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Glosario

Glosario

Af: Aspergillus fumigatus

cAMP/PKA: proteina quinasa A dependiente de adenosin monofosfato ciclico
cDNA: hebra de DNA complementaria

Crz: “Calcineurin-responsive zinc finger protein”

DNA: Acido desoxiribonucleico, ADN

DTT: 1,4-ditiotreitol

EMSA: Electrophoretic Mobility Shift Assay

ESCRT: Endosomal sorting complex required for transport

FT (TF): Factor de transcripcion (Transcription factor)

gDNA: DNA genémico

GFP: proteina fluorescente verde (Green Fluorescent Protein)

GPCR: Receptores acoplados a proteinas G

HA: Residuos 98-106 de la hemaglutinina del virus de la gripe humana

kb: kilobase

kDa: kilo Dalton

MAPK: “Mitogen-Activated Protein Kinase”

MIT: “Microtubule Interacting and Trafficking domain”

MPT: Modificacion post-traduccional

mRFP: proteina fluorescente roja (Monomeric Red Fluorescent Protein)
mRNA: Acido ribonucleico mensajero

MVB: “Multivesicular Body”

Myc: Residuos 408-439 de la poteina p62c-myc humana

p/v: peso/volumen

Paba: Acido para-aminobenzoico

PAGE: Gel de electroforesis de poliacrilamida (Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
pb: pares de bases

PBS: Solucién tampon fosfato, (Phosphate buffer solution)

PCA: Analisis de componentes principales, (Principal Component Analysis)
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, (Polymerase Chain Reaction)
gPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, (quantitative Polymerase Chain Reaction)
PEG: Polietilenglicol

PSA: Persulfato aménico

Pyro: piridoxina

Ribo: Riboflavina
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Glosario

RNA: Acido ribonucleico, ARN

RNA Pol II: Enzima RNA Polimerasa Il

RNAsa: Ribonucleasa

rpm: Revoluciones por minuto

RT: temperatura ambiente, (“Room Temperature”)

SDS: Dodecilsulfato sddico

TAE: Solucién tampdn de electroforesis Tris-Acetato-EDTA

TCA: Acido tricoloroacético

TEMED: N, N, N, N-tetrametilendiamina

TPM: transcrito por millén de lecturas, (“transcript per million reads”)
Tris: Tris (hidroximetil)-aminometano

Ub: Ubiquitina o ubiquitinado

UTR: region no traducida, (“Untranslated region”)

UV: radiacion ultravioleta

v/v: volumen/volumen

Vps: vesicular protein sorting

WT: silvestre (wild-type)

xg: fuerza centrifuga relativa

A: delta, nulo, knock-out para referirse a mutantes con un gen deleccionado

°C: grados centigrados
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Resumen

Los cambios en el patrén de transcripcion y traduccion de un organismo son el resultado
de una respuesta a cambios en el ambiente intra o extracelular, que permiten la
adaptacion y supervivencia del organismo. El patrén transcripcional es dinamico y esta
sometido a la actividad de elementos reguladores como son los factores
transcripcionales (FTs). La principal caracteristica los FTs es la presencia de dominios
de unién a DNA que reconocen secuencias diana en los genes bajo su dominio,
permitiendo asi regular positiva o negativamente su expresion (Lacthman 2003,
Etxebeste and Espeso 2019). Ademas, la funcién de algunos FTs se activa solo en
determinadas condiciones ambientales que activan rutas de sefalizacién que resultan
en modificaciones post-traduccionales de las formas primarias de los FTs. Entre los
multiples procesos de regulacion transcripcional que pueden estudiarse, el estrés
ambiental es un potente inductor de estas rutas y conlleva una coordinacion entre
diferentes sistemas de regulacion transcripcional mediada por FTs dando lugar a las
redes de regulacion transcripcional (“gene regulatory network”, GRN) (Etxebeste 2021,
Brown et al., 2017).

Los hongos del filo Ascomycete configuran uno de los grupos mas numerosos y diversos
del reino Fungi gracias a su capacidad de adaptacién a todo tipo de ambientes, algunos
de ellos extremos. El hongo filamentoso Aspergillus nidulans es un organismo modelo
haploide usado en el estudio de estas redes de regulacion transcripcional por su facil
manejo en el laboratorio que permite el uso de técnicas de genética clasica y en reverso
(Mellado 2014). Ademas, al igual que el resto de hongos del filo, son muy versatiles en
ambientes muy variados y resisten condiciones ambientales de estrés hidrico, osmatico,

de ambientes alcalinos o de radiacion UV.

El objetivo principal de este trabajo ha sido el estudio por un lado de los cambios
transcripcionales en A. nidulans en condiciones de estrés ambiental por altas
concentraciones de sodio o por pH alcalino ambiental, y por el otro de cémo los sistemas
mediados por FTs que participan en esta respuesta se coordinan entre si. En A. nidulans
la respuesta a pH alcalino esta mediada por al menos tres sistemas cuyos FTs presentan
un dominio de unién a DNA de tipo dedos de zinc C2H2: PacC, SItAy CrzA (Tilburn et
al., 1995, Spielvogel et al., 2008). Estos FTs llevan a cabo su funcién como regulador
transcripcional en condiciones de alcalinidad y/o de estrés por altas concentraciones de
cationes, pero hasta el momento no se ha determinado si estos sistemas estan

interconectados o si existe una jerarquia entre ellos. El sistema St es el menos conocido
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de los tres FTs y del cual se han descrito Unicamente dos elementos: el factor
transcripcional SItA y su proteasa procesativa SItB (O’neil et al., 2002, Mellado et al
2015). Este sistema a diferencia de PacC y CrzA, se encuentra unicamente en hongos
del subfilo Pezizomycotina, donde es esencial para el desarrollo del hongo en ambientes

de estrés catidnico o alcalino.

Tanto la respuesta transcripcional a estrés ambiental como el papel regulador de SItA,
se ha estudiado mediante secuenciacion masiva de RNA los diferentes patrones
transcripcionales en una cepa silvestre y en una cepa mutante carente del gen sltA
(sltA4), analizando las diferencias entre condiciones estandar y en condiciones de
estrés por 1M de cation sodio y de pH alcalino (Picazo et al., 2020). Esta técnica nos
permitié identificar las agrupaciones de genes con diferente grado de dependencia de
la funcidon SItA ya sea por regulacion directa o indirecta. Entre dichos genes se
encontraron grupos con un perfil de expresion similar al gen s/tB, cuya expresiéon es
dependiente de la funcion de SItA, y los cuales fueron estudiados usando técnicas de
genética en reverso, asi como ensayos de fenotipo o microscopia para determinar si

alguno de ellos forma parte del sistema Sit.

Entre los genes cuya expresion estaba afectada en el fondo genético slfAA se encontro
un amplio numero de genes que codifican para FTs de diferentes tipos y entre los que
se encontraba PacC. Este factor de transcripcidn cuenta con una forma primaria de
72kDa que es sefializada por la ruta Pal cuando el pH ambiental se alcaliniza,
provocando la protedlisis a una forma intermedia de 53kDa que se procesa
independientemente del pH en el proteosoma a su forma activa de 27kDa. El
procesamiento de la forma primaria de PacC’?P2 permite que los niveles de expresion
del gen pacC se eleven a pH alcalino (Penalva et al., 2014, Bussink et al., 2015). La
ausencia de SItA afecta a este sistema tanto a nivel transcripcional evitando la elevacion
de los niveles de expresion de pacC a pH alcalino como a nivel de traduccién donde se

observa un patron de procesamiento de las formas de PacC anémalo.

Usando diferentes estrategias de mutaciones en elementos de los sistemas Pal/PacC y
Slt se pudieron delimitar los puntos de la ruta donde el papel de la proteina SItA parece
ser determinante. La ausencia de funcién del regulador negativo de pacC, PacX
(Bussink et al., 2015), y de SItA no rescato el patrén de procesamiento de PacC andmalo
ni el fenotipo de tolerancia a pH alcalino. El estudio de la ruta Pal en un fondo genético
SItAA evidencié que, a pesar de una senalizacion y modificacion postraduccional
deficiente de PalF, los elementos de la ruta Pal eran reclutados correctamente hasta el

paso previo al procesamiento de PacC’?P2, Por otro lado, mutaciones en pacC que
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generaban formas similares a la intermedia y procesada eran capaces de rescatar el
correcto procesamiento de PacC pero no asi el fenotipo de tolerancia al pH alcalino en
el fondo sltAA. Estos resultados evidencian que existe una coordinacion en la respuesta
a pH alcalino entre los sistemas Slt y Pal/PacC donde la funcién de SItA es epistatica

sobre el sistema de respuesta a pH alcalino Pal/PacC.
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Changes in the transcriptional and translational patterns of an organism are the result of
a response to changes in the intra- or extracellular environment, allowing the organism
to adapt and survive. The transcriptional pattern is dynamic and subject to the activity of
regulatory elements such as transcription factors (TFs). The main characteristic of TFs
is their DNA-binding domains, which recognize target sequences in the genes under their
domain, driving their expression in a positively or negatively manner (Lacthman 2003,
Etxebeste and Espeso 2019). In addition, the function of some TFs is only activated
under certain environmental conditions that trigger signaling pathways resulting in post-
translational modifications of the primary forms of the TFs. Among the many
transcriptional regulatory processes that can be studied, environmental stress is a
powerful inducer of these pathways, leading to coordination between different
transcriptional regulatory systems mediated by TFs forming gene regulatory networks
(GRNs) (Etxebeste 2021, Brown et al., 2017).

One of the most numerous and diverse groups of the Fungi kingdom is the Ascomycete
phylum due to their ability to adapt to all types of environments, some of which are
extreme. The filamentous fungus Aspergillus nidulans is a haploid model organism used
to study these transcriptional regulatory networks because of its ease of handling in the
laboratory, which allows the use of classical and reverse genetics techniques (Mellado
2014). Similarly to the rest of the fungi of the phylum, they are very versatile in a wide
variety of environments and tolerating environmental conditions such as water and

osmotic stresses, alkaline environments and UV radiation.

The main objective of this work was to study the transcriptional changes in A. nidulans
under environmental stress conditions caused by high sodium concentrations or alkaline
environmental pH. And how the TF-mediated systems involved in this response
coordinate with each other. In A. nidulans the response to alkaline pH is mediated by at
least three systems whose TFs contain a DNA-binding domain of the C2H2 zinc finger
type: PacC, SItA and CrzA (Tilburn et al., 1995, Spielvogel et al., 2008). These TFs carry
out their function as transcriptional regulators under conditions of alkalinity and/or high
cation stress, but so far it has not been determined whether these systems are
interconnected or whether there is a hierarchy among them. The Slt system is the least
known of the three TFs and of which only two elements have been described: the
transcription factor SItA and its processing protease SItB (O’neil et al., 2002, Mellado et

al 2015). This system, unlike PacC and CrzA, is found only in fungi of the Pezizomycotina
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subphylum, where it is essential for fungal development in cationic or alkaline stress

environments.

Both the transcriptional response to environmental stress and the regulatory role of SItA,
were studied by massive RNA sequencing. The different transcriptional patterns in a wild-
type strain and in a mutant strain lacking the s/tA gene (sltAA) were determined by
analyzing the differences between standard and stress conditions induced by 1M sodium
cations and alkaline pH (Picazo et al., 2020). This technique allowed us to identify
clusters of genes with different degrees of dependence on SItA function, either through
direct or indirect regulation. Among these genes we found clusters with an expression
profile similar to that of s/tB gene, whose expression is fully dependent on SItA function.
These selected genes were studied using reverse genetics techniques, as well as
phenotypic and microscopy assays to determine whether any of them were part of the

Slt system.

Among the genes whose expression was affected by the sltAA genetic background, a
large number of genes encoding TFs of different families were found, including PacC.
This transcription factor has a 72kDa primary form that is signaled by the Pal pathway
when the environmental pH is alkalinized, triggering proteolysis to a 53kDa intermediate
form that is processed independently of pH in the proteasome to its active 27kDa form.
Processing of the primary form of PacC’%P2 allows pacC gene expression levels to rise
at alkaline pH (Pefalva et al., 2014, Bussink et al., 2015). The absence of SItA affects
this system both at the transcriptional level by preventing the upregulation of pacC
expression levels at alkaline pH and at the translational level showing an anomalous

PacC processing pattern.

A strategy using different mutants in elements of the Pal/PacC and Slt systems allowed
us to delimit those steps in the PacC-signaling pathway where the role of the SItA protein
appears to be determinant. The absence of PacX function, the negative regulator of
pacC, (Bussink et al., 2015), did not rescue the anomalous PacC processing pattern or
the alkaline pH tolerance phenotype in the null slitA background. Also, the study of
mutants in the Pal pathway evidenced that despite deficient PalF signaling and post-
translational modification, Pal pathway elements were correctly recruited upstream of the
PacC7?P2 processing step in the sltAA background. Mutations in pacC generating
intermediate-like and fully processed forms displayed a correct PacC processing but did
not suppressed the alkaline pH tolerance phenotype observed in the sltAA background.

These results evidenced the coordination between the Sit and Pal/PacC systems in the
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alkaline pH response, where the function of SltA is epistatic over the Pal/PacC alkaline

pH response system.
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1. Los factores de transcripcién

El correcto funcionamiento celular en cualquier tipo de organismo depende de la
capacidad para controlar y adaptar sus procesos de transcripcion y traducciéon en cada
momento de su ciclo vital (Alberts et al., 2017) Estos mecanismos de control se
sustentan sobre maquinaria molecular mas o menos especifica que sera la responsable
de modular estos procesos. Asi, la regulacion de los niveles de transcripcion esta
mediada por los denominados factores transcripcionales (FTs) (Weidemdller et al.,
2021). Los FTs son proteinas modulares y poseen diferentes dominios funcionales entre
los que se encuentran aquellos que determinan la union a secuencias especificas de
DNA (Latchman, 2003). Cada FT reconoce a través de estos dominios de unién a DNA
las denominadas secuencias diana que se encuentran localizadas en las regiones
promotoras de los genes. La union de los FTs a sus correspondientes secuencias diana
facilitan, modulan o impiden el reclutamiento del complejo enzimatico RNA Pol Il que
lleva a cabo la transcripcién de la mayoria de los genes presentes en los genomas
eucariodticos (Latchman, 2003). En funcién del tipo de dominio de unién a DNA, los
factores de transcripcion pueden actuar solos, como monémeros u homodimeros, o en
coordinacién con otros elementos o FT formando heteromeros, lo que permite aumentar
su potencial regulador (de Mendoza & Sebé-Pedrés, 2019). Ademas, en muchos casos,
la funcion de los factores de transcripcion no se limita a la regulacion de la transcripcion
de genes ya que también pueden interaccionar con otras proteinas o con moléculas de
RNA (Cassiday & Maher, 2002; de Jonge et al., 2022).

Los niveles de expresién de una gran mayoria de genes en un determinado genoma
estan sujetos a regulacion. La modulacién de estos niveles es el resultado de la
percepcion e integracion de sefales intra o extracelulares que activan diferentes rutas
de sefializacion que conllevan modificaciones post-traduccionales (MPTs) en los
factores de transcripcion para su activacion (Ryslava et al., 2013). Las MPTs modifican
la funcionalidad de los dominios presentes en los FTs. En algunos casos las MPTs
afectan a la localizacion intracelular (Filtz et al., 2014; Hernandez-Ortiz & Espeso, 2013;
Lucena-Agell et al., 2015). Asi, se pueden activar sefiales de localizacion nuclear (NLS)
o desactivar sefiales de exportacion nuclear (NES) causando la acumulacion del FT en
el nucleo dando lugar a la activacion de su funcion reguladora para generar respuestas
transcripcionales especificas y eficientes ante una gran variedad de estimulos
(Etxebeste & Espeso, 2019). Ademas de los genes cuya expresion es altamente

dependiente de la funcidon de un FT, en ocasiones estos también pueden regular su
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propia expresion, asi como la expresion de genes que codifican para otros FTs, lo que

resulta en complejas redes de organizacion jerarquica de regulacion transcripcional.

Las familias de FTs se clasifican habitualmente en funcién del tipo de dominio de unién
a DNA que presentan. Una de las superfamilias mas numerosas en todos los
organismos eucariotas es la que porta un dominio de union DNA con varios residuos de
cisteina o cisteina/histidina unidos a uno o mas atomos de zinc (Etxebeste, 2021; Klug,
1999; MacPherson et al., 2006; Razin et al., 2012).

2
1
* 3 -
» - b \
C-X,, -C-X,,- -H-x, ;H
MERPYACPVESCDRRFSRSDELTRHEIRIHTGOK L C-term

PFQCRI--/CMRNFSRSDHLTTHIRTHTGEK =9
PFACDI--CGRKFARSDERKRHTK IHLRQKD N-term

Figura I.1. Dominio de unién a DNA de dedos de zinc “clasicos” de tipo C2H2. A) Estructura
secundaria de un dedo de zinc (representacion adaptada de Pabo et al., 2001) mostrando la
localizacion de los residuos de cisteina (indicado en naranja) e histidina (indicado en
magenta) que coordinan los atomos de zinc (indicado en gris). B) Ejemplo de dominio de
union a DNA con tres dedos de zinc de tipo C2H2 del factor de transcripcion PacC en A.
nidulans. El modelo fue obtenido en el servidor de Alphafold y adaptado en PyMol.

Los denominados dedos de zinc “clasicos” o de tipo Cys2His2 (comunmente abreviados
como C2H2) son aquellos factores de transcripcion que presentan un motivo muy
conservado con la estructura C-x24-C-Xx12-H-x34-H y un conector de 7 aminoécidos,
donde x indica cualquier residuo, C cisteina y H histidina (Klug, 1999; Pabo et al., 2001)
(Figura 1.1.A). Los dos residuos de cisteina y los dos de histidina se coordinan con un
atomo de zinc (Zn?*) generando una estructura cuya representacion original se
asemejaba a los dedos de un guante. Este dominio esta altamente conservado y
ampliamente distribuido filogenéticamente hasta eucariotas superiores (Latchman,
2003; Razin et al., 2012). Estructuralmente este dominio esta formado por dos laminas
beta antiparalelas () y una hélice alfa (a) donde se localizan los residuos cuyas cadenas
laterales interaccionan directamente con las bases en el DNA (Figura 1.1). El nimero de
dedos de zinc varia en funcion del factor de transcripcién y de la complejidad del

genoma. El reconocimiento especifico de secuencia en el DNA se basa en la cantidad
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de dedos de zinc presentes (Figura I.1.B) y la composicion de aminoacidos en ciertas
posiciones de la hélice alfa de cada dedo. A diferencia de otros tipos de factores de
transcripcion, el dominio de union a DNA de tipo C2H2 no requiere de la formacion de
dimeros, aunque en algunos casos se han identificado dominios adicionales que
participan en procesos de dimerizacién (Etxebeste, 2021; Fedotova etal.,, 2017;
MacPherson et al., 2006; Razin et al., 2012).

Otra de las familias de FTs es la que contiene en sus secuencias dedos de zinc
multicisteina. En este caso la estructura que reconoce el DNA se estabiliza mediante la
unién a uno o mas atomos de zinc por varios residuos de cisteina. En esta familia
encontramos un grupo especial que son los dominios “binuclear zinc cluster” (abreviado
comunmente como Zn2C6), los cuales estan presentes exclusivamente en
determinados FTs del reino Fungi (MacPherson et al., 2006; Todd & Andrianopoulos,
1997). Esta restriccidn filogenética y el alto numero de genes que codifican para factores
de transcripcién de este tipo los convierten en potenciales candidatos para su uso como
dianas terapéuticas en el tratamiento de infecciones fungicas (MacPherson et al., 2006).
Este tipo de dominio también esta altamente conservado donde un total de seis cisteinas
se encuentran unidas a dos atomos de zinc. Los factores de transcripcion con este tipo
de dominios pueden realizar funciones reguladoras diferentes segun si actian como
monomeros, homodimeros o heterodimeros (MacPherson etal., 2006; Todd &
Andrianopoulos, 1997). Al igual que los factores de transcripcion con un dominio de
dedos de zinc clasicos, los FTs con dominios Zn2C6 pueden regular los niveles de
expresion de otros genes que codifiquen para factores transcripcionales, ademas de su
propia expresion, y pueden ser sefalizados y modificados post-traduccionalmente en
condiciones especificas participando asi en las redes de regulacion transcripcional en
respuesta a estimulos intracelulares y extracelulares (Bussink et al., 2015; Etxebeste,
2021; MacPherson et al., 2006).

Cuando las rutas de sefalizacion son activadas pueden actuar sobre estos FTs y otros
tipos de proteinas, afadiendo modificaciones postraduccionales. Estas modificaciones
son muy variadas y pueden combinarse dando lugar a cambios en la localizacion
subcelular, permitiendo la interaccién con otras proteinas o complejos en procesos de
sefializacion, o de regulacion transcripcional en el caso de los factores de transcripcion
(Filtz et al., 2014). Estas combinaciones de MPTs pueden ser reversibles o irreversibles
ampliando la variedad de funciones celulares de una proteina dependiendo del tipo o

numero de MPTs a las que esta sujeta.
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Las MPTs reversibles, pueden modular la actividad de las proteinas diana mediante la
adicién o eliminacién de diferentes grupos quimicos y es llevada a cabo por enzimas
especificas para cada tipo de modificacién (Ramazi & Zahiri, 2021). La MPT mas comun
en procesos de sefializacion es la fosforilacién, en la que mediante la actividad de una
proteina quinasa se transfiere un grupo fosfato a la proteina diana de forma
ATP-dependiente. La desfosforilacion ocurre por la actividad de una proteina fosfatasa
que retira dicho grupo fosfato y devuelve la proteina a su estado inicial (Latchman,
2003). La segunda MPT mas habitual es la acetilacion, la cual puede ser de varios tipos
incluyendo un tipo de modificacion irreversible. Los residuos mas frecuentemente

modificados son los de serina, lisina o treonina (Ramazi & Zahiri, 2021).

Particularmente para esta tesis son de especial interés las MPTs de tipo irreversible. La
principal MPT irreversible es la digestion proteolitica parcial o total de proteinas que
poseen motivos especificos que las sefalizan para su procesamiento. Este tipo de MPT
se detecta en procesos de sefalizacion celular para la activacion o inactivacién de la
actividad de proteinas como los factores de transcripcion, pero también para procesos
de apoptosis o degradacion de proteinas mal plegadas (Andréasson et al., 2006; Klein
etal.,, 2018; Walsch & Christopher, 2006). El reconocimiento de los motivos de
protedlisis puede ser mas o menos especifico y puede ser llevado a cabo por proteinas
sefalizadoras con actividad proteasa que pueda romper enlaces peptidicos, o por el
macro complejo denominado proteosoma. Esta maquinaria enzimatica consta de
multiples subunidades y degrada proteinas enteras o parte de las mismas respondiendo
a sefales en la proteina diana o a sefiales de otras MPTs como la ubiquitinacion (Ramazi
& Zahiri, 2021; Tanaka, 2009). En el caso de la sefializacion de proteinas como factores
de transcripcion, este tipo de MPT por protedlisis suele promover su activacién mediante
cambios conformacionales de la proteina permitiendo la exposicion de ciertos dominios
funcionales, como sefales de localizacion celular o subcelular, o de interaccidon con otras
proteinas o de uniéon a secuencias consenso de DNA (Latchman, 2003). Otras
modificaciones irreversibles implican cambios en las proteinas por la adicion de grupos
quimicos para los que no existan efectores que reviertan esta reaccioén, o que dicha MPT
provoque cambios en la estructura terciaria de la proteina bloqueando la modificacion
bidireccional como es el caso de las reacciones de miristoilacion o prenilacion (Ramazi
& Zahiri, 2021; Walsch & Christopher, 2006). Esta tesis profundiza en la coordinacion de
la sefalizacion de dos sistemas de regulacion transcripcional mediados por los factores
de transcripcion SItA y PacC en respuesta a la alcalinidad ambiental, donde ambos
necesitan de la combinacion de MPT de protedlisis y de fosforilacion (Mellado et al.,
2015; Penas et al., 2007).
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2. Los hongos filamentosos y su versatilidad adaptativa.

La supervivencia de los organismos depende del proceso de adaptacién y respuesta a
eventos que pueden generar estrés celular y que conlleva la modulacion de una serie
de rutas y mecanismos de senalizacion celular coordinados que median en la regulacion
geénica con el fin de mantener la homeostasis celular. Los tipos de estrés celular se
pueden dividir en: estrés causado por factores abidticos 0 ambientales y el estrés por
factores bioticos originados por la interaccién de un organismo con otros (Fulda et al.,
2010; Suzuki et al., 2014). El reino Fungi lo forman organismos eucariotas con una gran
capacidad de adaptacibn a ambientes extremos como entornos con limitada
disponibilidad hidrica o de nutrientes, como fuentes de carbono, nitrégeno o zinc,
ambientes hipersalinos, valores de pH y temperatura extremos, o radiacion ultravioleta,
que generan en muchos casos procesos de estrés oxidativo (Schoch et al., 2009).
Gracias a rutas de sefalizacion y a la coordinacion de diferentes redes de regulacion
transcripcional, en las que median uno o varios FTs, estos microorganismos pueden
desarrollar tolerancia y crecer en estos ambientes extremos (Brown etal., 2017;
Etxebeste & Espeso, 2019).

Las redes de regulacion génica que se activan en cada caso pueden presentar
similitudes o compartir rutas de sefalizacion o FTs, mientras que otros pueden ser
especificos del tipo de estrés inducido. La respuesta esperada ante ambientes adversos
puede suponer un cambio en el patron transcripcional que resulte en un proceso de
detoxificacion celular. Entre los mecanismos mas comunes se encuentra el transporte
desde el interior celular al medio ambiente de los productos causantes de dicha toxicidad
o el almacenamiento de determinados compuestos en las vacuolas u otros organulos
con el fin de mantener la homeostasis celular (Brown et al., 2017). Para ello, las rutas
de trafico intracelular, las proteinas transportadoras transmembrana o las proteinas

quelantes de iones juegan un papel esencial (Brown et al., 2017).

Tomando como ejemplo la respuesta de la levadura Saccharomyces cerevisiae al estrés
salino encontramos la ruta de senalizacion HOG (“High Osmolarity Glycerol pathway”)
que activa la proteina quinasa Hog1p (MAPK). En condiciones de aumento de la
concentracion de cationes en el medio extracelular, el sensor Sin1p y la proteina
fosfotransmisora Ypd1p, que normalmente se encuentran fosforiladas, integran la sefial
de estrés mediante desfosforilacion, proceso en el que se incluye también a la proteina
“mitogen-activated protein kinase” (MAPKKK) Ssk1p que actua como intermediario en
la sefalizacién. La desfosforilacion de estas proteinas permite la interaccion del resto
de las proteinas MAP quinasas Ssk2p/Ssk22p (MAPKKK) y Pbs2p (MAPKK) con la
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ultima proteina MAP quinasa de la ruta de sefalizacion, Hog1p (MAPK), permitiendo su
fosforilacion y translocacion al nucleo, donde mediante fosforilacion regula la actividad
de FTs como Msn2p/Msn4p, Hot1p o Sko1p entre otras funciones (Brewster & Gustin,
2014; Duran et al., 2010). La funcion reguladora de estos factores de transcripcion
puede generar respuestas inmediatas mediante la expresion de genes que codifiquen
para proteinas transportadoras generales y/o especificas del tipo de estrés, modificar la
actividad de las rutas del metabolismo primario, y posteriormente en una respuesta a
medio y largo plazo potenciar rutas de generacién de estructuras de resistencia como
esporas o cuerpos fructiferos, o generar metabolitos secundarios. Esta ruta puede
activarse no solo en condiciones de estrés por salinidad, sino también en otras
condiciones o como resultado de la combinacion de diferentes tipos de estrés (Brewster
& Gustin, 2014; Rep et al., 2000). Ademas de la ruta HOG, existen otras rutas de
sefalizacién que siguen el mismo modelo como en el caso de la ruta que regula la
integridad de la pared celular (Mpk1) o la ruta de crecimiento filamentoso (Fus3). Las
funciones o la activacién de rutas se sefnalizacion y regulacion transcripcional, pueden

variar entre diferentes especies (Hagiwara et al., 2016)

En el reino Fungi, el filo Ascomycota cuenta con el mayor nimero de especies. Su
diversidad es tan amplia que para su estudio se ha recurrido en muchos casos a
organismos modelo, es decir especies cuyo manejo experimental en condiciones
controladas es sencillo y permite el uso de diferentes técnicas de edicion genética para
definir las diferentes rutas de regulacion transcripcional, sefializacion o del metabolismo.
Entre los hongos levaduriformes el organismo modelo es S. cerevisiae mientras que en
el estudio de hongos filamentos se recurre a Aspergillus nidulans, el cual se ha
empleado para este trabajo. A. nidulans es un hongo filamentoso perteneciente al subfilo
pezizomycotina. Es un organismo heterétrofo que puede sobrevivir en una gran variedad
de ambientes y cuenta con diferentes ciclos de reproduccion: asexual, sexual y
parasexual (Mellado, 2014) La capacidad de inducir in vitro estos ciclos reproductivos
facilita en gran medida el uso de este hongo filamentoso en estudios de genética en
reverso, mientras que su resistencia a presiones ambientales en fondos mutantes
permite el desarrollo de estudios de genética clasica. Ademas, este organismo es
habitualmente haploide lo que facilita el analisis genético mediante la observacion del
fenotipo en los posibles fondos mutantes. El genoma de A. nidulans esta organizado en
8 cromosomas y fue de los primeros genomas secuenciados en hongos filamentosos
(Galagan et al., 2005).

En el proceso de reproduccion asexual de A. nidulans se forman las conidiosporas o

conidia (conidios), con forma esférica, color caracteristico verde y que contienen un
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unico nucleo, lo que las hace ser un material biolégico de gran interés genético para el
mantenimiento de la homogeneidad gendmica entre las diferentes cepas. En el
laboratorio el ciclo de vida del hongo comienza con la germinacion de los conidios ya
que se utilizan para la propagacion. A partir de cada conidio, en condiciones adecuadas
de disponibilidad de fuentes de carbono, nitrégeno y de temperatura, entre otros factores
ambientales, se desarrolla el tubo germinativo en un punto concreto que dara lugar a la
hifa, la célula fungica que en su conjunto se conoce como micelio. Las hifas de
A. nidulans tienen una organizacion sincitial. Los compartimentos son multinucleados y
solo el compartimento apical muestra un crecimiento polarizado. A diferencia de la
mayoria de las células animales, que carecen de pared celular, o de las células
vegetales, cuyas paredes celulares estan formadas principalmente por celulosa o
hemicelulosa, los hongos poseen una pared celular compuesta principalmente de
quitina. En su interior las células se conectan mediante septos semicerrados por los que
pueden transportarse ciertos compuestos como proteinas o iones de manera
bidireccional a grandes distancias. En cada célula ademas podemos encontrar uno o
varios nucleos que a su vez pueden ser idénticos o diferentes (homocarionte o
heterocarionte) (Mellado, 2014). Su crecimiento apical polarizado requiere de una
maquinaria de trafico intracelular compleja para recorrer grandes distancias en la hifa,
por lo que también es un potencial organismo modelo en el estudio de los axones que

forman parte de las células neuronales (Etxebeste & Espeso, 2016).

El trafico intracelular es clave en la capacidad de adaptacion de A. nidulans y del resto
de hongos ya que, para generar una respuesta adecuada a un evento de estrés por
cambios en el ambiente, no solo es necesaria la activacion de las rutas de sefializacion
y de regulacion transcripcional, sino que las proteinas resultantes como proteinas
transportadoras entre otras, deben localizarse correctamente en la célula para poder

llevar a cabo su funcion.

Aunque los tipos de estrés ambiental son numerosos, como la temperatura, la
concentracion de metales pesados o compuestos mutagénicos, este trabajo se ha
enfocado en el estudio del efecto a nivel de transcripcién de cambios repentinos en la
concentracion de cationes o en cambios por el aumento de pH ambiental. Estas
respuestas transcripcionales suelen estar mediadas por factores de transcripcion que
se activan de forma dependiente de estos estimulos. Los principales sistemas dirigidos
por factores de transcripcion descritos en A. nidulans que responden a cambios por pH
ambiental y/o por concentracion de diversos cationes son los sistemas Pal/PacC, Sty

el mediado por calcineurina, Crz, como veremos a continuacion.
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3. El sistema de regulacion transcripcional Pal/PacC

El principal sistema de regulacion transcripcional en respuesta a cambios de pH en el
medio extracelular es el mediado por la ruta de transduccién de sefal Pal que actua
sobre el factor transcripcional PacC (Pefialva et al., 2014; Tilburn et al., 1995). Este
sistema regulador que ha sido descrito en profundidad desde el punto de vista genético
y funcional, esta ampliamente representado en el reino Fungi. El factor de transcripcion
PacC y la mayoria de los elementos de su ruta de sefalizacion fueron descritos por Dorn
en su trabajo bioquimico y genético mostrando la regulacion de la expresion de las
fosfatasas a diferentes valores de pH extracelular (Dorn, 1965). Posteriormente este
estudio genético fue ampliado por Caddick y colaboradores al analizar las mutaciones
en diferentes loci que afectaban a la secrecion de fosfatasas acidas a pH acido y/o de
fosfatasas alcalinas a pH alcalino (Caddick etal., 1986; Dorn, 1965). Este trabajo,
utilizando técnicas de genética clasica, identificd al gen pacC (del inglés “phosphatase
acid mutant locus C”) como el regulador transcripcional y a un determinado nimero de
genes pal (del inglés “phosphatase alkaline mutants”) como pertenecientes a una

posible ruta de senalizacion.

El trabajo de genética molecular y clonaje mediante complementacién realizado por el
grupo del Prof. Arst y del laboratorio del CIBMS-CISC permitié determinar la secuencia
del gen y comenzar a comprender el efecto de las mutaciones en la funcion de PacC
(Tilburn et al., 1995). Este factor transcripcional consta de 674 aminoacidos, aunque se
siguen numerando los residuos desde una metionina previa a 4 aminoacidos (Espeso
et al., 1997; Mingot et al., 1999). La secuencia de PacC contiene un dominio de unién a
DNA de tres dedos de zinc de tipo C2H2 entre los residuos 78 y 164 (Tilburn et al., 1995)
y este dominio reconoce la secuencia consenso 5-GCCARG-3’ tanto en promotores de
genes que se expresan preferentemente a pH alcalino o a pH acido (Espeso et al., 1993;
Espeso & Arst, 2000; Tilburn et al., 1995).

En pacC se identificaron basicamente dos tipos de mutaciones. Las mutaciones
constitutivas en pacC (pacC°) mimetizan los efectos del pH alcalino en condiciones de
ausencia de estrés como ocurre en los fondos mutantes pacC°5, pacC°14 o pacC°700,
mientras que la delecion de pacC o mutaciones que prevengan su funcionalidad,
designadas pacC y pacC*" resultan en un fenotipo opuesto, es decir mimetizan el
crecimiento a pH acido. Las mutaciones en los genes palA, B, C, F, H e I resultan en el
fenotipo de mimesis de crecimiento a pH acido similar al que causan las mutaciones

pacC y pacC*". La relacién de epistasia de las mutaciones pacC® sobre las mutaciones
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pal sugerian que los productos de los genes pal formarian parte del proceso sefalizador
de PacC.

La caracterizacion de cada uno de los genes anteriores fue modelando nuestra
comprension del sistema de regulacién por pH ambiental. La identificacion de PacC y la
secuenciacion de los mutantes clasicos identificados por Dorn, como son pacC°5,
pacCf14 y otros aislados por Caddick y demas miembros del grupo del Prof. Arst,
explicaron los dos fenotipos que mostraban las mutaciones en PacC. Asi las mutaciones
causan cambios puntuales en determinados aminoacidos o, por lo general,
truncamientos en la secuencia de PacC a partir del aminoacido 250 que dan lugar al
fenotipo pacC°. Las mutaciones pacC y pacC*", en la mayoria de los casos, suponen
truncamientos en la proteina antes del aminoacido 250 o substituciones de aminoacidos
en los dedos de zinc (Caddick et al., 1986; Tilburn et al., 1995).

Los genes palH y pall codifican dos proteinas con siete y tres dominios transmembrana
respectivamente, que actuan como sensores de los cambios de pH extracelular. En
A. nidulans el aumento del pH ambiental provoca cambios en la conformacion de PalH
permitiendo el inicio de la sefalizacion de la ruta Pal. Este proceso de sefalizacidon
requiere de la funcién complementaria de Pall para la correcta localizacién de PalH en
la membrana plasmatica (H. N. Arst etal.,, 1994; Calcagno-Pizarelli et al., 2007).
Mutaciones de pérdida de funcién en palH similares a una deleciéon como palH72, que
da lugar a una proteina truncada en el residuo 12, o palH17 presentan un fenotipo de
mimesis de acidez impidiendo la sefializacién de PacC’?P? para su procesamiento (H.
N. Arst et al., 1994; Hervas-Aguilar, Galindo, et al., 2010) Por otro lado, las mutaciones
en pall de pérdida de funcidn total, como pall30 o pall32, tienen un efecto mas leve en
la alteracion de la sefializacion de la ruta Pal, y PacC’?P? es capaz de sefializarse y
procesarse al resto de formas a pH 8 (Denison et al., 1998; Lucena-Agell et al., 2016).
En S. cerevisiae los genes homdélogos RIM21(palH) y RIM9 (pall) (Denison, 2000) junto
con DGF16 forman el complejo sensor del pH extracelular, en el cual se cree que la
funcién sensor recae en el dominio C-terminal citoplasmatico de Rim21p asociado a la
membrana plasmatica y que se activa detectando cambios en la asimetria lipidica de la
membrana plasmatica, proceso que aun no se ha demostrado en la ruta Pal de A.
nidulans (lkeda et al., 2008; Nishino et al., 2015; Obara et al., 2012). El siguiente
elemento que aparece en la ruta de sefializacion es palF (RIMS8), el unico gen del
sistema Pal/PacC junto al propio pacC cuya expresion es dependiente del pH ambiental.
El gen palF se expresa preferentemente a pH acido y su expresion disminuye a pH
alcalino por una posible regulacién negativa de las formas procesadas de PacC (Bussink

et al., 2015). La proteina codificada por palF se corresponde con una proteina similar a
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las B-arrestinas de células animales. Las arrestinas forman una familia de proteinas cuya
principal funcion es de sefalizacién celular, donde habitualmente actia como puente o
punto de conexién entre la proteina receptora de la membrana plasmatica y el resto de
elementos que componen dicha ruta. En mamiferos las arrestinas suelen participar en
la desensibilizacion de estas proteinas transmembrana como los receptores acoplados
a proteinas G (GPCRs), mientras que en el caso de PalF esta funcion es la opuesta
promoviendo la activacion de la ruta de sefalizacion (Herranz et al., 2005; Jean-Charles
et al., 2016). A pH 8 PalF interacciona con PalH mediante los dominios N-arrestina y C-
arrestina y, se modifica post-traduccionalmente (fosforilacién y ubiquitinacién) para
reclutar al siguiente elemento de la ruta Pal, Vps23. La mutacion clasica palF15 (Dorn,
1965) resulta en un truncamiento temprano que elimina los motivos que se modifican
post-traduccionalmente impidiendo la sefalizacién del resto de la ruta Pal igual que en
S. cerevisiae y dando lugar al fenotipo de mimesis de acidez (Caddick et al., 1986;
Galindo et al., 2012; Herrador et al., 2010; Herranz et al., 2005). Tras el reclutamiento
de los elementos ESCRT en la ruta Pal, el siguiente elemento en reclutarse es PalC que
se une a Vps32 (ESCRT-IlI) mediante los dominios de interaccion de tipo Bro1
dependientemente de PalF y del pH alcalino (Galindo et al., 2007). Al igual que en el
resto de las mutaciones de los genes pal descritas, a excepcion de pall, la mutacién
palC4 se considera como una mutacion de pérdida de funcién similar a una delecion,
con el consiguiente fenotipo de sensibilidad a pH alcalino (Dorn, 1965; Negrete-Urtasun
etal., 1999). En un primer momento no se identifico el homodlogo de este gen en
S. cerevisiae (Tilburn et al., 1995) y en estudios posteriores de palC se determind
mediante alineamientos de los dominios de uniéon de PalC a Vps32, que el posible
homologo en S. cerevisiae era el gen YGR122w (Galindo et al., 2007). La localizacién
de PalC a pH alcalino es necesaria para el posterior reclutamiento de la proteina PalA
al complejo mediante la interaccion con Vps32 aunque dichas proteinas Pal no
interaccionen entre si (Galindo et al., 2012). El gen palA codifica para una proteina que
cuenta con dos tipos de dominios que le permiten interaccionar con Vps32 y con
PacC’%P2 (Pefalva et al., 2014; Vincent et al., 2003). La mutacién palA71 supone un
truncamiento temprano de la proteina, que impide tanto su interaccién con Vps32 como
el reclutamiento de PacC7%P2 para su procesamiento, resultando en el fenotipo pal de
sensibilidad a pH alcalino (Dorn, 1965; Galindo et al., 2012; Vincent et al., 2003). Por
ultimo, encontramos a la proteasa sefializadora de PacC’?P2, PalB. Algunas mutaciones
clasicas de palB presentan diferentes grados de pérdida de funcion, como palB38 que
supone un truncamiento en el residuo 54 y que resulta en un fenotipo similar a un nulo
palB en el que no existe procesamiento de PacC’?P2, mientras que la mutacion palB7

descrita por Dorn(Dorn, 1965) es un truncamiento proximo a la regién C-terminal que
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conserva algo de funcién sefalizadora para el procesamiento de PacC’*P2 pero que no
es suficiente para tolerar la alcalinidad ambiental (Dorn, 1965; Penalva et al., 2014;
Penas et al.,, 2007). Esta proteina cuenta con varios dominios funcionales como el
dominio MIT (“microtubule interacting and traffiking domain”) que interacciona con el
complejo de sefalizacién a través de Vps24, o el dominio similar a calpain-proteasa y el
dominio calpaina lll (Pefias et al., 2007; Rodriguez-Galan et al., 2009). En S. cerevisiae,
su homologo Rim13p también es la proteina encargada de sefalizar al homdélogo de
PacC, Rim101p, para su protedlisis que da lugar a la forma activa en levaduras con un
unico paso proteolitico (Penalva & Arst, 2002). El aislamiento de mutantes afectados en
la funcion PacC se vio facilitada por los fenotipos inversos que manifiestan las cepas
que portan mutaciones en pacC de ganancia de funcion (pacC°) frente a las que tienen
mutaciones de pérdida de funcion (pacC’) o en cualquiera de los genes pal (pal). Asi,
las mutaciones de ganancia de funcién en PacC causan, ademas de la tolerancia al pH
alcalino, tolerancia a determinadas concentraciones del anion molibdato y sensibilidad
a neomicina. La pérdida de funcion PacC o en las proteinas Pal, causan el fenotipo
opuesto, es decir sensibilidad a molibdato y al pH alcalino, y tolerancia a neomicina
(Fernandez-Martinez et al., 2003; Pefalva & Arst, 2002; Tilburn et al., 1995).

La caracterizacion de los nuevos mutantes en PacC, la produccién de anticuerpos
especificos frente a la region C-terminal de PacC y frente al dominio de union al DNA,
asi como los experimentos de cambio de movilidad electroforética (“EMSAs” y
“Supershifts”) (Espeso & Arst, 2000) permitieron establecer un modelo bioquimico de la

activacion de este factor transcripcional (Espeso et al., 2000; Orejas et al., 1995).

La activacion de PacC en A. nidulans requiere de dos cortes proteoliticos, siendo el
primero dependiente de la alcalinizacion del pH ambiental y del funcionamiento de la
ruta Pal, y el segundo corte que esta mediado por el proteosoma de forma independiente
del pH extracelular (Diez etal.,, 2002; Hervas-Aguilar etal., 2007). Una serie de

interacciones intramoleculares previenen la inadecuada activacion de la proteina PacC.

A valores de pH extracelular acido, la proteina PacC solo se encuentra en su forma
primaria de aproximadamente 72kDa en una conformacion “cerrada” que evita su
protedlisis (Espeso & Arst, 2000). El proceso de senalizacion por alcalinizacion
ambiental se ilustra en la figura 1.2. A valores alcalinos de pH extracelular las proteinas
PalH y Pall, que se localizan en la membrana plasmatica, reclutan a PalF (Herranz et al.,
2005). Las regiones de unién de PalH a PalF se localizan entre los residuos 349 y 385,
y entre los residuos 657 y 760 con el dominio N-arrestina (residuos 64 a 206) de PalF

(Herranz et al., 2005). La senalizacion por pH alcalino y mediado por PalH y Pall resultan
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Figural.2. Modelo del sistema Pal/PacC en condiciones de pH ambiental acido y alcalino. El
pH ambiental acido mantiene a PalF deslocalizado y la ruta de sefializacion Pal inactiva,
evitando el procesamiento de la forma primaria de PacC de 72kDa (esquina superior
izquierda del modelo). PacC presenta su dominio de unién a DNA en el extremo N-terminal
(indicado en azul) y a pH acido esta forma de 72kDa se mantiene en una conformacion
cerrada que impide su protedlisis. La alcalinizacion del medio extracelular promueve la
sefalizacion de Pall y PalH que conlleva el reclutamiento de PalF a través de sus dominios
de tipo arrestina (dominios en morado) y su posterior modificacion post-traduccional
(fosforilacion, Py ubiquitinacion, Ub), que permite el reclutamiento del resto de elementos de
sefializacion de la ruta Pal en la que participan también algunas proteinas Vps de los
complejos ESCRT (esquina superior derecha). La sefalizacion de la ruta Pal resulta en el
reclutamiento mediante la proteina PalA (motivos de reclutamiento indicados en verde) y en
el procesamiento proteolitico de PacC’*** mediado por PalB (indicado en rojo) a su forma
intermedia PacC™ (Protedlisis pH-dependiente). Esta forma intermedia es procesada en el
proteosoma a su forma activa de 27kDa (Protedlisis pH-independiente). La forma activa se
localiza al nicleo donde lleva a cabo su funcion como regulador transcripcional. El regulador
“binuclear zinc cluster’ PacX se ha propuesto como un posible regulador negativo de la
expresion de pacC.

en la fosforilacion y ubiquitinacion de PalF. La diana mas probable de esta ultima
modificacion postraduccional es la lisina 715, una modificacion esencial para el

reclutamiento de la proteina Vps23 que forma parte del complejo ESCRT-I (Herrador
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et al., 2010). Las regiones de unién de las formas modificadas post-traduccionalmente
de PalF a Vps23 se reconocen por los motivos SxP (Ser-x-Pro) en la regién C-terminal
de PalF, préximas al sitio de ubiquitinacién (K715). El reclutamiento de Vps23 y otros
elementos de los complejos ESCRT-Il y ESCRT-IlIl no implica la internalizacién a
endosomas llevada a cabo por estos complejos en la ruta de MVB ("Mutivesicular body
pathway”), y toda la ruta de sefnalizacion por pH ocurre en puntos concretos de la
membrana plasmatica (Calcagno-Pizarelli et al., 2011; Lucena-Agell et al., 2015). En
A. nidulans son necesarios en la ruta de sefalizacién Pal, ademas de Vps23, Vps36
(ESCRT-II), Vps20 y Vps32 (ESCRT-III) (Calcagno-Pizarelli et al., 2011; Pefialva et al.,
2014). La proteina Vps32, la cual es esencial, se une a PalC, una proteina que contiene
un dominio similar a la proteina Bro1p en S. cerevisiae en su regién N-terminal, que
media en esta union con Vps32 (Galindo et al., 2007). Este dominio Bro1 también se
encuentra en PalA, la cual también se une a Vps32 después de PalC (Galindo et al.,
2012). PalA se encarga de reclutar a la forma PacC’#P2 mediante la unién a dos motivos
YPX[L/I], lo que permite el reconocimiento y acceso de la proteasa PalB al sitio de corte
de la forma primaria de PacC’%P2 (Vincent et al., 2003). Finalmente es probable que se
recluten a este complejo de sefializacion Vps24 y Vps2 u otros elementos adicionales
que recluten la calpain-proteasa PalB mediante el dominio MIT (“microtubule interacting
and trafficking domain”) presente en la region N-terminal (Rodriguez-Galan et al., 2009).
La proteolisis de PacC’%P2 |levada a cabo por PalB, da lugar a una forma de PacC
intermedia de aproximadamente 500 aminoacidos con tamano estimado de 53 kDa (H.
N. Arst & Pefialva, 2003a). La forma intermedia PacC5%%P? es entonces procesada en el
proteosoma independientemente del pH ambiental, dando lugar a la forma activa
PacC?*Pa que consta de aproximadamente 254 residuos (Hervas-Aguilar et al., 2007;
Pefalva et al., 2014) (Figura 1.2).

