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Aminoacido

Aspergillus fumigatus

Concentracién final

“Coding sequence” (Secuencia codificante)

“Casein kinase I” (Caseina quinasa |)
“Calcineurin-responsive zinc finger protein”
Dietilpirocarbonato

“DNA binding domain” (Domino de union a DNA)

Acido desoxirribonucleico

1,4-ditiotreitol

Acido etilen diamino tetra-acético

“Endosomal sorting complex required for transport”
“Filamentous fungal kinase” (Quinasas de hongos filamentosos)
Figura

Factor transcripcional

Acido desoxirribonucleico genémico

“Green fluorescent protein” (proteina fluorescente verde)
Residuos 98-106 de la hemaglutinina del virus de la gripe humana
Acido 4-[2-hidroxietil]-1-piperazinetanosulfénico

“Hidden Markov Model” (Modelo oculto de Markov)
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Kilobases

kiloDalton

Medio completo de Aspergillus

“Monomeric cherry fluorescent protein” (proteina rojo cereza
fluorescente monomeérica)

Minutos

Medio de fermentaciéon de Aspergillus

Medio minimo de Aspergillus

Medio minimo de Aspergillus adaptado

Medio minimo de regeneracién

Medio minimo de regeneracién-TOP

Acido 3-[N-Morfolino]-propanosulfénico

Acido ribonucleico mensajero

Residuos 408-439 de la proteina p62c-myc humana
“Nuclear export sequences (seial de exportacién nuclear)
“Nuclear factor-erythroid 2 -related factor 1”

“Open reading frame” (fase de lectura abierta)

Acido p-aminobenzoico

“Polyacrylamide gel electrophoresis” (Electroforesis en gel de
poliacrilamida)
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PCR: “Polymerase chain reaction” (reaccion en cadena de la
polimerasa)

PkcA “Protein kinase C alpha type” (Proteina quinasa C tipo alpha)

PSA: Persulfato amdnico

p/v: peso/volumen

rpm: Revoluciones por minuto

RNA: Acido ribonucleico

RNAsa: Ribonucleasa
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TCA: Acido tricloroacético

TEMED: N, N, N, N-tetrametilendiamina

MPT: Modificacidn postraduccional

Tris: Tris (hidroximetil)-aminometano

UAS: “Upstream activation sequence” (Secuencia corriente arriba
activadora)

UTR: “Untranslated region” (regién no traducida)

uv: Ultravioleta

Vps: “Vesicular sorting protein”

v/v: volumen/volumen

Zf: Zinc finger (dedo de zinc)

Zf—ACR: “zinc-finger-adjacent conserved region” (regién conservada
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Resumen

1. Introduccidn

La habilidad de las células para sentir y responder adecuadamente a los cambios
ambientales es esencial para la continuidad de los procesos metabdlicos necesarios para la
vida. Los estreses abidticos son causados por elementos naturales no producidos directamente
por los organismos. Entre ellos, y que resultan mas interesantes para este trabajo, es la
presencia de elevadas concentraciones extracelulares de cationes mono y divalentes, y el pH

ambiental, el cual es un efecto directo de la concentracidn de iones hidrégeno [1]

Los microorganismos han desarrollado sistemas homeostaticos que les permiten
mantener las concentraciones intracelulares de iones relativamente constantes en respuesta a
cambios en las condiciones externas. Estos han sido clasificados segln su capacidad para
tolerar diferentes concentraciones de iones, y entre ellos, destaca el organismo modelo
utilizado en esta tesis Aspergillus nidulans, capaz de tolerar cantidades moderadas de un
amplio rango de cationes, desde concentraciones de uno molar de sodio o potasio, hasta
concentraciones del orden milimolar de manganeso o hierro [2], asi como un amplio rango de

valores de pH ambiental, desde pH 2,5 hasta 10,5 [3].

En A. nidulans la respuesta a pH ambiental esta regulada por los factores de transcripcion
PacC, CrzA y SItA. En la levadura Saccharomyces cerevisiae Rim101p y Crzlp, PacC y CrzA
respectivamente, median la respuesta a pH alcalino, y este ultimo también estd involucrado en
la regulacién de los cationes intracelulares. Sin embargo, en A. nidulans esta funcion
reguladora se reparte entre SItA y CrzA [2]. SItA pertenece a la clase de factores de
transcripcién con dedos de zinc como dominio de unién a DNA, y cuya distribucién filogenética
es especifica de hongos filamentosos, mientras que PacC y CrzA muestran una distribucidon

filogenética mas extensa.

SItA complementa los defectos de la mutacién s/tA1, como sensibilidad a NaCl, arginina, luz
UV y al agente alquilante N-metil-N’-nitro-nitrosoguanidina [4]. SItA comparte significativa
similitud con el factor transcripcional Acel de Hypocrea jecorina (~ 58 %) pero sus funciones
son muy diferentes; mientras que Acel controla la utilizacién de celulosa [5], SItA controla la
respuesta a estrés abidtico. Estudios mas extensos desarrollados por el grupo han revelado
que la delecién del gen sltA causa sensibilidad a pH alcalino, Na*,K",Mg*", Li* y Cs*, pero no a
calcio [2] Ademas, la pérdida de este gen da lugar a una reduccién en la expresion del
homdlogo de ENA1, ATPasa de Na’ de S. cerevisiae, y también a un aumento en la expresién

del intercambiador vacuolar Ca®*/H* VcxA, homdlogo de VCX1 en la levadura.

La actividad bioldgica de muchas proteinas, entre ellas los factores de transcripcion, es

regulada por modificaciones postraduccionales, las cuales tienen una naturaleza muy variada
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pudiendo ser reversibles o irreversibles [6]. De entre todas ellas, la fosforilacién y la protedlisis

son de interés en este trabajo y pueden ser moduladas en respuesta a sefiales extracelulares.

2. Objetivos

El objetivo de estudio de esta tesis doctoral es el proceso de sefializacién del factor
transcripcional SItA del organismo modelo Aspergillus nidulans, que media la respuesta a
estrés abiodtico. Adicionalmente, se ha descubierto un nuevo elemento de la ruta Slt, la
proteina SItB, mediante un trabajo previo donde se puso de manifiesto la relacién de las rutas
Slt y endocitica de A. nidulans [7]. Esta tesis doctoral supone el comienzo del estudio de SItB y

su implicacién en la homeostasis de cationes y tolerancia de la alcalinidad.
Para cumplir estos objetivos principales se han abordado tres lineas de trabajo:

1) Estudiar los mecanismos de sefializacién, activacion y regulacién del factor transcripcional

SItA.
2) Caracterizar la proteina sefalizadora SItB, asi como su funcidn en la célula.

3) Determinar la relacién funcional entre SItA y SItB, y con otros elementos conocidos

implicados en la respuesta catidnica y el pH ambiental.

3. Resultados

El apartado de Resultados estd dividido en cinco capitulos. En el primer capitulo se
realiza un andlisis funcional del producto del gen s/tB. La delecidn de este gen mostrd que no
era esencial para el desarrollo del hongo, y reveld una interaccién genética con el gen sltA,
siendo el fenotipo de sensibilidad a ciertas sales y a la alcalinidad de las cepas portadoras de
uno o ambos alelos nulos indistinguibles entre si. Este hecho, junto con la similar distribucion
filogenética y su relacién con la ruta endocitica, llevé a proponer el modelo inicial de trabajo
donde ambas proteinas formarian parte de la misma ruta de sefalizacion. Asi, SItA se
mantendria en un estado inactivo y, tras la accion de SItB, cambiaria a un estado activo que

daria lugar a una respuesta transcripcional especifica.

En el capitulo 2 se desarrolla un andlisis bioinformatico con la secuencia de la proteina
SItB con el objetivo de identificar el tipo de proteina y la familia a la que pertenecia. Los
alineamientos realizados entre los diferentes ortélogos de Aspergillus, permitieron obtener la
prediccién de dos dominios conservados en su secuencia: la region amino terminal mostraba
un alto grado de similitud con proteinas quinasas, y la region mas carboxilo terminal aparecia

identificada como una proteasa de la familia tripsina, del tipo serina o cisteina. La base de



Resumen

datos de peptidasas MEROPS indicd que el domino proteasa pertenecia a la familia de
peptidasas S64, del tipo Serina, y que se caracterizan por contener en su secuencia la triada
catalitica His-Asp-Ser [8]. Se propusieron los residuos de histidina 1008/1033, aspartico 1036 y
serina 1142 como los candidatos para formar parte del centro catalitico del dominio proteasa

de SItB.

