VOLUMEN 16

'.A
o8 XXVII Verano De la Ciencia
ISSN 2395-9797
www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

Busqueda de factores de virulencia y genes implicados en la sintesis de
pared celular en especies ambientales del género Sporothrix

Helianet Guadalupe Villagomez-Yépez?, Dario Abel Baruch-Martinez?, Beatriz Adabelle Valderrama-Colunga', Verania
Jazmin Arvizu-Rubio?, Armando Giovanni Diaz-Nachez?, Diana Fernanda Mendoza-Reyes?, Ana Paulina Vargas-Macias',
Manuela Gomez-Gaviria', Héctor Manuel Mora-Montes'

'Departamento de Biologia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Guanajuato
’Departamento de Farmacia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Guanajuato

Resumen

El género Sporothrix comprende al menos 53 especies reportadas, las cuales se encuentran divididas en dos
clados: el clado clinico y por el clado ambiental. La patogenicidad del clado ambiental en mamiferos es
raramente observada y a la fecha, solamente habian sido reportados dos casos en humanos y dos en gatos
atribuidos a miembros del complejo S. pallida. Sporothrix posee factores de virulencia entre los cuales se
conocen la termo-tolerancia, el dimorfismo; la presencia de melanina, proteinasas extracelulares e
intracelulares y los biofilms. Mediante un andlisis bioinformatico se encontraron similitudes entre las
secuencias proteicas codificadas por los genes implicados en la virulencia de hongos patdgenos, asi como
se encontraron similitudes altas entre genes de la pared celular con especies del género Sporothrix. La alta
similitud indicaria que las secuencias se encuentran conservadas y que probablemente cumplen una misma
funcién en los organismos. Sin embargo, es importante corroborar los datos obtenidos de manera
experimental.
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Introduccion

Sporothrix es un género de hongos saprdfitos, dividido segun sus caracteristicas ecoldgicas en dos clados,
el clado clinico o el clado patogénico formado por Sporothrix brasiliensis, Sporothrix schenckii, Sporothrix
globosa y Sporothrix luriei; y el clado ambiental conformado por el complejo de Sporothrix pallida (Sporothrix
chilensis, Sporothrix mexicana, Sporothrix humicola y Sporothrix pallida) y por el complejo de Sporothrix
stenoceras (Rodrigues et al., 2020; Morgado et al., 2022). Estos organismos crecen principalmente en
plantas, madera, restos vegetales y materia organica en descomposiciéon. Los hongos de este género son en
su mayoria termodimorficos, es decir, que pueden llegar a crecer de forma filamentosa a 25 °C y en forma de
levadura a 37 °C (Iglesias-Osores et al., 2019; de Carvalho et al. 2021).

Todas las especies pertenecientes al clado patogénico, son capaces de causar esporotricosis, una micosis
subcutanea de naturaleza cronica que comienza en el momento en que la piel sufre una inoculacion
traumatica con materia organica en descomposicion que tienen presencia del hongo. (Legarraga et al., 2016)
o por zoonosis, siendo el gato el principal vector. La esporotricosis puede presentar diferentes
manifestaciones clinicas, siendo la forma linfocutanea y cutanea fija las mas comunes. Las formas
extracutanea y diseminada son mas comunes en pacientes inmunocomprometidos (Garcia-Carnero et al.
2021). Estas formas clinicas dependeran tanto del patégeno como de la respuesta inmune que el hospedero
sea capaz de ofrecer. (Amado & Bonifaz et al. 2011).

Fuera del clado clinico, la patogenicidad del clado ambiental en mamiferos es raramente observada y solo se
han reportado pocos casos en la literatura (particularmente hospederos inmunocomprometidos) acerca de
infecciones causadas por miembros de los complejos de S. pallida'y S. stenoceras (de Carvalho et al. 2021,
Rodrigues et al., 2020, Nesseler et al., 2019). Estas infecciones principalmente se han observado en gatos
tal como se describiéd en un caso particular de un gato infectado por una especie del complejo S. pallida
(Thomson et al., 2019). Hasta la fecha, solamente han sido reportados dos casos en humanos y dos en gatos
atribuidos a miembros del complejo S. pallida (Makri et al., 2020)
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Tanto en la patogenicidad como en la virulencia de Sporothrix, la pared celular es un factor de suma
importancia ya que protege a la célula de cambios drasticos en el ambiente externo, ademas de ser el primer
punto de contacto con el hospedero (Mora-Montes et al., 2009). La pared celular de S. schenckii esta
compuesta de glucanos, galactomananos, ramnomananos, quitina, glicoproteinas, glicolipidos y melanina
(Travassos L. R, Lloyd K. O. et al. 1980). Parece ser que una composicion adecuada de la pared celular es
de gran ayuda en el estrés ambiental y si asi lo requiere la naturaleza de la especie, en su virulencia (Madrid
et al., 2010; Lopez-Esparza et al., 2013).

