====mmrmmmmmmmmmo- 33
6.2.11. Medio de cultivo NGM para crecimiento de C. elegans---------------- 33
6.3. Cuantificacion de rizoferrina-----------=-=mmmm e 34
6.4. Determinacién de latasa de consumo de oxigeno------------=-=-=-mmumnm-- 34
6.5. Cuantificacion de OH" —---m-m-mmmmm e oo 35
6.6. Reaccion en cadenade la polimerasa RT-qPCR---------=-=nmnmmmmmmmmmeneee 35
6.7. Procesamiento de IMAQeNeS------m-mmmmmmm oo 37
6.8. ANalisis estadistiCO-------m-mmmmmmm o 37
VII.  ResUltados---m-m-mmmmm oo oo s e 38
7.1. Papel de la fusion (Fzol) y fision (Dnml) mitocondrial sobre el

crecimiento de M. lusitanicus en diferentes fuentes de carbono------- 38
7.2. Implicacién de la fusion (Fzol) y fision (Dnm1l) mitocondrial de M.

lusitanicus en la germinacion a baja concentracion de oxigeno------- 40
7.3. Participacion de los elementos de la fusion (Fzol) y fision (Dnm1l)

mitocondrial en el consumo de oxigeno de M. lusitanicus--------------- 44
7.4. Participacion de las proteinas involucradas en la fusion (Fzol) y fisi6n

(Dnm1) mitocondrial en la produccién del radical OH en M.

[USItANICUS --m-mm e oo e 45
7.5. Funcién de los elementos de la fusion (Fzol) y fision (Dnm1) sobre la

toxicidad de los sobrenadantes de M. lusitanicus--------------------------- 46
7.6. Corroboracion de las mutaciones en los genes pkaR1, pkaR2, pkaR3y

pkaR4 en M. lusitanicus mediante RT-QPCR--------====mmmmmmmmmmmm oo 49



7.7.

7.8.

7.9.

7.10.

7.11.

7.12.

7.13.

7.14.

7.15.

7.16.

7.17.

7.18.

VIII.

Efecto de la mutacién de los genes que codifican a las subunidades
regulatorias de la PKA (pkaR1-pkaR4™0) en el crecimiento de M.
lusitanicus en presencia de una fuente de carbono no fermentables----
-------------- ---50

Participacion de las subunidades regulatorias 1y 3 de la PKA de M.

lusitanicus en la germinacion a baja concentracion de oxigeno------- 53

Implicacién de las subunidades regulatorias de la PKA en el consumo

de oxigeno de M. [uSitaniCuS--------==m-mmmmmmmmmm oo 54

Participacion de las subunidades regulatorias de la PKA en la

produccion del radical OH: ----------=--=-=---- e 56
Papel de las subunidades regulatorias de la PKA en la toxicidad de
los sobrenadantes de M. lusitaniCuS---------=-=-====-m-mmmmmmmmm oo 57
Participacion de la subunidad regulatoria PkaR1 en la fusion y fision
mitocondrial y su implicaciéon en el crecimiento de M. lusitanicus----59
Implicacién de la subunidad regulatoria PkaR1 en la fusion y fision
mitocondrial de M. lusitanicus en la germinacién a baja concentracién

dE OXIQEN O ---mmmm oo e 62

Participacion de la subunidad regulatoria PkaR1 en la fusion y fision
mitocondrial y su implicacion en el consumo de oxigeno de M.

] = g o U 63

Participacion de la subunidad regulatoria PkaR1 en la fusién y fision
mitocondrial y su implicacién en la produccion del radical OH: ------- 64
Participacion de la subunidad regulatoria PkaR1 en la fusién y fision
mitocondrial y su implicacion en la toxicidad de M. lusitanicus-------- 65
Modulacion transcripcional de los genes que codifican a las
subunidades regulatorias y cataliticas de la PKA-----=--=-mmmmmmmmmmemaen- 68

Andlisis bioinforméatico para la busqueda de promotores y factores de

transcripcion de los genes pkaR1-pkaR4 e 71
DS CU ST O N m = m o o 74
Conclusion s 85
Bibliografia e 86

Vi



X, ANEXOS-m-mmmmmmmmmem e oo e e e e e e e e e e e e e 100

INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Ciclo de vida de M. [uSitaniCuS---===========mmmmmmmm oo 2
Figura 2: Dimorfismo en M. lUSItaniCUS------====mmmmmm oo oo 5
Figura 3: Patogénesis de la MUCOrmMiCOSiS--------m-m=mmmmmmmmmmmmo oo 9

Figura 4: Clasificacion de los patdégenos fungicos prioritarios segun la

Organizacion Mundial de la Salud e 11
Figura 5: Estructura general de la proteina cinasa A--------=-====-mmmmmommmmmmmmeeeee 15
Figura 6: Descripcion general de la Via de la PKA dependiente de AMPc-------- 16
Figura 7: Red tubular mitocondrial-----=-=======mmmsm e 19

Figura 8: Descripcién general de la fusion mitocondrial en levadura de S.

CI VI ST mmmmm oo e —-m-mee- --21

Figura 9: Descripcion general de la fisibn mitocondrial en levadura de S.

CI VIS A= mmm oo oo e e —-mmen --23

Figura 10: Esquema de la dindmica mitocondria--------------=-=-=-=--mmmommmmmmeo- 24
Figura 11: Sitios de fosforilacién en elementos de la dindmica mitocondrial---26

Figura 12: Porcentaje de germinacion de las cepas sobrexpresantes en los
genes fzol y dnmil (MU636fz01°F y MU636:dnm1°E) en presencia de distintas

fuentes de carbONO--------mmmmm oo 38

Figura 13: Generacion de biomasa de las de las cepas sobrexpresantes en los
genes fzol y dnm1(MU636fz0o1°F y MU636:dnm1°F) en presencia de distintas
fuentes de carbon0-------m-mmmm e 40

vii



Figura 14: Evaluacion de la germinacién a bajas concentraciones de oxigeno
las cepas sobrexpresantes en los genes fzol y dmnl (MU636fz0l1°F y
MUB36 ANM L0/ ) oo 41

Figura 15: Evaluacion de la longitud de las hifas de las cepas sobrexpresantes
en los genes fzol y dmnl (MU636fz01°F y MU636:dnm1°E) germinadas a una
concentracion de 7.3 £ 56% de O2--------m-mmmmmmmmmm oo 43

Figura 16: Morfologia de las cepas sobrexpresantes en los genes fzoly dmnl
(MU636fz01°F y MU636:dnm1°€) germinadas a una concentracion de 4.9 *
0.45% de Og2. --------=-mmmmmmmm oo e --43

Figura 17: Tasa de consumo de oxigeno en las cepas sobrexpresantes en los
genes fzoly dmnl (MU636fz0o1°F y MU636-:dnm1°/F) e 45

Figura 18: Tasa de generacion de ROS en las cepas sobrexpresantes en los
genes fzoly dmnl (MU636fz01°F y MU636:dnm1°) e 46

Figura 19: Toxicidad de los SS provenientes de las cepas sobrexpresantes en
los genes fzoly dmnil (MU636fz01°F y MU636:dnm1°%) generados en medios

gue favorecen el metabolismo oxidativo y el metabolismo fermentativo--------- 47

Figura 20: Toxicidad de los SS provenientes de las cepas sobrexpresantes en
los genes fzoly dmnl (MU636fz01°F y MU636:dnm1°) tratados con cianuro

de potasio y N-acetilcisteina------------------=-=----m-momeemu- m-mmmmmmmemeeeeneaeeeas 48

Figura 21: Analisis de los niveles de transcrito de los genes pkaR en las cepas
mutantes ApkaR1, ApkaR2, ApkaR3 y ApkaR4™")®) de M. lusitanicus---------------- 50

Figura 22: Porcentaje de germinacion de las cepas mutantes en los genes pkaR

en presencia de distintas fuentes de carbonQ--------=--=--=-mm-mmmmmm oo 51

Figura 23: Generacion de biomasa de las cepas mutantes en los genes pkaR1y
pkaR3 en presencia de distintas fuentes de carbono---------------=--—-ommrm - 52

Figura 24: Evaluacion de la germinacion a bajas concentraciones de oxigeno

en las mutantes ApkaR1 y ApkaR3----------mmmmmmmmm e 53

viii



Figura 25: Fotografias representativas del crecimiento de las cepas mutantes

ApkaR1y ApkaR3 a baja concentracion de oxigeno----------------==-=-m--m-mmomooeoeo- 54

Figura 26: Tasa de consumo de oxigeno en las cepas mutantes ApkaR1l y
ApkaR3 e 55

Figura 27: Tasa de generacion de ROS en las cepas mutantes ApkaR1l y

ApkaR3 e e e e e e e e 56

Figura 28: Papel de las subunidades regulatorias PkaR1 y PkaR3 en la
toxicidad del SS de M. lusitanicus---------------=---------m---- m-mmmmmmmmo s 58

Figura 29: Papel de metabolismo oxidativo mitocondrial a través de la

subunidad regulatoria PkaR1 y PkaR3 en la toxicidad del SS M. lusitanicus----59

Figura 30: Porcentaje de germinacién de las cepas sobrexpresantes

ApkaR1fzo1%F y apkaR1-dnm1©E en presencia de distintas fuentes de carbono--

Figura 31: Generacién de biomasa de las cepas sobrexpresantes

ApkaR1fzo19F y apkaR1-dnm1©E en presencia de distintas fuentes de carbono--

Figura 32: Evaluacién de la germinacion a bajas concentraciones de oxigeno

en las cepas sobrexpresantes ApkaR1fzo1°Fy apkaR1-dnm1°E -oeeemmemcmeeee 62

Figura 33: Tasa de consumo de oxigeno en las cepas sobrexpresantes
ApkaR1fz01%F y ApkaR 1 dNM L0/ mme e 63

Figura 34: Tasa de generacion de ROS en las cepas sobrexpresantes
ApkaR1fz01%E y ApkaR 1 dNM 1O E comm oo 65

Figura 35: Toxicidad de las cepas ApkaR1fz01°Fy ApkaR1-dnm1°E —-eeeememmee- 66

Figura 36: Papel del metabolismo oxidativo mitocondrial a través de la
subunidad regulatoria PkaR1 y el elemento de fusidon (Fzol) y fision (Dnm1)

mitocondrial en la toxicidad del SS de M. lusitaniCuS----===========mmmmmmmmmeee 67




Figura 37: Analisis de expresion de los genes pkaR en la cepa WT y en las
cepas mutantes ApkaR1-ApkaR4™0 durante el desarrollo micelial de 6 horas en

diferentes condiciones de crecimientO-------=======mmmmmmmmmem-- e ---69

Figura 38: Analisis de expresion de los genes pkaCl-pkaCl10 en la cepa WT y
en las cepas mutantes ApkaR1-ApkaR4™0®) durante el desarrollo de micelio de 6

horas en diferentes condiciones de crecimiento-----------=-=-===-m-mmmmmmmmomme oo 70

Figura 39: Busqueda de posibles sitios de fosforilacion por PKA en Fzol y

Dnm1l de S. cerevisiae y M. [USItaNiCUS------==mmmmmmmm oo 73

Figura 40: Modelo propuesto de la regulacion de la fusion y fision mitocondrial
através de lavia AMPc-PKA y su participacion en el crecimiento y virulencia de

M. IUSITANICUS --=-mmm oo e —-m-mee- --85

Figura Al: Evaluacion de la germinacion a bajas concentraciones de oxigeno

en las cepas sobrexpresantes ApkaR1cnaB%Ey ApkaR1-cnaCO®&----mmmmemmeo- 100

Figura A2: Tasa de consumo de oxigeno en las cepas sobrexpresantes
A+ApkaR1cnaB® y ApkaR1:CNaC®/E ~ommmmmmmo oo 102

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Cepas a utilizar---------------------- e 29

Tabla 2: Oligonucleo6tidos utilizados para RT-gPCR e 36

Tabla 3: Factores de transcripciéon encontrados en el promotor de las
subunidades PkaR1-PKaR4--------mmmmm oo e 72

Tabla 4: Motivos de reconocimiento a TOM 20 encontrados en la secuencia

aminoacidica de PkaR3------------=-=---om-m--- e 72




Resumen

Mucor lusitanicus es un hongo dimorfico perteneciente al orden de los mucorales, el
cual es empleado como modelo para el estudio de la diferenciacion celular y la
virulencia fungica. La proteina cinasa A (PKA) esta formada por dos subunidades
regulatorias y dos subunidades cataliticas. En los hongos, la via del AMPc-PKA
participa en diversos procesos, entre ellos la morfogénesis, la virulencia y la
homeostasis mitocondrial. La mitocondria es un organelo dinamico, y para mantener
su homeostasis requiere entre otras cosas, de un proceso conocido como dinamica
mitocondrial. Dicho proceso involucra cuatro eventos, los cuales son: biogénesis
mitocondrial, fusién, fision y mitofagia. La finalidad de este proyecto fue demostrar
que subunidad regulatoria de la PKA estd involucrada en la promocion del
crecimiento y virulencia de M. lusitanicus a través de la posible regulacion de la
fusidn o la fisidbn mitocondrial. Para ello se utilizaron las cepas silvestre MU636 y las
mutantes en las subunidades regulatorias de la PKA (ApkaR1-ApkaR4®)0)). Ademas,
se usaron la cepas MU636 Y ApkaR1 sobreexpresando a los genes silvestres fzol y
dnml. Mediante ensayos fisiologicos se demostré que la mutacién en el gen pkaR1
conduce a una disminucion en la germinacién, favoreciendo el desarrollo
levaduriforme, una disminucién de la tasa de respiracién, asi como en la generacion
de ROS (especies reactivas de oxigeno), respecto a la cepa WT; ademas, la cepa
ApkaR1 mostré nula toxicidad de sus sobrenadantes post-cultivo contra el nematodo
Caenorhabditis elegans. Por el contrario, la cepa ApkaR3 mostro fenotipos contrarios
a la cepa ApkaR1. Interesantemente, la sobreexpresion del gen silvestre fzol en la
cepa ApkaR1, restaurd parcialmente el fenotipo silvestre, mostrando un porcentaje
de germinacion y toxicidad de su sobrenadante similar a la cepa WT, sugiriendo que
Fzol podria estar bajo la regulacion de la via AMPc-PKA, a través de PkaR1. En
conclusion, en M. lusitanicus la via AMPc-PKA regula la virulencia a traveés de la
regulacion del metabolismo mitocondrial, posiblemente influyendo en la dinamica
mitocondrial.

Palabras clave: Metabolismo Oxidativo, Dimorfismo, Toxicidad, Crecimiento Micelial,
Via PKA
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Abstract

Mucor lusitanicus is a dimorphic fungus belonging to the order Mucorales, which is
used as a model for the study of cell differentiation and fungal virulence. Protein
kinase A (PKA) is made up of two regulatory subunits and two catalytic subunits. In
fungi, the cAMP-PKA pathway participates in various processes, including
morphogenesis, virulence, and mitochondrial homeostasis. The mitochondria are a
dynamic organelle, and to maintain its homeostasis it requires, among other things, a
process known as mitochondrial dynamics. This process involves four events, which
are: mitochondrial biogenesis, fusion, fission and mitophagy. The purpose of this
project was to demonstrate that the regulatory subunit of PKA is involved in promoting
the growth and virulence of M. lusitanicus through the possible regulation of
mitochondrial fusion or fission. For this, wild strains MU636 and mutants in the
regulatory subunits of PKA (ApkaR1-ApkaR4™0)) were used. In addition, MU636 and
ApkaR1 strains were used overexpressing the wild genes fzol and dnml. Through
physiological tests, it was shown that the mutation in the pkaR1 gene leads to a
decrease in germination, favoring yeast development, a decrease in the respiration
rate, as well as in the generation of ROS (reactive oxygen species), compared to the
WT strain; Furthermore, the ApkaR1 strain showed no toxicity of its post-culture
supernatants against the nematode Caenorhabditis elegans. On the contrary, the
ApkaR3 strain showed opposite phenotypes to the ApkaR1 strain. Interestingly,
overexpression of the wild fzol gene in the ApkaR1 strain partially restored the wild
phenotype, showing a percentage of germination and toxicity of its supernatant
similar to the WT strain, suggesting that Fzol could be under the regulation of the
CAMP-PKA pathway. through PkaR1. In conclusion, in M. lusitanicus the cAMP-PKA
pathway regulates virulence through the regulation of mitochondrial metabolism,

possibly influencing mitochondrial dynamics.

Keywords: Oxidative Metabolism, Dimorphism, Toxicity, Mycelial Growth, PKA
Pathway.
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|.- Introduccién:
1.1 Generalidades de Mucor lusitancus

M. lusitanicus es un hongo dimorfico perteneciente al orden de los mucorales, es
utiizado como modelo de estudio para entender la diferenciacion celular y
patogenicidad de los mucorales (Lax y col., 2020a). Anteriormente, este hongo era
conocido como M. circinelloides f. lusitanicus, pero por una reclasificacion en la
taxonomia cambié su nombre a M. lusitanicus (Wagner y col., 2019). Dentro de los
Mucorales, M. lusitanicus cuenta con el mayor numero de herramientas
moleculares para su manipulacion, como la delecién de genes, mutaciones en
sitios especificos, sobreexpresion de genes en plasmidos o por la integracion al
genoma, el silenciamiento génico, por mencionar a algunas (Vellanky y col., 2018,
Garcia y col.,, 2018); permitiendo evaluar las funciones de diversos genes.
Ademas, tiene un ciclo de vida sexual y uno asexual, siendo el ciclo de vida
asexual el mas estudiado. M. lusitanicus presenta mdltiples eventos de
diferenciacion como el dimorfismo, el cual se refier
, ya que en presencia de luz, las sintesis de carotenos y el proceso de
esporulacién se ven favorecidos, ademas de que la sefializacion mediada por luz
es necesaria para la virulencia (Pérez-Arques y col., 2021). Este hongo tiene la
capacidad de generar diferentes tipos de esporas como: la zigospora, la cual es el
producto meidtico de la reproduccién sexual, de coloracion negra y paredes
gruesas; la esporangiospora producida al final de la reproduccion asexual,
caracterizandose por su forma elipsoidal, variando en sus dimensiones y masa
(Orlowski, 1990).

M. lusitanicus puede desarrollarse como micelio en condiciones de aerobiosis y
cuando las concentraciones de glucosa disminuyen o se utiliza una fuente de
carbono no fermentable, muestra principalmente un metabolismo oxidativo,
correlacionando con un fenotipo virulento (Diaz-Pérez y col., 2020). Por otro lado,
al crecer en anaerobiosis, el hongo utiliza principalmente un metabolismo
fermentativo, generando un fenotipo avirulento (Mcintyre y col., 2002; Patifio-
Medina y col., 2018). El efecto Crabtree ha sido muy estudiado en el hongo



Saccharomyces cerevisiae, y revela los procesos que conducen a la formacién
aerObica de etanol, por lo que podemos definir como Crabtree-positivo, a un
organismo que tiene la capacidad de fermentar aun en un ambiente aerébico. Se
ha descrito que al crecer a M. lusitanicus en condiciones de aerobiosis en
presencia de altas concentraciones de glucosa (2-6% de glucosa), este tiene la
capacidad de crecer como micelio, el cual, estd asociado a un metabolismo
fermentativo, indicando que se trata de un organismo Crabtree-positivo (Mcintyre y
col., 2002; Patifio-Medina, 2022).

Ciclo asexual Ciclo sexual

\to.:d‘
-0, ® Oge
Esporangiosporas
sexo (+)

liquide

Ry

Artrosporas

Figura 1. Ciclo de vida de M. lusitanicus. Las especies del género Mucor, son
heterotalicas (que posee dos tipos sexuales), es capaz de generar tres tipos de
esporas, las esporangiosporas asexuales, las zigosporas, que se forman al
fusionarse dos hifas de los diferentes tipos sexuales y las artrosporas (también
asexuales) que se producen en medio liquido al final de la fase estacionaria. Los
tres tipos de esporas pueden generar ambas morfologias y de igual forma, el
micelio o levadura en sustrato solido son capaces de llevar a cabo el proceso de
esporulacibn como mecanismo de sobrevivencia y dispersibn (Tomada vy

modificada de Lopez-Garcia, 2015).



1.1.1 El dimorfismo en M. lusitanicus

El dimorfismo es la capacidad que tiene un hongo de desarrollarse en dos
morfologias diferentes, es decir, dependiendo de las condiciones de crecimiento
bajo las que se encuentre, este puede crecer como micelio o levadura (Orlowski,
1990). Cuando la espora detecta la atmosfera y la presencia de nutrientes en la
que se encuentra, comienza su proceso de activacion metabdlica, la cual es
evidente fisiologicamente por el aumento de tamafio y el cambio a una forma
esférica (Orlowski, 1990). Este periodo es conocido como fase de activacion de la
espora. A partir de este punto, si la espora se encuentra en condiciones de
anaerobiosis, una fuente de carbono fermentable y una fuente de nitrégeno
organica, se desarrollara la morfologia levaduriforme, asociada a un metabolismo
fermentativo y un fenotipo no virulento (Libbehisen y col., 2003; Vellanki y col.,
2020). Por otro lado, si la espora se encuentra en condiciones de aerobiosis, en
presencia de una fuente de carbono de cualquier tipo y una fuente de nitrégeno de
organica o inorganica, esta se desarrollard como micelio, esta morfologia la cual
esta asociada al metabolismo oxidativo y un fenotipo virulento (Lubbehtsen y col.,
2003; Diaz-Pérez y col., 2020). En M. lusitanicus tanto la morfologia micelial como
la levaduriforme no son morfologias terminales, ya que, si las condiciones de
crecimiento son modificadas para favorecer al otro tipo de morfologia, el hongo
llevara a cabo la transicion morfoldgica y metabdlica correspondiente a las nuevas

condiciones.