A continuacion se realizé un andlisis mas exhaustivo del hipotético dominio quinasa de
SItB, donde se determind que esta region no contenia los residuos cataliticos definidos como
esenciales en las familias de quinasas eucariotas [9]. Una revision del trabajo bioinformatico

realizado nos llevd a proponer a esta regidn de SItB como una pseudoquinasa.

En el capitulo tres se describe cdmo mediante diversas estrategias de genética clasica y
biologia molecular se han generado formas mutantes etiquetadas de SItA y SItB,
determinandose asi un mecanismo de regulacién postraduccional por protedlisis. El etiquetado
de SItA en su extremo C-terminal permitié visualizar tres formas de esta proteina: SItA”8P2 y
SItA32Pe que, a su vez, esta en equilibrio con una forma modificada de la misma. Respecto a
SItB, una version de la proteina doblemente etiquetada, tanto en el extremo amino como en el

carboxilo terminal, demostré la existencia de los dos dominios sugeridos mediantes los analisis

bioinformaticos.

La expresion de s/tB depende de la actividad reguladora de la transcripcién de SItA,
puesto que no se detectd la quimera SItB::GFP en los extractos proteicos correspondientes a
una cepa nula s/tA. Puesto que este hecho era incompatible con el modelo lineal de trabajo
propuesto, este se adapto a los nuevos datos obtenidos, poniendo de manifiesto interacciones
cruzadas entre ambas proteinas. Expresando de forma regulada una versién etiquetada de SItB
en una cepa nula s/tA, se demostré que SItA es el efector final de la ruta de sefializacién, y que

el procesamiento proteolitico de SItB es independiente de la accién de SItA.

Mediante la generacidn y estudio de cepas mutantes, se demostré que el dominio
pseudoquinasa de SItB es suficiente y determinante para que se produzca la protedlisis de SItA.
Asi mismo, el dominio proteasa de SItB esta involucrado en la protéolisis de la propia proteina,
requisito previo para que se lleve a cabo el corte proteolitico de SItA. Mediante la generacion
de cepas diploides, se ha propuesto que la protedlisis de SItB tiene lugar en configuracion cis,

intramolecular, puesto que no se ha podido complementar la actividad de SItB en trans.

Se ha realizado un estudio de la triada catalitica de SItB mediante un proceso de
mutagénesis dirigida in vitro sobre la secuencia gendmica de s/tB. Se reemplazaron los
aminodcidos histidina 1033 y serina 1142 por residuos de alanina en ambos casos, y se
fusionaron a la proteina fluorescente GFP. La ausencia de la serina 1142 dio lugar a la pérdida
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de funcién de la proteina, lo que se correspondia con la ausencia de protedlisis de SItB y en

consecuencia, de SItA.

32kDa

La expresion condicionada del alelo SItA con el promotor de tiamina, permite tener

una funcién parcial de la proteina. Se ha estudiado cémo afecta la ausencia de la forma

32kDa

SILA™®P? 3 |a expresion del gen sitB, y el papel de la forma SItA en la regulacion de la

3203 tenia un efecto epistatico frente la ausencia de

expresion de s/tB. Se determind que SItA
SItB, y que esta forma promovia positivamente la expresion de s/tB, por lo que se ha sugerido
que SItA debe ser el efector final de la ruta Slt, que la modificacién postraduccional que ocurre
en SItA**P? no es dependiente de SItB y que la actividad primaria de SItB parece quedar
restringida exclusivamente a nivel de la protedlisis de SItA.

En el siguiente capitulo se estudié el efecto del estrés por cationes y la alcalinizacion
en la sefializacion de las proteinas SItA y SItB. Para ello, se determind si existian cambios
postraduccionales en las proteinas SItA y SItB cuando el micelio fue cultivado en diferentes
condiciones de estrés osmoético y de pH. No se observaron diferencias en los niveles de cada
una de estas formas entre las diferentes condiciones de estrés analizadas y con respecto a la
ausencia de los mismos. Este resultado mostraba que la sefializacién de SItA y SItB, entendida
como la existencia del corte proteolitico, era independiente del estrés abidtico que hubiera en
el medio de cultivo. Estos resultados sugieren una sefializacion aparentemente constitutiva del
sistema.

Se han llevado a cabo analisis de expresién de sltA y sltB determinandose que la
expresion de s/tB depende de la actividad SItA, puesto que se detectaron unos niveles de
transcrito de s/tB muy bajos en una cepa nula s/tA. En concordancia con la cantidad y formas
de proteina detectadas en los ensayos de estrés por cationes y alcalinizacién del medio, no se
observo variacion en los niveles de expresién de ambos genes en las diferentes condiciones de
estrés estudiadas.

Ensayos de desfosforilacion in vitro con la fosfatasa del fago A, permitieron concluir
que la banda con una movilidad intermedia entre SItA78 P y SItA®? detectada en los extractos

32kDa

proteicos se correspondia con una forma fosforilada de SItA>™°, que coexiste con otra forma

no fosforilada de la misma y con la forma completa SItA”8 P2,

La parte final de esta tesis engloba los estudios adicionales de SItA y SItB. Mediante la
fusion de un epitopo fluorescente a SItB se demostrd que esta proteina presenta una
localizacién preferentemente citoplasmica, aparentemente excluida de los nucleos vy
organulos, y que esta se mantiene inalterada independientemente del dominio expresado. La

distribucion celular de SItA se estudid6 mediante un experimento de fraccionamiento
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subcelular, encontrandose mayoritariamente a esta proteina en las fracciones que contienen
el material nuclear y en la asociada a otros elementos celulares de gran tamafo, siendo muy

bajos los niveles de SItA libre en el citoplasma.

Finalmente se han llevado a cabo estudios funcionales entre SItA, CrzA y PacC, en la
respuesta a pH alcalino, en busca de una posible relacién con la proteasa de PacC, PalB, y con
la calcineurina, fosfatasa de CrzA. Los resultados obtenidos sugieren mecanismos de

regulacién independientes entre dichos factores transcripcionales.

4. Discusion

En esta tesis doctoral se ha investigado sobre los mecanismos reguladores de la
expresion génica que permiten al hongo tolerar elevadas concentraciones de cationes vy la
alcalinizacion del pH ambiental. En particular el trabajo se ha centrado en determinar como el
factor transcripcional SItA es sefializado mediante la actividad de la proteina SItB. Este
apartado se organiza en cinco puntos donde se profundiza en los resultados obtenidos desde

el punto de vista de su mecanismo y funcién biolégica.

I) Del modelo genético al modelo molecular. EIl modelo inicial de trabajo era directo y

simple. Puesto que SItA es un factor transcripcional, éste deberia ser el efector final de la ruta
Slt. Asi, SItB seria la proteina sefializadora que promoveria un cambio postraduccional en SItA
haciendo que esta proteina pase de una forma inactiva a otra transcripcionalmente activa.
Dicha forma regularia la expresién del conjunto de genes especifico de su funcion. El trabajo
molecular desarrollado a lo largo de este trabajo ha demostrado que la regulacién de este
sistema es mas compleja, existiendo interacciones cruzadas entre ambas proteinas pero donde

SItA es el regulador final de esta ruta sefializadora.

Los resultados obtenidos nos permiten proponer dos modelos de rutas reguladoras
para describir el papel de SItA y SItB en la homeostasis de cationes y pH ambiental. El primero
situaria ambas proteinas como elementos de una ruta de caracter especifico, la ruta Slt; y el
segundo los integraria dentro de otra ruta mas general o red de rutas, siendo estos los ultimos

efectores ante los estreses ambientales estudiados.

II) Naturaleza y dindmica de la sefializacién de las proteinas Slt. Determinados factores

de transcripcion son activados para que puedan mediar su accién en el ndcleo. Algunos se
modifican mediante protedlisis, dando lugar a formas alternativas donde se eliminan ciertas
partes de la proteina para ganar o perder actividad. Ejemplos de factores de transcripcion
regulados por protedlisis son PacC y Stp1/2. En este trabajo se demuestra que SItA también es

un factor transcripcional regulado mediante protedlisis limitada. SItA en su forma nativa tiene
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78kDa

un tamano estimado de 78kDa (SItA™*°) y es detectable en cualquier condicidn de cultivo. Sin

embargo no es la Unica forma en la célula y se aprecia, cuando se utilizan formas etiquetadas

en su extremo C-terminal, la aparicidon de dos formas que hemos denominado como SItA***®.

