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INTRODUCCION GENERAL

1. Caracteristicas generales de Aspergillus nidulans

El géenero Aspergillus (Geiser et al., 2007) comprende unas 300 especies, entre las
que se incluyen algunas de interés alimentario (A. niger y A. oryzae) y clinico (A.
fumigatus, A. flavus o A. parasiticus) (Taylor et al., 1993). Aspergillus nidulans es un
organismo modelo empleado en estudios de biologia fundamental (Pontecorvo et al.,
1953; Martinelli, 1994). Sus caracteristicas para el cultivo (37 °C), caracter saprdfito, la
facilidad para realizar experimentos en genética clasica, el caracter haplo-diplonte del
ciclo de vida y el caracter no patdgeno de esta especie facilitan su uso (Taylor et al.,
1993).

El genoma de A. nidulans, de 30,52 millones de pares de bases, esta distribuido en
8 cromosomas. Contiene alrededor de 11.000 genes (Galagan, 2005), de los cuales, solo
el 20% han sido caracterizados (Andersen, 2014). Los datos actualizados del genoma

pueden consultarse en Aspergillus Genome Database (www.aspg.com) (Cerqueira et al.,

2014), sin embargo, la informacién mas completa esta siendo integrada en la base de
datos FungiDB (www.fungidb.org/fungidb/) (Basenko et al., 2018).

2. Ciclo de vida

El ciclo de vida de Aspergillus nidulans incluye fases haplontes y diplontes,
detallados en la Figura 1 (Casselton y Zolan, 2002). La primera etapa (haploide) comienza
con la germinacién de una espora y continta con la formacion de un tubo germinativo.
El crecimiento vegetativo, estd basado en hifas, que conforman una colonia
intercomunicada denominada micelio. Dependiendo de los estimulos del entorno, el
hongo puede llevar a cabo el desarrollo asexual para formar conidias (mitosporas), o
sexual, dando lugar a ascosporas (meiosporas). En ciertos casos, un individuo puede
Ilevar a cabo la fusion de hifas con otro, con fusidn de nucleos, dando lugar a un diploide
(ciclo parasexual). Teniendo en cuenta que esta tesis se ha centrado principalmente en las
etapas comprendidas entre el crecimiento vegetativo y el desarrollo asexual, a

continuacion, se explicaran detalle estas dos fases del ciclo de vida.


http://www.aspg.com/
http://www.fungidb.org/fungidb/
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2.1. Crecimiento vegetativo

La formacion del micelio se inicia con la germinacion una espora asexual o sexual.
Estimulos externos (principalmente, presencia de agua y azucares) propician una primera
fase de crecimiento isotropico (Momany, 2002). A continuacion, se establece un punto
de crecimiento polarizado dando lugar al tubo germinativo. Este tubo se extiende de
manera polarizada hasta dar lugar a la formacion de una hifa. Las hifas son células
cilindricas multinucleadas que mantienen un crecimiento polar (Riquelme et al., 2003) y
estan separadas por septos, a través de cuyos poros se regula el flujo de material celular
(Harris, 2001).

La hifa principal da lugar a ramificaciones, las cuales se van extendiendo sin alterar
al crecimiento de la hifa principal (Trinci, 1970). A medida que transcurre este patron de
crecimiento, las ramificaciones distales acaban fusionandose entre si mediante un proceso
denominado anastomosis, el cual ha sido observado detalladamente en el ascomiceto
Neurospora crassa que ofrece ventajas para la observacion microscopica, por su tamafio
(Roper et al., 2015; Fischer y Glass, 2019) (Figura 2). La cinética del crecimiento de un

micelio ha sido estudiada en detalle en Aspergillus nidulans (Trinci, 1969; 1970).

Zona interior de
la colonia

Zona periférica
de la colonia

Figura 2. Morfologia de una colonia de Neurospora crassa durante el ciclo vegetativo: En la zona interior de
la colonia, las hifas estan interconectadas tras fendmenos de anastomosis (arriba a la derecha), mientras que,
en la zona periférica, se repelen la una a la otra (abajo a la derecha). Modificado a partir de (Hickey et al.,
2002) y (Buller, 1933)
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2.2. Desarrollo asexual

Las hifas vegetativas son células toti potentes, capaces de adoptar los distintos
programas de desarrollo (Figura 1). En el caso del desarrollo asexual, ciertas células del
micelio inician el proceso de desarrollo que culmina en la formacion del conidiéforo. El
proceso se inicia con la formacion de la célula pie (Mims et al., 1988). A partir de esta
célula, se genera un tallo que se extiende de manera perpendicular al sustrato hasta
alcanzar aproximadamente 100um (Figura 3A). A continuacion, la zona apical del tallo
se expande formando la vesicula (Figura 3B). Una vez formada la vesicula, emergen
primero las métulas (Figura 3C) y sobre estas, la fialidas, células especializadas en la
produccion de conidias (Figura 3D). Finalmente, se forman las conidias de manera
acropetal (Figura 3E) (Adams et al., 1998).

s

Figura 3. Cambios morfol6gicos de la hifa. El tallo (A), la vesicula (B), las métulas (C), las fialidas (D) y las
conidias (E). Modificado a partir de (Adams et al., 1998).

Las colonias presentan hifas no diferenciadas en su margen, las cuales solo
presentan crecimiento vegetativo (Figura 4). La exposicién de las hifas competentes en
condiciones idoneas para la formacion de conidioforos, resulta en el inicio del programa

de desarrollo asexual.

Figura 4. Imagen representando la emergencia de conidi6foros desde la periferia de la colonia (derecha)

hacia la zona interior de la colonia (izquierda). Barra de escala =5 mm.
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3. La transicion desde la hifa al conidioforo en Aspergillus nidulans

Este estudio se ha centrado principalmente en el inicio del desarrollo asexual del
hongo, en el que las hifas vegetativas competentes responden estimulos del entorno que
conducen a su diferenciacion llevando a cabo los cambios morfogenéticos ya descritos.
Estudios genéticos determinaron que algunos genes que se expresan en celulas
vegetativas son necesarios para la induccion del desarrollo asexual, como se explicaré a

continuacion.

Las células que conforman el micelio deben adquirir la madurez o competencia
necesaria para dar paso a la formacion de conidioforos. Axelrod et al. (1973) observaron
que una colonia de A. nidulans necesita un minimo de 20 horas de crecimiento para
adquirir la competencia para promover el desarrollo asexual. Una vez obtenida la
competencia, el periodo requerido para la produccion de un conidioforo es de

aproximadamente 5 horas (Noble y Andrianopoulos, 2013).

El inicio del desarrollo asexual requiere de ciertos estimulos ambientales. El

estimulo principal para inducir el desarrollo es la emergencia al aire (Morton, 1961).

En el caso de Aspergillus nidulans la exposicién a la luz roja (645-700 nm) y azul
(400-495 nm) y concentraciones bajas de CO, son factores ambientales que favorecen
formacion de conidiéforos sobre el desarrollo sexual (Mooney y Yager, 1990). La
deteccion de luz se efectla por una serie de fotoreceptores sensibles a la luz roja
(fitocromo) (Blumenstein et al., 2005) y la luz azul (‘white collar’) (Purschwitz et al.,
2008). La deteccion y transduccion de estas sefiales implica a un complejo de factores
colectivamente denominado como complejo Velvet (Bayram et al., 2010). Dentro de este
complejo, uno de los reguladores que destaca en respuesta a la luz es VeA, una proteina
con un papel importante en la sefializacién de este estimulo (Calvo, 2008). VeA regula
multitud de procesos como la transduccién de las condiciones luminicas percibidas por
los fotoreceptores (Stinnett et al., 2007; Bayram et al., 2008; Purschwitz et al., 2009), el
desarrollo asexual y sexual (Kim et al., 2002), la regulacion de metabolitos secundarios

(Kato et al., 2003), y la respuesta al estrés nutricional (Atoui et al., 2010).

Existen factores enddgenos que modulan el equilibrio entre el desarrollo asexual y
sexual. Estos compuestos son conocidos como ‘psi factors’ (precocious sexual indurcers),

pertenecen a la familia de las oxilipinas (Tsitsigiannis et al., 2005). De la misma forma,
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las poliaminas, afectan también a la produccién de conidias y a la maduracion de las

celulas de la colonia (Guzman-de-Pefia et al., 1998; Rocha y Wilson, 2019).

Al margen de estos estimulos enddgenos, ciertas condiciones que comprometen el
crecimiento de la colonia, genéricamente englobadas como de estrés, propician el
desarrollo asexual. Los tipos de estrés mejor estudiados son el osmético, el oxidativo y el
estrés producido por hambre de carbono o nitrégeno (Etxebeste et al., 2010b). El estrés
osmatico es inducido por concentraciones elevadas de sales inorgénicas en el medio de
cultivo (Lee y Adams, 1996), mientras que el estrés oxidativo esta condicionado por la
presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Vargas-Perez et al., 2007). En lo que
respecta al estrés inducido por la falta de nutrientes, se ha podido confirmar que la
ausencia de fuentes de carbono o nitrégeno es capaz de inducir la conidiacion, incluso en
un medio sumergido, donde no tiene lugar el contacto con la atmosfera (Skromne et al.,
1995). En general, se entiende que, en condiciones de estrés, la induccion del desarrollo
asexual esta regido por circuitos de regulacion distintos a los que operan en condiciones

de crecimiento normales.

Frente a estos estimulos, el hongo cuenta con varios factores genéticos, los cuales,
acttan tanto en la regulacion del cese del crecimiento, como la induccién de la formacién
del conidioforo. En lo que respecta a la regulacion del crecimiento, A. nidulans cuenta
con un sistema formado por proteinas G heterotriméricas (Lafon et al., 2005), y otras
proteinas que regulan la sefializacion de la proteina G, controlando, la intensidad y la

duracion de la sefial de la proteina G (Yu, 2006; El-Defrawy y Hesham, 2020).

Los genes que participan en la induccion del desarrollo asexual estan clasificados
segun la etapa del desarrollo en la que actGan. El primer grupo recoge aquellos factores
que se expresan en hifas vegetativas y se conocen como factores de induccion temprana,
0 UDAs (Upstream Developmental Activators) (Yu et al., 2006). Dentro de este grupo,
se han descrito un total de 6 genes: fluG, flbA, flbB, fIbC, flbD y fIbE (Wieser et al., 1994)
(Figura 5). Las funciones que se han atribuido a los UDAs son la inhibicion del
crecimiento vegetativo y la regulacion del inicio del desarrollo del conidiéforo hasta el
estadio de la formacion de la vesicula. En estudios de epistasis, FIuG (fluffy) y FIbA
(fluffy low brlA) han sido descritos como los primeros factores de induccién temprana
(Lee y Adams, 1996), y que el resto (flbB, fIbE, flboC y flbD) (fluffy low brlA) le suceden
en la funcién (Ni et al., 2010). A flIbA se le ha atribuido un papel de regulador de la
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sefializacion de la proteina G (Yu et al., 1996), la cual actda en la traduccion de sefiales
que regulan en crecimiento de la colonia (Li et al., 2007). FIbA y FluG muestran una
dependencia mutua en la induccién del desarrollo asexual, ya que la presencia de ambos
es necesaria para que se inicie formacion del conidiéforo (Lee y Adams, 1996). Sin
embargo, el papel de FIuG en el proceso no se ha esclarecido, como se detallard

posteriormente.

: = : Reguladores extcrnos/{Germin.ac.ién de
actores de Induccion Temprana conidias
m Madur?c.l()n de
/ flbC \ -/ T / conidine

fluG —| sfga - ——— fIbD [brIA — abaA —» wetA |—» Conidiacién

“ S — ﬂbE
7\\ \ F ‘ut(n(s de R(g,,ulduon Central
/ N
" fle
fIbA

medA stuA

Figura 5. Rutas genéticas de la conidiacion. Estimulos tanto externos como enddgenos activan los Factores
de Induccion Temprana (UDA), cuyo papel se centra en la activacion de la Ruta Central del Desarrollo
(CDP), la reguladora de la sintesis del conidiéforo. Modificada a partir de (Park y Yu, 2012). Dentro de la
ruta UDA, se ha propuesto que FIuG actta sobre FIbA y SfgA, eliminando el efecto represor que tiene este
altimo en la inhibicidn de los genes Flb, los cuales, son los encargados de regular la induccion del gen birA.
Una vez inducido el gen brlA, le siguen la activacion de los genes abaA, wetA, medA y stuA, encargados
de llevar a cabo varios procesos que completan la formacién de la estructura del conidiéforo y la formacion

de las esporas. Modificada a partir de (Park y Yu, 2012).

Se ha planteado que flbB, flbD y fIbE actdan conjuntamente y que fIbC juega un
papel paralelamente a estos Gltimos (Yu et al., 2006). floB codifica un factor de
transcripcion tipo bZip, que esta localizado en la punta de las hifas (Spitzenkdrper) y en
el nacleo mas apical de las hifas vegetativas (Etxebeste et al., 2009). flbD codifica un
factor de transcripcidn tipo cMyb que esta localizado en el nicleo de las hifas vegetativas
(Garzia et al., 2010) y fIbE codifica una proteina que contiene dominios funcionales
conservados (Cortese et al., 2011) y es necesaria para la localizacion de flbB en el
Spitzenkdrper (Garzia et al., 2009). flbC, codifica un factor de transcripcién C2H2 que se
encuentra en el nicleo de las hifas vegetativas y las estructuras que forman el conidiéforo
(Kwon et al., 2010).

Existen genes que, sin estar catalogados en el grupo de los UDAS, son necesarios
para iniciar el desarrollo asexual, puesto que sus mutantes afuncionales, son aconidiales,

sin alteraciones notables en el crecimiento. Como ejemplo, atgA (atgl) (Krohn et al.,
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2014), atgH (atg8) (Kikuma et al., 2006; Pinar et al., 2013), atg4, atgl3, atgl5 (Kikuma
y Kitamoto, 2011), atg26 (Kikuma et al., 2017) asociados a la autofagia, gmcA (Etxebeste
et al., 2012) y otros enumerados por (Martinelli y Clutterbuck, 1971) los cuales no se han
asociado con procesos celulares especificos. El desarrollo del conidioforo conlleva
cambios profundos en el metabolismo de la colonia, junto con un incremento en la
produccion de metabolitos secundarios y la activacion de un proceso autolitico y de
reciclado de nutrientes mediante la autofagia (Anderson y Smith, 1971; Kikuma et al.,
2007; Shoji et al., 2010) (Figura 6).

Conidias Filidas / Almacenamiento de
'a,l as nutrientes en las conidias
Métula
Vesicula
o)
Tallo del _|
conidioforo Nutrientes
(o)
P o

Figura 6. Diagrama esquematico del flujo de nutrientes reciclados por autofagia en conidiacion. Los
nutrientes reciclados por la autofagia se transportan a través de vacuolas esféricas y tubulares y se
almacenan en conidias. La autofagia también contribuye a la diferenciacién en vesiculas de conidioforos,
fialidas/métulas y conidias. Las vacuolas esféricas y tubulares se muestran en color gris, y los nutrientes
estan indicados mediante puntos negros. Las flechas indican el flujo de nutrientes. Las vacuolas en las que
ocurre la autofagia se indican con aros negros. Modificado a partir de (Kikuma et al., 2007)

El segundo grupo de factores son necesarios para culminar en desarrollo del
conidioforo. Estos factores componen la ruta central del desarrollo, o CDP (Central
Developmental Pathway) (Adams et al., 1988) (Figura 5), la cual esta gobernada por los
genes brlA (bristle), abaA (abacus) y wetA (wet white). El primer gen que corresponde
esta ruta es brlA, el cual se expresa exclusivamente en el conidioforo (Adams et al., 1998)
y controla la expresion de genes abaA y wetA, cuyos papeles se centran en la regulacion
de la diferenciacion de la fidlidas (Sewall et al., 1990a) y la produccion de pigmentacion
(Sewall et al., 1990b), respectivamente. Cabe destacar la existencia de otros factores
como medA (medusa) y stuA (stunted) (Miller et al., 1992; Miller et al., 1993) los cuales
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tienen un papel importante en la regulacién de los factores brlA y abaA y la formacién de
las métulas y fialidas, respectivamente. Finalmente, existe otro factor de transcripcion
Ilamado vosA (viability of spores), necesario para llevar a acabo la maduracion de las

esporas (Kim et al., 2020).
4. El Factor FIuG y sus funciones en la formacion del conidiéforo

Tal y como se ha explicado en los apartados anteriores, el desarrollo asexual en
Aspergillus nidulans, estd coordinado por un complejo mecanismo, del cual
desconocemos en qué procesos bioquimicos actuan los genes que lo regulan (Miller,
1990). En este marco, esta tesis se ha centrado en esclarecer el papel que cumple FluG,

factor que ha recibido poca atencidn desde su primera descripcion hace casi dos décadas.

La ausencia del gen fluG produce un defecto por el que no se induce el desarrollo
asexual en condiciones normales (ausencia de estrés) dando como resultado a una colonia
formada por un cumulo de hifas vegetativas aéreas no diferenciadas. Este fenotipo esta
catalogado como ‘fluffy’ (peludo), el cual se observa también en todos los mutantes de
los genes UDA (Adams et al., 1998). Se ha observado que FIuG estd localizado

mayormente en el citoplasma (Lee y Adams, 1994).

A nivel de secuencia, FIuG guarda una estrecha similitud con una amidohidrolasa
(Rexer et al., 2006) en una parte de la secuencia y una con una glutamina sintetasa tipo |
(GSI) (Lee y Adams, 1994) en otra parte de la secuencia, ambas de origen procariota. No
obstante, ensayos enzimaticos confirmaron que FIuG no codifica una actividad GS. Junto
con esta evidencia, se confirmé también que la GS de la cianobacteria Anabaena sp. no
era capaz de revertir el fenotipo aconidial de una cepa nula en el gen fluG. El gen fluG,
no era capaz de complementar la ausencia de la GS nativa en Anabaena sp. (Margelis et
al., 2001). Si bien se desconoce la funcion de FluG, se comprobd que la region
comprendida entre los aminoacidos 385 y 869 era suficiente para inducir el desarrollo
asexual (D'Souzaet al., 2001). FluG es necesario para revertir el efecto represor del factor
de transcripcion SfgA (Suppressor of FIuG) el cual inhibe la expresion de varios genes
UDA (Seo et al., 2003).

FIuG es necesario para la produccién de un metabolito que se acumula en las hifas

aéreas y se difunde en el medio de crecimiento (Lee y Adams, 1994). Este metabolito no
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identificado pudo causar la esporulacion de un mutante nulo (4fluG) en la zona de
contacto entre ambas colonias, incluso cuando estaban separadas por una membrana de
tamafo de poro de 6-8 kDa (Lee y Adams, 1994). Otros estudios reportaron que un
mutante nulo de FIuG no producia un aducto de dos metabolitos secundarios llamados
dehidroaustinol y diorcinol, que, era capaz de inducir la esporulacion de un mutante nulo
en fluG (Rodriguez-Urra et al., 2012). Se ha puesto en duda que el citado aducto fuese el
factor de FluG, puesto que una cepa que no produce dehidroaustinol, es capaz de
esporular (Nielsen et al., 2011). Otros estudios han verificado que mutantes de los genes
UDA que estan rio debajo de FIuG (FIbB y FIbE) pueden causar la esporulacion en la
zona de contacto con el mutante nulo de fluG. Sin embargo, estos mutantes también
esporulan en contacto con una cepa silvestre. Ello indica que hay al menos dos
metabolitos relacionados con la esporulacion (Etxebeste et al., 2008; Garzia et al., 2009).
Si bien se puede intuir que existe una relacion entre los factores FIbB y FIbE con FluG,

se desconoce la identidad de los metabolitos y su papel en el proceso.

Algunos trabajos han propuesto que la funcion de FIuG podria estar modulada por
la luz. Una mutacion en el gen (FluG701) afect6 a la sensibilidad a la luz roja (Yager et
al., 1998). Esta evidencia propicié la conexion funcional entre FIuG y el complejo velvet.
En la misma linea, se observo que la expresion de FluG aumenta en presencia de la luz
(Ruger-Herreros et al., 2011). Otro estudio en Aspergillus flavus, report6 mediante
experimentos Yeast-Two-Hybrid la interaccion molecular entre FIuG y VeA (Chang et
al., 2013). Esto entraria en contradiccién con una distribucion citoplasmica descrita

anteriormente (Lee y Adams, 1994).

Ante la diversidad de informaciones e interpretaciones sobre la funcion de este
importante factor de desarrollo asexual, el objetivo de esta tesis ha sido el de arrojar luz
sobre su funcion mediante el uso de técnicas actualizadas de estudio en biologia

molecular y bioinformatica.
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OBJETIVOS

La linea principal de investigacion de esta tesis doctoral esta dedicada a la
caracterizacion y el andlisis funcional del gen fluG en Aspergillus nidulans. Este gen ha
sido analizado en estudios anteriores efectuados en otros géneros de Aspergillus, no
obstante, su papel en la regulacion del desarrollo de hongo sigue siendo desconocido.
Debido a ello, los objetivos generales que se plantearon al inicio del trabajo de

investigacion fueron:
1. Determinacion de la relevancia del gen ausA en la induccion del desarrollo
asexual, en relacion con el gen fluG. Localizacion de FluG in vivo y primera

caracterizacion bioinformética del gen fluG.

2. Estudio bioinformatico del gen fluG y modelado estructural de la proteina, con

el objeto de elucidar su funcion

3. Comprobacion experimental de las hipotesis resultantes del analisis

bioinformatico de la secuencia de fluG.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas de Aspergillus nidulans

Las cepas utilizadas en el trabajo realizado a lo largo de esta tesis, estan reflejadas

en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas utilizadas en este estudio

Cepa Genotipo Fuente

yA2; AfluG::trpC*; pabaAl;trpC801; (Lee y Adams,
TTA127.4 (BD80) |7 1004)
TN02A3 (BD129) | PYrG89; argB2; pyroAd; AnkuA::argB™; | ook et al., 2006)

CRO1 (BD267)

BD688

WIM 126

FGSC A#1155

BD824

BD969

BD970

BD971

BD972

BD975

veAl

cfwA2; yA2; pabaAl; veAl

pyrG89; argB2; pyroA4;
AausA:.pyrG*; AnkuA::argB"; veAl

yA2; pabaAl; veA+

pyrG89; AnkuA::bar; pyroA4; veAl

pyrG89; AnkuA::bar; pyroA4; veA+

pyrG89; AfluG::pyrG*; AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89; fluG(1-406); AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89; fluG(427-865); AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89; fluG(H20A;H22A);
AnkuA::bar; pyroA4; veA+

pyrG89; fluG::GFP::pyrG™;
AnkuA::bar; pyroA4; veA+

(Mérquez-
Fernandez et al.,
2007)

Este estudio

(Butnick et al.,
1984)

Fungal Genetics
Stock Center;
(McCluskey et al.,
2010)

Este estudio (cruce
entre WIM126 x
FGSC A#1155)

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio
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BD977

BD982

BD988

BD1145

BD1194

BD1195

BD1196

BD1197

BD1198

BD1199

BD1200

BD1201

BD1202

BD1203

BD1206

BD1207

24

pyrG89; GFP::fluG; AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89; alcA(p)::fluG::GFP::pyrG™;
AnkuA::bar; pyroA4; veA+

pyrG89; fluG::HAzy::pyrG™;
AnkuA::bar; pyroA4; veA+

pyrG89; AfluG::LSEI_0440::fluG(407-
865); AnkuA::bar; pyroA4; veA+

pyrG89; fluG(1-406); AnkuA::bar;
pyroA4; fluG(427-865)::pyroA*; veA+

pyrG89; fluG(D354A);AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89;
fluG(H20A;H22A;D354A); AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89; fluG(E566A);AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89; fluG(E626A);AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89; fluG(H682A); AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89; fluG(R720A); AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89; fluG(R739A); AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89; fluG(R744A); AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89; fluG(E752A); AnkuA::bar;
pyroA4; veA+

pyrG89; GFP::fluG; AnkuA::bar;
pyroA4; hhoA::mRFP::pyrG™; veA+

pyrG89; alcA(p)::GFP::fluG::pyrG™;
AnkuA::bar; pyroA4;
hhoA::mCherry::pyroA™; veA+

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio
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BD1208 85;06249, \:ﬁi( :fluG; ankuA::bar; Este estudio

BD1229 Bzigﬁ) \fg"lAuf::PASSO& AnkuA::bar; Este estudio
pyrG89; AfluG::fluG(1-426)::PA5508; .

BD1231 AnkuA::bar; pyroA4; veA+ Este estudio
pyrG89; AfluG::LSEI_0440::fluG(407-

BD1233 426)::PA5508; AnkuA::bar; pyroA4; Este estudio
veA+

BD1235 pyrG89; AfluG::NodGS; AnkuA::bar; Este estudio
pyroA4; veA+

2. Oligonucledtidos

Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados en este trabajo, suministrados por
IDT y Metabion, estan reflejadas en la Tabla 2. Para el disefio de los oligonucleétidos se

utilizo el paquete informéatico Vector NTI 10.1.1.

Tabla 2. Oligonucle6tidos utilizados en este estudio

Oligonucleétido Secuencia (5'—3") Construccion

ausA-PP1 GGG GAG TGC ATA GGG ATA Amplificacion de la region
CAG AGT ACT AACC 5-UTR de ausA

ausA-PP2 CAT CTT TCG AAATAA AGT  Amplificacion de la region
GAT CTT GAC TAA AAG G 5-UTR de ausA

ausA-SMP1 CCTTTT AGT CAA GAT CAC  Generacion del mutante nulo

TTT ATT TCG AAA GAT GAC  AausA
CGG TCG CCT CAA ACA ATG
CTCT
ausA-GFP2 CCA TTA CCA CAA CGA GGA Generacion del mutante nulo
TAG GCA CTA AAT ACT AAT  AausA
TAG TCT GAG AGG AGG CAC

TGATGCG

ausA-GSP3 TAATTAGTATTT AGT GCC  Amplificacion de la region
TAT CCT CGT TGT GGT AAT  3"-UTR de ausA
GG

ausA-GSP4 GCCCGT CTT CCAAATCTT  Amplificacion de la region
CGC 3"-UTR de ausA
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fluG-PP1
fluG-PP2

fluG-SMP1

fluG-GFP1

fluG-GFP2

fluG-GSP1

fluG-GSP2

fluG-GSP3

fluG-GSP4
fluG-geneSP

fluG-gfpSP

fluG-gfpFP

HA-NT-fwd

HA-NT-rev

fluG (1-406)-term-rev

fluG (427-865)-

prom-fwd

FarPP1_pyroA
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CGA CCA AAG ACA ACG CTA
TTG ACCGC

CAT GGC GAT GAA CCA GCA
AAC TAA AGG
CCTTTAGTTTGCTGGTTC
ATC GCC ATG ACC GGT CGC
CTC AAACAATGC TCT

CGC AGG AAG TGG CTT GTG
GAG AGG TAT GGA GCT GGT
GCA GGC GCT GGA GCC
GGA AAT ATT GTG AAT ACG
CTC AGG AGA AAG ATT AGA
CTC AGT CTG AGA GGA GGC
ACT GAT GCG

GAA CAA CCG CAATCT GCC
GC

ATA CCT CTC CAC AAG CCA
CTT CCT GCG
TGAGTCTAATCTTTC TCC
TGA GCG TAT TCACAATAT
TTCC

CCT ACA AAC TCT GCT GAA
GAC GTC GAT TCC

ATG GCC ACT CTC TCT TCA
CTCCGT CATC
CCTTTAGTTTGCTGGTTC
ATC GCC ATG AGT AAA GGA
GAA GAACTT TTC ACT GGA
GTT

GAT GAC GGA GTG AAG
AGAGAG TGGCCATTT TGT
ATA GTT CAT CCATGC CAT
GTGT

CTTTAGTTT GCT GGT TCA
TCG CCATGG GCC GCATCT
TTT ACC CAT AC

GAC GGA GTG AAG AGA
GAG TGG CCT GAG CAG CGT
AAT CTG GAACG

CGC TCA GGAGAAAGATTA
GAC TCA AAG CCGGTT TGA
ATTGTG G
CCTTTAGTTTGCTGG TTC
ATC GCC ATG CGT ATC TCG
TCAACT GATCTGC

CGA GTG GGATGG AAATAC
TGA GCG TCC

5-UTR de fluG
5-UTR de fluG

Generacién del mutante nulo
AfluG

Generacion de las quimeras
fluG::GFP y fluG::HA

Generacion del mutante y las
quimeras AfluG, fluG::GFP y
fluG::HA

Generacion de las quimeras
fluG::GFP y fluG::HA
Generacion de las quimeras
fluG::GFP y fluG::HA
Amplificacion de la region
3"-UTR de fluG

Amplificacion de la region
3"-UTR de fluG
Generacion de la quimera
GFP::fluG

Generacion de la

quimera GFP::fluG

Generacion de la quimera
GFP::fluG

Generacion de la quimera
HAazx::fluG

Generacion de la quimera
HAsx: :fluG

Generacion del mutante que
contiene la region N-terminal
de fluG

Generacion del mutante que
contiene la region C-terminal
de fluG

Amplificacion de la regién
5°-UTR lejana de pyroA, para
la generacion del mutante que
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GSP4_pyroA

FarPP2_pyroA-
fluGPP1

fluGGSP4-NrPP1-
pyroA

HAHA-fwd
HAHA-rev

D354A-fwd

D354A-rev

E566A_fwd
ES566A rev
E626A_fwd
EG626A rev
H682A_fwd
H682A rev
R720A_fwd
R720A _rev

R739A fwd

CCC TAC GAA CCATGG CAT
TCCTCATTC AGC

CGC GGT CAATAG CGT TGT
CTTTGG TCG TCC GAT GGC
AATTTACCT GCC G

GGA ATC GAC GTC TTC AGC
AGA GTT TGT AGG ATG GAG
GTT TAACTC CGG TCA GG

CAT CGA CAACGCTGC TGC
CAA CCT CCT CTC

GAG AGG AGG TTG GCA
GCAGCGTTG TCG ATG

GTT ATG GAG TAC CGC TGG
GCATTTTITCC

GGA AAA AAT GCC CAG
CGG TACTCC ATAAC

GCG GCTTTG AGATTG CAG
TCGTTT TCT TGA AGC

GCT TCA AGA AAACGACTG
CAATCT CAAAGC CGC

CAA CAATTC CAT GCC GCG
TCC GCC CCT GGC

GCC AGG GGC GGA CGC
GGC ATGGAATTGTTG

GCA CGG CGT CCG CCG CGC
ACGTTTCC

GGA AAC GTG CGC GGC
GGA CGC CGT GC

GCA AGC TACGACGCCGTT
AAG TCG GGT ATT TGG

CCA AAT ACCCGACTT AAC
GGC GTC GTAGCT TGC

GGG CAC CCA GAACGC TGA
GGC GCC TAT TCG

contiene las regiones N- y C-
terminal separadas
Amplificacion de la region
3"-UTR de pyroA, para la
generacion del mutante que
contiene las regiones N- y C-
terminal separadas
Amplificacion de la regién
5-UTR lejana de pyroA, para
la generacion del mutante que
contiene las regiones N- y C-
terminal separadas
Amplificacion de la regién
5°-UTR cercana, del geny la
region 3"-UTR de pyroA,
para la generacion del
mutante que contiene las
regiones N- y C-terminal
separadas

Generacion del mutante
puntual H20A;H22A
Generacion del mutante
puntual H20A;H22A
Generacion de los mutantes
puntuales D354A y
H20AH22AD354A
Generacion de los mutantes
puntuales D354A y
H20A;H22A;D354A
Generacion del mutante
puntual ES66A

Generacion del mutante
puntual E566A

Generacion del mutante
puntual E626A

Generacion del mutante
puntual E626A

Generacion del mutante
puntual H682A

Generacion del mutante
puntual H682A

Generacion del mutante
puntual R720A

Generacion del mutante
puntual R720A

Generacion del mutante
puntual R739A
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R739A rev
R744A_fwd
R744A rev
E752A_fwd
E752A rev

440fwd

440rev

NTP_PA5508_fwd
NTP_PAS5508_rev

Prom-fluG_PA5508
_fwd

PA5508_Term-
fluG_rev

Prom_NodGS_fwd

NodGS_Term(fluG)_r
ev

BenA_(RT-PCR)-fwd
BenA (RT-PCR)-rev

fluG_N-term_RT
_fwd

fluG_N-term_RT
_rev

fluG-(RT-PCR)-fwd
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CGA ATA GGC GCC TCA GCG
TTC TGG GTG CCC

CGT GAG GCG CCT ATT GCC
AAG ATC TCACCA GG

CCT GGT GAG ATC TTG GCA
ATA GGC GCC TCA CG

CTC ACCAGG CCATTG GGC
AAT CAAGTC TCT TGA CG
CGT CAAGAGACTTGATTG
CCC AAT GGC CTG GTG AG
GTTTGC TGG TTC ATC GCC
ATG GAC GAC TTATCT GAA
TTTG

CAT TTA ACT CAT AGA CGC
GCA GTT CAC GCT CTT GAT
GAT AAAGC

CCA GAC GGT CTC CGT GAA
CCG CCT GCA GCC GGT ACG
GGC GGT TCA CGG AGA CCG
TCT GGT GCC CAG ACG
GTTTGCTGG TTC ATC GCC
ATG GTG AAC CGC CTG CAG
CCGG

CGC TCA GGAGAAAGATTA
GAC TCA GTA GAG CTC GGC
ATAGTG GC

GTTTGCTGG TTC ATC GCC
ATGGAGTTT AGT GAG TTA
AAG GAA G

CGC TCAGGA GAAAGATTA
GAC TTAGTATCG GTG AAT
GAGTTGC

AGA TGC GCA ACATCC AGA
GC

CTG GTA CTC GGA GAC GAG
ATCG

GCA CTC GGT TGT TAT GGA
G

TCC ACG AAAACCTTTTCC
AG

CTC GAA GAA ATC GCC GAA
AC

Generacioén del mutante
puntual R739A
Generacion del mutante
puntual R744A
Generacioén del mutante
puntual R744A
Generacioén del mutante
puntual E752A
Generacion del mutante
puntual E752A
Generacioén del mutante
LSEI_0440+C-terminal

Generacién del mutante
LSEI_0440+C-terminal

Generacién del mutante
N-terminal+PA5508

Generacién del mutante
N-terminal+PA5508

Sustitucion de fluG por
PA5508

Sustitucion de fluG por
PA5508

Sustitucion de fluG por
NodGS

Sustitucion de fluG por
NodGS

Amplificacion del gen benA
enla RT-PCR

Amplificacion del gen benA
en la RT-PCR

Amplificacion de la regién N-
terminal de fluG en la RT-
PCR

Amplificacion de la regién N-
terminal de fluG en la RT-
PCR

Amplificacion de la regién C-
terminal de fluG en la RT-
PCR
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fluG-(RT-PCR)-rev

pMI_Seq._fwd

pMI_Seq._rev

fluG(+ATG) _Ascl_f
wd

fluG(-ATG)_Ascl_f
wd

BamHI_fluG_rev
BamHI_fluG(Ntrm)_r
ev
Ascl_fluG(Ctrm)_fwd
BamHI_fluG(Ctrm) r
ev

Ascl_LC440 fwd
BamHI_LC440 rev
Ascl_PA5508_fwd

BamHI_PA5508 rev

3. Plasmidos

CTC GGC ATGGAATTGTTG
AA

GCGATGGCCCTG TCC

GCTTCC GGC TCG TATG

GGG GCG CGC CCATGG CCA
CTCTCTCTT CACTCC

GGG GCG CGC CCG CCACTC
TCTCTT CACTCC

CGG GAT CCC CAT AAC AAC
CGAGTG CTG GG

CGG GAT CCT CAA AGC CGG
TTT GAATTG TGG AAA AG
GGG GCG CGC CCATGC GTA
TCT CGT CAACTG ATC TGC
CGG GAT CCT CAATACCTC
TCC ACAAGCCACTTCC
GGG GCG CGC CCATGG ACG
ACT TATCTG AATTTG

CGG GAT CCT CAG ACG CGC
AGT TCACGCTCTTGA TG
GGG GCG CGC CCATGG TGA
ACC GCC TGC AGC CGG

CGG GAT CCT CAG TAG AGC
TCGGCATAGTGGC

Amplificacion de la regién C-
terminal de fluG en la RT-
PCR

Secuenciacion del extremo
N-terminal de los plasmidos
pMI

Secuenciacion del extremo C-
terminal de los plasmidos
pMI

Generacion de los plasmidos
pMI1, pM14 y pMI8
Generacion del plasmido
pMI2

Generacion de los plasmidos
pMIL1y pMI2

Generacion del plasmido
pMI4

Generacion del plasmido
pMI5

Generacion de los plasmidos
pMI5y pMI8

Generacion del plasmido
pMI6

Generacion del plasmido
pMI6

Generacion del plasmido
pMI7

Generacion del plasmido
pMI7

Los plasmidos en esta tesis fueron utilizados para ser transformados en Aspergillus

nidulans y como vectores transbordadores de distintos genes. Todos los plasmidos tienen

el gen bla, que confiere resistencia a la ampicilina.

3.1. Plasmidos utilizados en A. nidulans

Los plasmidos utilizados para el etiquetado de fluG en Aspergillus nidulans estan

detallados a continuacion:
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o PpNT5: Este plasmido contiene el gen GFP regulable bajo el promotor alcA(p), y

esta disefiado para etiquetar GFP al extremo N-terminal de las proteinas. Como
marcador auxotrofico se encuentra el gen pyr4 de N. crassa, adecuado para
complementar la auxotrofia inducida por la mutacion pyrG89. Contiene también
un fragmento de 0.7 kb del gen teaA en los sitios de restriccion Ascl y Pacl
(Takeshita et al., 2008).

pMI1: Plasmido pNT5 con un fragmento de 1 kb de la regién N-terminal de fluG
(+ATG) introducido con los oligonucledtidos fluG(+ATG) Ascl fwd vy
BamHI_fluG_rev (Tabla 2) en los sitios de restriccion Ascl y BamHI.

pMI2: Plasmido pNT5 con un fragmento de 1 kb de la regién N-terminal de fluG
(-ATG) introducido con los oligonucledtidos fluG(-ATG) Ascl_fwd vy
BamHI_fluG_rev (Tabla 2) en los sitios de restriccion Ascl y BamHI.
RAFL25-23-P17: Este plasmido contiene un fragmento de 2,5 kb del cDNA
correspondiente al gen NodGS (Nodulin Glutamine Synthetase) (At3g53180),
dentro del vector pBlueScript KS(+) modificado.

3.2. Plasmidos utilizados para expresion en E. coli

Los plasmidos utilizados para la expresion de fluG en Escherichia coli se detallan

a continuacion:
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o pMI4: Plasmido pNT5 con un fragmento de 1,2 kb del ADNc de la region N-
terminal de fluG (+ATG) introducido con los oligonucle6tidos
fluG(+ATG) Ascl_fwd y BamHI_fluG(Ntrm)_rev (Tabla 2) en los sitios de
restriccion Ascl y BamHI.

o pMIS5: Plasmido pNT5 con un fragmento de 1,3 kb del ADNCc de la region C-
terminal de fluG (+ATG) introducido con los oligonucle6tidos
Ascl_fluG(Ctrm)_ fwd y BamHI_fluG(Ctrm) rev (Tabla 2) en los sitios de
restriccion Ascl y BamHI.

o pMI6: Plasmido pNT5 con un fragmento de 1,1 kb del gen LSEI_0440
(+ATG) de Lactobacillus paracasei introducido con los oligonucleétidos
Ascl_LC440 fwd y BamHI_LC440 rev (Tabla 2) en los sitios de restriccion
Ascl y BamHI.

o pMI7: Plasmido pNT5 con un fragmento de 1,3 kb del gen PA5508 (+ATG)

de Pseudomonas aeruginosa introducido con los oligonucleotidos



MATERIALES Y METODOS

Ascl_PA5508 fwd y BamHI_PA5508 rev (Tabla 2) en los sitios de
restriccion Ascl y BamHI.

o pPMI8: Plasmido pNT5 con un fragmento de 2,6 kb del ADNc del gen fluG
(+ATG) introducido con los oligonucleodtidos fluG(+ATG) Ascl fwd vy

BamHI_fluG(Ctrm)_rev (Tabla 2) en los sitios de restriccion Ascl y BamHI.
4. Medios y condiciones de cultivo de Aspergillus nidulans

La composicidn y preparacion de los medios de cultivo Cove (1966) y Kéafer (1965),
los cuales fueron actualizados recientemente (Hill y Kafer, 2001) figuran en la Tabla 3y
Tabla 4, respectivamente. La preparacion de los suplementos nutricionales utilizados se
detalla en la Tabla 5. Salvo que se indique lo contrario, tanto los cultivos liquidos como
los solidos se incubaron a 37 °C durante intervalos de tiempo definidos en cada protocolo.
Los medios utilizados para el cultivo y la caracterizacion fenotipica del hongo fueron el
medio minimo de Aspergillus (MMA) y el medio completo de Aspergillus (MCA), que
se detallan en la Tabla 3. En los experimentos de microscopia de fluorescencia, no
obstante, se utiliz6 el medio minimo “Watch” (WMM) definido por (Pefialva, 2005),
cultivado a 25 °C sin agitacién. Salvo que se indique lo contrario, todos los medios se
esterilizaron por autoclave a 110 °C durante 20 min a una presion de 1,5 bar, y
posteriormente se les afiadi6 100 mL de D(+)-glucosa (2 % p/v) y 10 mL de tartrato
amonico (5 mM) para preparar un litro de medio junto con los suplementos nutricionales

requeridos para cada cepa (Tabla 5).