Ademas de las diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, asi como las diferentes
atmosferas de crecimiento (aerobiosis 0 anaerobiosis), existen otros factores que
influyen sobre el dimorfismo de M. lusitanicus. Por ejemplo, la adicién de
inhibidores de la cadena transportadora de electrones al medio de cultivo, tales
como antimicina A y el cianuro de potasio, o inhibidores de la fosforilacion
oxidativa, tal como la oligomicina A o el alcohol fenetilico, conducen a una
morfologia levaduriforme aun en presencia de aire, asi como la adicién de
cerulenina (inhibidor de sintasas de acidos grasos) o cicloleucina (inhibidor de S-

adenosilmetionina) evita la transicion de levadura a hifa aun en una atmoésfera de



aerobiosis; también, la adicibn de AMPc exdgeno, conduce al desarrollo

levaduriforme (Orloswki, 1991).

Por otro lado, se ha reportado que la subunidad regulatoria PkaR1 de la PKA es
necesaria para el crecimiento hifal, ya que al evaluar a la cepa mutante en el gen
que codifica para dicha subunidad, esta mostré una reduccion en el crecimiento
hifal, la disminucién en la longitud del tubo germinativo y en la esporulacién
(Ocampo y col., 2009). Ademas, se describidé que la subunidad regulatoria PkaR1
esta involucrada en la virulencia del hongo, ya que al inyectar esporas de la cepa
ApkaR1 y la cepa silvestre (WT) MU636 contra un modelo murino diabético, se
observd que la cepa ApkaR1l mostr6 una virulencia y carga fungica
significativamente menor comparada con la cepa WT (Valle Maldonado y col.,
2020).

Otro elemento importante involucrado en el dimorfismo es la calcineurina, la cual
es una proteina serina/treonina fosfatasa dependiente de Ca?*/calmodulina. Se ha
descrito que al mutar el gen cnbR, el cual codifica a la subunidad regulatoria de la
calcineurina, gener6 una mutante bloqueada en la morfologia levaduriforme y
menos virulenta con respecto a la cepa WT. Ademas, se reportd una mayor
actividad de la PKA en la cepa mutante cnbR, sugiriendo una conexion entre la via
PKA y calcineurina (Lee y col., 2013). El tamafo de la espora es un factor de
virulencia en M. lusitanicus; es decir, esporas mas grandes generan una mayor
virulencia (Lee y col., 2013). En este sentido, la subunidad catalitica CnaA
participa en el control del tamafio y la virulencia de las esporas de M. lusitanicus,
ya que al mutar al gen cnaA se generaron esporas mas grandes con respecto a la
cepa silvestre y al inocular estas esporas en larvas de Galleria mellonella fueron
significativamente mas virulentas con respecto a la cepa silvestre, demostrando
gue la subunidad CnaA es un regulador negativo del tamafio de la espora, y

participa en la virulencia de M. lusitanicus (Lee y col., 2013).

Las proteinas Arf (ADP-ribosylation factors) son proteinas G monoméricas
pertenecientes a la superfamilia Ras, las cuales son reguladores en el proceso del

trafico vesicular y se sabe que participan en el crecimiento y virulencia de los



hongos (Patifio-Medina y col., 2018). En M, lusitanicus, se identificaron cuatro
genes que codifican proteinas Arfs (Arfl-Arf4) y se reportdé que Arfl, Arf3 y Arf4
son necesarias para un adecuado desarrollo micelial y virulencia, mientras que
Arf2 participa en el desarrollo levaduriforme (Patifio-Medina y col., 2018). Dentro
de la familia de las proteinas Arf, se encuentran las proteinas Arl (Arf-like) las
cuales participan en el trafico vesicular. En el afio 2019 se identificaron dos genes
en M. lusitanicus que codifican para Arl (arll y arl2) y se reporté que Arll es
esencial y participa en el adecuado crecimiento micelial y virulencia del hongo
(Patino-Medina y col., 2019).

Se ha descrito que la proteina Adhl juega un papel importante en el metabolismo
fermentativo ya que se encarga de reducir el acetaldehido en etanol. En M.
lusitanicus se describié que esta enzima tiene una funcién importante en diversos
procesos tales como el dimorfismo y él metabolismo fermentativo-oxidativo, ya que
al mutar el gen adhl, se generd una cepa mutante monomoérfica (M5) bloqueada
en la fase micelial. Ademas, la mutante M5 mostr6 defectos metabdlicos
importantes, tales como la incapacidad de crecer en un medio adicionado con
glucosa en ausencia de oxigeno, no poder utilizar el etanol como fuente de
carbono en una atmosfera de aerobiosis y una disminucién en la capacidad de
producir etanol a partir de glucosa en presencia de oxigeno (Rangel-Porras y col.,
2019).
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Figura 2. Dimorfismo en M. lusitanicus. A partir de las esporangiosporas,
dependiendo de las condiciones de crecimiento presentes, crece como hifas en
presencia de oxigeno, cualquier tipo de fuente de carbono y de nitrégeno. Por el
contrario, si se encuentra una atmosfera de anaerobiosis, en presencia de una
fuente de carbono fermentable y una fuente de nitrégeno orgénica, crecera como
levadura. Al crecer en presencia de oxigeno y de altas concentraciones de glucosa
(6%), el hongo crecera como hifas las cuales seran tan fermentativas como la
levadura. Si se encuentra en un ambiente con bajas concentraciones de oxigeno,
las esporas creceran como una mezcla de ambas morfologias y el porcentaje de
una u otra dependera de la concentracion de oxigeno (Tomado y modificado de
Valle-Maldonado 2013 y de Patifio-Medina 2022).

1.2 Mucormicosis

La mucormicosis es una infecciobn emergente causada por hongos del orden
Mucorales. Los géneros aislados con mayor frecuencia corresponden a Rhizopus,
seguido de Mucor y Lichtheimia. Ademas, esta considerada como una infeccion
con una elevada tasa de mortalidad, aunque de baja incidencia (2%) en

comparacion con la candidiasis (53%) o la aspergilosis (19%) (Garre, 2022).

Actualmente, la mucormicosis ha ganado relevancia en diversos paises,
especialmente en India, debido a su alta incidencia en pacientes graves infectados
por el virus SARS-CoV-2 causante de la enfermedad infecciosa COVID-19. La
forma clinica que se manifiesta con mayor frecuencia es la mucormicosis rino-
orbito-cerebral seguida de la cutanea, pulmonar, diseminada y gastrointestinal
(Garre, 2022). A la fecha, se han descrito diversos mecanismos involucrados en la
virulencia, entre los que se encuentra el dimorfismo, la captacion de hierro, las
vias de sefalizacion de calcineurina y de la proteina cinasa A (PKA) (Lax y col.,
2020b).



1.2.1 Mucormicosis rino-orbital-cerebral

Dentro de los distintos tipos de mucormicosis, la mas comun entre los pacientes
con diabetes asociada a cetoacidosis diabética es la infeccion rino-orbital-cerebral
presentando una tasa de mortalidad del 33% (Roden y col., 2005), la cual ocurre
cuando las esporas son inhaladas a través de los senos paranasales. A partir de
ahi, la infeccion puede permanecer localizada, manifestando sintomas tales como
sinusitis aguda junto con fiebre, dolor de cabeza, dolor de senos paranasales y
congestion nasal. Sin embargo, en huéspedes vulnerables, la infeccion puede
mostrar una progresion caracterizada por la invasion de la orbita y el paladar y una
mayor extension al cerebro, lo que puede resultar en una serie de anomalias
clinicas significativas que van desde la pérdida de la vision, paralisis de los nervios
craneales hasta cambios en el estado mental (McNulty, 1982; Sun y col., 2010).

1.2.2 Mucormicosis pulmonar

La mucormicosis también puede presentarse como infeccion pulmonar después de
la inhalacién de esporas que llegan hasta los pulmones. Esto es mas comun entre
pacientes con neutropenia debido a neoplasias hematoldgicas, receptores de
células madre hematopoyéticas o trasplantes de 6rganos solidos (Roden y col.,
2005; Almyroudis y col., 2006; Feng y Sun, 2018). La principal sintomatologia que
manifiesta es: fiebre, dolor toracico, disnea y hemoptisis (potencialmente masiva y
mortal), debido a la invasion de hifas en vasos sanguineos y la hemorragia
subsiguiente (Connor y col., 1979; Hamilos y col., 2011). Se ha reportado una tasa
de mortalidad del 48-87% para la mucormicosis pulmonar (Kontoyiannis y col.,
2000; Roden y col., 2005; Almyroudis y col., 2006; Kontoyiannis y col., 2010;
Lanternier y col., 2012).

1.2.3 Mucormicosis cutanea

La mucormicosis cutanea puede manifestarse tanto en pacientes
inmunocompetentes como inmunocomprometidos. Esta forma de mucormicosis
suele derivarse tras sufrir traumatismos, quemaduras, cirugia, uso de apdésitos

contaminados e inyecciones. La mucormicosis cutanea es la que esta asociada en



menor medida que con una enfermedad subyacente del huésped. Las lesiones
cutdneas se manifiestan como eritema doloroso, y progresivamente se vuelven
necroticas a medida que evolucionan durante varios dias, a menudo con
progresion a fascitis necrosante. La mortalidad en esta manifestacion clinica es la

mas baja (~25%) comparada con las otras formas de mucormicosis.
1.2.4 Mucormicosis gastrointestinal

Derivada de la ingesta de esporas y presenta una tasa de mortalidad del 85%.
Esta forma clinica puede afectar multiples componentes del tracto gastrointestinal,
conduciendo a afecciones como la ulceracion gastrica del estomago y la
afectacion intestinal, incluida la perforacion intestinal. Muchos pacientes pueden
presentar hemorragia gastrointestinal. (Roden y col., 2005; Cheng y col., 2009).

1.2.5 Mucormicosis diseminada

Se manifiesta en pacientes cuyo sistema inmunolégico se encuentra gravemente
comprometido. se caracteriza por generar una infeccidn general en mudiltiples
partes del cuerpo a derivada de una murcomicosis localizada. Por ejemplo, el
91.2% de mucormicosis pulmonar deriva en diseminacion. El 53% de los casos de
Las infecciones en el sistema nervioso central avanza a una infeccion diseminada.
Esta manifestacion clinica tiene la tasa de mortalidad més alta reportada, con un
90-96% en ciertos pacientes a pesar del tratamiento adecuado (Roden y col.,
2005; Steinbrink y Miceli, 2021).
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Figura 3. Patogénesis de la mucormicosis. Las esporas, al ser inhaladas o
inoculadas, conducen a una robusta respuesta inflamatoria. Para establecer la
infeccion, las esporas deben evitar la muerte por fagocitos mononucleares y
polimorfonucleares residentes para desarrollarse como hifas, la forma
angioinvasiva de la infeccion, para eventualmente diseminarse a otros 6rganos

(Tomada y modificada de Lewis y Kontoyiannis, 2013).

Recientemente, una revision de 851 casos durante el periodo entre enero del 2000
y enero del 2017 mostré que la incidencia de mucormicosis fue mayor (34%) en
Europa que en otras regiones como en Asia (31%), América del Norte y del Sur
(28%), Africa (3%), Australia y Nueva Zelanda (3%). Explicado, en parte, por el
aumento de casos de pacientes inmunocomprometidos, como personas con
trasplantes de o6rganos, diabetes mellitus tipo Il mal controlada asociada a
cetoacidosis y canceres hematoldgicos, entre otras afectaciones (Jeong y col.,
2019; Prakash y Chakrabarti, 2019).

La tasa de mortalidad asociada a mucormicosis varia dependiendo de la
manifestacion clinica presentada. Por ejemplo, en mucormicosis cutanea estan

registradas tasas de mortalidad que van del 10 al 25% (Skiada y Petrikkos, 2013),



mientras que la mucormicosis pulmonar registra una mortalidad del 57% (Muthu y
col., 2021). Por otro lado, en los casos de infeccion diseminada por el torrente

sanguineo la mortalidad alcanza tasas de hasta un 90% (Lax y col., 2022).
1.2.6 Clasificacién de hongos patdégenos prioritarios de acuerdo con la OMS

Debido al aumento en el numero de casos de infecciones fungicas, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha publicado recientemente una “lista de
hongos patégenos prioritarios”. Es sabido que la poblacién con alto riesgo de
contraer una enfermedad fungica invasiva (EFI) son aquellos pacientes con un
sistema inmune disminuido, enfermedad renal cronica (ERC), tuberculosis, VIH,
cancer y diabetes mellitus mal controlada (cetoacidosis diabética) (Bongomin y
col., 2017). Sin embargo, los grupos de personas con riesgos asociados se han
expandido, ya que se han reportado como vulnerables a aquellos pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), enfermedades virales en el
tracto respiratorio como influenza, y recientemente asociados a infeccién por
SARS-CoV-2 (COVID-19) (Raut y col., 2021).

La clasificacibn de hongos patégenos publicada por la OMS se desarroll6 con
base en cuatro aspectos clave para determinar el nivel de prioridad y asi formar
los tres grupos principales, dichos aspectos fueron: La importancia de salud
publica (considerando aspectos como incidencia anual, mortalidad y morbilidad.
Como segundo criterio consideraron la resistencia a antifungicos. En el tercer
aspecto consideraron la falta de conocimiento concreto sobre la morbilidad de
dichos hongos debido a diferentes aspectos como la falta de vigilancia formal y
vinculaciéon con los resultados clinicos, ademas del limitado acceso a los
diferentes laboratorios fungicos clinicos. Finalmente consideraron la distribucion y
la epidemiologia de los patdégenos fungicos y como varian significativamente
segun la region. Como resultado de los diversos estudios realizados en cada uno
de los cuatro rubros principales, se obtuvo la siguiente lista, donde los mucorales

se encuentran dentro del grupo de alta prioridad (OMS, 2022).
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Figura 4. Clasificaciobn de patégenos fungicos prioritarios segun la
Organizacion Mundial de la Salud. Lista obtenida por la OMS considerando
aspectos tales como su importancia en salud publica, resistencia a antifingicos y
su epidemiologia segun la region. Dentro de este listado se encuentran los
mucorales como parte del grupo de alta importancia. (Tomado de Geneva: World
Health Organization, 2022).

1.3 Proteinas G

Las proteinas G son aquellas que unen nucle6tidos de guanina, y participan en la
regulacion de la actividad de mdultiples proteinas y se encuentran divididas en dos
grandes familias, las proteinas G heterotriméricas y las proteinas G monoméricas.
El grupo de las proteinas G monoméricas comprende 5 familias: Ras, Rho, Rab,
Ran y Arf (Wennerberg y col., 2005).

Proteinas Ras: Las proteinas Ras actian como nodos de sefializaciébn que se
activan en respuesta a multiples estimulos extracelulares. Las proteinas Ras en su

estado activado interactian con multiples efectores cataliticamente distintos, que
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se encargan de regular las redes de sefalizacion citoplasmica controlando la
expresion genética y la regulacion de la proliferacion, diferenciacion vy

supervivencia celular (Repasky y col., 2004).

Proteinas Rho: Esta familia esta implicada en la regulacion de la polaridad celular,
movimiento celular, forma celular y las interacciones célula-célula y matriz-célula,

asi como en la regulacion de la endocitosis y exocitosis (Ridley, 2001).

Proteinas Rab: Se han descrito como reguladores del transporte vesicular
intracelular y trafico de proteinas entre diferentes organulos de las vias endocitica
y secretora. Ademas, se ha descrito que facilitan la formacion y gemacion de
vesiculas desde el compartimento donante, el transporte al compartimento aceptor
y la fusion de vesiculas y liberacion del contenido vesicular en el compartimento
aceptor (Zerial y McBride, 2001).

Proteinas Ran: Las proteinas Ran son bien conocidas por su funcién en el
transporte nucleocitoplasmatico tanto de ARN como de proteinas. La funcion de
Ran depende de un gradiente espacial de la forma de Ran unida a GTP (Weis,
2003).

Proteinas Arf: Este grupo de proteinas estan involucradas en la regulacion del
transporte vesicular. Regulan la formacion de vesiculas en diferentes pasos a
diferencia de las proteinas Rab que actian en un solo paso. Participan en el
transporte retrogrado entre el Golgi y el RE (Reticulo endoplasmico), con proteinas
adaptadoras 1 y 3 (clatrina y trans-Golgi), en la organizacion del citoesqueleto de

actina y en la regulacién de COPII en el RE (Nie y col., 2003; Memon, 2004).

Por otro lado, el grupo de las proteinas G heterotriméricas esta conformado por
tres subunidades (a), (B) y (y), se ha descrito que estas participan como elementos
transductores en vias de sefializacion tales como la via AMPc-PKA (por sus siglas
en ingles Protein Kinase A), la via MAPK (por sus siglas en ingles Mitogen-
Activated Protein Kinase), etc. Estas proteinas regulan procesos como la division,
migracion y polaridad celular, asi como la organizacién del citoesqueleto en

células de mamifero (Syrovatkina y col., 2016). Por otro lado, en hongos, estas
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proteinas se encargan de regular procesos tales como el crecimiento vegetativo, la
esporulacion, produccién de pigmentos y toxinas, la virulencia y la reproduccion
sexual (El-Defrawy y col., 2020). M. lusitanicus posee doce subunidades Ga, tres
subunidades G y tres subunidades Gy. Se ha descrito que la subunidad Gpbl de
M. lusitanicus regula positivamente el crecimiento micelial y la virulencia, ya que
controla la via de AMPc-PKA a través de la subunidad PkaR1, ya que la mutacién
del gen gpbl generd un crecimiento micelial reducido, ademas de aumentar el
desarrollo de levaduras en condiciones de baja concentracion de oxigeno; ambos
defectos en el desarrollo micelial o levaduriforme estan asociados a un fenotipo

avirulento (Valle-Maldonado y col., 2015).
1.4 Generalidades de una via de sefializacion

Todos los seres vivos captan informacion sobre su entorno a través de diferentes
mecanismos. A nivel celular esta captacién de informacién se realiza a través de
las vias de sefalizaciobn. Estas vias se basan en interacciones de union
reversibles entre moléculas que detectan y transmiten la presencia de una sefial o
sefal extracelular hacia el interior de la célula (Azpeitia y col., 2020). Existe una
gran variedad de vias de sefializacion que gobiernan los diferentes procesos
biol6gicos en hongos, algunas de ellas son la via de la proteina cinasa activada
por mitégenos (MAPK) y la via AMPc-PKA y que estan involucradas en el

desarrollo flamentoso de diversos hongos dimarficos.

Se ha descrito que la via de la MAPK es uno de los mecanismos mas importantes
y conservados en células eucariotas involucrada en la captacion de estimulos
extracelulares. Esta via ha sido asociada a la regulacion de diversos procesos
tales como: el ciclo celular, la reproduccion sexual, la morfogénesis, la respuesta a
estrés, la homeostasis de la pared celular y la virulencia (Martinez-Soto y Ruiz-
Herrera, 2017).

1.4.1 Viadela PKA dependiente de AMPc (AMPc-PKA)
La via de la PKA es una de las vias mas importantes y conservadas en eucariotas

ya que se encarga de regular procesos tales como el ciclo celular, el metabolismo
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de lipidos y azucares, el citoesqueleto, el trafico vesicular, entre otros (Shabb,
2001). Por otra parte, en hongos, esta via ha sido asociada en la regulacion de
procesos como la captacion de nutrientes, la morfogénesis, la reproduccion

sexual, la homeostasis mitocondrial y la virulencia (Choi y col., 2015).

La proteina cinasa A en estado basal, se encuentra en su forma inactiva, la cual
es un tetrdmero que esta conformado por dos subunidades cataliticas y dos
subunidades regulatorias y que en respuesta a estimulos que incrementan la
concentracion de AMPc, cada unidad regulatoria se unira a dos moléculas de
AMPc en sitios alostéricos distintos (un sitio de alta afinidad y un sitio de baja
afinidad), generando una respuesta que conduce a la reduccion de afinidad de las
subunidades regulatorias con las subunidades cataliticas separandose asi la
holoenzima de la PKA en un dimero de las subunidades regulatorias y dos
subunidades cataliticas monoméricas, las cuales, una vez liberadas se
encontraran en estado activo, fosforilando a sus proteinas diana en sitos
serina/treonina lo que llevara a la regulacion de su funcion celular (Fig. 5)
(Ocampo y col., 2009; Dalton y Dewey, 2006).

PKA Inactiva

PKA Activa

Figura 5. Estructura general de la proteina cinasa A. En los rectangulos color
azul, se representa a las subunidades regulatorias, los O6valos morados
representan las subunidades cataliticas, las esferas amarillas representan las

unidades de AMPc que se unen a las subunidades regulatorias. Al aumentar la
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concentracion de AMPc, este se unira a las subunidades regulatorias generando
un cambio conformacional liberando y activando a las subunidades cataliticas.

Tomado y modificado de Chong y col., 2020).