Una de dichas bandas es una versién modificada mediante fosforilacién de la forma SItA%¢P,

78KDa

La forma SItA es funcional y proponemos que la protedlisis de SItA supone la

existencia en la célula de una nueva forma funcional de SItA, dado que conserva el dominio de

78KDa

unién a DNA. La forma SItA se requiere para que el gen s/tB se exprese.

La proteina SItB también estd sujeta a un proceso proteolitico. El analisis de la
estructura primaria de SItB propone, al menos, dos dominios bien definidos. Un dominio
pseudoquinasa y un dominio proteasa. El dominio pseudoquinasa es esencial para que se lleve
a cabo la protedlisis de SItA. El dominio proteasa estd implicado en, al menos, la escision y
liberacion de ambos dominios en SItB. En este estudio no ha sido posible determinar la
localizacién en la célula donde ocurre este proceso de sefializacion. No obstante todas las
formas de SItB estudiadas mantienen una localizacion preferentemente citoplasmica. El
etiquetado de SItA para su seguimiento en la célula ha dado lugar a formas no funcionales.
Como alternativa, se procedié al andlisis de la distribucidn celular de SItA mediante el
fraccionamiento subcelular. Este analisis sita a una parte del contenido celular de SItA (ambas
formas) en el citoplasma y otra parte en el nucleo. La fraccién citoplasmica de SItA podria
deberse a la formacién de complejos proteicos de gran tamafo o a una asociaciéon con
estructuras membranosas. Esta porcidn de SItA podria ser aquella que recibiese la sefalizacién
o estuviese en proceso de ello. El hecho de que las pseudoquinasas pueden mediar en la
formacion de heterocomplejos y la necesidad de la actividad SItB™ para la protedlisis de SItA,
sugiere que SItA seria reclutado por SItB™* (dominio pseudoquinasa) a un
compartimento/estructura donde debe residir la actividad proteasa que actla sobre el factor

transcripcional.

[I) La actividad proteasa de SItB. El papel propuesto inicialmente para la proteina

SItB se ha visto modificado continuamente a lo largo del desarrollo de esta tesis.
Primeramente el modelo genético visualizaba la actividad de SItB como iniciadora de la
activacion de SItA. La necesidad de la actividad de SItB en la sefializacién de SItA definié una
relacidon directa entre la actividad propuesta para su dominio proteasa y la protedlisis del
factor transcripcional. Sin embargo, la genética cldsica nos proporcioné un nuevo modelo

molecular al caracterizar la proteina mutante del alelo s/tB56.

La proteina codificada por el alelo s/tB56 esta truncada en el aminoacido 477,
conteniendo gran parte del dominio pseudoquinasa. El fenotipo de dicha mutacidon es una
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pérdida parcial de funcién, lo que explicamos posteriormente al determinar la existencia de
protedlisis en SItA. Este resultado descartaba a SItB como proteasa de SItA. Nuevamente la
genética clasica proporcioné un mutante de pérdida de funcidn, s/tB53. La proteina mutante
StIB53 se visualiza en su forma nativa y en dicho fondo genético, SItA tampoco es proteolizado

a su forma de SItA3*P?

. Por tanto, SItB se debe auto-proteolizar y dicho proceso rinde la
separacion de ambos dominios funcionales en SItB. El dominio pseudoquinasa es el necesario

para transmitir la sefializacidn de SItA.

Aungque existen ejemplos descritos de proteinas pseudoquinasas, como la titina o VNK,
gue mantienen una actividad catalitica remanente [10], no se le ha podido atribuir una

322 puesto que esta sigue fosforilada en un fondo

implicacion en la fosforilacion de SItA
genético mutante A4s/tB. Como ya se ha mencionado, un posible papel para el domino
pseudoquinasa de SItB podria ser el de reclutar a los elementos necesarios para que se
produzca la protedlisis de SItA, ya que se han descrito proteinas pseudoquinasa con esta

funcién de “scaffold”.

El analisis de la secuencia del dominio proteasa sugiere una cierta similitud entre SItB y
la proteina de S. cerevisiae Ssy5p. Esta proteina se ha clasificado como un posible miembro de
la familia de serin proteasas tipo tripsina, sefialando a los residuos H465, D545 y S640 como los
elementos de la triada catalitica [11]. Los alineamientos realizados entre Ssy5 y SItB
identificaban la posible triada catalitica en SItB, compuesta por los residuos H1008/1033,
D1036 y S1142. Mediante genética en reverso hemos podido demostrar que la sustitucion de
los residuos H1033 y Ser 1142 por alanina causa la pérdida parcial o total de funcién de SItB,
respectivamente. Ambos fenotipos son debidos a la reduccién, en el primer caso, o a la
ausencia de protedlisis de SItB y como consecuencia la alteracion de la protedlisis de SItA. Asi,
definimos al residuo Ser 1142 de SItB como un elemento funcional y esencial de la posible
triada catalitica del dominio proteasa de SItB y por ello clasificamos a SItB dentro del grupo

serina-proteasa.

IV) Regulaciéon de la actividad de SItA. Regiones funcionales. Existen interacciones

regulatorias de la expresidon y sefalizacion de las proteinas Slt, que indican que la forma
SItA”®P? debe ser funcional para promover la transcripcidén del gen s/tB. En este sentido, se ha

802 huede mediar la expresién de las diferentes

podido comprobar cdmo la forma de SItA
formas no funcionales de SItB generadas en este estudio. De acuerdo con ello, el analisis del
promotor de s/tB muestra la presencia de secuencias candidatas a ser dianas del factor SItA.
También se ha demostrado que la expresién condicionada de la forma que mimetiza a SItA3*
(thiA::sItAMe"®) permite la expresion de s/tB en unos niveles similares a los observados en un
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fondo silvestre. Estos resultados muestran un papel positivo en la regulacidn de la expresién

de s/tB por SItA, al que activa la propia proteina SItB.

El andlisis de las formas mutantes obtenidas mediante genética clasica y las generadas
en este estudio nos permiten definir dos regiones funcionales en SltA. La similitud entre el
fenotipo mostrado por el mutante s/tAl y el mutante As/tA pusieron de manifiesto la
importancia de los ultimos 116 aminodcidos de la secuencia proteica de SItA. Sin embargo, el
grado de conservacion de esta regidon es muy divergente entre los homdlogos de SItA en las
diferentes especies del género Aspergillus identificados hasta la fecha. Esta regién C-terminal
de SItA podria haber sido adquirida como ventaja evolutiva frente a los diferentes ortélogos
descritos, adquiriendo una funcién reguladora en cis adicional. En este sentido, la modificacion

3202y en las formas truncadas generadas

por fosforilacion determinada en la forma de SItA
SItAAE3 y SItAMEM0 seialan a esta regidn C-terminal como candidata a contener los residuos o

elementos implicados en su fosforilacion, apoyando asi esta hipdtesis.

La regién amino terminal de SItA (SItA*®*?) podria tener un papel regulador sobre su
actividad, como se describe para muchos de los factores de transcripcidn eucariotas (e.g. Stpl

o Nrfl, Nuclear factor-erythroid 2 -related factor 1).

V) Busqueda de nuevos componentes de la ruta Slt. Una de las dificultades

encontradas en el conocimiento de este sistema regulador ha sido la falta de elementos
adicionales a SItA y SItB. Se ha demostrado que al menos deben participar dos proteinas mas
en este proceso sefializador, una proteasa y una quinasa, ambas mediando su accién sobre
SItA. Estas dos proteinas podrian ser o no especificas de la ruta Slt. Se ha realizado una
busqueda in silico de genes candidatos que pudieran codificar para estos dos elementos de la
ruta Slt. Asi se identificé en la base de datos de proteinas de A. nidulans la secuencia de la
proteina denominada PskA, una pseudoquinasa con alto grado de similitud al dominio
pseudoquinasa de SItB y también especifica de hongos filamentosos. Sin embargo, tras generar
una cepa portadora del alelo nulo de este gen no pudimos demostrar su relacién con la ruta

Slt.

La identificacién de la quinasa y la proteasa de SItA podria hacerse mediante la
busqueda de mutantes supresores del fenotipo letal causado por la delecidn de genes vps [7].
Hasta el momento no se han encontrado mutaciones en otros loci diferentes a los
correspondientes a s/tA o sltB, por lo que es necesario poner a punto un proceso de obtencién

y seleccidn de mutantes s/t” que nos permita encontrar nuevos elementos del sistema.