A su vez, se sabe que hongos de genero Sporothrix poseen factores de virulencia (elementos del patégeno
que contribuye al dafio del hospedador) entre los cuales los mas estudiados del clado clinico son las proteinas
o componentes de la pared celular involucradas en la adherencia del hongo al hospedero, la termo-tolerancia
o el dimorfismo; la melanina, proteinasas extracelulares e intracelulares y los biofilms. (Garcia-Carnero et al.
2021).

Por otra parte, otra caracteristica de estos organismos es que pueden existir secuencias conservadas, es
decir, la secuencia de una proteina que esta implicada en la virulencia puede estar presente en Sporothrix
schenckiiy en Candida albicans, y a su vez, la misma secuencia puede estar presente en varias especies del
género Sporothrix, por ejemplo, Sporothrix inflata; esto podria estar relacionado directamente con la ortologia
de genes de distintos organismos, al existir especies que compartan un antepasado en comun. La
importancia de esto recae en la posibilidad de analizar una serie de genes de determinados hongos patégenos
y ver si estos se encuentran presentes en Sporothrix schenckii y a su vez en una especie determinada del
mismo género, lo que podria sugerir que se esté ante una proteina conservada o bien indicios de una funcion
concreta en la especie a comparar.

Sin embargo, pocos estudios se han enfocado en la variacién morfologica y fisiolégica entre las especies que
conforman el complejo de Sporothrix. Aunque, estudios recientes han demostrado que especies
morfolégicamente similares de este complejo pueden diferir en sus caracteristicas fisiolégicas (Marimon et.
Al., 2007; Rodrigues et.al, 2014). Por otra parte, en este trabajo se busco realizar una prediccion de los
posibles factores de virulencia y genes implicados en la sintesis de pared celular del clado ambiental del
género Sporothrix.

Materiales y métodos

Se realizaron analisis bioinformaticos para la comparacién de las proteinas de distintos hongos patégenos,
entre ellos Candida albicans, Aspergillus fumigatus y Cryptococcus neoformans con diferentes especies de
Sporothrix, utilizando la base de datos National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Busqueda Comparativa de proteinas en Sporothrix schenckii 1099-18

Se identificaron las proteinas correspondientes a 33 genes involucrados en la sintesis de la pared celular que
se encargan de la sintesis de la quitina, de 3-glucanos y de N- y O- glicosilacion de Candida albicans. Ademas,
se identificaron 106 genes involucrados en la virulencia de Candida albicans, Aspergillus fumigatus y
Cryptococcus neoformans.

1. Mediante el uso de la base de datos NCBI, se buscaron las proteinas de Candida albicans con el fin
de obtener su secuencia FASTA.

2. Una vez obtenida la secuencia FASTA se corrié un Blastp para poder comparar la secuencia
peptidica de Candida albicans con la ya anotada en S. schenckii, para esto se coloco el nombre
Sporothrix schenckii 1099-18 en el apartado de organism, para posteriormente compararla en un
segundo Blastp, con otras especies del género Sporothrix (S. Mexicana, S. insectorum, S. pallida,
S. luriei, S. inflata y S. humicola)

3. Los datos recopilados de cada blast fueron: identidad (%), similitud positiva (%), E. value y locus tag
de cada proteina encontrada. Resultados que se reportaron en tablas que nos permitieron ver las
similitudes correspondientes entre cada especie.
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Busqueda Comparativa de proteinas en especies de Sporothrix con genoma anotado

A partir de los datos anteriormente obtenidos, se realizdé un segundo Blast para aquellas especies en las que
su genoma esta anotado, siguiendo los pasos que se encuentran a continuacion:

1. Se abrié la informacion relacionada a la proteina con mayor porcentaje de similitud y se selecciond
el apartado “Sequence ID” para abrir una nueva ventana en la cual pudimos obtener la nueva
secuencia FASTA de interés.

2. Se corrio el Blast colocando esta vez en el apartado de Organism, el nombre de la especie Sporothrix
que se deseaba comparar.

3. Para esta seccion fue necesario recopilar los siguientes datos: identidad (%), similitud positiva (%),
locus tag y el E. value.

4. Para este caso se tomaron en cuenta las especies de: S. insectorum

Busqueda Comparativa de proteinas en especies de Sporothrix con genoma no anotado

En caso de que el genoma de la especie en cuestion no esté anotado se debe realizar una busqueda diferente
a la explicada en el punto anterior, de lo contrario no se encontraran resultados.
La metodologia usada se describe a continuacion:

1. Enla péagina principal del NCBI se coloco el nombre del hongo de interés y se abri6 la opcion BLAST.
2. Se coloco la segunda ventana marcada como tblastn

3. En dicha ventana se introdujo la secuencia FASTA obtenida en la primera parte de Basqueda
Comparativa de proteinas en Sporothrix schenckii 1099-18 descrita en este articulo.

4. Se corrid el Blast y se recopilaron los siguientes datos: Cobertura (%), identidad(%), similitud
positiva(%), gaps(%), E. value, secuencia ID y rango.