Los componentes de la via PKA en S. cerevisiae han sido estudiados a detalle. De
manera general, la ruta es activada por nutrientes o estimulos del entorno, los
cuales son captados en la superficie celular por receptores acoplados a proteinas
G, GPCR (G-protein coupled receptors). La deteccion de la sefal deriva en la
activacion de las proteinas G heterotriméricas, constituidas por las subunidades
Ga, GB y Gy. A partir de una sefal detectada por el receptor GPCR, este conduce
la sefial generando que la subunidad G-a intercambie GDP por GTP, disociandose
del dimero GB-Gy. de esta manera, la subunidad Ga-GTP y el dimero GB-Gy se
consideran unidades funcionales permitiendo la regulacion positiva o negativa de
diversas vias metabdlicas. Posteriormente, la subunidad Ga-GTP o, las proteinas
G monoméricas del tipo Ras en su estado activado uniendo GTP (Ras-GTP),
estimulan la actividad de la adenilato ciclasa (Cyr) para la sintesis de AMPc,
incrementando asi los niveles intracelulares de este nucle6tido. Al elevarse los
niveles intracelulares de AMPc se conduce a la activacion de la proteina cinasa A
(PKA) dependiente de AMPc. Dos moléculas de AMPc se unen al homodimero
con actividad regulatoria para regular de forma alostérica la disociacion de la
proteina PKA dejando libre al homodimero con actividad catalitica, el cual
fosforilard proteinas rio abajo (enzimas de las rutas metabdlicas, proteinas
estructurales, factores de transcripcién). Una vez que la funcion ha sido realizada,
la fosfodiesterasa (Pde2) llevara a cabo la degradacién del AMPc a AMP (Fig. 6)
(Thevelein y De Winde, 1999; Choi y col., 2015).
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Figura 6. Descripcion general de la via de la PKA dependiente de AMPc. Los
componentes de la via son, un receptor ubicado en la membrana plasmética, un
componente transductor como las proteinas G heterotriméricas (Ga: Subunidad
alfa, GB: Subunidad beta y Gy: Subunidad gama) o las proteinas Ras, la adenilato
ciclasa (Cyr), la proteina PKA y una fosfodiesterasa (Pde2). Tomado y modificado
de Patifio-Medina, 2022).

En el hongo Cryptococcus neoformans se ha asociado a la via del AMPc-PKA con
la virulencia. Se report6 que al existir un defecto en los elementos de la cascada
tales como la proteina G (Gpal), la adenilato ciclasa (Cacl) o la subunidad
catalitica de la PKA (Pkal) resultan en una disminucion de la virulencia. Por el
contrario, cuando se generé una cepa mutante en el gen que codifica para la
subunidad regulatoria de la PKA, se generd una cepa hipervirulenta, sugiriendo
que la via AMPc-PKA actia como un regulador negativo en la virulencia de C.

neoformans (D’Souza y col., 2001).
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Se ha reportado en S. cerevisiae a la via de sefializacion AMPc-PKA en procesos
tales como el crecimiento y diferenciacion celular, este hongo posee tres
subunidades cataliticas (Tpkl, Tpk2 y Tpk3) y una Unica subunidad regulatoria
(Bcyl). Se observo que al aumentar la actividad de la PKA agregando AMPc
exégeno o al mutar al gen bcyl favorece el crecimiento filamentoso (Pan y col.,
2000).

En Candida albicans y Candida tropicalis se ha descrito que esta via de
sefializacion estd implicada en el crecimiento, morfogénesis, filamentacion vy
virulencia. Ambas especies de Candida poseen dos subunidades cataliticas (Tpkl
y Tpk2) y una subunidad regulatoria (Bcyl), el aumento en la concentracion de
AMPc regula positivamente la transicion levadura-hifa y favorece la virulencia.
Interesantemente, la subunidad catalitica Tpk2 en C. albicans, pero no en C.
tropicalis, es necesaria para la virulencia en la infeccion sistémica de un modelo
murino (Lin y Chen, 2018).

En M. lusitanicus la via de sefalizacion AMPc-PKA participa en el crecimiento,
desarrollo y virulencia. Interesantemente, a diferencia de otros hongos como S.
cerevisiae o C. albicans, M. lusitanicus posee cuatro subunidades regulatorias
(PkaR1, PkaR2, PkaR3 y PkaR4) y diez subunidades cataliticas (PkaC1-PkaC10),
lo cual indica que es un sistema mas complejo en este mucoral (Ocampo y col.,
2012; Fernandez-Nufiez y Col., 2016). Esta reportado que al mutar los genes gpbl
o pkaR1, que codifica para la subunidad regulatoria PkaR1l, se generd la
disminucion de la virulencia y un aumento en la produccion de levaduras al crecer
en condiciones de baja concentracién de oxigeno (Valle-Maldonado y col., 2020).
Por otro lado, se describié que la subunidad regulatoria PkaR1 regula de manera
positiva la virulencia de M. lusitanicus; ya que al evaluar los sobrenadantes
postgerminacion libres de células obtenidos en condiciones aerobias de las cuatro
mutantes en las subunidades regulatorias y de la cepa silvestre contra el modelo
C. elegans, se observo que el sobrenadante proveniente de la mutante ApkaR1
mostro una toxicidad significativamente disminuida con respecto a la cepa silvestre

(Alejandre-Castafieda y col., 2022).
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1.5 Factores de transcripcion Tecly Tec2

Los factores de transcripcidon Tec pertenecen a una familia de proteinas que
poseen un sitio de union al ADN llamado TEA, el nombre proviene de los factores
de transcripcidn descritos originalmente TEF-1 y AbaA, dicho sitio tiene una

longitud de aproximadamente 66 a 68 aminoacidos (Hwang y col., 1993).

Se ha demostrado que los factores de transcripcién Tec estan involucrados en el
desarrollo filamentoso y virulencia de diversos hongos, por ejemplo, en S.
cerevisiae requiere de Tecl para el desarrollo de pseudohifas (Chou y col., 2006).
En C. albicans se ha reportado que CaTecl es importante para el desarrollo y
virulencia del hongo (Schwartze y col., 2000) y en C. glabrata se reporté que Tecl
es necesaria para la generacion de biofilm y la tolerancia en condiciones de

crecimiento a nivel bajos de pH (Purohit y Gajjar, 2022).

Recientemente en nuestro grupo de trabajo, se describi6 en M. lusitanicus la
presencia de dos homologos de Tec, Tecl y Tec2. La sobrexpresion de los genes
tecl y tec2 conduce a un aumento en el crecimiento micelial, contenido
mitocondrial, mayor toxicidad de sus SS contra el nematodo C. elegans y un
aumento en la virulencia contra la larva G. mellonella (Alejandre-Castafieda y col.,
2023).

Se habia descrito previamente, un Unico reporte sobre la participacién de los
factores de transcripcion Atfl y Atf2 en M. lusitanicus, los cuales son importantes
para la supervivencia de las esporas dentro de los macréfagos, ya que la mutacién
de ambos genes disminuyo la virulencia del hongo al probarse contra ratones

diabéticos (Pérez-Arques y col., 2019).
1.6 Dinadmica mitocondrial

Las mitocondrias estan asociadas a multiples funciones como obtencion de
energia celular, diferenciacion, desarrollo, respuesta inmune, homeostasis de
lipidos y calcio y apoptosis. Son organelos altamente dinamicos que forman redes
tubulares (Fig. 7), dicha red es fundamental para una adecuada funcion

mitocondrial y celular, implicando procesos altamente conservados conocidos
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como dinamica mitocondrial (Nunnari y col., 2012), en la cual participa la
biogénesis, (Mao y Chen, 2019,), mantenimiento (fusién) y reciclamiento de

mitocondrias (fisiobn y mitofagia) (Youle y Van-Der Bliek, 2012).

Se sabe que las mitocondrias son organulos que se caracterizan por tener una
morfologia cambiante, caracteristica que esta fuertemente asociada a la fisiologia
celular, pues esta descrito que la morfologia fragmentada estd asociada a la
liberacion apoptética de citocromo C, a diferencia de la morfologia de red tubular,

la cual promueve la resistencia contra los estimulos apoptéticos (Karbowski y
Youle, 2003).

Figura 7. Red tubular mitocondrial. Estructura de red tubular mitocondrial en
levadura distribuida de manera uniforme (a). Al igual que en células fungicas, las
mitocondrias forman redes tubulares, se observa la red mitocondrial de un
fibroblasto proveniente de un embrién de ratén (b). Barra de escala igual a 2um

para ay b (Tomado y modificado de Nunnariy col., 2012).

En S. cerevisiae se ha reportado que ante una situacion de escases de nutrientes
las mitocondrias se alargan y se interconectan formando la red tubular esta
mediado por la regulacion negativa de la proteina 1 relacionada con la dinamina
(Dnm1l) a través de la modulacién de dos sitos de fosforilacién en (S616 y S637),

lo cual conduce a la fusion mitocondrial (Rambold y col., 2011).
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1.6.1. Biogénesis mitocondrial

La biogénesis mitocondrial es regulada por el complejo transcripcional Hap (Heme
Activator Protein), que representa una familia de complejos transcripcionales
heterotriméricos altamente conservados en eucariotas. Este complejo esta
formado por las proteinas Hap2, Hap3 y Hap5, dicho complejo se une a la
secuencia consenso 5 -CCAAT-3" de los promotores de los genes blanco a través
de la region C-terminal de Hap4. El complejo transcripcional Hap se requiere para
la coordinacion de elementos involucrados en la sintesis de los complejos
respiratorios, produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS y homeostasis
del hierro (Mao y Chen, 2019).

1.6.2. Fusiéon mitocondrial

La fusion esta mediada por la proteina clave Fzol (Fuzzy Onion Protein) ademas
de las proteinas Ugol (fusiébn en japones) y la proteina intermembranal Mgm1
(Mitochondrial Genome Maintenance), las cuales en conjunto forman el complejo
de fusion. En humanos, se han descrito homdlogos para estas tres proteinas los
cuales son MFN1 para Fzol, SLC25 para Ugol y OPA1 para Mgml. El proceso
de fusién mitocondrial es esencial cuando la demanda energética incrementa y
también como mecanismo de rescate de mitocondrias dafiadas por el estrés
oxidativo. Se ha reportado que la mutacion de alguno de los genes que codifican a
alguna de las proteinas de este complejo es mutado, las mitocondrias son
incapaces de llevar a cabo el proceso de fusién adecuadamente, lo cual lleva a un
mayor numero de mitocondrias fraccionadas (Youle y Van-Der Bliek, 2012; Fritz y
col., 2003). De manera general el proceso de fusion en levadura es regulada de la
siguiente forma: la fusibn de la membrana externa esta controlada por las
proteinas Fzol y Mgml. La proteina Fzol se inserta en la membrana externa a
través de dos dominios transmembranales, mientras que el dominio GTPasa esta
ubicado hacia el citosol. Por otro lado, la proteina Mgm1 presenta dos formas: una
forma posee un dominio transmembranal que se inserta en la membrana interna
mitocondrial y la otra forma carece del dominio transmembranal y se encuentra en

el espacio intermembranal. En conjunto, Fzol y Mgml forman un complejo
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proteico que conecta las dos membranas; por lo tanto, Mgm1 también contribuye a
la fusibn completa y estable de la membrana externa ademas de su papel en la
fusion de la membrana interna. En S. cerevisiae, la proteina mitocondrial Ugol
conecta fisicamente con Fzol y Mgm1, con lo cual se forma el sitio de contacto de

fusion entre las dos membranas (Fig. 8) (Song y col., 2009; Sesaki y Jensen,

2001; Hoppins y col., 2009).

Fusidn mitocondrial

2m o

' Fzol
_ Mgm1 unido a ¥
¥ membrana ~ ~
T =
© Mgm1 soluble L ¢ NSV AN
Y ugo1 L'J b &

* Capaces de generar mas energia
A Yova) * Mecanismo de rescate para
& A _ mitocondrias dafiadas

Supermitocondria

Figura 8. Descripcion general de la fusiéon mitocondrial en S. cerevisiae. El
proceso de fusion requiere la interaccion entre las proteinas Fzol, Mgm1 y Ugol.
Fzol hace contacto fisico con Mgm1l la cual esta unida a la membrana externa,
esta interaccion es mediada por Ugol conduciendo asi a la fusion de las

mitocondrias, generando una nueva estructura conocida como supermitocondria

(Tomada y modificada de Zhang y col., 2014).
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1.6.3. Fisién mitocondrial

Por otro lado, la fision es mediada por la proteina Dnm1 (Dynamin Related) y por
las proteinas Mdv1 (Mitochondrial division) y Fis1l (Mitochondrial fission) formando
el complejo de fision, el cual es esencial para mantener un nimero adecuado de
mitocondrias durante el crecimiento o division celular, asi como para su
reciclamiento. En humanos se han encontrado homdlogos correspondientes a
estas proteinas, las cuales son DNM1L para Dnm1l, y FIS1 para Fisl. Cuando se
muta a algin gen que codifica a estas proteinas, se generan mitocondrias
incapaces de fisionarse, conduciendo a una red mitocondrial fuertemente
interconectada (Youle y Van-Der Bliek, 2012; Fritz y col., 2003). El proceso de
fision esta propuesto de la siguiente forma: Dnm1l es reclutado primero mediante
interaccién con Fisl, en la cara externa de la membrana mitocondrial; después,
mediante un intercambio del nucle6tido GDP por GTP en Dmnl, el cual es
necesario para inducir la fision mitocondrial. El ciclo de fisibn culmina con la
hidrélisis del GTP, el desensamblaje de Dnml y las proteinas asociadas de la
superficie externa de las mitocondrias y el regreso de Dnm1l al citosol (Fig. 9)

(Legesse y col., 2003).
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Figura 9. Descripcidon general de la fisibn mitocondrial en S. cerevisiae. La
proteina Dnml es un componente central en la maquinaria de la fisién
mitocondrial, dicha proteina se ensambla con Fisl y Mdvl que se encuentran en la
membrana externa de las mitocondrias y median en la constriccion y escision de

las membranas mitocondriales (Tomada y modificada de Zhang y col., 2014).

1.6.4. Mitofagia

Finalmente, la mitofagia es el proceso mediante el cual se degradan las
mitocondrias y dicho proceso esta conservado en todas las células eucariotas. La
finalidad de este proceso es el de mantener un control en la cantidad y calidad de
las mitocondrias dirigiendo a aquellas que se encuentran en un estado deteriorado
hacia los lisosomas para su posterior degradacion. En S. cerevisiae este proceso
es regulado principalmente por la proteina Atg32, la cual es una proteina

transmembranal de un solo paso en la membrana mitocondrial externa (Okamoto
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y col., 2009; Kanki y col., 2009). Ademas, otros miembros de las proteinas Atg
(autophagy-related) tales como Atg8 y Atgll presenta funciones similares en la
induccion de este proceso (Kondo-Okamoto y col., 2012). De manera general, la
mitofagia es inducida cuando las células alcanzan la fase estacionaria o cuando se
encuentran en un ambiente de limitacion de nitrégeno (Kanki y Klionsky, 2008;
Okamoto y col., 2009). Bajo estas circunstancias, Atg32 se induce a nivel
transcripcional por limitacion de nitrégeno, la proteina se acumula en la membrana
externa mitocondrial, formando un complejo con Atg8 y Atgll en la superficie de
las mitocondrias. La proteina Atg8 se encuentra en los autofagosomas y Atgll
funciona como un andamio para otras proteinas Atg y asi promover la formacion
de autofagosomas (Aoki y col., 2011; Kondo-Okamoto y col., 2012; Onishi y col.,
2021).

e ——
| Biogénesis |
) . -

‘mitocondrial;
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I_W_l_lt_ -9 _0_ g _e _’1 _Z- ) Modificado de Liu y col., (2020) Mechanisms of Ageing and Development 186: 1-13

Figura 10. Esquema de la dinamica mitocondrial en la levadura de S.
cerevisiae. La dinamica mitocondrial esta conformada por cuatro eventos
importantes: biogénesis mitocondrial donde se sintetizaran nuevas mitocondrias,
mediada por el complejo HAP. Al aumentar el requerimiento energético se dara

paso a fusion mitocondrial mediada por el complejo Fzol, Ugol y Mgm1 donde se

24



generardn nuevas estructuras llamadas supermitocondrias y que también actla
como mecanismo de rescate de mitocondrias. Una vez que las mitocondrias
sufren dafio derivado del estrés oxidativo, o que la demanda energética ha sido
cubierta estas deberan reciclarse a través del proceso de fision mitocondrial, dicho
proceso esta mediado por el complejo formado por las proteinas Dnm1, Mdvl y
Fisl. Finalmente, este reciclamiento de mitocondrias conduce al proceso de
mitofagia la cual es mediada principalmente por Atg32, Atg8 y Atgll, proceso que
es importante para mantener la calidad y cantidad de mitocondrias (Tomado y
modificado de Liu y col., 2020).

Se ha reportado que la via AMPc-PKA estid asociada a diversos procesos que
involucran la dinamica mitocondrial, por ejemplo, en S. cerevisiae existen tres
subunidades cataliticas de la proteina cinasa A (Tpkl, Tpk2 y Tpk3). Se demostro
que en ausencia de la subunidad Tpk3, se disminuye el contenido mitocondrial
(disminucion de los niveles de los citocromos aa3, b y ccl), lo cual correlaciono

con una disminucion drastica en el crecimiento del hongo (Chevtzoff y col., 2010).

En hongos patdgenos, estd demostrada la importancia de la homeostasis
mitocondrial ya que la respiracion esta asociada a multiples procesos tales como
la resistencia a azoles, la homeostasis del hierro, ademas de participar en el
crecimiento filamentoso invasivo, adaptacion a hipoxia, transicién de morfologias y

biosintesis de la pared celular (Song y col., 2020).

En M. lusitanicus se encontraron diferentes elementos de la dinamica mitocondrial
tales como las proteinas Hap3, Hap5a, Fzol y Atg24a, los cuales presentaban
posibles sitios de fosforilacion por PKA (Fig. 11). Estos datos sugieren que, en
este organismo, la dinAmica mitocondrial podria ser regulada por la via AMPc-
PKA. Ademas, se demostré6 que durante el desarrollo levaduriforme la proteina
Arf2 se encuentra bajo la regulacion de la PKA y que esta es necesaria para llevar
a cabo una adecuada fision mitocondrial y mitofagia (Patifio-Medina, 2022).
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Figura 11. Sitios de fosforilacion por PKA en elementos de la dinamica

mitocondrial. En diversos elementos de la dinAmica mitocondrial como Hap3,

Hapb5a, Fzol y Atg24a se encontraron posibles sitios de fosforilacion por PKA,

sugiriendo que la dinamica mitocondrial se encuentra bajo regulacion de la via

AMPc-PKA.

En Mucorales el fenotipo virulento ha sido asociado al aumento del metabolismo

oxidativo mitocondrial, el cual tiene un papel muy importante para la produccion de

energia (Alejandre-Catafieda y col., 2022). Por lo que, la presencia de defectos en

la mitocondria o defectos que conlleven a un metabolismo oxidativo deficiente se

podrian asociar a una disminucion de la virulencia.

26



Il. Justificacion

M. lusitanicus es un modelo biolégico para entender la diferenciaciéon celular y la
virulencia ligada a la mucormicosis. El crecimiento micelial correlaciona con un
metabolismo oxidativo y un fenotipo virulento, mientras que un crecimiento
levaduriforme conlleva a un metabolismo fermentativo y un fenotipo poco virulento.
El metabolismo mitocondrial esta muy poco entendido en los mucorales y puede
ser un elemento clave en la mucormicosis. Conocer el efecto de la fusién y fisién
mitocondrial, asi como analizar la via de sefializacibn PKA que pudiera regular a
estos eventos, podria ser crucial para entender tanto la morfogénesis y virulencia
en M. lusitanicus, ademdas dicho conocimiento puede ser traducido a otros

Mucorales.
lll. HipoGtesis

La activacion de la via de la AMPc-PKA regula negativamente la fusion
mitocondrial conduciendo a una disminucion del crecimiento micelial y virulencia a

través de la represion del metabolismo oxidativo mitocondrial de M. lusitanicus.
IV. Objetivos
4.1 Objetivo general

Demostrar si componentes de la via AMPc-PKA controlan los procesos de fusién y
fision mitocondrial, lo cual podria conducir a una disfuncionalidad en el
metabolismo fermentativo-oxidativo alterando el crecimiento y virulencia de M.

lusitanicus.
4.2. Objetivos especificos

1. Conocer la participacion de la fision y fusion mitocondrial en el crecimiento y

virulencia.

2. Demostrar cual de las subunidades PkaR esta implicada en la regulacion

positiva 0 negativa de la fusion y la fisiobn mitocondrial.
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3. Analizar la modulacion transcripcional de los genes que codifican a las

distintas subunidades regulatorias y cataliticas de PKA durante las

condiciones de crecimiento que favorecen los eventos de fusion y fision

mitocondrial

4. V. Estrategia metodologica

Objetivo 1

Utilizar las cepas que
sobreexpresan a los genes
dmn{ y fzo1 en el fondo WT

- Crecimiento micelial y
levaduriforme y en bajos
niveles de oxigeno

« Parametros bioquimicos de
actividad mitocondrial y
fermentativa

+ Marcadores moleculares de
crecimiento micelial (pkaR1)
y levaduriforme (adh1)

+ Determinar el nivel de
toxicidad de cada uno
de los sobrenadantes

Objetivo 2

1.- Analizar los niveles de
RNAm de fzo1 y dnm1 en el
dimorfismo de las mutantes de
las subunidades regulatorias
de la PKA (ApkaR1-ApkaR4())
por RT-gqPCR

2.- Sobreexpresar fzo1 y dnm1
en la mutante de las
subunidades regulatorias de la
PKA que tenga defectos en la
fusion y fision mitocondrial vy
evaluar crecimiento micelial y
toxicidad de sus sobrenadantes

obtenidos de los
cultivos

Objetivo 3

Utilizar las cepas
que sobreexpresan

a los genes dmnt y 2.

fzo1 en el fondo WT

. Factores que favorecen los eventos
de fusion mitocondrial (germinacion a
baja concentracion de glucosa, fuente

de nitrogeno inorganico)

Factores que favorecen la fision
mitocondrial (altas concentraciones

de glucosa)

Medir niveles de RNAm de
cada uno de los genes que
codifican a las subunidades
regulatorias y cataliticas de la
PKA por RT-gPCR
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VI. Materiales y métodos

6.1. Cepas a utilizar.

Tabla 1. Cepas empleadas en el proyecto

Cepa

Fenotipo

Referencia

MUG636

Auxotrofa a leucina (leuA)
y protétrofa a uracilo
(pyrG*); obtenida mediante
recombinacion  homologa
restaurando el gen pyrG en
el locus del gen pyrG.
Derivada de la cepa
MU402.