La forma de menor tamafio obtenida a pH 8 se encarga de regular positivamente la
expresion de algunos genes alcalinos (“alkaline expressed genes”) como las fosfatasas
alcalinas, aunque la regulacion también puede ser negativa sobre genes acidos (“acid
expressed genes”), reprimiendo su expresion de manera directa o indirecta (Figura .2).
Algunos de los genes cuya expresion es dependiente de la funcion PacC son el gen
ipnA que codifica para la N-isopenicilina sintasa, una de las proteinas que participa en
la ruta de biosintesis de penicilina (H. N. Arst & Pefialva, 2003a; Espeso et al., 1993), o
sobre la expresion de los genes enaA, enaB y enaC que codifican para ATPasas de
sodio y cuya expresion esta altamente regulada por PacC detectandose transcritos en
condiciones de alcalinidad ambiental. Concretamente, la funcion de las ATPasas EnaA

y EnaB son esenciales en el fenotipo de tolerancia al pH alcalino extracelular tanto en
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A. nidulans como en otras especies (Markina-lAarrairaegui et al., 2020). Ademas, PacC
también puede actuar como represor como en el caso de la expresion del gen gabA que
codifica para la permeasa de y-aminobutirato a pH alcalino (H. N. Arst & Pefialva,
2003a). Por otro lado, PacC regula su propia expresion, ya que la forma primaria parece
actuar como represor que al degradarse a pH 8 en favor de las otras formas, permite la
expresion de pacC, por lo que se le ha considerado un gen alcalino. En el sistema
Pal/PacC, ademas de pacC, la expresién de palF es aparentemente dependiente de pH
siendo mayor a pH acido y disminuyendo tras inducir estrés ambiental por alcalinidad
(Bussink et al., 2015). Hasta el momento ademas de PacC solo se ha descrito otro
elemento que actua como regulador negativo sobre la expresién de pacC en hongos de
la clase Leotiomycetes, la proteina “binuclear zinc cluster” PacX (Figura 1.2). Esta
proteina de 661 aminoacidos posee un dominio de unién a DNA de tipo Zn2C6 entre los
residuos 445 y 472 y un dominio “coiled-coil’ en la regién N-terminal. Mutaciones de
pérdida de funcién total en pacX causan un aumento de los niveles de expresion y de
proteina PacC en cualquiera de sus formas e independientemente de la condicion
ambiental (Bussink et al., 2015) pero sin afectar a su senalizacion por la ruta Pal ni a los

pasos proteoliticos que ocurren a pH 8.

El proceso de sefalizacion y procesamiento de PacC’%2 ocurre de forma rapida y en
los primeros 5 minutos tras la alcalinizacion del medio se detectan las formas intermedia
y activa. Entre los 15 y 60 minutos de induccion la forma de 72kDa apenas se detecta y
transcurrido ese tiempo muy lentamente se vuelve a acumular la forma primaria,
mientras que la acumulacion de las formas PacC®*P?2 y PacC?*P2 se puede mantener
hasta mas de 4 horas (Bussink et al., 2015). Hasta el momento no se ha descrito funcion
alguna para PacC®*P2 ni mas funcion para la forma primaria de 72kDa aparte de su

propia represion cuando se acumula de nuevo en la célula.

PacC es un factor transcripcional que regula la expresion de genes en ambientes
alcalinos tanto en A. nidulans como en otros filos del reino Fungi, aunque existen
pequefias variaciones en la ruta de sefalizacion y en las MPTs de PacC/Rim entre
especies. Existen dos modelos principales de activacion de este sistema: la ruta Pal de
A. nidulans en hongos filamentosos y la ruta RIM de S. cerevisiae en levaduras. La
relaciéon entre la funcién PacC y la patogenicidad en plantas y animales se ha descrito
en especies como A. fumigatus, Candida albicans, Fusarium oxysporum o Cryptococcus
neoformans, entre otras. El papel como regulador transcripcional de PacC a pH alcalino
permite la tolerancia a cambios de pH en los microambientes de los tejidos del
organismo hospedador regulando al alza la expresion de genes que facilitan el inicio de

la infeccidén y que codifican por ejemplo, proteasas secretadas al medio extracelular o
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micotoxinas resultantes de la regulacién de rutas del metabolismo secundario.
A. fumigatus es el principal patéogeno causante de la aspergilosis en animales
inmunocomprometidos incluyendo los humanos (Bignell et al., 2005). Su proximidad
filogenética con A. nidulans nos hace creer que la ruta de sefalizacion y las funciones
de PacC serian muy similares. En el estudio de aspergilosis invasiva por A. nidulans en
ratones se describié el procesamiento de PacC como necesario en la infeccion vy
virulencia. Las mutaciones de ganancia de funcién pacC° resultaban en un aumento de
la rapidez de crecimiento, mientras que la ausencia de funcién pacC por mutaciones
pacC o pal regulaba a la baja la expresiéon de genes que codifican para proteinas
transportadoras, proteasas que se secretan al medio extracelular, micotoxinas u otros
metabolitos secundarios (Bignell et al., 2005). En A. fumigatus se ha demostrado que la
funcidén reguladora de PacC es necesaria tanto en estadios iniciales de la infeccién como
en la invasién celular por el crecimiento de las hifas, y la posterior infeccién llevada a
cabo por una amplia variedad de proteasas (Bertuzzi et al., 2014). En el caso de
C. albicans solo existe un paso proteolitico como en S. cerevisiae aunque este se
produce también en condiciones de pH acido. Al igual que en A. fumigatus PacC/RIM101
regula la expresiéon de genes relacionados con la estructura y composicion de la pared
celular, del transporte de iones de disponibilidad limitada como el hierro o el zinc,
esenciales en procesos metabdlicos, ademas de la regulacion de genes que participan
especificamente en la transicion de la forma de levaduriforme a la filamentosa (Cornet
& Gaillardin, 2014), lo que supone un agravamiento en el curso de la infecciéon. En
C. neoformans se desconoce aun como es esta ruta de senalizacion pero se cree que
actua coordinada con la ruta cAMP/PKA. En fitopatogénesis, los patégenos pueden
modular el pH ambiental localmente para facilitar el proceso de infeccion y para ello
muchos de los genes que codifican para proteinas secretadas al medio extracelular
dependen de la regulacién transcripcional de PacC. La infeccion por A. carbonarius u
otras especies en frutas como la nectarina o la uva en post-cosecha suponen grandes
pérdidas econdmicas para el sector agroalimentario, ya que a lo largo de este proceso
de infeccidén fungica las rutas del metabolismo secundario generan micotoxinas, como
la ocratoxina A (OTA), que suponen un riesgo para el consumo humano (Barda et al.,
2020; Li et al., 2022). Por otro lado, encontramos una funcién reguladora negativa de
PacC en F. oxysporum, donde la pérdida de funcién de este factor transcripcional
incrementa la virulencia en comparacion con los mutantes constitutivos pacC° en la

infeccion de la raiz del tomate (Caracuel et al., 2003; Li et al., 2022).
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4. El sistema de regulacién transcripcional St

Otro de los sistemas de sefalizacién y de respuesta por regulacion transcripcional a
eventos de estrés por factores ambientales es el sistema Slt, cuya funcién es, entre
quizas ofras, la regulacion de la respuesta transcripcional en condiciones de estrés por
alcalinidad y/o por altas concentraciones de varios cationes monovalentes y divalentes
(Etxebeste & Espeso, 2019; Spielvogel et al., 2008). Hasta el momento solo se han
descrito dos elementos de este sistema: el factor transcripcional SItA y su proteasa
procesativa SItB. Una peculiaridad de este sistema es que, al igual que ocurre con la
proteina PacX, se encuentra filogenéticamente restringido a hongos filamentosos del
subfilo pezizomycotina y por tanto no se han encontrado proteinas ortdlogas al sistema

Slt en levaduras.

El factor transcripcional SItA es una proteina de 698 aminoacidos que presenta un
dominio de unién a DNA de tres dedos de zinc de tipo C2H2 (O’neil et al., 2002) entre
los residuos 416 y 500 que reconocen la secuencia consenso 5’-AGGCA-3’ (Spielvogel
et al., 2008). A pesar de que este dominio esta altamente conservado, la region C-
terminal inmediata al dominio de uniéon a DNA se encuentra pobremente conservada
(Chilton et al., 2008; Mellado, 2014). El gen sltA se describid por primera vez en el
mutante designado s/fA7, el cual consta de una sefial de codén stop prematuro que da
lugar a una proteina de 502 residuos, excluyendo la region C-terminal inmediata al tercer
dominio de dedos de zinc (O’neil et al.,, 2002) Esta mutaciéon genera una forma no
funcional de SItA cuyo fenotipo es igual al de un mutante nulo sltA (sltAA) (Spielvogel
et al., 2008). En ausencia de estrés ambiental, el fenotipo del alelo nulo s/tA presenta
un leve descenso del crecimiento de la colonia y de la conidiacion, y la acumulacién de
pigmentacion oscura bajo la colonia. En condiciones de estrés ambiental, la pérdida de
funcion SItA causa sensibilidad a elevadas concentraciones de cationes monovalentes
como sodio, potasio, litio, cesio y divalentes como magnesio, pero no al calcio, el cual
en ausencia de estrés mejora el fenotipo de crecimiento colonial de estos mutantes.
También presenta extrema sensibilidad a productos citotdxicos, radiacion UV, neomicina

y al aumento de pH ambiental (O’neil et al., 2002; Spielvogel et al., 2008).

La obtencion de mutaciones supresoras en fondos mutantes en genes VPS que
codifican para proteinas que participan en la regulacién del trafico intracelular permitié
identificar un segundo elemento dentro de la ruta Sit. El gen que codifica para la proteina
SItB se identific6 y comenzd su caracterizacion gracias a una mutacién denominada

sltB2 que suprimia un fenotipo vps371A (Calcagno-Pizarelli et al., 2011). El mutante sltB2
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Figura 1.3. Modelo del sistema Slt. El factor de transcripcion SItA cuenta con el dominio de
union a DNA en el extremo C-terminal (indicado en azul). Este factor de transcripcion se
puede encontrar en tres formas en la célula: una forma primaria de 78kDa y una forma de
32kDa que puede esta fosforilada (SItA**+P) o desfosforilada (SItA**). El procesamiento
de SItA™" a su forma de 32 kDa estd mediada por su proteasa procesativa SItB. Esta
proteina cuenta con un dominio pseudoquinasa (Psk, indicado en gris) y un dominio
proteasa (indicado en verde). SItB se autoproteoliza para llevar a cabo su funcion
procesativa sobre SItA™™. Actualmente se desconoce tanto la existencia de una ruta de
sefalizacion para el procesamiento de SItB y de SltA, asi como las posibles quinasas y
fosfatasas que modifican a SItA*.Estas formas procesadas se localizan en el nucleo y
llevan a cabo su funciéon como regulador transcripcional actuando positivamente sobre su
propia expresion y sobre la expresion de sltB, ademas de tener un papel regulador tanto
positivo como negativo sobre otros genes.

presentaba un fenotipo de sensibilidad a estrés por alta concentracién de cationes y pH
alcalino en el medio extracelular similar al observado en fondos mutantes no funcionales
de SItA (Mellado et al., 2015). Ademas, en estudios previos ya se habia observado la
aparicion de mutaciones supresoras en s/tA que recuperaban el fenotipo altamente
sensible de mutantes nulos en determinados loci VPS, algunos cuyos productos estan
involucrados en la ruta de senalizacion de PacC (Calcagno-Pizarelli et al., 2011; Mellado
et al., 2015) y otras involucradas en el proceso de maduracién de endosomas formando
parte de los complejos HOPS y CORVET (Lopez-Berges et al., 2017).
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SItB es la proteasa procesativa de SItA’8 P2 S|tB, es una serina proteasa de 1272
aminoacidos que contiene dos principales dominios funcionales: un dominio
pseudo-quinasa de tipo Ser/Thr entre los aminoacidos 1 y 600 (region N-terminal) el cual
aparentemente no es funcional, y un dominio proteasa en la regiéon C-terminal. En el
dominio proteasa existen residuos altamente conservados que podrian conformar la
triada catalitica His-Ser-Asp (residuos His939, Ser1142 y Asp1036) similar a la proteasa
Ssy5 de levaduras (Mellado et al., 2015).

A diferencia de lo descrito en el sistema Pal/PacC, el sistema Slt aparentemente no
requiere de una ruta de sefalizacién ya que la activacion de la proteasa procesativa SItB
es constitutiva en las condiciones ambientales estudiadas y tanto la forma primaria como
las formas procesadas de SItA coexisten en la célula independientemente de la
condicion ambiental (Mellado et al., 2016). La forma primaria de SItA se estima que tiene
un tamafio de 78kDa que tras su protedlisis da lugar a una forma de 32kDa que puede
estar o no modificada post-traduccionalmente por fosforilacion (SItA3?Pa+P y S|tA32Da
respectivamente) (Mellado et al., 2016) (Figura 1.3). Aunque se ha logrado obtener de
manera exclusiva tanto la forma primaria SItA’®P2 mediante la pérdida de funcion total
de SItB, como las formas procesadas de 32kDa mediante la mutacion SItAMe“0 (forma
sintética de SItA expresa la proteina a partir del aminoacido 400 bajo el promotor de
tiamina) (Mellado et al., 2016) no se ha logrado identificar las quinasas o fosfatasas que
participan en las modificaciones postraduccionales de SItA%®*P2 sin poder asignar
funciones especificas a cada forma (Figura 1.3). Se ha propuesto que la forma primaria
de 78kDa debe tener un papel importante en la respuesta especifica a pH alcalino
ambiental ya que el mutante SItAMe%° es capaz de responder al estrés ambiental
causado por elevadas concentraciones de ciertos cationes pero presenta cierta
sensibilidad al pH alcalino, mientras que las formas procesadas deben poseer la
principal funcién como regulador transcripcional en ambas condiciones de estrés
(Mellado et al., 2016). En trabajos previos se ha tratado de identificar la quinasa
responsable de la fosforilacion de SItA%%P2, Entre las proteinas quinasa candidatas se
contemplan a CkiA y GskA, que ademas estarian encargadas de fosforilar al factor de
transcripcion CrzA que participa en la tolerancia a estrés por pH alcalino o por elevadas
concentraciones de calcio (Apostolaki et al., 2012; Hernandez-Ortiz & Espeso, 2013), o
las quinasas HalA y PkaA por su relacion con la respuesta a estrés osmaotico o por su
participacion en otras rutas de sefalizacion celular (Picazo, 2016). Sin embargo, los
datos actuales no han permitido identificar aun la/s quinasa/s implicada/s. Ademas de
los elementos aun desconocidos que forman parte del sistema Slt, tampoco se ha

logrado determinar experimentalmente la localizacion subcelular de SItA de manera
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directa. Al igual que ocurre con Vps32, el etiquetado de SItA con proteinas fluorescentes
como GFP generan formas de SItA no funcionales y unicamente el etiquetado con la
proteina hemaglutinina (HA), ha permitido la inmunodeteccion de las formas de SltA'y
detectar su localizacién subcelular con técnicas de inmunofluorescencia indirecta. Estos
analisis ubican la forma completa de 78kDa en el citoplasma mientras que las formas
procesadas se localizan en los nucleos celulares independientemente de la condicion
ambiental (Mellado et al., 2016). A diferencia de SltA, la fusiéon de SItB con GFP fue
viable tanto en el extremo C-terminal como N-terminal, presentando en ambos casos
una localizacién citoplasmatica. Tanto la delecion de s/tB como de alguno de sus dos
dominios inhibe el procesamiento de SItA’®P2 3 |as formas de 32 kDa, y en condiciones
de estrés ambiental estas mutaciones resultan en un fenotipo de alta sensibilidad,
indistinguible de los mutantes no funcionales de SItA (Mellado et al., 2015, 2016). En
Mellado y colaboradores (Mellado et al., 2016), se han propuesto dos posibles modelos
de la sefalizacion en el procesamiento de SItA, en los que o SItB reclutaria a SItA78P2 y
posteriormente se autoactivaria mediante autodigestion para después llevar a cabo la
protedlisis de SItA’8Pa o tendria lugar primero la autoactivacion de SItB que permitiese

la interaccion con SItA78P2 para su consiguiente protedlisis por la forma activa de SItB.

En cuanto a la funcién de SItA como regulador transcripcional encontramos que de
manera similar a lo que ocurre con PacC, SItA parece tener un papel dual actuando
positivamente sobre la expresion de ciertos genes y negativamente sobre otros. Como
genes regulados positivamente encontramos al propio sltA y a sitB. Al igual que PacC,
SItA también parece actuar como regulador positivo sobre ciertas rutas relacionadas con
la morfogénesis, asi como sobre rutas del metabolismo secundario como la biosintesis
de esterigmatocistina, compuesto precursor de las aflatoxinas, en condiciones de estrés
por elevadas concentraciones de catién potasio (Shantappa et al., 2013). También se
ha detectado que actua como regulador positivo en respuesta a otros tipos de estrés
ambiental como elevadas concentraciones de boro a través de la familia SLC de
proteinas transportadoras de aniones sulfato, borato y carbonato, SbtA y SbtB (Villarino
et al., 2017). Por otro lado, se ha identificado un papel regulador negativo sobre la
expresion de vexA, que codifica para una proteina transportadora de Ca?‘/H* en las
membranas vacuolares, y cuyos niveles de expresion aumentan en ausencia de s/fA en
una condicién de estrés por alta concentracion de cation calcio en A. nidulans
(Spielvogel et al., 2008).

El fenotipo de sensibilidad a ciertos estreses ambientales en mutantes s/t tiene como
excepcion el estrés causado por el aumento de la concentracion del calcio extracelular.

Este fenotipo descrito como auxotrofia de calcio puede tener un efecto aditivo al
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combinarlo con alelos halA™ (halA24, halAA), cuyos mutantes simples también presentan
dicho fenotipo de auxotrofia al calcio y sensibilidad a altas concentraciones de cationes
de sodio o potasio (O’neil et al., 2002; Spielvogel et al., 2008). La ausencia de SItA
funcional causa una hipertrofia vacuolar con cambios en el tamafo de las vacuolas y en
su distribucion a lo largo de la hifa en cualquier condicion ambiental en comparacién con
una cepa silvestre (Findon etal.,, 2010; Spielvogel etal.,, 2008). El estudio en
profundidad del fenotipo de auxotrofia de calcio permitié identificar a los genes pmcA 'y
pmcB que codifican dos proteinas ATPasa de calcio en la vacuola como los mas
probables responsables de la hipertrofia vacuolar y del fenotipo observado. Por un lado,
la ausencia de funcion SItA incrementaba los niveles de expresiéon de ambos genes pmc
indicando un papel de regulacion negativa de SItA sobre estos genes. Por el otro, el
fenotipo de auxotrofia de calcio y la hipertrofia vacuolar eran suprimidos mediante la
delecién de ambos genes en un fondo genético mutante s/itAA y en mutantes cuadruples
SltAA, halAA, pmcAA, pmcBA (Findon et al., 2010).

La distribucion filogenética de SItA se reduce al subfilo Pezizomycotina, a diferencia de
los otros FTs que regulan la tolerancia a la alcalinidad ambiental o al estrés catidnico
CrzA y PacC. En levaduras no se ha logrado identificar un FT homélogo a SItA y
unicamente se ha descrito como posible homdlogo el represor transcripcional Ace1 de
los genes que codifican para celulasa y xilanasa en Hypocrea jecorina (Trichoderma
reseei) (O’neil et al., 2002; Spielvogel et al., 2008). Entre las especies mas cercanas
filogenéticamente a A. nidulans, dentro de la clase Eurotiomycetes, se han descrito
recientemente nuevas funciones reguladoras de SItA sobre la expresion de genes
relacionados con la ruta de biosintesis de ergosterol y en otras proteinas
transportadoras que participan en la resistencia a azoles en el patdégeno A. fumigatus
en coordinacién con otros factores de transcripcion como CrzA, SrbAy AtrR (Du et al.,
2021). También se ha identificado como regulador transcripcional de algunos genes que
participan en rutas del metabolismo secundario de sintesis de micotoxinas que se
activan en la invasion de células hospedadoras durante la infeccion de aspergilosis (H.
Liu etal.,, 2021). En especies fitopatdgenas como Colletothricum gloeosporioides el
papel regulador de SItA no parece tan importante en la tolerancia a estrés ambiental por
diferentes cationes, aunque si mantiene el fenotipo de auxotrofia de calcio descrito en
A. nidulans, y un papel regulador en el proceso de formacion del apresorio, una
estructura celular clave en la infeccion de frutas como el aguacate o el mango (Dubey
et al., 2016).
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Objetivos

Los objetivos de esta tesis doctoral se enfocan en entender el papel regulador del factor
transcripcional SItA tanto en condiciones de ausencia de estrés como en condiciones en
las que la funciéon SItA es necesaria, como es el caso del estrés causado por la
alcalinizacién del medio y por altos niveles de sodio. Para ello nos centraremos en definir
los patrones de expresion génica en Aspergillus nidulans en respuesta a estos estreses
y tras estudiar el papel de SltA, se elegiran diferentes rutas para un estudio mas

detallado. En particular hemos definido los siguientes objetivos generales:

1. Describir la respuesta transcripcional de Aspergillus nidulans en
condiciones de estrés por alta concentracion de sodio y por pH alcalino.
Evaluando en la cepa silvestre el efecto de cada tipo de estrés comparado con
una condicién de cultivo estandarizada y a continuacion evaluar el patron de
expresion en estas condiciones en un fondo nulo sltA.

2. Analizar las rutas y/o genes desregulados en el fondo nulo sltA con una
relacion estrecha alarespuesta a los estreses abiéticos propuestos.

De los analisis transcriptdmico realizado en el objetivo 1 se seleccionaran
aguellas rutas/genes con alta dependencia de SItA para una caracterizacion mas
detallada.

3. Definir el nivel de jerarquia entre SItA y el factor que media la respuesta a
la alcalinizacién ambiental PacC.

SItA se ha descrito como un factor transcripcional que regula la respuesta a
estrés por cationes y pH ambiental pero no es el Unico sistema de este tipo
presente en A. nidulans. Existen otros sistemas reguladores encabezados por
factores transcripcionales de dedos de zinc como SltA: PacC y CrzA. El sistema
PacC y su ruta de sefalizacion y respuesta al pH ambiental Pal, han sido

ampliamente estudiados en el laboratorio.
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1. Medios de cultivo

La composicion de los medios de cultivo utilizados para este trabajo se ha estandarizado
en el laboratorio y se detalla en otros trabajos (Cove, 1966; Mellado, 2014; Pontecorvo
et al., 1953).

En todos los experimentos mostrados en la seccion de Resultados en los que se
requeria el crecimiento de micelio en medio liquido en matraz se usé el medio minimo
de Aspergillus (MMA). Este medio estd compuesto para un volumen final de 1 L por 20
mL de una solucién concentrada (20x) de sales (26 g/L KCI, 26 g/L MgSQO4-7H20, 76
g/L KH2PO,) y por 1 mL de una solucion concentrada de elementos traza sin fosfatos
(1000x) (40 mg NazB4O7-10H20, 400 mg CuCl,-2H-0, 800 mg FeCls, 8 g ZnCl,, 800 mg
MnCl2-4H20). Este mismo medio incluyendo agar Oxoid al 1% (p/v) se usé para
mantenimiento o purificacion de cepas en placas de Petri. Para la regeneracion de los
protoplastos en placas de Petri, el medio minimo usado incluye ademas sacarosa al 1%
(p/v) y se describe en el protocolo de transformacion como medio minimo de
regeneracion (MMR) o medio minimo de regeneracion TOP (MMR-TOP) segun el
porcentaje de agar en cada caso, un 1% (p/v) o un 0,4% (p/v), respectivamente. En
todos los cultivos de medio minimo, a excepcién del MMR-TOP, es necesario afadir las
fuentes de carbono (D-glucosa 1% (p/v)) y nitrégeno (5 mM tartrato de amonio), ademas
de los suplementos especificos que complementen las auxotrofias de cada cepa. Por
otro lado, el medio minimo especifico para microscopia de fluorescencia no contiene los
fosfatos (MMA-P) en la solucion de sales empleada en el MMA estandar. Este medio se
suplementa con una fuente de carbono de D-glucosa 0,1% y con tartrato de amonio (5
mM) como fuente de nitrégeno. Ademas, se incluyen una fuente de fosfato (25 mM
NaH-POQO,) y los suplementos necesarios para cubrir las auxotrofias de cada cepa.
Excepcionalmente la adiciéon de riboflavina en cultivos para microscopia de
fluorescencia se realiza en una concentracion final menor a la habitual en otros cultivos

para evitar interferencias en la deteccion la sefial GFP.

En el rescate y el replicado de cepas conservadas en la coleccion se recurrié al medio
completo de Aspergillus (MCA) que también consta de la solucién de sales, solucién de
casaminoacidos (1 mL por 100 mL), 10 g/L D-glucosa, 2 g/L bactopeptona, 1 g/L extracto
de levadura y agar Oxoid al 1 % (p/v). En la preparacion de las placas con este medio
de cultivo se requiere unicamente de la adicion de la fuente de nitrégeno elegida (5 mM
tartrato de amonio) y 1 mL/100 mL (v/v) de la soluciéon concentrada de vitaminas
(Mellado, 2014).

Pagina | 41



Materiales y Métodos

Antes de su uso, en todos los medios de cultivo se ajusté el pH a un valor de 6,8
mediante la adicién de NaOH y posteriormente dichos medios se autoclavaron. Salvo
que se indique lo contrario los cultivos en medio liquido se incubaron en matraces de
250 mL a 37°C en un agitador orbital a 250 rpm durante 15-18 horas antes de su
recoleccién y los cultivos en medio sélido, en placas de Petri, se incubaron a 37°C

durante 48 horas.

El micelio crecido en cultivos de medio liquido se recupera por filtracion empleando
Miracloth (muselina con un poro de 22-25 ym), para su tratamiento posterior en funcién
del procedimiento experimental. Para la extraccion de RNA total, el micelio se congel6
afiadiendo nitrégeno liquido para su pulverizacién, como se indica en el protocolo del
apartado 5 de esta seccion. Para la extraccion de DNA gendémico (apartado 4) o para la
obtencion de proteina total mediante lisis alcalina (apartado 10), el micelio filtrado se
congelé rapidamente a -80°C antes de su proceso de liofilizado (Cryodos, Telstar)
durante 16 horas. El micelio liofilizado se pulverizé en el homogeneizador “Fast-prep”
(BIO101) (velocidad 4 m/s, 20 segundos) con bolas de ceramica en tubos de tapén de

rosca de 2 mL.

2. Ensayos de estrés ambiental

La induccidn in vitro de las condiciones de estrés ambiental en las células fue diferente
en funcion del tipo de cultivo diferenciandose entre medio liquido para los analisis de
RNAseq, qPCR, Inmunodeteccion (“Western Blot’), medio de microscopia y el medio de

cultivo con agar para analisis fenotipicos.

Los cultivos en medio liquido para la obtencion de micelio se prepararon en matraces
de 250 mL con 50 mL de MMA suplementado con las fuentes de carbono, D-glucosa al
1% (p/v), y de nitrégeno, 5 mM tartrato de amonio, y los requerimientos especificos de
cada cepa. En cada matraz se inocularon 5 mL de una suspension de conidiosporas en
solucion Tween 80 al 0,1%. Los matraces se incubaron entre 16 y 18 horas a 37°C con
agitacion orbital de 250 rpm. Posteriormente uno de los cultivos se reservé en esta
condicion de cultivo estandar como control y en el resto se adicion6 uno de los
compuestos indicados en la Tabla 1 para inducir la condicién de estrés ambiental a
estudiar (estrés por elevadas concentraciones de cation sodio, calcio, 0 magnesio, o por
alcalinizacién ambiental). El micelio de cada matraz se recogidé en los tiempos de
induccién de estrés indicados en cada caso. En los ensayos de estrés por alcalinizacion

ambiental (100 mM Na;HPO,) se registré el pH del medio de cultivo en la condicion
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estandar (control) y tras la incubacién de los cultivos en la condicién de alcalinidad en

cada tiempo experimental estudiado.

Tabla 1. Listado de los productos utilizados en la induccién de estrés ambiental

Compuesto Concentracion stock | Concentracién final
Cloruro de sodio (NaCl) -* 1M
Fosfato de disodio (NazHPOa) 2M 100 mM
Cloruro de calcio (CaCl>) 5M 10 mM
Cloruro de magnesio (MgCl2) 5M 200 mM

* El simbolo “~“indica que el compuesto se afiade directamente, sdlido o liquido

Para los analisis de fenotipo sobre medio solido en condiciones de estrés las
conidioesporas se inocularon puntualmente usando palillos estériles. Normalmente se
us6 MMA-agar al 1% y suplementado con las fuentes de carbono y nitrégeno habituales,
ademas de los suplementos necesarios como se ha descrito anteriormente. Las
condiciones estudiadas incluyen, ademas de las mencionados en la tabla 1, otros

compuestos cuyas concentraciones stock y finales se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Listado complementario de los productos utilizados en la induccion de estrés ambiental

Compuesto Concentracion stock | Concentracién final
Molibdato de sodio (Na2Mo0Oa4) -* 5mMy 15 mM
Cloruro de litio (LiCl) 5M 0,3M
Cloruro de calcio (CaClz) 5M 0,2 My 50mMm
Cloruro de potasio (KCI) -* 1M

T

* El simbolo “~‘indica que el compuesto se afiade directamente, sdlido o liquido

En los ensayos de microscopia de fluorescencia los cultivos se prepararon en placas de
cultivo para microscopia de 8 pocillos (Ibidi GmbH) con 300 pyL de MMA-P
suplementados con las fuentes de carbono, nitrégeno y fosfato ademas de los
suplementos especificos de cepa (apartado 1 de Materiales y Métodos). En cada pocillo
se inocularon conidiosporas directamente desde la placa, o 5 yL de una solucion de
conidiosporas en Tween 80 al 0,1%. Las placas se incubaron a 25°C en oscuridad
durante 15 horas. Una vez crecido el micelio, la induccidon de alcalinizacion ambiental
se llevé a cabo cambiando el medio de cultivo estandar por medio fresco alcalinizado
con 100 mM NazHPO.s. En los ensayos de tincién con CMAC para la visualizacion de
endosomas tardios y vacuolas el medio de cultivo se sustituyé por medio fresco con

10 uM CMAC y se procedié seguidamente a la toma de imagenes durante 30 minutos.
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3. Listado de cepas y oligonucledtidos

A continuacién, se muestra en la Tabla 3 el listado de las cepas usadas en este trabajo,

asi como las cepas obtenidas mediante transformacién o cruce con el cddigo de

coleccion, el genotipo y el origen de la obtencion de estas estirpes.

Tabla 3. Cepas usadas en este trabajo

Cepa Genotipo Fuente
MAD973 yA2, pabaAl, argB2, pacCc700 Coleccion CIB
MAD1132 WAZ3, sltAl, pantoB100 Coleccion CIB
MAD1427 | pyrG89, pabaB22, nkuAA::argB (argB2), riboB2 ('\g%”l‘igo’

(Hervas-
MAD1445 yA2, pabaAl, pacCc14900 Aguilar et al.,
2007)
MAD1652 | yA2, pabaAl, pacX20, pacC900 (B“S;g'l'(;t al.
MAD1775 pyrG89, pyroA4, inoB2, nkuAA::bar, palBA::pyroA, pacC900 Coleccion CIB
MAD1929 pyroA4, pacX-GFP, hhoA-mRFP, riboB2 Coleccion CIB
MAD2221 inoB2, palA::gfp::pyrG#, palH72 (Galindo et al.,
MAD2234 | palA:gfp::pyrGAf 2012)
: . . Af .. :
MAD2352 WA4, pyrG89, pyroA4, inoB2, palF::hasx::pyrGAf, nkuAA::bar, (Bussink et al.,
pacC900 2015)
(Marquina
MAD2733 pabaB22, nkuAA:.argB (argB2) IRarrairaegui,
2011)
MAD3367 pantoB100, vps23::gfp::pyrGAf (Galindo et al.,
MAD3369 pyroA4, palF15, vps23::gfp::pyrGAf 2012)
MAD3419 inoB2, pacC900, sItA60 Coleccion CIB
MAD3652 pyrG89, pabaB22, nkuAA::argB (argB2), sltA::has.::pyrGA', riboB2
- . .- Af i
MAD3693 g}:;(i??i,bp;?;?Bzz, argB2, nkuAA::argB, sltA::hasx::pyrGA, riboB2, (Mellado et al.,
MAD3816 pyroA4, sitAA::pyrG#, riboB2, nkuAA::argB(argB2) 2016)
MAD3919 pyrG89, pabaB22, nkuAA::argB (argB2), sltAA::riboB#, riboB2
MAD4096 Protétrofa (Sebastian-
Pérez et al.,
MAD4097 | sltAA 2016)
. (Mellado et al.,
MAD4296 | yA2, pyrG89, biAl, pabaAl, sltAA::pyrGAf, argB2, pacC€14900 2016)
pabaAl, pantoB100, pacC900, .
MAD4499 pyroA4::[gpdAmini::palF(cDNA)::hasx::Ub::pyroAtrinc] Coleccion CIB
MAD5736 pyrG89, pyroA4 Coleccion CIB
MAD6669 | pyrG89, pabaB22, nkuAA::argB(argB2), riboB2, sltA::hasy::riboBA* (Plcg(z);()e)t al.
MAD25ED | pyrG89, enaA::gfp::pyrGA,, pyroA4, nkuAA::bar (Markina-
IRarrairaegu
MAD26ED | pyrG89, enaB::gfp::pyrGA, pyroA4, nkuAA::bar etal., 2020)
MAD7621 nkuAA::argB(argB2)?, sltAA::pyrGAf, pacX20 Este trabajo
MAD7622 | wA3, sltAl, pacX20 Este trabajo
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Cepa Genotipo Fuente
yA2, pyrG89?, pabaA1?, pabaB22?, nkuAA::argB(argB2)?, .
MAD7623 SItBA::riboBAY, sltA::hasy::pyrGAf, pacX20, pacC900, riboB2? Este trabajo
MAD7624 nkuAA::argB(argB2)?, pacX20, sltA::hasy::riboBAf Este trabajo
pyrG897?, pyroA4, nkuAA::argB(argB2)?, sltAA::riboBA, pacX-GFP, .
MAD7625 hhoA-mRFP. riboB2? Este trabajo
2 - ? - -
MAD7626 pyrG89., pyroA4, nkuAA::argB(argB2)?, pacX-GFP, hhoA-mRFP, Este trabajo
riboB2
MAD7627 wA4, nkuAA::argB(argB2)?, nkuAA::bar?, pacC900, palF500 Este trabajo
pyroA4, inoB2, nkuAA::argB(argB2)?, nkuAA::bar?, pacX20, .
MAD7628 0acC900, palF500 Este trabajo
wA4, pyroA4, nkuAA::argB(argB2)?,nkuAA::bar?, sitAA::pyrG#, .
MAD7629 pacX20, pacC900, palF500 Este trabajo
. 2 . 2 . Af
MAD7630 pyroA4, nkuAA::argB(argB2)?, nkuAA::bar?, sltAA::pyrGAf, pacC900, Este trabajo
palF500
MAD7632 pyroA4, pabaAl, nkuAA::argB(argB2)?, argB2?, pacC¢700, riboB2 Este trabajo
yA2, pyroA4, pabaAl, nkuAA::argB(argB2)?, argB2?, sltAA::pyrGAf, .
MAD7633 0acCE700, riboB2 Este trabajo
wA4, inoB2, nkuAA::argB(argB2)?, nkuAA::bar?, sltAA::pyrGAf, .
MAD7634 pacC900, gpdAmni::palF (cDNA)::ha3x::Ub::pyroAtunc Este trabajo
. el Af i
MAD7667 pyrG89, pabaB22, nkuAA::argB(argB2), sltAA::riboBA, riboB2, Este trabajo
enaA::gfp::pyrGAf
.. “ep] Af i
MAD7668 pyrG89, pabaB22, nkuAA::argB(argB2), sltAA::riboB#, riboB2, Este trabajo
enaB::gfp::pyrGAf
MAD7669 | pyrG89, pyroA4, nkuAA::bar, vps23::gfp::pyrGAf Este trabajo
. g Af i
MAD7670 pyrG89, pabaB22, nkuAA::bar, sltAA::riboBA, riboB2, Este trabajo
vps23::gfp::pyrGAf
MAD7797 pyrG89, pabaB22, riboB2, nkuAA::argB(argB2), AN6618A::pyrGAf Este trabajo
MAD7798 pyrG89, pabaB22, riboB2, nkuAA::argB(argB2), AN7792A::pyrGAf Este trabajo
. e Af i
MADS032 pyrG89, pabaB22, nkuAA::bar, sltAA::riboBA, riboB2, Este trabajo
palA::gfp::pyrGAf
MADS8108 pyrG89, nkuAA::bar, pyroA4,inoB2, palBA::pyroA, slitAA::pyrGAf Este trabajo
MAD8230 pyrG89, pabaB22, riboB2, nkuAA::argB(argB2), AN2477A::pyrGA Este trabajo
MAD8231 pyrG89, pabaB22, riboB2, nkuAA::argB(argB2), AN7165A::pyrGAf Este trabajo
pyrG89, pabaB22, riboB2, nkuAA::argB(argB2), AN2477A::pyrG*, .
MAD8232 AN7165A- riboBA Este trabajo
pyrG89, nkuAA::bar, pyroA4, AN2477::gfp::pyrGH, .
MAD8233 AN7165::cherry-red::pyroA Este trabajo
MADS8234 | pyrG89, nkuAA::bar, pyroA4, AN6940A:.pyrGAf Este trabajo
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En la Tabla 4 se listan los oligonucledtidos usados en este trabajo, indicandose el

namero con el que se han guardado en la coleccién de oligonucledétidos, el nombre de

cada oligonucleétido disefiado y la secuencia génica del mismo. En el nombre de cada

oligonucledtido de gPCR se indica numéricamente cual es el “forward” (1) y el “reverse”

(2). Los oligonucledtidos fueron sintetizados por las casas comerciales Sigma-Aldrich e

IDT y se guardaron a -20°C con una concentracion stock de 100 pM.

Tabla 4. Listado de oligonucleétidos usados en este trabajo.

N° Nombre Secuencia (5’ 2 3’)

1 gPCR-sltAl TCCTCAGCAACAGACTACCTCGC

2 gPCR-sltA2 CAAGATCGAACGGTTCAGACGG

3 gPCR-sltB1 ATCAACCAGGATCGCTTAGACGC

4 | gPCR-sltB2 GTACGTTCACCATCGTCAACGC

5 gPCR-pacC1 CTACATTGCCAACCGTCTTGAGC

6 | gPCR-pacC2 GGGATACATCACACTGTCCTCGG

7 gPCR-palF1 CTCTTGCCTAGTCAACCTCCGTG

8 gPCR-palF2 CGCTCCAACTCCTGTTTATCCTC

9 gPCR-pacX1 TCAGCAGTAAGGGAGGTGTCTCC

10 | gPCR-pacX2 GATCCTGATCCCGCTCCATATC

11 | gPCR-AN7792-1 GGAACAGTGGATAGGCAGTGGCC

12 | gPCR-AN7792-2 CCACGTCCAAGTCAACAGAGCCA

13 | gPCR-AN6618-1 GTCGGCAGATTGAAGCCATTGAC

14 | gPCR-AN6618-2 CGAGTGCTGGCTATTCCCATTC

15 | gPCR-AN11138-1 | AAAGCCGACGTTATTCGTGG

16 | qPCR-AN11138-2 | GTAGCGATAAGTGTCACCTTGC

17 | gPCR-AN5856-1 CAATGTACGGCGTCGTATCC

18 | gPCR- AN5856-2 | ACACGTCGCAGCATTTCACC

19 | gPCR-AN3231-1 AACAGGGCGTAGACACAATGG

20 | gPCR- AN3231-2 | TGGCCATCATTGTCAAGACG

21 | gPCR-AN6940-1 TGGCCATCATTGTCAAGACG

22 | qPCR- AN6940-2 | TCCAAAGAACCATGCCAACG

23 | gPCR-AN2477-1 CTGATTGTTCGCTATGTCGTCC

24 | gPCR- AN2477-2 | GCTCCTCAGCAACCGTATTATGC

25 | gPCR-AN7165-1 ACATTGCCGAGGTCCGTGTCTCG

26 | gPCR- AN7165-2 | TGTACACGCTGACTCGGTCGCG

27 | qPCR-benAl AGATGCGCAACATCCAGAGC

28 | qPCR-benA2 CTGGTACTCGGAGACGAGATCG

29 | vps23-GSP1 CAACAGATTGCTCCAGCACAGC

30 | vps23-GSP4 CCTGCACCGAATGTGCAACTATAC

31 | palA-GSP1 CATGCCGAAGAAATGCGTCAAC

32 | palA-GSP4 CTTACTTTCCGACCTCCACATC

33 | pacX-UP TTGCGTCTTGGTTGTCCTCGC

34 | pacX-DW ACTCTACCACGTCCAACCAGG

35 | AN6940-PP1 GTTCTGGAGGATGAAGCTCGGCTACGATCG

36 | AN6940-PP2 CTCCAATTAGGCTGCAGCGAAATTTGCAGG
CCTGCAAATTTCGCTGCAGCCTAATTGGAGACCGGTCGCCTC

37 | ANG940-SMP1 AAACAATGCTCT
GGCATAACAGGCACTATCTGCTCTCTGTCTGAGAGGAGGCA

38 | AN6940-GFP2 CTGATGCG
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N° Nombre Secuencia (5’ 2 3’)

39 | AN6940-GSP3 AGAGAGCAGATAGTGCCTGTTATGCC

40 | AN6940-GSP4 CGTCGAGTGGACAGAAGGCATTGAGC

41 | AN7792-PP1 TCAGGAATCAATCAGCAACGTCTGCG

42 | AN7792-PP2 CGCTCTTCAGGCAGAGGAGATACC

43 | AN7792-SMP1 GGTATCTCCTCTGCCTGAAGAGCGACCGGTCGCCTCAAACA
ATGCTCT
CCAGAGTGTTTCTCACGCCAGTGACCAGTCTGAGAGGAGGC

44 | AN7792-GFP2 ACTGATGCG

45 | AN7792-GSP3 TGGTCACTGGCGTGAGAAACACTCTGG

46 | AN7792-GSP4 TGCCACAAGTCTGGATCACTGAACTCG

47 | AN6618-PP1 GCACTTCGTACCAGGTCGGCGGGTAGTATA

48 | AN6618-PP2 CTCAAGATCTATACCTGAGGCAACCTTGAG
CTCAAGATCTATACCTGAGGCAACCTTGAGACCGGTCGCCTC

49 | AN6618-SMP1 AAACAATGCTCT
TAGCTAAAGTGCCTTTCTTACCATATAGTTGTCTGAGAGGAG

50 | AN6618-GFP2 GCACTGATGCG

51 | AN6618-GSP3 AACTATATGGTAAGAAAGGCACTTTAGCTA

52 | AN6618-GSP4 CACATGCTCCAGAAGAGAGTTCAGTGAAGC

53 | enaA-PP1 CGGAAAGACCTTACCATGATTCGC

54 | enaA-GSP4 CAACCACAACCTCGATACTTCGC

55 | enaB-PP1 CAACAACCAGCTCAGCCGTTTGC

56 | enaB-GSP4 AGCTAGCCCTCCAAGCCAACAC

57 | AN2477-PP1 CGTCGCCTGTTGTCAGCATTGCCTATGAGC

58 | AN2477-PP2 CTCAATGATTTGGTCAAAGCCTAGTTTAGGC
GCCTAAACTAGGCTTTGACCAAATCATTGAGACCGGTCGCCT

59 | AN2477-SMP1 CAAACAATGCTCT

60 | AN2477-GSP1 TATGACCAGGTTACAGGCGAGACAAGG

61 | AN2477-GSP2 TTGCTGCTTCTTCATATCCGGTTTCGCC
GGCGAAACCGGATATGAAGAAGCAGCAAGGAGCTGGTGCAG

62 | AN2477-GFP1 GCGCTGGAGEE
GGGAGTTGACAAACGCGTACTCTGCATACAGTCTGAGAGGA

63 | AN2477-GFP2 GGCACTGATGCG

64 | AN2477-GSP3 TGTATGCAGAGTACGCGTTTGTCAACTCCC

65 | AN2477-GSP4 TTCTGAGCCTCATCCCAGTAAACAGGCTCC

66 | AN7165-PP1 AGGGTCTACAAGAGTCAGTGGCTCCTTGC

67 | AN7165-PP2 TGCATGGATGAACACTGATACGACTGAACAACG
CGTTGTTCAGTCGTATCAGTGTTCATCCATGCAACCGGTCGC

68 | AN7165-SMP1 CTCAAACAATGCTCT

69 | AN7165-GSP1 CGTTCGCAGTCGGGAACTGTCTTTGG

70 | AN7165-GSP2 CATCTCCTTCTCCCCCTTCCGCC

71

AN7165-GFP1

GGCGGAAGGGGGAGAAGGAGATGGGAGCTGGTGCAGGCGC
TGGAGCC

72

AN7165-GFP2

CCTTGCTCGGCAGCCCTACGCTCAGACTGTCTGAGAGGAGG
CACTGATGCG

73

AN7165-GSP3

AGTCTGAGCGTAGGGCTGCCGAGCAAGG

74

AN7165-GSP4

GCACTCAGACTCGCTTTACAGGGCAGC
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4. Extraccion de DNA gendémico

Tanto para generar construcciones geénicas (casetes), como para la verificacion
mutantes obtenidos mediante cruce o transformacion, se han realizado extracciones de
DNA gendmico (gDNA) mediante dos protocolos que parten de muestras biologicas
tratadas de manera diferente. Por un lado, se realiz6 el protocolo de extraccion de DNA
a partir de micelio liofilizado, que permite obtener una alta concentraciéon y grado de
pureza de gDNA para la obtencion de fragmentos que se usaron en las
transformaciones. Por otro lado, la obtencion de gDNA a partir de conidiosporas,
recogidas directamente de la placa, permite obtener una concentracién y calidad

suficientes para el genotipado de cepas transformantes o progenie de un cruce.