5. Para este caso se tomaron en cuenta las especies de S. pallida, S. mexicana, S. humicola, S. luriei
y S. inflata.

Resultados

Proteinas involucradas en la virulencia de C. albicans con ortologos en S. schencRii y en las especies
ambientales S. insectorum, S. mexicana, S. inflata, S. pallida, S. humicola y S. luriei.

En el presente trabajo se examinaron 68 proteinas involucradas en la virulencia de Candida albicans de las
cuales solamente 53 presentaron ortélogos en S. schenckiiy a su vez en el complejo de especies ambientales
conformado por S. insectorum, S. mexicana, S. inflata, S. pallida, S. humicola y S. luriei; mientras que no se
encontré similitud significativa con 13 de ellas y 2 no se encontraron en la base de datos del NCBI. (Ver
tabla1)

El mayor % de similitud entre C. albicans, S. schenckiiy de S. schenckii con S. luriei fue encontrada en una
proteina superéxido dismutasa de cobre/zinc, codificada por el gen sod1, con un valor de 83% con S.
schenckii y de 100% respectivamente con S. luriei. Por su parte, entre C. albicans, S schenckiiy S. humicola
fue encontrada en una proteina GTPasa, codificada por el gen Rho1, con un valor de 73% con S. schenckii y
100% respectivamente con S. humicola. Mientras que entre C. albicans, S. schenckii, S. inflata, S. insectorum
y S, pallida fue encontrada en una Dolicol-fosfato manosiltransferasa, codificada por el gen Dpm2, con un
valor de 69%, 100%, 100% y 100% de similitud respectivamente con cada especie. En cambio, entre C.
albicans, S. schenckiiy S. mexicana fue encontrada en una proteina de choque térmico, codificada por el gen
hsp60, con un valor de 87% y 99% respectivamente.
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Asi mismo, al comparar los % de similitud entre C. albicans, S schenckiiy S. insectorum, S. mexicana, S.
inflata, S, pallida, S. humicola'y S. luriei, se encontr6 que la proteina de choque térmico Hsp70, presento el
mayor valor en todas las especies ya mencionadas al tener un porcentaje de similitud del 89% con S
schenckii, 97% con S. luriei, un 98% con S. humicola, un 97% con S. inflata, un 88% con S. insectorum, 93%
con S. mexicana 'y 98% con S. pallida (ver tabla 1).

Los valores arrojados por la herramienta BLAST para las proteinas comparadas en esta seccion se
encuentran desglosados para su consulta en tabla 1. En los valores obtenidos mediante la herramienta
BLAST en la Tabla 1 en aquellas proteinas en las que no se encontré una similitud significativa se le colocé

X", mientras que para los genes que no se encontré en ninguna especie se colocd “-“. De igual forma, en
todos los resultados se obtuvo un valor de E.value mayor o igual a cero.

Tabla 1. Proteinas implicadas en los factores de virulencia de C. albicans y sus posibles ortologos en S. schenckii, S.
insectorum, S. mexicana, S. inflata, S. pallida, S. humicola y S. luriei. (NCBI).

) Yo de . . - - % similitud -~
Proteina de similitud % similitud % similitud % similitud % similitud % similitud
C. albicans N :i?:ngi(ii S. inflata S. pallida S. luriei S. mexicana insec t;:)rum S. humicola

Hgc1 48 95 93 95 93 92 93
Mp65 56 86 90 94 90 75 89
Phr1 65 96 93 90 87 87 93
Hsp90 88 98 98 98 98 97 98
Ndt80 50 89 91 97 83 70 91
Sap1 54 93 93 94 93 87 92
Sap2 53 93 93 94 93 87 92
Sap3 55 93 93 94 93 87 92
Sap4 51 93 93 94 93 87 92
Sap5 53 93 93 94 93 87 92
Sap6 53 93 93 94 93 87 92
Sap7 48 93 93 94 93 87 92
Sap8 53 93 93 94 93 87 92
Sap9 52 93 93 94 93 87 92
Plb1 57 92 89 93 91 83 89
Plb5 56 92 89 93 91 83 89
invgzgf: os Lip8 50 X 87 96 54 80 87
enla Hsp70 89 97 98 97 93 88 98
"g_“;;fci:n‘ie Hsp60 87 08 99 95 99 94 99
Icl1 74 98 97 99 97 95 97
Mis1 74 98 98 99 94 62 99
Cat1 75 97 93 99 92 95 96
Sod1 83 98 88 100 89 69 95
Sod4/Sod5 56 77 68 80 69 89 68
Yhb1 46 81 84 92 86 67 84
Cho1 70 83 82 81 97 72 82
Chs1 67 90 88 95 89 87 88
Chs2 68 93 94 98 90 83 91
Chs3 67 97 97 97 97 91 97
Kre1 X X X X X X X
Kre9 X X X X X X X
Kre6 X X X X X X X
Skn1 X X X X X X X
Fks1 78 98 97 98 89 95 97
Rho1 73 100 100 83 96 86 100
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Dpm1 78 89 92 99 72 90 92