Dado que sélo se conocen dos efectores de la respuesta a estrés salino y pH alcalino en

A. nidulans, SItA y SItB, no podemos descartar que estos fueran moduladores en trans de una
10
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ruta o rutas de respuesta a estrés general. Dado que SItA esta involucrado en diferentes
procesos celulares (homeostasis de cationes, pH ambiental, conidiacion y metabolismo
secundario), la propuesta en la conexién entre diferentes cascadas de sefalizacidon podria
darse por las modificaciones postraduccionales que regulasen la actividad global de SItA. Esta
idea se describe para otros factores transcripcionales de metazoos, como es el caso del factor
de transcripcion FOXO de la familia Forkhead [12]. Este FT puede modular la especificidad del
proceso celular en el que interviene en respuesta a diferentes sefales mediante sus
modificaciones postraduccionales. Un papel similar podrian tener las modificaciones por
protedlisis y fosforilacion determinadas para SItA. En este sentido, se deberia estudiar el
estado de modificacion postraduccional en el que se encuentra SItA en otras condiciones de

estudio para las que se ha determinado su funcion.

5. Conclusiones

1) SItA y SItB son elementos de una misma ruta de sefializacion por estrés catidnico y pH
ambiental, donde SItA es el efector final de la ruta y SItB es la proteina sefializadora.

2) SItA y SItB presentan una distribucion filogenética restringida al subfilo Pezizomicotina.

3) SItA estd sometida al menos a dos modificaciones postraduccionales. Un proceso de

protedlisis que determina la existencia de dos formas fisioldgicas de SItA, SItA78? y

SItA®? vy un proceso de fosforilacion de la forma SItA3?

gue determina la existencia
de la tercera forma caracterizada de SItA.

4) SItB es una proteina con dos dominios hipotéticamente funcionales identificados en su
secuencia, un domino pseudoquinasa en la regidon N-terminal y un domino con actividad
proteasa en el extremo C-terminal.

5) SItB también es modificada postraduccionalmente por protedlisis, liberando los dos
dominios hallados en su secuencia.

6) El domino proteasa se requiere para la propia protedlisis de SItB, sugiriendo un
mecanismo de regulacién por auto-protedlisis. El residuo Serina 1142 es un buen
candidato a formar parte del centro catalitico de este dominio. El dominio
pseudoquinasa media la protedlisis de SItA.

7) La expresidn de SItB es dependiente de la actividad de SItA.

8) La sefializacion de SItA y SItB podria ser constitutiva, independiente del estimulo

ambiental.
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9) SItB presenta una distribucion celular citoplasmatica, y la expresidon de sus dominios de
forma independiente no altera dicha localizacién celular.

10) SItA, PacCy CrzA median rutas de sefializacién por pH ambiental diferentes.
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1. Introduction

The ability of cells to sense and respond properly to environmental changes is essential
for most metabolic processes of which life depends. Abiotic stresses although caused by
natural elements these are not directly produced by organisms. Among them, and more
interesting for this work, are high extracellular concentrations of mono and divalent cations,

and environmental pH, which is a direct effect of the monovalent cation hydrogen [1].

Microorganisms have developed homeostatic systems which allow them to maintain
intracellular ion concentration relatively constant in response to changes in external
conditions. These organisms are classified according to their ability to tolerate different
concentrations of ions, and among them, the model organism Aspergillus nidulans used in this
thesis, can tolerate moderate amounts of a wide range of cations, from one molar
concentrations of sodium or potassium up to millimolar concentrations of manganese or iron

[2], as well as a wide range of environmental pH values, ranging from 2.5 to 10.5 values [3].

In A. nidulans tolerance to an alkaline pH requires the activities of three principal
transcription factors: PacC, CrzA and SItA. In Saccharomyces cerevisiae Rim101p and Crzlp
(PacC and CrzA, respectively), mediate the response to alkaline pH, and the latter is also
involved in the regulation of cation homeostasis. However, in A. nidulans this regulatory
function is shared between SItA and CrzA [2]. SItA belongs to zinc-finger transcription factors
family. Whereas SItA phylogenetic distribution is specific to filamentous fungi, CrzA and PacC

are widely distributed among fungal kingdom.

Defects in SItA function, such as in the s/tA1 mutant, cause sensitivity to NaCl, arginine,
UV light and the alkylating agent N-methyl-N'-nitro-nitrosoguanidine [4]. SItA shares significant
similarity to Acel transcription factor from Hypocrea jecorina (~ 58%) but their functions are
very different; while Acel controls cellulose utilization [5], SItA mediates the response to
abiotic stress. More extensive studies carried out by the research group have shown that s/tA
deletant shows sensitivity to alkaline pH, Na*, K*, Mg®", Li* and Cs’, but not to calcium [2].
Moreover, the deletant displayed reduced expression of a homologue ENA1, Na*-ATPase of S.
cerevisiae, and also up-regulation of vacuolar Ca®**/H" exchanger VcxA, VCX1 homologue in

yeast.

The biological activity of many proteins, including transcription factors, is regulated by
post-translational modifications, which are very varied and can be reversible or irreversible [6].
These include phosphorylation and proteolysis, which are interesting for this work and can be

modulated in response to extracellular signals.
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2. Objectives

The main focus of this thesis is the study of the signaling process of SItA in the model
organism Aspergillus nidulans, which mediates the response to abiotic stress. Additionally, we
have discovered a new element of the Slt stress response pathway, SItB, through a previous
work that showed a relationship between Slt and endocytic pathways in A. nidulans [7]. This
doctoral thesis is the starting point for the study of SItB protein and its function in the
regulatory pathway after cation homeostasis and alkalinity tolerance. Three lines of research

were proposed to pursue this main objective:

1) Study the signaling, activation and regulation mechanisms of the
transcriptional factor SItA.

2) Characterize the signaling process of SItB and its cell function.

3) Determine the functional relationship between SItA and SItB, and other

known elements involved in the response to cation and environmental pH.
3. Results

The Results section is divided into five chapters. In the first chapter approaches a
functional analysis of the SItB gene product. Deletion of s/tB was not essential to the fungal
development, but revealed a genetic interaction with s/tA gene, because the sensitive
phenotype to a number of salts and alkaline pH caused by deletion each gene was
indistinguishable. This finding together with the similar phylogenetic distribution and its
relationship with the endocytic pathway, led us to propose a initial working model where both
proteins form part of the same signaling pathway. In this model, SItA would be arrested in an
inactive state but changing to an active state after the action of SItB, and then promoting a

specific transcriptional response.

In the second chapter a bioinformatic analysis of SItB protein sequence was conducted
to identify the type and family to which SItB belongs. Multiple alignments performed among
different Aspergillus orthologs, showed a prediction of two conserved functional domains in its
sequence. The amino-terminal region displayed high similarity to non-functional protein
kinases, and the carboxyl terminal region was identified as a trypsin-like family of
serine/cysteine protease. Analysis of this domain using the MEROPS peptidase database
classified SItB into the peptidase family S64 having a catalytic serine-type. The predicted active
site residues for members of this family are His-Asp-Ser [8]. Histidine 1008/1033, Aspartic 1036
and Serine 1142 residues were proposed as candidates to take part in the catalytic centre of
SItB protease domain. Next detailed bioinformatic analyses of the putative protein kinase
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domain in SItB were carried out and determined that this region does not contain those
essential catalytic residues defined in eukaryotic kinase families [9]. We propose this region as

a pseudokinase protein.

Chapter three describes classical genetics and molecular biology strategies to analyse
this regulatory pathway. Mutant forms of SItA and SItB were constructed and experiments
determined the existence of posttranslational regulatory mechanism for both proteins
involving a proteolytic step. C-terminal labelling of SItA allowed the identification of three
forms for this protein: SItA”"® and SItA3*®® that, in turn, is in equilibrium with a modified
form. A double-labelled SItB protein, both at the amino and carboxyl terminal regions,
demonstrated the existence of two separate fractions which might contain those domains

identified by bioinformatic analyses.

Expression of s/tB gene depends on the SItA transcriptional regulatory activity, since a
SItB::GFP chimera was not detected in protein extracts of a null s/tA strain. This fact was
inconsistent with the proposed linear working model. A new model was presented to integrate
this data showing cross-interactions between both proteins. Expression of SItB in a SItA-
independent manner in a sltA null background demonstrated that SItA is the final effector of

this regulatory pathway, and that proteolytic activation of SItB is independent of SItA activity.

Through the generation and study of mutant strains, it was shown that SItB
pseudokinase domain is enough for the process of SItA proteolysis. We identified mutations in
the SItB protease domain blocking its proteolysis, suggesting a mechanism of self-catalysis.
This proteolytic step in SItB is a prerequisite for the proteolytic cleavage of SItA. Generating
diploid strains it has been proposed SItB proteolysis could occur in cis configuration,

intramolecular, since failed to complement SItB activity in trans.