Navarro-Mendoza y col.,
2019.

ApkaR1

Derivada de MU402,
mutante homocarionte en
el gen pkaR1 (leuA, pyrG*)

Ocampo y col., 2008.

ApkaR2

Derivada de MU402,
mutante homocarionte en
el gen pkaR2 (leuA, pyrG")

Alejandre-Castafieda y col.,
2022.

ApkaR3

Derivada de MuU402,
mutante homocarionte en
el gen pkaR3 (leuA’, pyrG*)

Ocampo y col., 2012.

ApkaR4™0)

Derivada de MU402,
mutante heterocarionte en
el gen pkaR4 (leuA’, pyrG*)

Ocampo y col., 2012.

MU636 + dnm1™

Derivada de MUG636;
sobreexpresando el gen
dnm1l silvestre, clonado en
el vector pEUKA4 (leuA*,

pyrG*)

Patifo-Medina, 2022.

MU636 + fzo1™

Derivada de MUG36;
sobreexpresando el gen
fzo1l silvestre, clonado en el

Patifio-Medina, 2022.

vector pEUKA4 (leuA*,
pyrG*)

ApkaR1 + dnm1*t Derivada de  ApkaR1; | En este trabajo
sobreexpresando el gen

dnm1l silvestre, clonado en
el vector pEUKA4 (leuA*,

pyrG")

ApkaR1 + fzo1"

Derivada de ApkaR1;
sobreexpresando el gen
fzol silvestre, clonado en el
vector pEUKA4 (leuA®,

pyrG*)

Alejandre-Castafieda.
Datos sin publicar
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6.2. Obtencion de M. lusitanicus
6.2.1. Condiciones generales de crecimiento

M. lusitanicus se cultivd por lo general a 28°C en los diferentes medios descritos a

continuacion:
Condicién estandar de germinacion en medio liquido

La condicion estandar de germinacién de M. lusitanicus fue a 28°C a 150
revoluciones por minuto (RPM)

YPG (Glucosa, Peptona de gelatina, Extracto de levadura)

Cada litro contenia 3 g de extracto de levadura (BD Bioxon), 10 g de peptona de
gelatina (BD Bioxon), 20 g de glucosa (BD Bioxon), al cual se le denomino como
YPG-2% y 20 g de agar bacteriolégico (BD Bioxon) en caso de medio soélido, se
ajustoé el pH a 4.5 (Bartnicki-Garcia, 1968).

YPG 6% (Glucosa, Peptona de gelatina, Extracto de levadura)

Cada litro contenia 3 g de extracto de levadura (BD Bioxon), 10 g de peptona de
gelatina (BD Bioxon), 60 g de glucosa (BD bioxon), al cual se le denomino como
YPG-6% y se ajusté el pH a 4.5. Este medio se utiliz6 para estimular el

metabolismo fermentantivo.
YNB (Yeast Nitrogen Base)

Cada litro de medio contenia 1.5 g de sulfato de amonio, 1.5 g de &cido glutamico,
0.5 g de yeast nitrogen w/o aminoacids and amonium sulfate (BD Difco), 20 g de
glucosa (BD Bioxon), al cual se le denomino como YNB-2% y 20 g de agar (BD
Bioxon) en caso de medio sélido. Para los experimentos fisiolégicos se adiciono
20 g de glucosa. Tras esterilizar en autoclave, se adicioné tiamina y niacina a una

concentracion de 1 ug/mL respectivamente (Lasker y Borgia, 1980
YNB 0.1% (Yeast Nitrogen Base)

Cada litro de medio contenia 1.5 g de sulfato de amonio, 1.5 g de acido glutamico,

0.5 g de yeast nitrogen w/o aminoacids and amonium sulfate (BD Difco), 1 g de
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glucosa (BD Bioxon), al cual se le denomino como YNB-0.1%. Este medio se

utilizé para estimular el metabolismo oxidativo mitocondrial.
6.2.2. Obtencién y conteo de esporas

En placas de Petri con medio YPG-2% sodlido, se inocularon 100 esporas de M.
lusitanicus y se incubaron a 28°C en presencia de luz durante 5 dias. Las esporas
se colectaron agregando 10 mL de agua destilada estéril sobre las placas y
raspando cuidadosamente con un asa de plastico, posteriormente las esporas
fueron aspiradas y se depositaron en un tubo de 50 mL estéril. Las esporas se
centrifugaron a 2,000 rpm (revoluciones por minuto), por 5 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente se lavaron con agua destilada estéril y se centrifugaron
de la misma manera tres veces. Finalmente, las esporas se resuspendieron en 10
mL de agua destilada estéril. El conteo se realiz6 en un hematocitometro (PGC
Scientific) usando el objetivo 40X de un microscopio 6éptico BX-40 Olympus. Se
depositaron 20 pL en la parte superior y 20 uL en la inferior, respectivamente. Se
contaron las cuadriculas de los extremos y la del centro para ambas celdas de la
camara. Las esporas cuantificadas se multiplicaron por el factor de dilucion 2.5 x
10%. El resultado expresé las esporas por mL de muestra. Las esporas contadas y
lavadas se conservaron a 4°C y se emplearon en un maximo de 30 dias después

de su obtencion.
6.2.3 Crecimiento radial de M. lusitanicus

Placas de Petri con medio YPG o YNB solido, se inocularon con 100 esporas de
las diferentes cepas en el centro de la placa y se incubaron a 28°C en presencia

de luz durante 6 dias. Se midi6 el diametro colonial (cm) cada 12 horas.
6.2.4 Crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis de M. lusitanicus

Para llevar a cabo el crecimiento aérobico y anaerébico se inocularon 5x10°
esporas por cada mL de medio de cultivo. En el caso de crecimiento aerobio los
matraces se incubaron a 28°C, con agitacion constante a 150 rpm usando 10 mL
de medio en matraces de 125 mL. Para el crecimiento anaerobio, se usaron vasos

de precipitado de 10 mL con 8.5 mL medio de cultivo, tapados con un tapon de
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corcho, dichos tapones se atravesaron con una aguja para formar una atmosfera
de COg2; este es un sistema modificado a partir del sistema “auto-anaerébico”

descrito anteriormente (Salcedo-Hernandez y Ruiz Herrera, 1993).
6.2.5 Determinacion de la germinacion de M. lusitanicus

Se inocularon 5x10° esporas por cada mL de medio de cultivo, se tomaron
alicuotas de cada matraz cada dos horas hasta la hora ocho de incubacién para el
crecimiento aerobio y de igual forma hasta la hora doce de incubacion para el
crecimiento anaerobio. Inmediatamente se realizd el conteo de 100 células por
muestra, identificando las células germinadas. El resultado determiné el porcentaje
de esporas germinadas al tiempo evaluado.

6.2.6 Cuantificacion del crecimiento (Peso seco)

El crecimiento celular se determind midiendo la biomasa total generada en 10-20
mL medio liquido. La biomasa de las diferentes cepas (micelio o levaduras) se
colectdé en papel filtro previamente seco y pesado. Las células se lavaron dos
veces con agua destilada y se secaron por 96 horas a 60°C. Después del secado
y enfriado, los filtros con la biomasa se pesaron hasta que el peso se mantuvo

constante.
6.2.7 Obtencién de sobrenadantes post cultivos libres de celulas (SS)

Se colocaron 5x10° esporas por cada mL de medio de cultivo de cada una de las
cepas a evaluar en 10 mLde los medios de cultivo liquidos YNB-2%, YNB-0.1%,
YPG-2% y YPG-6% de glucosa, se sometieron a agitacién constante de 150 rpm a
28°C en condiciones aerobias por 48 horas. Una vez concluido el tiempo de
agitacion, los medios de cultivo fueron filtrados (filtros con tamafio de poro de 3
pMm) en condiciones de esterilidad para recuperar el sobrenadante libre de células

miceliales (SS).
6.2.8 Ensayos de toxicidad de los SS frente a Caenorhabditis elegans

Se coloc6é 1 mL de los distintos sobrenadantes de crecimiento micelial de las

mutantes en los genes pkaR1, pkaR2, pkaR3, pkaR4 de M. lusitanicus, a cada uno
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de los pozos de placas de 24 pozos (Corning). Mediante la observacién en un
microscopio estereoscopio (Leica MZ75) los nematodos (10-20) fueron
transferidos con un “picker” a cada uno de los pozos utilizados. En todos los
ensayos de virulencia los nematodos fueron observados cada 12 horas por un
tiempo no mayor a 48 horas. El criterio que se siguio para determinar la muerte del

nematodo fue cuando éste permanecio inmévil a la estimulacion fisica.
6.2.9 Cultivo de E. coli

E. coli se cultivo a 37°C en medio LB. Cada litro de LB contenia 10 g de peptona
de caseina (Solbiosa), 5 g de extracto de levadura (BD Bioxon), 5 g de cloruro de
sodio (J.T. Baker) y 15 g de agar bacteriolégico en caso de medio sélido. Cuando
fue necesario, tras esterilizar, se afiadi6 ampicilina a una concentracion final de

100 pg/mL cloranfenicol a 34 pg/mL o estreptomicina a 10 ug/mL.
6.2.10 Crecimiento de C. elegans

Para la preparacion de la fuente de comida de C. elegans, se inoculé E. coli OP50
en medio LB liquido con estreptomicina (10 pg/mL), se incubdé a 37°C con
agitacion constante a 200 rpm por 48 horas. Posteriormente se tomaron 500 uL
del precultivo de E. coli OP50, el cual fue esparcido con un hisopo estéril en cada
caja Petri con medio NGM (Nematode Growth Medium) a utilizar. Se incubaron a
37°C por 48 horas hasta su crecimiento total. Para propagar C. elegans se
transfirieron pequefas partes de agar con al menos un nematodo a cada caja Petri
previamente crecidas con la cepa de E. coli OP50 y se dejé incubar por 3 dias a

18°C hasta la fase adulta del nematodo.

6.2.11 Medio de cultivo NGM (Nematode Growth Medium) para crecimiento

de C. elegans

El medio NGM es un medio de cultivo que se utiliza para el crecimiento y
mantenimiento de nematodos como C. elegans. Se elabor6 con 2 g de cloruro de
sodio (J.T. Baker), 4 g de peptona de caseina (Solbiosa), 3 g de fosfato de potasio
monobasico (Golden Bell), 0.05 g de fosfato de potasio dibasico (Meyer), y 20 g de
agar (BD Bioxon) por cada litro de medio. Se esterilizé a 15 Ib de presion a 121°C

33



por 20 minutos. Una vez a temperatura ambiente se adicion6 1 mL de una
solucion de colesterol (5 mg/mL) (Sigma-Aldrich) disuelto en etanol al 100% (J.T.

Baker) y 0.5 mg de estreptomicina por cada litro de medio.
6.3 Cuantificacion de rizoferrina

Se adicionaron 200 pL de acetonitrilo a un volumen de 800 pL de cada SS
obtenido en medio YNB al 0.1% de glucosa; la mezcla se limpio en un cartucho de
extraccion en fase solida (Supelco select HLB) preactivado con y equilibrado con
acetonitrilo al 20% (v/v). Los extractos se filtraron utilizando una membrana de

PTFE de 0.22 um y se almacenaron a -20°C hasta el analisis cromatografico.

El andlisis de rizoferrina se realiz0 mediante UPLC-ESI-TOF-MS utilizando un
sistema ACQUITY UPLC I-Class (Waters, Singapur) junto con un espectrometro
de masas Synapt G2-Si (Waters, Reino Unido) equipado con una fuente ESI,
controlado por el software MassLynx 4.1 (Waters, Reino Unido). La separacion
cromatografica se realiz6 utilizando una columna Luna Omega C18 (150 mm x 2.1
mm y 1.6 um; Phenomenex) mantenida a 40°C. Se inyectaron cinco pl de cada
muestra pretratada en el sistema cromatografico y se eluyeron con las fases
moviles: acido formico acuoso al 0.1% (A) y acetonitrilo (B). La separacién se
realizd a un caudal total de 150 pL/min usando el siguiente programa de gradiente:
0 min, 10% B y 0-5 min, 20% B. El espectrémetro de masas se operdé en modo
ESI positivo usando los siguientes parametros: tension capilar 3.000 V; voltaje del
cono 30 V; temperatura de la fuente 120°C; temperatura del gas de desolvatacion
350°C; caudal de gas de desolvatacion 800 L/h; rango de masa de adquisicion 50—
1000 m/z; tiempo de exploracion 0.4 s; formato de datos centroide. La rizoferrina
se controlé a m/z = 437.141 £ 0.01 Da.

6.4 Determinacién de la tasa de consumo de oxigeno

La respiracion de las células se determind a 28°C 3 y 4 horas posteriores a la
germinacion en medio liquido YPG (2 y 6% de glucosa) o YNB (0.1% de glucosa)
respectivamente, utilizando 5x107 esporas de cada cepa. Tras lavarlas en agua

destilada estéril, las células se suspendieron en tampon fosfato potasico 10 Mm
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(Ph 7,4) que contenia 20 Mm de glucosa. El consumo de oxigeno se midié a 28 C
con un oxigrafo Oxytherm (Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, Inglaterra). Las
tasas de respiracion se expresaron como nanomoles de oxigeno consumido por

ml por segundo.
6.5 Cuantificacion de OH-

Esporas de cada una de las cepas se activaron en agitaciéon constante con el
medio requerido por 2 horas, seguido las células se recuperaron y lavaron en
buffer HEPES 10 mM, pH 7 a 2,000 rpm por 5 min tres veces, después se adiciono
10 uM de 3'-p-aminofenill fluoresceina (APF) disuelto en 0.1 % de
dimetilformamida en buffer HEPES con 110 mM de glucosa por 30 min en
oscuridad, posteriormente las células se recuperaron y se lavaron tres veces con
HEPES y se resuspendieron en HEPES con glucosa. Las muestras procesadas se
mantuvieron en oscuridad hasta la cuantificacion del radical OH.-. Se uso6 el
equipo VARIOSKAN LUX (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts) con filtro

de emisién a 520 nm y linea de excitacion a 490 nm.

6.6 Reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcidon inversa
cuantitativa (RT-gPCR)

Para llevar a cabo la corroboracién de la mutacion de los genes pkaR1, pkaRz2,
pkaR3 y pkaR4 en las cepas mutantes ApkaR1, ApkaR2, ApkaR3 y ApkaR4()0) se
realizé la extraccion de ARN de micelio de 15 horas de germinacion de cada
mutante con el método usado por Valle-Maldonado y col., 2015. Las muestras de
ARN fueron cuantificadas espectrofotométricamente (SmartSpec Plus Bio-Rad) a
A=260nm y A=280nm, dichas absorbancias indican la presencia de acidos
nucleicos y proteinas, respectivamente (Krebs y col., 2009). Se evaluo la relacion
iz—gg, en donde una relacién iz—zg 21.90-2.0, indica una calidad 6ptima del acido

nucleico (Yamaguchi y col., 1992; Wilfinger y col., 1997). Las muestras de ARN

.. A260 2
total cuyo valor de relacion 250 resultd menor a 1.8 fueron descartadas para

analisis de RT-qPCR.
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La amplificacién y deteccidon de los genes se realiz6 usando el método de sonda
de hidrdlisis, que emplea la actividad 5' exonucleasa de la ADN polimerasa. Para
asegurar la especificidad de todas las detecciones, los oligonucleétidos y sondas
con estructuras secundarias minimas fueron disefiadas mediante la herramienta
bioinformética disponible por Biosearch Technologies (www.biosearchtech.com).
La RT-gPCR se realiz6 en el sistema LightCycler480 Il (Roche Molecular
Diagnostics, Pleasanton, CA), usando el kit SuperScript Il Platinum One-step RT-
gPCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). Cada 25 pL de volumen de reaccion contenia 5
ML de ARN templado (100 ug), 0.5 pL de mezcla de enzimas (retrotranscriptasa y
ADN polimerasa), 12.5 yL de mezcla de reaccion 2X, 0.5 uL de oligonucleétido
directo (10 uM), 0.5 pL de oligonucleétido reverso (10 uM), 0.5 pyL de sonda (5
MM), y 5.5 uL de agua libre nucleasas. La mezcla de reaccion fue preparada en un
gabinete para PCR (UVP).

La RT-gPCR se inici6 por la adicion de la transcriptasa reversa (50°C, 30 min) y la
desnaturalizacién inicial (95°C, 5 min), seguidas por 45 ciclos de amplificacion a
95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos. Las
sefales de fluorescencia fueron detectadas a cada ciclo de amplificacién a 60°C.
Las curvas de amplificacién fueron analizadas a longitudes de onda de absorciéon
de 530 nm. En cada experimento fueron incluidos genes de expresion constitutiva

como controles positivos y agua como control negativo.

Tabla 2. Oligonucleotidos utilizados para RT-qPCR.

Secuencia Oligonucled6tido directo (5°-3") Tm(°C) / GC (%)
(Namero ID) Oligonucledtido reverso (5°-3")
Sonda (5-3") FAM-BHQ1

GGCGATGTGGGTGATTTCTTC 64.43/52.38
(122?35;1) GCTACCACCTGCCTCATAGTTG 65.24/54.55
ACGTCGTCGAGTCGGGTACTTTG 56.52/69.42
pkaR2 CCGTGCTGCCACTGTGATTG 66.77/60.00
(1371423) AAATGCCTTCTTGCCAAGTGTA 63.35/40.91
TCATGGCCGTCTCAAGTGTGC 67.78/57.14
pkaR3 GGGCGAGGATTTCTTCTTGATTG 64.60/47.83
(1025256) GCTGTCGGCCATTCTCATC 63.39/57.89
AGCGTGGCACGGCCCTCTTT 71.67/65.00
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pkaR4 CTGCCGCCAACTACAATCGAG 66.13/57.14
(14245095) GTGCGGGAGTCTTGGATAC 62.69/57.86
CGACGTACCTCAGTCAGCGCAG 69.66/63.64

dnm1 CGCTCGGTGGAGATGGTATC 64.96/60.00
(1296413) CGACTTGTTGCCGCACTTTAC 65.08/52.38
TGTAGCAACTCGTCAAAGTTCTCCTCCT 69.98/46.43

fzol TGTCGGCTTCTTGGTCTATGTC 64.88/50.00
(1299828) CAGCCTGCTTGAACTTCTTGAC 64.47/50.00
CAGCGACATGCGCAGTGCTGT 70.43/61.90

6.7 Procesamiento de imagenes

Para la captura de imagenes se empled un microscopio marca Olympus modelo
CKX41 acoplado a una cdmara marca Q-lmaging modelo MicroPublisher 3.3 RTV,
utilizando el software Q-capture PRO-7 con el cual se realiz6 también la captura

de las imagenes y determinacion de la longitud de las estructuras de interés.
6.8 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se evaluaron mediante el andlisis de varianza de una via
(ANOVA). Se uso el software GraphPad Prism 8.4. La prueba post hoc empleada
fue Dunnett. Las diferencias estadisticamente significativas se muestran con
asteriscos: *p<0.05. ***p<0.001. Y la prueba de supervivencia Mantel-Cox. Las

diferencias estadisticamente significativas se muestran con asteriscos: ***p<0.001.
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VIl. Resultados

7.1 Papel de la fusién (Fzol) y fision (Dnml) mitocondrial sobre el

crecimiento de M. lusitanicus en diferentes fuentes de carbono

Para estudiar el papel de la fusion y fision mitocondrial en el crecimiento de M.
lusitanicus se utilizaron la cepa silvestre MU636 (WT) y dos cepas isogénicas a la
WT, las cuales sobreexpresan a los genes fzol y dnml (MU636fz0lC°F vy
MUG636-:dnm19E), los productos de dichos genes estan asociados a la fusion y
fisibn mitocondrial, respectivamente. Primeramente, se evalud la germinacion de
las tres cepas a través de una cinética de crecimiento en dos condiciones
diferentes, en la primera se utilizé el medio YNB-2% y en la segunda se utiliz6 el
mismo medio base, pero con la adicion de una fuente de carbono no fermentable
YNG-2% (111 mM de glicerol, equimolar al 2% de glucosa). Para ello, se
inocularon matraces con 5x10° esporas por mL en los medios liquidos
correspondientes, donde se evaluo el porcentaje de células germinadas durante 8
horas tomando una alicuota cada 2 horas. Se observé que en el medio adicionado
con glucosa no existi6 una diferencia significativa en la germinacion entre las
cepas sobrexpresantes con respecto a la cepa WT. Sin embargo, al utilizar el
medio adicionado con glicerol se observé que la cepa MU636z01°F presentd una
mayor germinacion con respecto a la cepa WT, lo cual sugiere que LA
sobrexpresion en fzol es capaz de utilizar mas eficientemente al glicerol y
posiblemente posea un metabolismo oxidativo mitocondrial mas eficiente. Sin
embargo, la cepa MU636:dnm1°E no presentd ninguna diferencia significativa al
compararla con la cepa WT (Fig. 12).
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Figura 12. Porcentaje de germinacion de las cepas sobrexpresantes EN LOS
GENES FzZO1l Y DMN1 (MU636fz01°F y MU636:dnm1°F) en presencia de
distintas fuentes de carbono. a) En medio YNB liquido adicionado con glucosa
al 2% se inocularon 5x10° por mL de medio de esporas de la cepa silvestre y de
las cepas sobrexpresantes, se dejaron germinar durante 8 horas en agitacion a
150 rpm a 28°C, se tomaron alicuotas cada 2 horas. b) En medio YNB liquido
adicionado con glicerol 111 mM se inocularon 5x10° por mL de medio de esporas
de la cepa silvestre y de las cepas sobrexpresantes, se dejaron germinar durante
8 horas en agitacién a 150 rpm a 28°C, se tomaron alicuotas cada 2 horas. n=3.
Se muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las barras
corresponden al error estandar, andlisis de varianza ANOVA de una via, Dunnett,
*p<0.05. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las condiciones

evaluadas.