Dpm2 69 100 100 97 94 100 97

Dpm3 61 98 94 66 97 92 94

Pmt1 59 88 91 96 91 91 89

Pmt2 65 88 92 82 97 90 91

Pmt3 56 88 92 82 91 87 91

Pmt4 65 88 98 99 91 91 98

Pmt5 52 88 91 96 91 91 90

Pmté 57 88 92 82 91 90 91

Mnt1 79 88 91 91 91 88 91

Mnt2 79 88 91 91 91 88 91

Bmt1 X X X X X X X

Bmt2 - - - - - - -

Bmt3 X X X X X X X

Bmt4 X X X X X X X

Bmt5 X X X X X X X

Pra1 X X X X X X X

Hgt1 58 78 73 50 88 63 84

Msb2 48 80 76 91 92 94 77

Hmx1 X X X X X X X

Rbt5 48 91 76 84 93 82 77

Sit1 64 90 86 92 87 67 89

Och1 46 78 91 100 90 81 89

Mnn9 73 98 98 98 98 91 98

Prm1 X X X X X X X

Hyr1 70 94 94 96 94 90 94

Hpw1 - - - - - - -

Als (51) X X X X X X X

Eap1 X X X X X X X

Iff4 X X X X X X X

Int1 50 X X 92 94 88 97

Ece1 X X X X X X X

Proteinas involucradas en la virulencia de A. fumigatus con ortologos en S. schenckRii y en las especies
ambientales S. insectorum, S. mexicana, S. inflata, S, pallida, S. humicola y S. luriel.

Por otra parte, para el analisis de las proteinas involucradas en la virulencia de Aspergillus fumigatus se
examinaron 19 genes, de los cuales 17 presentaron ortélogos en S. schenckii con un porcentaje de similitud
bastante variable, siendo desde 39% hasta 88%; mientras que en el gen RodA no se present6 una similitud
significativa con S. schenckii y el gen Ace2 no se encontr6 en la base de datos de NCBI. De los 17 genes
ortélogos en S. schenckii, 14 fueron los que se utilizaron para realizar el BLAST con las especies ambientales
analizadas de Sporothrix para evitar duplicaciones de datos. Al momento de realizar el BLAST, se observo
que de las proteinas ortdlogas en S. schenckii, las especies ambientales analizadas mostraron un porcentaje
de similitud mayor a 65%.

El mayor porcentaje de similitud entre A. fumigatus y S. schenckii se presentd en el gen CnaA que
corresponde a una subunidad catalitica de calcineurina, presentando un valor de 87%; en cambio entre S.
schenckii y las especies ambientales, el gen que presentd un mayor porcentaje fue Rhba que es una GTPasa
monomérica pequefia de Rheb, en donde los valores obtenidos fueron: S. insectorum — 96%, S. luriei — 99%,
S. humicola — 99, S. inflata — 97% y S. pallida — 97%, en donde la excepcion fue S. mexicana, ya de igual
forma presentaba otro segundo mayor porcentaje de similitud en el gen CnaA, ambos con un valor de 97%.
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Los valores obtenidos por la herramienta BLAST para las proteinas comparadas se encuentran desglosados
para su consulta en la Tabla 2. En los valores obtenidos mediante la herramienta BLAST en la Tabla 2, en
aquellas proteinas en las que no se encontrd una similitud significativa se le colocé “x”, mientras que para los

genes que no se encontré en ninguna especie se colocod “-“. De igual forma, en todos los resultados se obtuvo
un valor de E.value mayor o igual a cero.

Tabla 2. Proteinas implicadas en los factores de virulencia de A. fumigatus y sus posibles ortologos en S. schenckii, S.
insectorum, S. mexicana, S. inflata, S. pallida, S. humicola y S. luriei. (NCBI).

% de % similitud
Proteina de similitud % similitud % similitud % similitud % similitud ° % similitud
A.fumigatus con S. S. inflata S. pallida S. luriei S. mexicana t. S. humicola
schenckii [nsectorum
CrgA 53 84 84 84 84 69 85
ChsG 76 94 96 95 97 93 94
Gel2p 68 94 93 97 94 82 93
Ecm33 58 93 91 97 88 87 97
Ace2 - - - - - - -
RodA X X X X X X X
PksP 59 90 90 93 88 89 90
PpoA 67 93 94 98 93 87 94
. Genes PpoC 67 93 94 98 95 87 94
involucrados
enla GliP 39 96 78 87 76 67 76
virulencia de .
A. fumigatus Gliz 56 85 89 89 89 84 89
Rhba 88 97 97 99 97 96 99
SidA 64 81 78 83 81 66 76
CnaA 87 98 97 92 97 89 87
Mvp1 60 98 81 99 84 73 88
ZafA 54 79 71 92 69 70 69
ZrfA 55 93 93 92 92 84 93
ZrfB 55 93 93 91 92 84 93
zZrfC 55 95 93 91 92 84 93

Proteinas involucradas en la virulencia de C. neoformans con ortologos en S. schenckii y en las especies
ambientales S. insectorum, S. mexicana, S. inflata, S, pallida, S. humicola y S. luriel.