Tabla 3. Composicion de los medios de cultivo utilizados en Aspergillus nidulans

Medios de cultivo

Cantidades por litro

Medio minimo Aspergillus (MMA)
solido

Solucion de sales y 20 mL
elementos traza
Agar 159

Ajustar el pH a 6,8 (con NaOH)

Esterilizar en autoclave

Medio minimo Aspergillus (MMA)
liquido

Solucion de sales y 20 mL
elementos traza

Ajustar el pH a 6,8 (con NaOH)

Esterilizar en autoclave

Medio completo Aspergillus (MCA)
solido

Solucién de sales y 20 mL
elementos traza

Extracto de levadura 50
Agar 15¢g

Ajustar el pH a 6,8 (con NaOH)
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Esterilizar en autoclave

Medio completo Aspergillus (MCA)
liquido

Solucion de sales y 20 mL

elementos traza

Extracto de levadura 59

Ajustar el pH a 6,8 (con NaOH)

Esterilizar en autoclave

Medio de regeneracion (MMR)

Solucion de sales y 20 mL
elementos traza

D(+)-Sacarosa (1 M) 342 g
Agar (medio sélido) 159

Ajustar el pH a 6,8 (con NaOH)

Esterilizar en autoclave

Medio de regeneracion-TOP (MMR-
TOP)

Solucion de sales y 20 mL
elementos traza

D(+)-Sacarosa (1 M) 342 g
Agar (medio sélido) 60

Ajustar el pH a 6,8 (con NaOH)

Esterilizar en autoclave

Medio minimo “Watch” (WMM)

Elementos traza 1mL
KCI (17 mM) 0,59
MgSQO4-7H20 (5 mM) 059

Ajustar el pH a 6,8 (con NaOH)

Esterilizar en autoclave

Solucion NaH2PO4 5 M 5mL
(25 mM)

Solucién de D(+)-glucosa 5mL
(0,1 % (p/v))

Solucion de tartrato 10 mL

amonico (5 mM)

Tabla 4. Soluciones utilizadas para los medios

Soluciones

Cantidades por litro

Elemenos traza (10°x)

ZnS04:-7H20 229
H3BO3 119
MnCl,-4H.0 5¢

FeSO4-2H,0 50

CoCl,-6H20 1649
CuS04-5H20 1649
(NH4)sM07024-4H,0 119
Na,EDTA 50 ¢

Ajustar el pH a 6,8 (con NaOH)

Cubrir la botella con papel de aluminio

Esterilizar en autoclave

Sales + Elementos traza (50x)

KCI 26 g
MgS0O4-7H,0 26 ¢
KH2PO4 729

50 mL de elementos traza
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Cubrir la botella con papel de aluminio
Esterilizar en autoclave

D(+)-glucosa (10x) D(+)-glucosa 200 g
Esterilizar en autoclave

Tartrato amonico (100x) Tartrato amonico 92 ¢
Esterilizar en autoclave

NaH2POs5 M NaH2PO4 599,9 g

Esterilizar en autoclave

Tabla 5. Preparacion de suplementos

Suplementos Cantidades por litro

Biotina (10%x) Biotina 01g
Esterilizar por filtracion (0,45um)

Acido p-aminobenzoico (Paba) (10°x) Acido p-aminobenzoico 20
Esterilizar por autoclave

Piridoxina (Pyro) (10%x) Piridoxina 059
Esterilizar por filtracion (0,45um)

Uridina 122 mg/100 mL de medio

Uracilo 56 mg/100 mL de medio

5. Recuento de conidias y cleistotecios y pesaje de colonias

5.1. Recuento de conidias

Se inocularon las cepas con en método de inoculacion-puntual y se incubaron
durante 72 horas. Finalizado el periodo de incubacién, se recogieron las colonias cortando
el agar por el perimetro de la colonia y se dispersaron las esporas vertiendo el trozo de
agar en un tubo de 50 mL con una solucién de Tween® 20 al 0,02 % (v/v) y se agitaron
utilizando un vortex a velocidad maxima durante un minuto, dos veces. Se contaron las
esporas utilizando un hematocitometro (celda Thoma) en un microscopio (Optihot,
Nikon). El area de la colonia se midi¢ fotografiando las colonias, y tratando las imagenes
utilizando el programa Digimizer 4.6.1 (MedCalc Software bvba). Los contajes se
hicieron en tres tandas con al menos cuatro réplicas cada unay se utilizé el test de Grubbs
para detectar ‘outliers’ (Grubbs, 1969). El nimero de esporas por cm? se calculo a través

de la division de la concentracion de conidias por el diametro de la colonia.

5.2. Recuento de cleistotecios

Se sembraron placas Petri con 1x10° conidias en forma de césped, se sellaron las

placas con Parafilm® M (Bemis) en el perimetro de las placas y se taparon con papel de
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aluminio. Se incubaron a 37 °C durante 7 dias. Finalizado el periodo de incubacion, se
recogieron 4 discos de 15 mm de didmetro paras cada cepa, se pulverizaron con una
solucién de etanol cosmético al 96 % para eliminar de la superficie las estructuras de
esporulacion asexuales y se fotografiaron los cleistotecios con una lupa binocular Nikon
SMZ8000 a 20x aumentos para posteriormente ser contados utilizando el programa de

tratamiento de imagenes Fiji (Schindelin et al., 2012).

5.3. Pesaje de colonias

Para los experimentos de pesaje, se cortaron membranas de dialisis (Spectra/Por®
6) con un limite de peso molecular de 3,5kDa y se esterilizaron en las mismas
condiciones que los medios. Una vez estériles, se colocaron las membranas encima de los
cultivos de crecimiento, se sembraron las cepas con en méetodo de inoculacion-puntual y
se incubaron durante 72 horas. Finalizado el periodo de incubacion, se recogieron las
colonias separandolas de la membrana y se dejaron secar a 80 °C toda la noche. En los
casos en los que se corto la colonia del agar, este Gltimo se elimind derritiéndolo con agua
caliente (80 °C) y secando la colonia a 80 °C toda la noche. El area de la colonia se midio
fotografiando las placas sobre la membrana, y tratando las imagenes utilizando el
programa Digimizer 4.6.1. Los pesajes se hicieron en tres tandas con al menos cuatro
réplicas cada una y se utilizo el test de Grubbs para detectar ‘outliers’ (Grubbs, 1969). El
ntmero de miligramos por cm? se calculd a través de la medida del diametro de la colonia

y los pesajes obtenidos.
6. Experimentos de contacto entre colonias

Todos los experimentos de contacto se llevaron a cabo en placas de 90 mm de
diametro con MCA. Las cepas se inocularon puntualmente con un centimetro de
separacién y se incubaron hasta que entraban en contacto. A partir de ese momento, se
siguieron cultivando durante 96 horas. Finalizado el periodo de incubacién, se
fotografiaron las zonas de contacto con una lupa binocular Nikon SMZ8000 a 20x

aumentos.
7. Transformacion de Aspergillus nidulans

La obtencion de los protoplastos de Aspergillus nidulans se realiz6 mediante el

protocolo descrito por (Szewczyk et al., 2006), mientras que transformacion de
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protoplastos se realizo utilizando el protocolo descritos por (Tilburn et al., 1983). Las

soluciones necesarias para llevar a cabo ambos procesos estan detalladas en la Tabla 6.

Tabla 6. Soluciones utilizadas en la transformacién de A. nidulans

Soluciones Cantidades por 100 mL

KCI1 0,6 M KClI 4,47 g
Esterilizar en autoclave

KCI1 0,6 M + CaCl, 50 mM KCI 4479
CaCl,-2H.0 0,74 ¢
Esterilizar en autoclave

KCI 1 M + Acido citrico 0,1 M KCI 8,20 g
Acido citrico 2,10 g
monohidratado
Esterilizar en autoclave
Guardar a4 °C

D(+)-Sacarosa 1,2 M D(+)-Sacarosa 41,08 ¢
Esterilizar en autoclave

Solucién 7 Sorbitol 18,22 g
Tris-HCI (1 M, pH=7,5) 1 mL
CaCl; (1 M) 1mL
Esterilizar en autoclave

Solucion 8 Polietilenglicol (PEG6000) 60 g
Tris-HCI (1 M, pH 7,5) 1mL
CaCl2 (1 M) 1mL
Afadir 10 mL de agua destilada, fundir
en el microondas y enrasar a 100 mL
Esterilizar en autoclave

Solucioén de obtencién de protoplastos VinoTaste® Pro 2,048 g

(Prepararla 30 minutos antes de empezar | (Novozymes)

el proceso de digestion) KCI 1M + Acido 16 mL
citrico 0,1 M
Centrifugar hasta que se disuelva el
VinoTaste® y reposar en hielo.

7.1. Obtencién de protoplastos

Se obtuvieron esporas de la cepa a ser transformada en un tubo de 50 mL que

contenia una solucion de Tween® 20 al 0,02 % (v/v) y se agit6 utilizando un vortex. La

suspension resultante de esporas se filtré a través de Miracloth (Calbiochem®, d, = 22-

25 um) estéril y posteriormente se le elimino la solucion de Tween centrifugando a

4000 rpm durante 5 minutos. Se afiadio solucion de Tween nuevamente y se contaron las

esporas. Se inocularon 150 mL de MCA liquido y los suplementos necesarios con

2,5-10° conidias/mL en un matraz de 500 mL. El in6culo se incubé durante 14 horas a

28 °C con agitacion (180 rpm). Una vez transcurrido el periodo de incubacion, se filtro el
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micelio a través de Miracloth estéril sin prensar el micelio y se lavd con MCA liquido
con el objeto de eliminar el Tween residual. Se pesaron entre 1 y 1,5 g de micelio y se
depositaron en un tubo de 50 mL que contenia 16 mL de solucién de obtencién de
protoplastos (Tabla 6) y 16 mL de MCA liquido con los suplementos requeridos. Se
incubd la mezcla a 30 °C en agitacion (100 rpm) durante 90-120 minutos. Durante el
proceso de digestion, se agitd la suspension a baja velocidad durante 5 segundos
utilizando un vortex cada 15 minutos para favorecer la separacion de los protoplastos y
el micelio. Se observo la aparicion de protoplastos aproximadamente a los 60 minutos de
incubacion. Una vez obtenidos los protoplastos, se dividié la mezcla en dos tubos de
50 mL que contenian 16 mL de la solucién de D(+)-sacarosa 1,2 M; la mezcla se afiadid
lentamente utilizando una pistola auxiliar de pipeteado (Accu-Jet®, Brand). Una vez
afiadida la mezcla de protoplastos a la sacarosa, se procedid a centrifugar los tubos a
1800 g durante 10 minutos a 4 °C (Sorvall™ Biofuge Primo R, Thermo Scientific). Tras
haber finalizado la centrifugacion, se recogid la banda de protoplastos de la interfase entre
la sacarosa y la mezcla de protoplastos (sin micelio) y se depositd en un tubo de 50 mL
previamente enfriado en hielo. Posteriormente, se afiadié a los protoplastos recogidos de
lainterfase el doble del volumen de KCI 0,6 M frio y se mezcl6 suavemente por inversion.
Se volvio a centrifugar la mezcla resultante a 1800 g durante 10 minutos a 4 °C, se retir0
el sobrenadante y se procedid a resuspender el precipitado de protoplastos en 2 mL de
KCI1 0,6 M frio. La suspensidn de protoplastos resultante se dividié en dos tubos de 2 mL
y se centrifugd a 2400 g durante 3 minutos a temperatura ambiente (Sorvall™ Legend™
Micro 21R, Thermo Scientific). Se retird el sobrenadante y se resuspendieron ambos
precipitados en un Unico tubo de 1 mL de KCI 0,6 M. Previa la transformacion de los
protoplastos, se centrifugo el tubo a 2400 g durante 3 minutos a temperatura ambiente, se
retird el sobrenadante y se resuspendié finalmente el precipitado en 1 mL de KCI 0,6 M
y CaCl2 50 mM.

7.2. Transformacién de protoplastos

Una vez obtenidos los protoplastos y estando re-suspendidos en la solucion KCI
0,6 M y CaCl, 50 mM se afadieron 100 pL de la suspension de protoplastos y 10 puL de
ADN en un tubo de 50 mL; a modo de control, se afadieron otros 100 pL de la suspension
de protoplastos a otro tubo de 50 mL, pero no se afiadié ADN. Acto seguido, se mezcld
el contenido mediante agitacion por vortex entre 6 y 8 veces durante 2 segundos a

velocidad méxima; este paso es critico para asegurar una buena eficiencia en la
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transformacion. A continuacion, se 50 uL de solucion 8 (a temperatura ambiente)
afiadieron a cada tubo y se mezclaron mediante agitacion por vortex 4-6 veces durante
2 segundos a la misma velocidad que el anterior paso. Inmediatamente, se introdujeron
los tubos en hielo y se incubaron durante 25 minutos. Una vez finalizada la incubacion,
se afiadio 1 mL de solucion 8 a ambos tubos y se homogenizaron las muestras por
golpeteo con los dedos; se dejaron incubar los tubos a temperatura ambiente durante
5 minutos. Finalmente, se afiadieron 5 mL de solucion 7 a temperatura ambiente y luego
MMR-TOP hasta los 20 mL, este dltimo, previamente fundido y mantenido a 50 °C hasta
el momento de la transformacion. Las mezclas resultantes se vertieron en cinco placas,
de las cuales, una contenia medio no selectivo, y cuatro contenian medio selectivo. En el
caso del tubo que contenia el control sin ADN, se vertio la mezcla en dos placas, de las
cuales una contenia MMR con medio no selectivo (en el cual deberian germinar y crecer
los protoplastos) para confirmar la viabilidad de los protoplastos y una placa que contenia
MMR con medio selectivo a modo de control negativo (en el que no deberia de crecer
nada) para verificar que no hubiera contaminantes. Por otro lado, el contenido del tubo
con ADN se vertio en tres placas de MMR con medio selectivo para que solo crecieran
aquellos protoplastos que habian sido transformados. Las placas se incubaron durante 3-
5 dias. Finalmente, las colonias transformates fueron aisladas y refrescadas en placas que

contenian medio selectivo para confirmar que no era un contaminante.

8. Aislamiento y manipulacién de acidos nucleicos

8.1. Generacién de mutantes nulos y etiquetado de genes con 0 sin promotor

inducible

Los casetes gendmicos que se han utilizado en esta tesis para la delecion vy el
etiquetado de genes de A. nidulans fueron construidos utilizando los protocolos de PCR
de fusion (Yang et al., 2004) y Touchdown PCR y (Korbie y Mattick, 2008). Los casetes
que se disefiaron para la generacion de mutantes nulos se construyeron amplificando
mediante PCR por un lado los fragmentos correspondientes a la region 5-UTR o

promotor y la regiéon 3" -UTR o terminador del gen candidato a ser delecionado.
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PROCESOS DELECION DE GENES ETIQUETADO DE GENES EN EL EXTREMO 3~
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Figura 8. PCR de fusidn y etiquetado de genes. Delecion de genes: Primero, se amplificaron el promotor (azul), el marcador de
seleccion (naranja) y el terminador (verde) utilizando los oligonucleétidos especificos (PP, Promoter Primer y GSP, Gene Specific
Primer) PP1/PP2, SMP1/GFP2 y GSP3/GSP4, respectivamente. Los oligonucleétidos SMP1 y GFP2, han sido disefiados con una
region complementaria al final del promotor y principio del terminador, respectivamente. Acto seguido, los fragmentos se fusionaron
mediante PCR utilizando los oligonucledtidos PP1 y GSP4. El gen a delecionar (morado) es reemplazado en la transformacion
mediante recombinacion del producto de PCR, el cual contiene el marcador de seleccion. Etiquetado de genes en el extremo 3”:
Primero, se amplificaron 1,5 kb del gen a etiquetar (sin codon stop; morado), el epitopo ( ) junto al marcador de seleccion
(naranja) y el terminador (verde) utilizaron los pares de oligonucleétidos GSP1/GSP2, GFP1/GFP2 y GSP3/GSP4, respectivamente.
Los tres fragmentos se fusionaron utilizando los oligonucleétidos GSP1 y GSP4. El gen a etiquetar, es reemplazado por el producto de
fusion con el epitopo deseado (TAG: GFP, mRFP o0 HA3y).
PROCESOS ETIQUEDADO DE GENES EN EL EXTREMO 5" BAJO PROMOTOR INDUCIBLE
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Figura 7. Construccién de los plasmidos bajo promotor inducible: Para llevas a cabo la digestion del fragmento de 1 kb del gen fluG

(morado) y el plasmido pNT5, el cual contiene el promotor inducible alcA (rosa) el epitopo de interés ( ) y el marcador genético
(naranja), se utilizaron las enzimas de restriccion Ascl y BamHI en los extremos 5” y 37, respectivamente. Una vez llevada a cabo la
ligacidn, los plasmidos se secuenciaron para descartar la presencia de mutaciones no deseadas. Tras llevar a cabo la transformacion y

recombinacion del plasmido en la regién de 1 kb del gen fluG, la correcta integracién se confirmé mediante Southern blot.
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Por otro lado, se amplifico el marcador de seleccion que se deseaba insertar en lugar
del gen diana, empleando oligonucleétidos con colas complementarias al extremo 3" del
promotor y al extremo 5" del terminador que fueron amplificados previamente. Una vez
obtenidos los tres fragmentos, se fusionaron mediante PCR de fusion o Touchdown PCR,
quedando el marcador de seleccion entre los fragmentos correspondientes al promotor y

terminador (Figura 8).

El etiquetado de proteinas se efectud tanto en el extremo amino (5 del gen) como
el carboxilo terminal (3” del gen) con los epitopos GFP, HA3x, mMRFP o mCherry. El
etiquetado del extremo amino terminal se efectué amplificando mediante PCR por un
lado los fragmentos correspondientes a la region 5"-UTR o promotor y un fragmento que
contenia el gen candidato a ser etiquetado y la region 3" -UTR o terminador del mismo
gen. Por otro lado, se amplifico el epitopo que se deseaba insertar en el extremo amino
terminal del gen, empleando oligonucle6tidos con colas complementarias al extremo 3°
del promotor y al extremo 5 del gen que fueron amplificados previamente. Una vez
obtenidos los tres fragmentos, se fusionaron mediante PCR de fusion o Touchdown PCR,
quedando el epitopo entre los fragmentos correspondientes al promotor y el gen con el
terminador (Figura 8). El etiquetado en el extremo carboxilo terminal se efectud
amplificando una region de 1,5 kb del extremo carboxilo terminal del gen candidato a ser
etiquetado, y el terminador del mismo gen. De la misma forma, se amplific6 un fragmento
que contenia el epitopo que se deseaba insertar en el extremo carboxilo terminal junto
con un marcador de seleccion adecuado, utilizando oligonucleétidos con colas
complementarias al extremo 3° del gen que se queria etiquetar y al extremo 5" del
terminador que fueron amplificados previamente (Figura 8).

El etiquetado en el extremo amino terminal bajo el promotor inducible alcA(p) se
Ilevo a cabo utilizando el plasmido pNT5 3.1. Plasmidos utilizados en A. nidulans). Para
ello, se amplificaron aproximadamente 1 kb (sin el codon ATG) del gen fluG y se
emplearon las técnicas de digestion y ligacion detalladas en el apartado 10.4. Digestion y
ligacion de plasmidos y fragmentos de ADN para llevar a cabo la construccién del

plasmido (Figura 7).
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8.2. Extraccion de ADN gendmico

Esta técnica se utilizo siguiendo el protocolo de (Sambrook et al., 1989).

Para extraer ADN gendmico se inocularon 1x10° conidias/mL de cada cepa en un
matraz de 100 mL con 25 mL de MMA liquido junto con los suplementos necesarios y
se cultivo a 37 °C toda la noche en agitacion (220 rpm). EI micelio se filtro a traves de
Miracloth, se introdujo en tubos conicos de 2 mL y se liofilizd (Cryodos, Telstar®) toda
la noche. Una vez recogido el micelio liofilizado, se afiadié una bola de acero inoxidable
de 3,2 mm de diametro (Next Advance) y se pulverizo el micelio liofilizado con el
homogeneizador (Mini-Beadbeater, Biospec) en dos pulsos de 5 segundos con agitacion
mediana. Acto seguido, se retird la bola y se afiadié 1 mL de la solucion TSE (Tabla 7),
100 pL de SDS al 10 % (p/v) y se resuspendio la muestra por pipeteo hasta que el micelio

pulverizado quedase completamente humedo.

Tabla 7. Soluciones utilizadas en la extraccion de ADN gendmico de A. nidulans

Soluciones Preparacion para 100 mL
Tris-HCI 1 M (pH 8,0) Trizma® 12,114 g
Ajustar el pH a 8,0 (con HCI)
D(+)-sacarosa 1 M D(+)-sacarosa 34,23 g
EDTA05M EDTA 18,61 g
Solucién TSE Tris-HCI 1 M (pH 8,0) 2,5mL
(Tris-HCI 25 mM / D(+)-Sacarosa D(+)-sacarosa 25 mL
250 mM / EDTA 20 mM) EDTAO0,5M 4 mL
SDS 10 % SDS 10 g
NaOAc 3 M (pH 6) NaOAc 24,609 ¢
Ajustar el pH a 6,0 (con OAC)
Fenol/Sevag Fenol organico 25 mL
(Sevag = Cloroformo:Alcohol isoamilico; | Cloroformo 24 mL
24:1) Alcohol isoamilico 1mL
Guardar a4 °C

Se incubd la mezcla durante 15 minutos a 65 °C, mezclando el lisado por leve
golpeteo manual durante la incubacion. Acto seguido, se afiadié 1 mL de Fenol/Sevag
(Tabla 7), se agit6 la mezcla vigorosamente en vortex y se continud con una agitacion por
inversion regular durante 10 minutos. Se centrifugaron los tubos a temperatura ambiente
durante 5 minutos a maxima velocidad y se separo la fase organica y la acuosa. Se recogid

la fase superior (acuosa) en otro tubo de 2 mL y se repitié la fenolizacion.

Una vez terminada la segunda fenolizacién, se afiadié a la fase acuosa 0,1 y 0,6

volimenes de NaOAc 3 M (Tabla 7) e isopropanol, respectivamente, respecto al volumen
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recogido previamente. La mezcla se mezcl6 por inversion y se incub6 durante 15 minutos
a temperatura ambiente (en este punto un pellet blanco de ADN se hacia visible). Se
centrifugd durante 5 minutos, se retir6 el sobrenadante por aspiracion y se le afiadidé 1 mL
de EtOH al 80 % (v/v) para lavar el precipitado. Se volvio a centrifugar la muestra a
maxima velocidad y se retird el etanol mediante aspiracion. El precipitado se resuspendid
en 400 uL de agua Milli-Q® (Millipore™), se afiadieron 4 pL de ARNasa (5 mg/mL)
(Sigma-Aldrich) y se incub6 a 37 °C durante 45 minutos para eliminar el ARN presente
en la muestra. Se volvieron a afiadir 0,1 y 0,6 volumenes de OAcNa (3 M) e isopropanol,
respectivamente y se mezcld por inversion. A continuacion, utilizando una punta de
pipeta, se recogié la madeja de ADN vy se transfirio a un tubo de 2 mL con 500 uL de
EtOH al 80 % (v/v). Seguidamente, se centrifugd la muestra a temperatura ambiente
durante 5 minutos a maxima velocidad y se elimind el etanol en vacio. Se dejé secar el
ADN con el tubo abierto para eliminar los restos de etanol y se resuspendio en 200 pL de
agua Milli- Q®. Se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % (p/v) para
comprobar el estado y el tamafio del ADN extraido.

8.3. Southern Blot

Esta técnica disefiada por (Sambrook et al., 1989) se utiliz para comprobar que la
recombinacion de los distintos fragmentos de ADN en los transformantes de Aspergillus
nidulans se habia desarollado correctamente. Las soluciones utilizadas estan detalladas
en la Tabla 8. El etiquetado y deteccidn de las sondas se realiz con el kit DIG-High
Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche).

Una vez se comprobd el estado de las alicuotas de ADN obtenidas mediante el
método de extraccion de ADN descrito anteriormente, se procedié a digerirlas con una
endonucleasa de restriccién que permitiera distinguir la correcta recombinaciéon del
fragmento a insertar en el locus adecuado, respecto al ADN de la cepa parental. Se efectud
la digestion en funcidn de las instrucciones del fabricante, y se dej6 incubando a 37 °C
durante toda la noche. Una vez finalizada la digestion, se procedié a separar los
fragmentos por su peso molecular mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %
(p/v), durante 2-3 horas. Una vez finalizada la electroforesis, se expuso el gel a luz UV
(320 nm, Vilber Lourmat) durante 5 minutos para que los fragmentos de ADN separados
sufriesen una mayor degradacion, con el objetivo de facilitar la transferencia de

fragmentos de gran tamafio. Acto seguido, se deposité el gel en una fuente y se separaron
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las dobles hebras del ADN afiadiéndole la solucion desnaturalizante hasta cubrir todo el
gel y dejandolo incubar durante 45 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se retiro
la solucidn, y se efectuaron dos lavados con solucion neutralizante durante 30 minutos.
Finalizado este paso, se procedié a preparar el montaje para transferir los fragmentos de
ADN a una membrana de nylon cargada positivamente (Zeta-Probe® blotting, BioRad)
por capilaridad utilizando la solucién de SSC 20x como fase movil, y se dejo que la
transferencia discurriese durante toda la noche.

Tabla 8. Soluciones utilizadas en el Southern blot

Soluciones Cantidades por litro

Solucion desnaturalizante NaCl (1,5 M) 87,66 g
NaOH (0,5 M) 20 g

Solucion neutralizante NaCl (3 M) 175,3 g
Trizma® (0,5 M) 60,59 g
Ajustar el pH a 7,5 (con HCI)

SSC 20x NaCl (3 M) 175,3 g
Sodio citrato (0,3 M) 88,22 g
Ajustar el pH a 7,0 (con HCI)

Na2HPO4 - 2H20 (1 M) NaHPO4 - 2H20 1779 ¢

NaH2PO4 - H20 (1 M) NaH2PO4 - H.0 133,99 g

Solucién de fosfato de sodio (1 M) Na;HPO, - 2H,0 (1 M) 600 mL
NaH2PO4 - H20 (1 M) 400 mL
Ajustar el pH a 7 (con HCI)

Solucién Church Bovine Serum Albumine 109

(BSA) (1 %)
Solucion de fosfato de sodio 500 mL

1M (0,5 M)

EDTA (0,5 M, pH 8) 2mL

(0,1 M)

SDS 20 % (7 %) 350 mL
SSC-N 2x + SDS 0,1 % (p/v) SSC 20x 100 mL

SDS 20 % 5mL
SSC-N 0,5x + SDS 0,1 % (p/v) SSC 20x 25 mL

SDS 20 % 5mL
Solucién de lavado Acido maleico (0,1 M) 11649

NaCl (0,15 M) 8,77 ¢

Tween® 20 al 0,3 % (v/v) 3mL
Ajustar el pH a 7,5 (con NaOH s6lido)

Acido maleico Acido maleico (0,1 M) 11,6 g
NaCl (0,15 M) 8774
Ajustar el pH a 7,5 (con NaOH)

Solucién de deteccion Trizma® (0,1 M) 12,11 g
NaCl (0,1 M) 58

Ajustar el pH a 9,5 (con HCI)
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El mismo dia en que se prepar6 el montaje para la transferencia, se procedio a
generar la sonda que utilizariamos para hibridarla a nuestro fragmento. La sonda se
generd en un tubo de 1,5 mL en el que se afadieron 16 pL. de ADN del fragmento a
utilizar como sonda y se desnaturaliz6 a 95 °C durante 10 minutos. Pasado este tiempo,
se dejo enfriar el tubo en hielo durante 5 minutos y se le afiadieron 4 uL de digoxigenina-
dUTP (DIG-High Prime, Roche); se incubd la mezcla a 37 °C toda la noche. Tras la
incubacion, se inactivd la reaccion afadiendo 2 uL de EDTA (0,2 M, pH=8) y

calentandola a 65 °C durante 10 minutos.

Finalizada la transferencia, se fijo el ADN a lamembrana exponiéndola a dos pulsos
de 120 mJ de luz UV (Vilber Lourmat UV-Crosslinker BLX-E254, 254 nm); acto
seguido, se introdujo la membrana en un tubo de hibridacion (Labnet) y se realizé la pre-
hibridacion afadiendo 25 mL de la solucion Church (Church y Gilbert, 1984)dejandolo
incubar a 42 °C durante 2 horas y media. 10 minutos antes de que finalizara la pre-
hibridacidn, se desnaturaliz6 la sonda a 95 °C durante 5 minutos, y se dejo enfriar en hielo
hasta que finalizara la pre-hibridacion. Acto seguido, se afiadieron 5 uL de sonda

desnaturalizada al tubo, y se dejé hibridar la sonda a 42 °C toda la noche.

Una vez terminada la hibridacion, se procedié a efectuar lavados a la membrana.
Para el primer lavado, se afiadieron 30 mL de la solucion SSC-N 2x + SDS 0,1 % (p/v) y
se agitod el vial con suavidad durante 5 minutos a temperatura ambiente, dos veces. Para
el segundo lavado, se afiadieron 40 mL de la solucién SSC-N 0,5x + SDS 0,1 % (p/v) y
se efectud el lavado en el horno de hibridacion (ProBlot™ Hybridization Oven, Labnet)
durante 15 minutos a 65 °C, dos veces. Seguidamente, se realizé un lavado afadiendo
40 mL de la solucion de lavado y se agitd el vial con suavidad durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Finalizado el lavado, se procedié a bloquear la membrana en
solucion de bloqueo, preparada a partir 4 mL de un Stock 10x de solucion de bloqueo (1 g
de Blocking Reagent (suministrado por el kit) + 10 mL acido maleico) y 36 mL de acido
maleico, incubandola durante 30 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo, se retiraron 20 mL de la solucion de bloqueo, se afiadieron 2 uLL de anticuerpo
anti-digoxigenina-AP (1/10000, 75 mU/mL, Roche) y se incubd durante 30 minutos.
Finalizado el periodo de incubacion, de realizaron otros dos lavados afiadiendo 30 mL de
solucion de lavado a temperatura ambiente durante 15 minutos. Acto seguido, se

afiadieron 20 mL de solucion de deteccion y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente.
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Finalizado este paso, se extrajo la membrana del vial de hibridacion, y se depositd entre
dos membranas de pléstico a las que previamente de les habia afiadido en forma de gotas
aproximadamente 1mL del reactivo CSPD (Roche) para activar la reaccion
quimioluminiscente. Se retiraron las burbujas (si las hubiera) y se dejo incubar la
membrana durante 5 minutos. Tras haber finalizado la incubacion, se incub6 nuevamente
la membrana a 37 °C durante 10 minutos para aumentar la sefial de quimioluminiscencia.
Finalizada esta Ultima incubacion, se revel6 la membrana (ChemiDoc™ XRS+ System,
Bio-Rad) para visualizar si el tamafio de los fragmentos de nuestros transformantes era el

correcto.

8.4. Mutagénesis dirigida

Los distintos mutantes puntuales en el gen fluG (Tabla 2) se generaron por
transformacion y posterior recombinacion de fragmentos amplificados que contenian la
mutacion seleccionada con la secuencia cromosémica (PCR mutagénica). A la hora de
disefar los oligonucle6tidos necesarios para generar los citados fragmentos, por un lado,
se presto especial atencion en cambiar la menor cantidad de bases posible para que se
transcribiese el codon deseado, y por otro lado se flanqueo la regidn que contenia el codén
candidato a ser mutado con 12-15 nucleétidos para favorecer un correcto anillamiento de
los oligonucledtidos en la PCR mutagénica. Los casetes que se disefiaron para la
generacion de los mutantes puntuales se construyeron amplificando mediante PCR dos
fragmentos, en los que uno contenia la region 5°-UTR junto con el parte del gen fluG
hasta llegar a la zona que contenia la mutacion y el otro contenia la misma zona que
contenia la mutacion y la regién 3-UTR del gen fluG. Todas las fusiones para la
generacion de los casetes con los fragmentos que contenian las mutaciones (E566A,
E626A, H628A, R720A, R739A, R744A, E752A) se hicieron utilizando el método
Touchdown PCR. Una vez obtenidos los fragmentos fusionados, estos fueron
transformados en protoplastos de una cepa AfluG para inducir la recombinacién en el
locus original del gen fluG (Figura 9) y se seleccionaron aquellos transformantes que
crecian en un medio que contenia 5-FOA (2 mg/mL de medio) (Oakley et al., 1987).
Finalmente, se comprobo la correcta insercion de los casetes mediante Southern blot. Los
mutantes fueron posteriormente secuenciados para confirmar que no hubiera ninguna

mutacion no deseada.
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PROCESOS GENERACION DE MUTANTES PUNTUALES
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Figura 9. Construccion de los mutantes puntuales de fluG: Utilizando oligonucleétidos que codificaran
una alanina que sustituyera un aminoacido de interés, se amplificaron el promotor (azul) junto con una
parte del gen con el residuo mutado (morado con asterisco rojo) y el terminador (verde) junto con la regién
resultante del gen con el residuo mutado. Cada uno de los fragmentos que contenian las mutaciones
puntuales transformado en una cepa AfluG::pyrG*', dandose la recombinacion en el locus pyrG (naranja).
La correcta integracion se confirmé mediante Southern blot y se secuenciaron las cepas para confirmar la

presencia de la mutacion deseada.

8.5. Induccion de la expresion

Los experimentos de induccién se efectuaron en cepas que contenian el gen fluG
regulado bajo el promotor alcA(p), el cual puede ser inducido al utilizar fuentes de
carbono como el etanol y la L-treonina. Se utiliz6 L-treonina en una concentracién final
de 100 mM como fuente de carbono para inducir el promotor alcA(p) (Lockington et al.,
1985). Las cepas se incubaron previamente con glucosa durante 14 horas; acto seguido
se filtro y trasladd el micelio a un medio fresco con L-treonina como fuente de carbono y

se dejo incubando a 37 °C durante los periodos de tiempo deseados.

8.6. Sustitucion de las regiones de fluG por homdlogos bacterianos y de planta

Las cepas que contenian tanto los homologos bacterianos y de planta del gen fluG
se generaron a partir de oligonucleétidos que contenian las colas adecuadas para fusionar
los genes candidatos (Tabla 2). Se disefiaron distintas variedades de casetes dependiendo
de si se queria sustituir el gen fluG en su totalidad o solo la region N-terminal o C-

terminal.
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8.6.1. Sustitucion del gen fluG

Los casetes que se disefiaron para la sustitucion completa del gen fluG, se
construyeron amplificando mediante PCR. Por un lado, se amplificaron los fragmentos
correspondientes a la regién 5°-UTR y la regién 3"-UTR de fluG. Por otro, se amplifico
el gen bacteriano o de planta a insertar en lugar del gen fluG, empleando oligonucledtidos
con colas complementarias al extremo 3" del promotor y al extremo 5” del terminador que
fueron amplificados previamente. Una vez obtenidos los tres fragmentos, se fusionaron
mediante PCR de fusion o Touchdown PCR, quedando el gen bacteriano o de planta entre

los fragmentos correspondientes al promotor y terminador (Figura 10).
8.6.2. Sustitucion de la region C-terminal de fluG

El casete que se disefid para la sustitucion de la regién C-terminal del gen fluG, se
construyé amplificando mediante PCR dos fragmentos en el que uno contenia la region
5-UTR y la region N-terminal con el ‘linker’ (conector sin otra funcion reconocida) del
gen fluG, y el segundo contenia la region 3"-UTR de fluG. Por otro lado, se amplifico el
gen bacteriano a insertar en lugar de la regién C-terminal de fluG, empleando
oligonucled6tidos con colas complementarias al extremo 3" del ‘linker’ y al extremo 5™ del
terminador que fueron amplificados previamente. Una vez obtenidos los tres fragmentos,
se fusionaron mediante PCR de fusién o Touchdown PCR, quedando el gen bacteriano

entre los dos fragmentos (Figura 10).
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Figura 10. Primero, se amplificaron el promotor (azul), la regién de FIuG que se quiere conservar
(morado), el gen bacteriano de interés (verde azulado) y el terminador (verde). Acto seguido, los
fragmentos se fusionaron mediante PCR utilizando los oligonucleétidos PP1 y GSP4. Los fragmentos que
contenian las mutaciones puntuales transformado en una cepa AfluG::pyrG*', dandose la recombinacion en

el locus pyrG (naranja). La correcta integracién se confirmo mediante Southern-blot.
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9. Técnicas de analisis de expresion génica

9.1. Extraccién vy cuantificacion del ARN total

Las muestras cultivadas en el MMA descrito en el 4. Medios y condiciones de
cultivo de Aspergillus nidulans fueron filtradas a través de Miracloth (Calbiochem®,
dp = 22-25 um) estéril e inminentemente prensadas dentro de criotubos y congeladas en
nitrogeno liquido. Acto seguido, se procedié a moler el micelio en mortero con nitrégeno
liquido, evitando en todo momento que las muestras se descongelaran. Se transfirieron
aproximadamente 100 mg de micelio triturado a un tubo Eppendorf de 2 mL y se procedio
a extraer el ARN total empleando el kit NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel GmbH &
Co). Finalizada la extraccion, se verifico el estado del ARN realizando una electroforesis
en gel de agarosa al 1,2 % (p/v), para verificar que no se hubiera degradado. Finamente,
se procedié a medir la concentracion y la pureza del ARN presente en la muestra

utilizando el espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000c (Thermo Fisher Scientific).

9.2. Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se llevé a cabo utilizando el kit PrimeScript™ RT Reagent Kit
(Perfect Real Time) (Takara Bio Inc.) siguiendo el protocolo de transcripcion reversa

facilitado por el fabricante.

9.3. Real-Time PCR (PCR a tiempo real)

La PCR cuantitativa se llevo a cabo utilizando la maquina 7500/7500 Fast Real-
Time PCR System (Applera Corporation). Para preparacion de la reaccion se llevo a cabo
en una microplaca de 96 pocillos, en las que se vertieron 4 uL de la mezcla PyroTaq
EvaGreen qPCR Mix Plus (ROX) (CMB, Cultek Molecular Bioline), 0,5 uL. de ambos
primer, 5 pL. de cDNA de interés y 10 puL de agua, hasta hacer una mezcla total de 20 pL.
Una vez preparadas todas las muestras en sus correspondientes pocillos, se selld la
microplaca con un film protector y se centrifugd para asegurar de que la mezcla se
encontraba en la base del pocillo. Finalmente, se procedi6 a insertar la microplaca en la
maquina y se programé segun las instrucciones del fabricante para llevar a cabo la PCR

cuantitativa utilizando el indicador EvaGreen.
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10. Técnicas de biologia molecular para Escherichia coli

10.1. Medios de cultivo y condiciones para E. coli

El medio de cultivo utilizado para Escherichia coli fue LB (Bertani, 1951)

modificado (Sambrook et al., 1989). La composicion esta descrita en la Tabla 9.

Tabla 9. Composicion de medios de cultivo de E.coli

Medios de cultivo Cantidades por litro
LB liquido Bactotriptona (1 %) 109
Extracto de levadura 590
(0,5 %)
NaCl (1 %) 10 g

Ajustar el pH a 7 (con NaOH)
Esterilizar en autoclave

LB solido Bactotriptona (1 %) 109
Extracto de levadura 50
(0,5 %)
NaCl (1 %) 10 g
Agar (1,5 %) 159

Ajustar el pH a 7 (con NaOH)
Esterilizar en autoclave

La seleccion de transformantes se hizo en un medio que contenia el antibi6tico ampicilina

(50 mg/mL en agua) con una concentraciéon de 100 ug/mL.

10.2. Transformacién de E. coli

La transformacion de E. coli se llevo a cabo mediante la técnica de choque térmico
(Hanahan, 1983). Todo el proceso se llevd a cabo en un tubo de 1,5 mL, en el que se
afiadieron 100 pL de células competentes de las cepas DH1 o DH5a y 1-2 uLL de ADN
plasmidico. Se dejo reposar la mezcla en hielo durante 20 minutos, y acto seguido se
indujo en choque térmico incubando la mezcla a 42 °C durante 2 minutos y se dejo otra
vez en hielo durante 1 minuto. A continuacion, se afiadié 1 mL de medio LB liquido y se
incubé a 37 °C durante 1 hora con agitacion a 250 rpm. Finalizado el periodo de
incubacion, se inocularon entre 50 y 100 uL de la mezcla de transformacion en placas de
Petri de 90 mm que contenian medio LB s6lido suplementado con ampicilina. En el caso
de las ligaciones, se centrifugd la mezcla a 2500 rpm durante 3 minutos, se retiraron

900 uL de sobrenadante y se concentr6 la mezcla de transformacion en los 200 L de
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sobrenadante restantes para posteriormente inocularlo en placas suplementadas con

ampicilina.

10.3. Extracciéon de ADN plasmidico

10.3.1. Extraccién de ADN plasmidico a partir de colonias

Este método de extraccion se utilizé para confirmar si las colonias transformantes
contenian el plasmido de interés. La composicién de las soluciones utilizadas para extraer

ADN plasmidico de medio solido esta detallada en la Tabla 10.

Tabla 10. Soluciones utilizadas para la extraccion de ADN plasmidico en medio sélido

Soluciones Cantidades por 10 mL

Solucién de lisis Tris-HCI 1 M (pH 8) 100 pl
EDTA 0,5 M (pH 8) 200 pl
NaOH 10 M 100 pl
SDS (10 %) 1000 pl

GLB Glicerol 500 ul
Xileno-cianol 2,5 ul
Azul de bromofenol 2,5 ul

HCI1N + GLB HCI 1N 3,34 mL
GLB 6,66 mL

Para empezar, se afiadieron 40 ul de solucion de lisis en un tubo de 1,5 mL. Se tomé
una muestra de la colonia transformante con un palillo estéril y se frotd repetidamente
contra la pared del tubo hasta que se depositd visiblemente la biomasa. Acto seguido, se
mojo el palillo en la solucion de lisis removiendo la mezcla y se dejé incubar a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Tras ello, se afiadieron 8 pl de la solucion HCI
(1 N) + GLB y se observo un color verde oscuro en la disolucion. Se afiadié la cantidad
necesaria de solucion de lisis hasta que la mezcla adquirié un color azul y se congel6 la
mezcla a -80 °C durante 15 minutos. Finalizado este tiempo, se centrifugd a 13000 rpm a
4 °C durante 10 minutos y se utilizaron 20 ul de sobrenadante para hacer una

electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % (p/v).
10.3.2. Extraccién de ADN plasmidico de cultivo liquido

Este método de extraccion se utilizé para purificar el plasmido de interes de las
colonias transformantes que se habian confirmado con el método de extraccion de ADN
plasmidico de medio solido. La extraccion del ADN plasmidico se efectu6 inoculando

primero una alicuota de la colonia bacteriana a analizar en 25 mL de medio LB liquido
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suplementado con ampicilina. Se cultivé la mezcla a 37 °C durante toda la noche con una
agitacion de 200 rpm. La extraccion se llevo a cabo siguiendo las indicaciones del kit
GenElute™ Plasmid MiniPrep Kit (Sigma-Aldrich). Finalizada la extraccion, se verifico
la correcta extraccion del ADN plasmidico, realizando una electroforesis en gel de

agarosa al 0,8 % (p/v).