Con el propésito de tener otro parametro de si los procesos de fusion y fisién
mitocondrial influian en el crecimiento de M. lusitanicus se analizd un parametro
indicativo, como la formacion de biomasa en las mismas condiciones de cultivo
usadas en el resultado anterior. Para lo cual, se inocularon 5x10° esporas por mL
de la cepa WT y de las cepas MU636fz01°F y MU636:dnm1°E en los medios
utilizados previamente en la figura 12, se evalu6 el peso seco de la biomasa
generada a las 24, 48 y 72 horas de crecimiento. En el medio YNB adicionado con
glucosa, no se observd una diferencia significativa de la biomasa generada entre
las cepas sobrexpresantes respecto a la cepa WT en todos los tiempos
analizados. Sin embargo, la biomasa generada posterior al crecimiento en el
medio YNB suplementado con glicerol 111 mM, se observé una mayor generacion
de biomasa en la cepa MU636fz01°F respecto a la cepa WT, contrario a la cepa
MUG636-:dnm1©E, la cual no present6 una diferencia significativa en este parametro
respecto a la cepa WT. Este resultado sugiere nuevamente, que la sobreexpresion

del elemento del gen fzol, involucrado en la fusibn mitocondrial estaria
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favoreciendo el crecimiento a través del aumento del metabolismo oxidativo (Fig.
13).
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Figura 13. Generacion de biomasa de las cepas sobrexpresantes en los
genes fzol y dmnl (MU636fz01°F y MU636:dnm1°F) en presencia de
distintas fuentes de carbono. a) En medio YNB liquido adicionado con glucosa
al 2% se inocularon 5x10° por mL de medio de esporas de la cepa silvestre y de
las cepas sobrexpresantes, se dejaron germinar durante 24, 48 y 72 horas en
agitacion a 150 rpm a 28°C. b) En medio YNB liquido adicionado con glicerol 111
mM se inocularon 5x10° por mL de medio de esporas de la cepa silvestre y de las
cepas sobrexpresantes, se dejaron germinar durante 24, 48 y 72 horas en
agitaciéon a 150 rpm a 28°C, n=3. Se muestra el promedio de tres experimentos
independientes. Las barras corresponden al error estandar, analisis de varianza
ANOVA de una via, Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos representan diferencia

significativa entre las condiciones evaluadas.

7.2 Implicacion de la fusién (Fzol) y fisibn (Dnml) mitocondrial de M.

lusitanicus en la germinacién a baja concentracion de oxigeno.

Se ha observado que el crecimiento de M. lusitanicus en condiciones de niveles
bajos de oxigeno (4.9-7.5% de O2) puede desarrollar las morfologias de hifas y
levaduras de forma simultanea (Valle-Maldonado y col., 2020; Patifio-Medina y
Col., 2023). Por otra parte, se ha observado que las cepas que son poco virulentas

tienden a generar un mayor porcentaje de levaduras, mientras que las cepas que
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son mas virulentas desarrollan un mayor porcentaje de hifas (Valle-Maldonado y
col., 2020). Con el objetivo de evaluar el crecimiento a niveles bajos de oxigeno de
las cepas que sobreexpresan a los genes fzol y dnml, se realizaron ensayos de
germinacion a dos distintas concentraciones de O2. Para ello, se inocularon
matraces con 5x10° esporas por mL en medio YPG-2%, los cuales se incubaron
en agitacion a 40 rpm (4.9 £ 0.45% O2) y 50 rpm (7.3 £ 0.56% de O32). Durante la
germinacion a 4.9 + 0.45%de O2 (40 rpm) la cepa MU636:fz01°E generé un mayor
porcentaje de hifas (75% de hifas y 25% de levaduras) con respecto a la cepa WT
(40% hifas y 60% de levaduras), a diferencia de la cepa MU636:dnm1°E |a cual
produjo un porcentaje similar de hifas y levaduras similar a la cepa WT. Sin
embargo, al evaluar la germinacién a una concentracion de 7.3 = 0.56% de O2 (50
rpm) no se observé una diferencia significativa entre las distintas cepas en su tipo
de morfologia generada (Fig. 14).
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Figura 14. Evaluacion de la germinacion a bajas concentraciones de oxigeno
las cepas sobrexpresantes en los genes fzol y dmnl (MU636fzol1°F y
MU636:dnm1°/€). a) En medio YPG-2% se inocularon 5x10° esporas por mL de
medio de la cepa WT y de las cepas sobrexpresantes, se dejaron germinar
durante 6 horas en agitacion a 50 rpm a 28 °C. b) En medio YPG-2% de glucosa

se inocularon 5x10° por mililitro de medio de esporas de la cepa WT y de las
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cepas sobrexpresantes, se dejaron germinar durante 6 horas en agitacion a 40
rom a 28 °C. n=3. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes.
Las barras corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una
via, Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las

condiciones evaluadas.

A pesar de que estadisticamente no se mostré una diferencia significativa en el
porcentaje de desarrollo de hifas y levaduras entre las cepas MU636z01°F vy
MU636:dnm1°E, respecto a la cepa WT, cuando estas se germinaron a una
concentracion de 7.3 = 0.56% de O2 (50 rpm); se procedié a evaluar la longitud de
las hifas generadas para determinar una posible diferencia en este parametro.
Para ello, se utilizo el programa Q-capture para realizar la toma de las fotografias
correspondientes y se determind la longitud de un total de 100 hifas de cada cepa.
Se graficé la longitud y se seleccionaron fotos representativas de cada cepa. Se
observd una longitud mayor, de hasta 3 veces, de las hifas de la cepa
MUG636-fz01°E, respecto a aquellas de la cepa WT. En cambio, no se observé una
diferencia significativa en la longitud de las hifas de la cepa MU636:dnm1°E con
respecto a la cepa WT (Fig. 15). Fotografias representativas de la germinacion a
una concentracion de 4.9 + 0.45% de Oz, reveld que la sobrexpresion del gen fzol
favorecia la longitud de las hifas, siendo estas mas largas con respecto a las hifas
de la cepa WT (Fig.16).
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Figura 15. Evaluacion de la longitud de las hifas de las cepas
sobrexpresantes en los genes Fzoly Dmnl (MU636fz01°F y MU636:dnm1°/F)
germinadas a una concentracion de 7.3 £ 0.56% de O2. a) Germinacién en
medio liquido YPG incubado a 28 °C a 50 rpm (7.3 + 0.56% de 0O2). Foto
representativas correspondientes a la cepa b) WT; c) de la cepa MU636z01°F; y
d) de la cepa sobrexpresante MU636:dnm1°E. Barra de referencia= 20 um. Se
muestran los valores promedios de la medicibn en 50 hifas. Las barras
corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnett,
*p<0.05. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las condiciones

evaluadas.
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Figura 16. Morfologia de las cepas sobrexpresantes en los genes fzol y
dmnl (MU636fz01°F y MU636:dnm1°%) germinadas a una concentracion de
4.9 £ 0.45% de O2. Fotos representativas de la cepa a) WT; b) de la cepa
MU636fz01°F; y c) de la cepa MU636-:dnm1°E. Barra de referencia= 20 pm.

Estos resultados sugieren que la proteina Fzol estaria posiblemente aumentando
el metabolismo oxidativo mitocondrial, favoreciendo el desarrollo de hifas aun en

concentraciones bajas de oxigeno.

7.3 Participacion de los elementos de la fusion (Fzol) y fision (Dnm1l)

mitocondrial en el consumo de oxigeno de M. lusitanicus

Con la finalidad de buscar la relacion entre las proteinas implicadas en la fusion y
fision mitocondrial con la tasa de consumo de Oz de M. lusitanicus, se utilizaron las
cepas MU636z019E y MU636:dnm1°E, Este parametro fue evaluado posterior a
la germinacion de las cepas en los medios de YPG-2%, YPG-6% y YNB-0.1%. En
todos los medios ensayados se observé que la cepa MU636fzo1°E mostré un
consumo mayor de Oz con respecto a la cepa WT. Por el contrario, la cepa
MU636-dnm1°E mostré una tasa de consumo de O disminuida respecto a la cepa
WT (Fig.17). Estos resultados sugieren que podria existir un vinculo entre una
mayor velocidad de germinacion, aumento en capacidad de generar hifas a bajas
concentraciones de Oz2y una mayor tasa de respiracion cuando se sobreexpresa el
gen de fusibn mitocondrial, fzol, posiblemente mediante el aumento del
metabolismo oxidativo mitocondrial. Por el contrario, al evaluar a la cepa que
sobreexpresa al gen dnml, cuyo producto esta asociado a la fisibn mitocondrial,
se observo un crecimiento similar al de la cepa WT, es decir un aumento en el
crecimiento levaduriforme en concentraciones bajas de O:2 y una tasa de
respiracion menor con respecto a la cepa WT, lo que sugiere que la
sobreexpresion de dnml estaria conduciendo a una menor actividad mitocondrial

favoreciendo probablemente al metabolismo fermentativo.
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Figura 17. Tasa de consumo de oxigeno en las cepas sobrexpresantes en los
genes fzol y dmnl (MU636fz01°F y MU636:dnm1°E). Las esporas de las
distintas cepas se germinaron en aerobiosis en medio a) YPG-2% glucosa, b)
YPG-6% Yy c) YNB-0.1% por 3 horas. A la cepa WT se le asigno un valor arbitrario
de 1 en todos los casos. Las graficas en lineas representan los porcentajes de
germinaciones los distintos medios. n=3. Se muestra el promedio de tres
experimentos independientes. Las barras corresponden al error estandar, analisis
de varianza ANOVA de una via, Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos representan

diferencia significativa entre las condiciones evaluadas.

7.4 Participacion de las proteinas involucradas en la fusion (Fzol) y fision (Dnm1)

mitocondrial en la produccién del radical OH en M. lusitanicus.

Se midid la produccion del radical OH- utilizando el micelio de 3 horas generado en
aerobiosis de las cepas WT, MU636fz01°F y MU636:dnm1°E en medio YNB-
0.1%. Se observd que la cepa MU636fz01°E tuvo una producciéon mas alta de
niveles de OH  con respecto a la cepa WT. Por el contrario, la cepa
MUG636-:dnm1°E tuvo una menor generacion del radical OH". Lo que sugiere que la
sobrexpresion de fzol conduce a una mayor produccién de especies reactivas de

oxigeno (ERO) con respecto a la WT, lo que podria indicar una mayor actividad
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mitocondrial, siendo todo lo contrario en la cepa que sobreexpresa a dnml (Fig.
18).
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Figura 18. Tasa de generacion de ROS en las cepas sobrexpresantes
MU636fz01°F y MU636:dnm1°E, Las esporas de las cepas WT, MU636:fz019E y
MUG636-:dnm1°E fueron germinadas en medio YNB-0.1% durante tres horas en
agitaciéon a 150 rpm a 28°C. Se muestra la tasa de generaciéon de OH- medido a
través de unidades relativas de fluorescencia. n=4. Se muestra el promedio de tres
experimentos independientes. Las barras corresponden al error estandar, analisis
de varianza ANOVA de una via, Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos representan

diferencia significativa entre las condiciones evaluadas.

7.5 Funcion de los elementos de la fusion (Fzol) y fision (Dnm1l) sobre la
toxicidad de los sobrenadantes de M. lusitanicus

Con la finalidad de evaluar si la sobreexpresion de los genes involucrados en la
induccion de la fusion o fision mitocondrial tendrian una implicacion sobre la
toxicidad del hongo, se obtuvieron los sobrenadantes libres de células (SS) post-
germinacion de 48 horas de cada una de las cepas en dos condiciones diferentes.

En la primer condicién las cepas fueron crecidas en medio minimo YNB-0.1%,
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este medio favorece un metabolismo oxidativo mitocondrial; en la segunda
condicion las cepas fueron crecidas en YPG-6% (medio que favorece un
metabolismo fermentativo). Una vez que se obtuvieron los SS tanto de la cepa WT
y de las cepas sobrexpresantes MU636fz01°F y MU636:dnm1°E en los dos
medios descritos, se retaron contra nematodos de C. elegans. Los SS obtenidos a
partir del medio YNB-0.1% de la cepa MU636fz01°E y la cepa WT disminuyeron
en un 60% el nivel de sobrevivencia de la poblacién de los nematodos. Por otro
lado, el SS de la cepa MU636:dnm1°E a pesar de ser obtenido de un medio que
favorece el metabolismo oxidativo mitocondrial, disminuy6 solamente entre el 5y
10% de las sobrevivencia de los nematodos. Caso contrario al probar los SS
provenientes del medio rico YPG 6% se observd que el SS proveniente de la
CEPA WT perdi6 totalmente su toxicidad, de igual forma que la cepa
MU636:dnm1°E ya que ambos SS mostraron 100% de supervivencia de la
poblaciéon de nematodos. Sin embargo, el SS de la cepa MU636fz01°E disminuyé
el 20% de la supervivencia de los nematodos, sugiriendo probablemente que el
factor toxico estimulado por la sobreexpresion de fzol es reprimido parcialmente
por la presencia de altas concentraciones de glucosa, lo que sugiere la

participacion de la via PKA en dicho proceso (Fig.19).
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Figura 19. Toxicidad de los SS provenientes de las cepas sobrexpresantes
en los genes fzol y dmnl (MU636fz01°F y MU636:dnm1°F) generados en
medios que favorecen el metabolismo oxidativo y fermentativo. Los SS fueron
obtenidos en medio YNB-0.1% y YPG-6% en condiciones aeroObicas de las cepas

WT vy las cepas sobrexpresantes. a) SS obtenido en medio YNB-0.1%. b) SS
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obtenido en medio YPG-6%. 20 nematodos por pocillo. n= 3. Se muestra el
promedio de tres experimentos independientes, las barras corresponden al error

estandar. Los datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox *** <p0 .0001

Con el propdsito de demostrar que el metabolismo oxidativo mitocondrial esta
implicado en la toxicidad de M. lusitanicus, se generaron los SS post germinacién
de 48 h de las cepas WT y las cepas MU636fz01°F y MU636-:dnm1OE
provenientes de medio YNB-0.1% suplementado con cianuro de potasio (KCN) a
una concentracion subinhibitoria (0.5 mM), condicién que permitié el crecimiento
hifal, o con el agente quelante de especies reactivas del oxigeno, N-acetilcisteina
(NAC), a una concentracion de 10 mM y se ensayaron contra el nematodo C.
elegans. Se observdé que al utilizar el SS obtenido en presencia de KCN, la
toxicidad de los correspondientes SS de la cepa WT y la cepa MU636z01°F se
observé una disminucion de hasta en un 30-40% con respecto a la toxicidad
mostrada por el SS proveniente de medio YNB-0.1% (ver figura 18 inciso a). De la
misma forma, al evaluar los SS obtenidos en presencia de N-acetilcisteina, se
observo para el caso de la cepa WT y la cepa sobrexpresante MU636fzo1°F |a
toxicidad de sus SS disminuyé entre un 30-40% con respecto al ensayo probado
con el SS proveniente del medio YNB 0.1% (ver figura 19 inciso a) (Fig. 20).
Sugiriendo que el metabolismo oxidativo mediante la generacion de ROS, a través
del elemento de fusibn mitocondrial, estdn implicados en la induccion de la

toxicidad de los SS de M. lusitanicus.
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Figura 20. Toxicidad de los SS de las cepas sobrexpresantes en los genes
fzol y dmnl (MU636fz0o1°® y MU636:dnm1°F) tratados con cianuro de
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potasio y N-acetilcisteina. Los SS fueron obtenidos en medio YNB-0.1%
adicionados con cianuro de potasio (KCN) o N-acetilcisteina (NAC) en condiciones
aerobias de las cepas WT y las cepas sobrexpresantes. a) Ensayo de toxicidad de
SS provenientes de medio minimo YNB 0.1% adicionado con KCN al 0.5 mM. b)
Ensayo de toxicidad de SS provenientes de medio minimo YNB 0.1% adicionado
con NAC al 10 mM. 20 nematodos por pocillo. n= 3. Se muestra el promedio de
tres experimentos independientes, las barras corresponden al error estandar. Los

datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox *** <p0 .0001

7.6 Corroboracién de las mutaciones en los genes pkaR1, pkaR2, pkaR3 y
pkaR4 en M. lusitanicus mediante RT-qPCR.

Con el objetivo de corroborar que no existe expresion de los genes pkaR1, pkaR2,
pkaR3 y pkaR4 en las mutantes sencillas ApkaR1, ApkaR2, ApkaR3 y ApkaR4(*))
se realizaron ensayos RT-gPCR. Para ello se utilizo el micelio de 15 horas, se hizo
extraccion de ARN total siguiendo el protocolo reportado por (Valle-Maldonado y
col.,, 2015) de cada una de las mutantes, asi como de la cepa WT, usaron las

sondas especificas a cada uno de los genes en dichos ensayos.

Los resultados mostraron la no expresién de los genes pkaR1, pkaR2, pkaR3 en
las mutantes ApkaR1, ApkaR2, ApkaR3. En cambio, para la mutante ApkaR4™)()
se observo una disminucion en la expresion del gen pkaR4 de casi el 99%, lo cual
concuerda con lo reportado anteriormente debido a que la mutacion en pkaR4 es

de tipo heterocarionte (Fig.21|).
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Figura 21. Andlisis de los niveles de transcrito de los genes pkaR en las
cepas mutantes ApkaR1, ApkaR2, ApkaR3 y ApkaR4™")() de M. lusitanicus.
Para la cepa WT se observd expresion de los cuatro genes pkaR evaluados; Para
el caso de la mutantes ApkaR1, ApkaR2 y ApkaR3 no se observo expresion de los
genes correspondientes. En el caso de la mutante ApkaR4™*)0) se observd una
disminucién en la expresion del gen pkaR4™() debido a que es una mutacion
heterocarionte. Se realiz6 analisis de tipo AAct para comparar los niveles de
transcrito. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las
barras corresponden al error estandar, andlisis de varianza ANOVA de una via,
Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las
condiciones evaluadas.

7.7 Efecto de la mutacién de los genes que codifican a las subunidades
regulatorias de la PKA (ApkaR1 -ApkaR4) en el crecimiento de M. lusitanicus

en fuentes de carbono no fermentables.

Con la finalidad de conocer el funcionamiento del metabolismo oxidativo
mitocondrial en cada una de las mutantes ApkaR, se procedid a evaluar la
germinacion en dos condiciones diferentes. En primer lugar, en medio minimo
YNB liquido adicionado con una fuente de carbono fermentable (2%, equivalente a
111 mM de glucosa) YNB-2% y en segundo lugar YNB adicionado con una fuente

de carbono no fermentable (111 mM de glicerol) YNG. Se observé que la mutante
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ApkaR1 presentd una germinacion disminuida a las cuatro, seis y ocho horas con
respecto a los valores de la cepa WT y el resto de las mutantes, lo que podria
sugerir un metabolismo oxidativo mitocondrial disminuido debido a la menor
capacidad de germinar en glicerol en ApkaR1. Por el contrario, la cepa ApkaR3
mostré un mayor porcentaje de germinacion a partir de las seis horas con respecto
a la cepa WT en presencia de una fuente de carbono no fermentable, sugiriendo
un aumento de su metabolismo oxidativo. Las cepas mutantes ApkaR2 vy
ApkaR4™®® no mostraron diferencia con respecto a la cepa WT en ambas
condiciones (Fig.22).

a) YNB Glucosa 2% b)  YNB Glicerol 111 mM
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Figura 22. Porcentaje de germinacion de las cepas mutantes en los genes
pkaR en presencia de distintas fuentes de carbono. a) En medio YNB-2% se
inocularon 5x10° de esporas por mL de la cepa WT y de las cepas mutantes, se
dejaron germinar durante 8 horas en agitaciéon a 150 rpm a 28°C, se tomaron
alicuotas cada 2 horas. b) En medio YNB con glicerol 111 mM se inocularon 5x10°
por mL de esporas de la cepa silvestre y de las cepas mutantes, se dejaron
germinar durante 8 horas en agitaciéon a 150 rpm a 28°C, se tomaron alicuotas
cada 2 horas. n=3. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes.
Las barras corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una
via, Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las

condiciones evaluadas.
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Dado que los resultados de la germinacion en YNB suplementado con glicerol 111
mM (YNG) mostraron una diferencia entre las mutantes ApkaR1 y ApkaR3 con
respecto a la WT; se decidi6é evaluar la generacion de biomasa de estas dos cepas
mutantes. Para ello la cepa WT vy las cepas ApkaR1 y ApkaR3 fueron crecidas en
los medios YNB-2% y YNG. La cantidad de biomasa generada en YNB-2% no
mostré una diferencia significativa entre las cepas mutantes y la cepa WT. Sin
embargo, el evaluar la biomasa generada en el medio YNG, la cepa ApkaR1
genero una menor generacion de biomasa respecto a la cepa WT, sugiriendo que
el metabolismo oxidativo mitocondrial podria estar disminuido en dicha cepa. Por
otro lado, se observd que la cepa ApkaR3 presentd una mayor generacion de
biomasa respecto a la cepa WT, sugiriendo que el metabolismo oxidativo

mitocondrial en esta cepa se encuentra aumentado (Fig. 23).
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Figura 23. Generacion de biomasa de las cepas mutantes en los genes
pkaR1l y pkaR3 en presencia de distintas fuentes de carbono. A) Germinacion
en medio YNB liquido adicionado con glucosa al 2% (YNG-2%) con esporas de la
cepa WT y de las cepas mutantes, durante 24, 48 y 72 horas. B) Germinacion en
medio YNB liquido adicionado con glicerol 111 mM con esporas de la cepa WT y
de las cepas mutantes durante 24, 48 y 72 horas. N=3. Se muestra el promedio
de tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error estandar,
analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos

representan diferencia significativa entre las condiciones evaluadas.
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7.8 Participacién de las subunidades regulatorias 1 y 3 de la PKA de M.

lusitanicus en la germinacion a baja concentracion de oxigeno

Con el objetivo de evaluar el crecimiento a bajos niveles de oxigeno de las cepas
mutantes ApkaR1 y ApkaR3 se realizaron dos ensayos de germinacién a dos
distintas concentraciones de Oz. Para ello, se inocularon esporas en medio YPG-
2%, las cuales se incubaron en agitacion a 40 rpm (4.9 £ 0.45% O32) y 50 rpm (7.3
+ 0.56% de O3) durante seis horas. Al evaluar la germinacién a 4.9 + 0.45% de Oz,
se observé que la cepa ApkaR1 generd un ligero aumento del porcentaje de
levaduras (70% de levaduras y 30% de hifas) con respecto a la WT (60% de
levaduras y 40% hifas) mientras que la cepa ApkaR3 produjo un porcentaje de
30% de levaduras Y 70% de hifas. Sin embargo, al evaluar la germinacion a una
concentracion de 7.3 + 0.56% de O2 observamos que la cepa ApkaR1 mostrd
nuevamente un crecimiento levaduriforme del 40% y 60% de hifas, mientras que la
cepa WT genero 20% de levaduras y 80% de hifas, mientras que la cepa ApkaR3
no mostré una diferencia significativa con respecto a la cepa WT (Fig. 24).
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Figura 24. Evaluacion de la germinacion a bajas concentraciones de oxigeno
en las mutantes ApkaR1 y ApkaR3. a) En medio YPG liquido al 2% de glucosa
se inocularon 5x10° esporas por mL de medio de la cepa WT y de las cepas
mutantes, se dejaron germinar durante 6 horas en agitacion a 50 rpm (7.3 + 0.56%
02) a 28°C o0 b) en agitacion a 40 rpm (4.9 + 0.45% de O2) a 28°C. n=3. Se
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muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las barras
corresponden al error estandar, andlisis de varianza ANOVA de una via, Dunnett,
*p<0.05. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las condiciones

evaluadas.
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Figura 25. Fotografias representativas del crecimiento de las mutantes
ApkaR1 y ApkaR3 a baja concentraciéon de O2. Los paneles superiores
corresponden a la germinaciéon de 4.9 + 0.45% de (inciso a, b y ¢ corresponden a
las cepas WT, ApkaR1 y ApkaR3 respectivamente). Los paneles inferiores
corresponden a la germinacién de 7.3% de Oz (Inciso d, e y f corresponden a la
cepa WT, ApkaR1 y ApkaR3 respectivamente). Barra de referencia= 20 pum.