Ademas de las proteinas ya analizadas, también se realizé un analisis bionformatico con respecto a los genes
involucrados en la virulencia de C. neoformans con ortélogos en S. schenckii y en las especies ambientales.
Estudio en el cual el 100% de los genes examinados presentaron ortdlogos en S. schenckii y el clado
ambiental.

Observando la Tabla 3, los resultados informan un % de similitud por arriba del 70% en absolutamente todos
los genes analizados de esta lista, valor que nos dice sobre la posibilidad de que las secuencias nucleotidicas
encontradas en cada especie de Sporothrix conserven las mismas funciones, a pesar de no tener identidad
en sus aminoacidos. Siendo S. pallida la especie con mayor ortologia a los genes implicados en la virulencia

de C. neoformans.

Los valores arrojados por la herramienta BLAST para las proteinas comparadas en esta seccion se
encuentran desglosados para su consulta en tabla 3. En los valores obtenidos mediante la herramienta
BLAST en la Tabla 3 en aquellas proteinas en las que no se encontré una similitud significativa se le colocé
“x”, mientras que para los genes que no se encontraron en ninguna especie se colocé “-“. De igual forma, en

todos los resultados se obtuvo un valor de E.value mayor o igual a cero.
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Tabla 3. Proteinas implicadas en los factores de virulencia de C. neoformans y sus posibles ortologos en S. schenckii, S.
insectorum, S. mexicana, S. inflata, S. pallida, S. humicola y S. luriei. (NCBI).

Proteina de % de % similitud
c similitud % similitud % similitud % similitud % similitud ° % similitud
. con S. S. inflata S. pallida S. luriei S. mexicana . . S. humicola
neoformans " insectorum
schenckii
Ure1 81 96 96 97 96 84 96
Plb1 50 92 89 93 91 83 89
Sch9 58 98 84 91 98 83 84
Snf1 44 92 89 95 95 81 88
Acs1 - - - - - - -
Pyk1 - - - - - - -
Hva1 X X X X X X X
Genes Cmk1 ° ° ° ° ° ° °
involucrados Hsp90 87 98 98 98 98 97 98
_ enla Trx 68 78 83 89 82 75 77
virulencia de
C. Grx 61 90 90 100 87 85 95
neoformans soD1 78 98 98 100 93 89 95
Prx 73 95 96 98 96 92 88
CAT 56 83 83 94 89 72 83
HSP104 - - - - - - -
HSF1 61 88 76 91 78 71 78
SSA1 88 97 98 97 93 94 98
Hxk1 - - - - - - -
Hxk2 - - - - - - -

Proteinas involucradas en la sintesis de pared celular de C. albicans con ortologos en S. schencRii y en las
especies ambientales S. insectorum, S. mexicana, S. inflata, S, pallida, S. humicola y S. luriei.

Se analizaron 32 genes que se ven involucrados en la sintesis de pared celular en C. albicans de los cuales
solo 26 presentaron cierta homologia con S. schenckii, los valores de similitud fueron variables desde 37%
hasta 79%. Cada uno de estos genes fue igualmente comparado con las especies ambientales y todos estos
tuvieron similitud con S. schenckii.

Los valores obtenidos mediante la herramienta BLAST se muestran en la Tabla 4 donde se muestra la
comparativa entre C. albicans y S. schenckii y donde se muestra la comparativa entre S. schenckii y las
especies del clado ambiental. Aquellas en las que no se encontré una similitud significativa se le colocé “x”,
mientras que para los genes que no se encontrd en ninguna especie se coloco “-“. De igual forma, en todos
los resultados se obtuvo un valor de E.value mayor o igual a cero.

Tabla 4. Proteinas involucradas en la sintesis de pared celular en C. albicans y sus posibles ortologos en S. schenckii,
S. insectorum, S. mexicana, S. inflata, S. pallida, S. humicola y S. luriei. (NCBI).

% de % similitud
Proteina de similitud % similitud % similitud % similitud % similitud ° % similitud
C. albicans con S. S. inflata S. pallida S. luriei S. mexicana . . S. humicola
schenckii insectorum
Chs1 67 90 88 95 90 91 91
Genes
involucrados Chs2 68 93 94 98 90 91 91
en la sintesis Chs3 67 97 97 97 89 83 88
de quitina
Chs8 65 93 94 98 97 92 97
Genes Kre5 57 95 98 95 94 86 94
involucrados
en la sintesis Cwh41 57 93 97 93 91 79 91
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betag?uecanos Rot2 58 95 97 97 95 87 95
Cne1 - - - - - - -
Kre6 X X X X X X X
Skn1 X X X X X X X
Kre9 X X X X X X X
Knh1 X X X X X X X
Kre1 X X X X X X X
Rho1 73 98 100 83 89 86 100
Meq_00226 76 98 97 98 99 95 97
Gls2 71 98 97 98 99 95 95
Rom2 58 95 92 97 92 91 92
Och1 46 93 91 100 90 81 89
Van1 64 86 89 92 88 95 95
Anp1 76 86 89 92 88 95 95
Mnn9 73 97 98 98 98 91 98
Mnn10 64 95 96 92 70 89 75
Mnn11 52 77 95 94 94 84 96
Genes Mnn2 50 88 77 89 75 66 77
involucrados Mnn6é - - - - - - -
en la sintesis
de N-y O- Mnn1 37 88 77 89 75 66 77
glicanos Pmt1 59 88 91 % 91 91 89
Pmt2 65 88 92 82 97 90 91
Pmt4 63 99 98 99 98 91 98
Pmt6é 57 88 92 82 97 90 91
Mnt1/Ktr1 78 91 91 91 98 88 91
Mnt2 79 91 91 91 91 88 91
Mnt3 68 91 91 91 91 88 91