Para la extraccion de gDNA se recogieron aproximadamente 300 mg de micelio
liofolizado y pulverizado (apartado 1 de la secciéon de Materiales y Métodos) y se
mezclaron en un tubo de 2 mL con 1 mL de solucién de extraccion de DNA (25 mM Tris-
pH8; 0,25 M sacarosa; 20 mM EDTA) y 100 yL de 10% SDS. La muestra se incubd a
65°C durante 10 minutos y después se anadid 1 mL de fenol-SEVAG
(fenol/cloroformo/isoamil alcohol (49:49:2)) para una incubacién a RT en un agitador de
rotacion durante 15 minutos y se centrifugaron a 16100 xg a RT durante 5 minutos. La
fase superior se transfirié a un nuevo tubo de 2 mL y se repitié el proceso de fenolizacion.
El volumen obtenido se mezclé por inversion con 3 M acetato soédico (pH 6) (1/10, v/v)
y 0,6 volumenes de isopropanol (v/v) y seguidamente se incubd 15 minutos a RT para
obtener el gDNA precipitado. La muestra se centrifugé a 16100 xg a RT durante 5
minutos y se descarto el sobrenadante. El pellet se lavé por inversion con 1 mL de etanol
al 80% y se centrifugd de nuevo. El pellet resultante se seco ligeramente y se disolvio
en 500 pL de agua miliQ y se traté con 1 pL/100 yL de RNAsa A (5 mg/mL, Roche)
durante 1 hora a 37°C. Tras la incubacion el DNA se precipité de nuevo afnadiendo 3 M
acetato sodico (pH 6) (1/10, v/v) e isopropanol (0,6 volumenes) y la madeja obtenida se
recogio para lavarla por inversion en 0,5 mL de etanol al 80%. EI gDNA se centrifugé de
nuevo en las mismas condiciones descritas anteriormente y se retiro el etanol con la

bomba de vacio. El extracto de gDNA se resuspendié en 0,2 mL de agua miliQ.

En el protocolo de extraccion de DNA gendmico a partir de conidiosporas, estas fueron
recogidas directamente de una parte la placa de Petri con un palillo estéril a tubos de
1,5 mL de tapén de rosca con 200 uL de tampdn de lisis (Triton X-100 al 2% (v/v); SDS
al 1% (p/v), 100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA pH 8) afadiendo también
100 mg de bolas de vidrio de 0,4-0,6 mm de diametro. Tras aplicar 30 segundos de

agitacion usando un vortex, las muestras se incubaron a 70°C durante 30 minutos
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agitandolas de nuevo en el vortex durante 30 segundos cada 10 minutos. Tras la
incubacién se afadieron 200 L de fenol-SEVAG y se aplico agitacion en vortex durante
5 minutos. Las muestras se centrifugaron a 16100 xg a RT durante 5 minutos y a partir
de la fase superior resultante se transfirieron 20 yL a un nuevo tubo. Para el protocolo

de PCR se usaron 0,5-1 uL del producto de extraccion.

5. Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del protocolo “TR/
Reagent protocol’” (Sigma-Aldrich) adaptandolo a las necesidades de A. nidulans. El
micelio se obtuvo como se indica en el apartado de condiciones de cultivo y ensayos de
estrés ambiental (apartado1 y 2 de la seccion Materiales y Métodos). Todo el protocolo
de extraccion de RNA se llevé a cabo con guantes y usando material estéril o tratado
con etanol. El micelio filtrado se congeld en hielo seco (-80°C) y se pulverizé en un
mortero de ceramica usando nitrégeno liquido. De cada muestra se usaron
aproximadamente entre 50 mg y 100 mg para su tratamiento con 1 mL de TR/-Reagent
(Invitrogen) en tubos de 2 mL. La mezcla se incubé 5 minutos a RT y posteriormente se
mezclaron con 0,2 mL de cloroformo. Tras una incubacion a RT durante 5 minutos las
muestras fueron centrifugadas a 13500 xg durante 15 minutos a 4°C. La fase superior
se transfirid a un tubo de 2 mL nuevo y se repitidé el tratamiento con TRI Reagent y
cloroformo. Para el precipitado de RNA, el volumen obtenido se mezcld por inversion
con 0,5 mL de isopropanol e incubando 10 minutos a RT y centrifugando el precipitado
a 13500 xg 15 minutos a 4°C. Alternativamente, para el precipitado de RNA, también se
incubd el sobrenadante en hielo 30 minutos con una solucion de LiCl (concentracion
final de 3 M) y una centrifugacion a 13500 xg a 4°C 30 minutos. EI RNA precipitado se
lavd con 1 mL de etanol al 75% y se centrifugd de nuevo a 5300 xg a 4°C 5 minutos. El
pellet resultante de cada muestra se disolviéo en 0,1 mL de agua miliQ y se incubéd a
60°C durante 10 minutos. Una vez disuelto se procedié a su almacenaje a -80°C o a su

tratamiento para la obtencion de cDNA.

6. Protocolos basicos y avanzados de la reacciéon en cadena de la
polimerasa, PCR

Para la obtencion de los fragmentos de DNA necesarios en la preparacion de los casetes

de transformacién o en el genotipado de las cepas mutantes obtenidas por
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transformacion o cruce, se siguieron las indicaciones del fabricante (“PrimeStar HS DNA
Polymerase”, Takara). Siguiendo el protocolo se preparé una “mastermix” en el que
constan los siguientes compuestos para una sola reaccion de PCR: 10 yL 5X PrimeStar
Buffer (Mg?* plus), 4 uL solucion dNTP y 3 uL de cada solucion de oligonucledtido en
una concentracion inicial de 5 uM. En cada tubo para PCR se mezclaron 20 pL de la
solucion “mastermix” con 1 uL del DNA gendmico (concentracién < 200 ng/uL), o del
plasmido que contenga el fragmento que se desea amplificar, y se anadieron 27,5 uL de
agua miliQ hasta un volumen final de 50 yL. Finalmente se anadieron 0,25 yL de la
polimerasa “PrimeStar” (2,5 U/uL). Los pasos seguidos en el protocolo de PCR se

indican en la Tabla 5.

Tabla 5. Protocolo de PCR “Takara PrimeStar’estandar.

Paso Condiciones Ciclos
Preincubacion 98°C 2 min 1
Desnaturalizacion 98°C 10's
Alineamiento 55°C5s 30-35 ciclos
Elongacién 72°C 1min/kb
Elongacion final 72°C 7 min 1
Conservacién 4°C -

En el disefio de los diferentes casetes se recurrid bien al reemplazamiento génico o bien
a la insercion de estos en una region especifica. La técnica de reemplazamiento se
realizé con el objetivo de obtener mutantes en los que el gen diana se sustituye por un
marcador de seleccion que le permite complementar una auxotrofia en la cepa receptora
en una transformacién. Para ellos se disefiaron oligonucledtidos en la region promotora
y terminadora del gen diana para obtener fragmentos de ~1,5 kb. Estos oligonucleétidos
se indican en el listado de la tabla 4 como PP1-PP2 (regién promotora, 5UTR) o GSP3-
GSP4 (region terminadora, 3’'UTR). Por otro lado, se amplifico el fragmento del marcador
de seleccion elegido usando plasmidos de la coleccidn del laboratorio. Los
oligonucledtidos disefiados se indican en la tabla 4 como SMP1y GFP2 y contienen una
parte de secuencia fija del marcador de seleccion y la secuencia complementaria de los
oligonucledtidos PP2 y GSP3. El disefio de estos oligonucledtidos y el ajuste de las
condiciones de PCR a cada caso se realizdé usando el programa Vector NTI suite 8
(InforMax). Los fragmentos obtenidos se verificaron por electroforesis en gel de agarosa
al 0,8%aplicando 90 V durante 30 minutos en solucion tampoén Tris-Acetato-EDTA (TAE)
(Sambrook & Green, 2012). En cada pocillo se cargaron entre 3-5 pL de producto de
PCR, 1 yL tampdn de carga y 4-6 uL de TAE. Para la visualizacion de los productos de
PCR el gel pasé por una incubacion de 15-20 minutos en Bromuro de etidio (BrEt) y el

revelado se llevo a cabo en el sistema GelDoc2000. Los fragmentos se purificaron con
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los materiales del kit “Gel and PCR Clean-up” (Nucleospin, Macherey-Nagel) y siguiendo
el protocolo, bien directamente a partir del producto de PCR o bien recortando las
bandas correspondientes a los fragmentos esperados tras una electroforesis en la que
se cargo el volumen integro de cada reaccion de PCR. Una vez que se obtuvieron y
purificaron los tres fragmentos correctamente, se procedio a realizar una PCR de fusion
usando el doble de fragmento del marcador de seleccion que de las regiones promotora
y terminadora. Los oligonucleétidos empleados fueron PP1 (region promotora) y GSP4
(region terminadora). El producto de PCR resultante se verifico en mediante

electroforesis y posteriormente se purifico para el procedimiento de transformacion.

El etiquetado de proteinas para su visualizacion en microscopia de fluorescencia o por
inmunodeteccién se realizé amplificando la region 3’ terminal del gen diana empleando
los oligonucledtidos GSP1 y GSP2, y su regién terminadora (oligonucleétidos GSP3 y
GSP4). Para la amplificacion del fragmento del plasmido se recurri6 a los
oligonucledtidos GFP1 y GFP2, que incluyen, ademas de la secuencia que codifica para
la etiqueta (ha3x, myc3x o gfp), el fragmento del marcador de seleccion. Los protocolos
de PCR, electroforesis y purificacion de fragmentos se llevaron a cabo de manera similar

a la indicada previamente.

7. Protocolo de PCR cuantitativa, g°PCR

En todos los procesos de extraccidon de RNA, la concentracion, el nivel de pureza y
degradacion de RNA se analizaron en el Nanodrop 2000 (Thermofischer). Todas las
muestras presentaban un valor de absorbancia relativo Assozso mayor a 1,85.
Complementariamente, se recogieron 2 ug de RNA para valorar cualitativamente la

integridad de las muestras mediante una electroforesis de agarosa al 1,2%.

Previamente a la obtencion de la primera hebra de cDNA se degradaron los restos de
DNA siguiendo el protocolo “Deoxyribonuclease | Amplification Grade” (Invitrogen).
Usando 2 pg de las muestras de RNA tratado se procedi6 a la obtencién de la primera
hebra de cDNA siguiendo el protocolo “Superscript First Strand Synthesis System for
RT-PCR’ (Invitrogen). EI RNA se incubd con 1 pL de dNTPmix 10 mM, 1 yL de cebador
oligo(dT)12.18 y 3 pL de agua miliQ a 65°C durante 5 minutos. Después la muestra se
enfrio en hielo 5 minutos. Al volumen resultante se afiadieron 9 pL de solucion “2X
Reaction mix”, que consta de 2 yL 10x RT Buffer, 4 uyL 25 mM MgCl,, 2 yL0,1 M DTT y
1 L RNAsa OUT (40 U/ pL) por cada reaccion de sintesis de cDNA. Las muestras se

incubaron a 42°C 2 minutos y posteriormente se afiadié 1 yL de la enzima “Superscript
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I RT” (50 U/uL) para una primera incubacion a 42°C de 50 minutos y una segunda
incubacién a 70°C durante 15 minutos antes de enfriarlas en hielo. Las muestras se
trataron después con 1 uL de RNAsa H (2 U/uL) a 37°C durante 20 minutos. Las
concentraciones de cDNA resultante, asi como su calidad, se midieron de nuevo usando
un Nanodrop 2000.

Para la preparacion de las reacciones de qPCR se prepard un stock de las muestras de
cDNA a una concentracién de 20 ng/uL, utilizando el volumen necesario para una
concentracién final en cada pocillo de la placa de gPCR de 5 ng/uL. Los oligonucleétidos
disefiados para los andlisis de qPCR amplificaban para fragmentos de
aproximadamente 250 pb en regiones mas préximas a la region 3’-terminal del gen diana
y se mezclaron en una solucion stock con una concentracién final de 3 uM. Para cada
cepa o condicion y gen a analizar, se preparo una solucién “mastermix” mezclando 20 pL
de la solucion stock de cDNA 'y 20 uL de la solucion stock de oligonucleétidos. En una
placa de qPCR de 96 pocillos (Roche), en cada pocillo se mezclaron 10 pL del
“mastermix” con 10 uL del fluoréforo SYBR-Green | (Roche), llegando a un volumen final
de 20 yL. La PCR cuantitativa se llevé a cabo en un termociclador Lightcycler 96 (Roche)
proporcionado por el servicio de Gendmica y protedmica del Centro de Investigaciones
Biolégicas Margarita Salas (CIBMS-CSIC) siguiendo el protocolo indicado en la tabla 6.
Los datos de expresién relativa fueron procesados en Excel a partir de aquellos

proporcionados por la aplicacion LightCycler96 version 1.1.

Tabla 6. Protocolo adaptado de gPCR en LightCycler (Roche).

Paso Condiciones | Ciclos
Preincubaciéon | 95°C 300 s 1 ciclo
e, 95°C 10 s .
Amplificacion 65°C 30 S 40 ciclos
95°C 10 s
“Melting” 65°C 60 s 1 ciclo
97°C 1s

8. Transformacion de Aspergillus nidulans

El protocolo de transformacion estandarizado en el laboratorio (Mellado, 2014) requiere
de unas condiciones de cultivo y materiales especificas. El cultivo de la cepa receptora
se prepard en un matraz de 1 L con 200 mL de medio minimo (MMA) suplementado con
las fuentes de carbono y nitrdgeno habituales y el resto de los suplementos especificos
de la cepa receptora. En el matraz se inocularon 10 mL de solucion de conidioesporas
en Tween 80 al 0,1%. El cultivo se incubd a 30°C con una agitacion orbital de 250 rpm

durante 15 horas y posteriormente se recogié usando el filtro Miracloth. En un tubo de
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50 mL se mezclaron agitando vigorosamente 1 g de micelio humedo y se enraso hasta
un volumen de 20 mL con solucién tampén de protoplastos (1,2 M MgSO4-7 H20;
7,2 mM NazHPO4; 2,8 mM NaH2PO4). La muestra se incubd en hielo 5 minutos y
después se mezclé por inversion con enzima Vinoflow FCE (Novozymes)
(200 mg/g micelio), para degradar la pared celular y obtener los protoplastos. La mezcla
se dej6 reposar de nuevo en hielo 5 minutos tras los cuales el volumen fue transferido
a un matraz de 100 mL para su incubacién en un bafio a 30°C en agitacién suave durante
1-2 h. Una vez alcanzada la densidad de protoplastos necesarios, los 20 mL se
repartieron equitativamente en dos tubos de 50 mL. En ambos tubos se anadieron 10 mL
de solucion colchén (0,1 M Tris-HCI pH 7,5; 0,6M Sorbitol) fresca, evitando mezclar las
fases, y ambos tubos se centrifugaron a 4400 xg a 4°C durante 10 minutos. La fase
intermedia generada donde se encuentran los protoplastos se recogié con una pipeta
Pasteur y se transfirié a un tubo nuevo donde se afiadié el doble de volumen de solucién
ST (10 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 M Sorbitol) del volumen obtenido. La solucion de
protoplastos se mezcldé por inversién con la solucién ST y se centrifugé de nuevo en las
mismas condiciones. El pellet obtenido fue resuspendido en 1 mL de solucién ST y
transferido a un tubo de 1,5 mL, el cual se centrifugd a 5000 xg a RT durante 3 minutos
desechando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet en 1 mL de solucién ST. Este
proceso se repitid dos veces mas. Tras el tercer paso de centrifugacion, el pellet se
resuspendié en 500 pL de soluciéon STC (10 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 M Sorbitol, 0,12 M
CaCly) por cada transformacion a realizar. Para el procedimiento de transformacion se
prepararon dos tubos de 50 mL, uno para la regeneracion de protoplastos sin el
fragmento a transformar (controles) y otro en el que se incluye el fragmento. En el tubo
control sin fragmento (-DNA) se mezclaron 50 L de solucion PEG (PEG6000 0,6% (p/v);
10 mM Tris-HCI pH 7,5; 0,12 M CaCl,), 50 uL de solucion STC y 200 uL de la suspension
de protoplastos, mientras que en el tubo de transformacién se mezclaron 50 uL de
solucion PEG, 40-45 pL de solucién STC, 5-10 pL la dilucion del fragmento que se desee
insertar en la cepa receptora y 200 uL de la suspension de protoplastos. Ambos tubos
se mezclaron suavemente y se incubaron 20 minutos en hielo. Tras este tiempo se
afiadié 1 mL de solucién PEG en ambos tubos seguido de una incubacioén a RT durante
5 minutos. Finalmente se anadio el volumen necesario de solucion STC hasta los 5 mL
y un volumen hasta los 20 mL de MMR-TOP que se mezcl6 brevemente por inversion y
se repartid entre cuatro placas de MMR suplementadas con las fuentes de carbono y
nitrdgeno habituales, y en cada caso con los suplementos necesarios para la condicion
de seleccion o la condicion control. El volumen del tubo control sin la construccion se

repartira en dos placas de MMR selectivo (control negativo) y en dos placas de MMR
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con todos los requerimientos de la cepa receptora (control positivo). Las placas se

incubaron a 37°C al menos 72 horas.

Una vez crecidas las colonias susceptibles de ser transformantes, ya que complementan
correctamente la auxotrofia seleccionada, se purificaron en una o varias placas de
medio selectivo, pero usando MMA. Para la purificacion se recogieron conidiosporas
superficiales de la colonia con un palillo estéril y se extendieron en lineas en las placas
de Petri en forma de rueda de carro. A partir de las colonias purificadas tras la
incubacion, las cepas transformantes se replicaron para la obtencion de biomasa
suficiente para la verificacion de la transformacién mediante técnicas de extraccién de

gDNAy PCR, inmunodeteccion, ensayos fenotipicos o microscopia.

9. Cruces de cepas y seleccion de progenie

Para la obtencion de nuevas cepas mutantes se ha recurrido bien a la transformacion,
donde una construccion génica de interés se inserta en una cepa receptora (apartado
8), o bien al cruce sexual de dos cepas parentales. El protocolo de la induccién del cruce
sexual en A. nidulans esta estandarizado y se basa en el protocolo descrito en

Pontecorvo (Pontecorvo et al., 1953) y se ha descrito en otros trabajos (Mellado, 2014).

En una placa de Petri con medio de cultivo (MMA o MCA con los requerimientos
necesarios), y usando palillos estériles, se inocularon las dos cepas proximas entre si.
Tras una incubacion a 37°C durante 48-72 h se recortaron las zonas de contacto entre
las colonias de dichas cepas parentales, y se transfirieron a placas de Petri (5,5 cm de
diametro) que contenian aproximadamente 20 mL de MMA selectivo (ver apartado 1)
que permita el desarrollo de progenie recombinante segun el marcador molecular de
seleccion elegido. Estas placas se incubaron boca arriba a 37°C durante 72 h y
posteriormente se cerraron con cinta adhesiva y se incuban boca abajo durante
15-20 dias a 37°C. La presion selectiva por el medio de cultivo usado y la restriccion de
disponibilidad de oxigeno favorece la induccion in vitro del ciclo sexual de A. nidulans.
Transcurrido este tiempo, se recogieron los cleistotecios, las estructuras reproductivas
resultantes del cruce y que contienen las ascas en las que se encuentran las
ascosporas. Los cleistotecios de mayor tamafo y con una morfologia mas esférica son
aquellos con mas probabilidad de contener esporas de individuos recombinantes, por lo
que cinco de los que cumplian dichos requisitos se limpiaron y disgregaron
individualmente en un tubo de 1,5 mL con 1 mL de agua estéril. Estas soluciones de

ascosporas se estriaron en una placa de MMA o MCA con los suplementos necesarios
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y tras la incubacion se escogio el cleistotecio que mostraba fendmenos de
recombinacion dado que se apreciaban fenotipos propios de la progenie. En 4 nuevas
placas de Petri con MMA suplementado se inocularon ascoesporas de una dilucién 1:5
usando el asa de Drigalsky. A partir de las colonias crecidas a 37°C durante 48 h, se
seleccionaron aleatoriamente 48 colonias para inocularlas repartidas en dos placas de
Petri conteniendo MCA con todos los requerimientos iniciales ya que se inocularon
también las cepas parentales. Una vez que estas colonias muestran conidiaciéon en
dichas placas (placas maestras), las colonias se replicaron en placas con diferentes
medios de seleccion por marcadores moleculares o en condiciones de estrés ambiental.
Las cepas susceptibles de ser recombinantes que porten el o los genes de interés se
verificaron bien por genotipado o bien usando otras técnicas como el “Western Blot” o

la microscopia.

10. Obtencion de extractos totales de proteina y Western Blot

Al igual que en la extraccion de gDNA, parte del micelio liofilizado y pulverizado se
empled para la extraccion de proteina total (apartado 1 de la seccion Materiales y
Métodos). En este procedimiento se recogieron aproximadamente 6 mg y se mezclaron
con 1 mL de solucion tampoén de lisis alcalina compuesta por 0,2 M NaOH y -
mercaptoetanol 0,2%. Posteriormente se precipitaron las proteinas usando acido
tricloroacético (TCA) con una concentracion final de 7,5% e incubando la muestra o
muestras en hielo durante al menos 10 minutos. Las proteinas precipitadas se separaron
del resto de componente celulares mediante la centrifugacion a 18400 xg a 4°C durante
5 minutos y desechando el sobrenadante después. El pellet se resuspendié en 100 uL
de solucion 1 M Trizma y de 200 yL de tampédn de ruptura de Laemmli (SDS 0,2% (v/v);
6 M urea; 2-mercaptoetanol 5% (v/v); azul de bromofenol). Los extractos de proteina se
calentaron a 90°C durante 2 minutos y posteriormente se centrifugaron a 16100 xg a RT
durante 1-2 min antes de cargarlos en un gel de poliacrilamida. Una vez usados se

pueden conservar a -20°C.

Normalmente los extractos de proteina total se separaron mediante electroforesis en
genes de SDS vy poliacrilamida del 10% (SDS-PAGE 10%) en cubetas miniprotean 3
(BioRad). En cada pocillo se cargaron 5 L del extracto de proteina total diluido con 5 pL
de tampon de ruptura. Los geles se realizaron por duplicado para realizar una tincion
con azul de Coomassie en uno y realizar la electrotransferencia e inmunodeteccién o en

el otro. La tincién con azul de Coomasie se realizd incubando el gel con la solucion

Pagina | 55



Materiales y Métodos

“Biosafe coomasie staining” (BioRad) a RT en agitacién durante 1 hora y realizando
varios aclarados con agua destilada antes de secarlos. El otro gel fue transferido a una
membrana de nitrocelulosa de 0,2 uym (BioRad) usando el programa estandarizado
“High MW’ en el sistema TransBlot turbo (BioRad).

Una vez completada la electrotransferencia, la membrana se lavo con solucidon tampén
de sales de fosfato (PBS 1x) (Sambrook & Green, 2012) (Solucion PBS 10x: 87,6 g/L
NaCl; 28,4 g/L Na2HPQO4-2H20; 5,5g/L NaH2PO4-H2O; 6-8 perlas NaOH para ajustar el
pH a 7,4) durante 10 min y posteriormente se incubd 1 hora a RT en agitacién o durante
la noche a 4°C con 5-10 mL de la solucién de bloqueo (PBS 1x; leche 5% (p/v)). Tras la
incubacion se realizaron 3 lavados de 10 minutos a RT en agitacion con 5-10 mL de
PBS 1x y Tween 20 0,05% (PBS-TW). La incubaciéon con el anticuerpo primario se
preparé usando 5 mL una soluciéon PBS-TW y leche 1% (p/v) con el anticuerpo primario
correspondiente en cada caso y a la concentracién indicada en la Tabla 7. La membrana
se incubd 1 hora a RT en agitacion o durante la noche a 4°C. Los restos de anticuerpo
primario no unido se lavaron PBS-TW (3 lavados de 10 minutos) como se ha descrito
anteriormente, y se preparé la solucidn de incubacion con el anticuerpo secundario
correspondiente y la concentracién indicada en la Tabla 7. La incubaciéon con el
anticuerpo secundario fue de 1 hora a RT en agitacién y posteriormente la membrana
se lavo con PBS-TW (2 lavados de 10 minutos) y con solucion PBS1x (1 lavado de 10
minutos). La reaccion de inmunodeteccion se llevo con los reactivos “Amersham ECL
Western Blotting Detection Reagent” (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones de la
casa comercial, y la deteccion de esta reaccion se llevé a cabo en el “ChemiDoc Imaging
System” (BioRad). Las imagenes obtenidas fueron procesadas usando el programa
ImagelLab v.6.0 (BioRad) para la cuantificacion de la sefial relativa de proteina y los
datos obtenidos fueron procesados en Excel2016 y CorelDraw X7 para su

representacion.

Tabla 7. Listado de anticuerpos utilizados en este trabajo.

Anticuerpo primario | Dilucidon | Anticuerpo secundario | Dilucion
Anti-HA 1:1000 Anti-Rat 1:4000
Anti-myc 1:10000
Anti-GFP 1:5000

Anti-tubulina 1:5000 Anti-mouse 1:5000
Anti-actina 1:5000
Anti-PSTAIR 1:5000

En la deteccién de formas proteicas de tamafio similar a las proteinas de control de
carga (Tubulina, actina y PSTAIR), tras una primera inmunodeteccion de la o las

proteinas de interés se realiz6é una limpieza de la membrana siguiendo las indicaciones
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del protocolo “Mild stripping” (“Stripping for reprobing”, Abcam). Tras este procedimiento
se realizd6 de nuevo el protocolo de Western Blot para la inmunodetecciéon de las

proteinas de control de carga.

11.  Microscopia de epifluorescencia

Para los ensayos de microscopia de fluorescencia se prepararon cultivos de MMA-P
suplementado con las fuentes de carbono y nitrégeno habituales y otros suplementos
como se describe en los apartados 1 y 2. Los ensayos de alcalinizacién ambiental

especificos para microscopia también se describen en el apartado 2.

Para la visualizacion de las proteinas etiquetadas con las diferentes proteinas
fluorescentes se usé un microscopio de epifluorescencia Leica DMI-6000b acoplado a
una camara ORCA-ER (Hamamatsu Photonics). Las imagenes tomadas fueron
procesadas usando el software Metamorph (v.6.1) y el software de acceso libre ImageJ
(v.1.53e). En funcion de las diferentes proteinas u organulos estudiados la toma y el
procesamiento de imagenes fue diferente. En la deteccion de PacC700-GFP se empled
una exposicion de 100-200 ms en un solo plano focal. Para la deteccion de Vps23-GFP
se uso una exposicion de 300-400 ms y se tomaron 47 imagenes (apilamiento o “stack”)
a lo largo del eje Z, a partir de las cuales se realizd la proyeccion sumatoria (“Sum
projection”), para poder discriminar los puntos estaticos de aquellos dinamicos
correspondientes a los endosomas. En el resto de las proteinas etiquetadas mostradas
en este trabajo (PalA-GFP, PacX-GFP, EnaA-GFP, EnaB-GFP, AN2477-GFP vy
AN7165-Cherry-red), asi como el estudio del fenotipo vacuolar empleando tincién
CMAC se tomaron diferentes apilamientos de imagenes en el eje Z y posteriormente se
realizé la maxima proyeccion (“Max projection”) y detectar asi la sefial en cada punto de
mejor enfoque para cada zona. Los tiempos de exposicion usados variaron entre los
40 y los 400 ms.

La visualizacién del proceso de mitosis y la localizacion de PacX-GFP se realizé en un
unico plano focal tomando una imagen cada 30 segundos durante 30 minutos

(“Timelapse”).
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12. Herramientas bioinformaticas

12.1. Anédlisis de datos de secuenciacion masiva de RNA

Tras la secuenciacion masiva de RNA llevada a cabo en Stabvida (Caparica,
Portugal) se retiraron los adaptadores (“Trimming”), y las secuencias se alinearon
con el genoma de referencia como se indica en Picazo y colaboradores (Picazo
et al., 2020), al igual que el calculo de los valores TPM. Para la obtencién de la
representacion del analisis de componentes principales y la obtencion de los analisis
de expresion diferencial en las comparaciones realizadas, se usé el paquete de R
(v.3.3.3) “DEseq” estableciendo como valores de expresion diferencial aquellos cuyo
log, fuese igual o mayor a 2 (logz222), o igual o menor a -2 (log:<-2). La
representacion de los genes diferencialmente expresados en cada comparacion se
realiz6 usando mapas de calor o “heatmaps” utilizando el servidor “Heatmapper’

(http://www.heatmapper.ca/expression/) y seleccionando el parametro “Average

Linkage” como método de agrupamiento (“Clustering method”), y el parametro de
“Pearson” como método de medida de distancia (“Distance measurement method”).
En los andlisis de enriquecimiento de los dominios Interpro se recurrié al servidor

shinnyGo (v.0.60) (http://bioinformatics.sdstate.edu/go60/) y la representacion de los

principales dominios Interpro obtenidos se representaron mediante el software
Graphpad Prism 8 (v.8.0.2). Los diagramas de Venn obtenidos usando Biovenn

(https://www.biovenn.nl/). En el enlace que se muestra a continuacion se pueden

visualizar los resultados de los valores TPM, los datos de expresion diferencial y la
descripcion de los dominios Interpro y los cédigos Interpro asociados a cada gen:
(https://saco.csic.es/index.php/s/nSSHkP3d4Yio48m).

12.2. Andlisis estadisticos de los perfiles de expresion génica por
gPCR

En el estudio de los perfiles de expresion génica, los analisis estadisticos se llevaron
a cabo utilizando el software Graphpad Prism 8 (v.8.0.2). En primer lugar, se
comprobd si los datos obtenidos se ajustaban a una distribucion normal y si sus
desviaciones estandar eran homocedasticas, usando los tests de Saphiro-Wilk y
Borwn-Forsythe, respectivamente. Posteriormente se realizé un analisis de ANOVA

para cada cepa y condicién de estrés abiético, ademas de comparaciones multiples

Pagina | 58


http://www.heatmapper.ca/expression/
http://bioinformatics.sdstate.edu/go60/
https://www.biovenn.nl/
https://saco.csic.es/index.php/s/nSSHkP3d4Yio48m

Materiales y Métodos

de cada tiempo analizado en condiciones de estrés con la muestra control
empleando el test de Dunnett.
12.3. Andlisis in silico de proteinas

La busqueda de secuencias aminoacidicas homélogas (BLASTP) se realizd usando
la base de datos FungiDB (https:/fungidb.org/fungidb/app/workspace/blast/new), y

los dominios de las secuencias se visualizaron en las bases de datos NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgl) 'y la herramienta de prediccion y

visualizaciéon de proteinas Protter (https://wlab.ethz.ch/protter/#). EI  é&rbol

filogenético representado se obtuvo en el servidor “Clustal Omega”

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

El modelo de dominio de unién a DNA de dedos de zinc de tipo C2H2 del factor de
transcripcibn PacC se obtuvo desde el servidor web de Alphafold

(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q00202) y fue adaptado para su presentacion

usando el programa PyMOL ™ (Version 2.5.4).
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Capitulo 1. Respuesta al estrés del sistema Slt

1.1. Efecto del estrés ambiental en la dinamica del procesamiento proteolitico
de SItA

El procesamiento proteolitico de la forma primaria SItA’®P2 a |las formas de 32kDa
fosforilada y sin fosforilar es aparentemente continuo e independiente de las condiciones
ambientales (Mellado et al.,, 2016). Por ello es habitual observar en ensayos de
inmunodeteccién que las tres formas de este factor transcripcional coexisten en la
célula. En este capitulo estudiamos el proceso de regulacién transcripcional del factor
transcripcional sftA, su sefalizacion y el patron proteolitico en extractos de micelios
sometidos a condiciones de estrés osmotico por alta concentracidén de catién de sodio y

de estrés por alcalinidad ambiental.

Para este fin se ha utilizado la cepa MAD3652 que expresa una fusion de SItA a tres
copias del epitopo hemaglutinina (HA3x) en el extremo carboxilo-terminal. En cada
condicion de estrés a ensayar se prepararon cinco matraces de 250 mL conteniendo 50
mL de MMA (ver detalles en Materiales y Métodos, apartados 1y 2) y se inocularon con
conidiosporas. El micelio se crecié en ausencia de estrés durante 16 h a 37°C con
agitacioén orbital. Transcurrido este tiempo, el micelio de uno de los cultivos fue recogido
y procesado como condicion control sin estrés. A los restantes cuatro matraces se les
anadio la condicion de estrés. Por un lado, 1M Na* como su sal de cloruro (NaCl) y por
el otro 100 mM NazHPO4 que resulta en un pH extracelular de 8. Los cultivos se
siguieron incubando a 37°C y a los intervalos de 15, 30, 60 y 120 minutos se recogio
mediante filtracion el micelio de cada una de las condiciones de estrés. Los micelios se

liofilizaron para su posterior procesamiento.

Para el analisis de las formas SItA mediante ensayos de “Western Blot’, las muestras
de micelio se procesaron para obtener extractos de proteina total utilizando el protocolo
estandarizado en el laboratorio de “Extraccion de proteina total por lisis alcalina” (ver
apartado 10 de Materiales y Métodos). En la figura R.1.1.A se presenta un experimento
tipo. Se observa la sefial de cada una de las tres formas etiquetadas de SItA: SItA78kPa
SItA3%DPa+p y S|tA3%kP2E| panel R.1.1.B muestra la cuantificacion de la intensidad relativa
de cada banda detectada con respecto a la correspondiente senal de la proteina de
referencia y-actina (Figura R.1.1.A, imagen inferior). La forma primaria SItA’8"2 y |as
formas procesadas SItA3*Pa+P y S|tA3*DP2 se detectaron en todas las condiciones
ensayadas, aunque tanto en condiciones de alta concentracion de sodio como de

alcalinidad se observaron variaciones de su sefial a lo largo de los tiempos analizados.
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En la condicion control sin estrés ambiental (Control, C) se detecté una mayor sefial de
la forma procesada y fosforilada respecto a las otras dos formas, las cuales presentaban
senales muy similares. Tras aumentar la concentracion de cationes de sodio en el medio
(Figuras R.1.1.Ay B, izquierda), la forma primaria se detecté en menor medida en los
primeros 30 minutos y recupera e incluso aumenta su sefial tras 120 minutos de
induccién. Por otro lado, la forma SItA3%P2+P fye la forma predominante en todas las
condiciones con un pico de sefial a los 30 minutos tras la adicion de sodio y un
progresivo retorno a niveles iniciales tras 120 minutos de incubacién. Por ultimo, la forma
procesada y desfosforilada SItA%?%P2, presentaba un perfil de sefial similar a la forma

fosforilada, pero en proporciéon menor a todos los tiempos ensayados.
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Figura R.1.1. Sefalizacion y procesamiento de SItA en condiciones de estrés por alta
concentracion de catién sodio (Na") y pH alcalino (pH 8). A) Inmunodeteccion de las formas
SItA™® SItA***+Py SItA*™ fusionadas a tres copias del epitopo de hemaglutinina (anti-HA)
(MAD3652) en extractos de proteina total de cultivos crecidos en medio minimo (MMA) en
ausencia de estrés ambiental (C), y tratados con Na“ (1 M NaCl) o pH 8 (100 mM Na,HPO,)
durante 15, 30, 60 y 120 minutos. B) Cuantificacion de sefal de proteina relativa de formas

SltA con respecto a la sefial del control de carga de proteina, y-actina (anti-actina).

En condiciones de alcalinidad (Figuras R.1.1.A y B, derecha), la forma procesada se
mantuvo como la forma mayoritaria, al igual que lo observado en la condicion de estrés

salino. Sin embargo, la variacion de sefal de las otras formas presento diferencias entre
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ambas condiciones de estrés. En primer lugar, la forma primaria SItA’P2 se pudo
observar con claridad a lo largo de los tiempos analizados y ademas aumento su seial
hasta casi 7 veces tras 30 minutos a pH 8 con respecto a la cantidad observada en la
condicion control. En segundo lugar, los niveles de las formas procesadas aumentaron
en mayor medida a pH 8 que en la condicion de estrés por sodio. La forma fosforilada
SItA3%Pa+P se mantuvo como la forma predominante y sus niveles aumentaron hasta
una acumulacion maxima a los 30 minutos de la alcalinizacion del medio, tras lo cual
descendid, pero sin recuperar los niveles de proteina previos a la condicion de estrés.
La forma desfosforilada SItA%?°2 gumento su sefial a los 15 minutos y tras una leve
fluctuacion (Figura R.1.1.B, Grafico derecha), dicha sefial siguié subiendo tras 60 y 120

minutos en condiciones de alcalinidad ambiental.

Los resultados observados con estrés catidnico a los 15 y 30 minutos fueron semejantes
a los obtenidos previamente por Mellado y colaboradores (Mellado et al., 2016),
verificando asi la reproducibilidad de este tipo de experimentos. Estos resultados
sugieren que el patron proteolitico de SItA podria variar en funcién de la condicién de

estrés ambiental inducida.

1.2. Perfil de expresion de los genes sltA y sItB en condiciones de estrés
abiatico

Los cambios en el patron proteolitico de SItA en las dos condiciones de estrés
estudiadas podrian estar reflejando variaciones en los niveles de expresion del propio
gen sltA o sitB. Para determinar los niveles de expresion de sltA y sitB en funcion del
estrés salino y la alcalinizacién del pH ambiental, se procedié a un analisis mediante

PCR cuantitativa.

El estudio de los niveles de expresion de ambos genes utilizando la técnica de PCR
cuantitativa (qQPCR) pretende mejorar la calidad y reproducibilidad de los resultados
previos obtenidos mediante “Northern Blot’, e incrementar el nimero de ensayos en
condiciones de estrés por alta concentracion de diferentes cationes o de estrés por

alcalinidad extracelular.

Asi, se realiz6 un ensayo de estrés ambiental (ver Materiales y Métodos, apartado 2) en
una cepa silvestre. Tras la incubacion del micelio en condiciones sin y con estrés
abidtico, cada muestra de micelio filtrado se congelé a -80°C para la extraccion de RNA
total usando el protocolo descrito en la seccién de Materiales y Métodos (ver apartado

5). Una vez verificada la calidad del RNA total obtenido, se procedié a generar la hebra
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de DNA codificante (cDNA, ver apartado 6 de Materiales y Métodos) que se usé como
molde en la PCR cuantitativa. Cada gen objetivo fue analizado mediante qPCR
disefiando cebadores especificos para amplificar fragmentos (amplicones), proximos al
codon stop, con un tamafo de entre 230-280 pb. En todos los analisis de expresion
realizados por qPCR en este trabajo se ha utilizado como referencia el nivel de
expresion del gen benA (AN1182) que codifica para B-tubulina lo que permitié obtener
los valores de expresion relativos de cada gen objetivo. En la figura R.1.2., se muestran
los perfiles de expresion de los genes sltA (Figura R.1.2.A) y sltB (Figura R.1.2.B) en
presencia de 1 M NaCl (Na*) y de 100 mM NazHPO4 (pH 8) en la cepa silvestre
MAD3652. En condiciones de estrés salino la expresion de sltA aumenté ligeramente
durante los primeros 30 minutos a partir de los cuales descendié hasta valores préoximos
a los observados inicialmente tras 120 minutos. El efecto de la alcalinidad generd una
respuesta con una tendencia similar a lo largo de los tiempos analizados y tanto a los
15 minutos como a los 30 minutos las diferencias de expresion fueron significativas
respecto a la condicion control. Sin embargo, a pH 8 el aumento de expresion a los 15
minutos fue menor que el pico detectado a los 30 minutos, donde la expresion fue hasta
15 veces mas alta con respecto a lo observado en ausencia de estrés. A lo largo del
tiempo analizado los niveles de expresion descendieron aproximandose a los previos a

la senal de alcalinizacion.

En el perfil de expresion del gen sltB (Figura R.1.2.B), también se detectaron cambios
en la expresion en ambas condiciones de estrés. La adicion de 1M catidén sodio al medio
provocd un incremento altamente significativo de los niveles de s/tB tras 30 minutos
respecto a lo observado en la condicién control. Tras 60 minutos en estrés por alta
concentracién de catidon sodio, la expresion disminuyé a niveles similares a los
observados a los 15 minutos y este descenso continué hasta los 120 minutos donde la
expresion de s/tB fue menor que en la condicion control. La alcalinizacion del medio de
cultivo caus6 un aumento significativo de los niveles de expresion de sltB tras 15 minutos
del incremento de pH. A partir de los 30 minutos en alcalinidad, la expresién de s/tB

descendid, pero sin alcanzar los niveles de expresion observados en ausencia de estrés.

Estos resultados sugieren que los elementos que componen el sistema Slt presentan
una respuesta diferente en funcion del estrés abiotico inducido in vitro, tanto a nivel de
transcripcion como de proteina SItA, cuyas formas proteicas mantienen un equilibrio en
ausencia de estrés ambiental que se ve alterado de manera diferente en cada condicion
de estrés (Figura R.1.1). Ademas, esta respuesta era facilmente detectable en los 30
primeros minutos de induccion de estrés en el medio extracelular (Figura R.1.2),

mientras que transcurridos 60 minutos se alcanzaba una aparente estabilidad tanto a
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pH alcalino como en 1M NaCl (Figura R.1.1.B y Figura R.1.2). Este tiempo experimental
de 60 minutos nos permitiria comparar los efectos cada tipo de estrés abiodtico en

estudios del transcriptoma de A. nidulans.
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Figura R.1.2. Perfil de expresion transcripcional de slfA 'y sltB en respuesta a estrés por alta
concentracion de cation sodio y pH alcalino ambiental. Analisis de extractos de cDNA de una
cepa silvestre (MAD3652) mediante PCR cuantitativa (QPCR) de los genes sltA (A) y sltB (B)
en condicion sin estrés ambiental (C), y en condiciones de estrés por 1 M NaCl (Na*) y por
alcalinizacion del medio de cultivo (pH 8, 100 mM Na,HPO,). Los niveles de expresion
relativa se obtuvieron usando los niveles de expresion del gen de referencia que codifica
para la B-tubulina (AN 1182/benA). Las barras de error representan la desviacion estandar de
tres réplicas experimentales para cada muestra. Los asteriscos representan el nivel de
significacién del valor-P: P<0,05(*); P<0,01(**); P<0,001 (***); P<0,0001 (****).
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Capitulo 2. Patrén de la expresion génica en respuesta a la alcalinizacion
del medio y la salinidad; el papel regulador de SItA.

2.1. Estrategia y evaluacion de los datos del andlisis transcriptomico

Los factores transcripcionales englobados en la familia de proteinas que portan un
dominio de union a DNA formado por dedos de zinc “clasicos”, del tipo CzH>, llevan a
cabo funciones reguladoras de alto rango y se han descrito en organismos eucariotas
desde levaduras a humanos (Han et al., 2020; MacPherson et al., 2006). La presencia
en SltA de tres dedos de zinc del tipo C2H; sugeria que este factor transcripcional podria
controlar los niveles de expresion de un amplio numero de genes en A. nidulans. Los
datos sobre el papel regulador de SItA obtenidos mediante “Northern blots” son
reducidos y no permitian definir claramente si posee una actividad reguladora positiva o
negativa. El analisis transcriptomico de dos cepas, una silvestre y un mutante s/fAA,
puede ayudar a identificar aquellos genes o agrupamientos de genes (“clusters”) que
puedan estar bajo el control directo o indirecto de SItA y determinar asi su rango de
accién. Ademas, permitiria entender con mayor profundidad la respuesta a condiciones
de estrés abidtico en A. nidulans y definir la existencia de patrones transcriptémicos
especificos para cada tipo de estrés ambiental. La variabilidad de la distribucién de las

formas SItA descritas en el capitulo 1 apoya esta hipotesis de trabajo.

Para este analisis gendmico hemos recurrido a la secuenciacion masiva de RNA
(RNAseq) usando dos cepas de A. nidulans prototrofas, la cepa silvestre MAD4096 y la
mutante sitAA MAD4097 que han sido utilizadas anteriormente (Findon et al., 2010;
Manoli & Espeso, 2019). Para ambas cepas se prepararon cuatro cultivos por cada
condicion: Control (MMA), y de estrés por alcalinidad (pH 8) o por 1M NaCl durante 60
minutos (ver apartados 1y 2 de la seccion Materiales y Métodos). La recoleccion y el
tratamiento de las muestras para la extraccién de RNA se detalla en los apartados 2y 5
de Materiales y Métodos. Los extractos fueron enviados a un servicio externo de
secuenciacion masiva (Stabvida, Caparica, Portugal). En la figura R.2.1.A se muestra el
disefio experimental y el flujo de trabajo donde a partir de los extractos de RNA se
analizé la calidad del mismo (para todas las muestras el RIN fue >6,5) y posteriormente
se generd la libreria. El disefio utilizado para la secuenciacion de RNA fue de tipo “pair-
end” con fragmentos de 150 pb. En colaboracién con el Dr. Aitor Garzia (Rockefeller
University, NY, USA) se revisé la calidad de la secuencia (“FastQC”) y se retiraron los
adaptadores (“Trimming”). Estas secuencias se alinearon frente al genoma de referencia

de Aspergillus nidulans (versién FungiDB-36_AnidulansFGSCA4). A partir del mapeo de
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los genes se determind el numero de lecturas sobre cada gen (“counts”) y estos datos
fueron normalizados a TPM (“Transcript per million reads” o transcrito por milléon de

lecturas) para analisis posteriores.