10.4. Digestion v ligacién de plasmidos y fragmentos de ADN

Tanto el plasmido pNT5 como los distintos fragmentos se digirieron por separado
con las enzimas Ascl (New England BioLabs®) y BamHI (Takara Bio Inc.) utilizando el
protocolo de digestion facilitado por el fabricante. La digestién con ambas enzimas se
efectud a 37 °C durante al menos 1 hora y 30 minutos, y se comprob6 que la digestion se
completd realizando una electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % (p/v). Tras confirmar
la correcta digestion, se inactivd la enzima a a 80 °C durante 20 minutos y se purifico
utilizando el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel GmbH & Co),

para retirar cualquier reactivo que pudiera causar interferencias en la segunda digestion.

Una vez finalizadas ambas digestiones, se procedié a medir la concentracién en
ug/ul del plasmido y el fragmento utilizando el espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000c
(Thermo Fisher Scientific), y se calculé la concentracion de ambos en picomoles,
valiéndonos de la herramienta digital DNA pg & pmol Converter (Gene Infinity LLC).
La ecuacion utilizada por la herramienta, es la siguiente:

mol  10° 1
ug de DNA - P . Py

660pg 1ug n°de nuclebtidos = pmolde DNA
Tras obtener las concentraciones, se procedi6 a preparar la ligacion afiadiendo tanto
el plasmido como el fragmento en una relacion 1:3, respectivamente. La ligacion de llevo
a cabo utilizando la enzima T4 DNA Ligase (Takara Bio Inc.) siguiendo el protocolo de
ligacion facilitado por el fabricante. La ligacién se efectué a temperatura ambiente
durante al menos 4 horas, y se transformé todo el producto de ligacion en E. coli
utilizando el protocolo descrito anteriormente (7.2. Transformacion de protoplastos).
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11. Técnicas de biologia molecular para Lactobacillus paracasei y

Pseudomonas aeruginosa

11.1. Medios de cultivo y condiciones para L. paracasei y P. aeruginosa

La composicion de los medios de cultivo utilizados tanto para Lactobacillus
paracasei (De Man et al., 1960) y Pseudomonas aeruginosa (Lapage et al., 1970) estan

descritos en la Tabla 11 y Tabla 12, respectivamente.

Tabla 11. Composicion de los medios de cultivo utilizados en Lactobacillus paracasei

Medios de cultivo Cantidades por litro

MRS liquido D(+)-glucosa 20 ¢
Peptona 10 g
Extracto de carne 109
Extracto de levadura 59
NaOAc 50
Ko2HPO4 29
Tartrato amonico 29
Tween 80 % 19
MgSQO4-7H20 0,1g
MnSQO4-H.0O 0,05¢g

Ajustar el pH a 6,2 (con NaOH)
Esterilizar en autoclave

MRS sélido D(+)-glucosa 20 ¢
Peptona 10 g
Extracto de carne 109
Extracto de levadura 50
NaOAc 50
KoHPO4 29
Tartrato amonico 29
Tween 80 % 19
MgSO4-7H,0 0,19
MnSQO4-H20 0,05¢g
Agar 159

Ajustar el pH a 6,2 (con NaOH)
Esterilizar en autoclave

Tabla 12. Composicion de los medios de cultivo utilizados en Pseudomonas aeruginosa

Medios de cultivo Cantidades por litro
Medio de nutrientes liquido Tris HCI 50
Extracto de levadura 29
Extracto de carne 19
NaCl 50
Ajustar el pH a 7,2 (con NaOH)
Esterilizar en autoclave
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Medio de nutrientes sélido Peptona 59
Extracto de levadura 290
Extracto de carne 1g
NaCl 50
Agar (1,5 %) 159
Ajustar el pH a 7,2 (con NaOH)
Esterilizar en autoclave

11.2. Extraccién de ADN gendmico en bacteria

11.2.1. Extraccion de ADN gendmico de Lactobacillus paracasei

Este método de extraccion se utilizé para purificar el material genético de L.
paracasei (Klaenhammer, 1984), la preparacion de las soluciones utilizadas esta descrita
en la Tabla 13.

Tabla 13. Soluciones utilizadas para la extraccién de ADN de Lactobacillus paracasei

Preparacion de soluciones Cantidades por litro
Solucion de lisis Tris-HCI 1 M (pH 8) 20 mL
Tween 20 % 12 mL
EDTA 0,5 M (pH 8) 4mL
20 g de Lisozima (Sigma-Aldrich)
Guardar a -20 °C

La extraccion se efectud inoculando primero una alicuota de la colonia bacteriana
en 25 mL de medio MRS liquido. Se cultivo la mezcla a 37 °C durante toda la noche con
una agitacion de 200 rpm. Tras ello, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las
celulas en 180 puL de solucion de lisis y 20 uL de mutanolisina (1 mg/mL) (Sigma-
Aldrich), dejando incubar la mezcla durante 1 hora con agitacién a 200 rpm. Acto
seguido, se llevo a cabo la extraccion de ADN gendmico siguiendo las indicaciones del
kit NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel GmbH & Co). Finalizada la extraccion, se
verifico el estado del ADN gendmico realizando una electroforesis en gel de agarosa al
0,8 % (p/v).

11.2.2. Extraccién de ADN genémico de Pseudomonas aeruginosa

La extraccion de ADN genomico de P. aeruginosa se efectud utilizando un kit de
extraccion de ADN genomico de bacterias. Primero se inoculo una alicuota de la colonia
bacteriana en 25 mL de medio de nutrientes liquido. Se cultivo la mezcla a 37 °C durante
toda la noche con una agitacion de 200 rpm. Tras ello, se eliminé el sobrenadante y se

llevd a cabo la extraccion de ADN genomico siguiendo las indicaciones del kit
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NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel GmbH & Co). Finalizada la extraccion, se verifico

el estado del ADN gendmico realizando una electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %
(p/v).

12. Aislamiento y manipulacion de proteinas en Aspergillus nidulans

12.1. Extraccién de proteinas

Tabla 14. Soluciones utilizadas para la extraccion de proteinas de Aspergillus nidulans

Soluciones Cantidades por 100 mL

Solucion de lisis NaOH 10 M 1mL
B-mercaptoetanol 100 uL
Guardara 0 °C

TCA 100 % TCA 220,26 g
Cubrir la botella con papel de aluminio
Guardar a4 °C

TrisBase 1 M Trizma® 12,114 g
Guardar a4 °C

Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8) Trizma® 6,057 ¢
Ajustar el pH a 6,8 (con HCI)

SDS 10 % SDS 10 g

Tampon de ruptura Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8) 1,66 mL
SDS 10 % 2mL
B-mercaptoetanol 500 pulL
Urea 3640
Guardar a -20 °C

La extraccion de proteinas se llevé a cabo mediante el método descrito por (Hervas-
Aguilar y Pefialva, 2010). Se inocularon 2-10° conidias/mL de cada cepa en un matraz de
250 mL con 50 mL de medio liquido junto con los suplementos necesarios y se cultivo el
indculo a 37 °C durante 18 horas en agitacion (220 rpm). EI micelio se filtro a través de
Miracloth estéril, se introdujo en tubos conicos de 2 mL y se liofilizd (Cryodos, Telstar®)
toda la noche. Una vez recogido el micelio liofilizado, se afiadi6 una bola de acero
inoxidable y se pulveriz6 el micelio liofilizado con el homogeneizador (Mini-Beadbeater,
Biospec) en dos pulsos de 5 segundos con agitacion mediana. Acto seguido se recogieron
6-7 mg de micelio pulverizado en un nuevo tubo de 2 mL y se resuspendié en 1 mL de
tampon de lisis Tabla 14. Se disolvio el micelio mezclando el tubo vigorosamente en el
vortex, se afiadio 75 uL de TCA 100 % (p/v) para precipitar las proteinas y se incubo la
mezcla durante 10 minutos en hielo. Finalizada la incubacion, se centrifugé a 14000 rpm

durante 5 minutos a 4 °C y se elimino el TCA mediante aspiracion. Se repitié este paso

53



MATERIALES Y METODOS

para retirar el TCA residual. Seguidamente, se afiadieron 100 uL. de Tris Base (1 M) y
200 pL de tampon de ruptura, se mezclé mediante agitacion por vortex y se guardo la
muestra a -20 °C. Previamente a ser cargadas en un gel de SDS-poliacrilamida, se
descongelaron las muestras en hielo y se agitaron en vortex durante 30 segundos. Acto
seguido, se hirvieron a 95 °C durante 5 minutos y se centrifugaron durante 1 minuto a

velocidad méxima.

12.2. Western blot

Los extractos proteicos fueron cargados en un gel SDS-poliacrilamida para realizar
la separacién de los mismos (Sambrook et al., 1989). Una vez se desnaturalizaron las
muestras con las condiciones descritas previamente, se cargaron en dos geles con una
concentracion de poliacrilamida del 10 % (Mini-PROTEAN® 3, Bio-Rad) (Laemmli,
1970). La integridad de los extractos proteicos se analiz6 tifiendo uno de los geles con
Bio-Safe™ Coomassie. Una vez confirmado el correcto estado de los extractos proteicos,
se procedid a la transferencia del segundo gel a una membrana de PVDF (Trans-blot®
Turbo™ Midi PVDF Transfer Pack, Bio-Rad). Para comprobar que la cantidad de
proteina fuera la misma en todas las muestras, se emple6 el método Ponceau Staining
(Goldman et al., 2016). Una vez hecha la comprobacion, los epitopos correspondientes
se detectaron mediante la hibridacion con anticuerpos primarios especificos, y estos
anticuerpos primarios se hibridaron con anticuerpos secundarios adecuados con actividad

peroxidasa (Tabla 15).

Tabla 15. Anticuerpos utilizados en el Western blot

Anticuerpos Dilucion Origen Fabricante
o-GFP 1/5000 Raton Roche
Primario
o-HA 1/7500 Raton Santa Cruz
Secundario | a-raton 1gG 1/4000 Cabra Jackson InmurmResearch
Laboratories INC

Esta actividad se indujo mediante el kit de quimioluminiscencia ECL (Clarity™
Western ECL Blotting Substrate, Bio-Rad) y la membrana se reveld con el dispositivo
ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad). Las imagenes se analizaron mediante el software

ImageLab (versién 5.2, Bio-Rad).
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13. Herramientas de analisis bioinformatico

El andlisis bioinformatico de la secuencia gendémica y proteica de fluG se llevo a

cabo empleando las herramientas citadas a continuacion.

13.1. Construccion y secuenciacion

Las distintas secuencias analizadas en este trabajo se obtuvieron a partir de las bases
de datos Aspergillus Genome Database (www.aspgd.org/) (Cerqueira et al., 2014) y

Ensembl Genomes (www.ensemblgenomes.org/) (Kersey et al., 2018). Las

construcciones genomicas y plasmidicas se disefiaron utilizando el programa Vector
NTI® version 10.1.1 (Invitrogen). Los resultados obtenidos de la secuenciacion de
distintos mutantes se compararon con la secuencia original del gen utilizando la

herramienta Lalign (www.embnet.vital-it.ch/software/LALIGN_form.html), la cual

implementa un algoritmo (Huang et al., 1990).

13.2. Andlisis in silico de FIuG

La secuencia proteica de FIuG se analizé utilizando una serie de predictores
especificos para los dominios que se detallan a continuacion: El péptido sefal, el cual
sefiala el destino, la ruta de transporte y la eficiencia de secrecion de una proteina, se
predijo mediante la herramienta SignalIP 4.1 (Nielsen, 2017). Las sefiales de localizacion
y exportacion nuclear, que habilitan el transporte por el poro nuclear, se predijeron
mediante las herramientas NLStradamus (Nguyen Ba et al., 2009) y NetNES 1.1 (la Cour
et al., 2004), respectivamente. La presencia de hélices transmembrana, las cuales pueden
indicar, segun su conformacion que la proteina interactda con la membrana celular, se
predijeron utilizando la herramienta TMHMM server v2 (Sonnhammer et al., 1998).
Finalmente, los motivos PEST, los cuales son candidatos a ser cortados mediante
proteodlisis, se predijeron utilizando la herramienta epestfind (Rechsteiner y Rogers,
1996). La identificacion de los motivos funcionales se llevd a cabo utilizando la

herramienta HMMER (www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/phmmer).

13.3. Busqueda de homoélogos de FluG en bacterias vy plantas

Utilizando la secuencia proteica de FluG como referencia, se buscaron ort6logos en
bacterias, hongos y plantas realizando un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome) en el
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apartado Protein Blast (Boratyn et al., 2013). Se utilizé el algoritmo BLOSUMZ26 como
matriz de referencia, fijando el limite de evaluacion del alineamiento (E-valor) en 2%,
Una vez obtenidos los ortélogos, se procedio a hacer un alineamiento multiple de todas
las secuencias utilizando la herramienta Clustal Omega

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) facilitado por EBI (European Bioinformatics

Institute) (Li et al., 2015). Los alineamientos se visualizaron utilizando el programa
Jalview version 2.10.3b1 (Waterhouse et al., 2009), y la conservacion de cada residuo de
todos los homélogos obtenidos se obtuvo utilizando el algoritmo de divergencia Jensen-
Shannon (Capra y Singh, 2007). El valor de la identidad de todos los ortélogos de FIuG
se obtuvo como una media de las identidades de todas las identidades de los ort6logos de
FIuG en bacteria, hongo y planta, en comparacién con el FluG de Aspergillus nidulans.
La construccién del arbol filogenético se llevo a cabo utilizando el software MEGA7
(Kumar et al., 2016) y aplicando el método basado en la minima evolucion (Neighbor-
Joining Method) (Saitou y Nei, 1987). Los resultados fueron posteriormente editados
utilizando la herramienta iTOL (Interactive Tree Of Life) (Letunic y Bork, 2019). La
busqueda de operones predichos en bacteria que codificaran ambas regiones de FIuG se
llevd a cabo mediante los predictores OperonDB (Pertea et al., 2009) y ProOpDB
(Taboada et al., 2012).

13.4. Busqueda de estructuras de cristal mediante SWISS-MODEL

Utilizando la secuencia proteica de FluG como referencia, se utiliz6 la herramienta

SWISS-MODEL (www.swissmodel.expasy.org/) (Biasini et al., 2014) para identificar
estructuras de cristal homdélogas a ambas regiones de FluG. Tras haber obtenido varias
estructuras candidatas a servir como modelos de FluG, previamente a ser utilizadas, se
verificd si se habia caracterizado la reaccion enzimatica que desempefiaban. Las
estructuras de cristal de cada regién de FIuG fueron obtenidas de Protein Data Bank
(PDB) (Berman et al., 2002).

13.5. Modelado de FIuG mediante MAESTRO

El modelado de FIuG se llevd a cabo utilizando el programa MAESTRO,
proporcionado por Schrodinger Suite, version 2017-1 (Sastry et al., 2013). Primero, se
llevd a cabo un preprocesado de la estructura de cristal candidata a ser utilizada como

molde. Para ello, dentro del programa MAESTRO, se utilizo la aplicacion Protein
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Preparation Wizard para eliminar moléculas de agua, afiadir los atomos de hidrogeno y
detectar problemas estructurales del modelo. Las cadenas laterales de aminoécidos que
faltaban en el modelo, se generaron utilizando la aplicacién Prime (Jacobson et al., 2004),
mientras que los estados de protonacién de cada cadena lateral fueron generados
utilizando la herramienta EPIK a pH = 7 (Shelley et al., 2007). Acto seguido, se procedid
a la minimizacién del modelo utilizando el campo de fuerza OPLS3 (Shivakumar et al.,
2010; Harder et al., 2016). Una vez finalizado el procesado de los cristales, se procedio a
construir los modelos de FIuG con las estructuras de cristal tratadas, utilizando el
programa Prime. El alineamiento utilizado para la generacion de los modelos de cada
region de FIuG fue el obtenido por la herramienta SWISS-MODEL.

14. Microscopia de fluorescencia

La localizacion subcelular de FIuG en Aspergillus nidulans se analizé utilizando el
microscopio invertido Zeiss Axio Observer Z1 equipado con una lente de inmersion en
aceite (63x, Plan Apochromat), una camara Axiocam MRm Rev.3, una fuente de luz
externa Zeiss HXP 120C para los experimentos de epifluorescencia y los filtros verde
(filtro 38 HE, excitacion 470/40; emision 525/50), rojo (filtro 43 HE, excitacion 545/25;
emision 605/70) y DAPI (filtro 49; excitacion 365 nm; emision 445 nm).

El andlisis de las imégenes obtenidas en el microscopio se realizd6 mediante el
software de libre acceso Fiji version 2.0.0-rc-54/1.51g (www.fiji.sc/) (Schindelin et al.,
2012).
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PRIMERA APROXIMACION A LA FUNCION DE fluG

1. Introduccioén

Una caracteristica comun de los hongos filamentosos, incluido el género
Aspergillus, es su capacidad para producir metabolitos secundarios. A diferencia de los
metabolitos primarios, los metabolitos secundarios no son esenciales para el crecimiento
celular, pero proporcionan una ventaja competitiva como agentes protectores o moléculas
sefializadoras tanto en hongos como en bacterias y plantas (Demain y Fang, 2000). Los
metabolitos secundarios se pueden dividir en cuatro grupos: policétidos, terpenoides,
compuestos derivados del acido shikimico y péptidos no-ribosomicos. Por otro lado, la
combinacidn de estos grupos da lugar a una gran variedad de metabolitos hibridos como
en los meroterpenoides, entre policétidos y terpenos, aumentan significativamente la
complejidad y la diversidad del metabolismo en los hongos (Klejnstrup et al., 2012). Tal
y como se ha mencionado en la introduccion general, la bisqueda y caracterizacién
funcional de metabolitos secundarios sigue siendo hoy en dia objeto fundamental de
lineas de investigacion centradas en la busqueda de compuestos bioactivos que muestren
actividad antimicrobiana y antitumoral (Nielsen y Smedsgaard, 2003; Keller et al., 2005;
Kjaerbolling et al., 2019).

Estudios basados en la delecion de librerias de genes que codifican policétidos han
desvelado los genes responsables de la sintesis de varios metabolitos secundarios. En el
estudio llevado a cabo por Nielsen et al. (2011), se construyeron mutantes deficientes en
la produccion de policétidos, que no mostraban defectos en la esporulacién. Entre ellos,
se encontraba el mutante del gen ausA (AN8383), necesario para sintetizar un policétido
(Ahuja et al., 2012) que actta como precursor del 3,5-dimetilorselinico (3,5-DMO). Este
compuesto forma el primer intermediario para sintetizar el dehidroaustinol (DHA) (Lo et
al., 2012; Matsuda et al., 2013).

Un estudio llevado a cabo por Rodriguez-Urra et al. (2012) desvel6 que en ausencia
del gen fluG, no se sintetizaba el DHA. Por otro lado, se confirmé que la adicion de un
aducto formado por diorcinol y DHA era capaz de inducir la esporulacion parcial en una
cepa AfluG. Teniendo en cuenta que Nielsen et al. (2011) mencion6é que un mutante
AausA mostraba un fenotipo esporulante, el resultado de Rodriguez-Urra et al. (2012)
solo podria explicarse si DHA fuese un inductor de la esporulacion que actuase de manera

paralela a la sefial de FIuG.
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Las primeras aproximaciones en torno a la distribucion intracelular de FIuG (Lee 'y
Adams, 1994) mostraron mediante un experimento de separacion de organelas que FluG
estaba localizado mayormente en el citoplasma. No obstante, estudios recientes llevados
a cabo en Aspergillus flavus sugerian mediante un analisis Yeast-two-Hybrid que FluG
formaba parte del complejo trimerico VelB-VeA-LaeA (Chang et al., 2013), el cual se
forma dentro del nucleo (Bayram et al., 2008). Con respecto a la localizacién de FIuG, se
han publicado observaciones divergentes. En lo que a la localizacion de FIuG respecta,
las primeras aproximaciones en este campo mostraron mediante un experimento de
fraccionamiento celular que FluG estaba localizado mayormente en el citoplasma (Lee y
Adams, 1994). No obstante, estudios llevados a cabo en Aspergillus flavus sugirieron
mediante un andlisis Yeast-two-Hybrid que FIuG formaba parte del complejo trimérico
VelB-VeA-LaeA (Chang et al., 2013), el cual se forma dentro del nicleo (Bayram et al.,
2008). Por otro lado, estudios centrados en la caracterizacion de los genes que participan
en la induccion de la conidiacion en Aspergillus nidulans, han desvelado que estos
factores exhiben un patron de localizacion muy especifico en la hifa. Algunos factores se
localizan en el compartimento nuclear (floC y floD), mientras que otros factores se
encuentran tanto en la punta de la hifa (floE) como en el ndcleo (flbB) (Etxebeste et al.,
2010a). Teniendo en cuenta que los antecedentes citados anteriormente proponen
localizaciones diferentes, se decidio6 investigar la localizacion de FIuG in vivo mediante

técnicas de microscopia de fluorescencia.

En este capitulo se aclaran los aspectos relacionados con el DHA como el factor de
FIuG y si el gen ausA forma parte de la ruta de induccion de la conidiacion de FIuG, asi
como otros aspectos relacionados con la funcion de este factor, que no habian sido

tratadas en anteriores investigaciones.
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2. Resultados

2.1. La produccion de conidias no se ve afectada en una cepa mutante AausA

Los estudios anteriores realizados por Nielsen et al. (2011) afirmaban que un nulo
del gen ausA, que no produce DHA, exhibe un fenotipo esporulante. Por tanto, se decidid
llevar a cabo una caracterizacion fenotipica de un mutante AausA en un fondo genético

veAl, tal y como se ha efectuado en estudios anteriores.

Tal y como se muestra en la Figura 11A, no se observo ninguna diferencia
fenotipica entre el creciiento y desarrollo de la cepa silvestre (TN02A3) que se us6 como
parental y el mutante AausA. Una vez se llevo a cabo la caracterizacion fenotipica en
MMA y MCA y el anélisis estadistico de los resultados obtenido en ambas cepas, no se
observo que hubiera diferencias significativas en el desarrollo asexual (Figura 11B).
Estos resultados confirman las observaciones realizadas por Nielsen et al. (2011) y

colaboradores.

WT AausA 120

100

C/Area
2

WT AausA
Figura 11. A) Fenotipos de la cepa silvestre (TN02A3) y la cepa dausA (BD688) en medio minimo (MMA) y
medio completo (MCA), tras haberlos incubado durante 72 h. Barra de escala =1 cm. B) Graficas representando

la ratio de esporulacion por centimetro cuadrado (C/Area) en MMA y MCA.

2.2. Una cepa AausA revierte el fenotipo aconidial de un mutante cfwA2 y AfluG

Tras la observacion llevada a cabo en el apartado anterior, se decidi6 llevar a cabo
experimentos de contacto entre cepas (Lee y Adams, 1994) (Figura 12A), con el objetivo
de verificar si un mutante dausA podria donar el factor FluG a una cepa receptora. Como

cepas donantes del metabolito de FluG, se utilizaron una cepa silvestre y el mutante
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AausA, mientras que como cepas receptoras de los metabolitos, se utilizd un mutante
AfluG el cual no sintetiza ningun metabolito que esté aguas debajo de FIuG, y la cepa
cfwA2, la cual contiene una mutacion en el gen npgA que codifica una 4-fosfopanteteinil
transferasa (PPTasa) (Marquez-Fernandez et al., 2007). Esta Gltima cepa esta afectada en
la biosintesis de la penicilina, la sintesis de pigmentos, la sintesis de lisina, la biosintesis
de sideroforos (Oberegger et al., 2003), asi como en la sintesis de varios policétidos entre
los que se encuentra el DHA. Curiosamente, tanto el crecimiento vegetativo y desarrollo
asexual y sexual estan afectados en el mutante cfwA2. Los defectos que manifiesta este
mutante tanto en la produccion de metabolitos como en el desarrollo del hongo, lo
convirtieron en un candidato adecuado para el experimento de contacto, para analizar que

cepas son capaces de complementar los defectos de distintos mutantes.

Los resultados de los primeros experimentos de contacto llevados a cabo
utilizando como donantes una cepa silvestre y un mutante AdausA para transmitir el
metabolito a la cepa aceptora AfluG se muestran en la Figura 12B. La formacién de un
frente de esporas amarillas perteneciente a la cepa AfluG confirma que un mutante AdausA
puede inducir la esporulacién de la misma forma que una cepa silvestre, lo cual indica

que la molécula sefializadora de FIuG esta presente en esta cepa, que no produce DHA.

A B
Molécula de FluG
[

AfluG cfwA?2
AausA

AMuG cfwA2

Figura 12. A) Esquema del experimento de contacto y transmision de la molécula inductora de la esporulacion. La
zona de contacto entre las dos cepas se muestra en amarillo, debido a que la cepa receptora es capaz de desarrollar
esporas B) Representacion de los experimentos de contacto entre una cepa esporulante (WT y AdausA) y una cepa
fluffy (AfluG y cfwA2). Las zonas de contacto en las que se han desarrollado las esporas amarillas pertenecientes a

las cepas fluffy, estan indicadas con flechas blancas. Barra de escafia = 5 mm
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Por otro lado, los resultados obtenidos de un segundo experimento de contacto
mostrado en la figura del Anexo 1 confirman que tanto la cepa silvestre, como la cepa
AMluG y la dausA transmiten el metabolito a la cepa cfwA2, debido a que en la zona de
contacto se han desarrollado conidioforos de color amarillo pertenecientes a esta cepa.

Esta cuestion se trata mas a fondo en el Anexo 1.

2.3. La delecion del gen fluG afecta tanto al desarrollo asexual, como al sexual en

Asperqillus nidulans

Estudios anteriores se centraron en el efecto de FIuG sobre el desarrollo asexual
(Lee y Adams, 1994; Yager et al., 1998; D'Souza et al., 2001) sin aportar datos sobre la
formacion de cleistotecios. Sin embargo, un estudio llevado a cabo en Aspergillus flavus
sobre la caracterizacion de un mutante AfluG, desveld que este mutante esta afectado
principalmente en el desarrollo sexual (Chang et al., 2012). Resultados posteriores
aportaron evidencia que FluG actua con el complejo Velvet, formado por los reguladores
del desarrollo y metabolismo secundario VeA, VelB y LaeA (Chang et al., 2013).
Teniendo en cuenta estos datos, se decidio explorar el papel de FIuG en el desarrollo
sexual de A. nidulans, llevando a cabo un contaje de cleistotecios en una cepa silvestre y
un nulo del gen fluG (Figura 13).

400
300

200

WT AluG

Figura 13. Contaje de cleistotecios (estructuras circulares, melanizadas con un color oscuro) en una cepa
WT y AfluG (Izquierda), junto con los discos en los que reflejan los fenotipos obtenidos en MMA 'y MCA

(Derecha). Barra de escala = 0,5 cm
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Los resultados (Figura 13) muestran que en medio minimo la produccion de
cleistotecios por unidad de &rea (cm?) en una cepa AfluG se ve reducida en un 46%,
mientras que, en medio completo, no se desarrolla ninguna estructura sexual. Estos
resultados demuestran claramente que FluG es necesario en el desarrollo asexual y sexual

de Aspergillus nidulans, especialmente en un medio rico en nutrientes.

2.4. FluG presenta una distribucion homogénea en el citoplasma

Ante la divergencia de resultados citados anteriormente, se decidi¢ investigar la

localizacion de FIuG in vivo mediante microscopia de fluorescencia.

El estudio de la localizacion de FluG se llevo a cabo etiquetando la proteina
fluorescente GFP (PM ~ 27 kDa), la cual emite fluorescencia de color verde. La proteina
GFP se etiquetd en los extremos N- y C-terminal y se comprobo si el etiquetado tenia
algun efecto en la funcion de la proteina. Se utilizé la misma aproximacion para etiquetar
a FluG con el epitopo no fluorescente 3xHA, el cual es menos voluminoso que GFP
(PM ~ 3 kDa) y facilita el estudio de las proteinas. Por otro lado, teniendo en cuenta que
estudios anteriores comprobaron que FIuG tiene una baja expresion basal durante las
etapas del crecimiento y desarrollo asexual del hongo (Lee y Adams, 1994; Etxebeste et
al., 2010a), se sustituyd el promotor nativo por el promotor inducible alcA, el cual se
induce en presencia de alcohol o treonina (Sealy-Lewis y Lockington, 1984). Una vez
obtenidas todas las cepas etiquetadas de FluG (Figura 14), se observd que las cepas
etiquetadas en el extremo C-terminal exhibian un fenotipo fluffy, semejante al observado

WT GFP::fluG fluG::GFP alcA(p)::
HIl::mRFP GEP::fluG
HI::mCherry

HA::fluG fluG::HA

CMA

Figura 14. Fenotipos de los mutantes etiquetados con los epitopos GFP y HAsx en los extremos N- y C-terminal de

FluG, tras haberlos incubado durante 72 h. Barra de escala=1 cm
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en una cepa AfluG. Este efecto se observéd también con el epitopo HAsy, lo cual indica
que, el etiquetado afectaba drasticamente a la funcién. Se descarto este ultimo etiquetado

en los experimentos de microscopia.

Por otro lado, los etiquetados efectuados con ambas proteinas en el extremo N-
terminal mostraron un fenotipo silvestre. La cepa con el etiquetado de GFP en el extremo
N-terminal, era cultivada en un medio con glucosa (en el que el promotor no esta activo),
se observd un descenso significativo en la conidiacion (Figura 15). Este resultado es
coherente con la funcionalidad del promotor.

QQ Cs alcA(p)::GFP::fluG
S Y HI :mCherry::pyroA

G
O
T F + 100 mM L-Treonina

Oh Oh Oh 2h 4h 6 h

anti-GFP

Ponceau S

Figura 15. Deteccidn de los etiquetados FIUG-GFP y GFP-FIuG y aclA::GFP::FIuG mediante
Western Blot.

En el caso de la cepa con promotor alcA, se analizd la expresion de la proteina
después de cambiar la fuente de carbono a la treonina. La determinacion del tiempo
requerido para inducir la expresién de proteina etiquetada bajo el control del promotor
alcA, se llevd a cabo monitorizando el patrén de expresion de la proteina FIuG en las
cepas etiquetadas en el extremo N- y C-terminal de con ambas proteinas, mediante
Western blot (Figura 15 y Anexo 2).

Los resultados obtenidos en el experimento de deteccion de la proteina GFP
muestran una banda de aproximadamente 124 kDa correspondiente al etiquetado de FIuG
con la proteina GFP en las cepas alcA::GFP::fluG y fluG::GFP (Figura 15). Por un lado,
se observd que, después de haber inducido la expresion de fluG bajo el promotor alcA

con treonina en la cepa alcA::GFP::fluG, el nivel de expresion de GFP- FluG aumentaba
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con el tiempo, como se puede observar en los periodos de dos horas reflejados en la Figura
15. Sin embargo, no se pudo detectar la banda correspondiente a la proteina etiquetada en
la cepa GFP::fluG.

Por otro lado, los resultados de deteccion del epitopo HA3zx (Anexo 2) muestran al
menos una banda de aproximadamente 100 kDa en los etiquetados de ambos extremos
N- y C-terminal, junto con otras bandas de menor tamafio, lo cual sugiere que la proteina
FIuG esta siendo degradada. Cabe destacar que las dos cepas etiquetadas con ambas
proteinas (GFP y HAzx) en el extremo C-terminal, las cuales estan expresadas bajo
promotor nativo, mostraron una banda mucho mas intensa a la misma altura en
comparacion con la observada en la cepa HAsx::fluG. Teniendo en cuenta que en todos
los experimentos se cargd la misma cantidad de proteina en el gel, este Gltimo resultado
sugiere que la expresion de FIuG se ve alterada al etiquetarla en el extremo C-terminal
(en cuyo caso, parece que no se produce una forma funcional de la proteina, como se ha

apuntado anteriormente).

Tras haber estudiado la deteccion de la proteina FIuG en las cepas etiquetadas con
HAszx y GFP, se procedi6 a analizar la localizacion de las que tenian el etiquetado GFP
mediante la técnica de microscopia de fluorescencia. Teniendo en cuenta los antecedentes
que sugieren que FIuG pueda tener una localizacion nuclear, la localizacion de los nlcleos
se llevo a cabo etiquetando la histona H1 con mRPF y mCherry en las cepas GFP::fluG
y alcA::GFP::fluG, respectivamente. Estas proteinas emiten una fluorescencia de color
rojo cuando son observadas mediante microscopia de fluorescencia. Dado que FIuG esta
etiquetado con la una proteina que emite una fluorescencia verde, en el caso de que ambas
proteinas se colocalizasen en el mismo compartimento celular, la fluorescencia que se

observa durante la microscopia de fluorescencia seria de color amarillo.
| --
| --
Figura 16. A) Resultados de fluorescencia obtenidos con la cepa fluG::GFP. B) Resultados de

fluorescencia obtenidos con la cepa GFP::fluG; H1::mRFP. Barra de escala = 10 um
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En acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos Western blot, la cepa
fluG::GFP, emitia una sefial de fluorescencia por todo el citoplasma (Figura 16A). En la
cepa GFP::fluG expresada bajo promotor nativo, en cambio, no se detectd fluorescencia.
(Figura 16B). En la cepa alcA::GFP::fluG, se monitoriz0 la localizacion de FIuG después
de haber inducido la expresion del promotor alcA con treonina durante 2 horas (Figura
17C). En esta Ultima, a tiempo 0 horas no se detect6 ninguna sefial de fluorescencia, al
igual que en la cepa GFP::fluG expresada bajo promotor nativo. Después de haber
inducido la expresion de alcA con treonina durante 2 horas, se observo que GFP-FIuG
presentaba una distribucion homogénea en el citoplasma de la hifa. La sefial roja que
emitian los nucleos confirma que GFP-FIuG estd mayormente ausente del compartimento
nuclear, relegado principalmente al citoplasma. Por otro lado, la proteina parece estar

ausente del lumen de las vacuolas (parte magnificada marcada con flechas blancas).
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Figura 17. Resultados de fluorescencia obtenidos con la cepa alcA::GFP::fluG; H1::mCherry.. La
fluorescencia verde corresponde a la localizacion de FIuG y la fluorescencia roja corresponde a la

localizacion de los nlcleos. Barra de escala = 10 um

Los resultados obtenidos en el experimento de microscopia indicaron que FIuG esta

distribuido homogéneamente por todo el citoplasma de las células vegetativas.
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3. Discusion

En este capitulo se ha abordado la relacion de FluG con el DHA, el efecto que tiene
la ausencia de FIuG en el ciclo sexual y se ha verificado la localizacion que muestra in

vivo.

En lo referente a la relacion con el DHA, como ya postul6 el estudio de Rodriguez-
Urra et al. (2012), se confirma que el factor DHA no es el factor de FIuG. Si bien este
ultimo estudio resalto el papel del DHA como un metabolito secundario que induce la
esporulacién, estudios posteriores donde han analizado mutantes con un fenotipo
altamente esporulante, han demostrado que estos mutantes tienen una alteracién en el
metabolismo secundario en el que destacan un aumento tanto en la expresion como la
sintesis del DHA (Guerriero et al., 2017; Jain et al., 2018; Thieme et al., 2018).

Asi como la caracterizacion fenotipica del mutante nulo del gen ausA, el cual no
produce DHA, desvel6 que esta cepa mostraba niveles de esporulacion semejantes a los
observados en una cepa silvestre, los experimentos de contacto confirmaron que este
mutante era capaz de revertir el fenotipo aconidial en la zona de contacto de las colonias
adyacentes AfluG y cfwA2. Este resultado confirma que el DHA no esta implicado
directamente en la induccién de la esporulacion llevada a cabo por FIluG. Cabe resaltar
que la complementacion observada en una colonia cfwA2 en contacto con una cepa AfluG
sugiere que existen mas metabolitos que inducen la esporulacion, ya que una cepa cfwA2

no produce DHA (Mérquez-Fernandez et al., 2007).

Por otro lado, el hecho de que una cepa AfluG fuera capaz de inducir la conidiacion
en la zona de contacto de una cepa cfwA2 puede estar relacionado con el amplio papel
que desarrolla este ultimo gen. El estudio llevado a cabo por Kim et al. (2015) confirmaba
que el fenotipo letal causado por una cepa nula en el gen npgA podia ser parcialmente
revertido si al hongo se le afiadia un concentrado filtrado de un WT, el cual contenia
intermediarios del metabolismo, durante el desarrollo asexual. Este hecho confirma que
la adicion de los metabolitos excretados por el hongo no es suficiente para inducir un

fenotipo silvestre.

Dejando a un lado el desarrollo asexual, la caracterizacién fenotipica en torno al

desarrollo sexual de una cepa AfluG confirmé que FluG tiene un papel importante en la
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regulacién del ciclo sexual. Este resultado estd en concordancia con las observaciones
llevadas a cabo por Chang et al. (2012), en el que detalla que la delecion de fluG en
Aspergillus flavus tiene efecto tanto en el desarrollo asexual como el sexual del hongo.

El desarrollo asexual y sexual de A. nidulans, esta condicionado por las condiciones
luminicas, las cuales son detectadas por el complejo velvet. En este aspecto, varios
estudios han relacionado a FIuG con la respuesta a la luz. Sin embargo, los experimentos
de localizacién mediante microscopia de fluorescencia llevados a cabo en este estudio
confirmaron que FIuG muestra una distribucion homogénea mayoritariamente por todo
el citoplasma de las hifas vegetativas, de acuerdo con las primeras observaciones (Lee y
Adams, 1994) y la ausencia de fluorescencia amarilla en el nicleo, descartan que FluG
entre de manera general al compartimento nuclear en A. nidulans (Chang et al., 2013).
Cabe destacar que varios estudios relacionan la actividad de FIuG con el gen veA (velvet)
(YYager et al., 1998; Ruger-Herreros et al., 2011), el cual tiene un papel importante en la
respuesta a la luz (Mooney y Yager, 1990). Yager et al. (1998) describieron mutaciones
puntuales del gen fluG entre los que se encontré un mutante insensible a la luz roja
(fluG701) y tres mutantes que suprimian la insensibilidad a la luz provocada por el alelo
veAl (fluG10%¢At; veAl, fluG20%At; veAl, fluG30%®Al; veAl). Este mismo estudio
confirmo por un lado que el metabolito de FluG solo se sintetizaba en presencia de la luz
en cepas con un fondo genético sensible (veA) e insensible (veAl) a la luz. Por otro lado,
este estudio resaltd también que la complementacion se observaba solo en aquellas cepas

nulas en el gen fluG con un fondo genético veAl (Yager et al., 1998).

Por otro lado, los fenotipos observados de los diferentes mutantes etiquetados en
los extremos N- y C-terminal de FluG confirman también que el extremo C-terminal
cumple una funcion importante en la actividad de FIuG, ya que estos mutantes muestran
un fenotipo aconidial y una sobreexpresion del gen fluG. Esta sobreexpresién coincide
con el resultado obtenido por Yager et al. (1998), en el que el mutante fluG30%*A%; veAl,
el cual tiene dos amino&cidos mas en el extremo C-terminal, muestra una sobreexpresion
de fluG. Por otro lado, de acuerdo con los resultados obtenidos por Chang et al. (2013),
el fenotipo aconidial observado en el mutante etiquetado en el extremo C-terminal podria
sugerir que este extremo cumple una funcién semejante a la observada en A. flavus, en el
que en extremo C-terminal de FluG interacciona con el extremo N-terminal de LaeA y el
extremo N-terminal de VelB del complejo trimérico VelB-VeA-LaeA. Sin embargo,
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teniendo en cuenta que estos experimentos de interaccion se realizaron en levadura, no se

puede confirmar que esta interaccion ocurra también dentro del hongo.

Los resultados recogidos en este primer capitulo reflejan un espectro de accion de
FIuG mas amplio que el que se conocia antes, ya que este abarca tanto el desarrollo
asexual como el sexual. Por un lado, queda confirmado que el papel de FIuG en el
desarrollo asexual no esta directamente relacionado con el DHA, ya que un mutante
AausA que no sintetiza este metabolito secundario y muestra niveles de esporulacion
semejantes a los observados en una cepa silvestre. Por otro lado, en este estudio se ha
observado por primera vez la localizacion de FIuG in vivo, confirmando que FIuG se
localiza mayoritariamente en el citoplasma, excluido del nucleo. Finalmente, el estudio
de las distintas cepas etiquetadas de FIuG ha permitido identificar que el extremo C-
terminal de esta proteina tiene una funcion importante asociada tanto con el desarrollo
del hongo como la expresion del mismo gen, aspecto que se discutira en posteriores

capitulos.

Estos hechos, nos han conducido a llevar a cabo un estudio bioinformatico en
profundidad de la secuencia proteica de FIuG, utilizando las ultimas herramientas y bases

de datos accesibles.
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ANALISIS DE SECUENCIA Y PREDICCION FUNCIONAL DE FLUG

1. Introduccioén

Los resultados obtenidos en el capitulo anterior aclaran aspectos bésicos sobre
FluG. En primer lugar, queda demostrado que la induccion de la conidiacién mediada por
DHO no tiene relacion con la sefial dependiente de FIuG. Por otra parte, muestran que la
proteina se encuentra distribuida de manera homogénea a lo largo del citoplasma en hifas
vegetativas, en contraste con otros factores involucrados en la induccion del desarrollo
asexual, como FIbB, FIbC, FIbD y FIbE (Etxebeste et al., 2010a). Finalmente, FIuG no
solo es necesario para inducir el desarrollo asexual, sino que también participa en el
desarrollo sexual, por lo que no es especifico de una ruta de desarrollo. En resumen, no
existen datos que relacionen a FluG con otros factores del desarrollo asexual ya
mencionados, y pareceria que podria tratarse de un enzima cuya actividad es necesaria
para el proceso, como podria ser el caso de GmcA (Etxebeste et al., 2012). Estudios
anteriores sugieren que el nimero de genes requeridos para la conidiacion podria estar en
el rango de 45 a 150, sin que esto necesariamente signifique que sean factores reguladores
del proceso (Martinelli and Clutterbuck, 1971). Puesto que los resultados obtenidos no
permiten asociar la hipotética funcién de FIuG con la de factores reguladores antes

citados, se considero realizar un analisis bioinformatico de su secuencia.