Discusion de resultados

Proteinas involucradas en la virulencia de C. albicans con ortologos en S. schencRii y en las especies
ambientales S. insectorum, S. mexicana, S. inflata, S, pallida, S. humicola y S. luriel.

Dentro de las proteinas de choque térmico de C. albicans estan las proteinas provenientes del gen hsp70 y
hsp60 mismas que obtuvieron el primer y segundo mayor porcentaje de similitud respecto a S. schenkii y el
mas alto de todos en las especies ambientales (véase Tabla 1). Ambas proteinas son chaperonas reguladas
positivamente en respuesta a condiciones de estrés, al hablar de especies ambientales no consideradas
potencialmente patogénicas, los porcentajes de similitud de estos genes podrian sugerir su participacion en
la produccion de proteinas que ayudan en la promocion del plegamiento y replegamiento de proteinas durante
condiciones de choque térmico y estrés proteotdxico.

El gen Fks1 también presenté un gran porcentaje de similitud (véase Tabla 1.) en todas las especies ya
mencionadas. Este gen codifica para la enzima 1, 3-B- D glucano-sintasa implicada en la biosintesis del
polimero de beta-1,3-glucano que es un componente principal de la pared celular fungica (Amado et al. 2018),
en el caso de las especies ambientales se puede sugerir que esta proteina pertenece a una secuencia
conservada que esta presente para la sintesis de glucanos en la estructura de su pared celular.

Las proteinas SOD son un factor de virulencia importante en casi todos los hongos patégenos, catalizando la
conversion de radicales superéxidos en oxigeno molecular. Al realizar el analisis a la proteina proveniente
del gen sod1 dio un valor significativo respecto a S. schenkii y a su vez con S. luriei, (véase tabla 1) esto
puede sugerir que a pesar de que estd ultima no es una especie patdégena naturalmente, pertenecen a la
misma familia y existe la posibilidad de que algunos de estos genes implicados en virulencia se encuentren
también en especies del clado ambiental.
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Otro hecho observado durante la busqueda de genes ortdlogos fue que entre C. albicans, S schenckiiy S.
humicola fue encontrada en una proteina GTPasa, codificada por el gen Rho1, con un valor de 73% de
similitud con S. schenckii y 100% de similitud respectivamente con S. humicola. Es bien conocido que esta
proteina GTPasa de tipo Rho regulan el crecimiento polarizado en la levadura mediante la reorganizacién del
citoesqueleto de actina y mediante vias de sefializaciéon que controlan la expresion de genes biosintéticos de
la pared celular. Sin embargo, el Rho1 también estimula la actividad de la b-1,3-glucano sintasa que cataliza
la biosintesis del beta-1,3-glucano, el principal componente estructural de la pared celular de la levadura
(Martinez-Rocha et. al 2008). Al tener este gen una funcion tan importante en el crecimiento e integridad
celular es por ello que deducimos que hay una alta similitud entre las especies ya mencionadas, pues dicho
gen es vital para ellas y sugiere que la composicién de la pared celular puede ser de beta-1,3-glucano .

Por otro lado, las proteasas aspartil secretorias, las cuales son proteinasas de tipo pepsina secretadas por
patdégenos para degradar las proteinas del hospedero, asi como estan relacionadas con la co-regulacién de
otros factores de virulencia como la formacién de hifas, la adherencia y el cambio fenotipico (Naglik, et al.,
2003), son proteinas pertenecientes a la familia de genes sap1-9. Al analizar esta familia de genes se observo
que el porcentaje de similitud entre C. albicans con S. schenckii se obtuvo entre los 48-54% lo cual es un
valor bajo y, por tanto, no se puede decir confiablemente que estos genes esten en S. schenckii y por
consiguiente que se encuentren en las especies del clado ambiental. No obstante, dichas especies
ambientales generaron un % de similitud entre S. schenckii con cada una de ellas de un valor de entre 87-
94% de % de similitud. Asi mismo, genes como el Hgc1, el Mp65, Ndt80, Plb1, PIb5, Lip8, Sod 4, Sod 5,
Yhb1, Pmt1-6, Hgt1, Msb2, Rbt5, Och1, e Int1 presentaron valores menores al 60% en el porcentaje de
similitud, de manera que tampoco se puede decir confiablemente que estos genes estén en S. schenckii y
por consiguiente que se encuentren en las especies del clado ambiental, las cuales probablemente no
necesiten de estos genes al ser en su mayoria genes implicados totalmente en virulencia y patégenicidad.