We studied the catalytic triad of SItB through an in vitro mutagenesis process on the
genomic sequence of s/tB. Both histidine 1033 and serine 1142 amino acids were replaced by
alanine residues, and these mutant versions of SItB were fused to the fluorescent protein GFP.
The absence of serine 1142 resulted in the loss of the protein function, which corresponded

with the absence of proteolysis of SItB and, consequently, of SItA.

32kDa

Conditional expression of the allele SItA with the thiamine promoter, gave rise a

78kDa

partial function of the protein. It has been studied the effect of the absence of SItA on sitB

32kDa

gene expression and the role of SItA in regulating s/tB expression. It was determined that

SItA3P? s epistatic to the absence of s/tB gene and, as a final effector, also promotes s/tB

expression. The posttranslational modification which occurs in SItA3Pe

is not SItB-dependent
and the main activity of SItB is likely to be exclusively restricted to the SItA proteolysis.
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In chapter four, the effects of stresses caused by cations and alkalinization in SItA and
SItB proteins were studied. For this purpose, the presence of posttranslational changes in both
SItA and SItB proteins was determined in mycelia cultured under different pH and osmotic
stress conditions. No differences in the levels of each form were observed under those stress
conditions analyzed. This result showed that signalling of SItA and SItB, as proteolytic cleavage,
is independent of the abiotic stress present in the culture medium. These results suggest that

Slt proteins are under a constitutive signalling system.

A SItA and SItB expression analysis showed that s/tB expression depends on the SItA
activity. A notable reduction of SItB transcript levels were detected in RNA extracted from a
null sltA strain. According to the amount and forms of protein detected in the mycelium
cultured under different pH and osmotic stress conditions experiments, no variation in both

genes expression levels in the different stress conditions tested was observed.

In vitro dephosphorylation tests with Lambda protein phosphatase allowed to
conclude that the intermediate band with a mobility between SItA’*°? and SItA**™ detected in

32kDa

the protein extracts corresponded with a phosphorylated form of SItA™"™, which coexists with

another non-phosphorylated SItA**® form together with the native form SItA72<%,

The final part of this thesis is dedicated to the additional studies of SItA and SItB. Using
a fluorescent-tagged version of SItB we showed a predominantly cytoplasmic localization for
this protein. SItB is apparently excluded from the nuclei and organelles, and its distribution
remains unaffected independently of which domain is expressed. In contrast, SItA cell
distribution was studied by means of a subcellular fractionation experiment. Most notably,
cytoplasmic levels of SItA are very low. SItA is mainly in the nuclear fraction but also associated

with other large cellular elements.

Finally, we have carried out genetic and functional studies between SItA, CrzA and
PacC transcription factors. Mainly looking at the response to alkaline pH, primarily searching
for a possible connection to PalB, the protease of PacC, and to the calcineurin signalling, the
phosphatase of CrzA. The overall results suggested independent regulatory mechanisms

between these transcription factors.
4. Discussion

In this thesis has been studied the regulatory mechanisms of gene expression that
allow the fungus tolerate high concentrations of cations and ambient pH alkalinization. In

particular, the work has focused on determining how the transcriptional factor SItA is
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signalised through the activity of the SItB protein. This section is organized into five points

which delves into the results from the point of view of its mechanism and biological function.

I) From the genetic model to the molecular model. The initial working model was

direct and simple. Since SItA is a transcriptional factor, this might be a final effector of Slt
pathway. Thus, SItB would predictably be a signaling element that promotes a post-
translational change in SItA transforming it into an active transcriptional form. This form would
regulate the expression of the specific set of genes. The molecular work developed during this
work has shown that the regulation of this system is more complex, there is a cross-link

involving interactions of both proteins but SItA is the final regulatory element.

These results allow us to propose two models of regulatory pathways to describe the
role of SItA and SItB in cation homeostasis and environmental pH. The first would place both
proteins as elements of a specific pathway, the Slt pathway; and the second would integrate
into a more general pathway or network, which are the last effectors to the environmental

stresses studied.

II) Nature and dynamics of signaling Slt proteins. Various transcription factors are

activated to mediate its action in the nucleus. Some are modified by proteolysis, leading to
alternative forms where parts of the protein are eliminated to gain or lose a functional activity.
Examples of transcription factors regulated by proteolysis are PacC and Stp1/2. This work
shows that SItA is also a transcriptional factor regulated by limited proteolysis. The estimated

78kDa

size of SItA native form is 78kDa (SItA™°) and it is detectable in any culture condition.

32KDa

However, it is not the only form in the cell. Two forms, named as SItA , were identified after

tagging this protein at the C-terminal end. One such forms is a phosphorylated SItA3*,

The native form SItA”8?

is functional. We propose that proteolysis of SItA renders a
new functional SItA form in the cell, since it retains the DNA binding domain. The SItA”®®? form

is required for s/tB gene expression.

SItB protein is also subject to proteolytic cleavage. The analysis of the primary
structure of SItB proposes at least two distinct domains, a pseudokinase domain and a
protease domain. The pseudokinase domain is essential to accomplish the proteolysis of SItA.
The protease domain is involved in at least the cleavage and release of the two domains in
SItB. In this study has not been possible to determine the part of the cell where the signalling
process occurs. However, all forms of SItB studied preferably maintain a cytoplasmic
localisation. Labelling of SItA for determining its cell distribution resulted in non functional
forms. Alternatively, an analysis was made of the cellular distribution of SItA by subcellular
fractionation. This analysis places a portion of the cellular content of SItA (both forms) in the
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cytoplasm and partly in the nucleus. The SItA cytoplasmic fraction may be due to the formation
of large protein complexes or association with membrane structures. This portion could
receive the signalling or were in the process of it. The fact that pseudokinases may mediate

formation of heterocomplexes and the need of SItB™

activity for proteolysis of SItA, suggests
SItA would be recruited by SItB™ in a compartment/structure in which must contain the

protease activity acting on the transcription factor.

[lI) SItB protease activity. The initial role proposed for SItB protein has been

continuously modified throughout the progress of this thesis. Firstly, the genetic model
visualized SItB activity as a trigger of the activation of SItA. The need of SItB activity for
signaling SItA defined a direct relationship between the proposed activity for its protease
domain and the proteolysis of the transcriptional factor. However, classical genetics provided a
new molecular model to characterize the mutant protein of allele s/tB56. The protein encoded
by the s/tB56 allele is truncated at amino acid 477, containing largely of the pseudokinase
domain. The phenotype of this mutation is a partial loss of function, which we explain later

determining existence of proteolysis of SItA. This result discarded SItB as the protease of SItA.

Classical genetics again provided a loss of function mutant, s/tB53. The mutant protein
StIB53 is visualized in its native form, and in this genetic background, SItA is not proteolysed to
SItA3®2 Therefore, SItB must be self-proteolysed and this process should render the
separation of the two functional domains in SItB. The pseudokinase domain is needed to
transmit SItA signalling. Although there are examples described in pseudokinases proteins such
as Titin or VNK, which maintain a remainder catalytic activity [10], it could not been attributed

to SItB™ an involvement in the phosphorylation of SItA32>

, since this is phosphorylated in a
sltB null genetic background. As already mentioned, a possible role for SItB pseudokinase
domain could be to recruit the necessary elements for SItA proteolysis, as it has been

described a scaffold function for pseudokinase proteins.

Sequence analysis of the protease domain suggests a certain similarity between SItB
and Ssy5p protein from S. cerevisiae. This protein has been classified as a possible member of
the family of trypsin-like serine proteases, pointing to the H465, D545 and S640 residues as
elements of the catalytic triad [11]. Alignments made between SItB and Ssy5 sequences
identified the possible catalytic triad in SItB composed of H1008/1033, D1036 and S1142
residues. Using reverse genetics we have demonstrated that substitution of H1033 and Ser
1142 to alanine residues causes partial or total loss of function of SItB, respectively. Both
phenotypes are due to the reduction, in the first case, or the absence of proteolysis of SItB and

consequently altering the proteolysis of SItA. Thus, we define Ser 1142 of SItB sequence as a
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functional and essential residue of the putative catalytic triad of SItB protease domain and

therefore, we classify SItB within the serine protease group.

IV) Regulation of the SItA activity. Functional regions. There are regulatory interactions

78D ust be

of the expression and signaling of Slt proteins, indicating that the form SItA
functional to promote the transcription of s/tB gene. In this regard, it has been shown how the
form SItA”®®® mediates the expression of seveeral non-functional forms of SItB. Accordingly,
analysis SItB promoter shows putative target sequences for SItA factor. It has also been shown
that the conditional expression of the form that mimics SItA®*®® (thiA::sItAV*" ) allows

equivalent levels of SItB than in a wild type background. These results show a positive role for

SItA regulating the expression of s/tB, which is activated by the SItB protein itself.