7.9 implicacion de las subunidades regulatorias de la PKA en el consumo de

oxigeno de M. lusitanicus

Con el propdsito de conocer la participacion de las subunidades regulatorias de la
PKA en la tasa de consumo de Oz, se utilizaron a las cepas mutantes ApkaR1 y
ApkaR3y a la WT. Se evalug la tasa de consumo de O:z en la germinacién de las
distintas cepas en el medio YPG-2%, YPG-6% y YNB-0.1%. Se observo que la
cepa ApkaR1 en los tres medios mostré una tasa de consumo de Oz menor con
respecto a la cepa WT, siendo 0.5 veces menor en YPG-2%, 0.4 veces menor en
YPG-6% y 0.7 veces menos en YNB-0.1%. por el contrario, respecto a la cepa
WT, la cepa ApkaR3 mostré una tasa mayor de consumo de Oz en todos los
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medios ensayados, siendo 0.6 veces mayor en YPG-2%, 0.3% mas en YPG-6% y
0.2 mas en YNB 0.1% (Fig. 26). Estos resultados sugieren que la cepa ApkaR1
muestra una correlacion entre la disminucién en la germinacién y generacion de
biomasa en una fuente de carbono no fermentable, y una germinacion
levaduriforme a bajas concentraciones de Oz con una tasa de respiracion mas

baja. En el caso de la cepa ApkaR3 se presenta un escenario totimente opuesto.
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Figura 26. Tasa de consumo de oxigeno en las cepas mutantes ApkaR1 y
ApkaR3. Se inocularon esporas de cada cepa en cada uno de los medios. Para
los medios A) YPG-2% y B) YPG-6% la germinacién duré 3 horas a 150 rpm y
para el medio C) YNB 0.1% la germinacion fue por un lapso de 4 horas a 150 rpm.
Para la cepa WT se asignd un valor arbitrario de 1. Los graficos en lineas en la
parte inferior muestran la germinacion de las distintas cepas en los medios
respectivos. n=3. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes.
Las barras corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una
via, Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las

condiciones evaluadas.
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7.10 Participacion de las subunidades regulatorias de la PKA en la produccién del
radical OH:

Se midi6 la produccidn del radical OH- utilizando micelio de 3 horas generado en
medio YNB-0.1% posterior a tres horas de crecimiento de las cepas WT, ApkaR1 y
ApkaR3. Se observo que la cepa ApkaR1 tuvo una produccion mas baja de OH-
con respecto a la cepa WT. Por el contrario, observamos que la cepa ApkaR3 tuvo
una mayor generacion del radical OH-. Lo que sugiere que la mutacion en pkaR1
genera una menor produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) con
respecto a la cepa WT lo que podria indicar una menor actividad mitocondrial.
caso contrario en la cepa ApkaR3, quien mostré una mayor cantidad de OH" con
respecto a la cepa WT, sugiriendo una mayor produccion de produccion de ROS y

por lo tanto una mayor actividad mitocondrial (Fig. 27).

OH YNB 0.1% Glucosa

mm MU636
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T

Figura 27. Tasa de generacion de ROS en las cepas mutantes ApkaR1 y
ApkaR3. Las esporas de las cepas WT, ApkaR1 y ApkaR3 fueron germinadas en
medio YNB-0.1% durante tres horas en agitacion a 150 rpm a 28°C. Se muestra la
tasa de generacion de OH- medido a través de unidades relativas de fluorescencia.
n=4. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las barras
corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnett,
*p<0.05. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las condiciones

evaluadas.
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7.11 Papel de las subunidades regulatorias de la PKA en la toxicidad de los

sobrenadantes de M. lusitanicus

Con el proposito de evaluar la funcidbn que desempefian las subunidades
regulatorias de la PKA en la toxicidad de los SS de M. lusitanicus, estos SS se
generaron después de un crecimiento en aerobiosis de 48 horas de cada una de
las cepas en dos medios de cultivos diferentes: YNB-0.1% para favorecer el
metabolismo oxidativo mitocondrial y en YPG-6%, para promover al metabolismo
fermentativo. Una vez que se obtuvieron los SS estos fueron retados contra
nematodos de C. elegans para evaluar su supervivencia. Se demostré que los SS
provenientes de YNB-0.1% de las cepas ApkaR3 y WT generaron un porcentaje
del 50-60% de supervivencia de la poblacién de nematodos. Por otro lado, el SS
de la cepa ApkaR1 no mostr6 ser toxico para la poblacién de nematodos con un
porcentaje de supervivencia del 100% tal como ha sido reportado previamente.
Por otro lado, al probar los SS provenientes del medio YPG-6% se observo que la
cepa WT perdi6é totalmente su toxicidad tal como se observé en el resultado de
toxicidad anterior, de igual forma que la cepa mutante ApkaR1. Sin embargo, el
SS de la cepa ApkaR3 mostré una toxicidad disminuida generando un 70% de

supervivencia del nematodo (Fig. 28).

Estos resultados sugieren que la mutacion en la subunidad regulatoria PkaR1
disminuye la toxicidad de sus SS, ya que a pesar de obtener un SS proveniente de
un medio que favorece al metabolismo oxidativo mitocondrial (YNB-0.1%) este no
mostré ser letal contra los nematodos, ademas este fenotipo no toxico correlaciona
con una tasa baja de respiracién que se mostré anteriormente. Por el contrario, el
SS de la cepa mutante ApkaR3 proveniente de un medio que favorece al
metabolismo fermentativo mostrd una toxicidad parcial, generando la muerte solo
del 30% (vs el 70% en condiciones de YNB-0.1%) de la poblacion total de
nematodos, lo que correlaciona con la tasa elevada de respiracion con respecto a
la WT.
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Figura 28. Papel de las subunidades regulatorias PkaR1l y PkaR3 en la
toxicidad del SS de M. lusitanicus. Los SS fueron obtenidos en medio YNB-
0.1% y YPG-6% en condiciones aerébicas de las cepas WT y de las cepas
mutantes ApkaR1 yApkaR3,. a) Ensayo de toxicidad del SS provenientes de
medio minimo YNB- 0.1% de glucosa. b) Ensayo de toxicidad de SS provenientes
de medio rico YPG-6% de glucosa. 20 nematodos por pocillo. n= 3. Se muestra el
promedio de tres experimentos independientes, las barras corresponden al error

estandar. Los datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox *** <p0 .0001.

Con el objetivo de evaluar la implicacion del metabolismo oxidativo en las
subunidades regulatorias de las PKA y su participacion en la toxicidad de M.
lusitanicus se generaron los SS de las cepas WT, y las mutantes ApkaR1 y
ApkaR3 provenientes de medio YNB-0.1% adicionado con cianuro de potasio a
una concentracion subinhibitoria (0.5 mM) y también proveniente de medio YNB
0.1% adicionado con N-acetilcisteina 10 mM. Los SS de la cepa WT y de la cepa
ApkaR3 generados en precencia de KCN mostraron una disminucion significativa
en su toxicidad comparada contra la toxicidad mostrada en los SS provenientes de
YNB-0.1% (ver Figura 28a). De la misma forma, al evaluar los SS provenientes del
medio YNB-0.1% adicionado con N-acetilcisteina, se observo que los SS de las
cepas WT y el de la cepa ApkaR3 mostraron una disminucion en su toxicidad de
aproximadamente el 30-40% comparado contra los sobrenadantes provenientes

del medio YNB 0.1% (ver Figura 27a), sugiriendo la importancia de PkaR1l Y
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PkaR3 en el adecuado funcionamiento del metabolismo oxidativo mitocondrial y su

correlacion con la toxicidad de M. lusitanicus (Fig. 29).
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Figura 29. Papel del metabolismo oxidativo mitocondrial a través de las
subunidades regulatorias PkaR1l y PkaR3 en la toxicidad del SS de M.
lusitanicus. Los SS fueron obtenidos en medio YNB-0.1% adicionados con
cianuro de potasio (KCN) o N-acetilcisteina (NAC) en condiciones aerobias de las
cepas WT y las cepas mutantes ApkaR1 y ApkaR3, a) Ensayo de toxicidad del SS
provenientes de medio YNB 0.1% adicionado con KCN 0.5 mM. b) Ensayo de
toxicidad de SS provenientes de medio YNB 0.1% adicionado con N-acetilcisteina
10 mM. 20 nematodos por pocillo. n= 3. Se muestra el promedio de tres
experimentos independientes, las barras corresponden al error estandar. Los

datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox *** <p0 .0001.

7.12 Participacién de la subunidad regulatoria PkaR1 en la fusién y fision

mitocondrial y su implicacion en el crecimiento de M. lusitanicus

Con el propésito de evaluar la participacion de la via AMPc-PKA sobre los
elementos de fusion y fisibn mitocondrial y como esta implicado en el crecimiento
de M. lusitanicus, se realiz6 un ensayo de germinacion de ocho horas utilizando
medio YNB-2% y medio YNG. Se utilizaron a las cepas WT, ApkaR1 y a las cepas
ApkaR1 sobreexpresando a fzol y dnml (ApkaR1{z0l1°® y ApkaR71-dnm1©/E),
Como se habia reportado anteriormente (Fig. 22), la cepa mutante ApkaR1
mostro, en ambos medios, un porcentaje de germinacion menor con respecto a la

cepa WT a partir de la hora cuatro. Las cepas ApkaR1fzo1%E y ApkaR1-dnm1©E
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en YNB-2% también mostraron un porcentaje de germinacién menor con respecto
a la cepa WT (FIG. 30A). Interesantemente, al evaluar la germinacion en el medio
YNG, la cepa ApkaR1fz01°E mostré un porcentaje de germinacion similar a la WT
a la hora ocho, sugiriendo que la sobreexpresion de fzol en la mutante ApkaR1
estaria reestableciendo parcialmente el fenotipo silvestre lo que podria sugerir que
Fzol podria estar bajo la regulaciéon de la via PKA a través de PkaR1 (Fig. 30B)
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Figura 30. Porcentaje de germinacion de las cepas sobrexpresantes
ApkaR1fz01°® y ApkaR1dnm1°E en presencia de distintas fuentes de
carbono. a) En medio YNB liquido adicionado con glucosa al 2% se inocularon
5x10° de esporas por mL de medio de la cepa WT y de las cepas mutantes, se
dejaron germinar durante 8 horas en agitacion a 150 rpm a 28°C, se tomaron
alicuotas cada 2 horas. b) En medio YNB liquido adicionado con glicerol 111 mM
se inocularon 5x10° por mL de medio de esporas de la cepa silvestre, la cepa
mutante y de las cepas sobrexpresantes, se dejaron germinar durante 8 horas en
agitacion a 150 rpm a 28°C, se tomaron alicuotas cada 2 horas. n=3. Se muestra
el promedio de tres experimentos independientes. Las barras corresponden al
error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnett, *p<0.05. Los

asteriscos representan diferencia significativa entre las condiciones evaluadas.

Ademas, se analiz6 la generacion de biomasa se utilizdo en las cepas
ApkaR1fz01%E y ApkaR1-dnm1©E, Se inocularon las esporas en medio YNB-2% y
YNG agitdndose a 150 rpm a 28°C durante 24, 48 y 72 horas. La biomasa

generada en el medio YNB-2% no mostro diferencia significativa entre la cepa
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mutante ApkaR1y las cepas sApkaR1fz01°E y ApkaR1-dnm1°E con respecto a la
WT (FIG. 31A). Sin embargo, al evaluar las biomasas provenientes del medio YNG
se observo que la cepa ApkaR1fzo1°E genero una cantidad similar de biomasa
con respecto a la WT (FIG. 31B), sugiriendo que la sobreexpresion del elemento
de fusion estaria restaurando parcialmente el fenotipo silvestre en este contexto y
que, por lo tanto, Fzol estaria regulando por la via AMPc-PKA a través de PkaR1.
Por otro lado, la cepa sobrexpresante ApkaR1+dnmiwt al igual que la cepa
mutante sencilla ApkaR1 mostraron una generacién de biomasa similar, siendo

significativamente menor con respecto a la WT.
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Figura 31. Generacion de biomasa de las cepas ApkaR1fzol9F vy
ApkaR1dnm1°E en presencia de distintas fuentes de carbono. Las esporas de
la cepa WT y de las cepas sobrexpresantes, se dejaron germinar en agitacion a
150 rpm a 28°C durante 24, 48 y 72 horas a) En medio YNB liquido adicionado
con glucosa al 2% (YNG-2%) o b) En medio YNB liquido adicionado con glicerol
111 mM. n=3. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las
barras corresponden al error estandar, andlisis de varianza ANOVA de una via,
Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las

condiciones evaluadas.
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7.13 Implicacién de la subunidad regulatoria PkaR1 en la fusion y fision
mitocondrial de M. lusitanicus en la germinacion a baja concentracion de
oxigeno.

Con el objetivo de evaluar el crecimiento a bajos niveles de O:2 de las
cepasApkaR1fz01°® y ApkaR1-dnm1°E se realizaron los ensayos
correspondientes. Para ello, se inocularon matraces con 5x10° esporas/mL en
medio rico YPG-2%, los cuales se incubaron en agitacion a 40 rpm (4.9 £ 0.45%
02) y 50 rpm (7.3 = 0.56% de O2) durante seis horas. En ambas condiciones, la
cepa ApkaR1fz01°E mostr6 una germinacion aproximadamente del 55 al 60%
(FIG. 32A) y 75 al 80% de hifas (FIG. 32B), similar a la WT. Por otro lado, la cepa
ApkaR1-dnm1°E no mostré diferencia con la cepa mutante ApkR7 teniendo
ambas, una mayor produccion de levaduras de aproximadamente 20 a 25% (FIG.
32A) y 50 al 55% (FIG. 32B), respecto a la cepa WT. Esto sugiere nuevamente
que la proteina Fzol podria estar bajo la regulacion de PkaR1, ya que la
sobrexpresion del gen fzol en el fondo genético mutante ApkaR1 restauro el
fenotipo silvestre.
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Figura 32. Evaluacion de la germinacion a bajas concentraciones de oxigeno
en las cepas ApkaR1fz01°F y ApkaR1-dnm1°E. En medio YPG liquido al 2% de

glucosa se inocularon 5x10° esporas por mL de medio de la cepa WT y de las
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cepas sobrexpresantes, se dejaron germinar durante 6 horas a) en agitacién a 40
rpm (4.9 + 0.45% 0O32) a 28°C. b) en agitacion a 50 rpm (7.3 £ 0.56% de O2) a 28°C.
n=3. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las barras
corresponden al error estdndar, andlisis de varianza ANOVA de una via, Dunnett,
*p<0.05. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las condiciones

evaluadas.

7.14 Participacion de la subunidad regulatoria PkaR1 en la fusion y fision

mitocondrial y su implicacion en el consumo de Oxigeno

Con el proposito de evaluar el consumo de Oz por la via AMPc-PKA vy las
proteinas implicadas en la fusion y fisibn mitocondrial. Se evalué este parametro
en la cepa WT, la cepa ApkaR1y las cepas ApkaR1fz01%E y ApkaR1-dnm1°E en
los medios YPG-2%, YPG-6% y YNB-0.1%. Se inocularon 5x10° esporas por mL
de medio. La cepa ApkaR1fzo1%E mostr6 una tasa de consumo de oxigeno
similar a la cepa WT en los tres medios de cultivo. Caso contrario, la cepa
ApkaR1-dnm1°9E mostr6 una tasa de consumo de O: similar a la de la mutante
ApkaR1, siendo para ambas, una tasa de entre 0.4 a 0.6 veces menor con

respecto a la cepa WT (Fig. 33).
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Figura 33. Tasa de consumo de oxigeno en las cepas ApkaR1fzol°F vy
ApkaR1dnm1°E, Se inocularon las esporas de cada cepa en cada uno de los
medios en los medios A) YPG 2% y B) YPG 6% la germinacion dur6 3 horas a 150
rpm y para el medio C) YNB 0.1% la germinacion fue por un lapso de 4 horas a
150 rpm. Para la cepa WT se asigno un valor arbitrario de 1. n=3. Las gréficas en
lineas en la parte inferior muestran la germinacion correspondiente a cada cepa en
cada medio. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las
barras corresponden al error estandar, andlisis de varianza ANOVA de una via,
Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos representan diferencia significativa entre las

condiciones evaluadas.