Los conjuntos de datos generados en las diferentes cepas y condiciones, asi como sus
réplicas, fueron evaluados usando un andlisis de componentes principales (PCA,
“Principal component analysis”) (Figura R.2.1.B). En este analisis se observé que el
conjunto de datos totales absorbia el 83% de la varianza. Ademas, se detectaron
agrupamientos de las réplicas evidenciando la reproducibilidad experimental. Los
valores de correlacion obtenidos entre las réplicas fueron de entre 0,94 y 0,97. Dado
que estos valores son superiores a 0,9 consideramos que la calidad las muestras
permitia continuar con el analisis de datos. Los valores del analisis del PCA mostraba
que la variable de la cepa (Figura R.2.1.B, PC1) absorbia el 60% de la varianza, lo que
sugeria que el papel de SItA podria ser clave en cualquiera de las tres condiciones
ambientales. En cuanto a la variable condicibn ambiental también se observaron
diferencias en los niveles de expresion, siendo la alcalinizacién del medio extracelular
la condicion que mayor variacion de la expresidon causo al compararlo con la condicion

sin estrés (MMA), tanto en la cepa silvestre como nula sltA.

Para determinar tanto el efecto del estrés ambiental en A. nidulans como el papel del
factor transcripcional SItA, se establecieron comparaciones entre cepas y condiciones
para medir los cambios de expresion génica. Para ello se obtuvieron en primer lugar los
valores promedio de TPM de cada muestra. Las comparaciones entre muestras se
realizaron dos a dos mediante el logaritmo en base dos “fold change” (log2FC) usando
el paquete bioinformatico “DEseq2” en R. Aquellos genes diferencialmente expresados
(“Differentially expressed genes” o DEGs) en una comparacién entre dos muestras con
un valor de significacién igual o mayor que 2 (log2FC = 2) son aquellos en los que la
expresion aumenta en una de las cepas o condicién de estrés y en este trabajo se
describiran, usando preferentemente la terminologia inglesa, como “upregulated genes”
0 genes regulados al alza. Una disminucion de la expresién de un gen en una de las
cepas o condiciones de estrés sera significativa si el valor log>FC es igual o menor a -2
(log2FC =-2) y estos genes se definiran como “downregulated genes” o genes regulados

a la baja.

Una vez determinados los genes diferencialmente expresados tanto positiva como
negativamente en cada comparacion, se describieron algunos de los “clusters” o grupos
de genes detectados en cada caso. Los genes diferencialmente expresados (DEGs) en

cada comparacion se usaron en un analisis de enriquecimiento de dominios Interpro
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Figura R.2.1. Secuenciacion masiva de RNA (RNAseq). A) Esquema del flujo de trabajo
desde la preparacion de muestras de RNA en condiciones sin estrés (C, MMA) y en
condiciones de estrés por el aumento de la concentracion de cationes sodio (Na) y del pH
ambiental (pH 8), al procesamiento de datos experimentales para su analisis e
interpretacion. B) Analisis de componentes principales (PCA) de los patrones de
transcripcion de una cepa silvestre (WT) (MAD4096) y de una cepa sltAA (MAD4097) en
ausencia de estrés ambiental (MMA, indicado en amarillo), y en condiciones de estrés
ambiental por alta concentracién de cationes de sodio (Na’, indicado en azul) o por
alcalinidad ambiental (pH 8, indicado en violeta) y sus correspondientes réplicas indicadas
conlos nimeros 1y 2.
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para detectar las familias proteicas predominantes en cada condicion y cepa. Para este
analisis se recurrid a la base de datos de Emericella (nombre del teleomorfo) nidulans
de STRINGdb (v.10) a través de la herramienta bioinformatica ShinyGO v.60
(http://bioinformatics.sdstate.edu/go60/). Este trabajo ha sido publicado y sera citado en
el texto (Picazo et al., 2020)

Todos los datos obtenidos de los ensayos de RNAseq asi como el analisis de los mismos
y la obtencion de los valores TPM medios, los valores de expresion diferencial y los
cbdigos y descripciones de los dominios Interpro de cada gen generan un documento
excesivamente voluminoso para su impresion en papel, de modo que estos datos

quedan reflejados y  accesibles a través del siguiente  enlace

(hitps://saco.csic.es/index.php/s/NnSSHkP3d4Yio48m) proporcionado también en el

apartado 12.1 de la seccion de Materiales y Métodos.

2.2. Papel transcripcional de SItA en ausencia de estrés

El genoma de A. nidulans depositado en la version 59 de la base de datos FungiDB
contiene un total de 10.988 genes, incluyendo los genes codificados en el DNA
mitocondrial. En este trabajo se  utilizd la version 36 del genoma
(https://fungidb.org/fungidb/app/downloads/release-36/AnidulansFGSCA4/). El nimero

total de genes usados en los analisis de expresion diferencial fue de 10550. En ausencia

de estrés, 10045 y 9896 genes mostraron expresion (TPM>0) en las cepas silvestre y
sltAA, respectivamente (Figura R.2.2.1). A pesar de observarse un menor numero de
genes en el fondo mutante sltAA, la distribucion de niveles de expresion génica fue
similar en ambas cepas con unos valores de expresion logi (TPM) de entre 10 y 100

en la mayoria de los genes.

El andlisis de expresion diferencial comparando las “counts” de los genes expresados
en la cepa silvestre frente al nulo s/tA en ausencia de estrés dio lugar a la deteccién de
1108 DEGs en el fondo nulo sltA. La expresion de 347 genes aumentd en el mutante
SItAA respecto a la cepa silvestre, mientras que 761 genes presentaron una disminucion
significativa de la expresion en este mutante. La desregulacion total observada en el
mutante sltAA representaba el 10% del transcriptoma, lo que sugeria un papel regulador

importante de SItA independientemente de la condicién ambiental.
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FiguraR.2.2.1. Graficos de violin que muestran la distribucion de los genes que se expresan
(TPM>0) en ausencia de estrés en los fondos genéticos silvestre (WT) (MAD4096) y sltAA
(MAD4097). Los niveles de expresion de estos genes se ilustran segun su valor log,, (TPM).
Las lineas discontinuas indican el valor de la mediana.

En la figura R.2.2.2.A se representa la variacion de la expresion génica tomando como
datos las “counts” de cada gen significativamente desregulado al comparar las cepas
silvestre y sltAA en ausencia de estrés ambiental (indicado en las figuras como MMA,
puntas de flecha). Esta representacién se define comunmente como “heatmap” o mapa

de calor y clasifica a los genes en “clusters” (http://www.heatmapper.ca/expression/). Al

generar el “heatmap’”, la herramienta bioinformatica calcula el valor “Row Z-score”, que
indica la significacién de la variacion de estos datos. Los “upregulated genes” se
representan en verde mientras que los “downregulated genes” en el mutante se ilustran

en morado.

Usando el “heatmap” obtenido se seleccionaron solo algunos de los multiples “clusters”
de genes para analizar los patrones de expresion. Los paneles B y C muestran aquellos
genes cuya expresion se eleva en ausencia de funcién SltA. El panel B muestra los
genes diferencialmente “upregulated” en el fondo nulo sltA y que se encuentran con un
nivel de expresion menor en todas las condiciones estudiadas en la cepa silvestre. En
cambio, en el panel C se representan los niveles de expresion de algunos de los genes
“upregulated” en todas las condiciones en la cepa sltAA y que solo aumentaban

significativamente su expresién a pH alcalino en el fondo silvestre (WT).

Los “clusters” D-F se corresponden con genes cuya expresion ha descendido
significativamente en ausencia de sltA. El panel D representa los “downregulated genes”
en ausencia de sltA en todas las condiciones estudiadas en comparacion con la cepa
silvestre. El grafico del “cluster’ E muestra aquellos genes cuya expresion disminuye en
ausencia de SItA o en condiciones de estrés en el silvestre (WT). Los genes agrupados
en el “cluster’ F son aquellos “downregulated” tanto a pH 8 en la cepa silvestre como en

cualquier condicién del mutante sltAA, mientras que el panel G muestra aquellos genes
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“upregulated” solo a pH 8 en el silvestre, pero que se mantenian “downrequlated” en

todas las condiciones analizadas en el fondo nulo s/tA.

En el analisis de expresion diferencial se encontré a sltB dentro del “cluster’ D siendo
un “dowregulated gene” al comparar ambas cepas en todas las condiciones (Figura
R.2.2.2.H). El gen AN6132/sltB codifica la proteasa procesativa de SItA y su expresion
es totalmente dependiente de la funcién SItA (Mellado et al., 2015). Tomando los niveles
de expresion de sltB como referencia, observamos que los genes del “cluster’ D
ANG6940, AN7165, AN6618 y AN7792, que codifican para diferentes tipos de proteinas
como transportadores, lisofosfolipasas o proteinas con actividad GTPasa (GAP),
podrian ser extremadamente dependientes de SItA dado que presentaban un patron de

expresion similar al de s/tB.

A continuacién, se clasificaron las actividades de los genes diferencialmente
expresados. Mediante un analisis de enriquecimiento de dominios Interpro de los genes
DEGs en la cepa sltAA frente a la cepa silvestre crecidas en la condiciéon control,
obtuvimos preferentemente nueve tipos de dominios en las proteinas de los genes
diferencialmente “upregulated” en el mutante nulo s/tA y otros nueve tipos de dominios
en aquellas codificadas por “downregulated genes”, ademas de un dominio comun en
ambos casos que se corresponde con el citocromo P450 (Figura R.2.2.2.1). De entre los
dominios enriquecidos en el andlisis destacaron un alto nimero de genes que codifican
para proteinas ribosomales, transportadores de tipo MFS (Major Facilitator Superfamily),
asi como otros factores de transcripcion tanto de tipo Zn2Cys6, especificos de hongos
de la clase Ascomiceta, como de dedos de zinc clasicos de tipo C2H2 que tienen una

distribucion filogenética mucho mas amplia.

Los resultados de esta comparacion sugieren que la funcion de SItA tiene un efecto
notable y dual. Siendo en su mayoria positivo ya que un mayor numero de genes, 761
genes, disminuyen su expresion en ausencia de este factor transcripcional en
condiciones ambientales estandar en comparacién con los 347 que son expresados al
alza. Una gran parte de los genes diferencialmente expresados codifican para un rango
de proteinas que incluyen proteinas ribosomales, diferentes tipos de transportadores y
factores de transcripcion, otorgando a SItA un papel regulador mas alla de la respuesta

a eventos de estrés ambiental.
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Figura R.2.2.2. Genes diferencialmente expresados en la cepa mutante s/tAA respecto ala
cepa silvestre en ausencia de estrés (st AA MMA vs WT MMA). A) “Heatmap” de genes
cuyos niveles de expresion aumentan ("upregulated genes’, indicados en verde) o
disminuyen ("downregulated genes”, indicados en morado) en la cepa sltAA. B-H) Analisis
de “clusters” de genes. B) Genes “upregulated” en el fondo sltAA en todas las condiciones.
C) Genes “upregulated’” en WT a pH 8 y en todas las condiciones en el mutante sitAA. D)
Genes “downregulated” en todas las condiciones en la cepa s/ltAA. E) Genes
“downregulated’ en condiciones de estrés en la cepa WT y “downregulated” en todas las
condiciones en la cepa sltAA. F) Genes “downregulated” a pH 8 en la cepa silvestre y
“downregulated’ en todas las condiciones en el fondo nulo sifA. G) Genes “upregulated” a pH
8 en la cepa silvestre y “downregulated” en todas las condiciones en el fondo nulo sifA. H)
Genes con perfil de expresion similar al del gen sltB, dependiente de la funcion SItA. 1)
Numero de genes y grupos representativos de dominios Interpro.
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2.3. Efecto transcripcional de la alcalinizacion del medio extracelular

El resultado del analisis de componentes principales (PCA) revel6 que la condicién de
alcalinidad generaba una respuesta transcripcional en ambas cepas claramente
diferente con respecto a las condiciones de cultivo sin estrés y las suplementadas con
altos niveles de sodio (ver Figura R.2.1.B). Al comparar los datos transcriptomicos de
las condiciones control (MMA) y de pH 8 en la cepa silvestre (WT) se detecto la
expresion de 10045 genes en ausencia de estrés y de 10006 genes a pH alcalino de los
10550 genes analizados (Figura R.2.3.1). En el analisis de expresion diferencial se
obtuvieron un total de 1242 DEGs en respuesta a la alcalinidad extracelular de los cuales
380 estaban regulados al alza y 862 regulados a la baja. Estos resultados sugieren que
la respuesta a la alcalinidad ambiental da lugar preferentemente a una bajada en la

expresion génica.
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Figura R.2.3.1. Graficos de violin que muestran la distribucion de los genes que se expresan
(TPM>0) en ausencia de estrés (MMA) y en estrés por alcalinidad ambiental (pH 8) en el
fondo genético silvestre (WT) (MAD4096). Los niveles de expresion de estos genes se
ilustran segun su valor log,, (TPM). Las lineas discontinuas indican el valor de la mediana.
A partir del “heatmap” obtenido en esta comparacion (Figura R.2.3.2.A) se seleccionaron
algunos “clusters” representativos para su andlisis (Figura R.2.3.2.B-l). Los primeros
cinco grupos de genes son aquellos “upregulated’ a pH alcalino (pH8) en comparacién
con la condicién control (MMA) en la cepa silvestre (Figura R.2.3.2. B-F, indicados con
puntas de flecha) ilustrando el rango de genes que eran inducidos por la alcalinizacién
del medio. Sin embargo, pudieron ser subclasificados teniendo en cuenta el resto de
muestras experimentales. El panel B muestra algunos de los genes donde la respuesta
transcriptomica en la cepa WT se observo a pH 8 pero no en la condicion de estrés por
1 M NaCl, sugiriendo que estos genes estan expresados al alza por un efecto especifico
del estrés por alcalinizacion del medio. En el mismo panel, los resultados de la cepa
sltAA mostraron un aumento no significativo a pH alcalino, lo que los convierte en genes

parcialmente dependientes de SItA durante la respuesta a la alcalinizacion extracelular.
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El “cluster’ C (Figura R.2.3.2.C) muestra aquellos genes cuya expresion aumentoé a pH 8
en la cepa silvestre pero no en el fondo mutante sltAA, lo que los convierte en genes
muy dependientes de la actividad SItA. En algunos casos se detecté que los niveles de
expresion también se encontraban alterados en el resto de condiciones analizadas en
la cepa mutante. Por el contrario, el “cluster” D muestra aparentemente una respuesta
similar en ambas cepas en todas las condiciones, por lo que la expresion de estos genes
en la respuesta a alcalinidad seria independiente de la funcion SItA. El “cluster’ E
muestra aquellos genes “upregulated” en la cepa silvestre en ambas condiciones de
estrés ambiental, lo que sugiere que parte de la respuesta génica a los estreses
abidticos es comun. En algunos casos parte de esta respuesta se pierde en ausencia
de SItA en las mismas condiciones de estrés (Figura R.2.3.2.E). El ultimo “cluster” de
“upregulated genes” (Figura R.2.3.2.F), muestra aquellos genes dependientes de la
condicion de pH ambiental y que se encuentran también “upregulated” en todas las

condiciones observadas en la cepa mutante sltAA.

En cuanto a los “downregulated genes” en respuesta al pH alcalino, se han seleccionado
tres “clusters” de genes. El “cluster” G representa los “downregulated genes” solo a pH
8 en el silvestre y en todas las condiciones estudiadas en el fondo mutante sltAA.
Aquellos genes que presentaban una disminucién de los niveles de expresion en ambas
condiciones de estrés se encuentran en el “cluster’ H y la ausencia de SItA mantuvo
esta disminucion de los niveles de expresion en todas las condiciones ambientales. Por
ultimo, el “cluster” | representa los niveles de expresion de algunos de los genes
“downregulated’ a pH 8, y que por el contrario se encuentran “upregulated”’ en el fondo

nulo sftA en las tres condiciones ambientales estudiadas.

Existen algunos genes cuya expresion esta regulada por la sefial de alcalinidad
(Markina-Ifarrairaegui et al., 2020; Pefialva et al., 2014) y a lo largo de este analisis se
han usado como control del procedimiento experimental y de los resultados (Figura
R.2.3.2.J). Asi, hemos detectado entre los genes diferencialmente “upregulated” a pH
alcalino a los factores transcripcionales AN2855/pacC y AN7820/aflR que se
clasificarian dentro de los “clusters” B y C, respectivamente. Por el contrario, la
expresion de los genes que codifican para los posibles transportadores de sodio, las
ATPasas AN6642/enaAy AN1628/enaB, seria independiente de la funcion SItA (“cluster”
D). Por otro lado, un ejemplo de gen cuya expresion disminuye a pH 8 es AN1844/palF

(Bussink et al., 2015) y que se clasificaria en el “cluster’ G al perder los niveles normales
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Figura R.2.3.2. Genes diferencialmente expresados a pH 8 en la cepa silvestre (WT pH 8 vs
WT MMA). A) “Heatmap” de genes cuyos niveles de expresion aumentan ("upregulated
genes”, indicados en verde) o una disminuyen ("downregulated genes”, indicados en
morado) tras la induccion de estrés por alcalinidad ambiental (100 mM Na,HPO,) durante 60
minutos. B-l) Analisis de “clusters” de genes . B) Genes “upregulated” a pH 8 y menor
aumento de los niveles de expresion en el fondo sltAA a pH 8. C) Genes “upregulated’ en WT
a pH 8 y “downregulated” en todas las condiciones en el mutante sifAA. D) Genes
“upregulated” a pH 8 tanto en la cepa silvestre como en el mutante sifAA. E) Genes
“upregulated’ en condiciones de estrés en la cepa WT y “downregulated” en todas las
condiciones en la cepa slifAA. F) Genes “upregulated” a pH 8 en la cepa silvestre y
“upregulated’ en todas las condiciones en el fondo nulo slfA. G) Genes “downregulated” a pH
8 en la cepa silvestre y “downregulated”’ en todas las condiciones en el fondo nulo sifA. H)
Genes “downregulated” en ambas condiciones de estrés en la cepa WT y “downregulated”
en todas las condiciones en el fondo nulo s/tA. I) Genes “downregulated” a pH 8 en la cepa
silvestre y “upregulated’ en todas las condiciones en el fondo nulo slfA. J) Genes con perfil
de expresion dependientes del pH ambiental y/o dependientes de la funcién SItA.
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de expresion en la condicion control en ausencia de SItA. En el grupo de “downregulated
genes” a pH 8 se han descrito previamente algunos genes sujetos a la funcion de SItA
como son AN71189/pmcA, AN4920/pmcB y ANO0471/ vcxA (Findon etal., 2010;
Spielvogel et al., 2008), donde la delecion de s/tA dio lugar a un aumento de los niveles
de expresion en las tres condiciones estudiadas (Figura R.2.3.2.J). Este patrén

transcripcional se ha definido en el “cluster” I.

1 Major Facilitator Superfamily 11 Cation/H+ exchanger
20191817 16 15141312 2 1 2 NAD(P)-binding domain 12 Glc/ribitol or short-chain
0 ] dehydrogenases
13 Alcohol dehydrogenases

14 Acyl transferases, p-ketoacyl|
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15 FAD-binding domain
16 Cytochrome P450

17 CO dehydrog. flavoprot.-like,
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Figura R.2.3.3. Listado de los principales dominios Interpro detectados entre los genes
diferencialmente expresados (DEGs) a pH 8 en la cepa silvestre (WT). En verde se
identifican los dominios codificados por genes “upregulated’; en morado se corresponden
con los genes “downregulated’ y en negro son dominios que se encuentran tanto entre
genes “uprequlated’ como “downregulated’.

Posteriormente en el analisis de enriquecimiento de los dominios Interpro para las
proteinas codificadas por los genes desregulados se detectaron que tanto los
“upregulated”, como los “downregulated genes” a pH 8, son genes que codifican en su
mayoria para proteinas transportadoras de la familia MFS y proteinas con dominios de
unién a NAD(P) (Figura R.2.3.3). Ademas, otros transportadores de tipo ABC y
transportadores de cationes/H* incrementaban su expresiéon a pH alcalino. Los
principales dominios que se han enriquecido en la muestra de proteinas procedentes de
los “downregulated genes” a pH 8 son aquellos relacionados con procesos de

metabolismo primario y secundario.

2.4. Papel regulador de SItA a pH alcalino

El factor transcripcional SItA es esencial en la respuesta a estrés por pH ambiental
alcalino puesto que los alelos de pérdida de funcidn total o parcial de sltA impiden el
crecimiento de A. nidulans en esta condicion de estrés (O’neil et al., 2002; Spielvogel
et al., 2008). Dado que el andlisis transcriptomico comparando las cepas silvestre y nula
SltA en ausencia de estrés (seccion 2.2.) revelé cambios significativos de expresion

génica en ausencia de SItA, en esta seccion analizamos el efecto combinado de la
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delecion de sltA con el cambio de pH extracelular. El objetivo fue tratar de delimitar la

funcion reguladora de SItA en la respuesta a pH 8.

En primer lugar, se compararon los genes diferencialmente expresados en la cepa
silvestre cultivada en medio alcalinizado (Figura R.2.4.1, circulos amarillos), con los
DEGs obtenidos a pH 8 en el fondo nulo s/tA (Figura R.2.4.1, circulos violetas). En la
figura R.2.4.1 se muestran diagramas de Venn que ilustran estas comparativas. En el
diagrama del panel A se comparan los DEGs cuya expresidén se eleva en cada cepa
cuando se alcaliniza el pH ambiental, y en el panel B la situacion opuesta. Se observa
que el numero de DEGs difiere notablemente en cada comparacién entre ambas cepas.
Siendo menor siempre en la cepa nula sltA, interpretamos que un numero amplio de
genes pierden la expresion diferencial observada en el silvestre a pH 8 en ausencia de
SItA. Se observa ademas que un cierto niumero de estos DEGs mantiene su tendencia
(intersecciones), lo que sugiere que corresponderian con genes que se expresan

diferencialmente a pH alcalino independientemente de la funcién SItA.

“Upregulated genes” “Downregulated genes”

A B

80 117 263 g 854
SItAA pH8 vs. slitAA MMA
WT pH 8 vs. WT MMA

C SItAA pH8 vs. WT pH8 D

733 14 366 715 19 843

Figura R.2.4.1. Representacion mediante diagramas de Venn del nimero de DEG comunes
y no comunes en cada comparativa. A) Comparativa de genes “upregulated’ a pH 8 en el
fondo genético mutante s/tAA (indicado en violeta) frente a los genes “upregulated” apH 8 en
el fondo genético silvestre (indicado en amarillo). B) Comparativa de genes “downregulated’
a pH 8 en el fondo genético mutante sifAA (indicado en violeta) frente a los genes
“downregulated” a pH 8 en el fondo genético silvestre (indicado en amarillo). C) Comparativa
de genes “upregulated” a pH 8 en el fondo genético silvestre (indicado en amarillo) frente a
los genes “upregulated” en el fondo mutante s/tAA a pH 8 respecto a los genes “upregulated”
en la cepa silvestre a pH 8 (indicado en naranja). D) Comparativa de genes “downregulated’
a pH 8 en el fondo genético silvestre (indicado en amarillo) frente a los genes
“downregulated” en el fondo mutante slfAA a pH 8 respecto a los genes “downregulated” en
la cepa silvestre a pH 8 (indicado en naranja).

Los paneles C y D muestran una comparativa que trata de descubrir aquellos DEGs que
presentan niveles excepcionalmente elevados o reducidos en el fondo nulo s/tA a pH
alcalino y, de éstos identificar cuantos genes serian susceptibles de un efecto aditivo de
la pérdida de funcién de SItA y de la alcalinizacién del pH del medio, tanto al alza como

a la baja en sus niveles de expresion. Asi buscamos los DEGs en una comparativa entre
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las cepas silvestre y nula sltA tratadas con pH alcalino (Figura R.2.4.1, circulos

naranjas).

Encontramos 747 DEGs regulados al alza y 734 DEGs regulados a la baja en la cepa
sltAA. De todos estos DEGs encontramos 14 que estarian mas expresados en la cepa
nula que en la silvestre a pH alcalino de lo que corresponderia al incremento causado
por la alcalinizaciéon del medio extracelular (panel C) y 19 que estarian menos
expresados de lo que corresponderia a la caida en su expresion por el pH8 (panel D).
Se hace evidente que la ausencia de funcion SItA causa un cambio amplio en el patron
transcripcional tanto en condiciones de ausencia de estrés (ver seccion 2.2) como en
condiciones de cultivo alcalinas. La similitud en el numero de genes desregulados en el
fondo sltAA a pH 8 en comparacién con el silvestre en la misma condicion muestra

nuevamente que SItA posee funciones regulatorias tanto positivas como negativas.
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Figura R.2.4.2. Genes diferencialmente expresados en la cepa mutante sitAA a pH 8
respecto a la cepa silvestre en la misma condicion de estrés(s/tAA pH 8 vs WT pH 8). A)
“Heatmap” de genes cuyos niveles de expresion aumentan ("upregulated genes”, indicados
en verde) o una disminuyen ("downregulated genes”, indicados en morado) en la cepa sltAA
a pH 8. B) Analisis de “clusters” de genes. B-H) Genes “upregulated” en el fondo slfAA en
todas las condiciones. C) Genes “upregulated” solo a pH 8 en el mutante slifAA . D) Genes
“downregulated” en todas las condiciones en la cepa sltAA. E) Genes no diferencialmente
expresados en el silvestre pero “downregulated’ en todas las condiciones en el fondo nulo
sltA. F) Genes “upregulated” a pH 8 en la cepa silvestre y “downregulated’ en todas las
condiciones en el fondo nulo sifA. G) Genes “upregulated’ en la cepa silvestre en ambas
condiciones de estrés y “downregulated” en todas las condiciones en el mutante s/ifAA. H)
Genes “downregulated” en la cepa silvestre en condiciones de estrés y “downregulated’ en
todas las condiciones en la cepa sltAA.
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El “heatmap” de la figura R.2.4.2.Ailustra los DEGs al comparar las cepas WT y sltAA a
pH 8, y a partir de los cuales se han descrito varios “clusters” de genes. El “cluster’ B
agrupa aquellos genes que mantuvieron una expresion basal en la cepa silvestre en
cualquiera de las condiciones estudiadas, y los cuales, en ausencia de SItA, elevaron
su expresion independientemente de la condicién ambiental. El “cluster’ C esta formado
por un pequefio nimero de genes los cuales presentaban una baja variacion de la
expresion en la cepa silvestre y en el mutante su expresion aumentaba
significativamente solo en la condicion de alcalinidad. Entre los “downregulated genes”
encontramos una mayor variedad de patrones transcripcionales. Los “clusters” D y E
muestran aquellos genes cuyos niveles de expresion disminuyeron en todas las
condiciones estudiadas en la cepa sltAA respecto a los niveles observados en la cepa
silvestre. Los “clusters” F y G muestran los genes que se expresaban dependientemente
de la condiciéon ambiental y que perdian esta regulacion parcial o totalmente en ausencia
de SItA. Por ultimo, el “cluster’ H muestra una caida de los niveles de expresion en el
fondo nulo sltA de genes levemente “downregulated’ en el silvestre en las condiciones

de estrés.

El analisis de enriquecimiento de los dominios Interpro de los DEGs resultantes de esta
comparacion (Figura R.2.4.3) se corresponden con transportadores (MFS), proteinas
con dominios de unién a NAD(P), hidrolasas y deshidrogenasas mayoritariamente, tanto
en “upregulated genes” como en “downregulated genes’. Entre los dominios
enriquecidos en genes “upregulated” encontramos genes que codifican proteinas con
funcion metabdlica, y entre aquellos “downregulated” detectamos factores de

transcripcion tipo Zn2Cys6 y C2H2 entre otros.

18 1716 4 1514 3 13 2 1 12 1 NAD(P)-binding domain 10 Acyl-CoA dehydrogenase/oxidase
50 0 2 Major Facilitator Superfamily 11 Hot Dog domai
» 10 2 3 o/p hydrolase fold 12 Zn2Cys6 Transcription Factor +
2 40 S 4Glc/ribitol or short-chain Transc. factor, fungi
S 20 9 dehydrogenase 13 P-loop containing nucleoside
o 30 ” g_ 5 Acyl carrier protein-like/Thiolase-like triphosphate hydrolase
S 2 6 Alcoh dr 14 Cytochrome P450
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Figura R.2.4.3. Listado de los principales dominios Interpro detectados entre los genes
diferencialmente expresados (DEGs) a pH 8 en la cepa slfAA con respecto a los niveles de
expresion de la cepa silvestre a pH 8. En verde se identifican los dominios codificados por
genes “upregulated’; en morado se corresponden con los genes “downregulated’ y en negro
son dominios que se encuentran tanto entre genes “upregulated’ como “downregulated”.

El conjunto de analisis realizados muestra que la alcalinizacién del pH ambiental genera

una respuesta transcripcional tanto positiva como negativa. Esta respuesta se ve
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notablemente alterada en ausencia de funcién SItA. Los datos siguen apoyando la
dualidad de SItA como posible regulador positivo y negativo. La identificacion de
dominios Interpro enriquecidos correspondientes a factores de transcripcion sugiere que
parte de esta alteracion del patrén transcripcional puede ser por una funcion reguladora
de SItA sobre otros factores transcripcionales como es el regulador de la respuesta al

pH ambiental PacC.

2.5. Efecto transcripcional de una elevada concentracion de sodio en el medio
extracelular

De forma similar al estudio del efecto transcriptémico en la respuesta a alcalinidad
ambiental en A. nidulans, se realizaron los mismos tipos de analisis para comprender la
respuesta transcripcional al aumento de concentracion de catién sodio en el medio
extracelular. De los 10550 genes analizados, 10045 genes presentaron expresion en
medio minimo (MMA) y 10127 genes se expresaban tras 60 minutos de induccion de
estrés por 1 M NaCl (Figura R.2.5.1). La mayoria de los genes en los que se detectd
expresion lo hacen con un valor de TPM similar en ambas cepas, aunque se observo un
aumento de genes que se expresan a niveles muy bajos en la condicién de estrés. En
el andlisis de expresion diferencial se identificaron 183 “upregulated genes” y 217

“downregulated genes” que se muestran en el “heatmap” de la figura R.2.5.2.A.

5 10045 10127
107 4 genes genes

WT WT
MMA NaCl 1M

FiguraR.2.5.1. Graficos de violin que muestran la distribucion de los genes que se expresan
(TPM>0) en ausencia de estrés (MMA) y en estrés por alta concentracion de catién sodio (1
M NaCl) en el fondo genético silvestre (WT) (MAD4096). Los niveles de expresion de estos
genes se ilustran segun su valor log,, (TPM). Las lineas discontinuas indican el valor de la
mediana.

A partir del “heatmap” se definieron seis “clusters” de patrones de expresion. Los
“clusters” B y C estan formados por genes “upregulated” en la condicién 1 M NaCl (B) o
en ambas condiciones de estrés en la cepa silvestre (C) y sin embargo no responden a

este estrés en un fondo nulo sltA. Los cuatro “clusters” restantes los conforman genes
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cuya expresion disminuye en exceso de sodio. El “cluster’ D muestra los genes
“downregulated’ en el silvestre a 1 M NaCl que en ausencia de sltA elevan sus niveles
de expresién independientemente de la condicion ambiental. Los genes del “cluster’ E
se corresponden con aquellos genes “upregulated” a pH alcalino y “downregulated” en
la condicién de estrés salino, y cuya expresion es ademas independiente o parcialmente
dependiente de SItA. Los “clusters” F y G muestran los “downregulated genes” en una
o0 ambas condiciones de estrés en la cepa silvestre y que se encuentran desregulados

en todas las condiciones estudiadas en el mutante sltAA.
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Figura R.2.5.2. Genes diferencialmente expresados en la cepa silvestre sometida a estrés
por alta concentracion de cation sodio (WT Na’ vs WT MMA). A) “Heatmap” de genes cuyos
niveles de expresion aumentan ("upregulated genes”, indicados en verde) o disminuyen
("downregulated genes”, indicados en morado) en la condicion de estrés por 1 M NaCl. B-H)
Analisis de “clusters” de genes. B) Genes “upregulated’ solo en la condicion de estrés por
cation sodio en la cepa WT. C) Genes “upregulated” en la cepa silvestre en ambas
condiciones de estrés y no diferencialmente expresados en el fondo mutante sitAA. D)
Genes “downregulated’ en la condicion Na'y “upregulated” en todas las condiciones en la
cepa sltAA. E) Genes “upregulated’ a pH 8 y “downregulated” en Na® en ambas cepas. F)
Genes “downregulated” en Na" en la cepa silvestre y “downregulated” en todas las
condiciones en el fondo nulo sltA. G) Genes “downregulated” en la cepa silvestre en ambas
condiciones de estrés y “downregulated” en todas las condiciones en la cepa sifAA. H)
Genes “upregulated’ en la cepa silvestre en la condicion de estrés por 1 M NaCl y
“downregulated’ en el fondo nulo s/tA.

Un ejemplo de DEG en exceso de sodio es el gen codificante de la permeasa de sulfato,
AN2730/sB (Figura R.2.5.2.H). Los niveles de expresion de este gen se elevaron en
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ambas condiciones de estrés, pero diferencialmente (log.FC = 2) solo en la condicion
de 1M NaCl en la cepa silvestre. La delecion de s/tA causé un aumento de la expresién
de este gen en medio minimo (MMA) y la condicion de exceso de sodio no causo
variaciones del nivel de expresion como ocurria en la cepa silvestre. Otros genes que
presentaron un patron similar son los genes AN8129/sfgA y AN8978/alcR que codifican
para factores de transcripcion de tipo Zn2Cys6 y que participan en la regulacion del
desarrollo asexual y en el regulén del etanol, respectivamente. Estos genes se
encontrarian en los “clusters” B y C de la figura R.2.5.2. Por otro lado, el gen
ANb5636/irkA, que codifica para un transportador de potasio, se identificé como
“upregulated gene” en la condiciéon de sodio en la cepa silvestre, mientras que en el
fondo nulo sltA, aunque aparentemente se observa una ligera elevacion de los niveles
de expresion en respuesta al estrés por sodio, esta respuesta no es suficiente para
clasificarse como DEG en otras comparaciones.
1Major Facilitator Superfamily
2 Zn2Cys6 Transcription Factors 15 Acyl transferases, p-ketoacyl synthases,
PKSs incl.

16 Acyl-carrier protein-like

17 ABC transporters

18 AMP-dependent synthetase/ligase
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Figura R.2.5.3. Listado de los principales dominios Interpro detectados entre los genes
diferencialmente expresados (DEGs) en 1 M NaCl en la cepa silvestre (WT). En verde se
identifican los dominios codificados por genes “upregulated’; en morado se corresponden
con los genes “downregulated’ y en negro son dominios que se encuentran tanto entre
genes “upregulated” como “downreqgulated’.

En el analisis de enriquecimiento de dominios Interpro en los DEGs obtenidos en esta
condicion de estrés salino en la cepa silvestre (Figura R.2.5.3), detectamos, al igual que
en comparaciones previas, dominios correspondientes a la familia de proteinas
transportadoras de tipo MFS. Entre los “upregulated genes” en altos niveles de Na*
encontramos nuevamente factores de transcripcion Zn2Cys6 y proteinas que participan
en el metabolismo general de la célula. Los dominios identificados en la mayoria de los
genes “downregulated’ en el medio con exceso de sodio se correspondian con dominios
de unién a NAD(P) ademas de las proteinas transportadoras y proteinas que pertenecen

a rutas del metabolismo secundario.
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Al comparar los datos de los DEGs en respuesta a la alcalinidad y al sodio en la cepa

silvestre (Diagramas Venn, figura R.2.5.4), observamos que no solo existe una

“Upregulated genes” “Downregulated genes”

337 43 140 WT pH 8 vs. WT MMA 788 74143
WT Na'vs. WT MMA

Figura R.2.5.4. Representacion mediante diagramas de Venn comparando los DEGs
comunes y especificos de las condiciones de estrés ambiental de alcalinizacion
(representacion en violeta) y estrés por alta concentracion de cation sodio (representacion
en azul) en la cepasilvestre (WT). Los genes comunes se muestran en gris.

diferencia en el nimero de genes que se expresan diferencialmente, sino que ademas
solo se identificaron 43 “upregulated genes” y 74 “downregulated genes” en ambas
condiciones de estrés. De modo que aparentemente el tipo de estrés ambiental inducido
da lugar a una respuesta transcripcional especifica, siendo la condicion de alcalinidad
la que presenta mayor numero de genes diferencialmente expresados respecto a la
condicién sin estrés ambiental. Un ejemplo de esta respuesta comun la encontramos
entre los 43 genes regulados al alza, AN9168, un gen que codifica para un transportador

MFS de tipo simporte glicerol/proton ortélogo de Stl1p en S. cerevisiae.

2.6. Papel regulador de SItA en presencia de altos niveles de sodio extracelular

Al analizar los genes que se expresan diferencialmente en respuesta a salinidad y en
relacién con la funcién de SItA encontramos resultados muy diferentes segun el analisis
comparativo entre cepas y condiciones de cultivo. En la figura R.2.6.1 se muestran los
“upregulated genes” y “downregulated genes” con dos tipos de comparaciones. En
primer lugar, al comparar el efecto transcripcional del cambio de condiciéon en una cepa
nula sltA (Figura R.2.6.1, paneles Ay B) con el efecto de la salinidad en la cepa silvestre,
observamos que solo detectamos un gen “upregulated” y 5 genes “downregulated’ entre
ambas cepas. El numero total de DEGs en la cepa sltAA es de 14. Un niumero de genes
notablemente menor que el obtenido en otras comparaciones abriendo la posibilidad de
que SItA ya estaba causando diferencias notables en estos genes inducibles o
represibles por sodio en condiciones sin estrés. Las comparaciones mostradas en la
figura R.2.6.1 (paneles C y D) parecen apoyar esta hipotesis de trabajo. En estos

analisis se compard, como se habia hecho antes con el efecto del pH alcalino (ver
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seccion 2.4), el efecto de la ausencia de SItA sobre los ya observados en la cepa
silvestre. En este analisis se observd que ninguno de los “upregulated genes’ era
comun, y en la cepa sltAA se detectd un total de 339 genes que mostraron unos niveles
mayores de expresion respecto a los observados en la cepa silvestre en condiciones de
alta concentracién de sodio. Entre los “downregulated genes” encontramos un total de
23 genes “downregulated” que forman parte de la respuesta transcripcional habitual en
la cepa silvestre y que sin embargo su expresion también se encontraba
diferencialmente “downregulated’ en la condicion de estrés en el nulo s/tA al compararlo
con la cepa silvestre en esta misma condicion. Este grupo de genes serian dependientes
tanto de la senal causada por el alto nivel de sodio extracelular como de la funcion SItA.
El analisis de expresion diferencial en la condicion de estrés salino entre cepas detecté
731 “downregulated genes”, un numero mayor de DEGs que el observado en el estudio
del efecto del sodio en la cepa sltAA (comparacién sltAA MMA vs. sltAA Na*, indicado
en azul), por lo que gran parte de los genes desregulados son dependientes de SItA en
condiciones de ausencia de estrés (apartado 2.2 de la seccion de Resultados), y las
condiciones de estrés promueven una alteracion general en el patron transcriptémico

que incluye la represion y desrepresion inadecuada de genes.

“Upregulated genes” “Downregulated genes”

2, 82 65 212
SItAA Na' vs. sitAA MMA
WT Na’ vs. WT MMA
C SItAA Na' vs. WT Na’ D

339 183 731 23 194

Figura R.2.6.1. Representacion mediante diagramas de Venn del nimero de DEG comunes
y no comunes en cada comparativa. A) Comparativa de genes “upregulated’aen 1 MNa"en
el fondo genético mutante slitAA (indicado en azul) frente a los genes “upregulated” en 1 M
Na" en el fondo genético silvestre (indicado en amarillo). B) Comparativa de genes
“downregulated” en 1 M Na” en el fondo genético mutante s/tAA (indicado en azul) frente a los
genes “downregulated” en 1 M Na” en el fondo genético silvestre (indicado en amarillo). C)
Comparativa de genes “upregulated’ en 1 M Na" en el fondo genético silvestre (indicado en
amarillo) frente a los genes “upregulated’ en el fondo mutante slitAAen 1 MNa' respecto a los
genes “upregulated” en la cepa silvestre a 1 M Na“ (indicado en rosa). D) Comparativa de
genes “downregulated’ en 1 MNa" en el fondo genético silvestre (indicado en amarillo) frente
a los genes “downregulated’ en el fondo mutante s/fAA en 1 M Na" respecto a los genes
“downregulated’ en la cepasilvestre en 1 MNa' (indicado en rosa).
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El “heatmap” de la figura R.2.6.2.A muestra los DEGs en la cepa sltAA en el medio salino

comparado con la cepa silvestre en la misma condicion de estrés, y a partir del cual se

identificaron varios “clusters”. Los “clusters” B-H se corresponden con “downregulated

genes” en el mutante en la condicién de estrés por sodio, y en algunos de estos

“clusters” se detectaron perfiles que muestran un descenso de los niveles de expresién

en la cepa mutante incluso en ausencia de estrés. Este mismo resultado se observé en

los dos “clusters” identificados de los genes “upregulated” (“clusters” | y J) donde la

desregulacién ya se detecta en el fondo nulo s/tA en ausencia de estrés, y la induccién

de estrés salino no logra modificar estos niveles de expresion.

“Clusters” de genes

A

WT SItAA
MMA pH8 Na' MMA pH8 Na’

—— ——
MMA pH8 Na* MMA pH8 Na’ MMAPpH8 Na® MMA pH8 Na®

WT sitAA WT sitAA WT sltAA

D8N VIS ul pajejnbaiumod,,

v vG

MMA pH8 Na' MMA pH8 Na MMA pH8 Na' MMA pH8 Na® MMA pH8 Na'" MMA pH8 Na'

WT sltAA WT sitAA WT sitAA

| v

57 Y YH 5

et O ——T—T——7— — T T T T
MMApH8 Na' MMA pH8 Na’ MMApH8 Na® MMA pH8 Na' MMA pH8 Na' MMA pH8 Na’

WT sitAA WT sltAA WT sitAA

24 01 2

Figura R.2.6.2. Genes diferencialmente expresados en la cepa silvestre sometida a estrés
por alta concentracion de cation sodio en el fondo nulo s/tA (sitAA Na' vs WT Na’). A)
“Heatmap” de genes cuyos niveles de expresion aumentan ("upregulated genes”, indicados
en verde) o una disminuyen ("downregulated genes”, indicados en morado). B-J) Analisis de
“clusters” de genes. B) Genes “downregulated’ en la condicion de estrés por cation sodio en
la cepa WT y en todas las condiciones en slfAA. C) Genes no diferencialmente expresados
en el WT y“downregulated” en el mutante slfAA. D) Genes “upregulated’ en ambas
condiciones de estrés en la cepa WT y “downregulated’ en todas las condiciones en la cepa
SltAA. E) Genes “downregulated” en el fondo nulo slfA respecto al WT. F) Genes
“downregulated” solo en pH 8 en la cepa silvestre y “downregulated’ en todas las
condiciones en el fondo nulo sltA. G) Genes “upregulated” solo en Na® en la cepa silvestre y
“downregulated’ en todas las condiciones en la cepa sltAA. H) Genes “downregulated” en la
cepa silvestre en ambas condiciones de estrés y “downregulated”’ en el fondo nulo sftA. I)
Genes “downregulated’ en ambas condiciones de estrés en la cepa WT y “upregulated” en el
fondo nulo slfA. J) Genes no diferencialmente expresados en respuesta a estrés en la cepa
WTy “upregulated’ en todas las condiciones en el mutante s/tAA.
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Los dominios Interpro enriquecidos mayoritarios tanto en genes “upregulated” como
“downregulated” se corresponden con dominios de la superfamilia a/f hidrolasas y
dominios de citocromo P450 (Figura R.2.6.3). Entre los genes “upregulated” el resto de
los dominios Interpro enriquecidos se identifican con proteinas que participan en
diferentes rutas metabdlicas, mientras que entre los genes “downregulated’
encontramos, como en otras comparaciones entre condiciones y cepas, tanto a
proteinas transportadoras de tipo MFS como factores transcripcionales de tipo Zn2Cys6

y C2H2.

1 /3 hydrolase fold

12 Major Facilitator Superfamily

e o ol 0 2 Glycoside hydrolase 13 Zn2Cys6 Transcription Factor +
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:5: 10 g 5 AMP-dependent synthetase/ligase 15 G|UCOSe/ribllO| dehydrogenase/
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1 2345678911 20 C2H2-type Transcription Factor

21Polyketide synthase, ketoreductase
domain

11 Metallopeptidase, catalytic domain

Figura R.2.6.3. Listado de los principales dominios Interpro detectados entre los genes
diferencialmente expresados (DEGs) en 1 M NaCl en la cepa slfAA. En verde se identifican
los dominios codificados por genes “upregulated’; en morado se corresponden con los
genes “downregulated’ y en negro son dominios que se encuentran tanto entre genes
“upreqgulated” como “downregulated’.

Pagina | 89






Resultados: Capitulo 3

Capitulo 3. El sistema Pal/PacC como diana del factor transcripcional
SItA

3.1 Regulacién de la expresiéon de pacC utilizando la técnica de gPCR

El factor transcripcional PacC es uno de los tres principales factores transcripcionales
que media la regulacién génica en respuesta a estrés por alcalinidad ambiental. Este
factor se ha estudiado en diferentes organismos fungicos desde hongos filamentosos a

levaduras, en las cuales se identifica como Rim101.