Las primeras predicciones sobre la secuencia de FIuG reportaron que las regiones
N- y C-terminal de la proteina mostraban similitud con una amidohidrolasa de tipo 2
(Rexer et al., 2006) y una glutamina sintetasa de tipo 1 (GSI) (Lee y Adams, 1994),
respectivamente, ambas de origen bacteriano. Las amidohidrolasas de tipo 2 se incluyen
en una superfamilia de siete grupos (Holm y Sander, 1997) y se caracterizan por la
presencia de un centro catalitico mono- o bi-nuclear imbuido en una estructura conocida
como barril-(a/B)s (Seibert y Raushel, 2005). Més alla de sus caracteristicas comunes, el
grupo de las aminohidrolasas del tipo 2 es bastante heterogéneo en cuanto a los sustratos

y mecanismos de reaccion.

Por otra parte, las GSI forman parte de la superfamilia de las carboxilato-
amina/amonio ligasas, junto con las GSIl y GSIII (Brown et al., 1994), las cuales catalizan
una reaccion de condensacion de un glutamato y una molécula de amonio, para formar
glutamina (Eisenberg et al., 1987). Las GSI se encuentran en procariotas y arqueas

(Eisenberg et al., 2000). Las GSII se encuentran en bacterias de suelo y eucariotas (Unno
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et al., 2006; Krajewski et al., 2008), mientras que las GSIII estdn presentes en ciertas

bacterias anaerdbicas y cianobacterias (van Rooyen et al., 2011).

Desde el punto de vista mecanistico, la reaccion de las GSI ocurre en una cavidad
con forma de dos embudos unidos por un tunel, en el que se localizan dos centros

metalicos (Ma. y MB). Tanto la estructura tridimensional como el esquema del

mecanismo de reaccion de las GSI se detalla paso a paso en la Figura 18.

Figura 18. A) Representacion tridimiensional de una GS (Joo et al., 2018). B). Esquema ilustrando el centro activo de
una GS en el que se describe el mecanismo de sintesis de la glutamina. Los centros metlicos Ma. y M (reflejados como
dos holas grises) se sitlan en el cuello entre ambos embudos. (a-b) Los sustratos ATP (AMP-P-P) y el glutamato (Glu)
acceden al centro catalitico desde la parte superior e inferior de los embudos, respectivamente, en el que se llevan a cabo
las distintas etapas y reacciones (c-g) que culminan con la formacion la glutamina (GIn) y ADP (AMP-P). Modificado a
partir de (Eisenberg et al., 2000).

En base a estos conocimientos preliminares en torno a estas dos hipotéticas regiones
de FluG, se opt6 por desarrollar una estrategia de analisis bioinformatico consistente en
tres etapas consecutivas (Figura 19). En la primera etapa, se efectud un rastreo con
predictores de dominios especificos. En una segunda etapa, se realiz6 una busqueda de
dominios de FluG cuya secuencia tuviera una funcion asignada. Cada dominio se analiz6
individualmente mediante una buasqueda bibliografica, para conocer el estado del
conocimiento sobre la funcion de los residuos mas conservados, y reconocerlos en la
secuencia de FluG. En una tercera etapa, se buscaron estructuras de cristal que tuvieran
homologia con las regiones N- y C-terminal de FluG. Esta busqueda se realiz6 con la
herramienta bioinformatica Swiss-Model (13. Herramientas de analisis bioinformatico).
Una vez obtenidas varias estructuras de cristal homologas, se prestd especial atencién a
aquellas que hubieran sido caracterizadas y tuvieran similitud estructural con las

secuencias de FluG. Una vez finalizada la busqueda de homologos cristalinos, se
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seleccionaron aquellas estructuras que tuvieran tanto los residuos cataliticos conservados
como una similitud estructural aceptable, para poder posteriormente servir de molde para
generar un modelo de estructura de ambas regiones de FIuG (Figura 19).

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos con esta estrategia.

ANALISIS BIOINFORMATICO HERRAMIENTA
Secuencia proteica de FluG
spGD
PRI M ERA Predictores de dominios especificos SignallP 5.0
ETAPA — — NLStradamus
NetNES 1.1
. o an oS TMHMM
Péptid Sefial de Sefial de Hélices Motivos 1
:gﬁ;o localizacién ~ exportacién  transmembrana PEST epestfind
nuclear nuclear
Secuencia proteica de FIuG
S EE?_XIF\)IEA Dominios funcionales &HMMER
O
Residuos cataliticos @
Estructuras de cristal
TE RCERA (@ SWISS-MODEL
Modelado de FIuG @ SELROBINGER

Figura 19. Esquema del proceso de analisis bioinformatico llevado a cabo, junto con las herramientas bioinformaticas
utilizadas en cada etapa.
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2. Resultados

2.1. Primera Etapa. FluG contiene dos regiones afines a sendos dominios

enzimaticos

Un primer rastreo dirigido a identificar secuencias tipicas de algunas funciones en
proteinas revel6 que la secuencia de FIuG no contiene secuencias que coincidan con un
péptido sefial, dominios transmembrana o sefiales de localizacion y exportacion nuclear
(Anexo 3). No obstante, se detectaron dos secuencias PEST en la region C-terminal de
FIuG entre los aminoacidos 529-541 (score 6,84) y 571-590 (score 4,62) (Anexo 4), las
cuales funcionan como péptido sefiales para inducir la proteolisis (Rechsteiner y Rogers,
1996).

La identificacion de motivos funcionales conservados por homologia de secuencias
determind que FluG codifica dos dominios bien definidos en las regiones N- y C-terminal
de la proteina. Ambas regiones estdn unidas por una secuencia de aproximadamente
veinte aminoé&cidos que funciona como un ‘linker’ (conector sin otra funcién reconocida).
Este mismo analisis confirm6é que la region N-terminal tiene similitud con
amidohidrolasas de tipo 2 (AMDH_2, PF04909) entre los aminoacidos 197 y 406,
mientras que la region C-terminal se asemeja a una glutamina sintetasa de tipo 1 (GSl,
PF00120) entre los aminoacidos 537 y 865 (Tabla 16).

Tabla 16. Prediccién de los motivos funcionales reconocidos por la herramienta HMMER. Este predictor

reconoce dos dominios definidos en la region N- y C-terminal de FluG.

- o Longitud del
Familia Descripcion HMM Valor de E
Amidohidro_2 Amidohidrolasa 201 42e1
GIn_synt_C Glutamina sintetasa, 345 16663

dominio catalitico

Estos resultados confirman las observaciones mencionadas tanto por Lee y Adams
(1994) como por Rexer et al. (2006) para las regiones N- y C-terminal de la proteina. Este
mismo estudio desvel6 la existencia de varias proteinas cuya estructura estaba formada
por una AMDH_2 y una GSI en el mismo polipéptido (Tabla 17). Un analisis detallado
de los candidatos recogidos por el predictor confirmé que esta distribucion de dominios

se encuentra también en otros hongos y en plantas.
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Tabla 17. Genes que conservan la misma disposicion de dominios que la observada en FluG.

Dominios AMDH 2+ GSI C AMDH 2 + GSI_N-GSI_C

Imagen Ginzsynta € Amidohydros2.) Gln-synteG

2.2. Estudio bioinformatico de la region N-terminal

2.2.1. Segunda Etapa. Conservacion de los residuos cataliticos predichos

Los resultados obtenidos con respecto a la predicha funcién amidohidrolasa de la
region N-terminal propiciaron la basqueda de informacion para esta amplia familia de
enzimas. Seibert y Raushel (2005) las dividieron en siete subgrupos, como se muestra en

la Tabla 18, y en la que se muestran los amino&cidos conservados de cada subgrupo.

Tabla 18. Clasificacion de los subgrupos de amidohidrolasas presentas en la familia de amidohidrolasas.
En cada subgrupo se detallan los metales presentes en las enzimas y la posicion de la ldmina beta en la que
se encuentran los aminoacidos que se unen a estos metales. () Estos residuos se encuentran en el sitio
activo, pero no estan unidos directamente al metal. Su funcién es incierta, ya que, en algunos casos, un
segundo metal puede ser acomodado en el sitio activo, pero no es necesario para cumplir la actividad
catalitica. (°) Estos residuos no estan unidos directamente al metal, pero estan coordinados con un enlace
de hidrégeno al agua hidrolitica. PTE: Fosfotriesterasa. DHO: Dihidroorotasa. 1AD: Iso-aspartil
dipeptidasa. URE: Ureasa. HYD: Hidantoinasa. PHP: Proteina homéloga a una fosfotriesterasa. ADA:
Adenosin deaminasa. CDA: Citosin deaminasa. AGD: N-acetil glucosamin-6-fosfato deacetilasa. DAA:

D-aminoéacido ciclasa. RDP: Dipeptidasa renal. URI: Uronato isomerasa.

o Lamina beta )
Subgrupo Metales Posicion Enzimas
1 2 3 45 6 7 8

I Zn, Ni ao,p HxH K H H 5 PTE, DHO, IAD,
URE, HYD

I Zn af  HxH E H H D PHP

1l Zn,Fe o  HxH H H D ADA, CDA

v Fe B HxH  E  H D* AGD

v Zn B HxH® C H D’ DAA

VI Zn o,p HxD E H D® RDP

Vi HxH H D URI
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Mediante un alineamiento de las secuencias seleccionadas de cada subgrupo con la
region N-terminal, se calculd el porcentaje de identidad de la matriz (PIM), en base a la
identidad media conservada entre dos candidatos (Tabla del Anexo 5).

El mismo proceso se llevo a cabo utilizando las estructuras de cristal propuestas por
Seibert y Raushel (2005), para determinar con mas fiabilidad tanto los residuos cataliticos
presentes en la region N-terminal, junto con la homologia que presenta esta region con el
la estructura de cristal de la enzima candidata. En este caso, el factor que determina la
similitud estructural de la region N-terminal con el cristal utilizado como modelo se
reflej6 como QMEAN (Qualitative Model Energy ANalysis) (Benkert P. et al., 2011).
Este factor, representa una funcion que recoge la calidad de la alineacion global (la
estructura de cristal) y la residual (cada residuo) de la secuencia de interés, frente al
modelo utilizado como estructura de cristal (Tabla 19). Se considera un QMEAN
aceptable cuando los valores son superiores a -4.

Tabla 19. Resultados obtenidos del alineamiento de la regién N-terminal de FIuG con los cristales
propuestos por (Seibert y Raushel, 2005) de cada subgrupo. En cada subgrupo se detalla, por un lado, la
cobertura que tiene el cristal con la region N-terminal de FIuG y la conservacion de los aminoacidos que
se unen a los metales. Los amino&cidos conservados estan resaltados en verde. Por otro lado, se detalla el
porcentaje de identidad que conserva esta region con la estructura de cristal de la enzima de cada subgrupo,

junto con la conservacion estructural reflejada como valor QMEAN. (*) No se pudo generar un modelo

debido a la baja calidad de la homologia.

Enzimasy Residuos alineados Identidad de
Cobertura )
Subgrupo  nombre secuencia QMEAN
con FluG 1 2 3 45 6 7 8
del pdb (%)
PTE
| 239-406 HkH - - K H H - D 12,16 -4,10
(1HZY)
PHP
Il 240-406 HxH - - E H H - D 10,67 -6,51
(1BF6)
ADA
I 15-382 HxH H H D 27,48 -8,79
(1AM4)
AGD
1\ HxH E H H D * *
(1012)
DAA
v 110-405 HxH C H H D 32,03 -8,25
(AM7J)
RDP
Vi 234-406 HxD E H H D 12,50 -7,32
(1ITQ)
Vi URI - HxH H D - -
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Los datos obtenidos en la Tabla 19 y la Tabla del Anexo 5 indican que la region N-
terminal de FluG guarda una mayor similitud con las amidohidrolasas de tipo |
(AMDH_1), al contrario de lo que se habia obtenido en la primera aproximacion (Tabla
16). No obstante, el grupo de las AMDH_1 esta representado por una amplia variedad de
enzimas que catalizan reacciones muy distintas, a pesar de tener en comun gran parte de
los residuos cataliticos que las unen a los centros metélicos (Seibert y Raushel, 2005).
Esta razon, nos llevo a profundizar en la busqueda de estructuras de cristal que tuvieran
similitud con la regién N-terminal, con el objetivo de poder crear un modelo cristalino de

la region N-terminal de FluG.
2.2.2. Tercera Etapa. Busqueda de homologos cristalinos de la region N-terminal

Tras determinar la similitud de secuencia con amidohidrolasas del tipo I, se
procedio a la busqueda de estructuras de cristal resueltas que conservasen homologia con
la regién N-terminal. Las estructuras de cristal obtenidas mediante Swiss-Model, junto
con informacion relevante en torno a la cobertura e identidad y con la homologia
estructural de estos cristales con la region de interés, se recogen en la tabla del Anexo 6.
Todos los cristales candidatos seleccionados, a excepcion del cristal 2QPX, estaban
caracterizados previamente (Tabla 20). En cuanto 2QPX, solo se contaba con la

estructura.

Los cristales tienen varias funciones enzimaticas asignadas. Por tanto, se dividieron
en dos grupos: aquellos cuya funcion enzimatica habia sido caracterizada y publicada, y
aquellos gue solo tenian una funcion predicha. Ambos grupos contienen candidatos que
cubren la region N-terminal al completo (aas 1-410) o parcialmente (aas 185-410), siendo
estos ultimos los mayoritarios. Por otro lado, la similitud con la regién N-terminal oscila
entre el 12% y el 19% en la mayoria de los modelos. Sin embargo, se puede observar que
los cristales 2QPX y 4HJW muestran valores superiores al 20% (29,32 y 23,04,
respectivamente). Sin embargo, los valores del factor QMEAN obtenidos de cada modelo
generado demuestran que solo el modelo 3IRS supera el valor aceptable de -4. Sin
embargo, solo abarca parte de la region N-terminal (aas 185-410) y su funcién enzimatica

no ha sido caracterizada.
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En vista de los resultados, se opto por seleccionar aquellos cristales que hubieran
sido caracterizados, cubrieran la totalidad de la regién N-terminal en la medida de lo
posible, y exhibieran un valor QMEAN lo més cercano posible al -4. Se tuvieron en
cuenta también otros candidatos que, aunque no estuvieran caracterizados, cubrieran la

totalidad de la regién N-terminal de FIuG y exhibieran un valor QMEAN aceptable. Los

cristales seleccionados estan recogidos en la Tabla 20.

Tabla 20. Cristales homdlogos a la region N-terminal de FIuG. En cada cristal se especifica por un lado el
nombre pdb, la funcién asignada, los ligandos presentes en el cristal, el organismo del que proviene y la
referencia de la publicacion. Por otro lado, se detalla la cobertura que tiene el cristal con la region N-

terminal de FluG, el porcentaje de identidad que conserva esta regién con la estructura de cristal y la

conservacion estructural reflejada como valor QMEAN.

Identidad
Cristal Funcion Cobertura de la . QMEAN Ligandos Organismo Referencia
con FIuG  secuencia
. Thermotoga Sch bach
1J5S  Uronato isomerasa 5-408 14,68 -5,26 - maritimag R ot a1 2003
. Zn + Bacillus N TT.Et
3HK8  Uronato isomerasa ~ 5-408 14,25 -6,93 HDL halodurans Tal, 2000
Uracil-5-carboxilato Metarhizium
4HIW decarboxilasa 185-410 23,04 -5,73 Zn anisopliae Xu'S. etal., 2013
4-oxalomesaconato Zn + Sphingobium  Hogancamp TN.
6DXQ hidratasa 185-409 16,84 -4,58 70D sp. SYK-6 Etal. 2018
Hidrolasa de enlace
meta del compuesto 7n + sphingobiur Coatsiah £
. . . uatsjah E. et
6E6lI 2,2 ,ri-;trér)](;i/dsr?la- 185-410 16,49 -5,49 HVS sp. SYK-6 aI.,J2018
dicarboxibifenil
2-amino-3-
carboximuconato 6- Pseudomonas Huo L. et al.,
41FK semialdehido 185-410 13,59 -5,60 Zn flOrescens 013
decarboxilasa
: : H Martinez-
3DC8 Dihidropirimidinasa  236-409 16,56 -4,84 Zn SinorbiaoblMm - pogrigues . e
al., 2010
Amidohidrolasa Lactobacil I_us Joint Center for
2QPX  metalodependiente  4-406 29,32 -4,10 Zn MG 334 el
TIM-barrel fold (JCSG)
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Una vez seleccionados los candidatos, se procedié a catalogar al grupo de
amidohidrolasas que pertenecia cada cristal, utilizando para ello la herramienta HMMER.
Tanto los candidatos seleccionados como la prediccion obtenida estan reflejados en la
Tabla 21. De la misma forma, se analizo la conservacion de los residuos cataliticos de los
cristales catalogados en la Tabla 20 y la region N-terminal de FIuG, la cual se presenta

en la tabla del Anexo 7.

Tabla 21. Resultados del analisis de los cristales homélogos a la regién N-terminal de FluG con la
herramienta de prediccion funcional HMMER. Cristales homdlogos a la regién N-terminal de FIuG. En
cada caso se detalla la cobertura que tiene el cristal con la region N-terminal de FIuG y la prediccion
funcional, junto con la cobertura de aminoéacidos predicha con la herramienta HMMER. Por otro lado, se

adjunta una imagen con la disposicion de las regiones funcionales delimitadas por la herramienta HMMER.

. . Cobertura  Prediccion  Cobertura
Cristal Funcion con EIuG HMMER HMMER Imagen HMMER

1J5S Uronato isomerasa 8-408 UxaC 2-449

3HK8  Uronato isomerasa 5-408 - -

Uracil-5-
4HIW carboxilato 185-410  Amidohidro_2 9-373
decarboxilasa
4-oxalomesaconato
hidratasa
Hidrolasa de enlace
meta del compuesto
6E6l  2,2',3-trihydroxi-3'-  185-410  Amidohidro_2 3-330 o AmidohydrosZ
metoxi-5,5'-
dicarboxibifenil
2-amino-3-
gIFK carboximuconato - yae 410 Amidohidro_2  6-331  Asmionydm
semialdehido -
decarboxilasa

3DC8 Dihidropirimidinasa  236-409  Amidohidro_1  47-419 - Amidohydrot

Amidohydros2e

6DXQ 185-409  Amidohidro 2 5-330  {midohydros2 i

Amidohidrolasa
2QPX  metalodependiente 4-406 Amidohidro_2  201-368 Amidohydros2.)
TIM-barrel fold

FluG - - Amidohidro_2  243-407 Amidohydro.2,.)
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Una vez analizados los resultados de la Tabla 21, se pudo apreciar que las enzimas
homdlogas a la region N-terminal de FIuG pertenecen a los subgrupos amidohidrolasa de
tipo I, Il y uronato isomerasa (UxaC). Tanto el cristal 2QPX como la region N-terminal

comparten parte de la proteina, la cual es homdloga a las amidohidrolasas de tipo II.

Los resultados de la conservacion de los residuos cataliticos en cada cristal,
desvelaron que los Unicos residuos conservados en todas las amidohidrolasas son aquellos
que se unen al metal Ma, correspondientes a los residuos H20; H22 y D354 en FluG. El
siguiente residuo que parece estar mas conservado es H264 en FluG, cuyo papel es
también el de union al metal Mo 0 M. Otro residuo que parece tener una alta

conservacion en la mayoria de las enzimas, es el correspondiente a la H298 en FluG.

Puesto que la conservacion de los residuos observada en la Tabla del Anexo 7
muestra un amplio espectro de actividades enzimaticas, para la siguiente fase se dio mas
prioridad a aquellas enzimas que abarcaran la totalidad de la regién N-terminal (Tabla
21) y exhibieran un indice QMEAN aceptable (Tabla 20). La combinacion de ambos
datos indic6 que esta region conservaba todos los residuos correspondientes a la
estructura de cristal 3DC8, la cual tiene una actividad dihidropirimidinasa. Sin embargo,
los valores la cobertura de este cristal solamente abarcaban el rango 236-409, con un valor
QMEAN de - 4,84. Por otro lado, se observé que los cristales 1J5S y 3HKS8, a pesar de
contar con un valor QMEAN pobre, abarcaban gran parte de la region N-terminal y los
residuos de unién al Ma. estaban conservados en FluG. Finalmente, se comprobd que el
candidato 2QPX (el cual no habia sido caracterizado) conservaba todos los residuos
correspondientes a una dihidropirimidinasa, ademas de cubrir casi al completo la region
N-terminal de FluG (4-406) con una homologia estructural muy aceptable, reflejado por
un valor QMEAN de - 4,30. Por lo tanto, adoptamos a 1JS5, 3HK8 y 2QPX como modelo

porque abarcan la totalidad de la region.
2.2.3. Tercera Etapa. Generacién del modelo estructural de la region N-terminal

La busqueda de cristales homdlogos a la region N-terminal de FIluG permitié
identificar una gran variedad de homologos que, posteriormente fueron analizados en
detalle para descartar los menos adecuados para usarlos como molde. Una vez finalizado
el proceso de criba, los cristales que fueron seleccionados para modelar ambas regiones
de FluG estan detallados en la Tabla 22.
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Una vez optimizados los modelos de las estructuras de cristal candidatas para esta
region, se utilizaron como molde para modelar la region N-terminal. Los aminoacidos de
FIuG se alinearon con el modelo en base del alineamiento obtenido con Swiss-Model, y
se calculo el porcentaje de identidad y similitud que comparte la secuencia de FluG con
la estructura usada para el modelado empleando la herramienta Prime del programa
Maestro (Schrodinguer Suites) (Tabla 22).

Tabla 22. Los modelos utilizados para modelar la region N-terminal de FIuG, junto con los ligandos
presentes en cada cristal. Se detallan los valores correspondientes a la cobertura del cristal con esta region
de FluG, el porcentaje de similitud, identidad y huecos presentes en el proceso de modelado. Zn: Zinc.
HDL: Acido D-Arabinohidroxamico.

N-terminal de FluG

Cristal 1J5S 3HKS8 20QPX
Ligandos - Zn + HDL Zn
Cobertura 5-408 5-408 4-406
% Similitud 22 26 43
% ldentidad 10 10 25
% Huecos 25 22 11

La superposicion de los tres modelos a partir de los cristales (Figura 20, Figura 21
y Figura 22), permite observar distintos grados de conservacion en lo que respecta a los

residuos cataliticos de interés (Tabla del Anexo 7).

En 1J58S, a pesar de no haber un metal presente en el cristal, los residuos H30, H32
y D397 se coordinan al Ma.. Como se puede observar en la Figura 20, el modelo predicho
de laregion N-terminal FIuG que se ha generado a partir de la estructura de 1J5S conserva
todos los residuos mencionados anteriormente (H20, H22 y D354) con una disposicion

espacial semejante.
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H290
H264

H30
H20

V341
H298

D397
D354 /

Figura 20. Alineacién estructural del modelo 1J5S (verde), con la estructura modelada de FIuG
(gris), basada en la plantilla 1J5S. Los residuos conservados en FluG son H20, H22, H264 y D354.

En 3HKS, los residuos H26, H28 y el D355 se coordinan al ion de Zn?* (Ma). Por
otro lado, el residuo D355 se coordina también al sustrato para asistir la reaccion de
isomerizacion (Nguyen et al., 2009). Como se puede observar en la Figura 21, el modelo
predicho de la regién N-terminal que se ha generado a partir de la estructura de 3HK8
conserva todos los residuos mencionados anteriormente (H20, H22 y D354) con una
disposicion espacial adecuada para formar las mismas interacciones que se observan en

cristal 3HKS8 con el ion de Zn?* y el sustrato.
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Figura 21. Alineacion estructural del modelo 3HK8 (verde), con la estructura modelada
de FluG (gris), basada en la plantilla 3HK8. El Ma esta coordinado a H20, H22 y D354. El

sustrato (HDL) esta coordinado al metal.

En el caso de 2QPX, los residuos H17, H19 y D317 se coordinan con el primer ion
de Zn?* (Ma), mientras que los residuos H227 y H263 se coordinan al segundo ion de
Zn?* (MB). Por otro lado, se predice que una lisina (K166) sufre una carbamilacion post-
traduccional para formar un puente entre los dos iones de Zn?*, y que una tirosina (Y171)
puede interaccionar con el sustrato en algunas amidohidrolasas. Como se puede observar
en la Figura 22, el modelo predicho de la region N-terminal de FIuG que se ha generado
a partir de la estructura de 2QPX conserva todos los residuos mencionados anteriormente
(H20, H22, K192, H264, H298 y D354) con una disposicion espacial adecuada para
formar las mismas interacciones que se observan en la estructura de 2QPX con los iones
de Zn?" y el agua hidrolitica, junto con la tirosina (Y197) la cual puede interaccionar con
el sustrato (Figura 22). Sin embargo, teniendo en cuenta que la actividad de la enzima
2QPX no ha sido caracterizada, no se puede afirmar del todo que todos los residuos
cumplan el mismo papel que en la proteina molde. No obstante, teniendo en cuenta que
los residuos conservados en esta enzima se asemejan a aquellos presentes en una
dihidropirimidinasa (Lohkamp et al., 2006; Hsieh et al., 2013), se podria asumir que los

residuos de 2QPX y FluG cumplirian la misma funcion.
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Figura 22. Alineacion estructural del modelo 2QPX (verde), con la estructura modelada
de FIuG (gris), basada en la plantilla 2QPX. El Ma esta coordinado a H20, H22, K192 y
D354; el M se coordina a K192, H264 y H298. Una molécula de agua se coordina con

ambos metales y D354 (linea azul discontinua).

2.3. Estudio bioinformatico de la region C-terminal

2.3.1 Segunda Etapa. Conservacion de los residuos cataliticos predichos

Las predicciones situaban la regién C-terminal como una GSI. Los residuos clave
de esta actividad tienen que ver con las dos etapas de mecanismo catalitico. En la primera
etapa, la reaccién requiere la participacion de ATP para formar un intermediario activado,
el y-glutamil fosfato (Eisenberg et al., 2000). Este intermediario reacciona en una segunda
etapa con una molécula de amonio, para formar glutamina. Esta reaccion es central en el
metabolismo del nitrégeno y tiene lugar en todos los organismos (Stadtman y Ginsburg,
1974; Eisenberg et al., 2000).

Los residuos cataliticos que participan en la reaccion catalizada por la GS de
Salmonella typhimurium (gInA; pdb: 1FPY), a menudo empleada como modelo (Gill y
Eisenberg, 2001) se detallan en la Tabla 23. La estructura de cristal se empled como base
para la numeracion los residuos. Para poder determinar la conservacion de los residuos
cataliticos de FIuG con otras GSls, se eligio como referencia la estructura de cristal 1FPY
de S. typhimurium. Los datos de la conservacion junto con el papel que desempefia cada

uno de los residuos cataliticos (Eisenberg et al., 2000) se reflejan en la Tabla 23.
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Tabla 23. Residuos cataliticos de la estructura de cristal 1FPY, junto con su funcidn, que participan en la

sintesis de glutamina y que estan conservados en la region C-terminal de FIuG (Eisenberg et al., 2000;

Murray et al., 2013). Estan marcados en gris los residuos que no estan conservados.

Residuos
Funcién
1FPY FluG
D50 S481 Extrae el proton del ion de amonio para formar amoniaco
E130 E564 Se une al metal Mg?* (MB)
2+ . i i ;
E132  E566 Se une al metal Mg=" (Ma); susceptible a interaccionar con
inhibidores
E213 E626 Se une al metal Mg?* (Ma) y a la molécula de NH3
E221 E633 Se une al metal Mg?* (Ma)
H270 H682 Se une al metal Mg?* (MB), mediante el nitrégeno
H272 H684 Interacciona con el y-fosfato del ATP
R322 R720 Interacciona con el grupo amida del glutamato
E328  W726 i)SIrDae el proton del estado de transicion para formar glutamina y
R340 R739 Polariza el y-fosfato del ATP que formaré el intermediario y-glutamil
fosfato
R345 R744 Interacciona con el ATP en el estado de transicion
E358 E752 Se une al metal Mg?* (Mp)

El analisis comparativo de la homologia entre la estructura de cristal de 1FPY y la

region C-terminal de FIuG desvel6 una similitud del 20,05% y un valor QMEAN de

- 4,23. Teniendo en cuenta que el cristal cubre gran parte de la region C-terminal de FIuG

(431-863) el valor QMEAN muestra que FIuG presenta una similitud considerable. En

cuanto a la conservacion de residuos cataliticos, se observd que no se conservaban

aquellos que interaccionan con el amonio (Tabla 23, fondo gris). Este dato indica que la

glutamina no es el producto probable de la reaccion. En consecuencia, se profundizé en

la bldsgqueda de estructuras de cristal que tuvieran mayor similitud con las zonas

diferenciadas.
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2.3.2. Tercera Etapa. Busqueda de homdlogos cristalinos de la region C-terminal

Un rastreo de estructuras con homologia a la region C- terminal con la herramienta

Swiss-Model dio lugar a la lista que se presenta en la tabla del Anexo 8. Todos los

cristales seleccionados fueron previamente caracterizados y clasificados (Tabla 24).

Tabla 24. Cristales homologos a la region C-terminal de FluG. En cada cristal se especifica por un lado el

nombre pdb, la funcion asignada, los ligandos presentes en el cristal, el organismo del que proviene y la

referencia de la publicacién. Por otro lado, se detalla la cobertura que tiene el cristal con la region C-

terminal de FluG, el porcentaje de identidad que conserva esta regién con la estructura de cristal y la

homologia estructural reflejada como valor QMEAN.

Cobertura |dentidad
Cristal Funcion con FIuG de la QMEAN Ligandos Organismo  Referencia
secuencia
P3S + Mycobacterium Nilsson,
2WHI GS 429-863 23,80 -3,27 Mg + a’J orelosis | M- T-etal
1AZ 2009
P3S + Bacillus Murray
4LNI GS 434-845 33,33 -5,05 Mg + subtilis DS. Etal.,
ADP 2013
Mg +
PPQ + :
5ZLP GS 420863 2406 420  P3p+  enopacter  Joo el
ADP + pylori al.,
ATP
PPQ + :
1FPY GS 431863 2005  -432  Mn+ oamonella GillHS. Et
typhimurium al., 2001
ADP
Mycobacterium Couturier
4XYC GS 429-863 23,80 -3,99 2K9 y . C.etal,
tuberculosis
2015
i Murray
ALNF GS 434845 3333 463 M9t Bacillus o "l
GLN subtilis
2013
Bacillus Murray
4LNN GS 434-845 33,33 -5,45 Mg - DS. Etal.,
subtilis
2013
Mg+ Ca Pseudomonas  Ladner JE
4HPP  Probable GS 443-865 26,73 -3,93 +GLU aeruginosa  etal, 2012
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La mayoria de los cristales tenian asignada una funcién de GS y cubrian la totalidad
de esta region (434 aminodcidos), con porcentajes de identidad entre 20 y 33%,
considerados como limitrofes en el rango de aceptabilidad de la similitud proteica (Rost,
1999). Sin embargo, los valores obtenidos en el factor QMEAN, indicaron que al menos
tres cristales presentaban con un valor superior a -4. Ello los validaba como candidatos
para modelar la region C-terminal. Asi mismo, se tuvieron en cuenta aquellos candidatos
que tuvieran los ligandos esenciales para la actividad catalitica (Mg, ADP/AMP, Glu,
GIn) y, salvo excepciones puntuales, que no hubiera ninguna molécula que actuase como
inhibidor de la actividad de la enzima (P3S, PPQ, P3P). La conservacion de los residuos
cataliticos en la regién C-terminal con respecto a los nuevos cristales candidatos se
muestra en la Tabla 25.
Tabla 25. La conservacion de los residuos cataliticos de cada cristal candidato frente a la regién C-terminal
de FluG. Los nombres de los cristales estan referidos en formato pdb y la funcion de cada residuo esta

representada en el extremo derecho de la tabla. Los dos iones de magnesio que se unen a los residuos estan

representados como Ma y MB. ATP: Adenosin trifosfato. ADP: Adenosin difosfato. Glu: Glutamato.

Residuos

Funcién
FluG 2WHI 4XYC 4HPP 1FPY 5ZLP 4LNF/-N/-I

S481 | D62 D54 V42 D50 D60 D52 Extrae el proton del NH4*
E564 |E141 E133 EI131 |[E130 E139 E131 Union M

E566 |E143 E135 EI133 |E132 E141 E133 Union Ma

E626 |E227 E219 E180 |E213 E223 E188 Union Ma y NHs

E633 |E235 E227 EI187 |E221 E230 E195 Union Ma

H682 |H284 H276 H236 |H270 H279 H244 Union MB mediante N
H684 |H286 H278 H238 |H272 H281 N246 Interaccion y-fosfato ATP

R720 'R337 R329 R290 |[R322 R331 R297 Interaccion amida (Glu)

Extrae proton para formar
glutamina y ADP

Polariza y-fosfato ATP para
formar y-glutamil fosfato

R744 |R360 R352 R313 |[R345 R354 R320 Interaccion ATP
E752 |[E374 E366 E332 |E358 E367 E332 Union M

W726 E343 E335 W296 |[E328 E337 E303

R739 |[R355 R347 R308 |[R340 R349 R315

438 | 486 478 443 | 468 481 443 N° de aminoacidos
QMEAN < -4 QMEAN > -4
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Como se muestra en la Tabla 25, todos los cristales estudiados conservan los
residuos cataliticos de unién a los metales Moy M y la interaccion con ATP, necesarios
para generar el intermediario y-glutamil fosfato. Por otro lado, como se observo en
anteriores resultados (Tabla 23), los residuos encargados tanto de extraer el proton de la
molécula de amonio (NH4"), como de extraer el protdn para formar la glutamina y el
ADP, estan también conservados en los cristales que tienen una funcién GS asignada. Sin
embargo, el candidato 4HPP, con una funcién asignada de ‘probable GS’, no conserva un
aspartato (D) requerido para la extraccion del proton del amonio, en coincidencia con el
extremo C- terminal. El aspartato (D), esta sustituido por una valina (V) y una serina (S),
en 4HPP y FluG, respectivamente. Desde el punto de vista de la reactividad, la valina y
serina no podrian cumplir la funcion del aspartato. Hay un segundo residuo en las GS, un
glutamato (E), que extrae el proton en el estado de transicion para formar glutamina y
ADP, el cual esté sustituido por un triptéfano (W) tanto en el 4HPP como FIuG. En este
caso, el cambio es muy marcado, ya que el glutamato presenta un carbonilo, mientras que
el triptéfano presenta una cadena lateral aromatica (indol). Estas diferencias indican que,

ni 4HPP ni el extremo C-terminal pueden llevar a cabo una funcién GS.
2.3.3. Tercera Etapa. Generacion del modelo estructural de la region C-terminal

La busqueda de cristales homologos a la region C-terminal se realiz6 priorizando
que abarcaran la totalidad de la region a modelar y contasen con informacion
documentada sobre ligandos que sirviesen de molde de referencia. Una vez seleccionadas
las estructuras de cristal idéneas, se emplearon como moldes, al igual que en el caso de

la region N-terminal (Tabla 22). Los resultados se muestran en la (Tabla 26).

El modelado de la region C-terminal se llevé a cabo priorizando aquellos cristales
que tenian confirmada una actividad GS, salvo 4HPP, el cual tiene una “probable”
actividad GS. Una vez creados los modelos de FluG, se analiz6 la conservacion
estructural de los residuos citados en la Tabla 25 mediante la superposicion de los seis
modelos de la region C-terminal creados a partir de los cristales. Las figuras de la
superposicién de residuos cataliticos entre los modelos de 2WHI-FIuG, 1FPY-FIuG vy
ALNI/ALNF/ALNN-FIuG estan representadas en los Anexo 9, Anexo 10 y Anexo 11,
respectivamente. La superposicion de los residuos del modelo 4HPP-FIuG se muestra en
la Figura 23. Por motivos de claridad, las figuras muestran solo aquellos residuos que

fueron seleccionados como candidatos potenciales a ser mutados.
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Tabla 26. Cristales seleccionados para construir el modelo estructural de la regién C-terminal junto con
sus ligandos correspondientes. Se detallan los valores correspondientes a la cobertura del cristal con esta
region de FIuG, el porcentaje de similitud, identidad y huecos presentes en el proceso de modelado. Mg:
Magnesio. Mn: Manganeso. Ca: Calcio. GLU: Glutamato. GLN: Glutamina ATP: Adenosin trifosfato.
ADP: Adenosin difosfato. P3S: L-metionin-S-sulfoximin fosfato. 1AZ: 1-(3,4-diclorobenzil)-3,7-dimetil-

8-morfolin-4-il-3,7-dihidro-1H-purin-2,6-diona. PPQ: Fosfinotricina (Analogo estructural del glutamato,

se utiliza para inhibir la actividad de las GS).

C-terminal de FluG

Registro
2WHI 1FPY 4LNI 4LNF 4LNN 4HPP
PDB
) P3S+Mg PPQ+Mn P3S+ Mg Mg + Ca+
Ligandos Mg + GLN Mg
+1AZ + ADP + ADP GLU
Cobertura  429-863 431-863 434-845 434-845 434-845 443-865
%
o 33 32 38 38 38 33
Similitud
%
) 19 16 24 24 24 22
Identidad
% Huecos 16 15 13 13 13 17

La superposicion de los cinco modelos de la regién C-terminal creados a partir de
los cristales 2WHI (Anexo 9), 1FPY (Anexo 10), 4LNI, 4LNF y 4LNN (Anexo 11),
desvel6 que los residuos cataliticos estaban estructuralmente conservados en todos los
modelos del C-terminal. Se confirmd que todos los residuos cataliticos cuya funcion se
basa en la union al metal (Ma, MB y My) muestran una conformacion favorable en la
region C-terminal. Sin embargo, no se pudo obtener evidencia suficiente para apoyar que
esta region pueda utilizar ADP, ya que en comparacion a los modelos GS utilizados, la
disposicion estructural de los residuos R739 y R744 era notablemente distinta en la region

C-terminal.

Se llevd a cabo el analisis del mecanismo de inhibicién de las moléculas PPQ vy
P3S, las cuales se unen a los metales, bloqueando la entrada al sustrato (glutamato). Se
observa que los residuos de union a los metales estan altamente conservados en la region
C-terminal. Este hecho reforzo la posibilidad de que estos inhibidores puedan afectar la

actividad de la region C-terminal.
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Una vez finalizado el anélisis de las GS, se model6 la estructura de la region C-
terminal utilizando en modelo 4HPP (Figura 23). La superposicion entre ambos modelos
mostrd que residuos cataliticos (Tabla 25) estaban estructuralmente conservados. Los
aminoacidos que coordinan el ion metalico (un Mg?* [Ma] coordinado a E133, E180 y
E187) estaban estructuralmente conservados en la region C-terminal (E566 y E626).
Ademas, los residuos que se unen al ligando glutamato (R290 en 4HPP) e interactdan con
ATP (H238, R308 y R313 en 4HPP) estaban presentes en FIuG (R720 para el glutamato;
H682, R739 y R744 para el ATP, respectivamente).

Los resultados confirmaron que los residuos que se coordinan con el ion de
magnesio (un anico centro metalico en este caso) estdn completamente conservados en la
region C-terminal. Por otro lado, las estructuras cristalinas de las GSI analizadas en este
apartado (2WHI, 1FPY, 4LNI, 4LNF y 4LNN), contienen un residuo de glutamato (E),
que la estructura cristalina de la y-glutamil ligasa (4HPP) y el modelo FIuG (C-terminal)
no conservan en la posicion equivalente (contienen un triptéfano, W296 y W726,

respectivamente).

R313
R744
R308
R739
E332
%Eﬁz
Glu
— 2 H236
E626 W 'r:;il"k H682
R290
R720
E133
E566

Figura 23. Superposicién estructural de 4HPP (verde) con el modelo de FIuG (gris). Sélo se muestran los
residuos mutados en este trabajo. La coordinacion de los residuos entre el i6n Mg?* (Ma. interactia con los
residuos E566 y E626) y el ligando glutamato (Glu interactia con el residuo R720) en 4HPP es

considerablemente similar en FluG.
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Teniendo en cuenta que los resultados obtenidos hasta ahora no facilitaban una
vision clara de la relacion entre el cristal 4HPP y la regién C-terminal de FluG, se
procedid a estudiar FIuG en detalle siguiendo las pautas de trabajo efectuado por Ladner
et al. (2012), en el que aportan varios detalles interesantes respecto a la actividad

enzimatica de 4HPP.

2.4. Estudio comparativo de FluG con las y-glutamil poliamina ligasas de

Pseudomonas aeruginosa

En un estudio llevado a cabo en Pseudomonas aeruginosa se resaltaba que el gen
PA5508, cuyo cristal (4HPP) y funcién enzimatica (y-glutamil ligasa) fueron resueltos,
fue identificado en una busqueda de enzimas que conservaran homologia con enzimas
que presentaran una actividad de y-glutamilacion de las poliaminas (Yao et al., 2011).
Este ultimo estudio desveld que P. aeruginosa contiene siete genes paralogos (pauAl-7)
cuyas proteinas pueden efectuar la actividad de y-glutamilacion de poliaminas
(putrescina, espermidina, espermina, agmatina, cadaverina y el diaminopropano) en una
ruta destinada a su asimilacién como fuente de nitrégeno (Lu et al., 2002; Chou et al.,
2008; Yao et al., 2011; Yao et al., 2012). A diferencia de los seis genes pauAl-6, la
expresion del gen pauA7 no se ve alterada en presencia de poliaminas (Yao et al., 2011).

Estos antecedentes nos llevaron a analizar el grado de similitud que conserva la
region C-terminal de FIuG con los seis pardlogos (pauAl-6) y con el gen pauA?7,
valiéndonos para ello de la herramienta Clustal Omega para hacer los alineamientos de
todas las secuencias proteicas, y asi obtener la matriz que da el porcentaje de la identidad
(Tabla A del Anexo 12). De la misma forma, se utilizo la herramienta Swiss-model para
obtener el porcentaje de identidad que presenta cada gen pauAl1-6, utilizando como molde
la estructura de cristal 4HPP del gen pauA7 (PA5508). Estos tltimos valores se muestran
en la Tabla B del Anexo 12.