Proteinas involucradas en la virulencia de A. fumigatus con ortologos en S. schencRii y en las especies
ambientales S. insectorum, S. mexicana, S. inflata, S, pallida, S. humicola y S. luriel.

Dentro de los genes analizados para A. fumigatus con ortélogos en S. schenckii se encuentra CrgA, el cual
corresponde a una proteina de procesamiento de RNA ribosomal, ya que tiene la capacidad de unirse al RNA
al igual que a los iones de los metales, como lo es el zinc, ademas de que este funciona como una proteasa
dependiente de ATP; en los resultados el porcentaje de similitud de A. fumigatus 'y S. schenckii fue inferior al
60% y superior entre los valores de S. schenckiiy las especie ambientales, por lo que se puede asimilar como
hipétesis que el factor de virulencia entre ambos géneros son diferentes al no poder considerarse como genes
ortélogos (UniProt). En relacion con el zinc, también se pueden mencionar los genes ZrfA, ZrfB y ZrfC, los
cuales funcionan como transportadores de este oligoelemento metalico, principalmente en la membrana, y
en donde también se relaciona el gen ZafA que funciona como un activador transcripcional de la sensibilidad
al zinc, respecto a este grupo de genes, los porcentajes de similitud entre A. fumigatus 'y S. schenckii fueron
inferiores a 55%, pero al comparar entre S. schenckii y las especie ambientales, los valores fueron superiores
a 69%, llegando a 95% en el caso de S. inflata, lo cual nos indica que estos genes no se pueden considerar
como ortologos para S. schenckii, por lo que se puede considerar que las especies ambientales no lleguen a
requerir de estos genes (UniProt).

En el grupo de genes de PpoA y PpoC los porcentajes de similitud fueron de 67% entre A. fumigatus y S.
schenckii, por lo que estos genes si se consideran ortélogos, ademas estos corresponden a oxigenasas de
acidos grasos similares a la ciclooxigenasa, en el caso de PpoC, este es el responsable de sintesis de varias
oxilipinas derivadas de acidos grasos, y las cuales pueden actuar como factores que modulan el desarrollo
de hongos que contribuyen a la resistencia a las defensas del huésped, y en las especies ambientales el
porcentaje de similitud fue superior al 87%, lo cual indicaria que se trata de genes que si son necesarios para
estas especies. Por otra parte, en el caso del gen RodA de A. fumigatus, no se encontraron similitudes
significativas en S. schenckii, lo cual indicaria que no requiere de ese regulador secundario del metabolismo.
(Bok & Keller, 2004).

Proteinas involucradas en la virulencia de C. neoformans con ortologos en S. schencRii y en las especies
ambientales S. insectorum, S. mexicana, S. inflata, S, pallida, S. humicola y S. luriel.
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Por otra parte, Cryptococcus neoformans, al igual que C. albicans y A. fumigatus, tiene una serie de factores
de virulencia que, en su conjunto permiten la infeccion fingica en el huésped. Distintos genes de este
microorganismo han sido buscados en el genoma de diferentes especies de Sporothrix, de manera que, los
resultados expuestos en este articulo nos ayudan a revelar las similitudes o diferencias en las estrategias de
virulencia entre C. neoformans'y Sporothrix spp.

Como es sabido, un factor muy importante en la virulencia de C. neoformans es el gen implicado en la
produccién de ureasa, metaloenzima que hidroliza la urea en diéxido de carbono y amoniaco (Josep M. et al.,
2007). En nuestro analisis bioinformatico, el gen ure1 que codifica para dicha enzima se encontré en una
similitud por arriba del 80% de las especies estudiadas. Sin embargo, aunque se sabe que la expresién de
dicha enzima se da en el género Sporothrix (Almeida-Paes R. et al., 2015) no hay estudios que relacionen la
funcion de esta enzima que permite a C. neoformans invadir el sistema nervioso central, con respecto al papel
que desempefia en Sporothrix, por lo que este presunto factor necesita ser estudiado a detalle para este
género de hongo.

Por otra parte, el grupo de proteinas antioxidantes conformado por peroxirredoxinas, glutatién peroxidasas,
tiorredoxinas y superoxido dismutasa, pertenecientes a factores de virulencia de C. neoformans también
fueron comparadas, encontrandose resultados prometedores en todas las especies aqui estudiadas. Sin
embargo, S. luriei fue la especie con valores de identidad y similitud mayores para este grupo de proteinas.
Estos resultados positivos nos hablan de la posible capacidad de estas especies ambientales para inducir
una respuesta ante el estrés oxidativo (Gessler et al., 2007).