Al igual que SItA, el factor transcripcional PacC presenta tres formas proteicas: la forma
primaria PacC’*P? y dos formas procesadas proteoliticamente de 53kDa y 27kDa. Sin
embargo, a diferencia de SItA, las formas procesadas de PacC solo se generan en
ambientes de alcalinidad con una acumulacion notable de su forma activa PacC?7<P2, El
primer corte proteolitico de PacC’%P2 es dependiente de pH y es resultado de la
sefalizacion por la ruta Pal siendo el ultimo efector la proteasa PalB, mientras que el
segundo corte proteolitico es llevado a cabo en el proteosoma independientemente del

pH ambiental (Pefalva et al., 2014).

Los resultados obtenidos en el analisis de secuenciacion masiva de RNA mostraron que,
entre los factores transcripcionales con dedos de zinc clasicos (es decir de tipo C;H>)
descritos, solo el gen que codifica para PacC mostraba una alteracion en sus niveles de
expresion en un fondo nulo slitA a pH 8 (seccion 2.4). Se observé un aumento
significativo de los niveles de expresion de pacC tras 60 minutos en alcalinidad en la
cepa silvestre con valores de TPM que cambiaban de 55,38 a 433,79 (enlace al Anexo
RNAseq en seccion 2.1). Sin embargo, en el mutante nulo sltA la elevacion de dichos
valores de TPM fue notablemente menor, de 34,02 a 102,61. Analizando los valores de
TPMs de los demas genes del sistema PacC/Pal encontramos que el gen palF, que
codifica para una proteina similar a las arrestinas implicada en la sefalizacion de PacC
(Herranz et al., 2005), presentaba alteraciones en la regulacion de la expresién en
respuesta a la alcalinizacién ambiental en ausencia de SItA. Los valores TPM en la cepa
silvestre pasaron de 44,94 a 11,92 tras la induccion de estrés mientras que en el mutante
sItAA estos valores descendieron a 14,78 en ausencia de estrés con un descenso a
11,73 a pH 8.

La primera seccion de este capitulo se enfoca en determinar el efecto de la ausencia de
SItA sobre el nivel de expresion de pacC en condiciones de alta concentracion de cation
sodio y de pH alcalino ambiental a tiempos adicionales a los ensayados en el analisis

de RNAseq. Para el estudio del perfil transcripcional del gen pacC se recurrié a los
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ensayos de estrés ambiental en las condiciones estandarizadas de estrés por sal y por
alcalinidad (ver Materiales y Métodos, apartados 1y 2 y capitulos de Resultados 1y 2)
tanto en una cepa silvestre como en ausencia del factor transcripcional SltA.
Nuevamente para estos analisis se recurrié por primera vez, y de forma sistematica, a
determinar los niveles de expresion mediante PCR cuantitativa en medio minimo
obteniendo RNA total de la cepa silvestre (MAD3652) y de la cepa nula sltA MAD3816.
Los inductores de la condicién de estrés ambiental fueron 1 M NaCl para la condicion
de estrés por elevada concentracién de cation sodio, y 100 mM NaxHPO, para inducir
la condicion de alcalinidad ambiental. ElI micelio se recogié de los cultivos a los 15, 30,
60 y 120 minutos como se detalla en Materiales y Métodos (apartados 1y 2). A partir de
las muestras de RNA total se obtuvieron las hebras de DNA codificante (cDNA) usadas
como molde en la PCR cuantitativa. Los cebadores disefiados, préximos al codén stop
de pacC, amplificaban un fragmento de 250 pb. Los niveles de expresion relativos se
obtuvieron usando el nivel de expresion del gen benA como referencia y los valores
ademas se normalizaron con respecto al nivel de pacC en la condicién control (C) sin

estrés de cada cepa.

La adicion de 1M NaCl al medio de cultivo causé una ligera elevacion de la expresion
de pacC con valores incrementados significativamente a los 15 y 60 minutos, duplicando
en este ultimo el nivel de expresion con respecto a la condiciéon control (Figura R.3.1.A,
izquierda). Tras 120 minutos en el medio salino, la expresion de pacC cay6 por debajo
de los niveles iniciales. La adicion de 1M sodio no generd apenas variaciones de
expresion en el gen pacC en la cepa mutante sltAA (Figura R.3.1.A, derecha), y
Unicamente se observo una caida significativa de la expresién tras 120 minutos de

cultivo.

El aumento de los valores de pH ambiental en el medio de cultivo generé en la cepa
silvestre una respuesta transcripcional de pacC significativamente elevada (Figura
R.3.1.B, izquierda). La expresion se incrementd aproximadamente 6 veces en los
primeros 15 minutos a pH 8, y el pico de expresion se alcanz6 a los 30 minutos. Tras
120 minutos los niveles de pacC se reestablecieron al nivel observado en la condicion
control. En ausencia de SItA (sltAA), la induccion de alcalinidad en el medio no generé
una respuesta tan fuerte como la observada en la cepa silvestre (Figura R.3.1.B,
derecha). En este caso, el aumento de la expresion fue minimo durante los primeros 30
minutos con diferencias poco significativas, y el punto maximo de expresion queddé
desplazado a los 60 minutos, donde la expresion de pacC se triplicd con respecto a la

condicion control.
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Figura R.3.1. Perfiles de expresion de pacC medidos mediante gPCR. Niveles de expresion
relativa del gen pacC con respecto a los niveles de expresion del gen de referencia B-
tubulina (AN77182/benA). A) Analisis de extractos de cDNA de una cepa silvestre (MAD3652)
y de un cepa sltAA (MAD3816) en la condicidn sin estrés ambiental (C), y en condiciones de
estrés por 1 M NaCl (Na“) y B) por alcalinizacion del medio de cultivo (pH 8, 100 mM
Na,HPQ,), durante 15, 30, 60 y 120 minutos. Las barras de error representan la desviacion
estandar de tres réplicas experimentales para cada muestra. Los asteriscos representan el
nivel de significacion del valor-P: P< 0,05(*); P< 0,01(**); P<0,001 (***); P<0,0001 (****).

La expresion de pacC es efectivamente dependiente de pH como ya se habia observado
en trabajos previos (Bussink et al., 2015), asi como en el ensayo de RNAseq (Capitulo
2.3 de Resultados). Usando el procedimiento de analisis transcriptémico de gPCR
hemos podido verificar ademas que la ausencia de SItA generé una alteracion del perfil
transcriptomico de pacC no solo a los 60 minutos de la induccion del estrés abidtico
como se habia observado en el analisis de RNAseq, sino también a lo largo de todo el
tiempo experimental estudiado. Dados estos resultados de expresion del gen que
codifica para el factor transcripcional PacC, hemos considerado necesario estudiar si la
alteracion de los niveles de expresion es suficientemente determinante como para influir

en los niveles de las formas proteica de PacC.
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3.2. Desacoplamiento entre transcripcion y traduccion de PacC

Una vez verificadas las alteraciones en los perfiles transcriptomicos del gen pacC en
condiciones de alcalinidad en una cepa carente de funcion SItA, se procedié a
determinar si el cambio en el patrén transcripcional de pacC también afectaba a los
niveles de las diferentes formas de PacC, desde las formas primarias a aquellas formas

modificadas post-traduccionalmente a pH 8.

Para evaluar los niveles de proteina PacC tanto en condiciones de pH acido (condicién
control), como de sus formas procesadas a pH alcalino, se generaron por cruce una
cepa silvestre (MAD7627) y otra nula sltA (MAD7630) que portaban el alelo pacC900.
El alelo pacC900 codifica para una fusion entre PacC y tres copias del epitopo MYC. El
epitopo se localiza en el extremo amino terminal de PacC para que se puedan
inmunodetectar. Esta construccion se llevé a cabo en trabajos anteriores del grupo de
investigacion y se considera que el alelo pacC900 manifiesta un fenotipo silvestre
(Hervas-Aguilar et al., 2007).

La induccién de pH 8 y los tiempos experimentales elegidos se mantienen como en los
ensayos de expresion y de inmunodeteccidn descritos en los capitulos 1 (apartados 1.1
y 1.2) y 3 (apartado 3.1). A partir de las muestras de micelio filtrado y liofilizado se llevo
a cabo la extraccion de proteina total y las muestras de ambas cepas, silvestre y sltAA,
se analizaron mediante inmunodeteccion con anticuerpos especificos contra el epitopo
MYC (Materiales y Métodos, apartado 10). Detectamos la sefial de las diferentes formas
de PacC900 en la condicién control y/o a pH 8 en ambas cepas (Figura R.3.2.A) durante
15, 30, 60 y 120 minutos. La figura R.3.2.B muestra la sefial relativa de cada forma de
PacC, respecto a los niveles de tubulina (anti-tubulina), en cada tiempo experimental

ensayado.

Los niveles de expresion de pacC se elevan al aumentar el pH extracelular (Bussink
et al.,, 2015; Tilburn etal.,, 1995) En cuanto a las formas detectadas de PacC, en
ausencia de estrés por alcalinidad ambiental se acumula principalmente la forma
primaria PacC’%P2 (Figura R.3.2.A). Al alcalinizar el medio, se observé tanto en la
imagen de la inmunodeteccidén como en la medicion de sefial relativa de proteina (Figura
R.3.2.B, izquierda) que los niveles de PacC’%P2 cayeron en favor del aumento de la
forma intermedia PacC®%*P?, que se genera de manera pH-dependiente (Diez et al.,
2002), y de la acumulacion de la forma activa PacC?"P2 obtenida por el procesamiento
de la forma intermedia en el proteosoma independientemente de pH (Hervas-Aguilar

etal.,, 2007). Se detectaron varias formas de PacC®¥*P2 con diferente movilidad
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electroforética y que han de corresponderse con formas fosforiladas previamente
descritas (Hervas-Aguilar et al., 2007). A lo largo de los 120 minutos de exposicion al
estimulo de alcalinidad, los niveles de esta forma intermedia aumentaron
progresivamente. La forma activa, PacC?*P3, presentaba también varias formas
descritas en Hervas-Aguilar y colaboradores (Hervas-Aguilar et al., 2007), debido a
modificaciones post-traduccionales y por la inespecificidad del sitio de procesamiento
de PacC5%*Pa en el proteosoma. Pese a la variedad de estas formas de PacC?7*P3
aquellas de mayor movilidad electroforética se acumularon de manera preferente a lo
largo de los tiempos analizados. Tras 120 minutos en condiciones de alcalinidad la forma

PacC?"kP2 fye la forma mayormente acumulada.
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Figura R.3.2. Senalizacién y procesamiento de PacC a pH alcalino (pH 8). A)
Inmunodeteccion de las formas PacC™®™, PacC™ y PacC**™ en extractos de proteina total
de cultivos crecidos en medio minimo (MMA) en ausencia de estrés ambiental (C), y tratados
con 100 mM Na,HPO, (pH 8) durante 15, 30, 60 y 120 minutos en una cepa silvestre (WT,
MAD7627) y en una cepa sltAA (MAD7630). B) Cuantificacion de sefial de proteina relativa
de las formas PacC con respecto a la sefial del control de carga de proteina, a-tubulina (anti-
tub). Las flechas azules indican la acumulacion total de la forma PacC*** tras 120 minutos
de induccion de estrés por alcalinidad ambiental.
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En ausencia de SItA (Figura R.3.2.A, derecha) la forma primaria de PacC’%P2 aparecid
también como la forma predominante en el medio de cultivo sin estrés (pH acido),
duplicando ademas su sefial respecto a la cantidad observada en la cepa silvestre
(Figura R.3.2.B). A pH 8, PacC"%P2 mantuvo una sefial relativamente alta durante todo
el tiempo experimental con una bajada de sus niveles tras 60 minutos sin alcanzar los
bajos niveles de deteccion observados en la cepa silvestre. La acumulacion de la forma
intermedia PacC5%*P?2 observada en la cepa silvestre no se detectd en la cepa mutante
SltAA a lo largo del ensayo de alcalinidad. La seinal relativa de proteina es practicamente
cero y mayores tiempos de exposicion de la membrana no mejoraron la deteccién de
esta forma. Este resultado podria indicar un proceso de sefalizacién ineficiente en la
ruta Pal que afectaria al corte proteolitico de PacC’?P2, Pese a la acumulacion de la
forma primaria y los bajos niveles de forma intermedia de PacC, si se observo una
acumulacion de sefial de la forma totalmente procesada PacC?*P3, aunque con
diferencias de movilidad respecto a las observadas en los extractos proteicos de la cepa
silvestre. En primer lugar, en la cepa mutante, las formas de PacC?*®2 con menor
movilidad electroforética se acumularon de manera predominante frente a las formas de
menor tamafio que se acumulaban en la cepa silvestre (Figura R.3.2.A). En segundo
lugar, la sefal relativa de PacC?"°2 aumentd a un ritmo similar al observado en la cepa
silvestre durante los primeros 30 minutos a pH 8 (Figura R.3.2.B) sin embargo, el ritmo
de acumulacion de PacC?%P? disminuyé en el mutante s/tAA durante los 60 y 120
minutos del ensayo de alcalinidad, detectandose en este ultimo tiempo experimental la
mitad de sefial PacC?%P2 en la cepa mutante respecto al silvestre (Figura R.3.2. B,

flechas azules).

Aunque los niveles de proteina PacC total son menores en la cepa mutante sltAA, la
diferencia no ha sido tan notable como se esperaba dados los resultados del ensayo de
transcripcién (apartado 3.1 de Resultados). Sin embargo, si que hemos detectado
alteraciones en el patron de procesamiento de PacC tanto en el primer corte proteolitico
dependiente de la ruta Pal como en el segundo paso procesativo dependiente del
proteosoma. La acumulacién de la forma PacC?’*P? de menor movilidad electroforética
en lugar de las formas de menor tamano puede estar afectando a la correcta funcion
reguladora de la forma activa de 27kDa y por tanto influir en la eficacia de respuesta al

estrés por alcalinidad ambiental.
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3.3. PalF: Regulacion de su nivel de expresion y modificaciones
post-traduccionales

En la activacién del factor transcripcional PacC participan las proteinas PalA, B, C, F, H
e |, que en conjunto se conocen como la ruta de sefalizacion Pal, asi como algunos
elementos que forman parte de los complejos ESCRT. De los genes que codifican para
las proteinas Pal, el gen palF es el unico cuya expresion es dependiente de pH (Bussink
et al.,, 2015). En condiciones de alcalinidad, al contrario de lo que ocurria con el gen
pacC, la expresiéon de palF disminuye. Ademas, las modificaciones post-traduccionales
a pH alcalino son esenciales en la sefalizacién de la ruta ya que garantiza el proceso
de reclutamiento de los elementos de los complejos ESCRT que a su vez reclutan a
PalC, PalA y PalB permitiendo asi la sefalizacion y procesamiento de PacC’%P2 g
PacC®*P2, En el estudio transcriptémico descrito a lo largo del capitulo 2, pacC y palF
son los Unicos genes diferencialmente expresados en la cepa silvestre en condiciones
de estrés por pH alcalino de todos los que conforman el sistema Pal/PacC (Capitulo 2.3
de Resultados y enlace del Anexo disponible en el Capitulo 2.1 de Resultados). Dicha
expresion diferencial en ambos genes a pH alcalino se perdia en la cepa sltAA. Los
cambios observados en los niveles de expresién de pacC y en su procesamiento
proteolitico causados por la ausencia de SItA a pH 8 planteaban tanto un efecto negativo
en el funcionamiento de la ruta Pal, como que posibles alteraciones en los niveles de

expresion y de proteina PalF pudieran estar afectando al perfil proteolitico de PacC.

Para el estudio del perfil transcriptomico de palF se recurrid al procedimiento de PCR
cuantitativa manteniendo las mismas condiciones experimentales y protocolos que para
el estudio de los perfiles génicos de sltA, sltB 'y pacC en condiciones de estrés por alta
concentracién de cation sodio (1M NaCl) y por alcalinizacion del medio de cultivo (100
mM NaxHPO4) (Ver apartados 2, 5, 6 y 7 en la seccion de Materiales y Métodos y
capitulos 1 y 3 de Resultados). Las cepas usadas para el perfil transcriptomico fueron
una cepa silvestre (MAD3652) y una cepa sltAA (MAD3816). Los cebadores disenados
para el analisis mediante qPCR generaban fragmentos de 266 pb de la region
codificante en localizacion 3’-terminal. Para el analisis de los niveles de proteina de PalF
se obtuvieron mediante cruce cepas silvestre (MAD7627) y sltAA (MAD7630) que
expresaban una quimera funcional de PalF fusionada a 3 copias del epitopo HA
(hemaglutinina) permitiendo asi su inmunodeteccion Esta construccion PalF-HA se
denomina PalF500 (Herranz et al., 2005).

En el estudio del perfil de expresion de palF en la cepa silvestre bajo la induccion de

estrés salino, la expresiéon apenas varié durante los 15 primeros minutos de induccion,
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sin embargo, a los 30 minutos se obtuvo una fuerte respuesta con un aumento muy
significativo de la expresion (Figura R.3.3.1.A, izquierda). A partir de este punto de
expresion maximo los niveles de palF descendieron hasta aproximarse al observado en
la condicion control. Dado que palF es un gen que se expresa en condiciones acidas es
posible que este aumento de expresion se deba a la acidificacién del medio externo
llevada a cabo por el propio hongo durante la incubacién del micelio, y en este caso la
condicion de estrés por adicion de 1M NaCl no alteré el pH del medio de cultivo
manteniendo la condicion de acidez que propicia la expresién de palF. Esta misma
condicion de salinidad no generé una respuesta transcriptomica en ausencia de SItA
(Figura R.3.3.1.A, derecha) y la expresion de palF permanece casi invariable a lo largo

de los 120 minutos estudiados.

WT SItAA
w8 u 8
g g
56 56
S S
B4 24
S S
g 2 .g 2 I )
3 o (wlw 1
wo LU o LN Sy S S e
C 15 30 60 120 min
Na®
& 2,0 ol %
g g
o ®
o1, °
g £
c =
S S
80 8
S c
" C |15 30 60 120min " C |15 30 60 120min
pH 8 pH 8

Figura R.3.3.1. Estudio del efecto de slfAA en la regulacion de PalF. A-B) Perfiles de
expresion relativa de palF obtenidos por gPCR a partir de extractos de cDNA de una cepa
silvestre (MAD3652) y de un cepa slitAA (MAD3816) en la condicion sin estrés ambiental (C),
y A) en condiciones de estrés por 1 M NaCl (Na"), y B) por alcalinizacién del medio de cultivo
(pH 8, 100 mM Na,HPO,) durante 15, 30, 60 y 120 minutos de induccion de las condiciones
de estrés. Los niveles de expresion relativa del gen palF se obtuvieron usando como
referencia los niveles de expresion del gen de referencia B-tubulina (AN77182/benA). Las
barras de error representan la desviacion estandar de tres réplicas experimentales para
cada muestra. Los asteriscos representan el nivel de significacion del valor-P: P< 0,05(*); P<
0,01(**); P<0,001 (***); P<0,0001 (****).

El analisis de expresion de palF en la cepa silvestre al incrementar el pH del medio de
cultivo (Figura R.3.3.1.B, izquierda) fue disminuyendo entre los 15 y 60 minutos

analizados, a partir de los cuales el nivel de expresién de palF quedo estabilizado. En

Pagina | 98



Resultados: Capitulo 3

cambio, la expresion de palF en la cepa mutante slfAA a pH 8 mostraba algunas
alteraciones que se observaron tanto a los 15 como a los 30 minutos con un ligero
aumento de expresion no estadisticamente significativo (Figura R.3.3.1.B, derecha), y
el descenso de los niveles de palF tanto a los 60 minutos como a los 120 minutos de
alcalinidad no alcanzaron los bajos niveles detectados en la cepa silvestre en los

mismos tiempos estudiados.
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Figura R.3.3.2. Estudio del efecto de sltAA en la regulacion de PalF.A) Inmunodeteccion de
la forma primaria PalF fusionado a tres copias de HA (anti-HA) en extractos de proteina total
de ensayos de estrés por pH 8 en las cepas silvestre (WT, MAD7627) y slitAA (MAD7630).
Aumento de la exposicion (+exp) para la deteccion de las formas PalF modificadas post-
traduccionalmente (Ub&PP) (A, panel central). B) Cuantificacion de sefal de proteina
relativa de PalF con respecto a la sefial del control de carga de proteina, a-tubulina (anti-tub).

A partir de los resultados transcriptomicos se decidié analizar los niveles de proteina
PalF y de sus formas modificadas post-traduccionalmente a pH alcalino. En la figura
R.3.3.2.A se muestra la deteccién de la forma primaria de PalF, asi como las formas
modificadas por procesos de ubiquitinacion y fosforilacion (indicadas como Ub&PP) de
menor movilidad electroforética. Para mejorar la deteccidn de estas formas modificadas
se incrementd el tiempo de exposicion de la membrana (Figura R.3.3.2.A, imagen
media, “+exp”). Como en la inmunodeteccion de PacC900, se ha medido la sefial relativa

de proteina PalF500 en cada cepa en condiciones sin estrés y de estrés por alcalinidad
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ambiental usando la a-tubulina como control de carga. En la cepa silvestre se detectd
unicamente la forma primaria PalF a pH acido y la alcalinizacion del medio provoco la
aparicion de las formas modificadas durante los primeros 30 minutos de estrés por pH
8 (Figura R.3.3.2.A, izquierda). Los tiempos analizados de 60 y 120 minutos mostraron
una disminucién progresiva de la sefial de estas formas modificadas. En la figura
R.3.3.2.B (izquierda) se observo que la sefal de PalF fue maxima en ausencia de estrés
y, al igual que sucedia en el perfil de expresion de palfF, los niveles de proteina
disminuyeron durante 60 minutos a pH 8 y posteriormente se estabilizaron. En ausencia
de SltA se detecto la forma primaria de PalF tanto en la condicién control como a pH 8
en todos los tiempos estudiados (Figura R.3.3.2.A). Sin embargo, no se detectaron las
formas de menor movilidad electroforética correspondientes a las formas modificadas
de PalF en ninguno de los puntos estudiados a pH 8, y el aumento del tiempo de
exposicion en la inmunodeteccion no mejoro la deteccion de estas formas. Al evaluar la
senal relativa de proteina PalF (Figura R.3.3.2.B, derecha) se observé un perfil de senal
similar al obtenido en el analisis de expresion, y en este caso los niveles de proteina
PalF aumentaron en condiciones de alcalinidad durante los primeros 30 minutos
analizados y posteriormente descendieron, aunque en menor medida que lo observado

previamente en la cepa silvestre tras 60 y 120 minutos a pH 8.

La ausencia de SItA modificé tanto los niveles de transcrito como de proteina PalF, en
especial a las formas modificadas post-traduccionalmente en condiciones de
alcalinidad. Dado que se ha demostrado que las formas modificadas de PalF estan
implicadas en el reclutamiento de Vps23 (Herrador et al., 2010; Hervas-Aguilar, Galindo,
et al., 2010), es posible que la alteracion de los niveles de estas formas modificadas
pueda estar disminuyendo la eficiencia del proceso de sefializacion de PacC’%P2 ya que
el reclutamiento de proteinas Pal y elementos de los complejos ESCRT aguas abajo de

PalF podria ser inadecuado.

3.4. Sefalizacion de la ruta Pal a pH alcalino: localizacion subcelular de Vps23

La proteina PalF es esencial en el correcto funcionamiento de la ruta Pal en la
sefalizacion y procesamiento de PacC’?P2 ya que es un nexo entre las proteinas de
membrana PalH y Pall con el resto de los elementos que participan en la ruta de
sefializacion (Herranz et al., 2005). PalF contiene dos dominios arrestina: el dominio C-
arrestina y N-arrestina. El dominio N-arrestina de PalF forma parte de la regién de unién

a PalH en condiciones de alcalinidad (Herranz et al., 2005) (Figura R.3.4.1) que permite
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la sefalizacién de PalF que da lugar a las formas modificadas por ubiquitinacion y
fosforilacion. Un sitio altamente probable de ubiquitinacién es la lisina en el aminoacido
715 (K715) como sucede en su homologo Rim8 en S. cerevisiae en el aminoacido K521,
12 posiciones previas al motivo SxP. En A. nidulans estos motivos SxP se han descrito
en dos regiones (Figura R.3.4.1, Cajas 1 y 2) que son reconocidas por Vps23 cuando
PalF se encuentra modificado post-traduccionalmente (Herrador etal., 2010). La
proteina Vps23 forma parte del complejo ESCRT-I y se localiza principalmente dispersa
en el citoplasma en condiciones de pH acido mientras que la alcalinizacion del medio
extracelular da lugar a acumulaciones de Vps23 en puntos concretos a lo largo de la
membrana como resultado de su union a la proteina PalF (Galindo et al., 2012). Esta
interaccion permite el reclutamiento del resto de elementos de los complejos ESCRT-II

y ESCRT-IIl entre los que se encuentra Vps32 que recluta al resto de elementos Pal.

N-arrestina C-arrestina U b
1 i ™ i KIS 775
Par T DN [ ]
palF15 Caja2 Cajal
Region esencial Regiones
en la unién a PalH de union
a Vps23

100 aa

Figura R.3.4.1. Dominios funcionales de PalF. Representacion de los dominios arrestina de
PalF (morado), las regiones de union a Vps23 (cajas amarillas) y el probable sitio de
ubiquitinacion de PalF (indicado en azul).

En ausencia de SItA, como hemos observado en los resultados descritos en este
capitulo, tanto el patrén de modificaciones post-traduccionales de PacC como de PalF
se han visto alterados en condiciones de alcalinidad. Puesto que la forma ubiquitinada
de PalF a pH alcalino no se ha detectado en el mutante sltAA, siendo esencial en el
reclutamiento de Vps23, generamos mediante trasformacion una cepa silvestre y una
cepa sltAA (MAD7669 y MAD7670) con una fusion de Vps23 a GFP (Vps23-GFP) para
estudiar la localizacion de Vps23 en condiciones de alcalinidad usando microscopia de
fluorescencia. En el estudio de localizacién de Vps23 se incluyé la cepa mutante
MAD3369 la cual presenta un truncamiento temprano en PalF (palF15) (Figura R.3.4.1)

que evita la correcta localizacion de Vps23 a pH 8.

En la cepa silvestre (WT) se observo Vps23-GFP distribuido por el citoplasma de la hifa
con algunas acumulaciones que pueden corresponderse con otras funciones del trafico
intracelular en las que estan implicados los componentes de los complejos ESCRT como

el propio Vps23 (Figura R.3.4.2, WT, Control). La alcalinizaciéon del medio de cultivo
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gener6 un aumento de la fluorescencia general en el citoplasma ademas de la aparicion

de puntos estaticos en la membrana plasmatica.

Control

SItAA

Figura R.3.4.2. Localizacion subcelular de Vps23 a pH alcalino (pH 8). Deteccion de Vps23-
GFP mediante microscopia de fluorescencia en una cepa silvestre (WT, MAD7669), y en los
mutantes sifAA (MAD7670) y palF15 (mutacion indicada en rosa) (MAD3369), en
condiciones de pH acido (pH <5) y tratadas con 100 mM Na,HPO, (pH 8). Las puntas de
flecha rojas indican algunos de los puntos localizados de Vps23 a pH 8. En la deteccion de
Vps23-GFP se us6 una exposicion de 300-400 ms y se tomaron 47 imagenes en el eje Z que
se apilaron aplicando en una proyeccion sumatoria ("Sum projection”). Las barras
representan 5 um.

En ausencia de SItA (sltAA) la morfologia de las hifas se encontraba alterada v, el
crecimiento de éstas fue irregular. A pH acido Vps23-GFP se localizaba en el citoplasma
al igual que lo observado en la cepa silvestre y el aumento del pH en el medio de cultivo
dio lugar al cambio de localizacién de Vps23 a puntos concretos de la membrana
plasmatica, que se detectaron con mayor claridad que en la cepa silvestre (Figura
R.3.4.2, sltAA). De modo que el bajo nivel de formas modificadas de PalF en ausencia
de SItA (Figura R.3.3) aparentemente es suficiente para la correcta localizacién de
Vps23.
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Por ultimo, la cepa palF15 que resulta en una proteina PalF truncada y no funcional
muestra la esperada localizacién citoplasmatica de Vps23 en ausencia de estrés,
mientras que a pH 8 no se detectaron las acumulaciones de Vps23 observadas en la

cepa silvestre o en la cepa mutante sltAA.

Estos resultados reflejan que pese a la alteracion del patron de modificaciones post-
traduccionales de PacC y PalF en condiciones de alcalinidad, la baja proporcién de
formas modificadas de PalF con respecto a la proporciéon de la forma primaria es
suficiente para la correcta localizacion de la proteina Vps23 del complejo ESCRT-I a
zonas concretas de la membrana en un fondo nulo sltA a pH 8. Es posible que las
alteraciones en el sistema Pal estén aguas abajo de Vps23, sin embargo, elementos
esenciales como la proteina del complejo ESCRT-III, Vps32, que recluta a PalC no
puede etiquetarse para su deteccion ya que pierde su funcionalidad (Hervas-Aguilar
et al., 2010b). Es posible que, aunque la localizaciéon de Vps23 sea correcta en ausencia
de SltA a pH 8, las alteraciones en el patrén de procesamiento de PacC se deban a una
ineficiencia del proceso de la ruta Pal por los bajos niveles de PalF ubiquitinado. El
aumento de los niveles de pacC o palF podria solventar estas alteraciones en la cepa

nula sltA si diese lugar a mayores niveles de proteina.

3.5. Efecto de la delecidon de sltA en la localizaciéon celular de PalA

En los ultimos pasos de la ruta de sefalizacién de PacC, tras el reclutamiento de algunos
elementos de los complejos ESCRT (e.g. Vps23 y Vps32), PalC y posteriormente PalA
se localizan también en puntos concretos de la membrana a valores de pH ambiental
alcalinos (Galindo et al., 2007). La proteina PalA es incorporada a estos sitios de forma
dependiente de PalC (Galindo et al., 2012) y su funcién consiste en interaccionar con la
forma primaria PacC’%P2 a través de su union a las dos regiones que contienen los
motivos YPXx[L/I] (Vincent etal.,, 2003). Puesto que el reclutamiento de Vps23
aparentemente es correcto en un fondo nulo sltA, y dado que el etiquetado de Vps32
para su deteccidn provoca una pérdida de funciéon en esta proteina esencial, hemos
procedido al estudio de la fusion PalA-GFP como elemento final del complejo
sefalizador de PacC para determinar si se mantiene su localizacion subcelular prevista
a pH alcalino incluso en ausencia de funcion SItA. En la figura R.3.5 se muestra la
localizacién celular de PalA-GFP en ausencia de estrés y a pH 8 en una cepa silvestre,

y en los mutantes sltAA y palH72. En el fondo mutante palH72 no hay sefalizacion ni
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Figura R.3.5. Localizacion subcelular de PalA a pH alcalino (pH 8). Deteccion de PalA-GFP
mediante microscopia de fluorescencia en una cepa silvestre (WT, MAD2234), y en los
mutantes slfAA (MAD8032) y palH72 (MAD2221), en condiciones de pH acido (pH <5) y
tratadas con 100 mM Na,HPO, (pH 8). Las puntas de flecha rojas indican algunos de los
puntos localizados de PalA a pH 8. Representacion de una maxima proyeccion ("Max
projection”) de un apilamiento de 13 imagenes en el eje Z, aplicando una exposicion de 400
ms. Las barras representan 5 ym.

procesamiento de PacC a pH alcalino (Galindo et al., 2012). En ausencia de estrés, la
localizacion de PalA fue citoplasmatica en las tres cepas estudiadas. Al alcalinizar el
medio en la cepa silvestre se observo la acumulacion de senal fluorescente en multiples
puntos a lo largo de la membrana plasmatica, mientas que en la cepa palH72 la
localizacién de PalA no presentaba variacion respecto a la observada en la condicion
sin estrés. En el mutante slfAA se detectdé a PalA-GFP a lo largo de la membrana

plasmatica de manera similar a la localizaciéon observada en la cepa silvestre.

Los resultados obtenidos con las formas etiquetadas de Vps23 y PalA nos indican
claramente que el reclutamiento de los complejos ESCRT, asi como de PalA (y por
extension PalC), se realizan correctamente en un fondo nulo sltA, a pesar de los bajos
niveles de las formas modificadas postraduccionalmente de PalF y que han sido

postuladas como necesarias para la funcionalidad de la ruta Pal.
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Capitulo 4. Estableciendo la relacion entre SItAy el regulador negativo
PacX

La seralizacién de la proteina PacC’?P2 a través de la ruta Pal tiene lugar en
condiciones de alcalinidad ambiental y sus modificaciones post-traduccionales dan lugar
a la forma activa PacC?’*P2 con una funcion dual, positiva y negativa, sobre un nimero
indeterminado de genes. Inicialmente se le atribuyé a PacC?’P2 una funcion positiva
sobre la propia expresion de pacC en condiciones de alcalinidad (Tilburn et al., 1995).
Sin embargo, Bussink y colaboradores (Bussink et al., 2015) mostraron que en realidad
este incremento de los niveles de expresién del gen pacC se debia a un fenébmeno de
desrepresion causado por la degradacion de la forma primaria PacC7%P2, En este mismo
trabajo se identific6 un nuevo elemento en el sistema Pal/PacC que actia como
regulador negativo de la expresion de pacC. PacX es una proteina que contiene un
dominio de unién a DNA de tipo Zn2C6 (“zinc binuclear cluster’) por lo que ha sido
clasificado como factor transcripcional. Un aspecto interesante es que los posibles
homologos de PacX se encuentran unicamente codificados en genomas de hongos
Leotiomycetes frente a la mas amplia distribucion filogenética de PacC y sus homdlogos
en levaduras, RIM101. Las mutaciones en el gen pacX que dan lugar a truncamientos
tempranos generan proteinas con una pérdida total de funcién similar a una delecién.
La mutacion pacX20 es un ejemplo, dado que causa un truncamiento en el aminoacido
44. La ausencia de funcion PacX da lugar, por un lado, a un fenotipo similar a una cepa
silvestre y es capaz de responder a condiciones de estrés ambiental, y por otra causa

elevados niveles de transcrito pacC asi como de proteina (Bussink et al., 2015).

Mediante el uso de la técnica de PCR cuantitativa hemos estudiado el perfil de expresion
de pacX en mas detalle y asi, determinar si los niveles de expresion de pacX estan
regulados por el pH ambiental. Por otro lado, planteamos combinar la mutacion de
perdida de funcién de PacX (pacX20) con la delecién de sltA para determinar si el
funcionamiento del sistema pal/pacC queda corregido tanto a nivel transcripcional como
traduccional en condiciones de pH alcalino. Por ultimo, se ha ampliado el estudio sobre
la localizacion subcelular de PacX incluyendo el efecto del pH alcalino a diferentes

tiempos de induccion tanto en una cepa silvestre como en un mutante sltAA.
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4.1. Estudio de los niveles de expresion de pacX en condiciones de estrés y su
dependencia de SltA.

El analisis del perfil de expresion de pacX se llevé a cabo realizando el ensayo de estrés
por alcalinidad en cultivos de una cepa silvestre (MAD3652) y una mutante sltAA
(MAD3816) para la obtencion de las muestras de RNA y posteriormente de cDNA como
se ha detallado en capitulos anteriores y en Materiales y Métodos (apartados 2,5y 7).

Los cebadores disefiados para la qPCR amplifican un fragmento de pacX de 250 pb.

En los datos de RNAseq la variacion de los niveles de expresion de pacX fueron no
significativos en las comparaciones realizadas (ver cédigo de gen ANQ766 en enlace del
Anexo disponible en la seccién 2.1 del Capitulo Resultados). En el perfil transcriptdomico
de la cepa silvestre (Figura R.4.1, izquierda) se observo que, efectivamente, los niveles
de expresion tras 60 minutos en condiciones de alcalinidad fueron similares a los
observados en ausencia de estrés (control, C), como mostraban los resultados del
RNAseq. No obstante, se detectd un pico de expresion a los 15 minutos de induccion
de pH 8 a partir del cual los niveles de pacX fueron descendiendo hasta aproximarse al
nivel de expresion previo a la condicién de estrés. Al ser un cambio de expresion

temprano, estos cambios no se han detectado en el RNAseq.

En ausencia de SItA (Figura R.4.1, derecha) los niveles de expresion de pacX
aumentaron en menor medida que en la cepa silvestre tras 15 y 30 minutos a pH 8. El
punto de maxima expresion quedod desplazado a los 30 minutos de la condicién de
alcalinidad a partir de los cuales los niveles de expresion retornaron a los observados

en el control.
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Figura R.4.1. Expresion transcripcional de pacX. Niveles de expresion relativa del gen pacX
con respecto a los niveles de expresion del gen de referencia B-tubulina (AN77182/benA).
Analisis de extractos de cDNA de una cepa silvestre (MAD3652) y de un cepa slitAA
(MAD3816) en la condicion sin estrés ambiental (C) y tratadas con 100 mM Na,HPO, (pH 8)
durante 15, 30, 60 y 120 minutos. Las barras de error representan la desviacion estandar de
tres réplicas experimentales para cada muestra. Los asteriscos representan el nivel de
significacion del valor-P: P<0,05(*); P<0,01(**); P<0,001 (***); P<0,0001 (****).
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Aunque aparentemente se ha observado una variacién en los niveles de expresion
relativos a la condicién sin estrés que podria entenderse como una regulaciéon de
expresion dependiente de pH, los valores de expresién relativos respecto al gen de
referencia benA son muy bajos, por lo que no tenemos evidencia suficiente para
determinar si estas pequenas variaciones durante los 30 minutos iniciales de estrés

representan una expresion dependiente de la sefial de alcalinidad.

4.2. Relacion genética entre sltA y pacX. Estudio fenotipico de las cepas doble
mutantes slt - pacX20

La mutacion pacX20 provoca un truncamiento temprano (PacX1-44) generando, por lo
tanto, una proteina no funcional y un fenotipo similar a un pacX4, suprimiendo ciertos
fenotipos de falta de funcion leve de PacC (Bussink et al., 2015). Usamos este mutante
pacX20 (MAD1652) como cepa parental en varios cruces con cepas que portan
mutaciones en los genes que conforman el sistema Slt: sltAA (MAD3816), sltBA
(MAD3693) y sltA1 (MAD1132). De entre la progenie se identificaron aquellas cepas
recombinantes portadoras de las mutaciones pacX20 y la mutacién correspondiente en
el sistema S/t para estudiar tanto posibles cambios en el fenotipo como los niveles de

expresion y los patrones de procesamiento de PacC y PalF.

pacX20
WT pacX20 sitAA sitBA  sltA1  sItAA sitBA  sitA1
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Figura R.4.2. Analisis fenotipico de mutantes slf y pacX20. Conidiosporas de las diferentes
cepas mutantes inoculadas en placas de MMA incluyendo diferentes compuestos indicados
en el lado izquierdo del panel. Las imagenes fueron tomadas tras una incubacion a 37°C
durante 48 h. Cepas usadas: silvestre (WT, MAD6669), pacX20 (MAD1652), slitAA
(MAD3816), slitBA (MAD3693), sltA1(MAD1132), y dobles mutantes pacX20y cada una de
las mutaciones s/t respectivamente (MAD7621, MAD7623 y MAD7622).
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En la figura R.4.2 se muestran los efectos del estrés por alta concentraciéon de cationes
sodio (1 M NaCl) y litio (0,3 M LiCl) y por alcalinizacién del pH ambiental (100 mM
Na;HPO,) sobre el crecimiento colonial de una cepa silvestre (MAD6669), los mutantes
simples pacX20, sltAA, sltBA, sltA1y de los dobles mutantes pacX20 sit. Tanto la cepa
silvestre como el mutante pacX20 fueron capaces de crecer en todas las condiciones
estudiadas y en la mayoria de estas condiciones también se observd capacidad de
conidiacion. La cepa portadora del alelo pacX20 mostré un fenotipo mas préoximo a la
cepa silvestre frente al esperado fenotipo de alta sensibilidad de los mutantes simples
SltAA, sitBA y sltA1 al estrés causado por elevadas concentraciones de los cationes
sodio (1 M NaCl) y litio (0,3 M LiCl) y al pH ambiental alcalino (pH 8).

Los dobles mutantes presentaron un crecimiento colonial en ausencia de estrés similar
a las cepas parentales y silvestre, aunque se observé una menor capacidad de
conidiacion o un desarrollo mas lento en el tiempo de incubaciéon habitual. Sin embargo,
en condiciones de estrés se observo un efecto epistatico de las mutaciones s/t sobre la
mutacion pacX20 ya que todos los dobles mutantes mostraron una alta sensibilidad a

todas las condiciones de estrés ambiental analizadas (Figura R.4.2).

4.3. Efecto de pacX20 sobre los niveles de expresion de sltA, pacC y palF

Hasta el momento se ha analizado el efecto de la mutacién pacX20 sobre los niveles
del transcrito de pacC usando solamente la técnica de “Northern blot” (Bussink et al.,
2015). En esta seccion hemos cuantificado mediante qPCR el efecto de la mutacion
pacX20 sobre los niveles de expresion de los genes palF, pacC, sltA 'y sitB, y por otro
lado el efecto combinatorio de las mutaciones pacX20 y sltAA. En el analisis
transcriptomico se analizaron los niveles de expresion de los genes anteriores en
condiciones estandar y tras 60 minutos de inducciéon de pH alcalino, siguiendo el

protocolo experimental detallado en Materiales y Métodos (apartados 1y 2).

La expresion de sltA en la cepa mutante pacX20 (MAD7624) se mantuvo con unos
niveles similares a los observados en la cepa silvestre (WT) tanto en condiciones de pH

acido como tras 60 minutos en medio de cultivo alcalino (Figura R.4.3.A).

En el estudio de los niveles de expresion del gen s/tB (Figura R.4.3.B) se detectdé una
variacion minima de la expresion de este gen en ausencia de estrés al comparar las
cepas silvestre y pacX20, y al incrementar el pH ambiental se observé un descenso leve,

pero significativo, de los niveles de expresion entre estas cepas. Al ser la expresién de
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sltB dependiente de la actividad de SItA, en el doble mutante pacX20 sltAA (MAD7621)

apenas se detectd transcrito s/fB en ambas condiciones de pH.

En las figuras R.4.3.C y D se muestran los niveles de expresion de pacC y palF
respectivamente, incluyendo ademas el mutante simple sltAA. En condiciones de acidez
ambiental, los niveles de expresidn de pacC fueron bajos en todas las cepas a excepcion
del mutante simple pacX20 (Figura R.4.3.C) en el que se observo un nivel de expresién
10 veces superior al observado en el silvestre (WT). A pH alcalino los niveles de
expresion de pacC aumentaron notablemente en las cepas silvestre y pacX20, mientras
que en el mutante simple sltAA estos niveles apenas se elevaron en respuesta al pH v,
en la cepa doble mutante (sitAA pacX20) el nivel de expresion relativa de pacC es

significativamente menor que en el mutante simple pacX20.
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Figura R.4.3. Efectos de la alcalinizacion ambiental y las mutaciones pacX20 y sltAA.
Niveles de expresion relativa de los genes A) sltA, B) sltB, C) pacC y D) palF con respecto a
los niveles de expresion del gen de referencia B-tubulina (AN77182/benA). Cepas cultivadas
en MMA (pH acido, indicado en amarillo) y tratadas después con 100 mM Na,HPO, (pH
alcalino, indicado en morado) durante 60 minutos. Cepas usadas referenciadas en figura
4.2. Las barras de error representan la desviacion estandar de tres réplicas experimentales
para cada muestra. Los asteriscos indican el nivel de significacion del valor-P: P<0,05(*); P<
0,01(**); P<0,001 (***); P<0,0001 (****).
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El gen palF, que incrementa su expresién en condiciones de pH ambiental acido
(Bussink et al., 2015), mostré el maximo nivel de expresion en la condicion sin estrés en
la cepa silvestre (Figura R.4.3.D) seguido del mutante simple pacX20. El efecto de la
mutacion sltAA fue altamente significativo ya que los niveles de expresion de palfF fueron
minimos a pH acido en las dos cepas analizadas que portan la delecién del gen s/tA. En
condiciones de alcalinidad, tanto en la cepa silvestre como en el mutante simple pacX20
presentaban un descenso de la expresion, en consonancia con la regulaciéon de la
expresion de palF dependiente del nivel de acidificacion del pH ambiental, mientras que
en el mutante simple sltAA estos niveles se mantuvieron invariables con respecto a lo
observado en ausencia de estrés. La combinacion de los alelos mutantes pacX20 y
SItAA propicié una desregulaciéon aun mayor observandose un aumento de la expresion
de palF a pH 8.

Por tanto, a nivel transcripcional, la ausencia de funcion PacX obtenida mediante la
mutacion pacX20 eleva los niveles de expresion de pacC en ambas condiciones de pH
estudiadas y afecta en menor medida a los niveles de expresion de palF, sltA 'y sitB. Sin
embargo, el efecto de esta mutacion en PacX no es capaz de recuperar los perfiles de
expresion de los genes pacC y palF en ausencia de funcién SItA, y este efecto puede

ser extensivo a nivel de traduccion.

4.4. Niveles de proteina PacC y PalF en mutantes pacX20

Los niveles de expresion de pacC en un mutante pacX20 slitAA se mantienen bajos a
pH alcalino, aunque hemos observado un leve aumento del nivel de expresion de pacC
con respecto al mutante simple sltAA, que podria ser suficiente para recuperar el
correcto patron de procesamiento de la proteina PacC. Para ello se prepararon dos
cepas: una cepa mutante pacX20 (MAD7628) y un doble mutante pacX20 sltAA
(MAD7629) que portan ademas los alelos pacC900 y palF500 permitiendo asi la
inmunodeteccién de las diferentes formas proteicas de PacC y PalF. Se prepararon
ensayos de alcalinidad para ambas cepas con el fin de obtener extractos de proteina
total (ver Materiales y Métodos y Capitulo 3 de Resultados), a partir de los cuales

analizar por inmunodeteccion los niveles de PacC y PalF.

La figura R.4.4.A muestra los patrones de procesamiento de PacC a pH alcalino en el
fondo pacX20 simple y doble mutante sltAA. Las formas de PacC observadas en la cepa
pacX20 coinciden con las descritas en la cepa silvestre (Bussink et al., 2015) (Figura

R.3.2.A). En el caso del doble mutante pacX20 sltAA, el patrén coincide con el
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Figura R.4.4.1. Efecto de la mutacion pacX20 en la sefializacion y procesamiento de PacC.
A) Inmunodeteccién de las formas PacC'*™, PacC™ y PacC”*** en extractos de proteina
total de cultivos crecidos en medio minimo (MMA) en ausencia de estrés ambiental (C), y
tratados con 100 mM Na,HPO, (pH 8) durante 15, 30, 60 y 120 minutos en una cepa pacX20
(MAD7628) y en una cepa pacX20 sitAA (MAD7629). B) Cuantificacion de sefal de proteina
relativa de las formas PacC con respecto a la sefial del control de carga de proteina, o-
tubulina (anti-tub).
observado en el mutante simple slitAA (comparar figura R.4.4.1.Ay R.3.2.A, ver también
figura R.4.4.2). La elevacién en los niveles de PacC observados en el fondo pacX20 se

observaron también en el fondo doble mutante pacX20 sltAA (Figura R.4.4.2).