Una vez analizados los resultados obtenidos del alineamiento de los genes pauAl- 7
con la region C-terminal (Tabla A del Anexo 12), se concluy6 que el grupo de genes
formado por pauAl-6, con un porcentaje de identidad entre el 30% y el 42%, conservan
una mayor identidad entre ellos, que con pauA7 y fluG (25% y 22%, respectivamente).
Este resultado sugiere que, si bien los seis genes de P. aeruginosa que guardan mayor

similitud en el alineamiento participan en la degradacién de las poliaminas, pauA7 (y
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fluG) divergen de esta funcion. Sin embargo, los resultados obtenidos en la Tabla B del
Anexo 12 muestran que todos los genes pauAl-6 comparten una identidad de secuencia
y estructural similares. Este resultado indica que, si bien todas estas enzimas comparten
una considerable homologia estructural, este método no permite determinar las
diferencias en afinidad por distintas poliaminas. Seria plausible, por tanto, que la mayor
afinidad por el sustrato podria estar relacionada con la conservacion de otros residuos, asi
como las distancias, polaridad u otros aspectos en torno a dichos residuos. De esta forma,
al igual que en apartados anteriores, se llevd a cabo un analisis en el que se verificd la
conservacion de los residuos cataliticos predichos para una GS en los genes pauAl-6,

representando los resultados en la Tabla 27.

Tabla 27. La conservacién de los residuos cataliticos de cada gen pauAl-7, frente a la region C-terminal

de FluG. La funcidn adscrita de los residuos es la correspondiente a las GS.

Residuos .,
Funcion

en las GS

FluG |PauAl PauA2 PauA3 PauA4 PauA5 PauA6 PauA7

S481 | P58 P50 P54 P58 P28 P54 V42 [Extrae el proton del NH4*
ES64 | E146 E140 E143 E146 E101 E143 E131 Unidon M

E566 | E148 E142 E145 E148 E103 E145 E133 Union Ma

E626 | E211 E205 E208 E211 E166 E208 EI180 Unién May NH3
E633 | E218 E212 E215 E218 E173 E215 E187 Unién Ma

H682 | H268 H261 H264 H268 H222 H265 H236 Union MB mediante N
H684 | H270 H263 H266 H270 H224 H267 H238 |Interaccion y-fosfato ATP

R720 |[R320 R314 R316 R320 R275 R317 R290 |Interaccion amida (Glu)

Extrae proton para formar
glutamina y ADP
Polariza y-fosfato ATP
R739 |R338 R332 R334 R338 R293 R335 R308 paraformar y-glutamil
fosfato

R744 |R343 R337 R339 R343 R298 R340 R313 |Interaccion ATP

W726 | Y326 S320 Y322 Y326 A281 Y323 W296

E752 |E355 E349 E351 E355 E310 E352 E332 Union MB

438 | 458 452 454 458 413 455 443 N° de aminoacidos
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El analisis de la conservacion de residuos cataliticos demostré claramente que los
residuos encargados de la acepcion y modificacion del amonio no estaban conservados
en los genes pauAl-7 ni en fluG. Este resultado, vuelve a indicar que una de las
diferencias més notables entre una GS y una enzima que lleva a cabo la y-glutamilacion
de un sustrato distinto al amonio reside en la conservacion de estos residuos. Al comparar
los residuos cataliticos que sustituian tanto al aspartato (D) como al glutamato (E), se
pudo observar que en todos los genes pauAl-6, el asparato estaba sustituido por una
prolina (P), un aminoécido apolar (a pH fisioldgico) alifatico, mientras que el glutamato
(E) estaba sustituido por una tirosina (Y; cadena lateral hidrofébica) (pauAl, pauAs3,
pauA4, pauA6), una serina (S; cadena lateral polar sin carga) (pauA2) o una alanina (A,

cadena lateral hidrofobica y muy pequefia) (pauAb).

Si bien el conjunto de resultados obtenidos reforzo la hip6tesis de que la regién C-
terminal de FIuG estd mas estrechamente relacionada a las enzimas y-glutamil ligasas de
poliaminas, se procedi6 a investigar en profundidad las propiedades cataliticas de PauA?7,
detalladas por Ladner et al. (2012), las cuales seran objeto de un tratamiento experimental

en el quinto capitulo.

2.5. Los genes homdlogos a las dos regiones de FIuG estan presentes en bacterias,

hongos v plantas

La presencia de secuencias de origen procariota identificadas en la secuencia de
FIuG condujo a un analisis la distribucion de esas secuencias en otros organismos. Para
ello, se utilizé la herramienta pBLAST, empleando la secuencia proteica de FluG como
plantilla. La busqueda revel? la existencia de homologos de las dos regiones de FIuG en
bacterias, hongos y plantas. No obstante, los dos dominios se encontraron dentro del

mismo polipéptido en hongos y plantas (Figura 24).
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Figura 24. Distribucion de secuencias proteicas homologas de FIuG en bacterias, hongos y plantas.
Los homdlogos de FluG en bacterias se encuentran separados, mientras que, en hongos y planta,
muestran la misma disposicion que FIuG. Los colores representan en verde la region
amidohidrolasa, en gris en ‘linker’ y en rojo la region GSI.

La busqueda limitada a los homologos de FIuG encontrados en Aspergilli desvelo
la existencia de ortdlogos en 14 especies. Estos ortdlogos mostraron una media de
conservacion del 70 + 4 % con la secuencia de A. nidulans (Anexo 13). Por otro lado, se
procedié a comprobar si los residuos cataliticos predichos para la region N- y C-terminal
de FluG (Tabla del Anexo 7 y Tabla 25, respectivamente) estaban o no conservados en
los ort6logos de FIuG. Los resultados detallados en el Anexo 14 confirman que los
ortdlogos de FIuG en Aspergilli conservan todos los residuos cataliticos en ambas
regiones. De la misma forma, se llevd a cabo estudio més detallado sobre especies de
hongos en los que se podian encontrar ortdlogos de FIuG (Anexo 14). En este caso, se
pudo confirmar que estd presente tanto en hongos divergentes tempranos (no forman
conidioforos), como en varias especies de hongos ascomicetos (con especies que tienen

conidiéforos simples y complejos) y en hongos basidiomicetos (no forman conidiéforos).
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Por otro lado, se llevo a cabo el mismo procedimiento con el conjunto de las
secuencias encontradas en los tres reinos, las cuales se alinearon para analizar la
conservacion de residuos con funciones antes identificadas. Se elabor6 asi un mapa de
conservacion de cada aminodacido para las regiones N- y C-terminal de FIuG (Figura 25).
Los resultados revelan zonas de alta conservacion en bacterias, hongos y plantas. Se
comprob6 también si los residuos cataliticos predichos para ambas regiones de FluG

estaban o no conservados en las secuencias homologas y se marco su localizacion en la

Figura 25.
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Figura 25. Representacién de la conservacion de los residuos de los homélogos de FIuG en bacterias, hongos y plantas. Las
regiones N- y C-terminal estan representadas por separado. La conservacion de los residuos se indica de menor a mayor en
color verde y rojo, respectivamente. Localizacion de los residuos cataliticos esta indicada mediante lineas que conectan la
localizacion de dichos residuos en cada reino. H: Histidina. K: Lisina. Y: Tirosina. D: Aspartato. E: Glutamato. R: Arginina.
Los resultados obtenidos reflejan que los residuos cataliticos estan localizados en
zonas de alta conservacion (rojas), lo cual demuestra que los homologos de FluG
presentes en bacterias, hongos y plantas tienen estos residuos conservados. De la misma
forma, se pudo observar que todos lo residuos citados anteriormente para ambas regiones

(Tabla del Anexo 7 y Tabla 25) estan conservados en todos los Aspergilli (Anexo 15).
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2.6. Las dos regiones de FIuG estan presentes en operones de bacterias

En vista de que las dos secuencias en FIuG tienen homélogos que se expresan por
separado en procariotas, se opto por profundizar en el estudio de la localizacién de estas
secuencias dentro del genoma de bacterias con el objeto de esclarecer si podrian participar

en los mismos procesos metabolicos (Mathis et al., 2000). Como primera aproximacion,

se efectud una busqueda de operones bacterianos que al menos incluyesen una GSI y una

amidohidrolasa. Una vez identificados, se revisaron también los genes adyacentes Figura
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Figura 26. Disposicion de los operones que conservan genes homélogos a las regiones N- y C-terminal de FluG. En

verde se muestran los genes ortologos a la region N-terminal de FIuG, los cuales codifican predichas amidohidrolasas

metalodependientes. En azul se muestran los genes ortdlogos a la region C-terminal de FIuG, los cuales codifican

predichas GSI. En naranja, se muestran genes que estan relacionados con el transporte y la degradacién de fuentes de

nitrogeno. En morado, se muestran genes que estan relacionados con la biosintesis de peptidoglucano y acido p-

Aminobenzoico.
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Los resultados de la Figura 26 reflejaron que las secuencias afines a la
amidohidrolasa y GSI observadas en el gen fluG se encontraban separadas. Si bien todos
los homologos de FIuG encontrados en hongos y plantas contenian primero el dominio
amidohidrolasa y después el dominio GSI, en bacterias, la gran mayoria de los operones
codificaban primero el gen GSI (GInA) y posteriormente la predicha amidohidrolasa

(Metal dependent amidohydrolase).

Varios estudios llevados a cabo en Mycobacterium tuberculosis (Hayward et al.,
2009) y Streptomyces coelicolor (Rexer et al., 2006) desvelaron que ambos organismos
contienen cuatro genes homologos a las GSI (gInAl1-4). En M. tuberculosis, la funcién de
la predicha GSI de la Figura 26 corresponde al gen gInA3 (Strong et al., 2003), cuya
funcion no ha sido descrita. Sin embargo, en S. coelicolor, el gen gInA3 de la Figura 26
tiene una funcién y-glutamil putrescina ligasa (Krysenko et al., 2017). En el resto de
operones, se observo que varios genes adyacentes podian estar relacionados con procesos
de transporte (PotE, LivM, AA_permease) (Kashiwagi et al., 1992) y degradacion (PuuD,
GabT, LdcC, Yaf)) (Kurihara et al., 2006) de distintas fuentes de nitrégeno, asi como a
la biosintesis de peptidoglucano (Ftsl) (Wissel et al., 2005) y &cido p-Aminobenzoico
(AbgB) (Hussein et al., 1998).

3. Discusion

Los resultados obtenidos en este capitulo confirman que FluG esta formado por dos
regiones diferenciadas, unidas por una secuencia de aproximadamente veinte
aminoéacidos. Si bien estudios anteriores llevados a cabo por (Rexer et al., 2006) y (Lee y
Adams, 1994) ya mencionaron que FluG contenia dos dominios con similitud a una
amidohidrolasa y una GSI, este estudio ha delimitado la extensién de amino&cidos
correspondientes a los dominios amidohidrolasa en la region N-terminal y el dominio GSI
en la region C-terminal. Cabe resaltar también que la presencia de dos secuencias PEST
en FluG, pueden indicar una vida media celular corta de la proteina (Rechsteiner y
Rogers, 1996).

Por un lado, la region N-terminal tiene similitud con una amidohidrolasa de tipo 2,
la cual forma parte de una amplia familia de enzimas que comparten caracteristicas
estructurales (Seibert y Raushel, 2005). Ademas, estas enzimas conservan ligandos

metalicos y residuos cataliticamente importantes. Estos residuos comprenden cuatro
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histidinas y un aspartato, que actuan como enlaces cataliticos para unirse a uno o dos

iones metalicos en los sitios cataliticos (Seibert y Raushel, 2005).

El andlisis de este grupo de amidohidrolasas y la busqueda de cristales homélogos
a la region N-terminal, ha permitido identificar los residuos cataliticos conservados en
otras secuencias. Este analisis ha desvelado que esta region conserva tres residuos (H20,
H22 y D354) cuyo papel es la coordinacion del ligando metalico Ma (Nguyen et al.,
2009; Martinez-Rodriguez et al., 2010). Teniendo en cuenta que los cristales candidatos
cumplen distintas funciones enzimaticas, cabe destacar que la conservacion de estos tres
residuos en todas las estructuras indica la importancia que tienen en este grupo de
amidohidrolasas. Por este motivo, estos tres residuos fueron seleccionados como

candidatos para ser mutados puntualmente en FIuG (siguiente capitulo).

Se ha confirmado que FluG conserva todos los residuos cataliticos correspondientes
a amidohidrolasas ciclicas (Nam et al., 2005), como las dihidropirimidinasas (Lohkamp
et al., 2006; Hsieh et al., 2013) y las hidantoinasas (Cheon et al., 2002) que participan en
la ruta de degradacion de las pirimidinas como el uracilo (U) y la timina (T). Estas
enzimas, ademas de tener los tres residuos que se coordinan con el primer ligando
metalico Ma (H20, H22 y D354), contienen otros dos residuos (H264 y H298) que se
coordinan con un segundo ligando metalico M, junto con la conservacion estructural de
una lisina (K192) y una tirosina (Y197) que podrian coordinarse a los dos ligandos (Ma.
y MB) y unirse al sustrato, respectivamente (Hsieh et al., 2013). Sin embargo, teniendo
en cuenta que la estructura de cristal de la dihidropirimidinasa (3DC8), no abarca la
totalidad de la region N-terminal FIuG, se selecciond un cristal (2QPX) que, a pesar de
no tener informacion sobre su actividad enzimatica, conserva todos los residuos
cataliticos correspondientes a una dihidropirimidinasa y exhibe la mejor similitud
estructural entre todos los candidatos encontrados para la region N-terminal de FIuG. La
creacion del modelo de la region N-terminal, utilizando 2QPX como molde, ha
confirmado que todos los residuos mencionados anteriormente exhiben una conservacion
estructural semejante a la observada en 2QPX. Este resultado propicid la utilizacién de
este candidato para llevar a cabo una sustitucion heter6loga de la region N-terminal de

FIuG en el siguiente capitulo.
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La region C-terminal de FluG presenta una clara similitud con una GSI, sin
embargo, un andlisis detallado revel6 que FluG esta relacionado con enzimas que
catalizan una actividad y-glutamil ligasa (Kurihara et al., 2008; Ladner et al., 2012; Takeo
et al., 2013). La busqueda de cristales homodlogos a la region C-terminal, permitio
identificar entre varios candidatos que codifican una GSI, un cristal (4HPP, gen PA5508)
que codifica una y-glutamil ligasa especifica de aminas aromaticas (Ladner et al., 2012).
Los residuos que actian sobre la union del metal y la orientacion del glutamato
generalmente se conservan entre las enzimas GSI y las y-glutamil ligasas (Ladner et al.,
2012), como se ha podido confirmar en FIuG en este trabajo. De la misma forma, la
conservaciéon de los residuos que se unen a los metales, invita a postular que los
inhibidores de las GS (PPQ, P3S) puedan también afectar a la funcién de FluG. Sin
embargo, la mayor diferencia entre las enzimas GSI y las y-glutamil ligasas reside en la
interaccion entre dos residuos (un glutamato y un aspartato) que protegen el intermediario
v-glutamil fosfato y eliminan un proton de la molécula de amonio (formando amoniaco)
para propiciar la sustitucion por el fosfato en el y-glutamil fosfato (Murray et al., 2013).
En este estudio, se ha podido confirmar que estos residuos no estan conservados en las
secuencias de las y-glutamil ligasas, la region C-terminal y aquellos homologos de las
GSI que no catalizan la sintesis de glutamina (Kurihara et al., 2008; Ladner et al., 2012;
Krysenko et al., 2017). Para levar a cabo una prueba experimental que aclare este punto,
se han seleccionado una serie de residuos para llevar a cabo mutaciones puntuales en el
siguiente capitulo, con el objetivo de determinar su importancia en la actividad de a region
C-terminal de FluG.

En la busqueda llevada a cabo para la seleccion de residuos cataliticos y genes
candidatos para sustituir ambas regiones de FIuG, se pudo encontrar mas informacion en
torno a la funcion que llevan a cabo los homélogos que mostraron tener una buena
similitud estructural con la region C-terminal de FluG. Los informes del gen PA5508 han
asociado su actividad con la ruta de utilizacion de las poliaminas junto con otros seis
genes paralogos en Pseudomonas aeruginosa PAQO1, siendo este gen el Gnico que no se
inducia en presencia de sustratos de poliaminas (Yao et al., 2011). Investigaciones
posteriores realizadas por Ladner et al. (2012) mostraron que la preferencia del sustrato
de PA5508 era mas fuerte para las aminas aromaticas (catecolaminas) que para las aminas
lineales (poliaminas). La comparacion llevada a cabo entre las siete secuencias PauAl-7

y la regién C-terminal de FIuG ha mostrado que tanto la secuencia PauA7 como esta
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region, conservan una menor identidad en comparacion con los PauAl-6. Este resultado
puede indicar que el papel enzimatico de FIuG pueda estar mas estrechamente relacionado
al de una y-glutamil ligasa con preferencia para las aminas aromaticas, que a una vy-

glutamil ligasa con preferencia para aminas lineales como la putrescina.

Teniendo en cuenta que los informes sobre la funcion de los homologos de FIuG se
ha descrito en bacterias, otro de los aspectos que suscito interés fue saber en qué especies
se pueden encontrar sus homdlogos. De esta forma, se confirmé que existen secuencias
homdlogas a las dos regiones de FIuG en bacterias (Strong et al., 2003; Rexer et al., 2006),
hongos (Schumacher et al., 2015; Li et al., 2017; Chen et al., 2020) y plantas (Mathis et
al., 1999; Trevaskis et al., 2002; Dosko¢ilova et al., 2011; Silva et al., 2015), sin embargo,
en bacterias, estas regiones se encuentran por separado. Cabe resaltar también que, en los
tres reinos, todas las secuencias homoélogas a FIuG conservan todos los residuos
cataliticos que se han detallado en este capitulo. Este hecho podria sugerir que FIuG pueda
cumplir el mismo papel en hongos y plantas. Sin embargo, basandonos en la
caracterizacion de los homdlogos de FIuG en otros Aspergilli (Mah y Yu, 2006; Ogawa
et al., 2010; Chang et al., 2012; Wang et al., 2015), no se puede afirmar que el papel de
v-glutamil ligasa que se le ha adscrito a FIuG se haya conservado en los diferentes reinos,

mas aln teniendo en cuenta que ambas regiones se encuentran por separado en bacterias.

Con respecto a las predicciones que han adscrito a FIuG actividades de dos enzimas
de origen procariota, se ha atribuido a eventos de fusion y fision impulsados por la
evolucidn paraloga de bacterias a hongos (Mathis et al., 2000), como ha podido ocurrir
con los homélogos de FluG en bacteria. Cabe destacar que este hecho también puede
darse entre diferentes especies de hongos mediante translocacion o inversién
cromosomica (Leonard y Richards, 2012). En este caso, se ha confirmado que los
homologos bacterianos de FIuG se encuentran organizados en operones, cuyo papel es,
generalmente, desconocido. En el caso de los operones encontrados en Mycobacterium
tuberculosis) y Streptomyces coelicolor, se ha observado que ambos organismos
contienen cuatro genes homdlogos a las GSI (gInAl-4) (Rexer et al., 2006; Hayward et
al., 2009), de los cuales gInA3 (Strong et al., 2003; Rexer et al., 2006) es el que esta
presente en ambos operones. La generacion del nulo del gen gInA3 de Streptomyces
coelicolor no exhibid defectos en la esporulacion, demostrando que el papel de este gen

es distinto al de la region C-terminal FIuG (Rexer et al., 2006). Un estudio posterior

104



ANALISIS DE SECUENCIA Y PREDICCION FUNCIONAL DE FLUG

llevado a cabo por Krysenko et al. (2017) desvel6 que el gen gInA3 tiene actividad y-
glutamil putrescina ligasa, la cual estd implicada en la ruta de degradacion de las
poliaminas y su posterior utilizacion como fuente de nitrégeno (Kurihara et al., 2008). Se
desconoce que papel puede tener el gen adyacente que codifica la amidohidrolasa en estas
bacterias, pero la disposicién cercana entre las secuencias predichas de GSI y
amidohidrolasa, indica posiblemente una conexion funcional (Strong et al., 2003; lyer et
al., 2009).

La informacion obtenida en este capitulo ha permitido, por un lado, seleccionar los
residuos cataliticos candidatos a ser mutados puntualmente para poder determinar su
importancia en la funcion de FIuG. Por otro lado, se llevara a cabo la separacion de las
regiones N- y C-terminal de FIuG y se expresaran individualmente y por separado dentro
del hongo, con el objetivo de verificar la funcion que cumple cada uno. Finalmente, se
sustituiran las dos regiones de FIuG por uno de los candidatos bacterianos que se han
utilizado para el modelado de FIuG, para comprobar si estos homdélogos son capaces de

llevar a cabo in vivo la funcién nativa de FluG.
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CARACTERIZACION FUNCIONAL DE FLUG

1. Introduccioén

Los resultados obtenidos en el capitulo anterior ofrecen una perspectiva mas
completa sobre las posibles funciones de FIuG en el desarrollo asexual. En primer lugar,
quedo demostrado que la proteina consta de dos regiones diferenciadas, unidas por una
secuencia de amino&cidos, para la cual no se predice ninguna funcién, méas alla de la
union de ambas regiones. Estas dos regiones tenian similitud con una amidohidrolasa
(region N-terminal) y una GSI (regién C-terminal) de origen procariota. Estos
antecedentes revelan que todavia queda pendiente una caracterizacion en la que ambas
regiones de FluG se expresen individualmente, y se analice su papel en el desarrollo del
hongo.

En este capitulo se llevardn a cabo las deleciones de cada regidn, mutaciones
puntuales de los predichos residuos cataliticos y las sustituciones de ambas regiones por
sus homologos bacterianos, con el objetivo de determinar la importancia y la funcion de

la region N-terminal y la region C-terminal.
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2. Resultados

2.1. Las regiones N- vy C-terminal de FIuG cumplen distintas funciones

Cada una de las dos regiones de FluG se expreso por separado bajo el control del
promotor nativo con el objeto de verificar su papel en el desarrollo asexual. Asi mismo,
se expresaron simultaneamente, pero por separado para verificar si ambas regiones debian
estar unidas para llevar a cabo su funcion. Los resultados de la caracterizacion fenotipica

se pueden observar en la Figura 27.
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Figura 27. Fenotipos y ratios de C/Area (millones/cm?) de todos los mutantes FIuG, tras haberlos
incubado durante 72 h. Cepa silvestre (WT) junto con el nulo de fluG (4fluG), N-terminal (aal—
aad06), C-terminal (aa427-aa865) y regiones N y C-terminales separadas (N+C separados) mutantes
en MMA y MCA. Los valores C que son estadisticamente diferentes (valor P <0,05) al WT (x) y el
AfluG (#) estan marcados. Los valores de C/Area en medio minimo (MMA) estan representados en
gris oscuro, y los valores de C/Area en medio. Completo (MCA) estan representados en gris claro.
Barra de escala =1 cm
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Los valores de la caracterizacion se reflejan, por un lado, como el valor C/Area
(referido como C), el cual indica la cantidad de esporas producidas en la colonia por
unidad de area, y los valores estan reflejados en el Anexo 16. Por otro lado, se midieron
también los valores de peso seco de la colonia reflejados como DCM/Area (Dry Cell
Mass; referido como DCM) por unidad de area (Anexo 16). Una vez analizados los
resultados, de C y DCM, se determind que el valor C era el mas representativo para
analizar las diferencias fenotipicas de todos los mutantes que se estudiaron en este

capitulo.

Los resultados mostrados en la Figura 27 indican que, en MCA, la cepa silvestre
muestra un valor C cinco veces superior al obtenido en MMA. Teniendo en cuenta que la
diferencia entre ambos medios es la adicion de extracto de levadura en el MCA, se supuso
que el cambio observado se debe a la disponibilidad de nutrientes en el medio. La cepa
que expreso exclusivamente la region N-terminal, present6 un valor de C similar al del
mutante AfluG en MMA, mientras que, en medio completo, aun siendo valores muy
pequefios, la produccion de conidias era ligeramente superior en MCA. Estos resultados
indican que la region C-terminal es necesaria para llevar realizar la funcién principal de

la proteina en el desarrollo asexual.

Por otro lado, el mutante que expresé solo la regién C-terminal presenté un valor C
comparable al de la cepa WT en MMA, mientras que, en MCA, fue una quinta parte del
valor C del WT. Estos resultados indican que, si bien la regién C-terminal fue capaz de
cumplir el papel del polipéptido FIuG completo en MMA, la ausencia de la region N-
terminal limito su eficacia, sobre todo en MCA, donde la disponibilidad de nutrientes es
muy superior. De la misma forma, cabe destacar que el valor C obtenido en la cepa C-
terminal en MCA, es menor que el observado en MMA. En resumen, estas observaciones
parecen indicar que la region C-terminal realiza la funcion principal de la proteina en el
desarrollo asexual, pero la region N-terminal puede proporcionar una funcion de apoyo

muy significativa en condiciones de alta disponibilidad de nutrientes.

Con el objeto de verificar la importancia que tiene la presencia de las dos regiones
de FluG unidas por el ‘linker’, se analizé una cepa que expresaba ambas regiones como
dos polipéptidos separados, cada uno bajo el control del promotor nativo de fluG (N +C
separado) (Figura 27). El valor de C registrado en MMA fue similar al registrado para las

cepas WT y C-terminal. En MCA, sin embargo, el nivel de conidiacion se situé en un
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valor intermedio (Anexo 16). Estos resultados indican que ambas regiones son
funcionales cuando se expresan por separado, ya que, por un lado, en MMA se midieron
niveles de conidiacion semejantes a los observados en las cepas WT y C-terminal. Por
otro lado, en MCA, el valor de C duplicé el obtenido en la cepa C-terminal, sin embargo,
este valor representaba la mitad del valor de C obtenido en la cepa WT. En resumen, se
confirmo que la region N-terminal tiene un papel de apoyo a la region C-terminal en la
produccion de conidias en condiciones de alta disponibilidad de nutrientes,

especialmente, cuando ambas regiones se expresan en el mismo polipéptido.

2.2. La expresion por separado de las regiones N- y C-terminal de FIuG afecta al

desarrollo sexual

Los resultados obtenidos en el apartado anterior demostraron que al menos, en el
desarrollo asexual, las regiones N- y C-terminal cumplen funciones distintas,
dependiendo de la condicion del medio en el que es cultivado el hongo. Teniendo en
cuenta los antecedentes y los resultados recogidos en la Figura 28 del primer objetivo, se
procedié al contaje de cleistotecios de los mutantes que contenian las regiones N- y C-
terminal de FluG (Figura 28). Los valores del contaje de cleistotecios estan detallados en
el (Anexo 17).
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Los resultados muestran que en medio minimo la produccion de cleistotecios por
unidad de area en los mutantes N- y C-terminal es semejante al de una cepa AfluG. En
medio completo, la cepa que expresa la region N-terminal no desarrolla ninguna
estructura sexual. Sin embargo, en las mismas condiciones, el mutante que contiene la
region C-terminal genera la misma cantidad de cleistotecios que una cepa silvestre. Los
resultados demuestran que los el nimero mas alto de cleistotecios en ambos medios se
consigue cuando ambas regiones estan presentes. La region C-terminal es esencial para

que se lleve a cabo el desarrollo sexual en medio completo.

2.3. La sustitucion de los residuos conservados afecta a la funcion de FIuG

Las mutaciones sobre los residuos equivalentes a H20, H22 y D354 en la region N-
terminal de FluG (Figura 22) habian sido descritas como esenciales para la actividad de
amidohidrolasas (Kim y Kim, 1998; Li et al., 2006; Lohkamp et al., 2006; Nguyen et al.,
2009). Con el objeto de probar el efecto de sustituciones en esos mismos residuos sobre
la funcion de FluG, se construyeron tres mutantes en los que se sustituyeron los
aminoéacidos por una alanina: simple (D354), doble (H20-H22) y triple (H20-H22-D354).
La misma estrategia se sigui6 para la region C-terminal, donde los residuos E566, E626,
H682, R720, R739, R744 y E752 se seleccionaron en base a trabajos anteriores (Kurihara
et al., 2008; Ladner et al., 2012; Murray et al., 2013). Ninguna de estas sustituciones dio
lugar a la prediccion de cambios conformacionales importantes cuando se testaron frente
a modelos de homologia (Materiales y Métodos, Maestro (Schrodinguer®). Los fenotipos
observados para el conjunto de los mutantes se muestran en la Figura 29 (Se incluye en
mayor tamafio en el Anexo 18). Los valores de produccion de conidias y el peso seco por

unidad de area estan detalladas en el Anexo 16.

Todas las mutaciones en la region N-terminal exhibieron valores de C maés bajos
con respecto a la cepa WT en ambos medios. En MMA, fueron ligeramente inferiores.
En MCA, sin embargo, se observaron diferencias notables. Por un lado, el mutante H20A-
H22A presentd un nivel de conidiacion superior al mutante D354A, y este, a su vez,
superd al mutante triple (H20A-H22A-D354A) (Figura 29). Esto indica un efecto aditivo

de las mutaciones.

En la region C-terminal, las mutaciones en los residuos E566, E626, H682, R720,
R739, R744 y E752 derivaron en cambios drasticos. En MMA, todas las cepas mutantes
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presentaron valores de C mas bajos en comparacion con la cepa silvestre, pero a su vez,
superiores a los obtenidos en la cepa AfluG. Esto indica que las mutaciones puntuales
resultaron en una inactivacion parcial de la actividad. En MCA, los valores de C fueron
muy bajos, acercandose a los obtenidos en la cepa AfluG. Sin embargo, el mutante R739A

presentd un fenotipo divergente con valores de C estadisticamente superiores en MCA en

comparacion a los otros mutantes de esta region (Figura 29).
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Figura 29. Fenotipos y ratios de C/Area (millones/cm?) de todos los mutantes FIuG, tras haberlos incubado durante 72 h. Cepa silvestre (WT)

B vMMmaA

[Mmca

junto con el nulo de fluG (AfluG) y los mutantes puntuales de ambas regiones en MMA y MCA. Los valores C/Area que son estadisticamente
diferentes (valor P <0,05) al WT (*) y el AfluG (#) estan marcados. Los valores de C/Area en medio minimo (MMA) estan representados en

gris oscuro, y los valores de C/Area en medio completo (MCA), estan representados en gris claro. Barra de escala = 1 cm

En conjunto, los resultados muestran que las mutaciones puntuales en ambas
regiones afectan a la funcién bioldgica atribuible a cada una de las regiones, confirmando

la funcionalidad de los residuos conservados en cada una de ellas.

2.4. Niveles de expresion del gen fluG en distintos mutantes

Para determinar que los fenotipos observados no eran producto de una expresién
génica alterada, las cepas fueron examinadas por qPCR y comparadas con la de la cepa
WT, como se muestra en la Figura 30 (Se incluye en mayor tamafio en el Anexo 19). Con
la excepcion del mutante AfluG, todos mutantes presentaron niveles de transcripcion
iguales o superiores a los observados en la cepa WT. La cuantificacion de la expresion de
fluG en todos los mutantes indico que el nivel de expresion era superior al observado en
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la cepa WT en la mayoria de ellos. Teniendo en cuenta que las mutaciones causaron una
funcionalidad aminorada en términos fenotipicos, estos niveles de expresion descartan
que los fenotipos observados se deban a niveles de expresion reducidos. Estos resultados
sugieren que la regulacion de FIuG pueda estar condicionada por el nivel de actividad que

esté llevando a cabo, siendo su ausencia una sefial para que aumente la expresion de fluG.

4 | | |

Expresion relativa (RE)

AfluG N-terminal C-terminal N+C N+C  H20AH22A D354A H20AH22A E566A E626A H682A R720A R739A R744A E752A
separados  separados D354A
[N] [C]

Figura 30. Los valores de expresion de fluG para cada cepa en MMA se muestran en el gréafico. Todas las muestras fueron tomadas
después de 18 h de crecimiento vegetativo. Las siglas se refieren a lo siguiente: WT, cepa silvestre; AfluG, mutante nulo del gen
fluG; N-terminal, region (1-406); C-terminal, regién (427-865); N + C separados [N] y N + C separados [C], mutante de region
separada N- y C-terminal; H20A-H22A / D354A /| H20A-H22A-D354A, mutantes puntuales de la region N-terminal; ES66A /
E626A / HE682A / R720A / R739A / R744A | E752A, mutantes puntuales de la region C-terminal.

2.5. La sustitucion heter6loga de ambas regiones de FIuG por sus homdlogos
bacterianos complementan su funcion

Apoyados por las homologias estructurales observadas entre las regiones N- y C-
terminal con las de Lactobacillus paracasei (LSEI_0440) y Pseudomonas aeruginosa
(PA5508), respectivamente, se construyeron cepas en las que las secuencias bacterianas
se expresaron bajo el promotor nativo de fluG en combinaciones que incluian tres
quimeras proteicas (LSEI_0440+C-terminal; N-terminal+PA5508; LSEI 0440+
PA5508) y un unico polipéptido (PA5508).
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Los fenotipos de las cepas mutantes se muestran en la Figura 31. Los valores de C
obtenidos en las cepas LSEI_0440+C-terminal y N-terminal+PA5508 fueron
significativamente més altos que la cepa WT en MMA. En las mismas condiciones, el
PA5508 y el LSEI_0440+PA5508 mostraron valores de C estadisticamente similares en
comparacion con la cepa WT. Por otro lado, los valores de C de las tres quimeras de
proteinas (LSEI_0440+C-terminal; N-terminal+PA5508; LSEI_0440+PA5508) fueron
estadisticamente similares a la cepa WT en MCA. Sin embargo, la cepa que expresaba el
polipéptido PA5508 solo exhibié un valor significativamente mas bajo en comparacion
con el WT en el mismo medio.
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Figura 31. Fenotipos y ratios de C/Area (millones/cm?) de todos los mutantes de sustitucion de FIuG, tras haberlos
incubado durante 72 h. Cepa silvestre (WT) junto con el nulo de fluG (AfluG) y los mutantes de sustituciones
heterélogas LSEI_0440+C-terminal (FIuG), N-terminal (FIuG)+PA5508, LSEI_0440+PA5508 y PA5508 solo en
MMA y MCA. Los valores C/Area que son estadisticamente diferentes (valor P <0,05) al WT (*) y el AfluG (#) estan
marcados. Los valores de C/Area en medio minimo (MMA) estan representados en gris oscuro, y los valores de C/Area

en medio completo (MCA), estan representados en gris claro. Barra de escala =1 cm
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Los resultados demuestran que la proteina codificada por el gen LSEI_0440 puede
reemplazar funcionalmente la region N-terminal de FIuG. Por otra parte, la proteina
codificada por PA5508 cumple el papel de la region C-terminal de FluG, ya sea como un
solo polipéptido (mutante PA5508), o fusionada a la region N-terminal de FIuG (quimera
N-terminal+PA5508). De acuerdo con los resultados mencionados anteriormente, el
hecho de que la quimera que expresa la proteina fusionada de LSEI_440 y PA5508 exhiba
un fenotipo estadisticamente comparable a una cepa WT confirma que ambas enzimas

bacterianas pueden funcionar conjuntamente para reemplazar a ambas regiones FIuG.

2.6. La sustitucién heteréloga de FIuG por su homdlogo de planta, NodGS, no

complementa su funcién

Siguiendo la misma estrategia que se llevé a cabo con los homologos bacterianos,
se construyo una cepa que contenia la secuencia del gen NodGS de Arabidopsis thaliana

la cual se expreso bajo el promotor nativo de fluG. Los fenotipos tanto de la cepa mutante,

como la cepa silvestre y se muestran en la Figura 32.

WT AfluG NodGS

Figura 32. Fenotipo de la cepa silvestre (WT) junto con el nulo de fluG (AfluG) y el mutante NodGS,
tras haberlo incubado durante 72 h. Cepa silvestre (WT) junto con el nulo de fluG (AfluG) y el mutante
NodGS. Barra de escala=1cm

Los resultados observados demuestran que NodGS no es capaz de complementar la
funcion de FIuG, ya que los fenotipos obtenidos en el mutante NodGS, es similar a los
obtenidos en un mutante nulo del gen fluG.
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2.7. Precisiones sobre la actividad enzimatica de la regién C-terminal

Tras la demostracion de la capacidad de la secuencia 4HPP para suplantar la funcion
de la region C-terminal, se considerd oportuno realizar un examen mas detallado de la
secuencia y estructura de esta enzima. El trabajo llevado a cabo por Ladner et al. (2012)
tenia como objetivo la identificacion de las diferencias mas notables entre una GS y los
genes que son homdlogos a las GS, pero no comparten dicha funcion como es el caso de
los genes pauAl-7. Teniendo en cuenta que a los genes pauAl-6 ya se les asigné un papel
en la degradacion de poliaminas en estudios anteriores (Lu et al., 2002; Chou et al., 2008;
Yao et al., 2011; Yao et al., 2012), su investigacion de centré en llevar a cabo una
evaluacion estructural y bioquimica del gen pauA7 (PA5508). El estudio bioguimico
desveld que esta enzima no exhibia la actividad de una GS porque era incapaz de formar
glutamina. Sin embargo, mostraba una actividad y-glutamil ligasa con preferencia por
sustratos como las aminas heterociclicas o catecolaminas, tales como la tryptamina,

serotonina y la dopamina (Ladner et al., 2012).
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2.7.1. El extremo C-terminal tiene mayor similitud con una y-glutamil ligasa

La resolucion del cristal de la proteina PA5508, aflor6 una serie de diferencias
estructurales en comparacion con la estructura de cristal de la GS de Salmonella
typhimurium (1FPY). Por un lado, se resaltaba que mientras la GS de S. typhimurium
adopta un estado oligomérico de dos hexameros coordinados por el extremo C-terminal
de la proteina (también conocido como correa helicoidal) para formar un dodecamero, la
proteina PauA7 formaba hexameros, debido a que el extremo C-terminal se pliega hacia
el interior de la proteina, quedando inaccesible para cualquier tipo de interaccion (Figura
33). Ladner et al. (2012) relacionaron este fendmeno con la ausencia de una region de
aproximadamente 55 aminoacidos presente en la GS de Salmonella typhimurium, la cual
forma dos laminas beta que impiden el plegamiento del extremo C-terminal. En la
estructura de PauA7 se observo que esta region estaba formada por aproximadamente 12

aminoéacidos sin estructura, siendo esta la razén por la que el extremo C-terminal puede

tener acceso al plegamiento hacia el interior de la proteina (Figura 33).

Figura 33. Representacion de la conformacion que adopta el extremo C-terminal ( ) y la region de las dos laminas beta
(azul) enlos cristales 1FPY (rojo) y 4HPP (verde). A) En el cristal 1FPY, el extremo C-terminal esta orientado hacia el exterior,
quedando accesible para interaccionar con otra subunidad. Las dos laminas beta bloquean la movilidad del extremo C-terminal.
B) En el cristal 4HPP, debido a la ausencia de las dos laminas beta, el extremo C-terminal queda se pliega hacia el interior de la

proteina, quedando inaccesible para cualquier tipo de interaccion.
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Teniendo en cuenta estos indicios, se procedio a analizar cual de los modelos del
extremo C-terminal de las dos proteinas modelo (1FPY o 4HPP) guardan mayor similitud
estructural con el extremo C-terminal de FluG, valiéndonos para ello de los valores
QMEAN que la herramienta Swiss-Model calcula por cada aminoacido. Asi mismo, se
procedio también a analizar la region en la que Ladner et al. (2012) observaron la ausencia
de dos laminas beta (Figura 33), para poder determinar si esta region que FluG contiene
los amino&cidos necesarios para formar esta estructura en el cristal 1FPY. Los resultados
obtenidos se representan en forma de modelos de FIuG obtenidos con el cristal 1IFPY
(Figura 34) y el cristal 4HPP (Figura 35), junto con un resumen en la Tabla A y la Tabla
B del Anexo 20.

> ~N
Figura 34. Conformacion que adopta el extremo C-terminal ( ) y la region de las dos

laminas beta (azul) en los modelos 1FPY (rojo) y la regién C-terminal modelada con el cristal
1FPY (morado). A) En el cristal 1FPY, el extremo C-terminal esta orientado hacia el exterior,
guedando accesible para interaccionar con otra subunidad. Las dos laminas beta blogquean la
movilidad del extremo C-terminal. B) En el modelo de la region C-terminal, debido a la ausencia

de las dos laminas beta, el extremo C-terminal puede plegarse hacia el interior de la proteina.

Tras analizar los resultados obtenidos en la Tabla A del Anexo 20, el promedio de
los valores QMEAN individuales obtenido para los trece aminoacidos que pueden formar
la correa helicoidal sugiere que la estructura que adopta la proteina PauA7 en el cristal
4HPP es la que mayor similitud estructural presenta para esta region de FIuG, ya que los
valores QMEAN que presenta FIuG son superiores para esta conformacién. Cuando se
comparé la region que esta formada por dos laminas beta en el cristal 1FPY con la

proteina PauA7 y con FIuG, los resultados obtenidos en la Tabla B del Anexo 20
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mostraron que ambas proteinas carecen de los aminoacidos necesarios para formar la
estructura compuesta por dos laminas beta. Si bien FIuG contiene 11 aminoacidos méas
que PauA7 en esta region, el modelo de FIuG construido con el cristal 1FPY demostrd
que FluG no formaba una estructura semejante a las ldminas beta (mostradas en azul)

presentes en la GS de S. typhimurium (Figura 34).

Por otro lado, el modelo de FIuG construido con el cristal 4HPP, demostré que
FIuG, si bien se extendia 10 aminodcidos mas que en modelo 4HPP, esta region

conservaba una mayor similitud con la y-glutamil ligasa de P. aeruginosa (Figura 35).

Figura 35. Conformacion que adopta el extremo C-terminal ( ) v la regién de las dos laminas
beta (azul) en los modelos 4HPP (verde) y la regién C-terminal modelada con el cristal 4HPP (morado).
A) En el cristal 4HPP, debido a la ausencia de las dos laminas beta, el extremo C-terminal queda se pliega
hacia el interior de la proteina, quedando inaccesible para cualquier tipo de interaccion. B) En la region
C-terminal, tampoco estan presentes las dos ldminas beta, y el extremo C-terminal puede plegarse hacia

el interior de la proteina.

2.7.2. El dominio B-Grasp de FluG es similar al de ambas GS y y-glutamil ligasas

Otra caracteristica estructural importante de las GS reside en el extremo N-terminal,
el cual adopta una estructura de seis laminas beta (de las cuales, cuatro estan
interlineadas), también conocido como B-Grasp, tal y como se muestra en la Figura 36.
Esta region es especialmente importante porque conserva el residuo catalitico aspartato
el cual extrae el proton del amonio, y también porque una vez la proteina se coordina para
formar un hexamero, el B-Grasp interacciona con la region C-terminal (catalitica) de la

unidad adyacente (Figura 36).
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A Region N-terminal B
de una enzima GS

Figura 36. Representacion del dominio B-Grasp. A) llustracion de las seis laminas beta que forman el
dominio B-Grasp. B) Conformacion que adopta el dominio 3-Grasp (en negro) en el modelo de una GS.
Modificada a partir de (Burroughs et al., 2007) y (Krajewski et al., 2008).