Analysis of mutant forms obtained by classical genetics, and those generated in this
study, allow us to define two functional regions in SItA protein. The similar phenotype
displayed by 4s/tA and s/tA1 mutants highlighted the importance of the last 116 amino acids of
the protein sequence of SItA. However, the degree of conservation of this region is very
divergent between SItA homologs in different species of the genus Aspergillus identified to
date. This C- terminal region of SItA might have been acquired as an evolutionary advantage
over the different orthologs described, acquiring additional regulatory function in cis. In this
regard, modification determined for SItA**® by phosphorylation and truncated forms
generated, SItAV"® and SItA*®**! indicate C- terminal region as a candidate to contain the

elements involved in the phosphorylation, thus supporting this hypothesis

The amino terminal region of SItA (SItA***"®) could have a regulatory role on its activity,
as described for many eukaryotic transcription factors (eg Stpl or NRF1, Nuclear factor-

erythroid 2-related factor 1).

V) Finding new components of the SIt pathway. One of the difficulties in understanding

this regulatory system has been the lack of additional elements to SItA and SItB. It has been
demonstrated that at least two proteins are involved in this signalling process, a protease and
a kinase, both of them mediating its action on SItA. These two proteins could be or not specific
of Slt pathway. Has been performed in silico searches for candidate genes that could encode
these two elements of the Slt pathway. Thus, we identified in the A. nidulans protein database
the protein sequence called PskA, a pseudokinase with high similarity to the SItB pseudokinase
domain, and specific to filamentous fungi too. However, after generating a strain carrying the

null allele of this gene, we could not prove their relationship to Slt pathway.

The identification of the kinase and protease of SItA could be done by searching for
supressor mutants of the lethal phenotype caused by the deletion of vps genes [7]. So far, no
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mutations have been found in different loci from those corresponding to SItA or SItB, so it is
necessary to develop a process for obtaining and selecting s/t” mutants that allows us to find

new elements of the system.

Since only two effectors of the response to salt stress and alkaline pH in A. nidulans are
known, SItA and SItB, we cannot discard that these were trans modulators of a general stress
response pathway. As SItA is involved in different cellular processes (cation homeostasis,
environmental pH, conidiation and secondary metabolism), the proposal on the connection
between different signaling cascades could occur by posttranslational modifications that would
regulate the overall SItA activity. This idea is described for other transcription factors
metazoans, such as FOX01, belongs to the Forkhead family of transcription factors [12]. This
TF can modulate the specificity of cellular process that is involved in response to different
signals by their posttranslational modifications. A similar role could have the modifications by
proteolysis and phosphorylation determined for SItA. In this regard, it should be studied the
state of post-translational modification of SItA in other study conditions for which function has

been determined.
5. Conclusions

1) SItA and SItB are elements of the same signaling pathway by cation stress and
environmental pH, where SItA is the final effector of the pathway and SItB is the
signalling protein.

2) SItA and SItB have a restricted phylogenetic distribution to subphylum Pezizomycotina.

3) SItA is subjected to at least two post-translational modifications. A proteolysis process
which determines the existence of two physiological forms of SItA, SItA”? and SItA3*"?
and a phosphorylation process of SItA®P? form that determines the existence of the
third SItA form characterized.

4) SItB is a protein with two putative functional domains identified in the sequence, a
pseudokinase domain in the N-terminal region and a domain with protease activity at
the C-terminus.

5) Also SItB is post-translationally modified by proteolysis, releasing the two domains
found in its sequence.

6) The protease domain is required for proteolysis SItB itself, suggesting a mechanism of
self-regulation by proteolysis. The Serine 1142 residue is a good candidate to be part of
the catalytic center of this domain. The pseudokinase domain mediates the proteolysis

of SItA.
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7) SItB expression is dependent on the activity of SItA.

8) Signaling of SItA and SItB could be constitutive, independent of environmental stimulus.

9) SItB has a cytoplasmic cellular distribution, and the independent expression of its
domains does not alter cellular localization.

10) SItA, CrzA and PacC mediate different pH-responsive signaling pathways.
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1. Aspergillus nidulans

Aspergillus nidulans (Emericella nidulans) es un hongo filamentoso ascomiceto, del

subfilo Pezizomicotina, perteneciente a la familia Trichocomaceae/ Aspergillaceae [6;8;9].

El genoma de Aspergillus nidulans se publicé en 2005, contiene 30 millones de pares
de bases y un niumero estimado de 10700 genes organizados en ocho cromosomas [10]. En las
bases de datos del Instituto Broad (http://www.broad.mit.edu/) o del National Institute of
Allergy and Infectious Diseases (http://www.aspergillusgenome.org/) quedan recogidos gran
parte de los datos disponibles sobre la organizacién y la expresion de los genes y elementos

reguladores que componen el genoma de este organismo.

Desde el punto de vista morfoldgico, las células vegetativas de Aspergillus nidulans,
denominadas hifas, son tubulares y crecen de forma hiperpolarizada por extensién apical y
ramificacion lateral [11]. Estas hifas se entrecruzan, pudiendo llegar ocasionalmente a
fusionarse (anastomosis), formando una red entramada denominada micelio la cual se
expande simétricamente y radialmente por lo que este organismo forma colonias circulares y

regulares cuando crece sobre medio sdlido.

En cuanto a su organizacion celular, Aspergillus es un organismo cenocitico, sus células
son sincitios multinucleados, generalmente haploides, y estdn divididas por septos perforados
que permiten el intercambio selectivo de nutrientes y efectores entre los compartimentos
celulares. Generalmente en una colonia determinada todos los nucleos de cada hifa contienen
el mismo material genético y por ello, a estas cepas se las denomina homocariontes. En los

heterocariontes conviven en un mismo citoplasma nucleos con dotacion genética diferente.

Pueden distinguirse cuatro fases en el ciclo de vida de Aspergillus nidulans [12;13]: fase
de crecimiento vegetativo, reproduccién asexual, reproduccién sexual y ciclo parasexual (Fig.
11). El ciclo vegetativo del hongo comienza con la germinacién de una conidiospora o espora de
reproduccion asexual, con el establecimiento de la polaridad de dicha célula [14]. A un punto
determinado de la membrana plasmatica del conidio se recluta una maquinaria molecular
especifica que deposita de forma continuada componentes de la membrana plasmatica y
pared celular en dicho punto. Esta incesante deposicién de material da lugar a que la espora
emita el denominado tubo germinativo (estadio de germinula) y continlde el crecimiento en

dicha direccién (polarizado).

Las conidiosporas se producen en estructuras aéreas especializadas y complejas
denominadas conidiéforos [15]. La conidiospora es uninucleada y todas las esporas que

provienen de una colonia homocariética comparten la misma informacidn genética [16].
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Dependiendo del tipo de micelio en el cual se generen las esporas, estas pueden
ser haploides (n) o diploides (2n). Las colonias generadas a partir de conidias haploides
manifiestan el fenotipo causado por las mutaciones recesivas viables. Las conidias diploides
nos permiten mantener mutaciones de pérdida de funcién en genes esenciales o identificar

mutaciones dominantes o relaciones de epistasia entre diferentes loci.

A. nidulans es un hongo homotalico, es decir, posee los dos genes necesarios para su
apareamiento (HMG vy alpha). Esta dotacién génica permite el desarrollo de estructuras
reproductoras sexuales en las que pueden participar dos cepas diferentes o incluso dos células
de la misma colonia. Durante el ciclo sexual se forman diferentes células especializadas, como
las células de Hille, pero quizds la fase mdas importante comienza cuando dos hifas
homocaridticas se fusionan mediante anastomosis y se genera una célula heterocaridtica. Los
distintos nucleos se fusionan (cariogamia) y se genera un nucleo diploide transitorio. Este
diploide o zigoto posteriormente se divide por meiosis dando lugar a cuatro productos
meidticos que, a su vez, se dividen mitdticamente resultando en ocho ascosporas dentro de
una misma asca. Antes de que las ascosporas maduren totalmente sucede una nueva division
nuclear pero no celular. Debido a este proceso cada asca madura contiene ocho ascosporas
binucleadas y haploides. El cuerpo fructifero donde se encuentra el conjunto de ascas
recubiertas por una pared es una estructura esférica denominada cleistotecio. Cuando el
cleistotecio se rompe, las ascosporas se liberan y, si las condiciones ambientales son

favorables, germinan comenzando asi un nuevo ciclo de vida vegetativo [6].