Al medir la sefial relativa de proteina (Figura R.4.4.1.B, izquierda) se detecté este
aumento en los niveles de las formas PacC en comparacion con la cantidad de senal
relativa de proteina detectada en la cepa silvestre (Figura R.3.2.A). En la cepa pacX?20,
PacC’?Pa presentaba una mayor sefial relativa en ausencia de estrés, la cual descendio
a pH 8 en favor de la acumulacién de las formas procesadas PacC%3*P2 y PacC?7«P2, La
forma intermedia PacC®3*P2 se acumuld principalmente tras 15 minutos de induccién de
alcalinidad extracelular, a partir de los cuales su sefial fue descendiendo a medida que
se acumulaba la forma totalmente procesada de 27kDa. La forma totalmente procesada
PacC?"%P2 presentd un perfil de acumulaciéon creciente durante 60 minutos a pH 8

observandose una pequefia disminucién de la sefial a los 120 minutos (Figura R.4.4.1.B,
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izquierda). Al igual que en la cepa silvestre (Figura R.3.2), las principales formas

acumuladas de PacC?’P@ fueron aquellas con mayor movilidad electroforética.

El aumento de los niveles de proteina PacC en la cepa doble mutante pacX20 sltAA no
causo la recuperacién del patron proteolitico en respuesta a la sefial de alcalinidad
(Figura R.4.4.1.A, derecha). Al igual que en el mutante simple s/tAA (Figura R.3.2.A), se
detect6 una acumulacion de la forma primaria a lo largo de todo el ensayo de alcalinidad.
También se detectd la forma intermedia PacC®*P?2 levemente, pero la sefial relativa de
proteina no refleja un aumento o variacién notable entre las diferentes condiciones y
tiempos analizados (Figura R.4.4.1. B, derecha). Por ultimo, la sefial de la forma
procesada PacC?*Pa también se incrementod progresivamente tras la induccion de pH
alcalino, sin embargo, los niveles totales de PacC?’*P2 acumulado tras 120 minutos no
alcanzaron el nivel observado en el mutante simple pacX20 (Figura R.4.4.1.B, derecha),
ademas, al igual que en la cepa sltAA, la forma PacC?’*P2 de menor movilidad

electroforética presenté una mayor acumulacién en este doble mutante.

Asi, aunque la ausencia de funcion PacX ha generado un aumento de los niveles de
expresion y de proteina PacC, este efecto no compensa las alteraciones observadas en

el patrén proteolitico de PacC en un fondo nulo sltA.
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Figura R.4.4.2. Efecto de la mutacion pacX20 en la sefalizacion y procesamiento de PacC.
Inmunodeteccion simultanea de formas PacC en las cepas WT, sifAA (Figura R.3.2), pacX20
y pacX20 sltAA en extractos de proteina total de cultivos crecidos en medio minimo (MMA)
en ausencia de estrés ambiental (C), y tratados con 100 mM Na,HPO, (pH 8) durante 15, 30,
60y 120 minutos.
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Las cepas pacX20 usadas en la inmunodetecciéon de PacC (pacC900) portan también
el alelo palF500, por lo que se realizé un nuevo “Western blot’ para detectar a PalF y
sus formas modificadas en las mismas muestras. La cepa mutante pacX20 presentaba
menor senal relativa de forma primaria PalF con respecto a la sefial detectada en la
cepa silvestre (Figura R.3.3.2) aunque, al igual que en la cepa silvestre, la alcalinizacion
del medio dio lugar a una disminucion de la sefial de proteina en la cepa pacX20 y se
detectaron las formas modificadas durante los primeros 60 minutos a pH 8 sin necesidad
de aumentar el tiempo de exposicién de la inmunodeteccion (Figura R.4.4.3.A y B,

izquierda).
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Figura R.4.4.3. Efecto de la mutacion pacX20 en la sefializacion y procesamiento de PalF a
pH alcalino. A) Inmunodeteccion de la forma primaria PalF-HA en extractos de proteina total
de cultivos crecidos en ausencia de estrés ambiental (C), y tratados con 100 mM Na,HPO,
(pH 8) durante 15, 30, 60 y 120 minutos en una cepa pacX20 (MAD7628) y en una cepa
pacX20 sitAA (MAD7629). B) Cuantificacion de sefial de proteina relativa de las formas PalF
con respecto a la sefial del control de carga de proteina, a-tubulina (anti-tub).

La ausencia de SlItA y de funcién PacX (Figura R.4.4.3.A y B, derecha) también resultd
en una disminucion de los niveles de PalF, como se ha observado en el mutante simple

pacX20 y, en condiciones de alcalinidad, esta sefal de proteina apenas vario
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exceptuando un leve aumento de sefial relativa a los 60 minutos de induccién de
alcalinidad. Las formas modificadas post-traduccionalmente de PalF detectadas en las
cepas silvestre (Figura R.3.3.2.Ay B) y pacX20 (Figura R.4.4.3.A y B, izquierda), no
fueron detectadas en la cepa doble mutante pacX20 sltAA en ningln tiempo ensayado
y, el aumento del tiempo de exposicion de la membrana durante la inmunodeteccion no
mejoro la deteccidn de estas formas, como ocurria en el mutante simple s/itAA (Figura
R.3.3.2.Ay B, derecha).

De modo que el aumento de los niveles de expresion de pacC por la ausencia de funcion
de su regulador negativo PacX no es suficiente para recuperar los patrones de
modificacion post-traduccional de PacC y PalF en cepas que carezcan del factor
transcripcional SItA. Estos resultados sugieren que la funcion de SItA influye en la ruta
de sefalizacion Pal a uno o varios niveles afectando al correcto procesamiento de uno

de los principales factores transcripcionales que regulan la respuesta al pH ambiental.

4.5. Niveles de proteina PacX y su localizacion celular en ausencia de funciéon
SItA

Como ya se ha mencionado a lo largo de este capitulo de resultados y en la introduccion,
PacX es una proteina que posee un dominio de uniéon a DNA de dedos de zinc de tipo
Zn2C6 y hasta el momento la unica funcién descrita de esta proteina es la de regulador
negativo de pacC en hongos Leotiomycetes. En trabajos previos las mutaciones en pacX
se han usado como herramienta para el estudio del sistema Pal/PacC y aun se
desconoce si PacX posee otras funciones reguladoras y, si esta proteina reguladora
estd sometida a alguna modificacion post-traduccional para su activacion. Ademas, se
ha descrito que su localizacion es nuclear en una cepa silvestre en ausencia de estrés
y en condiciones de alcalinidad tras 60 minutos (Bussink et al., 2015), pero no existen
estudios previos en otros mutantes o a otros tiempos experimentales. De acuerdo con
el efecto de la ausencia de s/fA en el perfil transcriptomico de pacX, se procedié al
analisis de los niveles y localizacion subcelular de la proteina PacX-GFP tanto en una

cepa silvestre como s/tAA en condiciones de alcalinidad.

A partir de una cepa sltAA (MAD3919) y una cepa pacX::gfp (MAD1929) hemos obtenido
por cruce progenie doble mutante para el estudio de PacX-GFP en analisis de
inmunodeteccion y de microscopia de fluorescencia. La cepa MAD1929 expresa,

ademas de la construccién PacX-GFP, la histona 1 (HhoA) fusionada en el extremo

Péagina | 114



Resultados: Capitulo 4

C-terminal con la proteina roja fluorescente monomérica (hhoA::mrfp). Este etiquetado

permite la visualizacion de los nucleos en los ensayos de microscopia.

Como en capitulos previos, se realizaron ensayos de alcalinidad usando una cepa
silvestre (pacX::gfp) y un mutante sltAA (pacX::gfp) para obtener extractos de proteina
total tras 15, 30 y 60 minutos de incubacién a pH 8 y estudiar por inmunodeteccion el
nivel de proteina PacX-GFP. El peso molecular teérico de PacX silvestre es de
aproximadamente 73 kDa y la fusion con GFP resulta en un tamafo teodrico aproximado
de 100kDa. En la figura R.4.5.1.A se muestra la sefial detectada de la quimera PacX-
GFP mediante ensayo de inmunodeteccién. De acuerdo con lo esperado, se detecto
una sefal elevada con una movilidad electroforética proxima al marcador molecular de
100 kDa. Adicionalmente se detectaron una serie de bandas secundarias de menor
intensidad indicadas con asteriscos en la figura R.4.5.1.Ay entre las cuales destaca una
forma de aproximadamente 45 kDa que puede corresponderse con una forma

degradada de la proteina (PacX-deg).

A

—— WT ——r—SlfAA —

pH8 pH8
Cc 1530 60 C '15 30 60 min

(kDa)

150 S S S S — — < P X

*

00 s —
.

Shgd :_3“"‘“- PacX-deg
37~

o o B e

25+ Ed : S anti-GFP

— S S S P S S - o {-{UD

o

—+—PacX PacX-deg

3

Senfal relativa de proteina
Sefial relativa de proteina

sitAA

=S
(&)
)

o
3
L
o
2}
)

e

c | 15 30 60 min c | 15 30 60 min
pH 8 pH8

o
o

Figura R.4.5.1. Sefalizacion, procesamiento y localizacion celular de PacX a pH alcalino
(pH 8). A) Inmunodeteccion de la forma primaria de PacX-GFP (100 kDa) y de la principal
forma degradada (PacX-deg) en extractos de proteina total de cultivos crecidos en medio
minimo (MMA) en ausencia de estrés ambiental (C), y tratados con 100 mM Na,HPO, (pH 8)
durante 15, 30, 60 y 120 minutos en una cepa silvestre (WT, MAD1929) y en una cepa sltAA
(MAD7625). B) Cuantificacion de sefal de proteina relativa de las dos principales formas
PacX con respecto ala sefial del control de carga de proteina, a-tubulina (anti-tub).
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En ambas cepas se ha medido la sefal relativa de la forma primaria de 100kDa (indicada
como PacX) y la forma PacX de 45kDa (PacX-deg) (Figura R.4.5.B). En la cepa silvestre
(WT) la senal de PacX fue mayor en ausencia de estrés, mientras que la condicién de
estrés por alcalinidad dio lugar a un descenso de la senal durante 30 minutos a partir de
los cuales se observd una leve recuperacion del nivel de proteina (Figura R.4.5.B,
izquierda). El perfil de la forma PacX-deg partia de unos niveles menores que la forma
primaria de ~100kDa y, solo se observd una pequefa acumulacion de sefal

transcurridos 60 minutos a pH 8.

En ausencia de SItA, aunque se detectaron ambas formas de PacX tanto en ausencia
de estrés como a pH 8 (Figura R.4.5.1.A, derecha), los niveles de PacX cayeron por
debajo del nivel de sefal de PacX-deg. Al alcalinizar el medio de cultivo, los niveles de
PacX aumentaron levemente tras 30 minutos, pero sin llegar a superar el nivel de la
forma degradada, la cual se mantuvo estable a lo largo de todo el tiempo analizado
(Figura R.4.5.1.B).

La ausencia del factor transcripcional SItA genera alteraciones a nivel de proteina en
PacX al igual que lo observado en los niveles y formas modificadas de las proteinas
PacC y PalF y en los niveles de expresion de los genes correspondientes. Dados estos
resultados se evalué mediante microscopia de fluorescencia la posible existencia de

cambios en la localizacion celular de PacX en una cepa mutante s/tAA.

Usando una cepa silvestre (MAD7626) y una cepa sltAA (MAD7625) que portan las
construcciones pacX::gfp y hhoA::mrfp, hemos estudiado la localizacién de PacX, tanto
en condiciones de pH acido como de pH alcalino a los 15 y 120 minutos. Para ello se
preparé un cultivo especifico para microscopia como se detalla en Materiales y Métodos
(apartados 1y 11) y una vez crecido el micelio, el medio de cultivo se sustituyé por un
medio alcalinizado a pH 8 afiadiendo 100 mM Na;HPO,. Las imagenes que se muestran
en la figura R.4.5.2.A muestran las hifas mediante 6ptica de Nomarsky (DIC) y la
combinacion de las imagenes que detectan los nucleos mediante el etiquetado de la

histona 1 con mRFP, canal rojo, y de PacX-GFP, canal verde.

En ausencia de estrés, se observd en ambas cepas a PacX-GFP junto al nucleo y en
ocasiones préximo al nucleolo como ya se habia descrito previamente en Bussink y
colaboradores (Bussink et al., 2015). En la cepa silvestre se observé ademas que
existen algunos nucleos de pequefio tamafio y muy proximos que aparentemente han
salido recientemente de una mitosis, donde no se detecta la misma intensidad de
fluorescencia de PacX-GFP. Esta variaciéon de intensidad de sefial se observé también

en el mutante sltAA y tras el aumento del pH extracelular no se detectaron cambios en
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Figura R.4.5.2. Localizacién celular de PacX a pH alcalino (pH 8). A) Localizacién celular de
PacX-GFP (verde) y de la proteina nuclear HhoA-mRFP (rojo) en una cepa silvestre (WT,
MAD7626) y en el fondo sitAA (MAD7625) crecidas en MMA (H', pH<5) y tratadas con 100
mM Na,HPO, (pH 8) durante 15 y 120 minutos. En cada parte superior derecha de las
imagenes en la que se detectan los nicleos, se muestra uno de los nucleos ampliado (area
ampliada marcada en blanco). B) Localizacion celular de PacX-GFP durante el proceso de
mitosis celular (Secuencia de imagenes indicada numéricamente). Las exposiciones
usadas fueron de 60-80 ms para la deteccién de HhoA-mRFP y de 200 ms en la deteccion de
PacX-GFP. Las barras representan 5 um.

la intensidad de sefal o localizacion PacX-GFP tras 15 minutos y 120 minutos de

observacion tanto en la cepa silvestre como en el fondo nulo s/tA (Figura R.4.5.2.A).

Puesto que la deteccion de PacX-GFP en cada nucleo era en ocasiones muy variable,

se decidi6 estudiar el proceso de mitosis siguiendo la sefal de la histona 1. En un unico
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plano en el eje Z se tomaron imagenes de los nucleos (HhoA-mRFP) y de PacX-GFP
cada 30 segundos a lo largo de 30 minutos para captar la fase mitética de los nucleos
en una hifa. En la figura R.4.5.2.B se muestra la sefial de dos nucleos celulares, con
una sefal desigual de PacX-GFP, siendo en uno de ellos practicamente indetectable en
los tiempos iniciales. En el nacleo de la region izquierda de las imagenes, se observo
como la sefial de PacX se desplazé junto a uno de los nucleos hijos durante la anafase.
Una vez separados los dos nucleos hijos, PacX se localizaba fluctuando entre ambos
nucleos, aparentemente en el citoplasma y finalmente se unié al nucleo hijo de la
izquierda en los tiempos finales, mientras que el otro nucleo hijo resultante gener6 de

novo proteina PacX-GFP a lo largo del tiempo de analisis.

Por otro lado, el nucleo que apenas contenia sefial PacX-GFP situado en la regién
derecha de las imagenes en los tiempos iniciales del analisis, presentd una baja sefal
durante la anafase mitética. Tras la separacion de los nucleos hijos la sefal fue

detectada solo en uno de estos nucleos a lo largo del tiempo estudiado.
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Capitulo 5. Rescate del correcto procesamiento de PacC

5.1. Estudio del efecto de formas mutantes SItA (s/tBA SItA78Pa, s|tA1, sltA60)

Alo largo de las secciones anteriores, se han descrito alteraciones en las modificaciones
post-traduccionales de algunas proteinas como PalF y PacC a pH alcalino en un fondo
mutante nulo sltA, ademas de un efecto en los niveles de expresién génica en ambos
casos (ver Resultados, capitulo 3). En este capitulo hemos tratado de recuperar tanto el
patrén proteolitico de PacC como la tolerancia a la alcalinidad ambiental combinando
mutaciones hipofuncionales sit, alternativas a la delecion de sltA, con las formas

etiquetadas para PalF y PacC.

Para este trabajo se eligieron tres mutaciones representativas que dan lugar a diferentes
formas hipofuncionales de SItA. La comparacion entre el efecto de la mutaciéon que
causa el fenotipo de perdida de funcion mas leve, sltA60 que resulta en el truncamiento
de la proteina en el aminoacido 607 (Calcagno-Pizarelli et al., 2011), y la proteina
mutante sltA1, que esta truncada en el aminoacido 502, nos indicara el papel de la region
C-terminal de SItA en la regulacién del sistema PacC/Pal (O’neil et al., 2002; Spielvogel
et al., 2008). Por otro lado, la pérdida de funcién del gen s/tB, que codifica para la
proteasa de SItA, impide el procesamiento proteolitico de la forma primaria de SItA,
SItA’8DP2a y por lo tanto en este fondo mutante se encuentra ausente la forma funcional
SItA%%*Pa (Mellado et al., 2016).

Mediante cruces de una cepa pacX20 pacC900 (MAD1652) como parental comun con
las cepas MAD3693 (s/tBA) y MAD1132 (sltA1), se seleccionaron descendientes que
portaban la doble mutacion, ademas del alelo pacC900. La cepa (MAD3419), sltA60

pacC900, ya se habia generado previamente (Calcagno-Pizarelli et al., 2011).

Las cepas seleccionadas se sometieron a un ensayo de alcalinidad en los que se
analizaron los niveles y procesamiento proteolitico de PacC900 a los 15, 30 y 60 minutos
de induccion del estrés ambiental. La figura R.5.1.A muestra que el patrén de
procesamiento de PacC en la cepa doble mutante s/tBA pacX20 (MAD7623) mantuvo la
acumulacion de la forma primaria PacC’%P2 a |o largo de todo el tiempo experimental
como se habia observado en ausencia de SItA (sltAA pacX20 (MAD7629) y capitulos 3
y 4). Se us6 como cepa control un mutante simple pacX20 (MAD7628) para obtener
niveles similares de deteccion de proteina PacC. En estas condiciones, la deteccion de
la forma intermedia PacC®*"2 no mejord respecto a lo observado en el fondo nulo sitA'y

también se mantuvo la acumulacion de formas PacC?%P2 de menor movilidad
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electroforética. La similitud del patrén de protedlisis de PacC en las cepas sltBA y sltAA
sugiere que la forma procesada SItA%P2 es necesaria para la deteccion de las formas
esperadas de PacC a pH 8. También en el fondo mutante pacX20, la pérdida total de
funcién SItA causada por la mutacion sltA7 (MAD7671) produjo el mismo efecto en los
niveles de las diferentes formas de PacC a pH alcalino que los mutantes nulos s/tBA 'y

SltAA, (comparar los niveles y formas producidas entre las inmunodetecciones

mostradas en los paneles izquierdo y derecho de la figura R.5.1.A).

A

Figura R.5.1. Senalizacion y procesamiento de PacC a pH alcalino (pH 8) en fondos
mutantes sif. A) Inmunodeteccion de las formas PacC™™®, PacC™® y PacC”** en extractos
de proteina total de cultivos crecidos en medio minimo (MMA) en ausencia de estrés
ambiental (C), y tratados con 100 mM Na,HPO, (pH 8) durante diferentes tiempos en cepas
pacX20 combinado con las mutaciones sltBA y sltA1. B) Deteccion de formas PacC en un
mutante hipofuncional sffA60. La inmunodeteccion de a-tubulina (anti-tub) se usé como

pH8 pH8 pH8 pH8
c "5 3060 C C "5 30 6030 C 15 30 60 min
PacC’™® & mm et e e o - 2 eD = et
PacCs*e cEne " . el
27kDa |y
PacC o --- - z -”’
anti-myc

T S G D S St SRR D A e ——

—pacX20— ——sjtBA— 4 —sltAT—
pacX20 slitAA pacX20
pacX20
pH8 pH8

¢ "15 30 6030 30 min

PachDa*n-“" B e -

PaCCS3kDa [ ——

PaCCZ7kDa # n - % ’
anti-myc

. W ... anti-tub

—sita60— * ¢t
ANS
S§E

g

control de carga de proteina total.

La pérdida de la forma SItA3*P2 en los fondos mutantes anteriores parece ser la
causante de la pérdida de la correcta senalizacién de PacC. Para averiguar si el mutante

mas “weak” aislado en s/tA tiene también un efecto sobre dicha senalizacion estudiamos
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la forma mutante SItA60, SItA (1-607). La cepa MAD3419 porta la mutacién s/tA60 vy el
alelo pacC900 (Calcagno-Pizarelli et al., 2011). En la figura R.5.1.B se observan las
formas de PacC detectadas en el mutante s/tA60 en condicion sin estrés (C) y con estrés
por alcalinidad y se comparé con las formas que se detectan en extractos proteicos de
una cepa silvestre (MAD7627) y un doble mutante slitAA pacX20 (MAD7629) tratados
30 minutos con 100 mM NazHPO.. El mutante sltA60 presentaba una acumulacién de
la forma primaria PacC’?P2 en condiciones de alcalinidad como se observd en cepas
carentes de funcion SItA. Sin embargo, en este mutante sltA60 se detectd la forma
intermedia PacC5%%P2 con una movilidad electroforética similar a la observada en la cepa
silvestre. Ademas, tras 60 minutos en condiciones de alcalinidad se detectdé una
acumulacion preferente de la forma de mayor movilidad electroforética de PacC?7<P3,
aunque también se observaron unos niveles ligeramente elevados de las formas de

menor movilidad respecto a la cepa silvestre.

El conjunto de resultados muestra que se requiere de la forma SItA3P2 quizas en
ambas formas fosforilada y desfosforilada, para que se produzca el patréon correcto de
protedlisis de PacC que se observa en una cepa silvestre. Ademas, apunta a la
importancia de la region carboxilo terminal de SItA, que esta pobremente conservada
entre sus homologos (Mellado et al., 2015), como indispensable para dicha funcion

reguladora sobre PacC.

5.2. Andlisis del procesamiento de PacC a tiempos largos de exposicion al pH
alcalino y efecto conjunto del pH alcalino y el calcio

El procesamiento de PacC ocurre mediante la sefalizacién transmitida por los
elementos de la ruta Pal pocos minutos después de la alcalinizacién del medio
extracelular. Sin embargo, esta respuesta es temporal y tras tiempos prolongados en
medio alcalino se observa la acumulacion de novo de la forma primaria PacC’%P2, Este
patron de formas PacC se le ha denominado el proceso de adaptacion al pH ambiental
alcalino. Ademas, las formas procesadas acumuladas se van degradando durante ese
tiempo a menor ritmo que la sintesis de novo de PacC’?P2 (Lucena-Agell et al., 2016).
Determinadas mutaciones de pérdida de funcién en alguno de los elementos de la ruta
Pal permiten la sefializacion y protedlisis de PacC, pero retrasan la adaptacion a la
alcalinidad extracelular. Un ejemplo de este fenotipo es el causado por el mutante
palH486 que presenta una delecion de los residuos 450 a 486. El alelo palH486 retrasa

el procesamiento de PacC’%P2, Las formas PacC%*P2 y PacC?’*P2 se observan
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transcurridos mas de 60 y 90 minutos tras la alcalinizacién del medio (Lucena-Agell
et al., 2016). Debido al ineficiente procesamiento de PacC’%2 en un fondo nulo s/tA,
nos planteamos averiguar si el proceso de adaptacién al pH ambiental esta también

retrasado, o completamente anulado en este fondo mutante.

Usando las cepas MAD7627 (WT) y MAD7630 (sltAA) se estudié el efecto de la
alcalinizacion del pH extracelular a lo largo de cuatro horas. En la figura R.5.2.A se
muestra el patron de bandas detectadas para PacC900 en ambas cepas. Se observo el
procesamiento de PacC a pH 8 en la cepa silvestre con una baja deteccion de forma
primaria tras una hora en condiciones de alcalinidad ambiental y la recuperacién leve de
los niveles de PacC’%P2 a |o largo de las cuatro horas del ensayo. Por otro lado, la forma
intermedia PacC?%3P@ fue perdiendo sefial en favor de la forma totalmente procesada. En
ausencia de SItA, se observd una menor sefial de proteina PacC’*P2 a pH 8 con
respecto a la sefal detectada a pH acido. Sin embargo, la acumulacién de esta forma
se mantuvo durante las cuatro horas a pH 8. Al igual que se ha observado en tiempos
tempranos de induccion de estrés, no se ha detectado la forma intermedia PacC53P2 y
la acumulacion de las formas PacC?*P? de baja movilidad electroforética fue mayor
respecto a las formas que se acumulaban preferentemente en la cepa silvestre. Estos
resultados sugieren que la ausencia de SItA provoca un procesamiento deficiente en

PacC independientemente del tiempo de exposicién al pH alcalino.

La pérdida total de funcién SItA causa un fenotipo de alta sensibilidad a estrés ambiental
por alta concentracion de cationes mono y divalentes como el sodio, el potasio, el litio o
el magnesio, pero no al calcio. Ademas, la esporulacion de cepas sltAA mejora cuando
el medio de cultivo es suplementado con cloruro calcico (Spielvogel et al., 2008). Asi,
hipotetizamos que dicho efecto supresor del calcio podria también ayudar a recuperar

el procesamiento esperado de PacC a pH 8.

Usando la cepa silvestre (MAD7627) y el mutante sltAA (MAD7630) se realizé un ensayo
de estrés por alcalinidad donde se suplementé al medio de cultivo con 10 mM CaCl..
Las muestras de micelio se recogieron a los 15, 30 y 60 minutos en ambas cepas y
hasta los 120 minutos en la cepa silvestre. En la figura R.5.2.B se observé que la adicion
de cationes de calcio no afectaba al procesamiento de PacC a pH 8 en la cepa silvestre,
y tanto el procesamiento y posterior recuperacion de la forma primaria PacC’%P2, como
la acumulacion de las formas intermedia y procesada fueron detectadas. Este patrén
proteolitico no se observé en ausencia de SItA. La forma primaria se observé en todos

los tiempos analizados, mientras que la forma intermedia apenas fue detectada.
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Tampoco se obtuvo una acumulacién de la forma PacC?’%P2 con la misma movilidad

electroforética que la observada en la cepa silvestre.
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Figura R.5.2. Efecto a largo plazo de la alcalinidad y efecto del calcio en ambientes alcalinos
en el procesamiento de PacC en el fondo mutante sltAA. A) Inmunodeteccion de las formas
PacC’**, PacC™™ y PacC”*** en extractos de proteina total de cultivos crecidos en medio
minimo (MMA) en ausencia de estrés ambiental (C), y tratados con 100 mM Na,HPO, (pH 8)
entre 1y 4 horas. B) Deteccion de formas PacC durante 15, 30 y 60 minutos en combinacion
con 10 mM CacCl,. Lainmunodeteccion de a-tubulina (anti-tub) se usé como control de carga
de proteina total.

5.3. Estudio del procesamiento proteolitico de PacC’?<P2 en ausencia de las
funciones PalB y SItA

En los modelos actuales el ultimo paso en la ruta de sefnalizacion Pal es el
procesamiento de la forma PacC’?P2 por la funcién calpain-proteasa de la proteina PalB
tras ser reclutada por PalA (Rodriguez-Galan et al., 2009; Vincent et al., 2003). Este
paso sefalizador dependiente de pH alcalino permite el corte proteolitico de PacC entre
los residuos 493 y 500 (Penas et al., 2007; Tilburn et al., 1995), dando lugar a la forma

intermedia PacC®*P2, Como se habia descrito previamente en el capitulo 3 (seccion
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3.5), la deleciodn de sltA no afectaba al reclutamiento de PalA en puntos concretos de la
membrana en respuesta la alcalinizacién del pH ambiental. Sin embargo, no hemos
determinado si los pasos restantes hasta el procesamiento de PacC son o no eficientes
puesto que el aumento de expresién y proteina PacC mediante la mutacién pacX20
(capitulo 4) no han logrado revertir el patrén proteolitico de PacC en el fondo nulo s/tA.
Mediante trasformacion se obtuvieron dobles mutantes palBA sltAA para valorar si el
procesamiento inadecuado de PacC en el fondo nulo s/tA a pH 8 es independiente de

la funcién PalB.

En la figura R.5.3.A se muestra el fenotipo de las cepas silvestre, los nulos simples para
los genes palB'y sitA, asi como el doble mutante palBA sltAA, en diferentes condiciones
de estrés ambiental. El mutante simple palBA presentaba una ligera sensibilidad a las
condiciones de estrés por exceso de cation sodio y de molibdato en comparacion con el
fenotipo observado en la cepa silvestre. A pesar de este fenotipo de sensibilidad, este
mutante es capaz de conidiar en el medio 1M NaCl, a diferencia del fondo nulo simple
SltA y el doble mutante. Todos los mutantes mostraron una alta sensibilidad a la
condicién de alcalinidad ambiental como ya se habia descrito para los mutantes simples
(Mellado et al., 2015). El doble mutante mostré un fenotipo similar al observado en el
mutante simple sltAA con una alta sensibilidad al estrés por exceso de sodio extracelular,
asi como a pH 8. En cuanto al estrés por presencia de molibdato se observé que las
cepas carentes de PalB presentaban una mayor sensibilidad que la observada en
ausencia de SItA. El doble mutante mostré un efecto combinado de alta sensibilidad a
molibdato ademas del cambio de pigmentacion que se detectdé también en el nulo simple
SltA.

La cepa doble mutante palBA sltAA también es portadora del alelo pacC900 que nos
permitié la inmunodeteccion PacC’Pa y de sus otras formas a pH 8. Usando las cepas
mostradas en el analisis fenotipico, se realizé un ensayo de alcalinidad con una
induccién de la condiciéon de estrés durante 30 minutos (ver apartados 1, 2 y 10 de
Materiales y Métodos) y el posterior analisis de los extractos de proteina total mediante
inmunodeteccion. En la figura R.5.3.B se observa que la delecion simple de palB
(carriles 7 y 8), impide el procesamiento de PacC’%P2 a |la forma intermedia PacC>3P2
cuando aumenta el pH extracelular, y unicamente se generd, a unos niveles muy bajos,
una forma similar a PacC?7°2 de menor movilidad electroforética. La combinacion de las
mutaciones palBA y sltAA resultdé en un patron proteolitico muy similar al observado en
el mutante simple slfAA. Tras 30 minutos de induccién de estrés ambiental se observo
la acumulacion de la forma primaria y de las formas procesadas PacC?"°@ de menor

movilidad.
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Figura R.5.3. Efecto de la combinacion de las deleciones de los genes palB 'y sitA en el
procesamiento de PacC. A) Analisis fenotipico de cepas silvestre (MAD7627), mutantes
simples palBA (MAD1775) y sitAA (MAD7630) y del doble mutante palBA slitAA (MAD8108)
en condiciones de estrés ambiental. La conidiosporas de las diferentes cepas se inocularon
en placas de Petri con MMA afiadiendo diferentes compuestos indicados en la parte superior
del panel. Las imagenes fueron tomadas tras una incubacion a 37°C durante 48 horas. B)
Inmunodeteccion de las formas PacC™®™, PacC™® y PacC*** en extractos de proteina total
de cultivos crecidos en medio minimo (MMA) en ausencia de estrés ambiental (C), y tratados
con 100 mM Na,HPO, (pH 8) durante 30 minutos. Los asteriscos indican las formas de
PacC**™ que se acumulan principalmente en el fondo genético silvestre (**), o en el fondo
genético mutante slfAA (*). Los nimeros de la parte inferior del panel indica el carril de cada
muestra. La inmunodeteccion de a-tubulina (anti-tub) se usé como control de carga de
proteina total.

No detectamos en ningin mutante la forma intermedia PacC5%P?2, Resaltamos en la
figura R.5.3.B (doble asterisco) que la forma procesada PacC?7P? que tiene la movilidad
electroforética esperada en la cepa silvestre se detecto tanto en el fondo nulo s/tA simple

como en combinacion con la delecion de palB.

Asi, el procesamiento de PacC’%P2 g la forma intermedia PacC®P2 se encuentra
alterado y es posible que este paso proteolitico se produzca en niveles muy bajos en

ausencia de SItA mientras que predomina un tipo de procesamiento que da lugar a una
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forma PacC?"%P2 de mayor tamaiio independientemente de la sefializacion de la ruta Pal
y del paso final de procesamiento llevado a cabo por la proteasa PalB. Concluimos que
deben existir elementos adicionales que participen en este paso proteolitico alternativos

a la ruta Pal y que son funcionales en ausencia de SItA.

Para determinar si PacC puede ser correctamente procesado a su forma PacC?7%P2 en
ausencia de SItA optamos por utilizar diferentes estrategias genéticas que activen la ruta
Pal independientemente del pH ambiental o eludan la misma usando alelos pacC que

no necesiten de dicha senalizacion.

5.4. Efecto de la delecion de sltA durante la activacion constitutiva de la ruta
Pal

Dado que los niveles de modificacion post-traduccional de PalF estan alterados en
ausencia de SltA, consideramos el estudio de una forma constitutivamente ubiquitinada
de PalF, el alelo palF-ub. Esta version modificada de PalF da lugar a una ganancia de
funcion de la ruta Pal que sefaliza a PacC’%®2 independientemente del pH extracelular.
Estos mutantes son capaces de tolerar el pH alcalino y se caracterizan ademas por su
hiperresistencia a ciertas concentraciones de molibdato (Pefialva & Arst, 2002). En
trabajos previos se generaron diferentes construcciones de PalF etiquetado y/o
modificado para el estudio de su activacion y su papel transductor de sefal en la ruta
Pal en ambientes alcalinos. En (Hervas-Aguilar et al., 2010a) se cred el plasmido p1861
que porta la construccion palF bajo el promotor constitutivo de gpdA (gpdA™™) fusionado
en la regién C-terminal a 3 copias del epitopo HA y a ubiquitina usando como marcador
de seleccidon de transformacion al gen pyroA. Esta construccion permite por tanto la
inmunodeteccién de estas formas modificadas de PalF de manera “similar” a las de una
cepa silvestre en medio alcalino. En este trabajo se ha introducido este alelo palF-ub en
la cepa sltAA pacC900 (MAD7631) generando un triple mutante (MAD7634).

En la parte superior de la figura R.5.4.A observamos las formas procedentes de
PacC900 en condiciones de pH acido y de induccion durante 30 minutos de estrés por
alcalinidad en cepas silvestre y fondo nulo sltA. En el mutante simple palF::ub (carril 5)
se observé un procesamiento similar al obtenido en la cepa silvestre tras 30 minutos a
pH 8 (carril 2), donde se detectd un bajo nivel de PacC’?P2 en favor de las formas
intermedia y activa PacC?7P2, la cual mostré una movilidad electroforética similar a la
detectada en la cepa silvestre. La ubiquitinacion constitutiva de PalF en un fondo nulo

SltA revierte parte de las alteraciones observadas en el mutante simple s/tAA. La forma
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primaria PacC’?P2 sigue acumulandose y hay una baja deteccion de la forma PacC®3Pa
(carril 6). Sin embargo, es notable que la forma procesada de 27kDa recuperaba la
movilidad electroforética caracteristica de las formas PacC?’P? detectadas en la cepa
silvestre y en el mutante simple PalF-Ub. El revelado de PalF en las mismas muestras
(parte inferior de la figura R.5.4.A) mostrd que la alcalinizacién del medio activaba la
modificacion postraduccional de PalF en la cepa silvestre mientras que estas
modificaciones apenas son detectadas en el mutante simple sltAA a pH alcalino. En
ambas cepas PalF-Ub se detectaron estas formas modificadas independientemente de

la mutacion sltAA.
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Figura R.5.4. Efecto de la activacion constitutiva de PalF en un fondo s/tAA. A)
Inmunodeteccion de las formas PacC (72 kDa, 53 kDay 27kDa) y PalF (Forma primaria PalF
y formas modificadas post-traduccionalmente Ub&PP) en las cepas silvestre (WT), sltAA,
PalF ubiquitinado (palF::ub) (MAD4499) y el doble mutante palF::ub sltAA (MAD7634). La
inmunodeteccidn de a-tubulina (anti-tub) se usé como control de carga de proteina total. B)
Analisis de fenotipo en placas de Petri con MMA de las cepas usadas en el Western Blot del
panel Ay sometidas a estrés ambiental por alcalinidad y molibdato sédico. Las imagenes se
tomaron tras unaincubacién de48 ha 37°C .

Dado que en el fondo palF-ub sltAA se habia observado la recuperacion de la movilidad
electroforética de la forma activa (PacC?’¥P2) a la detectada en la cepa silvestre, se
realizé un analisis fenotipico para verificar si la presencia de esta forma PacC suprimia
los fenotipos de sensibilidad al pH alcalino y/o al molibdato. En la imagen de la figura
R.5.4.B se observa que tanto la cepa silvestre como el mutante simple PalF-Ub, eran

capaces de responder a todas las condiciones de estrés ensayadas y en el caso del
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mutante PalF-Ub se observd un mayor crecimiento radial de la colonia en la condicién
5 mM Na;MoOs4 respecto a la cepa silvestre. El mutante sltAA mostré cierta resistencia
a ambas concentraciones de molibdato y, a diferencia del silvestre y del mutante simple
PalF-Ub, las colonias adquirieron una pigmentacién anaranjada. Por ultimo el doble
mutante palF::ub, sltAA mostré un fenotipo similar al mutante simple s/tAA tanto a pH 8

como en ambas concentraciones de molibdato estudiadas.

Estos resultados sugieren que la funcién SItA es necesaria para la correcta sefalizacion
de PacC"%P2, La ganancia de funcion de la ruta Pal a través de la ubiquitinacién de PalF
no es suficiente para rescatar el fenotipo de tolerancia a pH 8, a pesar de recuperar la

movilidad electroforética de la forma procesada PacC?7kP2,

5.5. Efecto de la ausencia de SItA en un mutante de mimesis de alcalinidad (1):
El alelo pacC14900

Dado que la activaciéon de la ruta pal a través de la ubiquitinacion constitutiva de PalF
no recuperaba completamente el patrén de procesamiento de PacC ni el fenotipo
silvestre a pH 8, se optd por analizar el patrén proteolitico de PacC en mutantes cuyo
procesamiento proteolitico es independiente de la ruta Pal. En Tilburn y colaboradores
(Tilburn et al., 1995) se caracterizd una mutacion clasica en pacC, pacC°14. La mutacion
presente en este alelo genera un truncamiento temprano en el aminoacido 492 que da
lugar a una forma con un tamafio similar a PacC5%P2, Al igual que el alelo pacC silvestre
se ha generado un alelo mutante pacC°74 etiquetado con tres copias del epitopo MYC,
designado como pacC14900 (Hervas-Aguilar et al., 2007). El alelo mutante pacC74900
nos permite visualizar una forma primaria parecida a la intermedia de PacC%*P? y que
es procesada por el proteosoma independientemente de la senalizacién por pH
ambiental. Usando las cepas mutantes pacC74900 (MAD1445) y slitAA pacC14900
(MADA4296), y las cepas silvestre (MAD7627) y sltAA (MAD7630) usadas en capitulos
previos, se analizo el fenotipo en diferentes condiciones de estrés, asi como los niveles

y el patron proteolitico de PacC900.

En la figura R.5.5.A se muestran los fenotipos de las cepas inoculadas sobre MMA con
diferentes condiciones de estrés. La cepa mutante pacC714900, que causa la
acumulacion de las formas de 53 y 27kDa, mostré un crecimiento de colonia similar al
observado en la cepa silvestre en todas las condiciones estudiadas. Sin embargo, se
observd una buena capacidad de esporulacién en el medio suplementado con 5 mM

Na:MoO., mientras que la adicién de calcio generaba ciertas alteraciones tanto en
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Figura R.5.5. Efecto de la delecion de sltA en el mutante de mimesis de alcalinidad
pacC14900. A) Andlisis fenotipico de tolerancia a estrés ambiental por alcalinidad, calcio y
molibdato en el mutante simple pacC14900 (MAD1445) y en el mutante doble pacC 14900
SItAA (MAD4296). Las conidiosporas de estas cepas ademas de las cepas silvestre
(MAD7627)y sltAA (MAD7630) se inocularon en placas de Petri con MMA en las diferentes
condiciones ambientales indicadas. Las imagenes fueron tomadas tras una incubacion a
37°C durante 48 h. B) Inmunodeteccion de las formas PacC a partir de extractos de proteina
total de las cepas usadas en el panel A. Las cepas WT y sltAA se han tratado con pH alcalino
durante 30 minutos, mientras que las cepas pacC74900 y en el mutante doble pacC 14900
SItAA no requieren de un cambio del pH ambiental. Como control de carga de proteina total
se ha usado el motivo PSTAIR de las quinasas dependientes de ciclina (anti-PSTAIR).

crecimiento como en capacidad de conidiacion. El mutante simple sltAA mostré un
crecimiento de colonia similar a las cepas control en ausencia de estrés y una mejora
de la conidiacion en el medio suplementado con calcio. Por otro lado, ambas
concentraciones de molibdato dieron lugar a un menor crecimiento de la cepa sltAA que,
ademas, adquirid una pigmentacidon anaranjada observada previamente (Figura
R.5.4.B). La cepa doble mutante pacC74900 sltAA presentd un crecimiento reducido y

baja capacidad de esporulacién tanto en el medio minimo sin estrés como en el medio
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suplementado con calcio. Al alcalinizar el medio de cultivo se observd un efecto
epistatico de la mutacion sltAA sobre la mutacion pacC74 y no se observé crecimiento
colonial a pesar de suplementar con calcio el medio alcalinizado. Este mismo efecto
epistatico se observé también en la condicién de estrés por altas concentraciones de
molibdato en la cual las colonias eran mas pequefas que en las cepas silvestre o
mutantes simples, y mostrando la misma pigmentacion anaranjada observada en el

fondo nulo simple sltA.

A partir de extractos de proteina total de las diferentes cepas en una o varias condiciones
de pH, se procedi6 a la inmunodeteccion de las formas PacC (PacC900 y PacC14900).
Para el andlisis de las cepas silvestre y sltAA se recurrio a extractos de proteina total en
condiciones de ausencia de estrés y tras 30 minutos de incubacién a pH 8, mientras que
los extractos proteicos de los mutantes pacC714900, al presentar un fenotipo alcalino en
el procesamiento de PacC, se obtuvieron solo en condiciones estandar. En la figura
R.5.5.B se muestra el ensayo de inmunodeteccidn en el que se observd como el patron
de protedlisis del mutante simple pacC74900 se asemeja al observado en la cepa
silvestre tras 30 minutos en condiciones de estrés por alcalinidad (carriles 1 y 4). Se
detectd levemente la forma PacC5%3P? y una sefial elevada de la forma procesada por el
proteosoma, PacC?’%P2, con una movilidad electroforética similar a la forma acumulada
en la cepa silvestre. La combinacion de esta mutacién con la delecién de s/tA dio lugar
a menores niveles de proteina total (ver deteccion con anticuerpo anti-PSTAIR en la
parte inferior de la figura R.5.5.B), y, por tanto, también se detectaron menores niveles
de proteina PacC (carril 2). Pese a los bajos niveles de proteina observados en el doble
mutante, el perfil proteolitico se asemeja al observado en el mutante simple pacC14900.
De modo que la funcién del proteosoma no parece estar alterada en ausencia de funcion
SItA e interpretamos que el procesamiento ineficiente de PacC en las cepas mutantes
simples sltAA se debe a problemas relacionados con la ruta de senalizacion Pal. Por
otro lado, estos resultados muestran un efecto epistatico de las mutaciones que afectan
al sistema Slt sobre el procesamiento de PacC que, aunque consiga generar las formas
equivalentes a PacC®%*P2 y PacC?’kP@ no se suprime el fenotipo de sensibilidad que

muestran las cepas sltAA.
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5.6. Efecto de la ausencia de SItA en un mutante de mimesis de alcalinidad (lI):
El alelo pacC700

En esta ultima seccion se abordd el estudio de la combinacion del alelo sltAA y
pacC°700. La mutacion pacC°700 genera una proteina, PacC5-250, de tamafo similar
a PacC?%P2, De este modo la generacion de esta forma de PacC?"%P? es independiente
de los dos pasos proteoliticos llevados a cabo por la ruta Pal y el proteosoma,
respectivamente. Ademas, esta forma truncada de PacC se encuentra etiquetada con
GFP en su extremo N-terminal (Fernandez-Martinez et al., 2003). Este etiquetado nos
permite tanto analizar los niveles de proteina PacC mediante inmunodeteccion, como
determinar la localizacion subcelular usando microscopia de fluorescencia. Mediante
cruce se obtuvo progenie que portaban la delecidon de sltA, asi como esta forma de

GFP-PacC?%P2 para el estudio a nivel fenotipico, de proteina y de localizacion celular.
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Figura R.5.6. Efecto de la delecion de sltA en el mutante de mimesis de alcalinidad
pacC°700. A) Analisis fenotipico de tolerancia a estrés ambiental por alcalinidad, molibdato y
alta concentracion de cation sodio en el mutante simple pacC700 (MAD7632) y en el
mutante doble pacC700 sltAA (MAD7633). Las conidiosporas se inocularon en placas de
Petri con MMA y los compuestos correspondientes en cada caso (indicado en la parte
superior del panel). Las imagenes fueron tomadas tras una incubacion de las placas a 37°C
durante 48 h. B) Inmunodeteccion de la forma PacC700 (~27kDa) a partir de extractos de
proteina total de las cepas pacC700 usadas en el panel A. Como control de carga de proteina
total se ha usado el motivo PSTAIR de las quinasas dependientes de ciclina. C) Localizacion
celular de PacC700 (GFP-PacC****) en un fondo silvestre y un fondo mutante s/tAA. Las
imagenes se obtuvieron en un unico plano en el eje Z aplicando una exposicion de 100-200
ms. Las barras representan 5 um.
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En primer lugar, se analizo el fenotipo de la cepa doble mutante y se comparé con las
cepas parentales (Figura R.5.6.A). La mutaciéon pacC°700 confiere resistencia a la
alcalinizacién del medio y la presencia de molibdato. Sin embargo, la combinacion
pacC°700 sitAA causa el mismo fenotipo de sensibilidad al pH alcalino que el alelo nulo
sltA. También se pone de manifiesto la sensibilidad del doble mutante a 1M cloruro
sédico, condiciéon en la que el mutante simple pacC°700 muestra tolerancia. La
presencia de molibdato en el medio causa en los fondos nulos sltA el caracteristico color
anaranjado, independientemente de la presencia del alelo pacC°700.En segundo lugar,
se analizaron extractos de proteina total de ambas cepas mediante inmunodeteccién de
PacC700. En la figura R.5.6.B se muestra que los niveles de PacC son similares en
ambas cepas y que la movilidad electroforética no se ha visto alterada en ausencia de
SItA. Por ultimo, en el analisis de microscopia de fluorescencia no se observaron
diferencias de localizacion subcelular entre el silvestre y el nulo sltA. La figura R.5.6.C
localiza a PacC700 en los nucleos tanto en el fondo s/tA*, previamente descrita en
Fernandez-Martinez y colaboradores (Fernandez-Martinez et al., 2003), como en el

mutante sltAA.