Teniendo en cuenta la importancia que este dominio puede tener en la actividad
catalitica, se verifico si esta region esta o no predicha por el predictor HMMR (Tabla 28).
Por otro lado, se analiz6 la conservacion estructural correspondiente al dominio 3-Grasp
de la GS de Salmonella typhimurium (1FPY), cuyo dominio B-Grasp se encuentra entre
los aminiécidos 1-100 segun las anotaciones de su estructura de cristal, con las secuencias
de las proteinas PauA7 y FIuG (Tabla 28).

Tabla 28. Prediccion de los dominios cataliticos y la conservacion estructural del dominio B-Grasp en la
GS de S. typhimurium, la y-glutamil ligasa de P. aeruginosa y la region C-terminal de FluG. A) Las
predicciones de los dominios cataliticos estan representadas por el mapa de dominios y la cobertura proteica
de estos dominios en la GS (GInA), la y-glutamil ligasa (PA5508) y FIuG. B) La conservacion del dominio
B-Grasp se representa con la cobertura de esta region y la conservacién estructural con el valor QMEAN
en las secuencias protéicas de PauA7 (PA5508) y FIuG, utilizando la GS (1FPY) y la y-glutamil ligasa
(4HPP) como molde.

Predicciones de los dominios cataliticos

A

GInA (STM4007) PauA7 (PA5508) FluG C-terminal
Mapa de (R T S— G T R— G —
dominios
Cobertura de GlIn-synt_N (14-95) Gln-synt_N (1-104)
. GlIn-synt_C (537-865)
dominios GlIn-synt_C (102-466)  GIn-synt_C (105-437)

5 Conservacion del dominio B-Grasp

PauA7 VS 1FPY FluG VS 1FPY FIuG VS 4HPP
Cobertura P6 - W104 T431-L536 G443-L536
Prom. QMEAN 0,64 0,66 0,64
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Una vez verificada la presencia del dominio 3-Grasp mediante los predictores, los
resultados de la Tabla 28 indicaron que la region C-terminal no conserva esta estructura.
Sin embargo, como se puede observar en la Tabla 28, el promedio de los valores QMEAN
obtenidos muestra que la region C-terminal guarda una similitud estructural que oscila
entre 0,64 y 0,66, con el dominio B-Grasp tanto en las estructuras de cristal de la GS
(LFPY) como la del cristal 4HPP. Este ultimo resultado sugiere que, a pesar de no
predecirse un dominio B-Grasp, la region C-terminal tiene una alta conservacion
estructural con los cristales 1FPY y 4HPP. Por otro lado, teniendo en cuenta que los
valores QMEAN de la Tabla 28 son muy parecidos en los tres casos, sugieren que el
dominio B-Grasp no es un factor critico a la hora de diferenciar una GS y una y-glutamil

ligasa.

Teniendo en cuenta que el dominio B-Grasp mostré no ser determinante entre la

GS, la y-glutamil ligasa y la region C-terminal de FluG, se procedié a analizar la
conservacion de los residuos predichos tanto para regular la funcion de la proteina como

para interaccionar con el sustrato, segin Ladner et al. (2012).

2.7.3. FluG conserva una tirosina implicada en la regulacion post-traduccional de
las GSI

Otra caracteristica a tener en cuenta, es el mecanismo de regulacion post-
traduccional que utilizan las GS de tipo | para inducir o inhibir su actividad, mediante
modificaciones en la estructura o la ocupacién del sitio catalitico por distintas sustancias
que funcionan como reguladores (Stadtman y Ginsburg, 1974; Gill et al., 2002). Uno de
los més estudiados ha sido la regulacion por adenilacion de una tirosina (Yamashita et
al., 1989) (Figura 37).

ATasa
Actividad adenilil transferasa

GS + ATP GS-AMP + PP,

ATasa
Eliminacion grupo adenilo

GS-AMP + P, GS + ADP

Figura 37. Representacion del proceso de adenilacion llevada a cabo por una Adenilil transferasa (ATasa)
en las GS. En esta reaccion, la ATasa tiene la capacidad de, utilizando el ATP, unir covalentemente el grupo
AMP aunatirosina presente en algunas GS. Esta misma unién, puede ser también interrumpida por la misma

enzima, utilizando un fosfato (P;) para formar ADP.
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Esta modificacion cambia las propiedades funcionales del enzima (Stadtman y
Ginsburg, 1974; Kimura et al., 1988), entre ellas, la GS sin adenilar tiene preferencia por
la utilizacion del magnesio y un pH optimo de 7,5, mientras que la GS adenilada,
considerada como la forma inactiva de la GS, tiene preferencia por el manganeso como

metal y el pH 6ptimo desciende a 6,5 (Gill et al., 2002).

Ladner et al. (2012) detallan que la estructura 4HPP no contenia una regién
desordenada entre los aminoécidos 365-381, homdloga a la region que contenia la tirosina
(Y397) candidata a ser adenilada en el cristal 1FPY. De la misma forma, la regién
desordenada del cristal 4HPP tampoco contenia ninguna tirosina, por lo que concluyeron
que la proteina PauA7 no esta regulada por adenilacion. Con el objetivo de verificar si la
region C-terminal conserva una tirosina candidata a ser adenilada, se procedio a verificar
el modelo de FIuG generado por la herramienta Swiss-Model utilizando la estructura
1FPY como base (Tabla 29).

Tabla 29. Alineacion que muestra la conservacion de la tirosina candidata a ser adenilada en la region
desordenada de las proteinas GS (GInA), la y-glutamil ligasa (PauA7) y FIuG. Las tirosinas estan marcadas

en rojo.

Conservacion de la tirosina (Y) en la regién desordenada

GInA
PauA7
FluG

E390
A365

K786

P391 M392 D393 K394 N395 L396 Y397 D398 L399 P400 P401 E402 E403
L366 A367 D368 V369 D370 P371 H372 G373 L374  S375 D376  E377 E378

D787 C788 P789 Y790 D791  A792  AT793 S794 L795 P796 E797 S798 E799

A404
R379

R800

K405
Q380
A801

Una vez analizada la conservacion de los residuos en la region desordenada, se pudo
confirmar que existe una tirosina en una posicion distinta a del modelo 1FPY (Y790).
Este resultado abre la posibilidad a que la actividad de la region C-terminal pueda estar
regulada por adenilacion. Sin embargo, teniendo en cuenta que los valores QMEAN
obtenidos en PauA7 y en FIuG eran muy bajos utilizando el modelo 1FPY como base,

haria falta comprobar si la adenilacion de FIuG se observa experimentalmente.

2.7.4. Los residuos predichos a interaccionar con el sustrato en PauA7, no estan

conservados en FluG

En el citado estudio (Ladner et al., 2012), se menciona una interaccion en esta
region nunca antes vista en las GS, en la cual, la Y439 interaccionaba con el residuo Q51

de la regién que contenia el residuo V42 (residuo homologo del aspartato que extrae el
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proton del amonio en las GS), hecho que podria contribuir al reposicionamiento de los
residuos L53 y 154 en el sitio activo. Estos residuos, junto con los residuos V42 y F148
forman una cavidad hidrofobica que podria interaccionar favorablemente con residuos
apolares como las aminas heterociclicas. Con el objetivo de verificar si los residuos
candidatos a interaccionar con el sustrato estan o no conservados en FluG, se llevo a cabo
un andlisis con los modelos generados por la herramienta Swiss-Model para confirmar su

presencia (Tabla 30).

Tabla 30. Conservacion de los residuos predichos a interaccionar con el sustrato en 4HPP y FluG. La
numeracion en FluG esta indicada utilizando el nimero de aminoacidos original de la secuencia de FIuG
(865 aas) y la secuencia correspondiente a la regién C-terminal (427-865 aas, en la que el residuo R427 se
toma como el primer residuo (R1)). F’148 es un residuo que interactia con el sustrato desde la cadena
adyacente. El parecido de las propiedades de las cadenas laterales de cada residuo, esté representada en
colores: Rojo para los residuos que son distintos y para los residuos que comparten ciertas

propiedades.

Conservacion de los candidatos a interaccionar con el sustrato

4HPP V42 Q51 L53 154 F’148 Y439
FluG S481 D490 E492 V493 W’592 L861
C-terminal
S55 D64 E66 V67 W’166 L435
R427->R1

Naturaleza -

Los resultados reflejados en la Tabla 30 muestran que ninguno de los residuos

candidatos a interaccionar con el sustrato en la estructura del cristal 4HPP esta conservado
en la region C-terminal de FIuG. Si bien los residuos de 4HPP correspondientes a la V42
(Hidrofdbico), Q51 (Polar y sin carga) y L53 (Hidrofobico), estan sustituidos por
aminoacidos de distinta naturaleza como S481 (Polar y sin carga), D490 (Polar y
negativamente cargado) y E492 (Polar y negativamente cargado), respectivamente, los
residuos 154 (Hidrofébico) y F148 (Hidrofobico y voluminoso) de la estructura 4HPP
estan sustituidos por V493 (Hidrofdébico) y W592 (Hidrofobico y voluminoso), los cuales
comparten la misma naturaleza hidrofébica y de grandes dimensiones (en el caso del F148
y W592). Sin embargo, en lo que al altimo residuo se refiere, no se puede esperar que
ocurra la interaccién entre el residuo Y439 con el residuo Q51 que mencionaba Ladner
et al. (2012), ya que el residuo Y439 esta sustituido por L861, el cual carece del grupo

hidroxilo de la tirosina que reaccionaba con el Q51.
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3. Discusion

Los resultados obtenidos en este capitulo, han permitido verificar la funcionalidad
predicha de la region C-terminal de FluG, como una y-glutamil ligasa, mientras que la
region N-terminal parece efectivamente cumplir una funcién amidohidrolasa, que no se ha
conseguido especificar. En resumen, nos encontramos frente a una enzima cuyas regiones
enzimaticas cobran especial importancia dependiendo del medio en las que se encuentra el
hongo. En este aspecto, varios estudios han reportado la existencia de enzimas conocidas
como “moonlighting enzymes”, las cuales, son capaces de realizar multiples funciones
autonomas y a menudo no relacionadas, sin dividir estas funciones en diferentes dominios
de la proteina (Moore, 2004; Huberts y van der Klei, 2010). En contraste con los resultados
obtenidos por D'Souza et al. (2001), en la que se acotd la region funcional de FIuG entre
los aminoécidos 385-865 de FIuG, los resultados bioinforméticos obtenidos en el Capitulo
IV han verificado que se trata de una proteina con dos regiones N- (aas 1-406) y C-terminal
(aas 427-865) diferenciadas en dos polipéptidos. Los resultados de este capitulo confirman
que la region C-terminal de FIuG es necesaria para llevar a cabo el desarrollo asexual,
mientras que la region N-terminal cumple una funcién de apoyo muy significativa en

condiciones de alta disponibilidad de nutrientes.

En términos funcionales, se ha descrito que la aparicion de enzimas
multifuncionales, proporciona una ventaja evolutiva en la eficacia de las rutas
metabdlicas (Yon-Kahn y Hervé, 2010; Cheng et al., 2012). Por otro lado, se ha
demostrado que la unién de proteinas que codifican mas de una enzima, estd
estrechamente relacionada con la canalizacion de dos reacciones sucesivas, Cuyo
intermediario, se transfiere de una region enzimatica a otra en la misma proteina (Perham,
2000; Huang et al., 2001). En este caso, se podria argumentar que la reaccién principal la
realiza la y-glutamil ligasa, pero en ciertas condidiones con la abundancia de otro
precursor la actividad amidohidrolasa procuraria una fuente adicional de sustrato. Asi
mismo, teniendo en cuenta que ambas regiones homélogas a enzimas bacterianas, cabe
la posibilidad de que su presencia puede estar relacionada con eventos de fusién y fision
impulsados por la evolucion paraloga de bacterias a hongos (Mathis et al., 2000). En
apoyo a esta hipotesis, el hecho de que las secuencias homologas a FIuG presentes en
bacterias (Strong et al., 2003; Rexer et al., 2006), se encontrasen como polipéptidos

separados dentro de operones, sugiere que, en hongos y plantas, la presion evolutiva haya
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podido inducir la fusion entre ambos polipéptidos (Long, 2000; Durrens et al., 2008). En
este capitulo, la expresion de ambas regiones de FIuG como dos péptidos separados en el
mismo mutante, ha desvelado que, en un medio completo, ambas regiones desemperfian

mejor su funcidon en el desarrollo asexual cuando estan unidas.

De la misma forma, los resultados obtenidos en medio minimo tras analizar el
desarrollo sexual en los mutantes que contenian las regiones N-terminal y C-terminal
individualmente, han demostrado que, si bien, la region C-terminal es imprescindible para
llevar a cabo esta funcion, la presencia de ambas regiones es necesaria para una
produccién de cleistotecios semejante a la obtenida en una cepa silvestre. En medio
completo, no obstante, una cepa que expresa la regién N-terminal no produce ningun
cleistotecio, mientras que un mutante que contiene la region C-terminal, produce una
cantidad semejante a la observada en una cepa silvestre. Estos ultimos resultados,
sugieren que, el medio completo pueda tener una sustancia que sea necesaria para que el
mutante C-terminal pueda llevar a cabo el desarrollo sexual como una cepa silvestre.
Estos resultados contrastan con los reportados por Chang et al. (2012), en el que
confirmaron que en Aspergillus flavus, FluG cumple una funcién importante en el

desarrollo sexual, no siendo asi en el desarrollo asexual.

Si bien, los antecedentes en la caracterizacion de FIuG en otros Aspergilli (Mah y
Yu, 2006; Ogawa et al., 2010; Chang et al., 2012; Wang et al., 2015), han asignado
distintos papeles a FIuG, no existen registros en los que se haya verificado una funcion
enzimatica. Teniendo en cuenta que los resultados del Capitulo 1V en el que se desveld
que los homdlogos de FIuG presentes en bacterias, hongos y plantas, conservaban los
residuos cataliticos que se han localizado para las regiones N- y C-terminal, se decidid
Ilevar a cabo una estrategia de mutaciones puntuales de todos los residuos para determinar
si mostraban algun defecto fenotipico. Las mutaciones puntuales han validado la
prediccion in silico llevada a cabo en el capitulo anterior, en el cual se le habia adscrito
una funcion a cada residuo mutado en las regiones N- y C-terminal de FluG. Los
resultados fenotipicos observados en los mutantes puntuales de la region N-terminal
aportan evidencia contundente a favor de que esta regién cumple una funcion
amidohidrolasa, ya que los tres residuos mutados estan presentes en varias enzimas con
una funcion amidohidrolasa (Hernick y Fierke, 2013). Por otro lado, los resultados

obtenidos de los mutantes puntuales de la region C-terminal, han confirmado los residuos
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funcionalmente importantes en las GS y las y-glutamil ligasas, cumplen una funcién

importante en FIuG (Ladner et al., 2012).

Los andlisis de expresion de los mutantes, han desvelado que, si bien la expresion de
todos los mutantes es al menos tan abundante a la observada en una cepa silvestre, la
mayoria de los mutantes, han exhibido una expresion considerablemente superior. Este
hecho también ha sido previamente reportado por Lee y Adams (1994) y Yager et al. (1998),
quienes reportaron una expresion aberrante de FIuG por mutaciones que afectaban a su
funcion. Este hecho sugiere que FIuG pueda estar autoregulado mediante algun factor de
transcripcion que pueda responder (Thieme et al., 2018), a los niveles de sustrato o producto

de la enzima.

En lo que respecta a la posible funcion enzimética de FIuG se refiere, un estudio
llevado a cabo por Margelis et al. (2001), sustituy6 heterologamente el gen fluG de A.
nidulans por la GS (gInA) del organismo procariota Anabaena sp., confirmando que este
ultimo no revertia los defectos causados por la ausencia de FluG. Si bien, esta
aproximacion sirvid para descartar que FluG tuviera la actividad enzimatica de una GS,
teniendo en cuenta que en el Capitulo 1V las estructuras homdlogas a la region N- y C-
terminal de FIuG que se encontraron, eran originarias de Lactobacillus paracasei y
Pseudomonas aeruginosa, se procedid a sustituir heterologamente las dos regiones de
FIuG por sus homologos bacterianos, para comprobar si son capaces de llevar a cabo in
vivo la funcién nativa de FIuG. Los resultados han demostrado que ambas proteinas
codificadas por los genes LSEI_0440 y PA5508 cumplen el papel de la region N- y C-
terminal de FluG, respectivamente. Cabe destacar que el hecho de haber observado un
fenotipo semejante al de la cepa silvestre en la quimera con ambos genes bacterianos
fusionados, sugiere que la funcion enzimatica que cumplen estas enzimas, sea similar o

idéntica a la que lleva a cabo FluG.

Por otro lado, se pudo observar que el gen NodGS, homologo a FIuG en A. thaliana,
no complementd la funcién nativa en A. nidulans. Si bien, se pudo confirmar que NodGS
conserva todos los residuos cataliticos predichos, es posible que los codones que
codifican los aminoacidos no sean los Optimos para llevar a cabo la traduccion a la
velocidad 6ptima, junto con su posterior plegamiento de la proteina (Plotkin y Kudla,
2011). No obstante, teniendo en cuenta los informes que se han reportado en torno a la

funcién de NodGS (Doskocilova et al., 2011) y su homoélogo en Medicago truncatula
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(Trujillo, 2019), es muy probable que la funcion que desempefian estos homdlogos sea
distinta o se haya especializado lo suficiente como para no complementar el papel de

FIuG en A. nidulans.

Finalmente, en analisis bioinformatico llevado a cabo en profundidad comparando la
region C-terminal con la estructura de cristal de la y-glutamil ligasa PauA7, indica que
ambas comparten dominios similares, como una correa helicoidal orientada hacia el interior
de la proteina y la ausencia de dos ldminas beta. No obstante, se han detectado también
diferencias tanto en la conservacion de una tyrosina candidata a ser adenilada, como la falta
de conservacion de los residuos candidatos a interaccionar con el sustrato, lo cual implica
gue se necesitaria llevar a cabo un trabajo experimental méas exhaustivo para valorar la

importancia de estos residuos.
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FluG esta acreditado como uno de los primeros factores de accion temprana en la
induccion de la conidiacion (Park y Yu, 2012). Sin embargo, su caracterizacion ha
seguido una sinuosa trayectoria, que ha mantenido la incognita en cuanto a su papel el
desarrollo asexual. EIl trabajo pionero de Adams y colaboradores (Lee y Adams, 1994;
Wieser et al., 1994), apunto el caracter enzimatico de este factor, como una hipotética
glutamina sintetasa de tipo I, mientras que estudios posteriores no permitieron elucidar la
funcion precisa (Margelis et al., 2001). Posteriormente, otros trabajos relacionaron al
factor con la luz (Yager et al., 1998; Ruger-Herreros et al., 2011) y el complejo Velvet
(Chang et al., 2013), desviando el enfoque inicial, quedando asi la funcién en un estado
de indefinicion. Tras el trabajo presentado en esta tesis, la funcion enzimaética
inicialmente hipotetizada por Lee y Adams (1994) queda precisada y parcialmente
confirmada, si bien permanecen aun sin demostrar las reacciones precisas que desempefia.
En cualquier caso, la informacion aportada en este estudio da cabida para hipotetizar
sobre la posible naturaleza de estas reacciones y el papel que pueden jugar en el contexto
general del desarrollo asexual y del funcionamiento del micelio como unidad

multicelular.
Una enzima bifuncional

Los resultados de este estudio han demostrado que FIuG consta de dos regiones con
actividades enzimaticas predichas (una amidohidrolasa y una y-glutamil ligasa) capaces
de desempefiar sus funciones por separado al igual que sus ort6logas bacterianas. Las
enzimas bifuncionales, asi como los complejos multienzimaticos, estan justificados por
el aumento de eficacia que propicia la proximidad espacial entre las unidades cataliticas,

minimizando asi las ineficacias relacionadas con la difusion de los intermediarios.

En el caso de FIuG, se trata de dos enzimas unidas por una secuencia que carece de
estructura. A falta de un conocimiento mas especifico sobre las reacciones de las dos
enzimas, el analisis funcional basado en el niUmero de esporas obtenido permite extraer
conclusiones en el &mbito de los procesos bioldgicos afectados. En medio minimo, en el
que existe una cierta limitacion nutritiva, los resultados indicaron que la region C-
terminal (en adelante y-glutamil ligasa) es capaz de llevar a cabo la funcion bioldgica
relacionada con el desarrollo asexual sin aportacion aparente por parte la region N-
terminal (en adelante amidohidrolasa). Estudios anteriores ya indicaron que la region C-

terminal era imprescindible para la actividad de FIuG (D'Souza et al., 2001). En el medio
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completo, en el que el aporte de nitrogeno organico es considerable, la actividad
amidohidrolasa juega un papel determinante para mantener niveles de conidiacion
comparables con los de la cepa silvestre. En su ausencia, se observa un desequilibrio

morfogenético en favor del crecimiento vegetativo (Figura 38).
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Figura 38. Representacion de la hipotética utilizacién que tienen la regién N-terminal (azul) y la regién C-terminal (verde) de
FIuG, empleando un intermediario metabdlico abundante en hifas cultivadas en MMA (rojo) y MCA (MMA (rojo) + Extracto
de levadura (morado). En MMA, la region C-terminal de FIuG es suficiente para llevar a cabo la esporulacion. En MCA, se
considera que la region N-terminal es necesaria para procesar un intermediario metabdlico sintetizado en presencia del extracto
de levadur. Se especula que el producto de la region N-terminal pueda servir como sustrato de la region C-terminal o que una
vez transformado por la region N-terminal, deje de funcionar como sefalizador del crecimiento. Las estructuras
tridimensionales de ambas regiones se han obtenido a partir de las estructuras de cristal obtenidas de los homélogos bacterianos
de Lactobacillus paracasei para la region N-terminal (2QPX), y Pseudomonas aeruginosa para la regiéon C-terminal (4HPP).

La imagen del conidiéforo ha sido modificada a partir de (Rodriguez-Romero et al., 2010).
Dado que la actividad fundamental de FluG se centra en la y-glutamil ligasa,
comenzaremos por analizar esta actividad. Las enzimas bacterianas que han sido capaces
de sustituir la funcion nativa en este estudio participan en la degradacion de fuentes

complejas de nitrégeno, principalmente aminas, para formar compuestos mas simples que
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puedan ser procesados hacia otros procesos metabolicos como el crecimiento, la sintesis
de proteinas o la comunicacién con otros organismos (Reitzer, 2003; van Heeswijk et al.,
2013; Luengo y Olivera, 2020). Un ejemplo es el proceso de degradacion de varias aminas
lineales como la putrescina (Kurihara et al., 2008; Krysenko et al., 2017), la cadaverina,
etanolamina (Krysenko et al., 2019) y aminas aromaticas (Arora, 2015) como la anilina
(Takeo et al., 2013) o sintesis de la metilamina (Yamamoto et al., 2008) mediante la y-
glutamilacion. Si bien este proceso fue atribuido a ciertas proteinas homologas a las
inicialmente categorizadas como GS, estudios méas detallados demostraron que estas
efectian una y-glutamilacién. La enzima y-glutamil ligasa PauA7 (Ladner et al., 2012)
que sustituye funcionalmente la actividad de FIuG in vivo guarda cierta similitud de
secuencia con una GS, pero su funcion es la y-glutamilacion de catecolaminas (Figura
39). Esta propiedad también se ha atribuido mas recientemente a otras enzimas no
homologas a las GS que cumplen la misma funcidn sobre aminas aromaticas como la
tiramina (Wang et al., 2014).
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Figura 39. Esquema del tipo de aminas cuya utilizacién por y-glutamil ligasas ha sido confirmada. Estas aminas, una vez y-
glutamiladas (producto y-glutamilado), son procesadas por rutas alternativas que pueden derivar en la degradacion de estas mismas
para emplearlas como fuente de nitrogeno, o, alternativamente, se postula que la glutamilacion pudiese resultar dar lugar a la sefial

que destine el compuesto a otros procesos como la sefializacion del inicio de procesos como la conidiacion o el desarrollo sexual.
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A lo largo de la escritura de esta tesis, la publicacion de nuevos estudios centrados
en la resolucién de estructuras de cristal ha permitido encontrar una nueva enzima
candidata, denominada y-glutamil metilamida sintetasa (GmaS) (Wang et al., 2020). Se
ha podido verificar que la enzima Gmas, al igual que la enzima PauA7, tiene estrecha
similitud con una GS. No obstante, no conserva los dos residuos cataliticos presentes en
una GS, los cuales interaccionan con el amonio, y llevan a cabo el Gltimo paso para formar
el producto. Cabe resaltar también que otro estudio ha reportado la capacidad que tienen
las enzimas Gmas de utilizar distintos tipos de aminas alifaticas (lineales) y arométicas
(ciclicas) como sustrato para posteriormente y-glutamilarlas (Pan et al., 2020). Las
evidencias recogidas en torno a la actividad tan versatil que presentan las enzimas vy-
glutamil ligasas, invita a pensar que FIuG pueda también conservar cierta promiscuidad
por un abanico de sustratos destinados tanto al crecimiento como a la diferenciacion del

micelio.

Los resultados obtenidos en esta tesis mediante mutaciones puntuales en los
residuos cataliticos predichos y la sustitucion de su homologo bacteriano, apoyan la
interpretacion de que FIuG puede estar cumpliendo una funcién enzimatica semejante a
la y-glutamilacion de uno o varios sustratos. El objetivo Gltimo, reportado en bacterias,
es la degradacién de poliaminas. Varios estudios han resaltado la importancia de la
putrescina (Sneath, 1955; Guzman-de-Pefia et al., 1998) y la espermidina (Jin et al., 2002)
en las etapas del desarrollo asexual, desarrollo del tubo germinativo y el metabolismo
secundario de A. nidulans y en el desarrollo asexual de otros hongos (Mead et al., 2013).
Sin embargo, no se ha reportado un requerimiento directo de poliaminas exdgenas para
la produccion de conidioforos y su presencia en el medio no contribuyen a inducir o
aumentar los niveles de conidiacién (U. Ugalde, comunicacion personal). Por tanto,
parece poco probable que el proceso en el que participa esta enzima sea equiparable al
observado en bacterias que emplean las poliaminas como fuente de carbono y nitrégeno.
Una posibilidad a considerar podria ser que FIuG intervenga sobre intermediarios
resultantes de procesos de autofagia, como la degradacion de purinas y pirimidinas, o el

ciclo de la urea, como se vera mas tarde.

Una vez formulada una propuesta sobre la actividad y-glutamil ligasa, pasamos
examinar la actividad amidohidrolasa, recordando que esta actividad es especialmente

relevante en condiciones de alta disponibilidad de nitrégeno organico (aminoacidos y
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acidos nucleicos). Los analisis de secuencia no han permitido identificar posibles
ortlogos. Sin embargo, los residuos conservados corresponden a los de una
dihidropirimidinasa bacteriana, la cual participa en la sintesis y degradacion de las
pirimidinas (Lohkamp et al., 2006). Esta funcién es llevada a cabo en A. nidulans por un
enzima filogenéticamente distante (Aleksenko et al., 1999). En este contexto, no se puede
especular en detalle sobre los sustratos posibles de la amidohidrolasa. Sin embargo, es
probable que estén relacionados con procesos de autofagia, como la degradacion de
purinas (Gournas et al., 2011) y pirimidinas (Aleksenko et al., 1999). En el caso de las
purinas, la degradacion de la adenina resulta en la formacion moléculas ciclicas como la
el &cido Urico o la xantina, las cuales siguen siendo degradados hasta formar productos
como la alantoina, urea o el amonio. Cabe resaltar que los residuos cataliticos tanto en la
deaminasas de la amina (NadA) (Oestreicher et al.,, 2008) como la ureasa (UreB)
(Kappaun et al., 2018), estdn conservados en la amidohidrolasa. No obstante, ambas
proteinas no comparten similitud estructural. En el caso de las pirimidinas, tanto el uracilo
como la timina se podrian degradar dando lugar a la B-alanina o B-aminoisobutirato
(Schnackerz y Dobritzsch, 2008).

Los productos de la amidohidrolasa podrian ser y-glutamilados, evitando que la ruta
de degradacion culminase en la acumulacién de glutamina, un reconocido estimulante del
crecimiento vegetativo en Neurospora crassa (Cardenas y Hansberg, 1984). En este
punto, cabe recordar que el fenotipo resultante de la ausencia de FIuG es, precisamente

un fenotipo de crecimiento vegetativo desbocado en fase aérea.

El sentido global de esta configuracion enzimatica sera abordado en la siguiente

seccion.
La funcién de FIuG en el contexto del micelio

Estudios sobre la génesis y desarrollo del micelio, y particularmente en A. nidulans,
muestran que, tras la germinacion, tiene lugar una fase de crecimiento vegetativo, a la
que sucede la emergencia de los primeros conidiéforos (Cohen, 1973). En ese periodo
denominado periodo de competencia (16 horas), se ha establecido que la colonia adquiere
la competencia para iniciar el desarrollo asexual (Axelrod et al., 1973). Todavia no se ha
establecido con claridad qué parametros son los que definen la consecucion de esa

competencia (Noble y Andrianopoulos, 2013), pero puede que se trate de una
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combinacion de factores asociados a la generacion de una colonia con una masa y
heterogeneidad suficiente que pueda dar soporte a los cambios morfogenéticos
implicados en el desarrollo asexual (Figura 40).

Figura 40. Representacion de la disponibilidad de los nutrientes en el medio a lo largo de una colonia, en
el que se representa en verde una alta concentracion de nutrientes y en rojo una baja concentracion de

nutrientes. Modificada a partir de (Jedd y Pieuchot, 2012).

A medida que la colonia se va desarrollando, aumenta su heterogeneidad
fisioldgica. Se han reportado diferencias en los niveles de ARN presentes entre la zona
central y la zona periférica de las colonias de A. niger (Levin et al., 2007) y A. oryzae
(Masai et al., 2006), especialmente en los genes relacionados con la sintesis y
modificacion de la pared celular, el metabolismo del nitrato y el transporte de
macromoléculas. La mitad de la variacion del ARN observada puede ser explicada por la
diferencia en la composicion del medio en cada zona, mientras que la otra mitad esta
condicionada por otros factores como la localizacion de la célula en la colonia o los

procesos metabdlicos que estan ocurriendo en cada zona del micelio (Levin et al., 2007).

El citado periodo de competencia de 16 horas antes de la iniciacion del desarrollo
asexual podria marcar el punto el que se establece la diferencia entre células del micelio.
Teniendo en cuenta una frecuencia de duplicacion de 60 minutos (Harris, 1997), el primer
conidioforo se encontraria a unas 16 células de las hifas mas periféricas de la colonia. El
entorno en el que se encuentran los conidioforos ocupa zonas del micelio en las que al
acceso a los nutrientes es limitado. Ademas, cabe resaltar que el conidiéforo es una
estructura de grandes dimensiones, capaz de albergar alrededor de 1 x 10* conidias

(Adams et al., 1998). Esto implica que una cantidad importante de recursos necesarios
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para generar un conidiéforo se obtengan por medio de la autofagia y transporte desde
células distales circundantes. Estudios en los que se han caracterizado mutaciones en
genes que regulan la autofagia (Atg8 y Atgl, en Aspergillus oryzae y Aspergillus
fumigatus, respectivamente) muestran defectos en los que se observa una disminucién en
la formacion de hifas aéreas (Kikuma y Kitamoto, 2011) y la formacién de conidias
(Richie et al., 2007).

Sin una garantia de que el proceso estuviese material y energéticamente cubierto,
la observacion habitual de conidiéforos atrofiados o escasamente provistos de conidias
seria habitual. Sin embargo, no se conocen descripciones en este sentido en la
bibliografia. Una estimacion aproximada de ese numero se puede obtener calculando el
cociente entre el nimero de nicleos en el micelio (1,69 x 10*/ mm?) y el nimero de
conidioforos (265,4 / mm?) ((Gifford y Schoustra, 2013) y referencias incluidas). El

quorum podria situarse entre 63 y 64 nlcleos (Figura 41).
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Figura 41. Anagrama zonal donde se representa la distribucion de los nicleos de las

hifas (.) y los conidioforos (0). Imagen editada a partir de (Gifford y Schoustra, 2013)

Aceptando que el desarrollo asexual esta vinculado con la autofagia, cabe
contemplar que el inicio del proceso requiera de un quorum minimo de células distales

que aporten suficientes recursos para completar el proceso (Figura 42).
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En vista de que la caracteristica comun de aquellas celulas que constituyesen el
quorum para la gestacion de un conidiéforo seria la induccion de la autofagia, podria
postularse que cualquier sefial que diese cuenta de ese quorum deberia derivar de ese
mismo proceso. El ciclo de la urea juega un papel muy importante en el reciclado de
nitrogeno durante la autofagia (Beckmann et al., 2013) y existen algunos datos
circunstanciales que apuntan a que este ciclo podria tener alguna conexién con la
actividad de FluG. Mutantes afectados en el gen argB carecen de actividad ornitina
carbamil transferasa, una enzima mitocondrial responsable de la produccién de citrulina
en el ciclo de la urea. El fenotipo de estos mutantes se manifiesta como una auxotrofia
para la arginina. Los mutantes argB ~son viables en medio completo, en el que hay un
aporte de aminoacidos, incluida la arginina. Sin embargo, manifiestan niveles de
conidiacion deficientes (Serlupi-Crescenzi et al., 1983). Cuando estos mutantes se han
empleado en experimentos de contacto con mutantes nulos de fluG, han resultado ser
deficientes como donantes (U. Ugalde, comunicacién personal). Estas observaciones
permiten hipotetizar una posible conexién entre paso metabdlico cubierto por fluG y el

ciclo de la urea.

\
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Figura 42. Diagrama esquematico en el que se representa en rojo el flujo de nutrientes reciclados por autofagia en la zona
interior de la colonia. Los nutrientes reciclados por la autofagia se transportan a través de vacuolas esféricas y tubulares y
se almacenan en conidias. Las vacuolas esféricas y tubulares son de color , ¥ los nutrientes estan indicados mediante
puntos negros. El flujo de nutrientes esta indicado de forma que es transportado a lo largo de las hifas, y llega hasta las
conidias de la parte superior de los conidiéforos. Las vacuolas en las que ocurre la autofagia se indican con un circulo en

negrita. Modificado a partir de (Kikuma et al., 2007).
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Ademas de las anteriores consideraciones, cabe contemplar si el producto de FluG
actia como un metabolito que sea transportado al conididforo para jugar un papel
metabolico especifico, o bien actie como una sefial. En este sentido, el estudio
desarrollado por Rodriguez-Urra et al. (2012) indica que el factor que causa la conidiacion
exogenamente se encuentra principalmente en el medio y no se acumula en el micelio
(Rodriguez-Urra et al., 2012). Este importante dato apoya la hipétesis de que se trata de
una sefial, probablemente indicativa del niumero de células distales de un micelio que han
iniciado la autofagia. En términos mecanisticos el modo de accion seria similar al de otras
sefiales denominadas quorum sensing en bacterias (Abisado et al., 2018) y en hongos
(Mehmood et al., 2019).

El papel de FluG mas alla de su relacién como UDA

Los resultados presentados en esta tesis, han confirmado que FIuG tiene al menos
un papel enzimético en la induccion de la esporulacion. Teniendo en cuenta que la
mayoria de factores que conforman el grupo de los UDAs esta formado por factores de
transcripcion (flbB, fIbC y flbD), la naturaleza enzimatica de FluG invita a revisar la
agrupacion de factores en el desarrollo asexual. Cabe destacar que, al igual que FIuG, se
han caracterizado un abanico de enzimas necesarias para llevar a cabo el desarrollo
asexual, entre los que destacan ArgB (Ornitina carbamil transferasa) (Serlupi-Crescenzi
et al., 1983), PuA (Ornitina decarboxilasa) (Sneath, 1955; Guzman-de-Pefia et al., 1998),
NpgA (Fosfopantetenil transferasa) (Marquez-Fernandez et al., 2007), TmpA
(Oxidoreductasa de membrana) (Soid-Raggi et al., 2006), TmpB y AfeA (Adenilil
ciclasas) (Soid-Raggi et al., 2016), GmcA (Oxidoreductasa de glucosa, metanol y colina)
(Etxebeste et al., 2012),... entre otras. Estos factores seguramente forman parte de la
maquinaria bioquimica necesaria para iniciar el desarrollo (Clutterbuck, 1969; Martinelli
y Clutterbuck, 1971). En este aspecto, se puede considerar que estos factores no regulan,
sino llevan a cabo procesos metabdlicos especificos del desarrollo asexual. En el caso de
FluG, los datos aportados en esta tesis apuntan a que el efecto de la sefial también podria

dar cuenta del namero y tamafio de los cleistotecios que forman las colonias.

De la misma forma, aunque los resultados obtenidos en esta tesis han expuesto que
tanto en bacterias, en hongos y en plantas, los homologos de FIuG conservan todos los
residuos cataliticos, es probable que el papel de FIuG se haya especializado para cada

organismo. Desde un punto de vista evolutivo, se puede postular la hipétesis de que FIuG,
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puede que fuera un sistema que algunos organismos de los tres reinos han utilizado
durante mucho tiempo para comunicarse, estableciendo una relacién basada en el
intercambio de sustancias (metabolitos) y alimento (micronutrientes), el cual podria
translocarse desde las bacterias (dando nitroégeno), a través del hongo (funcionando como
mediador 0 "peaje”), hasta llegar a la planta. Este proceso se podria repetir tambiéen en la
direccion opuesta, desde la planta (dando carbono), a través del hongo (funcionando como
mediador 0 “peaje”), hasta llegar a las bacterias. De la misma forma, el hongo podria haber
heredado este sistema para comunicarse con las células dentro del micelio, es decir, entre

las células vegetativas y el conidioforo.

Teniendo en cuenta la naturaleza enzimatica de FIuG, algunos estudios han
postulado sobre un hipotético papel que FIuG puede tener en torno al metabolismo del
nitrégeno que ocurre en plantas leguminosas (Mathis et al., 1999; Trevaskis et al., 2002;
Trujillo, 2019). No obstante, haria falta un estudio metabolico para poder verificar si
alguno de los procesos metabodlicos mencionados en plantas leguminosas sufre algun
cambio en A. nidulans. Por otro lado, teniendo en cuenta que se ha postulado sobre la
relacién que puede tener FIuG en el quorum sensing, seria interesante llevar a cabo un
analisis a nivel de la colonia, como se ha llevado a cabo en otros estudios (Levin et al.,
2007), para comprobar si se observan cambios en el papel enzimaico de FIuG a lo largo
de la colonia. Finalmente, cabe la posibilidad de que la actividad de las regiones de FluG
pueda estar ligada al flujo y asimilacion de nutrientes o metabolitos secundarios, cuyo
papel en el metabolismo del hongo no haya sido desvelado a dia de hoy (Medema y
Fischbach, 2015).
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Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, han permitido obtener las siguientes

conclusiones:

1. La funcion bioldgica de FluG afecta tanto al desarrollo asexual como sexual y
no estd directamente relacionada con la produccion o induccion de la
conidiacion causada por el meroterpenoide deshidroaustinol.

2. FluG esta formada por dos enzimas unidas por un fragmento sin estructura que
pueden actuar por separado, pero cuya funcion bioldgica es 6ptima cuando estan
unidas.

3. La funcion del extremo C-terminal de FIuG es necesaria y suficiente para
inducir el desarrollo asexual en condiciones de cultivo exentas de estrés
(osmotico o por hambe de nutrientes). La funcion de la region N-terminal es
relevante en condiciones de alto aporte de nitrogeno.

4. La region C-terminal de FluG presenta homologia con una y-glutamil ligasa
bacteriana, mientras que la region N-terminal presenta homologia con una
amidohidrolasa bacteriana sin especificar.

5. Ambas regiones pueden ser sustituidas individual y conjuntamente por
secuencias homologas de bacterias sin alteraciones notables en la funcion

biologica.
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ANEXOS

Anexo 1

Se puede apreciar que en el contacto entre la cepa AfluG y cfwA2 solo se han
generado esporas de color amarillo, y no de color verde pertenecientes a la cepa AfluG.
Este hecho indica, por un lado, que la transmisién del metabolito puede darse
unidireccionalmente desde el mutante nulo de fluG a la cepa cfwA2. Por otro lado, la
ausencia de esporas esporas verdes en el la cepa AfluG sugieren que el mutante cfwAz2, el
cual contiene el gen fluG intacto, no puede transmitir el metabolito de FIuG a la cepa
AMuG. Estos resultados indican el gen npgA puede tomar parte en la sintesis del
metabolito asociado a FIuG. La sobreexpresién de npgA tiene efectos tanto en el
desarrollo vegetativo, asexual y sexual (Kim et al., 2015). No obstante, teniendo en cuenta
que una cepa nula en el gen npgA tiene un fenotipo letal, cabe resaltar que el papel de este

gen es mas diverso gue el de fluG en el desarrollo del hongo.

WT AMuG AausA

cfwA?2 cfwA2 cfwA2
Figura 43. Transmision de la molécula inductora de la esporulacion de una cepa WT, dausA y AfluG a una cepa

cfwA2. En todos los experimentos se puede apreciar una banda amarilla perteneciente a la cepa cfwA2 en la zona

de contacto. La flecha indica la transmision de la molécula de FluG. Barra de escala =5 mm
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Anexo 2

Deteccion de los etiquetados FIuG-HAsx y HAsx-FIuG mediante Western blot. En
la membrana de la cepa FluG-HAasy, se observo una serie de bandas, siendo la principal y
mas intensa la correspondiente a la proteina etiquetada FluG-HAazx. Las bandas que se
observan por debajo, pueden ser artefactos producidos por degradacion de la proteina

FIuG-HAsx. La cepa HAsx-FIuG, en cambio, muestra una Unica banda correspondiente a

su tamano.
fluG::HA HA::fluG
M TO0O TI1 T3 M TO0O T1 T3

250 kDa 250 kDa
100 kDa 100 kDa S -

75 kDa 75 kDa

50 kDa 50 kDa

37 kDa 37 kDa
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Anexo 3

A. Representacion grafica de la prediccion del dominio péptido sefial obtenido por el
predictor SignallP 5.0. No se predice que FIuG tenga una secuencia

correspondiente a un péptido sefial en los aminoacidos del extremo N-terminal.