Ademas, en todas las especies del clado ambiental estudiadas, se encontrd la proteina perteneciente a la
familia las chaperonas (Hsp90) en un valor de similitud significativo (97-98%), lo cual nos podria decir que
estas especies ambientales de Sporothrix cuentan con la proteina de choque térmico que les brinda el atributo
de la termotolerancia (Rodriguez-Caban, et al., 2011) factor de virulencia que también es importante para C.
neoformans (Chatterjee, S. et al., 2017).

Proteinas involucradas en la sintesis de pared celular de C. albicans con ortologos en S. schencRii y en las
especies ambientales S. insectorum, S. mexicana, S. inflata, S, pallida, S. humicola y S. luriei.

La pared celular dicta la forma cambiante de un hongo, es por ello que el estudio y comprension de los
mecanismos de biosintesis de la pared nos puede brindar una idea acerca de la patogénesis de éste, algunas
de las mas estudiadas son las quitin-sintasas.(Chua et al., 1994), la quitina es un homopolisacarido presente
en la capa interna de la pared celular de C. albicans, dicho homopolisacarido es sintetizado por las quitin-
sintasas(Mora-Montes et al., 2011),es por ello que fue importante hacer un analisis de los siguientes genes:
Chs1, Chs2, Chs3 y Chs8 en un BLAST de C. albicans con S. schenckii, arrojando valores muy similares,
encontrando cierta similitud entre estas especies, al relacionar S. schenckii del clado clinico en el clado
ambiental, se realizé un segundo BLAST que arrojé que en todas las especies estudiadas del clado ambiental
hay 83%-98% de similitud positiva (Vease tabla 4), por lo que estamos ante proteinas conservadas, que se
encuentran tanto en el clado clinico como en el clado ambiental.

Los genes Rho1, Meq_00226 y Gls2 son responsables de la sintesis de B-glucano sintasas y para estos
genes se encontro similitud con genes en S. schenckii obteniendo los siguientes valores de identidad a 73%,
76% y 71%. Al hacer la comparativa con las especies del clado ambiental se encontré que dichos organismos
probablemente tienen estos genes , ya que el porcentaje de similitud fue mayor al 80%; estos resultados
indican que estos genes posiblemente estan presentes tanto en S. schenckii como en las especies del clado
ambiental; estas sintasas tienen relevancia dado que, como su nombre lo indica, son factores importantes en
la biosintesis de B-1,3-glucanos los cuales son uno de los componentes principales de la pared celular en
conjunto con la quitina (Martinez-Rocha et. al 2008).

En la busqueda de los genes involucrados en la sintesis de N-y O- glicosilaciéon se encontré que la mayoria
tienen su homologo en S. schenckii en el que el valor maximo de similitud positiva fue de 79%, mientras que
el valor minimo fue de 37%. Respecto a los genes Mnn6, Kre6, Skn1, Kre9, Knh1 y Kre1 no se encontraron
similitudes significativas al momento de realizar la comparativa entre organismos, por lo que se puede inferir
que dichos genes no tienen homaologos en S. schenckii y por lo tanto no lo tendrian las especies del clado
ambiental. En su mayoria, los genes involucrados en la sintesis de N-y O- glicosilacion incluyen proteinas
manosiltransferasas. La manosa es un sacarido que se encuentra presente en un glicoconjugado que se halla
en la pared celular y que actia como uno de los componentes antigénicos principales en la infeccién por
especies del complejo S. schenckii. (Lopez-Romero et al., 2011, Garcia Carnero et al., 2022) La glicosilacion
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es importante dado que facilita la interaccion entre hospedero y el patégeno y, ademas, proteinas propias del
patogeno pueden glicosilar proteinas del hospedero lo cual puede desencadenar la infeccion (Lin et al., 2020)

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este proyecto permitieron analizar la ortologia que puede existir en organismos
con genes involucrados en virulencia y sintesis de pared de un conjunto de hongos patdégenos conformado
por C. albicans, A. fumigatus y C. neoformans, los cuales fueron analizados mediante el uso de la herramienta
BLAST en S. schenckii y posteriormente con el complejo de especies ambientales de Sporothrix, (S.
insectorum, S. mexicana, S. inflata, S, pallida, S. humicola y S. luriei). Obtener esta serie de datos puede
sugerir que la similitud e identidad entre este complejo de hongos patégenos y este complejo de especies
ambientales es muy elevada, en cuanto a genes involucrados con su virulencia y la sintesis de su pared
celular, lo que es muy interesante al no ser consideradas estas ultimas como potencialmente patégenas, lo
que puede sugerir que es una cuestion de secuencias conservadas y ortologia entre organismos. Ademas,
de que el anadlisis de datos permite analizar cual es la relacion presente entre los genes ortélogos y las
especies ambientales analizadas, ya que se trata de especies poco estudiadas, y mediante la informacién
obtenida se puede estimar tedricamente cuales son los genes que tienen en comun las especies del clado
clinico a las especies del clado ambiental. Sin dejar de lado, que estos resultados que se obtuvieron mediante
analisis bioinformaticos deben ser corroborados de manera experimental.
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