7.15 Participaciéon de la subunidad regulatoria PkaR1 en la fusién y fision

mitocondrial y su implicacion en la produccion del radical hidroxilo (OH")

Con la finalidad de evaluar la subunidad regulatoria PkaR1 Y los elementos de la
fusidon y fisibn mitocondrial en la generacién del radical OH", se cuantifico este
radical utilizando micelio de 3 horas generado en medio YNB-0.1% de las cepas
WT, ApkaR1fz0l1°E y ApkaR1-dnml1©E, La cepa ApkaR1fz0l1%E mostré una
generacion de radicales similar a la cepa WT, caso contrario, la cepa
ApkaR1-dnm1°E gquien mostré una menor produccion del radical ¢, sugiriendo
nuevamente, que la sobrexpresion de fzol en el fondo genético mutante en pkaR1
estaria rescatando el fenotipo silvestre y que por lo tanto Fzol se encuentra bajo
la regulacién de la via AMPc-PKA (Fig. 34).
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Figura 34. Tasa de generacion de ROS en las cepas ApkaR1fz01CF vy
ApkaR1dnm1°E, Las esporas de las cepas WT, ApkaR1fzol9E 'y
ApkaR1-dnm1©°E fueron germinadas en medio YNB-0.1% durante tres horas en
agitacion a 150 rpm a 280C. Se muestra la tasa de generacion de OH- medido a
través de unidades relativas de fluorescencia. n=4. Se muestra el promedio de tres
experimentos independientes. Las barras corresponden al error estandar, analisis
de varianza ANOVA de una via, Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos representan

diferencia significativa entre las condiciones evaluadas

7.16 Participacion de la subunidad regulatoria PkaR1 en la fusién y fision

mitocondrial y su implicacién en la toxicidad de M. lusitanicus

Al observar que la sobreexpresion del gen fzol en ApkaR1 restauraba
parcialmente el fenotipo silvestre en el contexto de germinacién, generacién de
biomasa y respiracion, se probd si también lo haria en el contexto de toxicidad de
su SS. Para ello, se obtuvieron los SS de la cepa WT, la cepa ApkaR1 y las cepas
ApkaR1fz01%E y ApkaR1-dnm19E a partir del medio YNB-0.1% y del medio YPG-
6%. Al evaluar los SS provenientes del medio YNB-0.1% se observé que la cepa
ApkaR1£z01%E mostr6 una tasa de mortalidad similar a aquel proveniente de la

cepa WT, matando aproximadamente al 45-50% de la poblacién de nematodos.
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Por otro lado, el SS de la cepa ApkaR1-dnm1°E no mostré toxicidad para los
nematodos, mostrando un comportamiento similar al SS de la cepa ApkaR1.
Interesantemente, los SS provenientes del medio YPG-6% observamos que al
igual que la cepa WT, la cepa ApkaR1fzol%E tuvo pérdida de su toxicidad
matando solo el 5-10% de la poblacién de nematodos. Estos datos sugieren
nuevamente que la sobreexpresion de fzol en la cepa mutante ApkaR1 estaria
restaurando el fenotipo silvestre indicando que Fzol se encuentra bajo la
regulacion de la via AMPc-PKA a través de PkaR1 (Fig. 35).
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Figura 35. Toxicidad de las cepas ApkaR1fzo1°F y ApkaR1dnm1°E, Los SS
fueron obtenidos en medio YNB-0.1% y YPG-6% en condiciones aerdbicas de las
cepas WT, de la cepa mutante ApkaR1 y de las cepas sobrexpresantes
ApkaR1fz01°%F y ApkaR1-dnm1©E. a) Ensayo de toxicidad de SS provenientes de
medio minimo YNB-0.1%. b) Ensayo de toxicidad de SS provenientes de medio
rico YPG-6%. 20 nematodos por pocillo. n= 3. Se muestra el promedio de tres
experimentos independientes, las barras corresponden al error estandar. Los

datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox *** <p0 .0001

Finalmente, para evaluar la participacion del metabolismo oxidativo en la toxicidad
de M. lusitanicus a través de la subunidad PkaR1l y el elemento de fusién
mitocondrial Fzol se generaron los SS de 48 horas de crecimiento provenientes
de medio YNB-0.1% adicionados con KCN al 0.5 mM y con N-acetilcisteina 10 mM
respectivamente y se evaluaron contra el nematodo C. elegans. Los SS
provenientes del medio YNB-0.1% obtenido en presencia de KCN 0.5 mM se

observé que tanto el SS de la cepa WT y el de la cepa ApkaR1fzo1°E mostraron
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una pérdida de su toxicidad contra los nematodos en aproximadamente el 40%,
comparada con la toxicidad observada en los SS provenientes del medio YNB-
0.1% (ver figura 35a). Del mismo modo, al evaluar los SS provenientes del medio
YNB-0.1% adicionado con N-acetilcisteina 10 mM se observd una disminucion en
de las toxicidad de la cepa WT y de la cepa ApkaR71fzol%E del 30%,
aproximadamente (ver figura 35a). Estos datos muestran que la toxicidad
generada por Fzol en la mutante ApkaR1 de M. lusitanicus estd asociada al

metabolismo oxidativo mitocondrial (Fig. 36).
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Figura 36. Papel del metabolismo oxidativo mitocondrial a través de
subunidad PkaR1y el elemento de fusién (Fzol) y fision (Dnm1) mitocondrial
en la toxicidad del SS de M. lusitanicus. Se inocularon 5x10° por mL de medio
de esporas de la cepa WT y de las cepas ApkaR1, ApkaR1{zol9E vy
ApkaR1-dnm1©°/E, se crecieron durante 48 horas en agitaciéon a 150 rpm a 28°C, se
filtraron los sobrenadantes y se probaron contra nematodos C. elegans. a) Ensayo
de toxicidad del SS provenientes de medio YNB-0.1% adicionado con KCN 0.5
mM. b) Ensayo de toxicidad de SS provenientes de medio YNB-0.1% adicionado
con N-acetilcisteina 10 mM. 20 nematodos por pocillo. n= 3. Se muestra el
promedio de tres experimentos independientes, las barras corresponden al error

estandar. Los datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox *** <p0 .0001

67



7.17 Modulacién transcripcional de los genes que codifican a las

subunidades regulatorias y cataliticas de la PKA

Se analizaron los niveles de transcrito de los genes que codifican a las
subunidades regulatorias de la PKA en la cepa WT y en las cepas mutantes
ApkaR1-ApkaR4™0) en medio YPG-2%, YPG-6% y YNB-0.1%. En la cepa ApkaR1
se observo que la acumulacion del RNAm del gen pkaR4 es mayor en YPG-2%.
Sin embargo, al elevar la concentracion de glucosa (YPG-6%) también aumento la
expresion de los genes pkaR2 y pkaR3 al igual que pkaR4 como se habia
observado en YPG-2%. En el caso de la mutante ApkaR2 se observé un aumento
en el transcrito del gen pkaR1 en los medios de YNB-0.1% y YPG-6%, asi como
también aumento el RNAm del gen pkaR3 en el medio YPG-6%, y el gen pkaR4
aumento en YPG2-% y en YPG-6%. La mutante ApkaR3 acumulé un mayor nivel
de RNAmM de pkaR1 en las tres condiciones evaluadas, en cuanto al gen pkaR2 su
transcrito fue mayor en los medios de YNB-0.1% y YPG-6%; mientras que el
transcrito del gen pkaR4 increment6 en YPG-2% y en YPG-6%. Finalmente, en la
mutante ApkaR4™() aumentaron los niveles de RNAm del gen pkaR1 al igual que
pkaR3 en las tres condiciones evaluadas (Fig. 37). Estos datos sugieren que ante
la ausencia de alguno de los genes que codifican para alguna de las subunidades
regulatorias, los otros genes se sobreexpresan para compezar la ausencia de la

subunidad regulatoria faltante,
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Figura 37. Analisis de expresién de los genes pkaR en las cepas WT y en las
mutantes ApkaR1-ApkaR4™0) durante el desarrollo micelial de 6 horas en
diferentes condiciones de crecimiento. Se evalu6 el nivel de transcrito de los
genes pkaR mediante RT-gPCR en micelio de 6 horas para medio YPG y YPG 6%
y micelio de 12 horas para medio YNB 01% se muestra un analisis de tipo AAct
para las cepas WT y ApkaR1-ApkaR4™0), N=3 Las barras corresponden al error

estandar, andlisis de varianza ANOVA de una via, Dunnett, ***p<0.0001.

Posteriormente se evalu6 la expresion de los genes que codifican a las diez
subunidades cataliticas de la PKA: pkaCl-pkaCl0 en las cepas ApkaR1-
ApkaR4™0) con la finalidad de ubicar algun gen candidato que se desregule en las
distintas mutantes ApkaR. EI RNAmM de cada uno de los genes fue cuantificado en
el micelio generado a partir del crecimiento en los medios YNB-0.1%, YPG-2% y
YPG-6%. Se observé que en los tres medios de cultivo evaluados la cepa ApkaR1

mostré una mayor acumulacién del transcrito de pkaC5 y pkaC8. En el caso de la
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cepa ApkaR3, estd mostr6 una mayor cantidad de RNAm de pkaC8 en altas
concentraciones de glucosa (Fig. 38). Este conjunto de resultados sugiere que
posiblemente PkaR1 se est4 uniendo a las subunidades cataliticas PkaC8 vy
PkaC5. Por otro lado, al aumentar las concentraciones de glucosa, o al crecer en
YNB-0.1%, la cepa ApkaR3 mostr6 un aumento en el RNAm de pkaC8 (Fig. 38).
Lo que sugiere que también la subunidad PkaR3 se une a PkaC8 indicando que
tanto PkaR1 y PkaR3 estan interactuando con pkaC8 y son importantes en la

regulacion del crecimiento micelial de M. lusitanicus.
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Figura 38. Analisis de expresion de los genes pkaCl-pkaC10 en la cepa WTy

las cepas mutantes ApkaR1-ApkaR4™() durante el desarrollo micelial de 6
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horas en diferentes condiciones de crecimiento. Se evalué el nivel de
transcrito de los genes pkaC mediante RT-gPCR en micelio de 6 horas para medio
YPG-2% y YPG-6% y micelio de 12 horas para medio YNB-0.1% se muestra un
andlisis de tipo AAct para las cepas WT y ApkaR1-ApkaR4™M(). n=3 Las barras
corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnett,
***n<0.0001.

7.18 Anélisis bioinformatico para busqueda de promotores, y factores de
transcripcion en los genes pkaR1-pkaR4.

Con el objetivo de encontrar si los componentes de la via AMPc-PKA se
encuentran bajo la regulacion de algunos factores de transcripcion ya descritos
que participan en la induccién del metabolismo mitocondrial, como el complejo
Hap o factores Tec. Se realiz6 la busqueda para sitios consenso de dichos
factores de transcripcidon en los promotores de las cuatro subunidades regulatorias
de la PKA de M. lusitanicus. Se realiz6 la basqueda en dichos promotores de los
factores de transcripcion. Se encontré que el factor de transcripcion Hap1l, el cual
cumple un papel importante en la regulacion de genes que codifican funciones
necesarias para la respiracion celular, respuesta a estrés oxidante, entre otras
funciones (Mao y Chen 2019), est4 presente en el promotor de las cuatro
subunidades regulatorias de la PKA. Por otro lado, encontramos que el factor de
transcripcion Tecl el cual, esta descrito que participa en desarrollo micelial de
diversos hongos, como es el caso de S. cerevisiae (Chou y Col., 2006) o C.
albicans (Schwartze y Col., 2000) y que recientemente en el grupo de trabajo del
laboratorio se ha descrito que participa en el desarrollo micelial y virulencia de M.
lusitanicus (Alejandre-Castafieda, y Col., 2023), esta presente en el promotor de
las subunidades PkaR1l, PkaR3 y PkaR4, lo cual sugiere que, a nivel
transcripcional, la PKA estaria siendo regulado transcripcionalmente por los

factores transcripcionales Hap y Tec.
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Tabla 3. Factores de transcripciéon encontrados en el promotor de las
subunidades PkaR1-PkaR4.

Haplp CAGAAAT -169 R
PkaR1

Teclp CATTCT -730 F
PkaR2 | Haplp CGATAA -130 F

Haplp ATCGATA -307 F
PkaR3

Teclp CATTCT -93 R

Haplp GGGGATA -28 R
PkaR4

Teclp CATTCC -936 F

Adicional a la busqueda de factores de transcripcion, se realiz6 la basqueda de
motivos de direccionalidad a la mitocondria con la finalidad de predecir si dichas
proteinas pudieran ingresar a la mitocondria, para esto, se utilizé la herramienta
MitoFates. Al realizar la busqueda, se encontré6 que PkaR1, PkaR2 y PkaR4 no
poseen motivos de direccionalidad, mientras que PkaR3 si posee un motivo de
reconocimiento para TOM 20 la cual es una proteina de la membrana externa y
que forma parte del complejo TIM/TOM las cuales son proteinas de traslocacion

de la membrana mitocondrial (Pfanner, N., y Col. 1997).

Tabla 4. Motivos de reconocimiento a TOM 20 encontrados en la secuencia

aminoacidica de PkaR3

MPDSVHPFSTQPALSQDYQNLIHDLSQQVKANNPEDVLQFCFDFFLDKLMQERSHNRSHLQQQQP
HNTSHVGGIGPYSTEQESHAIPPHPTIHEEDEDED
*|las letras en color rojo muestran el motivo de reconocimiento a TOM 20

72



Finalmente, se realizé una busqueda de posibles sitios de fosforilacion por PKA en
los productos de los genes Fzol y Dnml con la finalidad de predecir si las
proteinas que son codificas por dichos genes, puedes ser regulados a nivel
postraduccional a través de la PKA. Para ello, se utilizé la herramienta prosite-
expasy la cual nos permitié buscar los dominios, motivos y sitios de fosforilacion
en la secuencia proteica de fzol y dnml de S. cerevisiae y M. lusitanicus. Para el
caso de la proteina Fzol tanto de S. cerevisiae como de M. lusitanicus
encontramos que posee posibles sitios de fosforilacion por PKA, sin embargo,
para el caso de Dnml, solo en M. lusitanicus no mostro posibles sitios de
fosforilacién por PKA. Este conjunto de resultados nos sugiere que, al menos para

el caso de Fzol, podria encontrarse bajo la regulacion de la via PKA (Fig. 39).
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Figura 39. Busqueda de posibles sitios de fosforilacién por PKA en Fzoly
Dnml de S. cerevisiae y M. lusitanicus. La busqueda de los posibles sitios,
dominios y motivos de fosforilacibn por PKA se realizaron con ayuda de la
herramienta prosite-expasy. Ademas, se determind el porcentaje de identidad y

similitud de dichas proteinas entre ambos organismos.
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VIII. Discusién.

La via de la AMPc-PKA es una via conservada en organismos eucariotas y
especificamente en hongos, dicha via esta asociada a diversos procesos
importantes como lo es la captacion de nutrientes, la morfogénesis, la
reproduccion sexual, la homeostasis mitocondrial y la virulencia (Choi y col.,
2015). En M. lusitanicus, como en todos los organismos, la PKA esta conformada
por un homodimero de alguna de las cuatro subunidades regulatorias (PkaR1-
PkaR4) (Ocampo y col., 2009, Ocampo y col., 2012) y un homodimero de alguna
de las diez subunidades cataliticas (PkaCl1-PkaC10) (Fernandez-Nufies y col.,
2016). Este dato contrasta con lo reportado en otros hongos, como en S.
cerevisiae, que posee una Unica subunidad regulatoria (Bcyl) (Toda y col., 1987a)
y tres subunidades cataliticas (Tpkl-Tpk3) (Toda y col., 1987b) o como C.
albicans, que posee una unica subunidad regulatoria Bcyl y dos subunidades
cataliticas Tpkly Tpk2 (Zeladay col., 1998), esta informacion pone en perspectiva

la complejidad del sistema en M. lusitanicus.

En S. cerevisiae, la via AMPc-PKA participa en la regulacién del crecimiento y en
los eventos de diferenciacion celular, por ejemplo, la subunidad catalitica Tpk2
actlia como regulador positivo en el desarrollo de pseudohifas, caso contrario, las
subunidades Tpkl y Tpk3 actian como reguladores negativos en el desarrollo de
las pseudohifas (Robertson y Fink, 1998). Esta reportado en M. lusitanicus que la
cepa mutante en la subunidad regulatoria PkaR1 (ApkaR1) conduce a un defecto
en el crecimiento micelial durante la transicién levadura-hifa (Ocampo y col.,
2009). En este trabajo, al evaluar el crecimiento de la cepa ApkaR1 en presencia
de una fuente de carbono no fermentable (glicerol), se observd un menor
crecimiento comparado con la cepa WT, sugiriendo que dicha mutante es incapaz
de utilizar con la misma eficiencia al glicerol y posiblemente el metabolismo
oxidativo mitocondrial podria estar afectado. En esta misma linea de evidencia, en
S. cerevisiae al mutar el gen tpk3, el cual codifica para la subunidad catalitica
Tpk3, condujo a la disminucién significativa en su crecimiento en presencia de

lactato como fuente de carbono no fermentable; ademds, dicha mutante presenté
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una disminucién en el contenido mitocondrial de los citocromos aa3, b y ccl
(Chevtzoff y col., 2010). Interesantemente, al evaluar el crecimiento en la cepa
ApkaR3 de M. lusitanicus en presencia de glicerol como fuente de carbono no
fermentable, estd mostré una mayor germinacion y un aumento de generacion de
biomasa respecto a la cepa WT; este dato correlaciona con la propuesta descrita
previamente de que PkaR3 es un regulador negativo del crecimiento micelial, es
decir su ausencia aumentaria este parametro (Ocampo y col., 2012). Estos datos
en conjunto sugieren que la delecion del gen pkaR3 estaria conduciendo a un
aumento en el metabolismo oxidativo mitocondrial. Ademas, estos datos muestran
gue durante el crecimiento de M. lusitanicus las subunidades regulatorias PkaR1 y

PkaR3 presentan funciones opuestas.

Esta demostrado que el control del desarrollo hifal/micelial es necesario en la
patogénesis en los mucorales, como el que se ha observado en M. lusitanicus
(Alejandre-Castafieda y col. 2022). La capacidad de crecer como hifas es
considerado un factor de virulencia en multiples hongos, como en C. albicans, ya
gue este tipo de crecimiento les confiere la capacidad de penetrar en el tejido del
huésped (Sherwood y col., 1992). Ademas, la morfologia filamentosa en C.
albicans esta regulada positivamente en el crecimiento a bajos niveles de oxigeno
(Setiadi y col.,, 2006). Otro ejemplo de la disponibilidad de oxigeno en la
estimulacién del desarrollo de hifas es el hongo entomopatégeno Isaria
fumosorosea (Jackson, 2012), incluso se ha descrito que la disponibilidad de
oxigeno es un factor importante en la capacidad virulenta de los hongos; en el ser
humano, la concentracion de oxigeno varia dependiendo del tejido, como es el
caso de la cavidad peritoneal y el tejido de los intestinos, los cuales rondan
aproximadamente entre 5.3-7.6% de oxigeno (Carreau y col., 2011; Ortiz-Prado y
col., 2019).

En el caso particular de M. lusitanicus, una concentracion baja de oxigeno
estimula de forma simultanea tanto el desarrollo de hifas y levaduras. En estas
condiciones, la cepa ApkaR1 genera una mayor proporcion de levaduras, lo cual

indica que esta subunidad es un regulador positivo del crecimiento micelial en
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estas condiciones (Valle-Maldonado y col., 2020). Los resultados de este trabajo
mostraron como ya se habia reportado anteriormente, que la cepa ApkaR1 genero
un aumento del desarrollo levaduriforme (7.3 + 0.56% de O3), dicho desarrollo fue
aun mayor cuando se disminuyé aun mas el oxigeno (4.9 = 0.45% de O2). En
cambio, al evaluar, la cepa ApkaR3 mostro un crecimiento micelial favorecido en
bajos niveles de oxigeno, lo que nos sugiere que PkaR3 podria ser un regulador
positivo del crecimiento levaduriforme en estas condiciones, lo cual explicaria en
parte porque la mutacion de pkaR3 generara un fenotipo virulento. Se ha descrito
que el suero sanguineo juega un papel importante en el desarrollo de las diversas
morfologias de algunas especies dimorficas de Mucor tales como M. lusitanicus,
M. racemosus y M. circinelloides en las cuales se observé que generaron una
mezcla de morfologias (hifas y levaduras) al crecerlas en condiciones de bajo
oxigeno, y que en presencia de suero sanguineo se vio mayormente estimulado el
desarrollo de hifas incluso a temperaturas de 36°C demostrando que durante la
mucormicosis las moléculas del suero sanguineo promueven el desarrollo micelial

en los tejidos (Patifio-Medina y col., 2023).

La morfologia estd asociada a la virulencia de los hongos patégenos dimorficos;
por ejemplo, en C. albicans la generacion de pseudohifas e hifas esta asociado a
un fenotipo virulento (Lo y col., 1997; Mayer y col., 2013), en donde la subunidad
catalitica TPK2 regula positivamente el desarrollo de las hifas, ya que la mutacion
del gen que codifica a dicha subunidad generé defectos en el desarrollo de hifas y
disminuyo la virulencia (Sonneborn y col., 2000). Por otro lado, en el hongo
patdgeno del maiz, Ustilago maydis, se reporté que la mutacién en el gen adrl, el
cual codifica para la subunidad catalitica de la PKA generé una mutante que a
pesar de crecer de forma hifal, fue incapaz de generar infeccion en la planta del
maiz (Durrenberger y col., 1998). Ademas, se reporté que al mutar el gen ubcl, el
cual codifica para la subunidad regulatoria de la PKA, la cepa mutante fue incapaz
de generar una adecuada filamentacion y no genero dafio en las raices de la
planta del maiz, indicando su papel esencial en la virulencia. La cepa mutante en
el gen que codifica a la subunidad regulatoria PkaR1 que mostro un crecimiento

disminuido en condiciones que favorece el metabolismo oxidativo mitocondrial fue
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incapaz de generar toxicidad frente al nematodo C. elegans. La subunidad PkaR1
es necesaria para el crecimiento micelial incluso en condiciones de baja
concentracion de oxigeno, asi como para el adecuado crecimiento en una fuente
de carbono no fermentable; demostrando asi que la subunidad regulatoria PkaR1
regula el crecimiento micelial y virulencia. Es importante sefialar que la morfologia
mencionada aumenta la virulencia cuando el metabolismo oxidativo mitocondrial
estd aumentado. (Alejandre-Castafieda y col., 2022). Por el contrario, el SS
proveniente de la cepa ApkaR3 fue mas toxico respecto a la cepa WT, incluso el
SS mostré toxicidad, aunque parcialmente, a pesar de haber sido obtenido en una
condicién que favorece el metabolismo fermentativo. La cepa ApkaR3 reveld que
parte de la funcion de PkaR3 tiene que ver con la represion del metabolismo
oxidativo, ya que su ausencia condujo a una mayor capacidad para utilizar una
fuente de carbono no fermentable para su crecimiento y que ademas mostro un
crecimiento micelial favorecido incluso en a concentraciones bajas de oxigeno,
sugiriendo asi, que la subunidad regulatoria PkaR3 es un regulador negativo del

crecimiento micelial y virulencia.