SignalP-5.0 prediction (Eukarya): Sequence

. SP(Sec/SPI) =
cs
OTHER
0.8 —
= 0]
(=W
oo e L
MATLSSLRHLIQTHPLIDNHAHNLLSQSAACKYAKYPFEQIISEAQGVALANAPSTLSFHRAASQLATLY
A A0 A O O O 4 S5 O 4 4 45 4 O O O O O O O O O O O O 3 O O A O O A O A 0 O O O O O 4 O 3 O O 4 4 0 O O A 40 O O O O O O O O O O 0 O O 4 4 O 2 4
[ ! | ! | ! | !
0 20 40 60
Protein sequence
B. Representacion grafica de la prediccion de sefiales de localizacion nuclear
obtenido por el predictor NLStradamus. No se predice que FIuG tenga sefiales de
localizacion nuclear.
18 | 58 | 188 1 158 1 288 1 258 | 388 1 358 1 488 1 458 1 588 | 558 | 608 | 658 1 788 | 798 | 8aa 1 8
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C. Representacion grafica de la prediccion de sefiales de exportacion nuclear
obtenido por el predictor NetNES. No se predice que FIuG tenga sefiales de

exportacion nuclear.

HetHES 1.1: Predicted HES =signals in Sequence
1 1 | 1 1 1 1 1
2 Threshold ———
MH
HMHM
MES Score

8 gl 5 Jk‘ I i - ﬂl - i

B 184 206 264 406 S5EaE £EE 7oG 2maE
Segquence Position
D. Representacion grafica de la prediccion de dominios transmembrana obtenido por

el predictor TMHMM. No se predice que FluG tenga dominios transmembrana.
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Anexo 4

Representacion grafica de los dominios PEST predichos en la secuencia proteica de FIuG
(1-865) por el predictor epestfind. Los dominios PEST potenciales estan marcados en
verde. El primer dominio PEST se encuentra entre las secuencias de aminoacidos 529 y
541 con un score de 6,84, mientras que el segundo se encuentra entre las secuencias de
aminoéacidos 571 y 590 con un score de 14,62.
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I _
‘d_
R _|
|
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© I |
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- =
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L] i —in e - |
[ —_13.80
= —17.56 1718 7
N 2258 2056 —
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. |
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L ]
ot |
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Anexo 5

En esta tabla se muestran los resultados del alineamiento de las secuencias proteicas de

las enzimas presentes en cada subgrupo (Seibert y Raushel, 2005), con la region N-

terminal de FluG. Por un lado, se detalla la conservacion de los aminoacidos que se unen

a los metales, resaltando en verde aquellos aminoacidos que estén conservados en FIuG.

Por otro lado, se muestra el porcentaje de la identidad de la matriz (PIM) para determinar

la similitud de la region N-terminal FIuG con la enzima testada.

N° secuencia

Residuos alineados

Subgrupo Enzima ] PIM (%)
Uniprot 1 2 3 4 5

PTE AOAOF3SPP4 HxH - - K H D 19,42

DHO P05020 - - 18,67

I IAD P39377 - - 23,59
URE Q8XAGO0 - - 20,60

HYD Q46806 - - 20,35

I PHP P45548 HxH - - E D 18,40
ADA P22333 HxH D 20,30

. CDA P25524 18,86
v AGD POAF18 HxH E H D 22,97
\Y DAA  AOA1D3KRP4 HxH C H D 19,10
Vi RDP P16444 HxD E H D 17,14
VII URI POA8G3 HxH H D 19,52
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Anexo 6

Esta tabla recoge todos los cristales homologos a la region N-terminal de FIuG. En cada
cristal se especifica por un lado el nombre pdb, la funcién asignada, los ligandos presentes
en el cristal, el organismo del que proviene y la referencia de la publicacion. Por otro
lado, se detalla la cobertura que tiene el cristal con la region N-terminal de FIuG, el
porcentaje de identidad que conserva esta region con la estructura de cristal y la
conservacion estructural reflejada como valor QMEAN. Aquellos enzimas cuya funcion
no ha sido caracterizada, estan representadas dentro de un cuadrado rojo. Zn: Zinc.
HDL: Acido D-arabinohidroxamico. Co: Cobalto. 13P: 1,3-dihidroxiacetofosfato. 7QD:
(2S)-Acido  2-hidroxi-4-oxobutan-1,2,4-tricarboxilico. PDC: Acido piridin-2,6-
dicarboxilico. Mg: Magnesio. HJ7: Acido (2Z)-4-oxobut-2-en-1,2,4-tricarboxilico.
HVS: (1Z,3E)-5-carboxi-3-metil-5-oxo-1-fenilpenta-1,3-dien-1-olato. K: Potasio. CI:
Cloro. VNL: 4-hidroxi-3-methoxibenzoato. 38L: 2-nitrobencen-1,3-diol. 1DF: Acido 4-
hidroxi-3-metoxi-5-nitrobenzoico. Ca: Calcio. Cd: Cadmio. TBP: To be published.

Cobertura |dentidad
Cristal Funcion de la QMEAN Ligandos  Organismo Referencia
con FluG secuencia
Schwarzenbacher
1J58  Uronato isomerasa  5-408 14,68 -5,26 - Thermotoga R.etal
2003
: Zn + Bacillus Nguyen TT. Et
3HK8  Uronato isomerasa 5-408 14,25 -6,93 HDL halodurans al.. 2009
4H K5 UraCl |_5_Carb0X| Iato 18,85 '5,67 Cordyceps militaris
AHIW  decarboxilasa 185410 9304 573 Zn Vetarhizium XS, etal, 2013
pliae
2-amino-3-
carboximuconato 6- Pseudomonas Huo L. et al.,
41FR semialdehido 185-410 14,67 -6,11 Zn HUorescens 013
decarboxilasa
2-amino-3-
carboximuconato 6- Pseudomonas Huo L. et al.,
4ERA semialdehido 185-410 13,59 -5,60 Co HLorescens 2012
decarboxilasa
2-amino-3-
2WM1 Carggﬂgﬁjmgf 6~ 185.409 12,90 584  Zn+13P  Homosapiens ~ CavagliaS.et
decarboxilasa
4-oxalomesaconato Zn + Sphingobiumsp.  Hogancamp TN.
6DXQ hidratasa 185-409 16,84 -4 58 70D SYK-6 Etal. 2018
2-amino-3- Zn + . Huo L. etal.,
4]1H3 carboximuconato 6- 185-410 12,37 -5,99 PDC Homo sapiens 2015
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semialdehido
decarboxilasa
2-amino-3-
carboximuconato 6- Pseudomonas Huo L. etal.,
4ERI semialdehido 185-410 13,59 -6,69 Zn + Mg L orescens o012
decarboxilasa
2-amino-3-
carboximuconato 6- Pseudomonas Martynowski D.
2HBV semialdehido 185-410 14,13 -4,98 Zn + Mg fluorescens et al., 2006
decarboxilasa
4-oxalomesaconato Sphingobium sp. Hogancamp TN.
6DXS hidratasa 185-409 15,79 -4,69 Zn + HJ7 SYK-6 Etal. 2018
2-amino-3-
carboximuconato 6- ) Huo L. etal.,
41GN semialdehido 185-410 12,90 -5,86 Zn Homo sapiens o1E
decarboxilasa
4-oxalomesaconato Sphingobium sp. Hogancamp TN.
6DWV hidratasa 185-409 15,79 -5,09 Zn VK- Etal. 2018
Hidrolasa de enlace Zn + Kuatsjah E. et
6E6 meta del compuesto 16,49 -5/49 HVS o al., 2018
2,2 3-trihydroxi-3-  185-410 SphingoBium sp. _
5VN5 metoxi-5,5'- 15,43 -5,94 Zn Kuatsjah =
dicarboxibifenil ’
4IFK 2-amino-3- 13,59 -5.60 7n Pseudomonas Huo L. et al.,
carboximuconato 6- fluorescens 2013
. . 185-410
40FCc  semialdehido 1413 717 Zn Homo sapiens U0 - etk
decarboxilasa
ihi irimidi Sinorhizobium Mgrtinez-
3DC8 Dihidropirimidinasa  236-409 16,56 -4,84 Zn melilofi Rodriguez S. et
al., 2010
Amidohidrolasa Lactobacillus Joint Center for
2QPX  metalodependiente 4-406 29,32 -4,10 Zn paracasei ggﬁg:ﬁlrg;
TIM-barrel fold ATCC 334 (JCSG) TBP
. Caulob Patskovsky Y.
2Q01  Uronato isomerasa 5-410 13,86 -5,94 K A obadter A Y et
416V Amidohidrolasa_2 5-410 15,36 -5,20 Zn P,'i;";;g;“iy,ggs Fan Y. etal.
Glucuronato Salmonella Minasov G. et
3IAC icomerasa 5-410 15,07 -5,96 - typhimurium al TBP
2QEE  Proteina BH0493  5-409 1453 668  zZn+Cl S N e Tap
Hidrolasa Lactobacillus Patskovsky Y. et
31J6 metalodependiente 185-409 16,58 -5,86 Zn acidopphilus ol TBP
5-carboxivanilato VNL + Sphingomonas Fedorov AA. Et
4L6D decarboxilasa 187-410 18,03 -6,52 Mn Saucimobilis al, TBP
. Bordetella Patskovsky Y. et
3IRS Proteina BB4693 185-410 17,93 -3,66 - bronchiseptica ol TBP
y-resorcilato ) i Mn + Frompolaromonas  Patskovsky Y. et
4QRO decarboxilasa 187-410 19,67 6,09 38L sp. al. TBP
Amidohidrolasa, Clostridium Malashkevich
3CJP Dihidroorotasa 184-409 19,66 -5,29 Zn acetobutylicum VN. Etal TBP
4-oxalomesaconato Rhodopseudomonas Forouhar F. et
2GWG hidratasa 187-409 17,55 -5,50 Zn palustris al, TEP
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4QNR

4QS5
3NUR

1J60
3E2V

2DTV

2F6K

4DZ1

ANEXOS

5-carboxivanilato
decarboxilasa

Amidohidrolasa

Desoxirribonucleasa
TatD

Exonucleasa 3°-5°

y-resorcilato
decarboxilasa
reversible
Amidohidrolasa
metalodependiente
Amidohidrolasa
metalodependiente
TIM-barrel fold

187-409

185-409

184-410

169-408

187-410

185-408

185-408

15,93

16,39
15,14

15,31

16,84

15,86

13,37

13,11

-6,23

-6,29
-5,47

-6,26

-6,81

-5,36

-6,75

-4,96

Mn +
1DF
1DF +
Mn

Ca

Mg

Zn

Mn

Cd

Novosphingobium
aromaticivorans

Staphylococcus
aureus

Thermotoga
maritima

Saccharomyces
cerevisiae

Rhizobium sp.
MTP-10005

Lactobacillus
plantarum

Mycobacterium avium

Patskovsky Y. et
al. TBP

QiuW. etal.,
TBP
Joint Center for
Structural
Genomics
(JCSG) TBP
Bonanno JB. Et
al., TBP

Goto M. et al.,
TBP

Das K. et al.,
TBP

Patskovsky Y. et
al. TBP
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Anexo 7

En esta tabla se refleja la conservacion de los residuos cataliticos importantes en cada

enzima, en la regién N-terminal de FIuG. En los casos en los que un aminoacido puede

efectuar mas de una funcion en distintas enzimas, la funcion asignada esta resaltada con

el mismo color. Los aminoacidos subrayados en color amarillo, quedan fuera del modelo

generado por Swiss-Model, y han sido determinados por alineamiento con el programa

ClustalOmega (13.2. Analisis in silico de FIuG). Los aminoacidos conservados, pero sin

funcién en la proteina, estdn marcados en verde. R’: Arginina de la cadena adyacente.

Residuos

Funcién

135S 3HK8 4HJW 6DXQ 6E6l 4IFK 3DC8 2QPX FluG

H30 H26 H12 H8 H6 H9 H56
H32 H28 H14 H10 H8 HI1l H58
- H49 - - - - -

- Y50 - - - - -

- - - - - R51 -

R170 - - -

- - - - - - K147

- - - - - Y152
H290 M258 H195 H178 H179 H177 H180
- - - - Y190 -
- - - Y194 - -

- - H251 H223 H236

- - R262 - - - -
- - - R’234 R°234 R°239
W366 - - - - - -
Y301 - Y260 -

D397 D355 D323 E284 D294 D313

H17
H19

D317

H20
H22
E39
Q40
Q89

R136

K192

Y197
H264

K276
H298

A307

E323
F325

D354

H356
F357
F357

Union Mo

Union Mo
Interaccion sustrato
Interaccion sustrato
Interaccion sustrato
Interaccion sustrato
Tras carbamilarse
(Kex), se une a
ambos Ma y M3
Interaccion sustrato
Union Ma/Mf3
Interaccion sustrato
Interaccion sustrato
Uniéon M
Interaccion sustrato

Interaccion sustrato
Union Ma.
Interaccion sustrato
Union Ma
Interaccion sustrato

Unién Ma y H20

Interaccion sustrato
Interaccion sustrato
Interaccion sustrato
Interaccion sustrato

375

443

N° de aminoacidos
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Anexo 8

Esta tabla recoge todos los cristales homologos a la region N-terminal de FIuG. En cada
cristal se especifica por un lado el nombre pdb, la funcién asignada, los ligandos presentes
en el cristal, el organismo del que proviene y la referencia de la publicacion. Por otro
lado, se detalla la cobertura que tiene el cristal con la region N-terminal de FIuG, el
porcentaje de identidad que conserva esta region con la estructura de cristal y la
conservacion estructural reflejada como valor QMEAN. Mg: Magnesio. TI: Talio. Mn:
Manganeso. Ca: Calcio. GLU: Glutamato. GLN: Glutamina ATP: Adenosin trifosfato.
ADP: Adenosin difosfato. P3S: L-metionin-S-sulfoximin fosfato. 1AZ: 1-(3,4-
diclorobenzil)-3,7-dimetil-8-morfolin-4-il-3,7-dihidro-1H-purin-2,6-diona. CIT: Acido
citrico. PPQ: Fosfinotricina (Analogo estructural del glutamato, se utiliza para inhibir la
actividad de las GS). P3P: Acido (2A)-2-amino-4-[metil(fofonooxi)fosforil] butanoico.
2K9: 9-fenil-4H-imidazo[1,2-a]indeno[1,2-e]pirazin-4-ona. MAL: Maltosa.

Cobertura |dentidad
Cristal Funcion con FIuG de la QMEAN Ligandos Organismo  Referencia
secuencia
P3S + Mycobacterium Nilsson,
2WHI GS 429-863 23,80 -3,27 Mg + t)l/Jbercqusis M.T. et al
1AZ 2009
Tl + Mn Salmonella Gill HS. Et
1F1H GS 431-863 20,05 -5l + ADP typhimurium al., 2001
5ZLI GS 429863 2426  -494  Ninguno  Heliobacter - Joo HK et
pylori al., 2018
P3S + Bacillus Murray
4LNI GS 434-845 33,33 -5,05 Mg + subtilis DS. Etal.,
ADP 2013
AMP + . .
1HTO GS 420863 2380  -423  Mn+ veobacterium -Gill HS. Et
CIT tuberculosis al., 2002
Mg +
PPQ + :
5ZLP GS 420863 2406 420  P3p+  Henopacter  JooFKEl
ADP + pylori al.,
ATP
Salmonella Yamashita
2GLS GS 429-863 20,24 -7,80 Mn Lo MM et al.
typhimurium
1989
PPQ + :
1FPY GS 431-863 2005 432  Mn+ Salmonella GillHS. Et
ADP typhimurium al., 2001
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4XYC

4LNF

2WGS

4LNN

4HPP

2391

SLDF

ANEXOS

GS

GS

GS

GS

Probable GS

Proteina que
contiene un

dominio

glutamato-

amonio ligasa

GS

429-863

434-845

429-863

434-845

443-865

431-865

433-863

23,80

33,33

23,80

33,33

26,73

22,05

20,15

-3,99

-4,63

-4,20

-5,45

-3,93

-6,34

-4,54

2K9

Mg +
GLN

1AZ
Mg
Mg + Ca

+GLU

Ninguno

MAL

Mycobacterium
tuberculosis

Bacillus
subtilis

Mycobacterium
tuberculosis

Bacillus
subtilis

Pseudomonas
aeruginosa

Mus musculus

Escherichia
coli

Couturier
C.etal,,
2015
Murray
DS. Etal.,
2013
Nilsson,
M.T. etal
2009
Murray
DS. Etal.,
2013
Ladner JE
etal., 2012

Wyatt, K.
et al., 2006

Coscia F.
etal., 2016
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Anexo 9

Superposicion estructural del modelo de FluG creado a partir de la estructura de cristal
2WHI. Los residuos de la plantilla estan representados en gris, mientras que los del
modelo de FIuG, estan representados en rojo. Solo se muestran los residuos mutados en
este trabajo. La coordinacion entre ambos iones Mg?* (Ma interactiia con los residuos
E566 y E626; M interactua con H682 y E752) y los residuos en FluG muestran una
similitud significativa con 2WHI. La molécula de PPQ, la cual inhibe la actividad de esta

enzima, esta coordinada a los tres iones (Mo, MB y My) mediante el grupo fosfato.

R355
R739
R360
PPQ R744
E227 \
E626 ; J.
‘Mo, MY MB
R337 E374
R720 E752
H284
E143 H682

E566
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Anexo 10

Superposicion estructural de los modelos de FIuG creados a partir de la estructura de
cristal 1FPY. Los residuos de la plantilla estan representados en gris, mientras que los
del modelo de FIuG, estan representados en rojo. S6lo se muestran los residuos mutados
en este trabajo. (A y B) La coordinacion entre ambos iones Mg?* (Ma interacttia con los
residuos E566 y E626; Mp interactua con H682 y E752) y los residuos en FluG muestran
una similitud considerable con 1FPY. (A) La molécula de P3S, la cual inhibe la actividad
de esta enzima, esta coordinada al ion Ma mediante el grupo fosfato. (B) La molécula de
ADP, cuyo grupo fosfato es necesario para llevar a cabo la y-glutamilacion del glutamato,

esta coordinada al ion MP mediante el grupo fosfato.

R340
R739
A R345
R744
P3S
°"”'"WE358
E752
E213
E626 H270
H682
B
R345
R744
R322
R720
ADP
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Anexo 11

Superposicion estructural de los modelos creados a partir de las estructuras de cristal
4LNI (A, B), 4LNF (C) y 4LNN (D). Los residuos de los modelos originales estan
representados en gris, mientras que los del modelo de FluG, estan representados en rojo.
Sélo se muestran los residuos mutados en este trabajo. (A, B, C y D) La coordinacion
entre ambos iones Mg?* (Ma interacttia con los residuos E566 y E626; M interactia con
H682 y E752) y los residuos en FluG muestran una similitud significativa con 4LNI,
ALNF y 4LNN. (A) La molécula de P3S, la cual inhibe la actividad de esta enzima, esta
coordinada a los tres iones (Ma, MP y My) mediante el grupo fosfato. (B) La molécula
de ADP, cuyo grupo fosfato es necesario para llevar a cabo la y-glutamilacién del
glutamato, esta coordinada a los iones M3 y My mediante los dos grupos fosfato. (C) La
glutamina (GIn) (Producto de la enzima GS), esta coordinada al ion Ma, mientras que el
grupo fosfato (PO4%), queda coordinado a ambos iones Ma y M, una vez finalizada la

reaccion.
R315

20
A R739 R320
R744
E332
P3S - MB ﬂ E752
E188
E626

R297
R720

E566 E188

E626

E133
E566

R320
R744

E332
M @ w E752

Ma

E188 9
E626 H244
H682

=~

R315
R739

R297
E133 R720

E566
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Anexo 12

Tabla A. Se muestra el grado de similitud que conserva la region C-terminal de FIuG con
los seis genes paralogos (pauAl-6) y con el gen pauA7, obtenido mediante la matriz que

da el porcentaje de la identidad obtenida a través de alineamientos.

Matriz del porcentaje de la identidad del alineamiento (%0) Promedio

FIuG PauAl PauA2 PauA3 PauA4 PauA5 PauA6 PauA7 (%)

FluG
21,67 22,3 23,39 22,14 20,63 2291 24,75 22,54
(C-term)
PauAl
21,67 34,82 427 96,51 31,3 43,27 25,9 42,31
(PA0296)
PauA?
223 34,82 35,19 34,38 431 34,02 23,02 32,44
(PA0298)
PauA3
23,39 42,7 35,19 4181 31,71 7555 26,38 39,53
(PA1566)
PauA4
2214 96,51 34,38 4181 31,3 42 38 25,9 42.06
(PA2040)
PauA5
20,63 31,3 431 31,71 31,3 3293 25,06 30,86
(PA3356)
PauA6
2291 43,27 34,3 7555 42,38 32,93 26,14 39,64
(PA5522)
PauA7
2475 259 23,02 26,38 25,9 2506 26,14 25,31
(PA5508)

Tabla B. Se muestra el porcentaje de identidad que presenta cada secuencia proteica de
los genes pauAl-6, utilizando como molde la estructura de cristal 4HPP del gen pauA7
(PA5508).

FluG PauAl PauA2 PauA3 PauA4 PauA5 PauAb

Identidad con el

modelo  4HPP 26,73 25,06 23,27 25,80 25,31 26,49 25,80
(%)

QMEAN -3,93 -3,82 -4,22 -4,57 -4,09 -3,94 -4,21
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Anexo 13

Esta tabla muestra el porcentaje de identidad que conserva la proteina FIuG de Aspergillus

nidulans, con el resto de genes ortélogos a FIuG en otros Aspergilli (no se incluyen todos

por concision).

Aspergillus species Ensembl gene entry Identity (%0)
Aspergillus calidoustus ASPCAL10313 78.50
Aspergillus cristatus S165_06388 68.55
Aspergillus flavus AFLA 101920 69.94
Aspergillus fumigatus AFUA_3G07140 69.36
Aspergillus lentulus ALT 2048 69.60
Aspergillus luchuensis RIB2604_01900210 70.17
Aspergillus niger An14g03390 70.29
Aspergillus nomius NRRL 13137 ANOM_010302 69.48
Aspergillus ochraceoroseus AOCH_000790 76.30
Aspergillus oryzae A0090020000217 69.94
Aspergillus parasiticus SU-1 P875 00108952 70.29
Aspergillus ruber CBS 135680 EURHEDRAFT_530090 67.98
Aspergillus terreus ATEG_01762 60.12
Aspergillus udagawae AUD 4531 69.94
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Anexo 14

Arbol filogenético de todos los homdlogos de FIuG encontrados en hongos. Los distintos
grupos estan representados mediante letras y nimeros de la siguiente manera: (A)
Ascomycota, (B) Basidiomycota, (C) Chytridiomycota, (G) Glomeromycetes, (Rojo)
Eurotiomycetes, (Azul oscuro) Dothideomycetes, (Azul claro) Orbiliomycetes, (Rosa)
Xylonomyecetes, (Naranja) Leotiomycetes, (VVerde) Sordariomycetes, (Morado)

Pezizomycetes.

A.luchuensis

A.kawachii

A.niger

A brasiliensis

A.carbonarius

A.aculeatus

A.oryzae

Aflavus

A.arachidicola

A.parasiticus

A_bombycis

A.nominus

A.versicolor

A.sydowii

A.nidulans

A.calidoustus

A.ochraceoroseus

A.terreus

A.ruber

A.glaucus

A.cristatus

A.wentii

Afischeri

A.fumigatus

A.lentutus

A.udagawae

A.turcosus

A.thermomutatus

P.brasilianum

P.subrubescens

P.decumbens

P.arizonense

P.antarticum

Penicillium occitanis

Talaromyces cellulolyticus

Talaromyces verruculosus

Talaromyces marneffei

Talaromyces stipitatus

Talaromyces atroroseus

Talaromyces islandicus

Ramsonia emersonii

Elaphomyces granulares

Penicilliopsis zonata
Blastomyces gilchristii
Blastomyces dermatitidis
Emmonsia parva
Blastomyces percursus
Histoplasma capsulatum

— Emmonsia sp.

Emergomyces pasteurizan

Emmonsia crescens

Heliocarpus griseus

Paracoccidioides lutzii

Paracoccidioides brasiliensis

Coccidioides immitis

Coccidioides posadasii

Uncinocarpus reesii

Polytolypa hystricis

Trichophyton soudanense

Trichophyton rubrum

Trichophyton violaceum

Trichophyton benhamiae

Trichophyton tonsurans

Trichophyton interdigitale

Nannizzia gypsea

m%w I

L

I

188



ANEXOS

Fonsecaea pedrosoi
Fonsecaea nubica
Fonsecaea erecta
Fonsecaea multimorphosa
Cladophialophora immunda
Cladophialophora psammophila
Cladophialophora bantiana
Rhinocladiella mackenziei
Cladophialophora carrionii
Cladophialophora yegresii
Phialophora americana
Exophiala spinifera
Exophiala oligosperma
Exophiala xenobiotica
Exophiala sideris
Capronia epimyces
Capronia coronata
Exophiala dermatitidis
Exophiala aquamarina
Exophiala mesophila
Cyphellophora europaea
Phialophora attae
Endocarpon pusillum
Bipolaris victoriae
Bipolaris zeicola

Bipolaris oryzae

Bipolaris sorokiniana
Bipolaris maydis
Stemphylium lycopersici
Pyrenophora teres
Leptosphaeria maculans

Pyrenoch sp.
Epicoccum nigrum
Paraphaeosphaeria sporulosa
Glonium stellatum
Cenococcum geophilum
Lepidopterella palustris
Verruconis gallopava
Coniosporium apollinis
Aureobasidium namibiae
Aureobasidium melanogenum
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium subglaciale
fungal sp. No.11243
Pseudocercospora musae
Mycosphaerella eumusae
Cercospora beticola
Acidomyces richmondensis
Fusarium proliferatum
Fusarium fujikuroi

Fusarium mangiferae
Fusarium verticillioides
Fusarium oxysporum
Fusarium graminearum
Fusarium pseudograminearum
Fusarium langsethiae
Fusarium poae

Fusarium sp.

Fusarium avenaceum
Nectria haematococca
Neonectria ditissima
Stachybotrys chartarum
Stachybotrys chlorohalonata
Cordyceps sp.

Drechmeria coniospora
Tolypocladium ophioglossoides
Purpureocillium lilacinum
Ophiocordyceps unilateralis
Acremonium chrysogenum
Metarhizium robertsii
Metarhizium anisopliae
Metarhizium brunneum
Metarhizium majus
Metarhizium guizhouense
Metarhizium acridum
Metarhizium album
Metarhizium rileyi

Pochonia chlamydosporia
Aschersonia aleyrodis
Ustilaginoidea virens
Claviceps purpurea
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Colletotrichum incanum
Colletotrichum tofieldiae
Colletotrichum higginsianum

Colletotrichum graminicola
{ Colletotrichum sublineola
Colletotrichum simmondsii
Colletotrichum fioriniae
Colletotrichum nymphaeae
Colletotrichum salicis
Colletotrichum orchidophilum
Colletotrichum chlorophyti
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum orbiculare

Scedosporium apiospermum

Thielavia terrestris
Thermothelomyces thermophila
Chaetomium globosum
Madurella mycetomatis
Chaetomium thermophilum
Podospora anserina
Neurospora crassa
Neurospora tetrasperma
Sordaria macrospora

[~ Phaeoacremonium minimum

L valsa mali

Coniochaeta ligniaria
Sporothrix brasiliensis

Sporothrix schenckii

Sporothrix insectorum

Ophiostoma piceae
I: Magnaporthiopsis poae

Gaeumannomyces tritici

Daldinia sp.

Hypoxylon sp.

Eutypa lata

Microdochium bolleyi
\— Pestalotiopsis fici
Marssonina brunnea
Marssonina coronariae
Rhynchosporium agropyri
Phialocephala subalpina
Phialocephala scopiformis
Oidiodendron maius

I: Glarea lozoyensis
Sclerotinia sclerotiorum

— Torrubiella hemipterigena

[ Xylona heveae

Tuber aestivum
’—|: Tuber melanosporum
[ Pyronema omphalodes

Arthrobotrys oligospora

Dactylellina haptotyla

Calocera viscosa

Calocera cornea

Dacryopinax primogenitus

Rhizoctonia solani
B G Rhizophagus irregularis
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Anexo 15

Las tablas A y B tabla muestra los residuos cataliticos conservados en las regiones N- y

C-terminal de FIuG, respectivamente, en genes ortélogos a FIuG de otros Aspergilli.

Tabla A Residuos cataliticos de la region N-terminal
A. nidulans H20 H22 K192 Y197 H264 H298 D354
A. calidoustus H20 H22 K192 Y197 H264 H298 D354
A. cristatus H17 H19 K176 Y181 H244 H278 D334
A. flavus H19 H21 K190 Y195 H265 H299 D355
A. fumigatus H22 H24 K193 Y198 H266 H300 D356
A. lentulus H22 H24 K193 Y198 H266 H300 D356
A. luchuensis H20 H22 K191 Y196 H266 H300 D356
A. niger H20 H22 K191 Y196 H266 H300 D356

A ”OT:;‘S;\'RR'- H19 H2l K190 Y195 H265 H299 D355

A. ochraceoroseus H20 H22 K192 Y197 H264 H298 D354
A. oryzae H19 H21 K190 Y195 H265 H299 D355

A. parasiticus SU-1 H19 H21 K190 Y195 H265 H299 D355
A. ruber CBS 135680 H17 H19 K175 Y180 H243 H277 D333

A. terreus H19 H21 K189 Y194 H267 H301 D357

A. udagawae H22 H24 K193 Y198 H266 H300 D356
Tabla B Residuos cataliticos de la region C-terminal

A. nidulans E564 E566 E626 E633 H682 H684 R720 R739 R744 E752

A. calidoustus E582 E684 E644 E651 H700 H702 R738 R757 R762 E770
A. cristatus E542 E544 E603 E610 H659 H661 R697 R716 R721 E729
A. flavus E563 E565 E624 E631 H680 H682 R718 R737 R742 ET750

A. fumigatus E559 E561 E621 E628 H677 H679 R715 R734 R739 E747
A. lentulus E563 E565 E625 E632 H681 H683 R719 R738 R743 E751

A. luchuensis E568 E570 E630 E637 H686 H688 R724 R743 R748 E756
A. niger E569 E571 E631 E638 H687 H689 R725 R744 R749 E757

A.nomius NRRL 13137 E563 E565 E624 E631 H680 H682 R718 R737 R742 E750
A. ochraceoroseus  E566 E568 E628 E635 H684 H686 R722 R741 R746 E754
A. oryzae E563 E565 E624 E631 H680 H682 R718 R737 R742 E750

A. parasiticus SU-1 ~ E563 E565 E624 E631 H680 H682 R718 R737 R742 E750
A. ruber CBS 135680 ES540 E542 E601 E608 H657 H659 R695 R714 R719 ET727
A. terreus E565 E567 E629 E636 H685 H687 R732 R751 R756 E764

A. udagawae E563 E565 E625 E632 H681 H683 R719 R738 R743 E751
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Anexo 16

En esta tabla se reflejan los valores de C/Area y DCM/Area junto con la desviacion

estandar (en paréntesis) de la produccion de conidias (C) y el peso seco de la colonia

(DCM) en medio minimo (MMA) y medio completo (MCA).

MMA MCA
C/Area DCM/Area C/Area DCM/Area

(milloneslcmz) (mglcmz) (milloneslcmz) (mglcmz)
WT 4,1(0,9 22 (0,4) 21 (6) 4,8 (0,2)
AfluG 0,02 (0,01) 3,3(0,5) 0,003 (0,003) 4,4 (0,2)
N-terminal 0,03 (0,02) 2,8 (0,4) 0,009 (0,008) 4,1(0,4)
C-terminal 5(2) 3,2(0,3) 4 (1) 4,7 (0,6)
N+C separated 5(2) 2,4 (0,4) 9(3) 4,4 (0,6)
WT 5,0 (0,3) 2,4 (0,3) 19 (3) 4,9 (0,4)
AfluG 0,03 (0,02) 3,0(0,4) 0,005 (0,004) 4,6 (0,4)
H20A-H22A 2,8 (0,6) 2,7(0,2) 11 (1) 4,4 (0,7)
D354A 2,9 (0,3) 3,5(0,5) 10,2 (0,7) 4,4 (0,4)
H20A-H22A- 2,7(0,1) 3,2 (0,3) 5,1(0,7) 5,3 (0,7)
D354A
E566A 0,5 (0,3) 3,7(0,4) 0,006 (0,007) 4,9 (0,7)
E626A 0,4 (0,3) 3,7 (0,5) 0,003 (0,003) 4,6 (0,6)
H682A 0,8 (0,3) 3,6 (0,9) 0,012 (0,008) 4,7 (0,2)
R720A 1,0 (0,6) 3,4(0,4) 0,004 (0,004) 4,5 (0,3)
R739A 1,0 (0,3) 3,4 (0,5) 1,2 (0,8) 6 (1)
R744A 0,10 (0,07) 3,1(0,3) 0 (0) 4,0 (0,3)
E752A 0,1(0,1) 2,7 (0,4) 0,006 (0,008) 4,1 (0,5)
WT 4 (1) 2,7 (0,3) 22 (5) 4,7 (0,6)
AfluG 0,03 (0,02) 3,3(0,1) 0,0061 4,2 (0,4)

(0,0003)

LSEIl 0440+ C- 13 (2) 2,1(0,2) 23 (5) 3,5(0,8)
term
N-term+ PA5508 6 (2) 2,5(0,3) 24 (9) 4,6 (0,2)
LSEI 0440+
PASS08 5(2) 2,6 (0,4) 19 (5) 4,8 (0,2)
PA5508 5() 2,3(0,2) 11 (4) 4,7 (0,3)
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Anexo 17

En esta tabla se reflejan los valores del contaje de cleistotecios en una cepa silvestre (WT),

un mutante nulo de fluG (AfluG) N-terminal y C-terminal de FIuG. junto con la desviacion

estandar (en paréntesis) en medio minimo (MMA) y medio completo (MCA).

MMA MCA
WT 709 (31) 812 (71)
AflUG 443 (22) 0(0)
N-terminal 461 (20) 0 (0)
C-terminal 451 (28) 726 (37)
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Anexo 18

Fenotipos y ratios de C/Area (millones/cm?) de todos los mutantes FIuG. Cepa silvestre
(WT) junto con el nulo de fluG (4fluG) y los mutantes puntuales de ambas regiones en
MMA y MCA. Los valores C que son estadisticamente diferentes (valor P <0.05) al WT
(*) y el AfluG (#) estan marcados. Los valores de C/Area en medio minimo (MMA) estan
representados en gris oscuro, y los valores de C/Area en medio. Completo (MCA) estéan

representados en gros claro. Barra de escala =1 cm

E752A

H x|

H x
H

R744A

# #
* *
wim L
R739A

R720A

H682A

E626A

D354A

AluG  H20AH22A  D354A  H20AH22A  ES566A

WT

20

vy (=] vy =4

25

e
o

onel eI/

194



ANEXOS

Anexo 19

Los valores de expresion de fluG para cada cepa en MMA se muestran en el grafico.
Todas las muestras fueron tomadas después de 18 horas de crecimiento vegetativo. Las
siglas se refieren a lo siguiente: WT, cepa silvestre; AfluG, fluG mutante nulo; N-terminal,
region (1-406); C-terminal, region (427-865); N + C separados [N] y N + C separados
[C], mutante de regidn separada N- y C-terminal; H20A-H22A / D354A / H20A-H22A-
D354A, mutantes puntuales de la region N-terminal; E566A / E626A / H682A / R720A
/ R739A / R744A | E7T52A, mutantes puntuales de la region C-terminal.

H682A RT720A R739A R744A E752A

E626A

D354A

N+C H20AH22A D354A H20AH22A  ES566A

[C1

N+C

separados  separados

AfluG  N-terminal C-terminal
[N]

WT

-

(731) eAne[a1 uorsaidyy
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Anexo 20

Tabla A. Homologia de la correa helicoidal del extremo C-terminal de FluG, con la GSI
(1FPY) y la GGL (4HPP), en la que se muestran los valores QMEAN de cada residuo.

Similitud estructural de los residuos que componen la correa helicoidal

Promedio
FluG D E K A R R K W L V E R Y

1FPY o070 o064 063 065 065 065 063 065 063 063 060 - - 0,64

4HPP o070 o072 o075 073 071 071 073 068 071 073 066 069 071 0,71

Tabla B. Andlisis de la presencia o ausencia de los residuos en la region de las dos
laminas beta en los modelos de 4HPP y FluG, en comparacion con la GSI (1FPY). En
rojo estan representados el numero de gaps (huecos) que la herramienta Swiss-Model ha

asignado a la hora de alinear la secuencia de PauA7 y FIuG con el cristal 1FPY.

Regidn de interés Total
1FPY: Dos laminas beta / 4HPP: Sin estructura huecos
1IFPY D136 3aa R139 33 aa P173 laa V175 1laa G177 23
aps
PauA7 G138 2aa G141 33 gaps E142 laa P144 1 gaps Al45 Jap
W158
1IFPY D136 6aa S143 2 aa G146 11 aa N159 10 aa G170
23 gaps
E580
FIuG K571 6aa T578 2gaps G579 11 gaps E5a1 10 gaps D582
R143
PauA7 G138 3aa E142 10 gaps o144 1 gaps Al145
11 gaps
S586 9ap
FluG K571 3aa D575 10 aa laa N589
V587
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The Early Asexual Development
Regulator fluG Codes for a Putative
Bifunctional Enzyme

Mikel Iradi-Serrano, Leire Tola-Garcia, Marc S. Cortese and Unai Ugalde*

Microbial Biochemistry Laboratory, Department of Applied Chemistry, Faculty of Chemistry, University of the Basque
Country, San Sebastian, Spain

FIuG is a long recognized early regulator of asexual development in Aspergillus nidulans.
fluG null mutants show profuse aerial growth and no conidial production. Initial studies
reported sequence homology of FIuG with a prokaryotic type | glutamine synthetase,
but catalytic activity has not been demonstrated. In this study, we conducted an in-
depth analysis of the FluG sequence, which revealed a single polypeptide containing a
putative N-terminal amidohydrolase region linked to a putative C-terminal y-glutamyl
ligase region. Each region corresponded, separately and completely, to respective
single function bacterial enzymes. Separate expression of these regions confirmed that
the C-terminal region was essential for asexual development. The N-terminal region
alone did not support conidial development, but contributed to increased conidial
production under high nutrient availability. Point mutations directed at respective key
catalytic residues in each region demonstrated that they were essential for biological
function. Moreover, the substitution of the N- and C-terminal regions with homologs
from Lactobacillus paracasel and Pseudomonas aeruginosa, respectively, maintained
functionality, albeit with altered characteristics. Taken together, the results lead us to
conclude that FIuG is a bifunctional enzyme that participates in an as yet unidentified
metabolic or signaling pathway involving a y-glutamylated intermediate that contributes
to developmental fate.

Keywords: FluG, Aspergillus nidulans, enzyme, development, amidohydrolase, y-glutamyl ligase

INTRODUCTION

Surface cultures of the model ascomycete Aspergillus nidulans, present a complex developmental
pattern which combines vegetative hyphae with asexual (Adams et al., 1998) and sexual structures
(Dyer and O’Gorman, 2012). This pattern is modulated in response to environmental factors, such
as the composition of the substrate, exposure to the gas phase and light.

The genetic regulation that governs the primal transition from vegetative hyphae to asexual
development has been examined in considerable detail. A set of genes, which are expressed in
vegetative hyphae, are required to initiate the morphogenetic process. They are collectively known
as Upstream Developmental Activators (UDAs). These, in turn, activate a second set of the genes,
known as the Central Developmental Pathway (CDP), which are only expressed in conidia-bearing
structures (Yu et al., 2006).

April 2019 | Volume 10 | Article 778
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One of the earliest acting UDA factors is fluG (AN4819). Its
deletion results in colonies which fail to produce conidiophores
and accumulate aerial vegetative hyphae resulting in a raised
mycelial morphology, commonly known as fluffy (Lee and
Adams, 1994). In addition, AfluG mutants show defects in
autolysis (Emri et al., 2005) and secretion (Wang et al., 2015).

A remarkable feature of FluG signaling involves its
extracellular transmission. A wild type colony can induce
the sporulation of an adjacent fluG null mutant separated
by a membrane (Lee and Adams, 1994). The search for the
signal conducted by Rodriguez-Urra et al. (2012) identified
an adduct of two excreted secondary metabolites [diorcinol
and dehydroaustinol (DHO)] that was capable of inducing a
partial sporulation response when added onto a fluG null mutant
colony. Interestingly, Marquez-Fernindez et al. (2007) had
earlier discovered that the deletion of a phosphopantetheinyl
transferase (PPTase) cfwA/npgA, an enzyme that acting upstream
of DHO biosynthesis, exhibited a phenotype with severely
reduced growth and asexual development. Rodriguez-Urra et al.
(2012) pointed out, however, that an earlier report by Nielsen
et al. (2011) described the phenotype of a null mutant of the
gene coding for the synthesis of the austinol (ausA, AN8383),
the precursor in the DHO biosynthesis, as conidial. Hence, a
clarification on the connection between FluG signaling and
DHO-induced conidiation is pending.

Early studies on the FluG protein showed that it is expressed
in the cytosol throughout all stages of development, and that the
C-terminal region (aa387 to aa865) is necessary for induction
of conidiophore development. Interestingly, this region showed
sequence similarity with prokaryotic type I glutamine synthetase
(GSI) (Lee and Adams, 1994; D’Souza et al, 2001). Later
investigations showed, however, that this region did not display
GS activity (Margelis et al., 2001). Other reports indicated that
it resembles gene SCO6962 from Streptomyces coelicolor (Rexer
et al,, 2006) which has been attributed to be a y-glutamyl ligase
(GGL) (Krysenko et al,, 2017). The N-terminal region has no
attributed functional role, but has been reported to bear similarity
with an amidohydrolase (SCO6961) from Streptomyces coelicolor
(Rexer et al., 2006).

Although fluG-like sequences (containing a N-terminal
amidohydrolase and a GSI) have been reported in the Aspergilli
(Mah and Yu, 2006; Ogawa et al, 2010; Chang et al, 2012;
Wang et al., 2015), they are also present in genomes of diverse
fungal genera (Schumacher et al., 2015; Li et al., 2017), bacteria
(Strong et al, 2003; Rexer et al, 2006) and higher plants,
where the proteins have attributed roles in nodulation and biotic
stress signaling (Mathis et al., 1999, 2000; Trevaskis et al., 2002;
Doskocilova et al., 2011; Silva et al., 2015).