El ciclo parasexual se caracteriza por la fusidn de hifas vegetativas y el intercambio de
material celular por anastomosis, dando lugar a individuos heterocaridticos que poseen
nucleos haploides de distinta dotacion genética. Adicionalmente se puede producir la fusion
de los nucleos haploides para dar lugar a estirpes diploides. La dotacién cromosdmica n se
reestablece por haploidizacién [6]. Asi como los diploides permiten la obtencidon de alelos
nulos de genes viables, la técnica del "heterokaryon rescue" ha permitido el estudio de los
mismos dado que en muchos casos existe complementacién por heterocariosis de la pérdida

de funcién de genes esenciales [17;18].
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Fig. 11. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans. Tomado y modificado de [2]. Las distintas fases de cada ciclo se
representan con flechas de diferente color. El ciclo sexual esta sefialado con flechas moradas, y se detallan los pasos mas
importantes que terminan en la produccion de las ascosporas, binucleadas y con dotacion genética n. El ciclo asexual esta
representado con flechas naranjas. Comienza con la germinacién de la espora, conidiospora (uninucleada) o ascospora
(binucleada), y haploide. Las conidiosporas se forman en hifas aéreas especializadas, en una estructura multicelular
compleja denominada conidi6foro. Finalmente, este organismo puede atravesar un ciclo de vida parasexual (flechas verdes)
donde, tras la anastomosis de dos hifas, dos ntcleos se fusionan y se forma una estirpe diploide. La dotacion cromosémica
n se reestablece por haploidizacion, suceso poco frecuente que puede inducirse mediante agentes despolimerizantes de
microtdbulos. En los ndcleos 2n puede existir recombinacion mitdtica, pero el maximo exponente de variacion genética
ocurre tras el proceso de haploidizacion con un nuevo reparto de cromosomas en los nicleos n de las nuevas células
haploides que coexistirdn hasta que transcurra un paso por el ciclo de reproduccion asexual [6].
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2. Homeostasis de cationes

La homeostasis de cationes es un proceso altamente regulado que permite mantener
las concentraciones intracelulares de iones estables y relativamente constantes en respuesta a
cambios en las condiciones externas. Esta composicion intracelular de cationes consiste en
concentraciones relativamente altas de potasio (10° M) y de magnesio (10° M),
concentraciones moderadas de sodio (102 M) y concentraciones muy bajas de protones (10
M) y calcio (107 M), en relacién a la concentracidn extracelular [19]. La tolerancia al estrés
salino se consigue mediante complejas rutas homeostaticas que involucran el trafico de los

iones a través de las membranas y barreras biolégicas [20].

Aspergillus nidulans es un organismo con una gran versatilidad metabdlica y fisioldgica
qgue le permite sobrevivir en una gran variedad de ambientes. Esto es posible gracias a la
efectividad de los mecanismos de regulacién de la homeostasis, que operan tanto a nivel
postraduccional (receptores de sefiales y transportadores de membrana que mantienen un
gradiente de concentracion de iones a través de las membranas) como a nivel transcripcional
(factores de transcripcién implicados en la expresién de genes que regulan respuestas a corto
y largo plazo). En el trabajo desarrollado por Harris et al [21] se describe una relacién de todas
las proteinas conocidas hasta ese momento posiblemente involucradas en la homeostasis de
iones en A. nidulans. Un ejemplo de la capacidad de adaptacion de este organismo es el amplio
rango de valores de pH ambiental que puede tolerar, desde pH 2,5 hasta 10,5 [22]. La eficiente
homeostasis intracelular y la existencia de un sistema regulador de la expresiéon génica
aseguran que los genes cuyos productos de transcripcidon han de desarrollar sus funciones en
el medio extracelular se transcriban sélo al pH éptimo de actuacion de las proteinas que
codifican. Asi por ejemplo, las fostatasas acidas o alcalinas extracelulares sdélo se sintetizan

cuando el pH extracelular es acido o alcalino, respectivamente.

El regulador clave de la expresidn génica en respuesta a la alcalinizacién del medio en
A. nidulans es el factor de transcripcién PacC. Sin embargo, este no es el Unico gen regulador
que media una respuesta a pH ambiental alcalino. Se han identificado otros genes reguladores
implicados en esta respuesta génica: crzA (CRZ1 en S. cerevisiae) y sltA, cuya distribucion
filogenética esta restringida al subfilo Pezizomicotina [1]. Los factores de transcripcion CrzA 'y
SItA son responsables ademas de la tolerancia al estrés salino en este organismo.
Adicionalmente se ha descrito otro factor de transcripcion en A. nidulans, msnA (Msn2 en S.
cerevisiae) involucrado en la respuesta a altas concentraciones de sal y cuyo mecanismo de

accidon permanece sin caracterizar [23]. En A. parasiticus y A. flavus se ha descrito que la
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pérdida de este factor transcripcional incrementa la produccién de conidias, aflatoxinas y acido

kdjico [24].

2.1. Regulacion génica por estrés ambiental mediada por PacC

El factor transcripcional PacC y los productos de los seis genes pal (palA, palB, palC,
paF, palH y pall) componen la ruta de sefializacién por pH ambiental descrita por primera vez
en A. nidulans [25;26]. Ademas, en la transduccion de la sefial de pH participan proteinas de
los complejos ESCRT (“endosomal sorting complex required for transport”) pertenecientes a la

ruta endocitica [27].

La sefializacién de PacC se desencadena por la sefial de pH alcalino, transducida por la
ruta pal y que da lugar al cambio conformacional de PacC, pasando de su forma inactiva a su
forma activa. PacC activo es un represor de “genes acidos” (aquellos que se expresan
preferentemente a pH acido) como la fosfatasa acida, pacA, y la permeasa de GABA, gabA, y
un activador de “genes alcalinos” (aquellos que se expresan preferentemente a pH basico),
como palD, ipnA'y prtA (Fig. 12, panel A) [4;28-30].

PacC es un factor de transcripcidn que contiene un dominio de uniéon a DNA formado
por tres dedos de zinc tipo C;H,, que reconoce la secuencia consenso 5’-GCCARG (siendo R una
purina) [30;31]. Existen tres formas de PacC en la célula, denominadas en funcidn de su peso
molecular: PacC’? (72 kDa), PacC® (53 kDa) y PacC* (27 kDa). El producto primario de
transduccién se denomina PacC’% PacC> y PacC”’ son el resultado de la protedlisis de la regién
C- terminal de PacC’%. La activacion de PacC’® en respuesta a la alcalinizacién del medio
requiere dos cortes proteoliticos. El primero convierte PacC’?a PacC>, y es dependiente de pH
ambiental alcalino y de la integridad de la ruta pal, por lo que se le denomina “corte
sefializador”. Esta reaccidn es catalizada por la proteasa PalB, produciéndose el corte en una
regién conservada de 24 residuos denominada “signaling protease box” (caja de la proteasa
sefializadora). El segundo corte proteolitico es sobre PacC*®, independiente de pH ambiental y
llevado a cabo por el proteasoma [32]. PacC”, la forma completamente procesada de PacC,
incluye el dominio de unién a DNA en su extremo N-terminal y es la forma activa, siendo la

responsable de la activacion y represion de los genes estructurales [33] (Fig. 12, panel B).

Ademas de modular su actividad transcripcional, el procesamiento proteolitico
determina la localizacidn celular de PacC [34]. En ausencia de sefial de pH alcalino, la forma
PacC’ se localiza principalmente en el citoplasma aunque una cierta proporcion puede

detectarse en el interior del nicleo. En respuesta a la alcalinizacién del medio, se desencadena
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el procesamiento proteolitico que promueve la translocacién nuclear tanto del intermediario

PacC>® como de la forma transcripcionalmente activa PacC”.
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Fig. 12. Mecanismo de sefializacion de PacC. A) En respuesta a la sefial de pH alcalino transducida por la ruta Pal, PacC
pasa de una conformacién inactiva a una activa. En su estado activo PacC tiene una funcién dual, actda reprimiendo los
“genes acidos”, tales como pacA y gabA, y activando los “genes alcalinos” como palD, inpA y prtA. Tomado y modificado de
[4]. B) La ruta de sefializacion de pH alcalino comienza a nivel de la membrana plasmética a través del complejo formado por
las proteinas integrales de membrana Pall y PalH, y la arrestina PalF. La sefial se transmite mediante la maquinaria
endocitica al complejo formado por las proteinas PalA, PalB y PalC que interaccionan con la proteina Vps32, que a su vez
puede formar parte del complejo ESCRT perteneciente al sistema de endocitosis. La activacion de la ruta Pal desencadena el
procesamiento proteolitico de PacC en dos pasos, siendo el primero dependiente de pH y de la actividad de la cystein-
proteasa PalB (ver texto).
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2.2 Regulacion génica por estrés ambiental mediada por CrzA

La proteina CrzA pertenece a la familia de factores transcripcionales denominada
"calcineurin-responsive-zinc fingers", Crz. Concretamente su dominio de unién a DNA esta
constituido por tres dedos de zinc, dos de ellos son del tipo C,H, y el tercer dedo de zinc

presenta una estructura atipica CCHC [1].