Los datos anteriores revelan que la via AMPc-PKA estaria regulando positiva y
negativamente a través de PkaR1l y PkaR3, respectivamente, al metabolismo
oxidativo mitocondrial. Un factor importante que podria estar regulando el
metabolismo oxidativo, es el de la dinamica mitocondrial. La fusion mitocondrial es
un proceso regulado por el complejo Fzol-Ugol-Mgm1l, el cual es esencial al
momento de cubrir el alza en la demanda energética de las células y como un
mecanismo de rescate de mitocondrias dafiadas. Mientras que el proceso de fisién
mitocondrial esta regulado por el complejo Dnm1-Mdv1-Fisl, el cual es importante
para mantener el numero adecuado de mitocondrias durante el crecimiento y
division celular (Youle y Van-Der Bliek, 2012). Se ha descrito en diversos hongos
el papel que ocupan estas proteinas, como es el caso de Schizosaccharomyces
pombe, en la cual, al mutar al gen fzol, presentd una disminucién significativa en
el crecimiento en glicerol; ademas mostré un alto contenido de mitocondrias
fragmentadas, correlacionando con una disminucion de la funcion respiratoria del

hongo. Por el contrario, al mutar en el gen dnml se generé una red mitocondrial
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altamente interconectada y con una mayor capacidad de crecer en presencia de
glicerol (Yang y col., 2021). Por otro lado, en C. albicans se reporté que al mutar al
gen mgml, el cual codifica para la proteina Mgml del complejo de fusion
mitocondrial, provoco la fragmentacion mitocondrial, asi como defectos en el
desarrollo de las hifas y una reduccion considerable en la virulencia del hongo
(Chao Liang y col. 2018). En este proyecto, la sobreexpresion del gen fzol en la
cepa WT, generé una mayor capacidad para crecer en presencia de glicerol,
respecto a la cepa WT, sugiriendo un aumento en el metabolismo oxidativo
derivado de una mayor actividad mitocondrial al aumentar el estimulo de fusion

mitocondrial.

El metabolismo oxidativo mitocondrial tiene una funcion importante en el desarrollo
hifal de M. lusitanicus (Alejandre-Castafieda, 2022). Por otro lado, la
sobreexpresion del gen dnml que codifica para la proteina Dnm1l asociada a la
fisibn mitocondrial favorece la produccion de levaduras en anaerobiosis (Patifio-
Medina, 2022). Como se ha reportado anteriormente, algunos hongos patégenos
dimorficos tienen la capacidad de germinar como micelio, aun en condiciones de
hipoxia. Por ejemplo, C. albicans aprovecha las condiciones generadas por las
células polimorfonucleares (PMN), los cuales al activa el sistema del
complemento, conduce a la agrupacion de los PMN y ocluye los vasos
intravasculares, mediante el leucotrieno B4 (LTB4). Esto genera como
consecuencia la disminucién en la concentracion de oxigeno disponible en el tejido
del huésped para incrementar su virulencia y capacidad invasiva evadiendo el
sistema inmune y estableciendo una infeccion exitosa (Lee y col.,, 2018). Al
evaluar la germinacion en condiciones de concentracion baja de oxigeno, la cepa
sobrexpresante MU636-fz01°F mostré un crecimiento micelial favorecido ademas
de hifas de hasta 2 o 3 veces mas largas y un menor porcentaje de levaduras
generadas con respecto a la cepa WT. Dichos resultados correlacionan con la
propuesta de que la fusion mitocondrial en M. lusitanicus regula positivamente el
metabolismo oxidativo mitocondrial favoreciendo el crecimiento micelial en
condiciones de niveles bajos de oxigeno, dicha morfologia micelial esta asociada a

un incremento de la virulencia del hongo. En C. albicans y otras especies de
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Candida que forman parte de la microbiota de la cavidad bucal y del intestino, se
ha reportado que este hongo es capaz de modificar su entorno, a través de la
formacién de biofilm creando “micronichos” anaerdbicos o microaerobicos
disminuyendo la concentracion de oxigeno disponible en el tejido o saliva a través
de su consumo, favoreciendo ademas el desarrollo de bacterias anaerobias
estrictas como Clostridium difficile que es una bacteria patégena oportunista gram
positiva que se aloja en el intestino (van-Leeuwen y col. 2016; Lambooij y Col.,
2017).

La sobreexpresion del gen fzol, en M. lusitanicus, conduce a un aumento en el
metabolismo oxidativo mitocondrial y que, por el contrario, la sobreexpresion del
gen dnml conduce a una disminucion en el metabolismo oxidativo mitocondrial,
favoreciendo al metabolismo fermentativo. La determinacion del consumo de
oxigeno es un parametro establecido para determinar la actividad mitocondrial (Li,
Z. y Col., 2012). Los resultados en la germinacion, cuando el gen fzol fue
sobreexpresado en la cepa WT, condujo a la regulacién positiva de la generacion
de biomasa en presencia de glicerol y el crecimiento hifal a bajas concentraciones
de oxigeno. Por el contrario, la sobreexpresion del gen dnml favorecio al
desarrollo levaduriforme en concentraciones bajas de oxigeno y afecto
negativamente el resto de los parametros analizados. La determinacion del
consumo de oxigeno es un parametro establecido para determinar la actividad
mitocondrial (Li, Z. y Col., 2012). En el grupo de trabajo se ha observado que el
suero sanguineo aumenta la actividad mitocondrial de M. lusitanicus, ya que se
observé que las esporas producidas en medio YPG mostraban una tasa de
consumo de oxigeno de 19 a 29% mas baja con respecto a las producidas en
medio YPG adicionado con suero sanguineo (Patifio-Medina y col., 2023). La
sobreexpresion del gen fzol generé un aumento en la tasa de consumo de
oxigeno con respecto a la cepa WT, contrario a lo que se observo en la cepa
sobrexpresante en el gen dnml que mostré una disminucion respecto a la cepa
WT. Estos datos indican que las proteinas Fzol y Dmnl, regulan positiva y
negativamente la respiracion, respectivamente. Algo similar se ha reportado en S.

cerevisiae donde la mutacion de cualquiera de los genes (fzol o dnm1l) disminuia
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significativamente la tasa de consumo de oxigeno. Sin embargo, al generar la
doble mutante fzol4/dnm1A observaron que la respiracion se restauraba a nivel de
la WT ya que al mutar tanto un gen asociado a la fusiéon (fzol) como un gen
asociado a la fision (dnml) restauraba el equilibrio fusién/fision (Dong y col.,
2022).

Ademas, en mamiferos se ha reportado que, en miocitos ventriculares de ratones
neonatales, la fusion y fisibn mitocondrial tienen una funcion importante en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Al inhibir el proceso de fision,
disminuy6 significativamente la produccion de las ROS (Yu y col., 2008). De igual
manera pero con otro enfoque, en este trabajo, la sobrexpresion de fzol revelo un
aumento la produccion del radical hidroxilo (OH-), mientras que la sobreexpresion
de dnm1 condujo a una disminucion significativa en la generacién del radical OH-.
Estos datos demuestran la participacion de la dindmica mitocondrial en la
produccion de ROS en M. lusitanicus.

El crecimiento micelial en presencia de una fuente de nitrdgeno inorganico y bajas
concentraciones de glucosa (0.1%) estad asociado al aumento del metabolismo
oxidativo mitocondrial e incremento de la toxicidad y virulencia de M. lustinacus
(Alejandre-Castafieda y Col., 2022.) En este sentido las cepas sobrexpresantes en
los genes fzol y dnml en la cepa WT creciendo en condiciones que favorecian
tanto el metabolismo oxidativo mitocondrial, como el metabolismo fermentativo,
revelo que el SS de la cepa sobrexpresante de fzol mostré una mayor mortalidad
en los nematodos con respecto a la cepa WT, incluso aunque el SS fue generado
en el medio que favorecia el metabolismo fermentativo. Por el contrario, se
observd que los SS de la cepa sobrexpresante del gen dnm1 no mostro toxicidad
independientemente de las condiciones de cultivo. La toxicidad de los SS de M.
lusitanicus necesita de que dichos SS sean obtenidos en condiciones que
favorezcan un adecuado metabolismo oxidativo mitocondrial, ya que la adicion de
cianuro de potasio (KCN), durante el cultivo, anulo la toxicidad de los SS. De igual
manera, la adicion N-acetilcisteina genero un fenotipo similar que el KCN, lo cual

indica que las ROS que se generan principalmente en la cadena de transporte de
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electrones serian los responsables al modificar algunos elementos aun
desconocidos que estarian regulado vias de sefalizacion que conducen a un
fenotipo virulento. En C. albicans las NADPH oxidasas (NOX) participan en la
formacién de ROS formando un gradiente de superéxido por fuera de la célula
convirtiéndose en H20:2 por accion de la superéxido dismutasa (sod5) mejorando el
desarrollo de las hifas y su patogenicidad (Rossi y col., 2017). Por otro lado, en M.
lusitanicus se sabe hasta el momento que el suero sanguineo aumenta la
produccion del radical OH- e incrementan la virulencia (Patifio-Medina y col.,
2023).

La via AMPc-PKA, podria estar influenciando los eventos de fusién y fision
mitocondrial, lo cual influiria en el crecimiento y virulencia de M. lusitanicus. En S.
cerevisiae la mutacién del gen que codifica a la subunidad catalitica Tpk3 conduce
a la disminucion en el contenido mitocondrial, medido en cantidad de proteina de
los citocromos aa3, b y ccl, esta disminucién correlacion6 con un defecto que
disminuy6 su metabolismo oxidativo, haciéndolo incapaz de utilizar eficientemente
una fuente de carbono no fermentable (Lactato) para su crecimiento (Chevtzoff y
col., 2010). Por otro lado, estd demostrado que la via AMPc-PKA fosforila a la
proteina Mfn2 (homdlogo de Fzol) conduciendo a la detencion del crecimiento de
las células del musculo liso vascular de las ratas (Zhou y col., 2010). Este conjunto
de reportes apoya la idea de que en M. lusitanicus la dinamica mitocondrial
también se encuentra regulada por la via AMPc-PKA, ya que la cepa ApkaR1
muestra incapacidad de utilizar el glicerol de manera Optima, ademas de tener una
baja tasa de respiracion, y produccion de OH-; Sin embargo, cuando ApkaR1
sobreexpresa al gen fzol mostré la restauracion de todos estos parametros similar
a la cepa WT, indicando la restauracion del fenotipo silvestre. Sin embargo, la
sobrexpresion del gen dnml no mostro diferencia con respecto a la cepa ApkaR1.
Este conjunto de datos sugiere fuertemente que la proteina Fzol podria estar bajo
la regulacion de la via AMPc-PKA a través de la subunidad regulatoria PkaR1.

La cepa sobrexpresante ApkaR1fzol®E mostré un porcentaje de generacion de

hifas y levaduras, niveles de consumo de oxigeno y produccion de ROS similar a

81



la cepa WT, mientras que la cepa ApkaR1-dnm1°E muestra un resultado similar a
la cepa ApkaR1. En S. cerevisiae esta reportado que la via de la AMPc-PKA
participa en la produccion de ROS, y que al mutar a la subunidad catalitica Tpk3
se generd un aumento en la produccién de ROS, y que estos mismos a su vez,
fungen como reguladores negativos del complejo HAP (Chevtzoff C. y Col., 2010).
Todo el conjunto de resultados anteriores (germinacién, generacion de biomasa,
baja concentracion de O: y tasa de consumo de O2) sugiere fuertemente la
regulacion de Fzol por la via AMPc-PKA a través de la subunidad regulatoria
PkaR1 en M. lusitanicus, ademas del hecho de que en S. cerevisiae y en

mamiferos esta via participa regulando la dindmica mitocondrial.

Ademas, los SS de las cepas WT, 4pkaR1l y de las cepas sobrexpresantes
ApkaR1fzol1%E y ApkaR1-dnm1°E provenientes de los medios YPG-6% (medio
que estimula el metabolismo fermentativo) y YNB-0.1% (medio que estimula el
metabolismo oxidativo mitocondrial), en ambas condiciones la sobreexpresion del
gen fzol en la cepa ApkaR1 aumento la virulencia a niveles similares a la cepa
WT, cuando los SS provenian del medio YNB-0.1%. Sin embargo, la
sobreexpresion del gen dnml en ApkaR1 no mostré ningn cambio en la toxicidad
con respecto a la mutante sencilla ApkaR1. Por el contrario, cuando se evaluaron
los SS provenientes de medio YPG-6%, la cepa sobrexpresante ApkaR1fzo1°E
mostroé una pérdida de la toxicidad al igual que la cepa WT. Estos datos sugieren
que Fzol se encuentra bajo la regulacién de la via AMPc-PKA a través de la
subunidad regulatoria PkaR1.

Hasta este punto, se demostré que la via de la PKA participa en el crecimiento
micelial y virulencia de M. lusitanicus regulando estos eventos de manera positiva
a través de la subunidad regulatoria PkaR1 y de manera negativa a través de
PkaR3. Por otro lado, se demostré también que la proteina Fzol probablemente
estd promoviendo la fusién mitocondrial, la cual correlaciona de manera positiva
con el crecimiento y la virulencia de M. lusitanicus promoviendo el metabolismo
oxidativo mitocondrial. Finalmente, mediante ensayos de sobrexpresion de los

elementos de la dindmica mitocondrial (Fzol y Dnml) en la cepa ApkaR1 se
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evidencio que la fusién mitocondrial esta regulada por la via AMPc-PKA, a través
de la subunidad regulatoria PkaR1. Sin embargo, aun queda una ultima
interrogante ¢A cual de las 10 subunidades cataliticas de la PKA se esta uniendo

PkaR1 para regular el crecimiento y virulencia de M. lusitanicus?

Para responder a la pregunta anterior, mediante un analisis de expresion de los 10
genes que codifican a las PkaC, se obtuvo el RNA total posterior al crecimiento
micelial. los datos indicaron que en ApkaR1 se acumula en mayor cantidad los
transcritos de pkaC5, pkaC8 y pkaC9 en YPG-2% y en el medio YNB-0.1% y
Unicamente en pkaC8 en el medio YPG-6% lo que sugiere fuertemente que PkaR1
se une a las subunidades cataliticas PkaC5, PkaC8 y PkaC9. Por otro lado,
observamos que en la cepa ApkaR3 se acumula principalmente el RNAm de

pkaC8 en medio YPG-6% lo que sugiere que PkaR3 se une a PkaC8.

Con la finalidad de conocer elementos transcripcionales que posiblemente regulen
los genes que codifican a las diferentes subunidades la PKA, se realizé el andlisis
in silico, el cual revelo que los promotores de pkaR1 y pkaR3 presentan motivos
consenso de reconocimiento por el factor de transcripcion Hap, el cual participa en
diversos procesos como la sintesis de los complejos respiratorios y la produccién
de ROS (Mao y Chen, 2019). Esto sugiere que a nivel transcripcional la via AMPc-
PKA podria estar participando en procesos necesarios para la respiracion celular y
respuesta a estrés oxidante. Por otra parte, también se encontraron secuencias
consenso de reconocimiento por el factor de transcripcién Tecl en los promotores
de los genes que codifican a las subunidades regulatorias PkaR1 a la PkaR4,
dicho factor participa en el desarrollo de pseudohifas de S. cerevisiae (Chou y col.,
2006) y en el crecimiento y virulencia de C. albicans (Schwartze y col., 2000) asi
como en el crecimiento micelial y virulencia en M. lusitanicus (Alejandre-
Castafieda y col., 2023). Ademas, recientemente en nuestro grupo de trabajo se
ha propuesto que existen dos niveles de regulacion del metabolismo oxidativo
mitocondrial de M. lusitanicus donde participa Tecl/Tec2. A nivel transcripcional
gpbl y pkaR1 actuan regulando positivamente la transcripcion de Tecl/Tec2 vy

por otro lado, a nivel postraduccional, al estar inactiva la via de la PKA podria
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evitar la fosforilacion de Tecl/Tec2, el estado no fosforilado del complejo Tec
aumenta en el contenido y actividad mitocondrial favoreciendo el metabolismo
oxidativo mitocondrial y por lo tanto el crecimiento micelial y aumento en la

virulencia de M. lusitanicus (Alejandre-Castafieda y col., 2023).

Ademas, se realiz6 una busqueda de posibles sitios de fosforilacion por PKA en
las proteinas Fzol y Dnm1l de M. lusitanicus y S. Cerevisiae, la proteina Fzol de
ambos organismos mostraron posibles sitios de fosforilacion por PKA, este dato in
silico aunado a los resultados de los ensayos fisiolégicos podrian estar sugiriendo
gue Fzol se encuentra bajo la regulacion de la via PKA a través de la subunidad
regulatoria PkaR1. Ademds, posiblemente PkaR1l se encuentra asociada
posiblemente a la subunidad catalitica PkaC5, PkaC8 y/o PkaC9, quizas estas
interacciones son reguladas de forma diferencial en termino de
espacio(morfologia)-tiempo y una de las consecuencias de la activacion de las
mismas, seria la fosforilacion de Fzol. Sin embargo, ain queda pendiente realizar
mas experimentos que permitan saber que subunidad catalitica de las tres
mencionadas anteriormente (0 quizas otra), es la que se asocia con PkaR1. Por
otro lado, aun faltan experimentos que permitan conocer mas a fondo la regulacion
negativa de la subunidad regulatoria PkaR3, para lo cual se estan generando las

cepas ApkaR3 sobreexpresando a los genes fzol y dnml en M. lusitanicus.

Con la informacién anterior, se sugiere el siguiente modelo (Fig. 40) que trata de
explicar como la via de la PKA actia sobre los elementos de la dinamica

mitocondrial conduciendo al desarrollo micelial y virulencia de M. lusitanicus.
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Figura 40. Modelo propuesto de la regulacién de la fusién y fision
mitocondrial a través de la via AMPc-PKA y su participacién en el
crecimiento y virulencia de M. lusitanicus. A bajas concentraciones de glucosa
los niveles de AMP ciclico son bajos, por lo que la via de la PKA permanecera
inactiva, como consecuencia la subunidad regulatoria PkaR1 permanecera unida a
PkaC5, PkaC8 o PkaC9. Al mantenerse unida a alguna de estas subunidades
cataliticas, PkaR1 estaria evitando la fosforilacion de Tecl/Tec2 favoreciendo el
crecimiento micelial y virulencia a través de Fzol. Por otro lado, la regulacién
negativa de las subunidades cataliticas PkaC5, PkaC8 o PkaC9 por la asociacion
con la subunidad PkaR1 favorecera a la no fosforilacion de Fzol, aumentado la
actividad y contenido mitocondrial favoreciendo el crecimiento micelial y el

aumento de la virulencia.
IX. Conclusién

La induccion de la fusién mitocondrial se encuentra bajo la regulacién negativa de
la via AMPc-PKA, a través de la subunidad regulatoria PkaR1l. La posible
fosforilacion de Fzol por alguna PkaC conduciria a una disminucion del
crecimiento micelial y toxicidad a través de la represion del metabolismo oxidativo

mitocondrial de M. lusitanicus.
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XI. Anexos

A.1 Participaciéon de la subunidad regulatoria PkaR1l y la via de la
calcineurina en el crecimiento de M. lusitanicus a bajas concentraciones de
02

Con el objetivo de evaluar la posible interaccion entre la via AMPc-PKA y la via de
la calcineurina durante el crecimiento de M. lusitanicus a bajas concentraciones de
oxigeno, para ello, se utilizé a la cepa WT, la cepa mutante ApkaR1, y las cepas
mutantes en ApkaR1 sobrexpresando a los genes cnaB y cnaC que codifican para
las subunidades cataliticas CnaB y CnaC de la calcineurina (ApkaR1+cnaBwt y
ApkaR1+cnaCwt). Se inocularon 5x10° esporas por mL de medio rico YPG-2% vy
se llevaron a incubar a 28°C a 40 rpm para generar una atmosfera de 4.9% de
oxigeno durante 6 horas. Se observo que la cepa sobrexpresante ApkaR1+cnaBwt
mostré una mayor formacién de hifas (60-70%) con respecto a la cepa WT y a la

cepa mutante ApkaR1, las cuales mostraron un porcentaje del 20 al 30% de hifas.
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Figura Al Evaluacién de la germinacion a bajas concentraciones de oxigeno
en las cepas sobrexpresantes (ApkaR1+cnaBwt y ApkaR1+cnaCwt). En medio
YPG liquido al 2% de glucosa se inocularon 5x105 esporas por mL de medio de la
cepa WT y de las cepas sobrexpresantes, se dejaron germinar durante 6 horas en
agitacion a 40 rpm a 28°C. n=3. Se muestra el promedio de tres experimentos
independientes. Las barras corresponden al error estandar, analisis de varianza
ANOVA de una via, Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos representan diferencia

significativa entre las condiciones evaluadas.

A.2 Participacion de la subunidad regulatoria PkaR1l y la via de la

calcineurina en la tasa de consumo de Oz de M. lusitanicus

Para seguir indagando la participacién entre la via de la AMPc-PKA vy la via de la
calcineurina, se evalu6 la tasa de consumo de la cepa WT, la cepa mutante
ApkaR1, y las cepas sobrexpresantes ApkaR1+cnaBwt y ApkaR1+cnaCwt. Se
inocularon 5x10° esporas por mL de medio. El consumo de O2 se evalud en los
medios YPG-2% YPG-6% y YNB-0.1%. Para los tres casos, se observo que la
cepa sobrexpresante ApkaR1+cnaB mostr6 una tasa de consumo similar a la cepa
WT, caso contrario para la cepa mutante ApkaR71 y la cepa sobrexpresante
ApkaR1+cnaC que presentaron una tasa de consumo mas bajo (hasta 0.1-0.2

veces menos) con respecto a la cepa WT (Fig. 33).
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Figura A2. Tasa de consumo de oxigeno en las cepas sobrexpresantes
ApkaR1+cnaBwt y ApkaR1+cnaCwt. Se inocularon 5 millones de esporas de
cada cepa en 10 mL de cada uno de los medios. Para los medios YPG 2% y YPG
6% la germinacion dur6 3 horas a 150 rpm y para el medio YNB 0.1% la
germinacion fue por un lapso de 4 horas a 150 rpm. Para la cepa WT se asigno un
valor arbitrario de 1. n=3. Se muestra el promedio de tres experimentos
independientes. Las barras corresponden al error estandar, analisis de varianza
ANOVA de una via, Dunnett, *p<0.05. Los asteriscos representan diferencia

significativa entre las condiciones evaluadas.
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