In this investigation, we confirm that an ausA null
mutant has a conidiating phenotype, thus showing that FluG-
related signaling is not directly connected to DHO-induced
conidiation. In addition, an updated structural analysis of the
FluG protein revealed that the N-terminal region presented
structural similarity to a prokaryotic amidohydrolase from
Lactobacillus paracasei, and the C-terminal region presented
structural similarity to a y-glutamyl aromatic monoamine ligase
from Pseudomonas aeruginosa. Alanine substitutions of the

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

predicted key catalytic residues in each region yielded loss of
function phenotypes which were comparable to those of the
respective null mutants. Finally, the replacement of both N-
and C-terminal regions by their respective homologs, yielded
functional phenotypes. Our findings situate FluG as a putative
bifunctional enzyme that may regulate the balance between
vegetative growth and asexual development through the levels of
a y-glutamylated metabolite.

MATERIALS AND METHODS

Fungal Strains and Culture Conditions

The strains used are shown in Supplementary Table 1. Wild type
(veA+) strains were used for FluG mutagenesis and phenotypic
analysis. For the analysis of phenotypic complementation
experiments, and ausA-related assays, veAl strains were used,
in order to establish comparisons with previously published
experiments (Lee and Adams, 1994; Yager et al., 1998; D’Souza
et al, 2001; Nielsen et al, 2011). Strains were cultured as
previously described by Pontecorve et al. (1953) in Aspergillus
minimal medium (MMA), using trace elements as described
by Kifer (1965), or complete medium (CMA; MMA + 5 g/L
yeast extract) with a pH 6.8. Ammonium tartrate (5 mM)
and D-glucose (2% w/v) were added as nitrogen and carbon
sources, respectively, in solid or liquid form with the appropriate
supplements. All cultures where incubated at 37°C in white light
(Sera DayLight Brilliant T8 15 W/m?; light source at 30 cm
from the cultures). Phenotypic complementation experiments
were carried out in CMA medium, incubating for a further
72 h after the strains contacted each other (Lee and Adams,
1994). In fluorescence microscopy experiments, strains were
grown in adequately supplemented MMA containing 0.1% D-
glucose, 5 mM ammonium tartrate and 25 mM monobasic
sodium phosphate, similar to watch minimal medium (WMM)
(Penalva, 2005).

Generation of Mutant, Tagged, and

Overexpression Strains

The oligonucleotides used are listed in Supplementary Table 2.
Genomic cassettes were amplified through the fusion-PCR
technique (Yang et al., 2004; Korbie and Mattick, 2008). The
A. nidulans transformation technique used was an adaptation
of the protoplast generation procedure described by Szewczyk
et al. (2006), followed by the transformation protocol described
by Tilburn et al. (1983). The strains coding for separate regions
of FluG, point mutants of both regions and homologous regions
of Lactobacillus paracasei and Pseudomonas aeruginosa genes
were generated by transforming protoplasts of a AfluG strain
with the genomic cassettes bearing the desired modifications plus
the 5'- and 3’-UTR regions. The selection of transformants was
done using 5-fluoroorotic acid monchydrate (5-FOA; 2 mg/mL;
Apollo Scientific, Stockport, United Kingdom).

N- and C-terminally GFP-tagged fluG strains were obtained
using the method for GFP-tagging described by Yang et al.
(2004). The strain carrying the inducible alcA expression
promoter of the N-terminally GFP-tagged fluG was constructed
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using plasmid pNT5 (Takeshita et al., 2008). alcA(p)::GFP::fluG
expressing plasmid was obtained by cloning fluG (PCR amplified
with oligonucleotides Ascl_fluG(-ATG)-F and BamHI_fluG-R,
1 kb on the N-terminal sequence of fluG with no starting
ATG sequence; see Supplementary Table 2) into the Ascl
and BamHI sites of pNT5, yielding to pMI2. The plasmid
was then transformed into the wild type (BD824) strain. For
localization studies, strains coexpressing the GFP-tagged fluG
under native or inducible promoter and the histone H1 (hhoA)
fused C-terminally to mRFP (mRFP; red fluorescent protein)
and mCherry (mCh; cherry red) as nuclear markers, respectively,
were constructed (Markina-Inarrairaegui et al., 2011).

The homologous recombination of the constructs was
confirmed by Southern blots. This experiment, using 5'- and 3'-
UTR regions as probes, was done as described previously (Garzia
etal,, 2009). All the mutant strains were sequenced to prove there
were no undesired mutations.

Spore and Dry Cell Mass Measurements
The procedure of obtaining spore and dry cell mass (DCM) ratios
was as follows: conidia counts (millions/cm?) were obtained
after culturing strains in MMA and CMA at 37°C for 72 h.
Colony areas were measured using Digimizer Version 4.6.1
(MedCalc Software bvba). Spores were collected by excising the
entire colony, soaking the agar in Tween 0.02% (diluted from
Tween 20), vortexing twice for 1 min and quantified using a
hemocytometer. DCM (mg/cm?) from each strain was obtained
by growing colonies on a Spectra/Por® 6 Dialysis Membrane with
a 3.5 kDa molecular weight cut off (Spectrum Laboratories) and
culturing at 37°C for 72 h. The mycelium was then removed from
the membrane and dried at 80°C overnight.

The values obtained with the WT and the AfluG strains were
used as references to analyze mutant strains.

Statistical Analysis of the Results

Quantitative results were obtained as the mean with standard
deviation of at least three independent counts, each consisting
of three or four biological replicates per strain and condition.
The results were subjected to the Grubbs' test (Grubbs, 1969)
using the R software version 3.4.1 (R Core Team, 2008) in
order to detect and discard outliers with a confidence level of
95%. A PERMANOVA pair-wise test using an Euclidean distance
measurement (P-value < 0.05) was performed on the remaining
results to justify the significance of differences between strains
using PRIMER-E software v6 (Clarke and Gorley, 2006).

Bioinformatics

The fluG DNA sequence (AN4819.2) was retrieved from Ensembl
Fungi (Kersey et al., 2018) and homologs in the Aspergilli were
identified by Fungal Compara (in Ensembl Fungi). Multiple
sequence alignments were performed using the Clustal Omega
application provided by EBI (Li et al, 2015). Alignments
visualization and analysis were performed with Jalview version
2.10.3b1 (Waterhouse et al., 2009) or GeneDoc version 2.6.002
(Nicholas et al., 1997). FluG protein residue conservation scores
among all FluG homologs in the Aspergilli were obtained
using the Jensen-Shannon divergence (Capra and Singh, 2007).
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Identity among all FluG proteins was obtained as an average value
of all FluG sequence identities in the Aspergilli compared with the
Aspergillus nidulans FluG.

Bioinformatic investigations of the FluG sequence were made
using the following predictors: SignallP 4.1 (Nielsen, 2017) for
signal-peptide prediction; NLStradamus (Nguyen Ba et al., 2009)
and NetNES 1.1 (la Cour et al,, 2004) for nuclear localization
and export signals prediction, respectively; TMHMM server v2
(Sonnhammer et al., 1998) for prediction of transmembrane
helices in protein; epestfind (Rechsteiner and Rogers, 1996) to
find PEST motifs as potential proteolytic cleavage sites.

Crystal structure templates for each region were identified
using SWISS-MODEL (Biasini et al., 2014), and those with high
QMEAN values were further analyzed (Benkert et al., 2009).
The highest scoring structures in terms of sequence identity and
coverage were used as templates for FluG structural modeling.
Protein structures were obtained from the Protein Data Bank
(PDB) (Berman et al, 2002). Prior to modeling, the X-ray
data was preprocessed and curated (e.g, removal of water,
addition of explicit hydrogens) using the Protein Preparation
Wizard from the Schrodinger Suite, version 2017-1 (Sastry et al.,
2013). Missing side chains were generated using Prime (Jacobson
et al., 2004) while the protonation states of each side chain
were generated using EPIK at pH = 7 (Shelley et al, 2007).
Protein minimization was performed using the OPLS3 force field
(Shivakumar et al., 2010; Harder et al., 2016). Homology models
were built using program Prime based on the curated reference
crystal structure and applying the SWISS-MODEL alignment for
each region. The structural and spatial distribution consistency of
the FluG site-directed mutant models was validated overlapping
these models against the wild type FluG model, using Quick Align
and Superimpose tools.

RNA Isolation

RNA was isolated from the mycelium of strains cultivated in
a flask for 18 h at 37°C. Mycelia was collected by filtration
through Miracloth (Calbiochem®), squeezed to dry and frozen in
liquid nitrogen. Total RNA was isolated using the NucleoSpin®
RNA Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) and RNA
concentration and purity were calculated using a NanoDrop ™
2000c Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, United States). All samples were verified by electrophoresis
using a 1.2% (w/v) agarose gel.

Quantitative RT-PCR

The oligonucleotides employed for quantitative RT-PCR (qPCR)
experiments are detailed in Supplementary Table 2. Briefly,
c¢DNA from each investigated sample was synthesized using
PrimeScriptTM RT reagent Kit (Perfect Real Time) (Takara Bio
USA Inc.) from 500 ng of total RNA, following manufacturer’s
instructions. The final 20 |LL PCR reaction included 1.5 pL of 1:2
diluted cDNA as template, 4 pL of 5x PyroTaq EvaGreen® qPCR
Mix Plus with ROX (Cultek Molecular Bioline, Madrid, Spain),
and transcript-specific forward and reverse oligonucleotides at a
0.5 M final concentration. Real time PCR was carried out in a
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems®) according to
the manufacturer’s directions. The reaction consisted of 15 min at
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95°C of initial denaturation, and 40 cycles of DNA amplification
(15 s at 95°C of denaturation, 15 s at 60°C of annealing and 30 s
at 72°C of elongation). After each PCR, we performed a melting
curve analysis to confirm the specific amplification of a single
DNA segments and the absence of non-specific amplified DNA.

The fluorescent signal obtained for each gene was normalized
to that obtained with the B-tubulin gene (benA) to correct for
sampling errors.

Protein Isolation and Western Blot

Protein  extraction  from  lyophilized  samples  was
performed by the alkaline-lysis extraction, using lysis
buffer (0.2 M NaOH, 0.2% p-mercaptoethanol), as

described by Hervas-Aguilar and Pefialva (2010).

Tagged protein expression was analyzed by Western blotting.
Proteins were resolved in 8% SDS-polyacrylamide gels and
electrotransferred to Immun-Blot® PVDF membranes by
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System  (Bio-Rad). Once
transference was completed, Ponceau staining was used as
validation for loading control. GFP-FluG was detected using
mouse anti-GFP  (1/5,000; Roche). Peroxidase-conjugated
goat anti-mouse IgG immunoglobulin (1/4,000; Jackson
ImmunoResearch Lab) cocktail was used as secondary
antibody. Peroxidase activity was detected using Clarity™
Western ECL Substrate (Bio-Rad). Chemiluminescence was
observed using a ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad) and
signal intensity was measured with Image Lab™ version 5.2
software (Bio-Rad).

Fluorescence Microscopy

Conidia of strain BD1181 were cultured in uncoated glass-
bottom dishes (Ibidi® GmbH, Germany; 2.5 mL of medium per
well) for 16 h at 25°C (Penalva, 2005). After this period, the
medium was replaced with fresh medium supplemented with
100 mM L-threonine (Sigma) in place of D-glucose to induce
alcA(p)::GFP::fluG expression.

Fluorescence images were acquired using a Zeiss Axio
Observer Z1 inverted microscope equipped with a 63x
Plan Apochromat 1.4 oil immersion Lens, Axiocam MRm
Rev.3 camera, a Zeiss HXP 120C external light source for
epifluorescence excitation and fitted with filter set 38HE for
green fluorescence (Ex BP 470/40; FT 495; Em BP 525/50) and
filter set 43HE for red fluorescence (Ex BP 545/25; FT 570; Em
BP 605/70). Numerous samples were observed before taking
representative images. Fluorescence levels were measured using
Fiji software (Schindelin et al., 2012).

RESULTS

DHO-Induced Asexual Development Is
Independent of the FluG (UDA) Pathway

In order to verify previous results by observation that an ausA
null mutant strain is unaffected in asexual development (Nielsen
et al, 2011), an AausA (veAl; BD688) strain was generated and
phenotypically characterized in comparison to a parent wild type
(WT, veAl; TN02A3) strain, as shown in Figure 1A. The values

C/Area ratio

WT AausA

FluG molecule

|
B

AausA

cfiwd2

ANuG . 7cjit»'A2

FIGURE 1 | (A) Phenotypes and C/area (millions/cm?) ratios of the wild type (WT; TNO2A3) (reference value) and ausA null mutant (AausA; BD688) in MMA and
CMA. Scale bar = 1 cm. (B) Phenotypic complementation of a WT and AausA mutant in contact with a fluG null (AfluG; TTA127.4) and a cfwA2 (CRO1) mutant.
White arrows (V) indicate the contact area where yellow conidia are visible. Scale bar = 5 mm.
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for C and DCM for each strain are provided in Supplementary
Table 4. In MMA and CMA, the C-values recorded for both WT
and AausA mutant strains were statistically similar. These results
indicated that asexual development was not significantly affected
in the AausA mutant.

In addition, a phenotypic complementation experiment
confirmed that both WT (veAl) and AausA (veAl) strains
were able to efficiently complement the sporulation defects of
a AfluG (veAl; TTA127.4) and ¢fwA2 (veAl; CRO1) mutant,
as can be observed in Figure 1B. Thus, regardless of the
induction effect caused by DHO on asexual development,
it cannot be attributed as part of the FluG-dependent
UDA pathway. This led to the conclusion that an in-depth
study of the FluG protein was required to gain insight
on its function.

The FluG Sequence Codes for a Putative
Bifunctional Enzyme

A protein BLAST of FluG homologs revealed that they were
present in all 14 sequenced species of the Aspergilli (Figure 2),
with a considerable degree of identity (70 & 4%) (Supplementary
Table 3). Earlier sequence analyses referred to in the introduction
(Lee and Adams, 1994; Mathis et al., 1999) had indicated
that the fluG sequence contained two regions which coded
for two putative prokaryotic enzymes. We therefore proceeded
to undertake a protein sequence and structure analysis using
current applications and databases. A search of available crystal
structures using the sequence of the FluG protein showed
that the N-terminal region bears similarity with a range of
amidohydrolases. The highest sequence coverage and structural
homology score was obtained with a putative metal-dependent
hydrolase of the TIM-barrel fold (pdb entry 2QPX, coded
by gene LSEI_0440) present in Lactobacillus paracasei ATCC
334. The 2QPX crystal structure corresponded to the 4-406
amino acid region of FluG, with an identity of 25% and a
similarity of 45%. Conjointly, the C-terminal region exhibited
the highest scores with a GSI (pdb entry 4LNN, coded by gene
glnA) from Bacillus subtilis (strain 168) (Murray et al., 2013)
and a GGL (pdb entry 4HPP, coded by gene PA5508) from
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Ladner et al,, 2012). The 4LNN
crystal structure coincided with the 429-865 amino acid region
of FluG with a sequence identity of 24% and a similarity of

Residue conservation score

LuiV High
i
0 1
HxH K YH H D ExE ° E HxH RRR
b —H—H_HI”%“ HIL ﬁ| F AR
N region ‘ C region

FIGURE 2 | Protein sequence conservation score among all FluG homologs in
the Aspergili. The catalytic residues for both regions are labeled (residue
numbers are listed in Tables 2, 3). These residues are conserved in all
Aspergillus species, and they are all located in highly conserved areas. Red
asterisks mark the residues that were mutated.

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

38%, whereas the 4HPP crystal structure covered the 443-865
amino acid region of FluG, with sequence identity of 22% and
a similarity of 33% (Table 1).

In order to uncover new features of the protein, we conducted
additional studies. Sequence analyses performed using different
predictors indicated that the sequence contained neither signal
peptides, nuclear localization or export signals nor putative
transmembrane domains. However, the PEST predictor marked
two potential PEST domains in the C-terminal region (aa571
to aa590 with a score of 14.62 and aa529 to aa541 with a
score of 6.84, respectively). Analyses of the genomic DNA and
mRNA of fluG sequence revealed two predicted introns between
nucleotides 1126-1176, and 2420-2472. A previous RNA-seq
study (Garzia et al., 2013) reported a single mRNA transcript of
2,598 nucleotides, in which both introns are spliced out.

Localization of FluG in vivo

A GFP-tagged version of the protein was used for in vive
localization. Strains tagged in the N- and C- terminal regions
of the protein were grown in MMA and CMA for 72 h,
and their phenotype observed (Supplementary Figure 1). The
strain tagged in the C-terminal presented a fluffy phenotype,
indicative of loss of function, while the N-terminally tagged strain
presented a wild type phenotype. Hence, the latter was chosen
to perform localization experiments. In order to determine the
incubation time at which the protein was sufficiently expressed
for observation, the pattern of expression in liquid vegetative
culture was monitored by Western blot at time intervals. In the
case that fluG expression was controlled under the alcA promoter,
a shift to a medium containing threonine was conducted at time
zero. The results revealed that GFP::FluG protein could only be
detected in the strain alcA(p)::GFP::fluG 2 h after medium shift to
threonine containing medium (Figure 3A).

Consistent with the results obtained, no GFP-FluG
fluorescence was detected in the strain bearing the native
fluG promoter (not shown). In the strain with the alcA inducible
promoter, GFP-FluG was localized 2 h after the medium shift
in the cytoplasm throughout the length of the hypha. Nuclei
were stained by tagging histone H1 tagged with mCherry
fluorescence, but no GFP signal was detected in the nuclear
compartment as shown in Figure 3B. In addition, the protein
appeared to be absent from the lumen of vacuoles (white
arrows). Taken together, our microscopic observations indicated
that FluG was evenly distributed throughout the cytoplasm of
vegetative cells.

TABLE 1 | Crystal structure homologs to the N- and C-terminal region

N-terminal region C-terminal region

PDB entry 2QPX 4LNN 4HPP
Coverage (aa) 4-406 429-865 443-865
Seq. identity (%) 25 24 22
Seq. similarity (%) 43 38 33

The coverage is shown using the amino acid numbers of FluG. Sequence identity
and amino acid positive matches were calculated by Maestro (Schrédinger Suite).
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FIGURE 3 | (A) Western blot showing the protein expression of the
N-terminally GFP-tagged FluG construct under the control of the alcA
promoter. Induction of the alcA(p)::GFP::fluG strain shows an increment on
the expression of GFP-FIUG in time (2, 4, and 6 h). (B) Images obtained in the
fluorescence microscopy show that FIUG presents principally a cytoplasmic
localization, excluded from the nuclei and is not detectable in vacuoles (white
arrows). Scale bar = 10 pm.

Computational Analysis of the N- and
C-Terminal Regions

The closest homolog to the N-terminal region of FluG, 2QPX,
was used as a template to model structural features. The residues
shared by both sequences and their predicted functions are shown
in Table 2. In 2QPX, residues H17, H19 and D317 coordinate

TABLE 2 | Predicted catalytic residues in 2QPX, and their FluG equivalents.

Residues Predicted role
2QPX  FluG
H17 H20 Coordinates with the Ma metal
H19 H22 GCoordinates with the Ma metal
K166 K192 Once carbamylated (KCX), bridges both Ma and MB
Y171 Y197  Coordinates with the substrate to aid the cleavage of the bond
H227 H264  Coordinates with M
H263 H298  Coordinates with Mp
D317 D354  Coordinates with Ma

Metals labeled as Ma and M# correspond to the first and the second Zn°+ atoms.
The lysine residue (K166} undergoes a post translational modification that results in
a carbamylation.
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to the first Zn?t (Ma), whilst H227 and H263 coordinate to
the second Zn®* (Mp). In addition, a lysine (K166) undergoes
a post-translational carbamylation to bridge both Zn?* ions,
and a tyrosine (Y171) is predicted to interact with the substrate
in certain amidohydrolases. The N-terminal region of FluG
conserves all the above-mentioned residues (H20, H22, K192,
H264, H298, and D354), along with an appropriate spatial
arrangement to bind and bridge both metals, together with the
tyrosine (Y197) that could interact with the substrate (Figure 4).
These residues are conserved through all the Aspergilli FluG
homologs, as marked in Figure 2.

Structural alignment of the C-terminal region using the crystal
structures of a GSI (4LNN) and a GGL (4HPP), also showed
homology in key catalytic residues (Table 3). The amino acids
that coordinate to the metal ions in both GGL (one Mg**
[Ma] coordinated to E133, E180, and E187) (Figure 5A) and
GSI (two Mg2+; Ma coordinated to E134, E189 and E196, and
Mp coordinated to E132, H245, and E333) (Figure 5B) were
structurally conserved in the C-terminal region of FluG (E566,
E626, E633, H682, and E752). Moreover, the residues that bind
to the glutamate ligand (R290 in 4HPP; R298 in 4LNN) and
interact with ATP (H238, R308, and R313 in 4HPP; N247,
R316, and R321 in 4LNN) were present in FluG (R720 for the
glutamate; H682, R739, and R744 for the ATP, respectively). The
residues listed in Table 3 are fully conserved in FluG for all the
Aspergilli (Figure 2).

On the other hand, the GSI crystal structure (4LNN) contains
a glutamate residue (E304) that abstracts a proton from the
transition state to form glutamine and ADP. It is worth
noting, however, that the GGL crystal structure and the FluG
(C-terminal) model each contain a tryptophan residue in the
same position (W296 and W726, respectively), which cannot
fulfill the function of glutamate. Furthermore, the conserved
residue D53 in GSI that removes a proton from the ammonium

K166
Y171 K192
Y197

H19
Mo
MBOL o H22
H263 ! 0
H298
H17

3 H20

FIGURE 4 | Structural alignment of 2QPX (green) refined model, with the FIuG
modeled structure (gray), based on 2QPX template. The Ma is coordinated to
H20, H22, K192, and D354; the M is coordinated to K192, H264, and H298.
A water molecule is coordinated to both metals and D354 (blue dashed line).
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E752) and residues in FluG shows significant similarity to 4LNN.
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R739,
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FIGURE 5 | Structural superposition of both GGL (4HPP) and GSI (4LNN) with the FluG models. Only mutated residues from this work are displayed. (A) 4HPP
refined template (green) with the FIuG modeled structure (gray), based on 4HPP. Coordination of the residues between the single Mg?™* ion (M interacts with
residues E566 and E626) and glutamate ligand (Glu interacts with residue R720) in 4HPP is considerably similar in FluG. (B) 4LNN refined template (red) with the
FluG modeled structure (gray), based on 4LNN. Coordination between both Mg?* ions (Ma interacts with residues E566 and E626; MB interacts with H682 and

TABLE 3 | Predicted role of the catalytic residues from 4LNN (GS), 4HPP
(GGL), and FIuG.

Residues Predicted role

4LNN 4HPP FluG

D53 Va2 S481 Removes a proton from the
ammonium ion to create
ammonia

E132 E131 E564 Binds Mp

E134 E133 E566 Binds Ma; susceptible to
interact with inhibitors

E189 E180 E626 Binds Ma and the NHa
molecule

E196 E187 E633 Binds Ma

H245 H236 H682 Binds MB, via pros nitrogen

N247 H238 H684 Interacts with ATP y-phosphate

R298 R290 R720 Interacts with the amide group
of the glutamate

E304 W296 W726 Abstracts a proton from the
transition state to form
glutamine and ADP

R316 R308 R739 Polarizes the bound ATP
y-phosphate that forms the
y-glutamyl phosphate

R321 R313 R744 Contacts with the ATP in the
transition state

E333 E332 E752 Binds Mp

Metals labeled as Ma and M correspond to the first and the second Mg?* atoms.
Ma and Mp are located in the first and the second catalytic domain, respectively.

ion to create ammonia is aligned with V42 and $481 in GGL and
FluG, respectively; neither of the aforementioned amino acids can
perform the role of a GSI.

An important aspect that differentiates GGL and GSI enzymes
is the fact GGL forms hexameric rings and GSI enzymes form
two hexameric subunits that assemble into a dodecameric unit.
The formation of the dodecamer depends on the conformation
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that the C-terminal end of these enzymes adopts. Structural
alignments performed with SWISSMODEL using 4LNN and
4HPP crystals revealed that the C-terminal end of FluG
exhibited higher QMEAN values with the 4HPP crystal in this
region (not shown).

Phenotypic Characterization of WT and
AfluG Mutant

The WT and AfluG strains were established as references
for comparisons with strains containing modifications, and
their phenotypes were characterized in minimal (MMA) and
complete medium (CMA). The conidial production in millions
per centimeter squared of colony surface (C) in 72 h old colonies
of both strains is presented in Figure 6A. Numerical values
for C and DCM are separately provided in Supplementary
Table 5. The WT colonies presented a C-value of 4.1 in MMA,
distinctly greater than the AfluG strain, 0.02, but significantly
lower DCM values. In CMA, the WT strain presented increased
C and DCM indices with respect to MMA. The AfluG strain
showed even lower conidial counts than in MMA and increased
DCM values. Taken together, the results indicate that, under
nutrient limitation (MMA), the wild type strain distributes
resources between conidiation and growth, while the AfluG
mutant destines resources exclusively to growth. However, under
nutrient sufficiency (CMA), both strains attained apparently
maximum growth levels, and accentuated their differences
in conidial production. It is due to these clearly discernible
differences, that the C-value was considered as the principal
phenotypic indicator of functionality when examining genetically
modified strains.

The N- and C-Terminal Regions of FluG
Perform Distinct Functions

Each of the two FluG regions was expressed separately under
the control of the native promoter. The results shown in
Figure 6A indicate that in MMA, the mutant expressing only
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FIGURE 6 | Phenotypes and C/area (millions/cm?) ratios of all the FIuG mutants. (A) Wild type (WT) along with fluG null (AfluG), N-terminal (aa1-aa406), C-terminal
(aa427-aa865) regions and N- and C-terminal separated regions (N+C separated) mutants in MMA and CMA. (B) FIuG point-mutations in both regions.

(C) Heterologous substitutions, showing LSEI_0440+C-term (FIuG), N-term (FluG)+PA5508, LSEI_0440+PA5508 and PA5508 only. Note that different scales were

used in each panel to better represent the differences in C/area (millions/cm?) values. The C-values that are statistically different (P-value < 0.05) to the WT (*) and
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the AfluG (#) are marked. Scale bar = 1 cm.

the C-terminal region presented a C-value significantly greater
to that of the WT strain, while in CMA, it was one-fifth of
the WT C-value. These results indicate that the C-terminal
region was capable of fulfilling the role of the complete FluG
polypeptide, but the absence of the N-terminal region limited its
efficacy in CMA.

The strain exclusively expressing the N-terminal region,
presented a C-value which was significantly similar to that of the
AfluG mutant in MMA, but no so in CMA media. These results
support the interpretation that the C-terminal region performs
the core function of the protein in asexual development, but that
the N-terminal region may provide a supporting function under
conditions of high nutrient availability.

A strain expressing both N- and C-terminal regions as
two separate polypeptides, each under the control of the
native promoter of fluG was analyzed (N+C separated)

(Figure 6A). The recorded C-value in MMA was significantly
similar to that recorded for the WT and C-terminal region
strains. In CMA, the value was at an intermediate point
between both strains (Supplementary Table 5). These
results not only indicate that both regions are functional
when separately expressed, but support the view that the
N-terminal region performs a relevant supportive role
in conidial production, especially when both regions are
expressed in the same polypeptide and under nutrient
rich conditions.

In order to ascertain that the phenotypes observed were not
affected by altered gene expression levels, strains were examined
by qPCR and compared to that of the WT type strain, as shown
in Supplementary Figure 2. With the exception of the AfluG
mutant, all mutant strains presented transcript levels equal or
higher than those observed in the WT strain.
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Targeted Amino Acid Substitutions Affect
Biological Function

Previously reported mutations on residues that were homologous
to H20, H22, and D354 in the N-terminal region of FluG had
been shown to be essential for amidohydrolase activity (Kim
and Kim, 1998; Li et al., 2006; Lohkamp et al., 2006; Nguyen
et al, 2009). Therefore, double (H20-H22), single (D354),
and triple (H20-H22-D354) alanine substitution mutants were
constructed. A similar strategy was followed for the C-terminal
region, where residues E566, E626, H682, R720, R739, R744,
and E752 were chosen based on previous reports (Kurihara
et al, 2008; Ladner et al, 2012; Murray et al, 2013). The
targeted residues are marked with asterisks in Figure 2. All
these amino acid substitutions tested negative for propensity to
disrupt structure using homology modeling (see “Materials and
Methods™ section). The observed phenotypes for the full set of
mutants are shown in Figure 6B.

All the strains carrying mutations in the N-terminal region
exhibited significantly lower C-values with respect to the WT
reference in both media. In MMA, the C-values obtained for
mutants H20-H22, D354, and H20-H22-D354 were significantly
similar. In CMA, however, significant differences between the
H20-H22, D354, and H20-H22-D354 mutants were observed
with the triple mutant showing the maximum reduction in
C-value (Figure 6B). This indicates an additive effect of the
mutations, only under high nutrient availability.

In the C-terminal region, residues E566, E626, H682,
R720, R739, R744, and E752 were separately substituted
by alanine. All the mutant strains presented statistically
lower C-values in MMA when compared to the WT. These
low values were nevertheless significantly higher than
those obtained in the AfluG strain, indicating that single
amino acid modifications resulted in a partial inactivation
of the activity. In CMA, the C-values were negligible for
the majority of mutants in comparison to the WT strain.
When compared to the AfluG strain, the majority of the
mutants were statistically similar. Three mutants however
(H682A, R739A, and R744A) were statistically different,
indicating a partial inactivation (Figure 6B). Strain R739A,
presented a diverging phenotype yielding statistically
higher C-values in CMA when compared to the other
mutants of this region.

The quantification of fluG expression in all the tested mutants
indicated that the transcript was at least as abundant as in the WT
strain (Supplementary Figure 2).

Taken together, the results obtained by these substitutions
support the view that residues predicted to perform catalytic
activity in both N- and C-terminal regions are involved
in the biological functions earlier recognized for their
corresponding regions.

Heterologous Expression of N- and
C-Terminal Region Homologs

Given the sequence and structural homologies observed
between both N- and C-terminal regions with those of
Lactobacillus ~ paracasei  (LSEI_0440) and  Pseudomonas
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aeruginosa (PA5508), we constructed strains in which
the exogenous sequences were expressed under the
control of the fluG promoter in combinations that
included three protein chimeras (LSEI_0440+4C-terminal;
N-terminal4+PA5508; LSEI_04404+PA5508) and one single
polypeptide (PA5508).

The phenotypes of the mutant strains are shown in Figure 6C.
The C-values obtained in the LSEI_0440+C-terminal and
N-terminal4+PA5508 strains were significantly higher than the
WT strain in MMA. In the same conditions, the PA5508 and
LSEI_0440-+PA5508 exhibited statistically similar C-values
when compared to the WT strain. On the other hand, the
C-values of the three protein chimeras (LSEI_0440+C-
terminal; N-terminal+PA5508; LSEI_0440+4PA5508) were
statistically similar to the WT reference in CMA. However,
the strain expressing the PA5508 polypeptide alone
exhibited a significantly lower value compared to the WT
in the same medium.

The results clearly show that the protein encoded by
gene LSEI_0440 could functionally replace the N-terminal
region of FluG; similarly, the protein encoded by PA5508
fulfilled the role of the C-terminal region of FluG, either
as a single polypeptide (PA5508 mutant) or fused to the
N-terminal region of FluG (N-terminal+PA5508 chimera). In
line with the aforementioned results, the fact that the chimera
expressing a fusion protein of LSEI_440 and PA5508 exhibits
a statistically comparable phenotype to a WT strain confirms
that both bacterial enzymes can work jointly in replacing
both FluG regions.

DISCUSSION

This investigation initially attempted to clarify the role of
DHO as a conidiation-inducing secondary metabolite in
relation to FluG function. Previous evidence that secondary
metabolites (such as DHO) may play a role in the induction
of sporulation (Marquez-Fernandez et al., 2007; Rodriguez-
Urra et al, 2012), was in conflict with observations
describing a null ausA mutant, unable to synthesize DHO,
as conidial (Nielsen et al., 2011). This investigation moreover
showed that such mutants can produce and transmit the
conidiation-inducing factor to an adjacent AfluG colony. Thus,
DHO-induced conidiation is not functionally related to the
FluG pathway. This scenario led us to conduct an updated
analysis of the FluG sequence to obtain a molecular outlook
on its function.

Preliminary bioinformatic approaches indicated that FluG
comprises two putative catalytic units, connected in the same
polypeptide by a linker region, which likely function as a
bifunctional enzyme performing two independent reactions.
In vivo fluorescence microscopy experiments confirmed that
FluG is localized throughout the cytoplasm, indicating that
the protein may participate in a metabolic process that is
ubiquitous to the whole mycelium. However, considerable
evidence shows that fungal mycelia are spatially and functionally
structured. For example, in gene expression (Levin et al., 2007;
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Vinck et al,, 2011) and protein secretion (Krijgsheld et al., 2012).
In this regard, the role of FluG might be hypothesized
as the mycelium-wide biosynthesis of a metabolic product
or signal specifically required for conidiophore biogenesis.
Conidiophores are produced at specific points in the network,
likely acting as metabolic sinks. This is in accordance with
reported cytosolic streaming directed at the conidiophore
(Bleichrodt et al, 2013). Thus, further molecular studies
involving FluG function should take the mycelial context
into consideration.

The C-terminal region was confirmed as necessary and
sufficient for the induction of development and presented
clear sequence similarities with both GSI and GGL enzyme
sequences. Close examination of the differences between these
two types of enzymes revealed that FluG more closely matches
the latter (Kurihara et al, 2008; Ladner et al., 2012; Takeo
et al., 2013). To address this point, a site-directed mutational
approach was planned to determine the importance of the
predicted catalytic residues present in GSI and GGL. However,
GSI catalytic activity involves the interaction between two
residues (a glutamate and an aspartate) that shield the y-glutamyl
phosphate intermediate and deprotonate ammonium (forming
ammonia) to attack the y-glutamyl phosphate (Murray et al.,
2013). Interestingly, these key acidic residues are not conserved
in the sequences of GGL, FluG or those GSI homologs that
reportedly do not catalyze the synthesis of glutamine, but
y-glutamylation reactions (Kurihara et al., 2008; Ladner et al.,
2012; Takeo et al, 2013; Krysenko et al, 2017). On the
other hand, residues acting on metal binding and glutamate
orientation are usually conserved among these enzymes (Ladner
et al, 2012), as was confirmed in FluG. The attachment
of glutamate has been attributed to exert a scaffolding or
protective role on substrates destined to specific metabolic
fates (Walker and van der Donk, 2016), as will be discussed
below. The strain in which the GGL coded by PA5508 replaced
the C-terminal region of FluG recovered the functionality of
the WT strain in all tested mutants and conditions. Earlier
reports associated this gene with the polyamine utilization
pathway along with six other paralog genes in Pseudomonas
aeruginosa PAOI1. Surprisingly, PA5508 was the only gene
that was not induced by polyamine substrates (Yao et al,
2011). Later investigations performed by Ladner et al. (2012)
showed that the enzymatic substrate preference of PA5508 was
stronger for bulky amines (catecholamines) rather than linear
amines (polyamines). Whether the substrate employed by the
FluG C-terminal region bares any resemblance to the ones
elucidated by Ladner et al. (2012) is a question that is being
actively followed up.

Another notable difference between GGL and GSI enzymes
is that GGL forms single hexameric rings, whilst GSI enzymes
form two hexameric rings which then arrange to form a
dodecameric unit. This assembly occurs via the C-terminal
helix of the polypeptide, known as the “helical thong; that
extends away from the rest of the subunit and interacts
with the second hexameric ring. In GGL, however, the
C-terminal helix is curved toward the protein, preventing it
from interacting with another ring (Ladner et al., 2012). Our

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

structural alignments revealed that the FluG C-terminal end
exhibited higher structural similarities with the GGL, thus
suggesting that it might also adopt a similar “helical thong”
conformation. Furthermore, this evidence might also explain the
loss of function observed in this study when tagging FluG at
the C-terminus.

The putative amidohydrolase sequence contained in the
N-terminal region of FluG is a member of a well-studied
superfamily of enzymes that share common structural features.
The vast majority of the amidohydrolase crystal structures
display a characteristic TIM-barrel fold consisting of eight
parallel B-strands connected by eight a-helices. Furthermore,
they share conserved metal ligands and catalytically important
residues, that bind one or two metal ions acting as catalytic
sites, together with four histidines and one aspartate acting
as catalytic bonds (Seibert and Raushel, 2005). These motifs
are all present in the N-terminal region of FluG, coupled
with the structural conservation of a lysine and a tyrosine
that could bridge both metals and bind to the substrate,
respectively (Fsieh et al, 2013). The phenotypic analysis
of the H20A-H22A double mutant and the single D354A
mutant showed partial inactivation, and the triple H20A-
H22A-D354A mutant displayed greater level of functional
inactivation suggesting an additive effect. This result is consistent
with the reported importance that these residues have in
the coordination of the Ma; the process is followed by the
lysine carbamylation, a necessary step to bind the Mp (Hsich
et al, 2013). Moreover, the phenotype shown by the triple
mutant resembled the one observed in the mutant lacking
the whole region.

Although details of the reaction purportedly catalyzed
by the N-terminal region of FluG remain unresolved at
this point, the predicted structural features point to the
hydrolysis of a bond, excluding deaminase (elimination of
ammonia from aromatic bases) activity. Alignments based
exclusively on proteins with solved crystal structures, showed
a notable residue conservation between the N-terminal
region of FluG and LSEI_0440. Furthermore, both enzymes
exhibited strong similarities with cyclic amidohydrolases
(Nam et al,, 2005), such as dihydropyrimidinases (Lohkamp
et al., 2006; Hsieh et al, 2013) and hydantoinases (Cheon
et al, 2002) that take part in the pyrimidine degradation
pathway. Unfortunately, although LSEI_0440 could functionally
replace the amidohydrolase region of FluG, the actual
activity of this enzyme remains unknown. Previous reports
on the occurrence of promiscuous enzymes among the
amidohydrolase superfamily (Baier et al, 2016) should be
taken into consideration, when evaluating the functional
replacement of the N-terminal of FluG by LSEI_0440.
Bearing in mind that the amidohydrolase superfamily has
emerged from a common ancestor (Seibert and Raushel,
2005) and that ancestral enzymes may have multifunctional
(non-specialized) or promiscuous catalytic activity (Baier
et al, 2016), LSEI_0440 might as well retain enzymatic
characteristics that confer substrate or catalytic promiscuity,
compared to a more specialized role of the N-terminal of
FluG. On the other hand, the inherent Michaelis constant
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that LSEI_0440 or the N-terminal of FluG have, might as well
differ; considering that the LSEI_0440 substitution leads to
a highly sporulating phenotype, it suggests that this enzyme
could have a lower Ky;. Conversely, evidence of possible post
translational modifications in FluG (Lee and Adams, 1994)
could explain the inability of the LSEI_0440+C-terminal strain
to maintain wild type C-values in the tested conditions. It is
likely that the N-terminal of FluG might have a regulatory
domain that has not been uncovered by the predictors. Ongoing
experiments for the clarification of this aspect of FluG function
are currently underway.

The combined results of this investigation indicate that
FluG may function as a bifunctional enzyme with each
domain sharing high similarities to its’ respective prokaryotic
homologs. In prokaryotes, they may or may not participate
in a common metabolic pathway, but in Aspergilli, they are
joined by a linker region to form a bifunctional enzyme.
Supporting this relation, the mutant in which both N- and
C-terminal regions were substituted by LSEI_0440 and PA5508,
respectively, restored in vive functionality. The occurrence
of genes that code for more than one enzyme has been
attributed to fusion and fission events driven by paralogous
evolution from bacteria to fungi (Mathis et al, 2000) or
between different fungal species via chromosomal translocation
or chromosomal inversion (Leonard and Richards, 2012). In
bacterial gene clusters, close disposition between predicted
GSI and amidohydrolase sequences is apparent, possibly
indicating a functional connection (Strong et al, 2003; Iyer
et al, 2009). However, the phenotypic effect caused by
the separation of the N- and C-terminal region confirms
that both proteins perform their roles more efficiently as a
single polypeptide, than as two separate entities. However,
our experimental methods and conditions may not have
bridged the specific conditions that optimization provided
by the linkage of the two halves of FluG solved over
the course of evolution of FluG. Surely, the totality of
inputs into developmental decisions of Aspergilli have not
been elucidated. The unresolved questions of FluGs specifics
leave the door open to new discoveries in this field. In
any case, our results consistently support the view that the
N-terminal amidohydrolase activity plays a supporting role to the
essential C-terminal catalytic activity, especially under nutrient
rich conditions.

In functional terms, the N-terminal amidohydrolase activity
is not necessary for the induction of asexual development
but is required to maintain the C-value of the colony
under conditions of high nutrient availability. This finding
could be explained by a model where the amidohydrolase
could utilize an accumulating metabolic intermediate as a
substrate that would otherwise be consumed by an alternative
pathway, possibly supporting vegetative growth. The product
of the amidohydrolase reaction, in turn, could constitute
a substrate of the C-terminal region, as an element of a
metabolic branch which could feed into a development-related
pathway. The hypothetical role of these pathways would be
to scavenge nitrogen-rich intermediates through glutamylation
in order to feed alternative pathways (Walker and van
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der Donk, 2016). Furthermore, nitrogen acquisition through
glutamylated intermediates in bacteria has been reported to
occur in the biosynthesis of polyamines (Kurihara et al,
2008; Krysenko et al, 2017) and certain catecholamines
(Ladner et al, 2012; Takeo et al, 2013). Regardless of the
predictions obtained for the C-terminal GSI enzymatic nature
to date, phenotypic evidence obtained in this investigation
sustains that FluG performs the y-glutamylation reaction of
yet unknown compounds, assisted by the N-terminal region.
Given this scenario, it would seem that the purported
substrate of FluG could undergo at least two metabolic fates,
namely the promotion of growth, as observed in mutants
affected in C-terminal activity, or asexual development. The
intracellular pool of that substrate may be much greater under
high nutrient availability and scavenging by the N-terminal
amidohydrolase activity may be an important factor in
balancing the ratio of growth and asexual development
within the colony.
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