Los resultados de esta seccion indican que la funcion de PacC?P2 en la respuesta
transcripcional a alcalinidad esta sujeta a la correcta actividad del factor transcripcional
SItA, a pesar de mantener aparentemente unos niveles de proteina y localizacién celular
idénticos a una cepa silvestre en el fondo sltAA. En conjunto, en este capitulo se refleja
la importancia de la funcion del sistema Slt, que permite el procesamiento y la correcta
funcién de SltA, sobre el papel del sistema PacC/Pal durante eventos de estrés por

alcalinidad ambiental.
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Capitulo 6. Estudios de posibles efectores de la funcion SItAy de la
respuesta al estrés

La funcionalidad de SItA es necesaria para el correcto funcionamiento no solo de PacC
o elementos de la ruta Pal, sino que también mantiene los niveles de expresion de una
gran variedad de genes como se ha descrito en el analisis de secuenciacion masiva (ver
capitulo 2 de Resultados). Puesto que casi un 10% del transcriptoma se encuentra
alterado en ausencia de SItA, se seleccionaron algunos genes para realizar analisis mas
extensos y tratar de definir la relacion de los niveles de expresion de estos genes con la
funcién del factor transcripcional SItA. Los genes seleccionados fueron aquellos que
presentaban un patron de expresiéon dependiente de SItA similar al observado para el
gen sltB (Mellado etal.,, 2015), es decir, niveles muy reducidos de expresién
independientemente de la condicion ambiental en el fondo nulo SItA (Picazo et al.,
2020).

Las secuencias de las proteinas codificadas por los genes seleccionados fueron
analizadas inicialmente mediante BLASTP para identificar proteinas de la misma familia
o0 con dominios homologos en A. nidulans, asi como en la busqueda de proteinas
ortélogas en S. cerevisiae. En el estudio de estos genes se realiz6é en primer lugar una
verificacion de los niveles de expresion de cada gen mediante gPCR en las cepas
silvestre y sltAA en ausencia de estrés y a pH 8 durante 60 minutos. En segundo lugar,
en algunos de los genes estudiados se recurrio a la obtencion de mutantes nulos para
estos genes para su analisis fenotipico en condiciones de estrés. Por ultimo, se
realizaron analisis de microscopia de fluorescencia, bien para describir por primera vez
en A. nidulans la localizacion celular de algunas proteinas codificadas por estos genes,
tanto en un silvestre como en un mutante nulo s/tA, o bien para el estudio del fenotipo

vacuolar en los mutantes nulos simples obtenidos.

6.1. Transportadores de magnesio

La homeostasis de cationes es esencial para la supervivencia y adaptacién celular de
cualquier organismo incluidos los hongos. Esta homeostasis se logra gracias a la funcion
de proteinas transportadoras de cationes mono y divalentes que equilibran las
proporciones de carga entre los ambientes intracelular y extracelular. Un tipo de estos
transportadores son, por ejemplo, los transportadores del cation divalente magnesio.

Estos transportadores se han identificado y descrito en S. cerevisiae como ALR1 y
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ALR2, ya que la sobreexpresion de los respectivos genes causa un fenotipo de
resistencia al estrés por aluminio, entre otros compuestos (Macdiarmid & Gardner,
1998). Previamente se ha descrito en S. cerevisiae que estos transportadores pueden
actuar tanto en la importacién como extrusién de cationes divalentes (Graschopf et al.,
2001; G. J. Liu et al., 2002) por lo que su localizacion celular es necesaria tanto en la
membrana plasmatica como en la membrana vacuolar con el fin de mantener el

equilibrio catidénico intracelular.

Los sistemas de transporte de magnesio no han sido identificados en A. nidulans aunque
si la participacion de los factores SItA y CrzA, asi como la coordinacion con los iones
calcio (Manoli & Espeso, 2019). Una cepa silvestre de A. nidulans es capaz de tolerar
estrés causado por altas concentraciones de catibn magnesio, mientras que en
mutantes como una cepa slfAA presentan una alta sensibilidad a este cation (Spielvogel
et al., 2008).

En el andlisis de datos del ensayo de RNAseq (ver capitulo 2), el gen AN6940 que
codifica para un transportador de magnesio presentaba un patron de expresiéon similar

al observado en el gen sltB. Usando la base de datos FungiDB (https://fungidb.org/), se

encontraron quince genes que codifican para proteinas con un dominio comun descrito
como “CorA domain” (Figura R.6.1.1.A) realizando una busqueda “BLASTP” con la
secuencia aminoacidica de AN6940. Este dominio no presenta cédigo identificativo de
la base de datos Interpro, pero si de Pfam (PF01544) y los valores “E-value <0” solo se
detectaron en tres, ademas de AN6940, de las quince proteinas identificadas.
Posteriormente se realizé un nuevo analisis BLASTP en la plataforma de BLAST del

NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) enfrentando la secuencia de AN6940 con

las proteinas anotadas de A. nidulans FGSCA4 y S. cerevisiae S0288C. Este andlisis
permitié identificar que los genes AN6940, AN11138, AN3231 y AN5856 codifican para
proteinas que presentan un dominio “Alr1p-like’ (cd12829), que los convertirian en
posibles ortélogos de la familia ALR de los transportadores de magnesio en S.
cerevisiae, la cual, esta compuesta por tres genes que presentan el dominio ALR:
ALR1/YOL130W, ALR2/YFL050C y MNR2/YKL064W (Figura R.6.1.1.B). Con los genes
que presentaban un domino “Alr1p-like” para A. nidulans y ALR en S. cerevisiae se
realizé un alineamiento multiple, en el que se incluyé a AN8334 que presentaba un
dominio CorA pero no “Alr1p-like”. El resultado del alineamiento multiple se refleja en
forma de arbol filogenético en la figura R.6.1.1.C. La proteina con el dominio CorA,
codificada por el gen AN8334, no se agrupa con el resto de las proteinas analizadas,
mientras que AN6940 se agrupa proxima a AN3231y AN11138, asi como a las proteinas
de levadura ALR1 y ALR2. Por otro lado, AN5856 y MNR2 se agruparon en un clado
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separado, probablemente por motivos especificos que localicen a estas proteinas en
otras membranas celulares como es el caso de MNR2 cuya localizacién es vacuolar
(Pisat et al., 2009).

A

Gen Score E
AN6940-T-pl | transcript=AN6940-T | gene=AN6940 | organism=Asperg... 749 0.0
AN11138-T-pl | transcript=AN11138-T | gene=AN11138 | organism=Asp... 303 3e-97
AN3231-T-pl | transcript=AN3231-T | gene=AN3231 | organism=Asperg... 233 3e-73
AN5856-T-pl | transcript=AN5856-T | gene=AN5856 | organism=Asperg... 213 6e-62
AN0042-T-pl | transcript=AN0042-T | gene=AN0042 | organism=Asperg... 35.4 0.027
AN8334-T-pl | transcript=AN8334-T | gene=AN8334 | organism=Asperg... 35.4 0.029
AN6088-T-pl | transcript=AN6088-T | gene=AN6088 | organism=Asperg... 29.6 147
AN1796-T-pl | transcript=AN1796-T | gene=AN1796 | organism=Asperg... 29.6 1.5
AN1643-T-pl | transcript=AN1643-T | gene=AN1643 | organism=Asperg... 29.3 19
AN11215-T-pl | transcript=AN11215-T | gene=AN11215 | organism=Asp... 28.9 1.3
AN2865-T-pl | transcript=AN2865-T | gene=AN2865 | organism=Asperg... 28.5 346
AN6468-T-pl | transcript=AN6468-T | gene=AN6468 | organism=Asperg... 28.5 4.1
AN0118-T-pl | transcript=AN0118-T | gene=AN0118 | organism=Asperg... 28.5 4.2
AN6745-T-pl | transcript=AN6745-T | gene=AN6745 | organism=Asperg... 28.1 4.7
AN11992-T-pl | transcript=AN11992-T | gene=AN11992 | organism=Asp... 28.1 17
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Figura R.6.1.1. |dentificacion in silico de las proteinas transportadoras de magnesio de la
familiaALR. A) Busqueda de genes homologos de AN6940. B) Identificacion de dominios de
la proteina AN6940. C) Arbol filogenético de los genes ALR de A. nidulansy S.cerevisiae. D)
Prediccion de los motivos de AN6940 y su localizacion celular utilizando la herramienta
bioinformatica de prediccion de dominios “Protter”.

El dominio ALR o “Alr1p-like” basan su semejanza aparentemente en dos dominios
transmembrana normalmente préximos a la region C-terminal. Usando la herramienta

bioinformatica Protter (https://wlab.ethz.ch/protter/start/) se obtuvo un modelado de la

proteina codificada por AN6940 en el que se observan dichos dominios transmembrana

(Figura R.6.1.1.D). El resto de las proteinas analizadas en el alineamiento multiple
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fueron también modeladas y, a excepcion de AN8334, todas presentaban una

localizacién de estos dominios similar a AN6940 (resultados no mostrados).

A partir de estos resultados de analisis in silico se verificaron mediante gPCR los niveles
de expresion de los genes de la familia “Alr1p-like”, en las cepas silvestre y sltAA en las
condiciones control y a pH 8 tras 60 minutos siguiendo la metodologia experimental
detallada en Materiales y Métodos (apartados 1, 2, 5y 7) y en los capitulos 1y 3 de
Resultados. En la figura R.6.1.2.A se muestran los niveles de expresion TPM obtenidos
en el analisis secuenciacion masiva de RNA (Enlace al anexo de datos RNAseq en el
capitulo 2.1 de Resultados). El gen AN6940 mostré unos niveles de expresidon mayores
a pH 8 respecto al resto de genes analizados en la cepa silvestre y la delecion de sltA
causo6 un descenso drastico de los valores TPM en ambas condiciones ambientales. El
analisis de qPCR (Figura R.6.1.2.B) mostré algunas diferencias en los niveles de
expresion respecto a lo observado en los resultados de RNAseq para algunos de los
genes y condiciones estudiadas, sin embargo, se observé la misma caida de los niveles
de expresion de AN6940 en el fondo nulo sltA independientemente de la condicion

ambiental.
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Figura R.6.1.2. Estudio de la respuesta transcripcional a alcalinidad ambiental de los genes
que codifican para los transportadores de magnesio de tipo ALR. A) Niveles de expresion
relativos de los genes de la familia ALR en ausencia de estrés (C), y en respuesta a estrés
durante 60 minutos a pH 8 (100 mM Na,HPQ,) en los fondos genéticos silvestre y sltAA,
obtenidos mediante el analisis experimental de secuenciacion masiva de RNA (RNAseq).
Los niveles de expresion se miden como transcrito por millon (TPM). B) Niveles de expresion
relativos de los genes de la familia ALR en ausencia de estrés (C), y en respuesta a estrés
durante 60 minutos a pH 8 (100 mM Na,HPO,) en los fondos genéticos silvestre y sltAA,
obtenidos mediante el analisis experimental de PCR cuantitativa (QPCR). El nivel de
expresion relativo de cada gen se obtuvo usando como gen de referencia a AN1182/benA.
Las barras de error representan la desviacion estandar de dos réplicas experimentales en el
caso del analisis de RNAseq y de tres réplicas experimentales en el caso del analisis de
gPCR.

ANG6940 es el unico gen que presenta una expresion dependiente de SItA de los cuatro
genes estudiados. Para determinar si el fenotipo de sensibilidad a elevadas

concentraciones de magnesio que presenta una cepa nula sltA pudiera deberse a los
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bajos niveles de expresion de AN6940 detectados en dicho fondo genético, se construyo
una cepa portadora del alelo nulo AN6940 para determinar el fenotipo de la ausencia de
dicho transportador. En la figura R.6.1.3 se muestra el andlisis comparativo de una de
las cepas AN6940A construidas con la cepa silvestre y la mutante sltAA. La cepa
ANG6940A crecio sin notables diferencias con la cepa silvestre en todas las condiciones
ensayadas y contrastaba con la ausencia de crecimiento de la cepa slfAA, como era
esperable, en presencia de pH alcalino o 200 mM de catién magnesio. Tampoco se
observo efecto cruzado por afadir una elevada concentracion de calcio, ya que se ha
observado la competicién entre los dos cationes divalentes Ca?* y Mg?* (Manoli &
Espeso, 2019). Los resultados sugieren que los bajos niveles de expresién de AN6940
no explican por si solos el fenotipo de sensibilidad al estrés ambiental que causa la

mutacion sltAA.

Figura R.6.1.3. Analisis de fenotipo de tolerancia a condiciones de estrés por alcalinidad
(100 mM Na,HPO,), magnesio y calcio en mutantes sltAAy AN6940A. En placas de Petri con
MMA y suplementado en cada caso (indicado en la parte izquierda del panel), se inocularon
conidiosporas de las cepas silvestre (MAD1427), sitAA (MAD3816) y AN6940A (MAD8234).
Las imagenes fueron tomadas tras una incubacion a 37°C durante 48 h.

En S. cerevisiae se ha descrito que la expresion de los genes que codifican para estos
transportadores disminuye en condiciones de estrés por altas concentraciones de
magnesio extracelular, de modo que en esta seccién también analizamos el efecto de
esta condicion de estrés en los niveles de expresion de estos genes, asi como un breve
estudio del efecto de este tipo de estrés en el sistema Slt, tanto a nivel transcripcional

como de proteina.

Puesto que la funcion de estos transportadores en S. cerevisiae es el transporte de
cationes de magnesio se procedio a realizar un ensayo de estrés por alta concentracién

de Mg?*. A partir de cultivos de las cepas silvestre y sifAA en MMA durante 16 h a 37°C
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Figura R.6.1.4. Analisis de expresion relativa de los genes de la familia ALR mediante g°PCR
en condiciones de estrés por alta concentracion de cation magnesio (200 mM MgCl,). En los
fondos genéticos silvestre (WT, MAD3652) y mutante slifAA (MAD3816) se estudiaron los
niveles de expresion de los genes A) AN6940, B) AN5856, C) AN3231 y D) AN171138, en
condicion de ausencia de estrés (C), y en condiciones de estrés por cation magnesio durante
15, 30 y 60 minutos. El gen de referencia usado fue AN7782/benA (B-tubulina) y los niveles
de expresion de cada perfil se normalizaron respecto a la condicion control en la cepa WT.
Las barras de error representan la desviacion estandar de tres réplicas experimentales para
cada muestra.

se indujo la condicién de estrés anadiendo 200 mM MgClz y recogiendo el micelio tras
15, 30 y 60 minutos de induccion para la extraccion de RNA total y posterior generacion
de cDNA para el andlisis de expresion génico mediante qPCR. Para este protocolo de
analisis se siguieron los procedimientos estandarizados descritos en Materiales y
Métodos (apartados 2, 5y 7) y en los capitulos 1 y 3 de Resultados. El analisis de los
perfiles de expresion de los genes que codifican para estos transportadores mostré una
disminucién de sus niveles de expresion en el silvestre a lo largo de los 60 minutos de
induccién de estrés (Figura R.6.1.4.A-D). En ausencia de funcion SItA se detecto la
caida de los niveles de expresion de AN6940 en todas las condiciones estudiadas como
se habia observado en el andlisis de RNAseq (Figura R.6.1.4.A). La expresién de los
genes AN5856 y AN11138 mostraron un leve descenso de los niveles de expresion en
la cepa mutante con respecto a la silvestre, aunque se mantuvo cierta regulacién de la
expresion en respuesta al estrés por cation magnesio (Figura R.6.1.4.B-C). El perfil de

expresion de AN3231 era diferente entre cepas en la condicion de estrés, aunque en
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ambas se detecté un menor nivel de expresion tras 60 minutos de induccion de estrés

ambiental (Figura R.6.1.4.D).

Usando las mismas muestras de cDNA de la cepa silvestre en condiciones de induccion
de estrés por 200 mM MgCl, se realizé un analisis de gPCR para evaluar la respuesta
transcriptomica de los genes sltA y sltB. En la figura R.6.1.5.A se observa que el efecto
de la alta concentracién de magnesio genera una respuesta transcripcional muy
regulada en ambos genes. Tras 15 minutos de induccidon de estrés los niveles de
expresion descendieron respecto a la condicién control y este descenso se alargd
durante los 60 minutos del ensayo. Ademas del estudio del perfil transcriptémico de SItA,
también se analizaron los niveles de proteina SItA en esta condicion de estrés.
Siguiendo el mismo protocolo de cultivo y de induccion de estrés que el seguido en otros
ensayos de estrés ambiental (ver capitulo 1 de Resultados), a partir de la cepa
MAD3652 (SItA-HA) se obtuvo el micelio necesario para la extraccion de proteina total
y el andlisis del patrén de procesamiento de SItA en condiciones de estrés por alta

concentracion de cation magnesio. En la figura R.6.1.5.B se muestra el resultado de la
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Figura R.6.1.5. Efecto del estrés por alta concentracion de cationes de magnesio en el
sistema Slt. A) Perfiles de expresion de los genes sltAy sltBen respuesta a 200 mM MgCl, en
una cepa silvestre (MAD3652) usando analisis de gPCR. El gen AN77182/benA se usé como
referencia para la obtencidon de los niveles de expresion relativa. Las barras de error
representan la desviacion estandar de tres réplicas experimentales para cada muestra. B)
Inmunodeteccion de las formas SItA-HA (MAD3652) a partir de extractos de proteina total
obtenidos de cultivos en ausencia de estrés (MMA, C) y tratados con 200 mM MgCI, durante
15,30, 60 y 120 minutos. La a-tubulina se usa como control de carga de proteina total en la
cuantificacion de la sefial relativa de proteina.
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inmunodeteccion de SItA (izquierda) y la cuantificacion de la sefal relativa de cada una
de las formas proteicas (derecha). En ausencia de estrés se detectan las tres formas de
SItA de las cuales SItA%%P2+P es |a que presentd una mayor acumulacion. La induccion
de estrés por cation magnesio dio lugar a un aumento notable de los niveles de las
formas procesadas de 32kDa tras 15 minutos, y la forma primaria se acumuld
ligeramente a lo largo de los primeros 30 minutos del analisis. A partir de los 30 minutos
se detectd un descenso general de los niveles de proteina de las tres formas, los cuales

quedaron por debajo de los observados en ausencia de estrés.

Asi, la actividad del factor transcripcional SItA parece estar involucrada también en la
respuesta a estrés por aumento de la concentracion del catién divalente magnesio en el
medio extracelular ya que se observan modificaciones en los perfiles transcriptémicos y
proteicos en esta condicién de estrés, que ademas son diferentes a los observados
anteriormente en la respuesta a la alcalinidad ambiental o al estrés salino por catién
sodio (Comparar con Figura R.1.1). De los genes transportadores de cationes de
magnesio de la familia “Alr1p-like” (dominio ALR en S. cerevisiae), aparentemente solo
ANG6940 es dependiente de la funcion SItA en cualquier condicion ambiental, mientras
que el resto de transportadores presentan unicamente alteraciones leves en los niveles

de expresion tanto en analisis de gPCR como de RNAseq.

6.2. Estudio del gen AN7792 codificante de una lisofosfolipasa

Entre los genes desregulados obtenidos en el RNAseq (Capitulo 2 seccion 2.2) en
ausencia de SItA independientemente de la condicion ambiental encontramos el gen
AN7792 cuyo valor log2FC es -9,8 al comparar las cepas silvestre y sltAA en ausencia
de estrés. La caida de la expresion se mantiene en el fondo nulo slfA en ambas
condiciones de estrés extracelular. Usando la base de datos FungiDB
(https://fungidb.org/) y BLASTP en NCBI (https:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi)

encontramos que la proteina codificada por este gen presenta dominios similares a la

familia de fosfolipasas cuyos homdlogos en S. cerevisiae son los genes PLB1, PLB2 y
PLB3 (resultados no mostrados), que actian como hidrolasas que ayudan a mantener
la homeostasis lipidica en la célula asi como a generar segundos mensajeros para rutas
de sefalizacion (Patton-Vogt & de Kroon, 2020). Debido a esta funcion se ha propuesto
que pueden ser uno de los elementos que participan en la correcta fragmentacion
vacuolar en levaduras (Michaillat & Mayer, 2013). Mediante la obtencion de un mutante

AN7792A hemos decidido analizar la funcionalidad de esta proteina en A. nidulans en
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condiciones de estrés ambiental y, determinar si la ausencia de esta lisofosfolipasa

provoca tanto el fenotipo observado en el mutante sltAA como el fenotipo vacuolar.
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Figura R.6.2. Estudio del gen AN7792. A) Comparativa de niveles de expresion del gen
AN7792 obtenidos en condiciones sin estrés (C) y de estrés por alcalinizacion ambiental (pH
8) durante 60 minutos en los fondos genéticos silvestre y sltAA, mediante las técnicas
experimentales de RNAseq (izquierda) y qPCR (derecha). Las barras de error representan
la desviacion estandar de dos réplicas experimentales en el caso del analisis de RNAseq y
de tres réplicas experimentales en el caso del analisis de gPCR. B) Fenotipo de cepa
AN7792A en condiciones de estrés ambiental. Las conidiosporas de las cepas silvestre
(MAD2733), sitAA (MAD3816), y AN7792A (MAD7798) se inocularon en placas de Petri con
MMA y los compuestos adicionales correspondientes (indicados en la parte superior del
panel B). Las imagenes fueron tomadas tras una incubacion a 37°C durante 48 h. C)
Deteccion del fenotipo vacuolar por microscopia de fluorescencia y tincion 10uM CMAC.
Algunas de las vacuolas se sefialan usando puntas de flecha rojas. La zona apical de la hifa
marcada con una linea discontinua verde se corresponde con la ampliacién en la parte
derecha del panel. Las imagenes muestran una maxima proyeccion de entre 10-15
imagenes en diferentes planos del eje Z, aplicando una exposicion de 40 ms usando el filtro
DAPI. Las barras representan 5 um.
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En primer lugar, se procedi6 a la verificacion de los resultados obtenidos en el analisis
de RNAseq mediante PCR cuantitativa. Al igual que se ha realizado en los genes
descritos en apartados previos, a partir de muestras de cDNA en las diferentes cepas y
condiciones se analizaron los niveles de expresion del gen en cuestion. En la figura
R.6. 2.1.A se observan los niveles de expresion génica de los analisis de RNAseq y
gPCR respectivamente. En ambos ensayos en la cepa silvestre a pH 8 los niveles de
expresion aumentaron mientras que en el fondo nulo sltA no se detectaron niveles de

expresion en ninguna de las dos condiciones analizadas.

Tras verificar la variacion de los niveles de expresion entre las diferentes cepas, se
generd mediante transformacion una cepa AN7792A (MAD7798) para estudiar la
tolerancia de este mutante a diferentes condiciones de estrés ambiental y el fenotipo
vacuolar. En la figura R.6.2.B se muestra el fenotipo de las cepas silvestre, sltAA y
AN7792A en diferentes condiciones de estrés catidnico y a pH alcalino. La delecién de
AN7792 no afecté al nivel de tolerancia de A. nidulans a las condiciones estudiadas y
este mutante presenta un crecimiento colonial y esporulacién similares a los observados
en la cepa silvestre. De modo que el fenotipo de sltAA en condiciones de estrés no

puede explicarse Unicamente por unos bajos niveles de expresion del gen AN7792.

En segundo lugar, se analizé la morfologia vacuolar en hifas del fondo AN7792A. Para
dicho analisis se recurrié a la tincién con el reactivo CMAC que se acumula en
endosomas tardios y vacuolas por su afinidad con el pH acido del lumen vacuolar (ver
protocolo en Materiales y Métodos). La figura R.6.2.C muestra de nuevo las tres cepas
usadas en el analisis de crecimiento en placa. En el mutante AN7792A se observo cierta
fragmentacion vacuolar en el conidio, en el cual se observa habitualmente una vacuola
de gran tamano, mientras que en la punta de la hifa se detectaron vacuolas con una

morfologia similar al observado en la cepa sltAA.

El conjunto de los resultados muestra que los bajos niveles de expresion de AN7792 en
un fondo nulo sltA no son los responsables del fenotipo de sensibilidad al estrés
ambiental ni del fenotipo de hipertrofia vacuolar descrito en ausencia de este factor

transcripcional.

6.3. Regulacién de la proteina activadora de la funcién GTPasa de Rab7,
AN6618 (ANGYP7)

En el andlisis de secuenciacion masiva de RNA se detectaron 764 genes

diferencialmente “downregulated” en un fondo nulo sltA en ausencia de estrés. Entre
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estos genes identificamos el gen AN6618 (log.FC=-2,07) cuya expresion era
dependiente de SlItAy presentaba un perfil de expresién similar al observado para el gen
sltB o AN7792. Este gen codifica para un activador de Rab-GTPasas (GAP) y cuyo
homologo en S. cerevisiae es GYP7 (Gyp7p). Esta proteina se encarga de activar la
funcién GTPasa de la proteina Ypt7 cuyos homoélogos son Rab$S en A. nidulans y RAB7
en mamiferos (Brett et al., 2008; Pinar et al., 2013). En S. cerevisiae se ha descrito que
mutantes de sobreexpresion provocan un fenotipo de fragmentacién vacuolar en la
célula en condiciones de estrés osmotico, mientras que la delecion del gen GYP7 da
lugar a un ligero aumento del tamafo vacuolar (Brett et al., 2008; Stroupe, 2018). Dado
que la delecién de sltA resulta en una hipertrofia vacuolar (Findon et al., 2010; Mellado
et al., 2015), hemos realizado un estudio funcional en A. nidulans del gen AN6618 con
el objetivo de determinar si el fenotipo de hipertrofia en vacuolas en un fondo nulo sftA

se debe a la expresion a la baja del gen que codifica para esta RabS GAP.

En primer lugar, se procedio a verificar mediante gPCR los resultados de cambios de
expresion obtenidos en el andlisis de RNAseq. En la figura R.6.3.A se muestran a la
izquierda los niveles de expresion (TPM) obtenidos en el analisis de secuenciacion
masiva, y a la derecha se muestran los niveles de expresién resultantes del analisis de
PCR cuantitativa en ambas cepas, silvestre y sltAA, y en condiciones sin estrés y de
estrés por alcalinidad tras 60 minutos. Ambos ensayos muestran un descenso de los
niveles de expresion de AN66718 en ausencia de SItA independientemente de la
condicion ambiental. Este resultado verifica que existe un alto grado de dependencia,

directa o indirecta, de SItA en la expresion de AN6618.

En segundo lugar, se generé6 mediante transformacion de A. nidulans una cepa nula
para el gen AN6618 para estudios fenotipicos en diferentes condiciones ambientales,
asi como para el analisis del sistema vacuolar. En la figura R.6.3.B se muestran los
fenotipos de las cepas silvestre, slfAA y AN6618A en diferentes condiciones de estrés
ambiental. La delecién de AN6618 fue capaz de tolerar todas las condiciones de estrés
ambiental analizadas de manera similar a lo observado en la cepa silvestre. Por otro
lado, se analiz6 mediante microscopia de fluorescencia la distribucion y tamano de las

vacuolas en las tres cepas mediante una tincion con CMAC.

En la figura R.6.3.C se observé en las tres cepas la presencia de una vacuola de gran
tamarfo en la conidiospora. En la hifa, las vacuolas de mayor tamafio y con mayor sefial
se detectan en las zonas basal, proxima a la conidia, y media, mientras que en las
regiones proximas a la punta de la hifa esta sefial es menor o se forman acumulos de

pequenas vacuolas o endosomas tardios. Por otro lado, el mutante slftAA mostré un

Péagina | 143



Resultados: Capitulo 6

A

ANG6618

200 © 6] EWT
W slitAA

ativ.
o

1501

2
= 100

Expresion rel
o = N W N

50

C

WT

SItAA

AN66718A 0

Figura R.6.3. Estudio del gen AN6678. A) Comparativa de niveles de expresion del gen
AN6618 obtenidos en condiciones sin estrés (C) y por estrés por alcalinizacion ambiental
(pH 8) durante 60 minutos en los fondos genéticos silvestre y slitAA, mediante las técnicas
experimentales de RNAseq (izquierda) y gqPCR (derecha). Las barras de error representan
la desviacion estandar de dos réplicas experimentales en el caso del analisis de RNAseq y
de tres réplicas experimentales en el caso del analisis de gqPCR. B) Fenotipo de cepa
ANG6618A en condiciones de estrés ambiental. Las conidiosporas de una cepa silvestre
(MAD2733)y de las cepas mutantes slitAA (MAD3816)y AN6618A (MAD7797) se inocularon
en placas de Petri con MMAy los compuestos adicionales en cada caso (parte superior del
panel B). Las imagenes fueron tomadas tras una incubaciéon a 37°C durante 48 h. C)
Deteccion de vacuolas por microscopia de fluorescencia y tincion 10 uM CMAC. Algunas de
las vacuolas se sefialan mediante puntas de flecha rojas. La zona apical de la hifa marcada
con una linea discontinua verde se corresponde con la ampliacion en la parte derecha del
panel. Las imagenes muestran una maxima proyeccion de entre 10-15 imagenes en
diferentes planos del eje Z, aplicando una exposicion de 40 ms usando el filtro DAPI. Las
barras representan 5 um.

fenotipo descrito previamente (Findon et al., 2010), en el que la mayoria de las vacuolas
observadas presentaban un tamano similar a lo largo de toda la hifa y apenas se
detectaron vacuolas pequefias o0 endosomas tardios. La delecion de GYP7 en

S. cerevisiae puede dar lugar a un exceso de fusién homotipica de vacuolas resultando
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en un aumento del tamano de las mismas (Brett et al., 2008; Stroupe, 2018). Sin
embargo, la delecion del gen homoélogo en A. nidulans, AN6618, no causé cambios en
la distribucion o tamano vacuolar y el fenotipo observado fue similar al de una cepa

silvestre.

De modo que, aunque la expresion de AN6618 dependa directa o indirectamente de la
funcion SItA, el fenotipo causado por la delecion de sltA de sensibilidad a estreses
abidticos y de alteraciones morfologicas y celulares, no se debe a una menor expresion
o funcionalidad de AN6618.

6.4. Localizacion y deteccion de las ATPasas EnaA y EnaB en el fondo sltAA

Entre los transportadores de iones estudiados y descritos en A. nidulans que mantienen
la homeostasis celular, en el analisis de RNAseq destacan los genes enaA/AN6642 y
enaB/AN1628 que codifican para ATPasas que median el transporte de cationes de
potasio y sodio en condiciones de alcalinidad (Markina-lfharrairaegui et al., 2020;
Spielvogel et al., 2008). Observando los valores de expresion diferencial, el gen enaA
presentaba un valor log.FC= 4,4 en la cepa silvestre tras la induccién de pH alcalino y
un log2FC= 8,4 en el fondo nulo s/tA en respuesta al aumento de pH. Pese a esta
regulacién al alza a pH 8 en el mutante sltAA, en ausencia de condiciones de estrés los
niveles de expresion fueron significativamente menores en el fondo nulo s/tA respecto
al silvestre. Por otro lado, la expresion diferencial de enaB en la cepa silvestre a pH 8
fue de logFC= 8,78 y la alcalinizacion del medio en la cepa sltAA dio lugar a un valor
log2FC= 9,98. A diferencia de enaA, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de expresion de enaB en ausencia de estrés. La funcionalidad conjunta de
ambos genes enaA y enaB son esenciales en la tolerancia de A. nidulans a pH 8 y su
expresion esta regulada por el pH extracelular ya que dependen de la funcion del factor
transcripcional PacC, pero es relativamente independiente de la funcion de SItA
(Markina-Inarrairaegui et al., 2020). En el trabajo desarrollado se ha observado que
existe una alteracion general en los niveles de expresién de pacC, asi como en la
activacién y procesamiento de la forma proteica PacC a su forma activa de 27kDa en
ausencia de SltA, por lo que decidimos estudiar la localizacion celular y los niveles de

proteina EnaAy EnaB en un fondo nulo sftA.

Se obtuvieron cepas que expresaban la fusion EnaA-GFP o EnaB-GFP en un fondo
genético nulo sltA (cepa receptora de las construcciones MAD3919). En primer lugar, se

realiz6 un analisis de localizacidén celular de ambas proteinas transportadoras. En la
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figura R.6.4.A se muestra la sefial de EnaA (paneles superiores) y EnaB (paneles
inferiores) en un fondo silvestre y en un mutante sltA4, tras la induccién de alcalinidad
durante 60 minutos necesaria para la observacion de las mismas. EnaA se localizé a lo
largo de la membrana plasmatica en una cepa silvestre como ya se habia descrito
previamente en Markina-lAarrairaegui et al. (Markina-IAarrairaegui et al., 2020). En
ausencia de SItA la localizacidon de EnaA no cambid, localizandose en la membrana
plasmatica y septos (ver asteriscos rojos en la figura R.6.4.A, panel EnaA-GFP). El
efecto combinado de la alcalinizacion del medio y la delecion de sltA dio lugar a
alteraciones morfolégicas en A. nidulans con una pérdida parcial de la polaridad que da
lugar a ramificaciones nuevas a lo largo de la hifa y al ensanchamiento o excesiva
ramificacion en la punta de la célula (ver flechas rojas en la figura R.6.4.A, panel EnaA-
GFP). Por otro lado, en una cepa silvestre, EnaB-GFP mostré fluorescencia en
estructuras que bordean los nucleos y desde donde se observan extensiones que se
corresponden con el reticulo endoplasmico periférico (Markina-lfarrairaegui et al., 2020)
(ver flecha roja en panel EnaB-GFP cepa WT). La delecion de sltA no causo alteraciones
en la localizacién de este transportador. Sin embargo, se detecté una acumulacién de
sefnal EnaB-GFP en la region apical de la hifa (ver flecha roja en el panel EnaB-GFP
SltAA, figura R.6.4. A). La exposicion a un medio alcalino en un fondo slfAA provoca la
parada del crecimiento polarizado de la hifa, pero no de procesos celulares como la
mitosis, lo que daria lugar aparentemente a una acumulacion de nucleos en la punta de

la hifa.

Usando estas mismas cepas se obtuvieron extractos de proteina total para la
inmunodeteccién de ambos transportadores (Materiales y métodos, secciones 2 y 10).
Al igual que en el ensayo de microscopia, la induccién de alcalinidad ambiental es
necesaria para la deteccion tanto de EnaA-GFP como de EnaB-GFP y en la condicion
control no se detectd ninguna de las proteinas etiquetadas (Figura R.6.4.B ver filas 1, 3,
5y 7). En la condicién de induccion de estrés alcalino en un cultivo durante 60 minutos
permitio la deteccion de las formas primarias de ambas proteinas, asi como la deteccion
de formas modificadas post-traduccionalmente en las cepas silvestres (Figura R.6.4.B,
ver filas 2 y 4 para la deteccion EnaA-GFP, y filas 6 y 8 para la deteccién de EnaB-GFP).
En ausencia de SItA tanto la forma primaria como las formas modificadas de ambas
proteinas fueron detectadas, aunque la sefial detectada fue menor que la observada en
las respectivas cepas silvestres. La inmunodeteccion de tubulina nos permitié descartar
que estas diferencias se debiesen a diferencias de carga de extracto proteico. La

inmunodeteccién de EnaB-GFP en el fondo nulo sltA fue mucho menor que la senal de
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Figura R.6.4. Efecto de la delecion de sltA en la localizacion y nivel de proteina de las
ATPasas EnaA y EnaB. A) Localizacién celular de EnaA-GFP y EnaB-GFP mediante
microscopia de fluorescencia e induccion de estrés por alcalinizacion del medio (100 mM
Na,HPO,) durante 1 hora. Las imagenes mostradas se corresponden con una maxima
proyeccion de un stack de aproximadamente 30 planos en el eje Z y aplicando una
exposicion de 10 ms. Las barras representan 5 uym. Los asteriscos indican los septos de la
hifa. Las flechas rojas sefalan las estructuras celulares donde se acumulan EnaA-GFP o
EnaB-GFP. B) Inmunodeteccion de formas primarias y modificadas post-traduccionalmente
de EnaA-GFP y EnaB-GFP en fondos sltA" (MAD25ED y MAD26ED) y sitAA (MAD7667 y
MAD7668). El panel derecho marcado con lineas discontinuas en rojo muestra la
inmunodeteccion de los carriles 7 y 8 (EnaB-GFP en el fondo mutante sltAA) a los que se
aplicé un tiempo de exposicion mayor (+exp). La sefial de a-tubulina se usé como control de
carga de proteina total.

EnaA-GFP en el mismo fondo mutante, siendo necesaria la aplicacion de un mayor
tiempo de exposicion para la observacion de las formas primaria y modificadas
post-traduccionalmente. Puesto que los datos de Markina-Iiarrairaegui y colaboradores
(Markina-Iiarrairaegui et al., 2020) y los datos de RNAseq (capitulo 2) revelan que la

expresion de estos genes es independiente de SltA, es posible que la disminucion de

Péagina | 147



Resultados: Capitulo 6

los niveles de proteina observados se deba a la existencia de formas hipermodificadas

post-traduccionalmente.

De modo que el efecto de la delecion de sltA que afecta al procesamiento de PacC para
su correcto funcionamiento a pH 8 no impide la activacion transcripcional o traduccional
de los transportadores de la familia de las ENA, EnaA y EnaB aunque limita la cantidad

de forma primaria y de formas correctamente modificadas post-traduccionalmente.

6.5. Andlisis funcional de los homologos IST2 en A. nidulans

Ademas de las proteinas transportadoras localizadas en las membranas celulares que
ayudan a mantener la homeostasis celular, existen proteinas que se encargan de
establecer puntos de contacto entre membranas de diferentes organulos con el fin de
facilitar funciones de transporte y sefalizacién celular. Un ejemplo en S. cerevisiae son
las proteinas que conectan la membrana del reticulo endoplasmico con la membrana
plasmatica: TCB1, TCB2, TCB3, SCS2, SCS22 e IST2 (Manford etal., 2012). En
A. nidulans los genes AN2477 y AN7165 son candidatos a codificar posibles homaologos
de IST2. En S. cerevisiae, IST2 no es un gen esencial (Entian et al., 1999), y otros
pueden suplir su funcién, sin embargo, nunca se ha determinado su funcionalidad en

A. nidulans ni su localizacién celular.

El analisis de RNAseq revelé una posible dependencia de SItA de uno de estos
homologos de IST2, AN7165, de modo que estos niveles de expresion fueron verificados
mediante qPCR tanto para este gen como para el otro homdlogo de IST2 AN2477. En
la figura R.6.5.A se muestran los niveles de expresion en TPM obtenidos en el RNAseq
para ambos genes y en la figura R.6.5.B se muestran los niveles de expresién obtenidos
en la qPCR. Esta ultima muestra que el perfil de expresion en respuesta a alcalinidad
en la cepa silvestre es similar para ambos genes al compararlo con los resultados de
RNAseq, asi como el efecto de la delecion de sltA. El gen AN2477 aumenta ligeramente
su expresion en ausencia de SItA en las condiciones analizadas, mientras que la
expresion de AN7165 apenas es detectable en este mutante independientemente del

pH ambiental.

Debido a los bajos niveles de expresion de AN7165 en un fondo nulo sltA, es posible
que las funciones de transporte o sefalizacién llevadas a cabo no funcionen
correctamente y pueda ser uno de los factores que expliquen el fenotipo de sensibilidad

a estrés ambiental en ausencia de funcién SItA. Para este estudio, se generaron
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mutantes nulos simples para ambos genes IST2, AN2477 y AN7165, y un mutante doble
nulo mediante transformacion. La figura R.6.5.C muestra el crecimiento colonial de las
diferentes cepas mutantes obtenidas. Las tres cepas mutantes para los genes AN2477
y/lo AN7165 mostraron un fenotipo de tolerancia a todas las condiciones de estrés
cationico y alcalino estudiadas. De modo que los bajos niveles de expresion de AN7165
en un fondo nulo sltA no serian la causa del fenotipo de sensibilidad a las condiciones

de estrés ambiental por alcalinidad o alta concentracion de cationes.

A B

o

w S

Expresion relativa
N

AN2477A

AN7165A

AN2477A
AN7165A

FiguraR.6.5.1. Estudio de los genes AN2477 AN7165. A) Niveles de expresion de AN2477y
AN7165 en respuesta a estrés durante 60 minutos a pH 8(100 mM Na,HPO,) en los fondos
genéticos silvestre y sltAA, obtenidos mediante el andlisis experimental de secuenciacion
masiva de RNA (RNAseq). Los niveles de expresion se miden como transcrito por millon
(TPM). B) Niveles de expresion de AN2477 y AN7165 en respuesta a estrés durante 60
minutos por 100 mM Na,HPO, (pH 8) en los fondos genéticos silvestre y slfAA, obtenidos
mediante el analisis experimental de PCR cuantitativa (QPCR). En este panel se muestra el
nivel de expresion relativo de cada gen respecto al gen de referencia AN1182/benA. Las
barras de error representan la desviacion estandar de dos réplicas experimentales en el
caso del analisis de RNAseq y de tres réplicas experimentales en el caso del analisis de
qPCR. C) Estudio del fenotipo de las cepas silvestre (WT, MAD1427) y mutantes simples
SitAA (MAD3816), AN2477A (MAD8230), AN71654 (MAD8231) y el doble mutante
AN2477A, AN7165A (MAD8232) en condiciones de estrés ambiental. En placas de Petri con
MMA, en las que se afadieron los correspondientes compuestos indicados en la parte
superior del panel, se inocularon condiosporas de cada cepa. Las imagenes fueron tomadas
tras unaincubacion a 37°C durante 48 h.
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Para el analisis de localizacién celular los genes AN2477 y AN7165 se fusionaron a los
marcadores gfp::pyrG* y mRFP::riboB"" respectivamente. En la figura R.6.5.2 se
muestran dos hifas que ejemplifican la localizacién celular de las proteinas AN2477-GFP
y AN7165-mRFP (canales verde y rojo respectivamente, ver imagenes “Merge”). En las
hifas estudiadas la localizacion celular para ambas proteinas es aparentemente
citoplasmatica con una baja colocalizacion en funcion de la region de la hifa. La proteina
AN2477-GFP mostré una localizacién muy difusa en el citoplasma y cierta acumulacién

delimitando los nucleos, por lo que podria corresponderse con una localizacién en el

reticulo endoplasmico perinuclear (Figura R.6.5.2.A, flechas blancas “Merge (x3)")

A

AN2477- AN7165-
GFP mRFP Merge (x3)

»

Figura R.6.5.2. Estudio de localizacion subcelular de AN2477 y AN7165. Deteccion por
microscopia de fluorescencia AN2477-GFP (fluorescencia verde en los paneles “Merge”) y
AN7165-mRFP (fluorescencia roja en los paneles “Merge”). A) Hifa en la que se observa la
acumulacion de ambas proteinas en la zona terminal de la hifa indicada con asteriscos,
mientras que las puntas de flecha blancas indican el reticulo endoplasmico periférico. B) Hifa
en la que se observa una acumulacion de ambas proteinas en el anillo endocitico (flechas
naranjay blanca). En la deteccion de ambas proteinas se aplicé una exposicion de 200 ms y
se realiz6 la maxima proyeccion de un “stack” de 5-8 imagenes. Las barras indican 5 pm.
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aunque los resultados eran variables (ver AN2477-GFP en figuras R.6.5.2.A-B). En el
caso de la proteina AN7165-mRFP la senal perinuclear fue menor y la fluorescencia se
acumuld hacia la region apical pudiendo detectarse en la punta de la hifa (fig6.5.2. A),
que podria corresponderse con el “Spitzenkérper”, o en la regién apical préxima al anillo
endocitico (Figura R.6.5.2.B).

Péagina | 151






Discusion






Discusion

1. El significado de la respuesta transcripcional al sodio y al pH
alcalino ambiental

Frente a un estimulo externo las respuestas celulares pueden ser variadas, producirse
en diferentes intervalos de tiempo y ser generales o especificas del estimulo. Asi, en
determinadas condiciones de estrés ambiental se pueden encontrar respuestas o
efectos diferentes a corto, medio y largo plazo. El andlisis fenotipico clasico es un claro
ejemplo del estudio del efecto a largo plazo donde se analiza si una cepa de A. nidulans
crece en una condicion de estrés, como seria en el caso de esta tesis por alta
concentracién de sodio o en un ambiente alcalinizado (Figura R.4.2 en la seccién de
Resultados) (Picazo et al., 2020). Es por lo tanto esperable que las respuestas a corto
y medio plazo también sean diferentes y ofrezcan matices que nos permitan entender
mejor como se modulan dichas respuestas. La respuesta a corto y medio plazo se puede
observar en los cambios en el patrén transcripcional y, posteriormente en el medio y

largo plazo se esperarian cambios en el proteoma.

En el estudio de la respuesta a corto y medio plazo encontramos cambios en el patrén
transcripcional. Entre las técnicas usadas para estudiar los cambios de expresion en
diferentes condiciones experimentales, actualmente se recurre a la secuenciacion
masiva de RNA (RNAseq). En estudios llevados a cabo mediante esta técnica se ha
detectado que la mayoria de los genes expresados diferencialmente en respuesta a un
estrés ambiental presentan un pico de expresion a los treinta minutos de la induccién de
la condicion de estrés (Antal et al., 2020; Loss et al., 2017). En este trabajo de tesis
ademas de tratar de explicar el efecto transcripcional de la alcalinizacién ambiental y de
la respuesta a estrés por elevada concentracion de sodio mediante RNAseq, se ha
estudiado cual es el papel regulador del factor transcripcional SItA en dichas condiciones
de estrés. El patrén proteolitico de SItA y el equilibrio entre sus tres formas es mas
homogéneo tras sesenta minutos en las condiciones de estrés por alcalinizacién (pH 8)
y elevados niveles de sodio (1M Na*), por lo que se optd por estudiar que ocurre con el
patrén transcripcional tras sesenta minutos en lugar de los treinta minutos de induccion
usados en otros trabajos similares (Picazo et al., 2020) (Figura R.1.1 y R.1.2 en la
seccion de Resultados). Este tiempo sigue siendo biolégicamente significativo para

poder detectar cambios transcripcionales, principalmente a medio plazo.

Los resultados resumidos en el analisis de PCA muestran como efectivamente
independientemente de la cepa, la respuesta transcripcional es diferente segun el tipo
de estrés inducido durante sesenta minutos (Figura R.2.1.B en la seccion de

Resultados). De modo que, aunque normalmente el pico de expresion de muchos genes
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se encuentre en tiempos experimentales de treinta minutos, mayores tiempos de
induccién de un estimulo de estrés mantienen un patrén transcripcional diferente al
descrito en la condicion sin estrés. Este nuevo tiempo de analisis permite incluso
detectar la expresion diferencial de genes que se activen como consecuencia de la
respuesta a corto plazo previa y que formen parte, por ejemplo, de rutas relacionadas

con el metabolismo secundario que ocurren en la respuesta a medio y largo plazo.

Cuantitativamente se evalua el numero de genes diferencialmente expresados al alza o
a la baja a pH 8 o en 1M Na* con respecto a la condicién sin estrés ambiental. En total
el pH alcalino tiene un efecto de expresion diferencial sobre un 10% del genoma,
mientras que la alta concentracién de cation sodio supone un cambio de expresion
significativo en un 2% del genoma. Estos resultados indican, como se ha sugerido
previamente, que en A. nidulans y otros hongos filamentosos del género Aspergillus, no
se ha detectado una respuesta comun frente a eventos de estrés ambiental como si
ocurre en levaduras como S. cerevisiae, en la que se han identificado una serie de genes
que actian conjuntamente en esta respuesta a estrés y que se ha definido como “core
stress response” (Andersen et al., 2008; Antal et al., 2020; Brown et al., 2017; Loss
et al., 2017). La respuesta comun esta formada por la expresion diferencial de hasta un
10% del genoma en S. cerevisiae, mientras que en el caso de Aspergillus, esta
respuesta comun apenas alcanzaria el 1%. La falta de la deteccion de una respuesta
comun en hongos filamentosos puede deberse al tiempo experimental de analisis.
Normalmente el estudio del transcriptoma en Aspergillus se ha llevado a cabo
estudiando el efecto a largo plazo de diferentes condiciones ambientales (Emri et al.,
2015; Salazar et al., 2009) mientras que en estudios donde se ha analizado un perfil
temporal a corto y medio plazo como en Loss y colaboradores (Loss et al., 2017) el
maximo numero de genes expresados diferencialmente en una condicién de estrés por
cation calcio ocurre en tiempo inferiores a treinta minutos, mientras que la repuesta a
pH alcalino es gradual y el mayor numero de DEGs se detectan tras sesenta minutos de
induccidn (Loss et al., 2017). Asi, aparentemente la respuesta transcripcional a eventos
de estrés ambiental generaria una respuesta mas especifica en hongos filamentosos
frente a la respuesta descrita en levaduras. Futuros analisis transcriptomicos
estableciendo diferentes tiempos inferiores a sesenta minutos de induccién de estrés

ambiental podrian ayudar a describir una posible “core stress response” en Aspergillus.

Ademas de una falta de respuesta comun frente a las condiciones de estrés ambiental,
la proporcidn de genes cuya expresion aumenta o disminuye también ha resultado ser
diferente en funcion del tipo de estrés ambiental inducido. En cualquier condicion es

esperable que haya una respuesta transcripcional positiva y negativa debido a la
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actividad de proteinas reguladoras o factores de transcripcidon que actian como
activadores, represores o ambos (Ma, 2005). En la condicién de estrés por alcalinidad
la respuesta transcripcional implica que casi el 70% de los DEGs se encuentra regulado
a la baja, es decir, su expresion desciende en esta condicion con respecto a la condicion
sin estrés, mientras que, la induccion de estrés por 1M Na* genera una respuesta
transcripcional equilibrada donde aproximadamente el 50% de los DEGs se encuentra
regulado al alza y el otro 50% a la baja. Estas diferencias en el numero de genes
regulados al alza y a la baja en cada condicion indican que es poco probable que exista
una respuesta comun porque ademas de existir pocos DEGs coincidentes, los que se

expresan diferencialmente también lo hacen de manera diferente.

La disminucién significativa de los niveles de expresién en la mayoria de los DEGs a pH
8 indica que el impacto de este estimulo es mas relevante que el estrés celular causado
por elevadas concentraciones de sodio. La alcalinizacion ambiental podria generar
respuestas a corto y medio plazo relacionadas con la inactivacion temporal de ciertas
rutas metabdlicas que afectasen al crecimiento de las hifas. En ambos casos lo que si
se esperaba es la activacion de rutas o factores transcripcionales que promuevan la
expresion de genes que codifiquen para proteinas transportadoras que medien en la
proteccién celular mediante el restablecimiento del equilibrio osmético entre el medio
intracelular y extracelular o sefalizando rutas del trafico intracelular para el
almacenamiento de los agentes nocivos en compartimentos celulares como las

vacuolas o para la activacion de otros sistemas de regulacion transcripcional.

Aunque los genes expresados diferencialmente en ambas condiciones de estrés son
relativamente escasos, si observamos que las proteinas codificadas por los DEGs en
cada condicidn de estrés pertenecen a familias comunes y que por lo tanto pueden llevar
a cabo funciones similares. Tanto el efecto del pH alcalino como del exceso de catién
sodio genera un cambio de expresion en genes que codifican principalmente para
proteinas transportadoras de tipo MFS y ABC y, en genes que codifican para factores
de transcripcion putativos. La amplia superfamilia que forman las proteinas con dominios
de tipo transportador ya sea MFS 0 ABC se han descrito como elementos que mantienen
la homeostasis celular y pueden responder ademas a eventos de estrés ambiental,
incluyendo la resistencia a farmacos (de Vries et al., 2017; Del Sorbo et al., 2000), pero
la mayoria de estas proteinas apenas se han estudiado a fondo individualmente, lo que
nos impide entender que supone la regulacion al alza o a la baja de sus genes. La
induccion o represion en las condiciones ensayadas en este trabajo ayudarian en futuros

estudios de dichas proteinas.
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Por otro lado, aunque en todas las comparaciones el segundo grupo mas representativo
estaba formado por proteinas con una posible funcion como regulador transcripcional,
el efecto fue mayor bajo estrés por alcalinidad que por exceso de sodio. El hecho de
que un mayor nimero de proteinas reguladoras estén diferencialmente expresadas a
pH 8 podria explicar las diferencias en el cambio del patrén transcripcional ya que la
regulaciéon al alza o a la baja de genes como pacC, sltA o crzA o la actividad de los
resultantes factores de transcripcion puede dar lugar a la regulacion de la expresiéon de
otros factores de transcripcion o de otras proteinas estructurales resultando en las redes
de regulacion transcripcional, las cuales son complejas vy dificiles de conectar entre si

con los datos disponibles actualmente.

Es importante destacar que, en este trabajo, entre todos los DEGs detectados en estas
condiciones de estrés ambiental, aproximadamente el 20% son genes que codifican
para proteinas cuyos dominios y funciones se desconocen por completo. Esta
proporciéon aumenta si incluimos a aquellos genes cuyas proteinas presentan un dominio
con una posible homologia o una prediccién de su localizacién, pero las cuales no se
han identificado como tal ni se ha descrito su funciéon en A. nidulans u otros hongos.
Este resultado genera cajas negras de informacion en las redes de regulacion
transcripcional que participan en la respuesta a estrés ambiental y de nuevo interfieren
en la capacidad de explicar lo que supone el estrés ambiental por alcalinizacién del
medio o por altas concentraciones de sodio. Por otro lado, esta apreciacién es un
ejemplo del enorme potencial de A. nidulans y otros hongos filamentosos en la
adaptacion a una gran variedad de ambientes y abre la puerta al descubrimiento de
nuevas proteinas, “clusters” de genes o0 a elementos que pertenecen a sistemas

descritos pero que no estarian completamente explicados.

2. El modelo de regulacion del sistema Slt en respuesta a estrés
ambiental

La regulacion transcripcional estd mediada por los factores de transcripcion. La funcion
de estos suele producirse en momentos o condiciones especificas siendo regulados por
las denominadas rutas de sefializacion. Asi por ejemplo, en condiciones de estrés por
aumento del pH ambiental y/o de la concentracién de calcio en el medio extracelular, se
han identificado los elementos que forman parte de las rutas de sefalizacion que activan
a los factores de transcripcion PacC y CrzA en hongos del filo Ascomycota (Pefalva
et al., 2008; Spielvogel et al., 2008). La regulacion de la sefializaciéon de PacC es

trazable en funcién del pH extracelular. Cuando el pH ambiental es acido encontramos
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preferentemente la forma PacC’%P2, |a forma primaria de traduccion. Actualmente se ha
adjudicado una funcion transcripcional negativa para PacC’%®2 y durante mucho tiempo
se le ha clasificado como una forma “inactiva”. A pH alcalino, por accion de la ruta
senalizadora Pal y del proteosoma, esta forma de 72kDa se proteoliza a una forma
intermedia de 53kDa y esta a su vez en la forma de 27kDa que actua como regulador
transcripcional activador y represor (H. N. Arst & Pefialva, 2003b; Espeso et al., 1993;
Tilburn et al., 1995). A medida que el hongo se adapta a esta nueva condicidon ambiental
el sistema se acomoda a unos niveles estabilizados de las diferentes formas de PacC

asi como de expresion transcripcional (Bussink et al., 2015; Penalva & Arst, 2002).

En el modelo de senalizacién descrito para el factor CrzA se describe una regulacion
temporal en la que la forma fosforilada de CrzA se encontraria inactiva en el citosol en
condiciones estandar de ausencia de estrés (Hernandez-Ortiz & Espeso, 2013). Frente
a eventos de estrés ambiental como pH alcalino o aumento de la concentracion de calcio
se activa la funcion de la proteina fosfatasa calcineurina que se encarga de modular el
grado de fosforilacion de CrzA. La defosforilacion de CrzA modifica la localizacion de
este factor transcripcional siendo entonces transportado al interior del nudcleo y
completando asi su funcién como regulador transcripcional (Hernandez-Ortiz & Espeso,
2013).

El factor de transcripcion SItA también es necesario para tolerar la alcalinizacion del pH
ambiental, y ademas esta involucrado en la resistencia a altas concentraciones de
diferentes cationes y aniones (Spielvogel et al., 2008; Villarino et al., 2017). Desde el
punto de vista genético y funcional, nuestro conocimiento de los elementos que
componen el sistema Slt se reduce al propio factor transcripcional SItA y a su proteasa
procesativa denominada SItB. Durante la realizacién de la tesis doctoral de la Dra. Laura
Mellado se realizé una rapida aproximacion al efecto de los estreses por pH alcalino y
elevada concentracion de sodio sobre las formas detectables mediante
inmunodeteccion de las proteinas SItA y SItB (Mellado, 2014). En este trabajo se ha

profundizado en estos efectos.

El estudio del patrén proteolitico y de fosforilacion de SItA, (ver figura R.1.1 en la seccidn
de Resultados), muestra que la regulacién del sistema Slt puede estar basado en el
control de las proporciones de cada forma de SItA de manera especifica al tipo de estrés
ambiental. En ausencia de estrés se observa el procesamiento proteolitico de SItA780a
y la fosforilacion de SItA3%<Pa, E| incremento del sodio extracelular causa una elevacién
de las formas SItA3%P2 con un maximo a los 30 minutos. La alcalinizacion del pH

ambiental causa también una subida de la forma SItA3%Pa fosforilada pero también de la
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forma SItA”8P2 g los 30 minutos. Este efecto es temporal y, tras 120 minutos de induccién
de los estreses, las proporciones relativas de las tres formas cambian con una tendencia
que puede aproximarse a los valores inicialmente medidos. Estos resultados
evidenciaron que la acumulacion de la forma SItA3%P2 y |a consiguiente reduccion en la
forma SItA’8P2 es una respuesta especifica al exceso de sodio extracelular. Este
resultado esta de acuerdo con los obtenidos del anadlisis funcional de la forma truncada
que inicia en la metionina 400 (SItAMe*%0) (Mellado, 2014). Una cepa que expresa esta
proteina mutante muestra un fenotipo de sensibilidad al pH alcalino, pero es tolerante al
sodio. Por lo tanto, la presencia de la forma SItA78P2 debe ser necesaria para poder
tolerar la alcalinidad ambiental. En un fondo mutante s/tBA o de pérdida de funcién total
de SItB, se acumula la forma SItA’8P2  sin embargo, estas cepas no toleran ni el pH
alcalino ni el exceso de sodio (Mellado et al., 2015) (Figura R.4.2 en la seccién de
Resultados). Por lo tanto, la forma SItA’®P2 es candidata a tener una funcién a pH
alcalino de forma coordinada con las formas SItA3?P2 que si parecen ser suficientes para
mantener el crecimiento en sodio. Para el mantenimiento de estos equilibrios entre las
formas de SItA hipotetizamos que deben de existir tanto mecanismos de sefalizaciéon
en SItA y SItB, como la existencia de elementos alternativos que formen parte del

sistema sefalizador Slt

Los estudios transcriptémicos realizados en este trabajo nos han permitido profundizar
en la regulacion transcripcional mediada por la funcion SItA. El analisis de secuenciacion
masiva de mRNA nos ha proporcionado una informacion completa de la regulacion del
genoma dentro de una ventana de analisis de induccion de estrés (Picazo et al., 2020).
Los perfiles de expresion por gPCR aportaron un espectro mas amplio sobre el modo
de regulacion transcripcional de un numero determinado de genes, incluidos s/tA y sitB
(Figura R.1.2 en la seccién de Resultados). Observamos que los niveles de expresion
de sltA y sltB se incrementan significativamente cuando se alcaliniza el pH o se anadio
sodio al medio. Sin embargo, el patréon transcripcional fue diferente en ambas
condiciones para los dos genes. Los niveles de sltA se incrementaron hasta mas de 15
veces a los 30 minutos a pH alcalino, y en sodio no superaron las 7 veces. La dinamica
de s/tB fue la opuesta, elevandose en presencia de sodio a los 30 minutos hasta mas
de 30 veces, mientras que a pH 8 no subi6 de 10 veces a los 15 minutos. El incremento
de expresion de s/tB podria indicar elevacion de los niveles de SItB y por lo tanto
justificarian los reducidos niveles de SItA’8P2 que serian procesados a la forma de 32
kDa. La elevacion de los niveles de sltA a pH8 y la menor expresiéon de sltB estaria de

acuerdo con la acumulacion de la forma primaria SItA’8P2 dado que existiria mas
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traduccién y menor procesamiento por los niveles mas reducidos de SItB. El etiquetado

de SItB es complejo y no permitio verificar el anterior modelo regulatorio.

La figura D.1 presenta un modelo actualizado de la regulacion cruzada entre SltA 'y SItB
a partir de los datos previos y los obtenidos en esta tesis. Teniendo en cuenta que la
expresion de s/tB tiene una fuerte dependencia de la actividad reguladora de SltAy a su
vez, el procesamiento del factor transcripcional es dependiente de la actividad de SItB
(Mellado et al., 2016), las diferencias observadas en los niveles de expresion de ambos
genes, asi como la variacién de la proporcién de las formas de SItA segun la condicion
de estrés inducida, ayudarian a explicar la regulacién del sistema Slt. Asi, en
condiciones de estrés por sodio se necesitaria principalmente la funcion de la forma de
SItA3%Pa |0 que requeriria un aumento de los niveles de SItB para procesar SItA78Pa,
Por otro lado, en condiciones de alcalinidad se necesitaria un nivel menor de proteina
SItB para limitar el procesamiento de SItA”8P2 pero ; Coémo es capaz de autorregularse

el sistema retornando las formas de SItA a las proporciones previas al estrés?

| SItA 78kDa ” pH 8
+ oy

SItA 32kDa Na'
SItA 32kDa-P
— N1 { sitB E>

i “splicing” A “splicing” B “no splicing” |
[stB gl ]
: Vv

Psk H Proteasa I | Psk H Prot g | Psk HProlE

— Proteina funcional Proteina no funcional Proteina no funcional

Figura D.1. Modelo de sefalizacion del sistema Slt en respuesta a estrés ambiental por
elevadas concentraciones de cation sodio o por pH alcalino. Posibles mecanismos de
regulacién del procesamiento de SItA segun el tipo de estrés inducido a través de diferentes
formas de SItB generadas por “splicing” alternativo en su unico intron. El “splicing” A es el
mas frecuente y el Unico que da lugar a una proteina SItB funcional. Las formas no
funcionales generadas por “splicing” B o la ausencia de “splicing” ayudaria a regular el nivel
de procesamiento de SIt"*. El promotor de s/tB cuenta ademas con cinco dianas de union
de SItA (indicadas en azul) sobre las que las formas procesadas de SItA32** podrian llevar a
cabo su funcién de regulacion transcripcional positivo. Este modelo generaria una situacion
de equilibrio entre la expresion de s/tBy los niveles de las distintas formas de SItA que puede
cambiar para adaptarse a cada condicion de estrés ambiental.
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Los datos transcriptomicos nos permiten aproximarnos a una nueva hipotesis sobre la
posible autorregulacién de s/tB. En ciertas condiciones de cultivo el unico intrén de s/tB
puede procesarse por “splicing” alternativo y dar lugar a una proteina diferente. La
proporcion de esta forma alternativa denominada B es baja en condiciones de cultivo de
medio minimo suplementado con tartrato de amonio como fuente de nitrégeno (Mellado
et al., 2015). La posibilidad de que exista un “splicing” alternativo generando dos formas,
una funcional (Figura D.1, “splicing” A) y otra claramente disfuncional (dado que carece
de dominio proteasa, especificamente del residuo responsable de la funcion serin-
proteasa Ser1142) (Figura D.1, “splicing” B) podria explicar las diferencias tanto a nivel
de transcripcion como de traduccién de SItA en las condiciones de estrés por pH
ambiental alcalino y por altas concentraciones de sodio. Ademas, en nuestros resultados
se detectd también el no procesamiento del intrén (Figura D.1, “no splicing”) (resultados
no mostrados) que resultaria en una proteina disfuncional similar a la forma B, dando
lugar a un complejo equilibrio entre proteinas SItB que modulasen el procesamiento de
SItA. El estudio de como se equilibran estas formas de SItB asi como su funcionalidad
en diferentes condiciones de estrés ayudaria a comprender el modelo de regulacion del

sistema Silt.

3. La conexién entre los sistemas Slt y Pal/PacC: la importancia de la
funcion SItA sobre PacC

¢ Que hemos aprendido sobre la regulacion transcripcional de pacC? Como se ha
descrito en los apartados anteriores de esta seccidn, asi como en las secciones de
Introduccién y Resultados, la correcta expresion del gen pacC y la funcionalidad de este
factor transcripcional son requisitos para observar un fenotipo de tolerancia a la
alcalinizacién ambiental. Antes de esta tesis doctoral, los niveles de expresion de pacC
en respuesta a estreses ambientales, en especial la alcalinizacién del pH, se han
estudiado esencialmente aplicando técnicas de Northern Blot (Bussink et al., 2015;
Markina-lfharrairaegui etal., 2020). En este trabajo hemos usado técnicas de
secuenciacion masiva de mRNA y PCR cuantitativa (Loss et al., 2017; Picazo et al.,
2020).

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten establecer de forma mas precisa el
patron transcripcional de pacC a la alcalinizacion del pH ambiental. Los datos de PCR
cuantitativa muestran que los niveles de expresion de pacC aumentan siete veces tras
al menos 15 minutos en condiciones de alcalinidad, manteniendo esta elevaciéon durante

mas de 60 minutos. El aumento de los niveles de expresion de pacC en respuesta a pH
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alcalino se atribuyeron en un principio a la actividad de la forma procesada PacC?7P?,
la cual tiene un papel regulador positivo sobre la expresion de algunos genes (“alkaline
expressed genes”) y negativo sobre otros (“acid expressed genes”). Basandonos en este
modelo, pacC se clasificO como gen expresado a pH alcalino autorregulado
positivamente por la forma procesada PacC?"%P@ (Tilburn et al., 1995) Sin embargo,
estudios posteriores mostraron que la forma primaria de PacC, PacC7%"2, tenia un papel
negativo en los niveles de expresién del propio gen. Asi, el aumento de los niveles de
expresion de pacC a pH ambiental alcalino se debia en realidad a una desrepresion por
el procesamiento de la forma primaria PacC’>P2 en favor de las formas PacC5%*P2 y
PacC?"kP2, Este mecanismo permite la autorregulacion de la expresion de pacC para la
respuesta a cambios en el pH ambiental y la parada del sistema tras la adaptacién a
largo plazo mediante la acumulacion de PacC’%P2 que ha sido sintetizada de novo
(Bussink et al., 2015). Los resultados de RNAseq y PCR cuantitativa mostrados en este
trabajo confirman este perfil de expresion y ademas ponen los cimientos para incorporar
un nuevo mecanismo regulatorio en la activacion de los niveles de expresion de pacC a
través de la funcion del factor de transcripcion SItA. En ausencia de SItA, los niveles de
expresion de pacC no se elevan en la misma medida que lo observado en una cepa
silvestre en condiciones de estrés por alcalinizacion ambiental (ver figura R.2.3.2.J en
la seccion de Resultados). El papel regulador de SItA sobre pacC adquiere importancia
ya que la ausencia de s/tA no afecta solo a la expresion de pacC tras 60 minutos de
induccién de pH alcalino, sino que desregula todo el perfil de expresién desde los 15
minutos a las 2 horas de induccion de estrés ambiental (ver figura R.3.1 en la seccion
de Resultados). La regulacién de pacC por SItA podria ser mediada directamente por la
interaccion del factor de transcripcion SItA con la regidon promotora de pacC (Figuras
D.2. y D.3). Sin descartar posibles acciones de SItA sobre elementos, conocidos o0 no,
que formen parte del circuito regulador del sistema Pal/PacC. En la regiéon promotora de
pacC existen varias secuencias diana de union para el propio PacC (5 GCCAAG 3) y
tres secuencias diana para SItA (5 AGGCA 3’), de las cuales una presenta una parte

comun con una de las secuencias diana de union a DNA de PacC (Figura D.2).

Dianas de PacC

— Y ¥ 4| H H pacC Dianas de SItA

GCCAAGGCA

Figura D.2. Dianas de union putativas de SItA y PacC en el promotor de pacC. La region
promotora de pacC posee dos sitios con la secuencia consenso/diana de PacC (5'-
GCCAAG-3', indicado en naranja, y con tres sitios diana de SItA (5'-AGGCA-3', indicado en
azul). el solapamiento entre el primer sitio de uniéon de PacC y el segundo sitio de unién de
SltAse indica en la parte inferior de la figura (ver nucledtidos marcados en rojo).
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La presencia de estos sitios de union putativos de SItA al promotor de pacC abre la
puerta al estudio de las relaciones entre las diferentes formas de PacC y SltA, y su
posible interaccién o distinta afinidad por cada una de sus posibles dianas en el promotor
de pacC. Un punto adicional de interés es el hecho de que esta relacion PacC/SItA
queda restringida a los hongos del filo Pezyzomycotina que incluye una mayoria de

hongos filamentosos de gran interés clinico y biotecnolégico.

El trabajo desarrollado por Bussink y colaboradores introdujo un nuevo elemento en el
control de la expresion de pacC, el factor transcripcional PacX, portador de un dominio
de unidn a DNA de tipo “binuclear zinc cluster’ (Bussink et al., 2015). Este mecanismo
regulatorio se sumaria al de la autorregulacion de PacC, y de la regulaciéon positiva
mediada por SItA. El papel asignado a PacX ha sido el de regulador negativo. En este
trabajo hemos abordado el estudio genético y transcripcional de eliminar el control
positivo mediado por SItA y del negativo ejercido por PacX. La pérdida de funcion de
PacX mediante la mutacién pacX20 en el fondo nulo s/tA no fue capaz de rescatar los
niveles de expresion de pacC, apoyando la hipotesis de SItA como un regulador
principal. El sistema Pal/PacC estaria meticulosamente coordinado en condiciones de
alcalinidad ambiental con diferentes sistemas de control transcripcional tanto negativo
como positivo. El promotor de pacX cuenta con una diana de unién SItA, pero carece de
dianas de unién de PacC (resultados no mostrados). La ausencia de SItA reduce
también la elevacion que causa el pH alcalino sobre la expresion de pacX. La posible
funcién directa de SItA sobre pacX queda pendiente de ser estudiada. Se desconoce
cual es la secuencia reconocida por el “binuclear zinc cluster’ de PacX. Aparentemente,
la funcién de PacX queda restringida a PacC dado que no se han observado cambios
en la expresidn de palF ni en sitA o sitB. El futuro analisis funcional de los promotores
de estos genes permitira establecer el conjunto de mecanismos reguladores de la

transcripcion en respuesta al pH ambiental alcalino en hongos filamentosos.

SItA no solo regula la expresion de pacC y pacX. Entre los genes que componen la ruta
de sefializacion Pal solo la expresion del gen palF esta regulada por el pH ambiental y
al contrario de lo que ocurre con la expresion de pacC, el incremento del pH provoca
una regulacion a la baja de los niveles de expresion de palF (Bussink et al., 2015). En
el fondo nulo sltA, palF pierde su expresion diferencial (ver figuras R.2.3.2.J y R.3.3.1
en la seccion de Resultados). Al igual que ocurria con pacC, es posible que exista
también un papel regulador de SItA sobre la expresion de palF aunque en este caso
esta regulacion seria indirecta debido a que el promotor de palF carece de sitios de
unién de SItA. En Bussink y colaboradores (Bussink et al., 2015) se propuso un papel

regulador transcripcional negativo de PacC®kP2 y PacC?’%P2 sobre los niveles de
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expresion de palF. Esta tesis ofrece una posible explicacion a los cambios observados
en la regulacion de palF en ausencia de sltA y que se sustentan sobre los efectos

observados en el perfil proteolitico de PacC y que se discuten a continuacion.

¢, Como afecta la ausencia de SItA a la sefializacion del sistema Pal/PacC? Mas alla de
la regulacioén transcripcional de SItA sobre pacC, en esta tesis nos enfocamos a estudiar
cémo la ausencia de SItA esta afectando a la funcion, localizacion y niveles de proteina
de elementos clave en el sistema de regulacién Pal/PacC en condiciones de pH alcalino.
Los niveles de proteina PacC en ausencia de SItA apenas se vieron afectados respecto
a lo esperado por la disminucion en los niveles de expresion a pH 8. Sin embargo, se
detectaron cambios en el patron de protedlisis de PacC a pH 8 en comparacion con la
cepa silvestre. En el fondo genético mutante slfAA observamos una incorrecta
sefializacion de PacC. La forma primaria PacC’?P2, que es rapidamente proteolizada
por la ruta Pal en respuesta al pH alcalino, se mantiene, sin embargo, a altos niveles en
el mutante sltAA. Asi mismo, la forma intermedia PacC%3P2 es apenas detectable y las
formas generadas de PacC?*Pa no mostraban la movilidad que habitualmente se
observa en el fondo silvestre (Figura R.3.2 en la seccion de Resultados). Estas
observaciones planteaban dos posibles escenarios, por un lado, que se afectase la
protedlisis de la forma primaria de PacC a la de 53kDa, y por el otro, que en el fondo
sSltAA la actividad del proteosoma estuviese alterada y muestra de ello serian las
diferencias en la movilidad de las formas que componen PacC?’*P? (Figura R.3.2 en la

seccion de Resultados) (Hervas-Aguilar et al., 2007; Rodriguez-Galan et al., 2009).

El segundo corte proteolitico de PacC no esta sujeto a regulacién. Las diferentes formas
PacC?*Pa se forman por el proteosoma independientemente del pH ambiental. En el
modelo establecido inicialmente (Hervas-Aguilar et al., 2007), el proteosoma actua
normalmente sobre la forma intermedia PacC5%*P?, sin embargo, también puede actuar
sobre formas que no se pliegan correctamente y dan lugar a la apertura de la forma
primaria PacC’?P2 (Diez et al., 2002; Hervas-Aguilar et al., 2007). La prote¢lisis de
PacC"?Pa g PacC®kPa y su consiguiente modificacion post-traduccional deja accesible
la region comprendida entre los aminoacidos 254 y 492 a la actividad del proteosoma.
La degradacioén procesativa de PacC>3P? llega hasta el residuo 254, aunque este limite
no es preciso y por ello se obtienen formas de diferente longitud (Mingot et al., 1999;
Perialva et al., 2014). El estudio realizado por Hervas-Aguilar y colaboradores mostré
que cuando se observa en PacC?’P2 un patron proteolitico alterado puede deberse a
defectos en la funcién del proteosoma (en particular se estudio la pérdida de funcion del
proteosoma a través de mutaciones en el gen preB que codifica para la subunidad 5

del proteosoma). Por ello, la menor movilidad observada en las formas procesadas de
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PacC?7Pa en el nulo sltA sugeria defectos similares e incluso que la forma generada no

fuera funcional (Diez et al., 2002; Hervas-Aguilar et al., 2007).

Tomando ventaja de los resultados de RNAseq se analizaron los niveles de expresion
de los genes codifican para las diferentes subunidades del proteosoma en el fondo nulo
SltA y las comparamos con los niveles en el silvestre. En ningun caso se detectaron
diferencias entre las cepas y condiciones (ver enlace a datos de RNAseq en el apartado
12.1 de la seccién de Materiales y Métodos). Estos resultados sugieren que es poco
probable que exista un problema funcional en el proteosoma dado que en primer lugar
apenas detectamos forma intermedia PacC®%*P?, |a cual es posible que se obtenga en
niveles bajos y que sea procesada rapidamente en el proteosoma con diferente grado
de eficiencia, y en segundo lugar el procesamiento heterogéneo de la forma de 27kDa
puede ser el resultado de la protedlisis de PacC’?P2 con una conformacion abierta en el
proteosoma que no requeriria del primer paso dependiente de la ruta Pal (Diez et al.,
2002; Espeso et al., 2000). Los resultados de expresar una forma ya truncada de PacC,
la forma mutante PacC®14 mostraban que este podria ser el caso. La forma generada
por este alelo mutante es equivalente a PacC%3*P? y es directamente procesada por el
proteosoma (Hervas-Aguilar et al., 2007; Orejas et al., 1995). En el fondo mutante nulo
SltA se observa que las formas PacC?’P? procedentes de este alelo de pacC poseen
movilidades similares a las observadas en el fondo silvestre s/tA. En consecuencia, el
primer escenario que contemplaba que la desregulacién del sistema de sefializacion
Pal/Vps fuese la Unica causa de la movilidad anémala de la forma PacC?"%P? en el fondo

SItAA se considerd el mas probable.

El proceso de sefalizacion y procesamiento de PacC’%P2 es resultado de la activacion
de la ruta Pal por la cual los genes que codifican para las proteinas PalA, PalB, PalC,
PalF, PalH y Pall son necesarios, ademas de algunas de las proteinas Vps que forman
parte de los complejos ESCRT implicados en el trafico intracelular (Pefalva et al., 2014).
En esta tesis nos hemos centrado en estudiar la arrestina PalF. En el fondo nulo s/tA no
se detectaron las esperadas modificaciones post-traduccionales (MPT) que ocurren en
PalF a pH 8, como son la fosforilacion y la ubiquitinacion y que, ambas, son esenciales
en la ruta de sefalizacion Pal (Galindo et al., 2012; Hervas-Aguilar, Galindo, et al., 2010)
(ver figura R.3.3.2 en la seccion de Resultados). La enorme reduccion de los niveles de
PalF modificado debe comprometer la transmision de la sefial de pH ambiental desde
las proteinas receptoras de la sefal de estrés alcalino PalH y Pall al resto de los
elementos senalizadores de PacC. Dado que solo algunas proteinas se han podido
etiquetar con marcadores fluorescentes para su localizacién subcelular sin interferir en

la correcta funcién de la ruta (Galindo et al., 2012; Hervas-Aguilar, Rodriguez-Galan,
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et al.,, 2010), hemos utilizado estos pocos elementos sefalizadores que acepten ser
etiquetados para determinar el posible efecto de SItA corriente debajo de PalF. La
proteina del complejo ESCRT-I Vps23-GFP es funcional y se localizaba en puntos
inmoviles en la membrana plasmatica a pH alcalino. Esta localizacion no se afectaba en
un fondo sltAA, lo que indica que los bajos niveles detectados de ubiquitinacion de PalF
son suficientes para mantener esta localizacién de Vps23 y que se requiere para la
senalizacion de PacC (Galindo etal., 2012). La ubiquitinacién constitutiva de PalF
permite la senalizacion de la ruta Pal independientemente del pH ambiental (Hervas-
Aguilar et al., 2010a). Investigamos entonces si esta forma mutante de PalF podria
solucionar los problemas de sefializacién de PacC’P? y para ello se gener6 una cepa
doble mutante que combinaba dicho alelo de PalF con el fondo mutante s/tAA.
Observamos que se recuperaba la movilidad de la forma PacC?7%P? y se incrementaban
sus niveles a los observados en el fondo s/tA silvestre. También se detectaba una leve
sefial de PacC®*P2 pero se mantenia la acumulacion de PacC’%P2 en el fondo nulo s/tA
(Figura R.5.4.A). Estos resultados confirmaban nuestra hipétesis sobre la correcta
funcionalidad del proteosoma y que la ausencia de MPTs en PalF era una de las posibles
causas de la desconexion entre pH ambiental y la ruta de sefalizacion hacia el primer
corte proteolitico de PacC. Sin embargo, la forma PalF-Ub no mimetiza completamente

la situacion silvestre.

Por ello nos seguimos concentrando en determinar que elementos de la ruta Pal estaban
afectados por el bloqueo de PalF. La otra proteina de la ruta que mantiene una
sefnalizacion correcta a pH 8 en este mutante s/itAA fue PalA, lo que indicaria que el
proceso de senalizacién y reclutamiento de elementos hasta PalA es efectivo en
ausencia de funcion SltA a pesar del bajo grado de modificacion postraduccional de PalF
(ver figuras R.3.4.2 y R.3.5 de la seccion de Resultados). Cuando PalA es sefalizado
se encarga de reclutar a PacC’?P2 uniéndose a través de los motivos YPX[L/I] para el
posterior corte proteolitico que es llevado a cabo por PalB (Penas etal., 2007,
Rodriguez-Galan et al., 2009; Vincent et al., 2003). El estudio del patrén proteolitico de
PacC en un doble mutante slfAA palBA se asemejaba a ambos mutantes simples,
aunque la ausencia de SltA resultaba en una mayor acumulacién de las formas de menor
movilidad electroforética de 27kDa (ver figura R.5.3.A de la seccidén de Resultados). Esta
observacion sugiere que el problema de procesamiento de PacC’?®2 debe tener lugar
en dos puntos concretos de la ruta Pal. Por un lado, puede existir un problema de
reconocimiento y/o reclutamiento de PacC a los motivos de PalA impidiendo el paso
posterior de protedlisis, o por otro lado puede ser que PacC se reclute correctamente y

sea la funcion de PalB la que esté afectada. En este ultimo caso no deberia de
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detectarse procesamiento alguno de PacC’%P2 pero no descartamos esta hipdtesis
debido a que en otros mutantes palB" se ha detectado cierto procesamiento que se
explicaria por la existencia de una ruta alternativa a la ruta Pal de menor eficiencia en

la respuesta a pH 8 (Rodriguez-Galan et al., 2009).

La pérdida de funcion de SItA es epistatica sobre el sistema Pal/PacC. Fenotipicamente,
las mutaciones de pérdida de funcién en cualquiera de los genes pal (pal’) conocidas
como mutaciones de mimesis de acidez (“acidity mimiking mutants”) dan lugar a la
acumulacion practicamente exclusiva de la forma primaria PacC’%P2 resultando en
sensibilidad al pH alcalino y al molibdato y de tolerancia al antibiético neomicina. En
cambio, las mutaciones que afectan a pacC generando formas que se procesan
independientemente de la ruta Pal se conocen como mutantes de mimesis de
alcalinidad (“alkalinity mimiking mutants”), pacC°¢, y dan lugar a un fenotipo de tolerancia
al pH alcalino ambiental e hiperresistencia al molibdato y sensibilidad a la neomicina
(Penalva & Arst, 2002). Esencialmente estos fenotipos de sensiblidad y resistencia
opuestos entre el bloqueo de la senalizacion de PacC y su ausencia de control han sido
la base del aislamiento de nuevos alelos en cada uno de los elementos de esta ruta o
nuevos elementos como fue pacX (H. Arst & Cove, 1970; Bussink et al., 2015; Diez
et al., 2002; Penalva & Arst, 2002; Tilburn et al., 1995). Las nuevas cepas generadas
mediante genética clasica o en reverso y que por primera vez combinan mutantes en el
sistema de pH ambiental y en el sistema Slt nos evidencian el efecto epistatico de la

ausencia de funcioén sltA.

Este efecto epistatico de s/tA parece ser completo sobre el sistema Pal/PacC a todos
los niveles, incluyendo no solo a los alelos hipofuncionales pal sino también a
mutaciones pacC constitutivas o pérdida de funcion en pacX. En todas las
combinaciones genéticas que incluyen el alelo nulo SItA observamos la sensibilidad a
pH alcalino y a los diferentes estreses cationicos independientemente de los alelos
mutantes usados en el sistema de respuesta a pH ambiental (Figura D.3). Asi, la cepa
doble mutante sltAA palBA presenta sensibilidad a pH 8, como seria esperable por la
presencia del alelo palBA, y también al exceso de catién sodio en el medio extracelular.
Sin embargo, esta cepa es tolerante al molibdato y las colonias adquieren la coloracion
anaranjada tipica de los mutantes simples slfAA en estrés por molibdato en el medio

(ver figura R.5.3 de la seccién de Resultados).

Por otro lado, las mutaciones de ganancia de funcion PacC pacC°14 y pacC°700
generan truncamientos tempranos dando lugar a una forma intermedia PacC%3*P2 y

prescindiendo de la senalizacion de la ruta Pal en el primer caso (Hervas-Aguilar et al.,
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2007; Tilburn et al., 1995) y, en el segundo caso a la forma totalmente procesada de
27kDa sin necesidad de las modificaciones post-traduccionales de PacC (Fernandez-
Martinez et al., 2003). Al igual que ocurre en los mutantes PalF ubiquitinados (PalF-Ub)
constitutivamente en el fondo nulo s/tA, en los dobles mutantes slitAA y pacC° se logré
recuperar la forma de 27kDa observada en la cepa silvestre pero la presencia de esta
forma funcional de PacC no fue suficiente para revertir el fenotipo de sensibilidad a pH
alcalino (ver figuras R.5.5 y R.5.6 de la seccién de Resultados). Respecto a las
mutaciones de pérdida de funcion en PacX que suprimen algunas mutaciones que
causan la pérdida de funcion parcial en PacC al aumentar tanto el nivel de expresién de
pacC como de su proteina (Bussink et al., 2015). El alelo sltAA es epistatico sobre la
mutacién de perdida completa de funciéon PacX, pacX20. El doble mutante sltAA pacX20
muestra sensibilidad al pH ambiental alcalino y otras condiciones de estrés por cationes
como en un fondo nulo s/tA mientras que el alelo pacX20 muestra un fenotipo de
ganancia de funcién en PacC. Esta relacién de epistasia de SItA sobre el sistema
Pal/PacC en respuesta a la alcalinidad ambiental situaria al sistema Slt como principal

sistema regulador en esta condicion de estrés en hongos filamentosos.

Si el alelo nulo de SItA tiene un efecto epistatico sobre mutaciones en el sistema
Pal/PacC, ¢ por qué no se han aislado mutaciones en este gen en los diferentes ensayos
genéticos? Las mutaciones pacC° toleran el pH alcalino ambiental, son hiperresistentes
al molibdato y sensibles a neomicina, un fenotipo opuesto al observado en mutantes paf
o pacC (Penalva & Arst, 2002). Esta oposicion de fenotipos permitié la obtencion de
mutaciones supresoras en pacC en funcion del medio selectivo usado. Por ejemplo, en
mutantes pal o pacC se inducia la aparicion de mutaciones supresoras en medios
suplementados con molibdato dando lugar a mutaciones pacC® también pacC®
(denominadas neutrality mimmicking). A su vez, las anteriores mutaciones podrian ser
nuevamente revertidas seleccionando alelos de pérdida de funcién PacC en medios
suplementados con neomicina (Pefalva & Arst, 2002). Los resultados de esta tesis
doctoral muestran que SItA tiene un importante papel regulador sobre el sistema
Pal/PacC. La relacién de epistasia, especialmente sobre alelos pacC° nos sugiere que
habria sido posible aislar mutaciones de pérdida completa de funcién en sltA en dichos
fondos muntantes pacC, si por ejemplo se hubieran seleccionado supresores sensibles
al pH alcalino, ya que las cepas sltAA pacC°®, si exhiben dicho fenotipo. Sin embargo,
este tipo de seleccion de mutantes no ha sido explorado. Dado que la pérdida de funcion
de SItA causa un fenotipo de ligera tolerancia al molibdato y sensibilidad a neomicina,
similar a lo que se observaria en mutantes pacC®, si podrian haberse seleccionado

mutaciones en slfA como supresoras de la pérdida de funcidon en genes pal. Quizas
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dichos mutantes fueran descartados al seguir presentando sensibilidad al pH alcalino.
Como bien se observa que el doble nulo sltAA palBA crece como una cepa silvestre en

medio sin estrés, es resistente al molibdato y sensible al pH alcalino (Figura R.5.3.A).

Sin embargo, la supresion de ciertos mutantes vpsA ha sido una fuente inagotable de
mutaciones en sltA, permitiendo también la caracterizacion de sltB. Existe una obvia
conexion a nivel genético entre los sistemas Pal/PacC y Slt a traves de las mutaciones
en sltA y sltB que suprimen el fenotipo de algunos genes vps (vpsA) cuyas proteinas
participan en la ruta de sefalizacién Pal y en los complejos CORVET y HOPS de
maduracion de endosomas (Calcagno-Pizarelli et al., 2011; Lépez-Berges et al., 2017).
Dado que la ausencia de funcién total de SItA causa una desregulacion general del
sistema Pal/PacC, se analizo el patron proteolitico de PacC en un mutante “mild” sltA
(s/tA60) donde la forma primaria PacC’%®?2 se acumulaba como en un nulo slfA, pero si
se detectaban las formas intermedia y proteolizada en pH 8 (Calcagno-Pizarelli et al.,
2011) (ver figura R.5.1 de la seccidon de Resultados). Esta recuperacién del patrén y de
la tolerancia ligera al pH alcalino incide por un lado en la importancia de la forma
procesada SItA3?P2 en |a respuesta a la alcalinizacién ambiental, y por otro en la posible
importancia de unos niveles de proteina PacC5¥*P2 suficientes para llevar a cabo
funciones aun no descritas en la tolerancia al pH 8 (Figura D.3). En levaduras la ruta de
sefnalizacion RIM y el factor transcripcional RIM101p, homdlogas de la ruta Pal y el factor
de transcripcion PacC, solo requiere de un corte proteolitico mediado por la sefializacion
de los elementos que conforman la ruta RIM (Penalva & Arst, 2002), por lo que el nexo
o la coordinacién entre los sistemas Pal/PacC y Slt podria producirse entre PacC5%P2 y

SItA3%Pa ya que ambos elementos son exclusivos de hongos filamentosos.
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Modelo de conexion entre los
sistemas Slt y Pal/PacC

pH acido

Alcalinizacion ’

ﬂA pacc
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{ PacC 72kDa
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PacC 53kDa :
Epistasia del sistema :
Slt sobre el
sistema Pal/PacC
|
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Regulacion de
la expresién génica ¢————— PacC 27kDa

|

Adaptacion al
ambiente alcalino

Figura D.3. Modelo de la conexion entre los sistemas Slt y Pal/PacC en respuesta a la
alcalinidad ambiental. En esta representacion se resume como el correcto funcionamiento
del sistema Pal/PacC esta sujeto a la presencia del sistema Slt funcional tanto a nivel
transcripcional con un papel positivo de SItA sobre la expresion de pacC (Dianas SItA en
pacC’), como a nivel de proteina donde su funcion es necesaria para el adecuado
reclutamiento y procesamiento de PacC’*™ (Funciones PalA y PalB), permitiendo unos
niveles estables de PacC*™™ y una forma activa de 27kDa correctamente proteolizada
(Niveles de PacC*™). El efecto epistatico de la pérdida de funcion de SItA sobre mutantes
pal/pac constitutivos sittia a SItA como el principal factor de transcripcion junto a PacC en la
respuesta a estrés por pH ambiental alcalino.
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El incremento en la concentracion extracelular de cationes sodio o la
alcalinizacion del pH ambiental causan diferentes respuestas a nivel

transcripcional y traduccional en los elementos del sistema Silt.

El patrén transcriptomico de A. nidulans es diferente en condiciones de estrés
por exceso de cation sodio que, en la condicion de alcalinidad ambiental, siendo

esta Ultima la que presenta mayor variabilidad.

El factor transcripcional SItA tiene un papel regulador dual y afecta con diferente
grado a los niveles de expresion de parte de los genes que componen el
transcriptoma, ya sea directa o indirectamente.

El cambio en el patron transcripcional causado por la ausencia de SItA es
observable tanto en condiciones de ausencia de estrés como cuando el micelio
fue enfrentado a altos niveles de sodio extracelular o a la alcalinizacion del pH

ambiental.

La ausencia de SItA altera los niveles de expresion de los genes palF y pacC.
Este fenotipo no se suprime eliminando la funcién del regulador negativo de
pacC, PacX.

Las modificaciones postraduccionales en respuesta a pH 8 de PalF y PacC se
encuentran alteradas en el fondo nulo sltA, pese incluso al aumento del nivel de

proteina PacC en mutantes pacX20.

El rescate del patrén proteolitico de PacC se logra con mutantes de ganancia de
funciéon en pacC, pacC¢, que carecen de las regiones reguladoras y por lo tanto

son independientes de la ruta Pal.

Mutaciones de pérdida de funcién en SItA son epistaticas a las mutaciones de
ganancia de funcién pacC°. El rescate del patrén proteolitico de PacC no logra
suprimir la sensibilidad a la alcalinidad ambiental que causa la ausencia de la
funcion SItA.

Los bajos niveles de expresion de algunos genes dependientes de SItA con un
patron de expresion similar a sltB en condiciones de estrés y en ausencia de SItA
no explican por si solos el fenotipo de sensibilidad de los fondos mutantes slt” en
condiciones de estrés por elevada concentracion de cationes o por pH ambiental

alcalino.
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