En S. cerevisiae, Crz1lp, es esencial en la tolerancia el estrés catidnico por Ca”, Mn*,
Na’, Li*, la elevacién del pH o la exposicién prolongada a la luz [35-37]. Cualquiera de estos
estimulos desencadena la respuesta celular que produce la activacidn transcripcional de Crzlp
[38]. Sin embargo, en A. nidulans la tolerancia al estrés catidnico se reparte entre las proteinas
CrzA y SItA, de manera que CrzA es esencial en la tolerancia a los cationes Ca** y Mn*,
mientras que SItA lo es para el crecimiento en presencia de los cationes Na*, K*, Li*, Cs*, Mg”* o
Mn**. Al contrario que sltA, la pérdida de funcién en crzA no produce hipersensibilidad al
antibidtico neomicina [1], fenotipo cuyo origen bioldgico/molecular se desconoce pero que se
ha utilizado de forma estandarizada para medir la actividad de PacC [30]. Para que el hongo
pueda crecer correctamente en medio a pH alcalino es esencial tanto el papel de CrzA como el

de SItA (Fig. 13).
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Fig. 13. Fenotipo de sensibilidad a diferentes condiciones de estrés abidtico mostrado por las cepas de A. nidulans
portadoras de alelos nulos de los genes sltA y/o crzA. Tomado y modificado de [1].
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CrzA actia como activador de la expresidon génica tanto a niveles basales como en
respuesta al estrés por calcio [39]. Los estudios realizados en el laboratorio han permitido
caracterizar los mecanismos que regulan la sefializacién de CrzA [5] y demostrar que de forma
analoga a la ruta de sefializacién de Crzlp en S. cerevisiae, CrzA modifica su localizacion celular

en respuesta al estimulo de estrés [1;5].

CrzA es una fosfoproteina que se encuentra en un estado fosforilado en el citoplasma
en ausencia de estimulo de estrés ambiental. La exposicidn a un nimero determinado de
estreses ambientales produce un aumento en los niveles citosdlicos de calcio que da lugar a la
desfosforilacion de CrzA, y a la consecuente migracidon del factor transcripcional al interior
nuclear donde se acumula y se desencadena la respuesta transcripcional. Este mecanismo es
reversible, ya que el restablecimiento de la forma fosforilada de CrzA produce su redistribucion
por el citoplasma. La desfosforilaciéon de CrzA esta mediada por la calcineurina, una fosfatasa
cuya actividad depende directamente de la presencia de calcio. En el proceso de fosforilacion
de CrzA participan al menos dos quinasas, CkiA, proteina homdloga de CKI (“Casein kinase I’) y

GskA, proteina homologa de GSK3 (“glycogen-synthase-3( kinase”) (Fig. 14)[5].

Entre los genes que estan regulados por CrzA se incluyen los que codifican para el
transportador vacuolar de antiporte Ca®*/H" de baja afinidad, vcxA [1] o los que codifican para
los homdlogos descritos en S. cerevisiae con actividad Ca**-ATPasa de tipo P o relacionadas con

el transporte del calcio [39].

ca” Otros estimulos
Fig. 14. Modelo de regulacién de CrzA. Los
21:?;;32: : 1] [ | = : estimulos extracelulares de estrés producen un
aumento de los niveles de calcio intracelular, debido a
T[Caz‘] la entrada de este a través de los canales de la
l membrana plasmética y a su liberacién desde los
CaM organulos internos. El calcio acumulado se une a la
proteina calmodulina (CaM) y a la subunidad B,
l reguladora (CnB), de la calcineurina, induciendo
CnA/B cambios conformaciones en la subunidad A, catalitica
GC0 l (CnA), de la calcineurina que favorecen su actividad
@ o fosfatasa. La defosforilacion de CrzA mediada por la
Cee / '\ calcineurina promueve su migracion nuclear, donde se
R G acumula y desencadena la respuesta transcripcional
necesaria. Este mecanismo es reversible, ya que la
— fosforilacion de CrzA, mediada al menos por la
Mre,;';?éz:'a NPC proteina "casein-kinase-I", CkiA y "Glycogen synthase

kinase 3B", GskA, promueve su redistribucion por el
citoplasma. NPC: complejo del poro nuclear.
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2.3 Regulacion génica por estrés ambiental mediada por SItA

El gen s/tA codifica para un factor de transcripcion cuyo dominio de unién a DNA
consiste en tres dedos de zinc del tipo C,H, y que se localiza en el extremo C-terminal de la
proteina [1]. Este gen, también llamado stzA, fue identificado por primera vez por O’'Neil y
colaboradores [40] mediante el aislamiento de la mutacidn s/tAl. Esta mutacion sustituye el
codon codificante para el triptdfano 502 por un coddn de parada dando lugar a la pérdida del
extremo C-terminal de la proteina. La caracterizacion inicial del mutante s/tA1 mostré un
fenotipo de sensibilidad a determinados estreses abidticos como altos niveles de NaCl, la
arginina, luz UV y al agente alquilante N-Metil-N"-Nitrosoguanidina (MNNG). Estudios de
crecimiento llevados a cabo por Clement y colaboradores [41] con cepas s/tA1 sugerian que los

fenotipos de sensibilidad a sal y a arginina se debian a defectos en el mismo gen.

Un posible homdlogo del factor de transcripcion SItA en Hypocrea jecorina
(Trichoderma reesei) fue previamente identificado como Acel, un represor de la transcripcion
de los genes que codifican para la celulasa y xilanasa [42]. Las secuencias de aminoacidos de
SItA y Acel comparten su mayor grado de similitud en el dominio de unién a DNA, por lo que

no es extrafio que se unan a la misma secuencia consenso en el DNA, 5'-AGGCA-3" [1].

Previamente el grupo de trabajo habia demostrado que SItA muestra una funcién
activadora de la expresién génica de enagA y una funcidn represora de los genes vcxA, pmcA 'y
pmcB [1;43]. Los genes ENA1-4 en S. cerevisiae codifican para Na*-ATPasas de tipo P que
permiten la tolerancia al estrés salino controlando los niveles citoplasmaticos de Na®. El gen
VCX1 de S. cerevisiae (vexA en A. nidulans) codifica para un transportador vacuolar de
antiporte Ca’*/H" de baja afinidad mientras que PMC1 (pmcA y pmcB en A. nidulans) codifica
para una Ca’*-ATPasa de alta afinidad. Ambas proteinas Vcxlp y Pmclp participan en la
regulacion de las concentraciones citosélicas de Ca®* [44]. La sensibilidad al sodio de las cepas

AsltA podria explicarse en parte por la baja expresion de la Na*-ATPasa EnaA.

Otro aspecto interesante de la funcidn SItA es la relacidn génica con HalA. HalA es una
quinasa de la familia NPR (“nitrogen permease reactivator”) y que participa en la regulacién de
la homeostasis de diferentes cationes [45]. La delecion simultdanea de los genes s/tA y halA
ocasiona un fenotipo denominado “auxotrofia de calcio” [43]. La base bioldgica y fisioldgica de
este fenotipo se desconoce, pero se ha hipotetizado que es debido a una inadecuada
regulaciéon del contenido intracelular del calcio. Las proteinas HalA y SItA son necesarias para la
correcta expresion de algunos de los transportadores vacuolares de calcio, pmcA y pmcB. El
incremento en la expresién de estos transportadores, la elevacidon del volumen vacuolar y la
necesidad de una elevada concentracion del cation calcio en el medio para una completa
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supresion del fenotipo del doble mutante AhalA AsltA, sugirié la existencia de bajos niveles de
calcio en el citoplasma en dicho fondo genético. La pérdida de funcién pmcA y pmcB suprime
el elevado requerimiento de calcio en esta cepa doble mutante, mostrando asi el papel de las
vacuolas en la homeostasis de calcio en A. nidulans. Sin embargo la regulacién del balance de
cationes en el doble mutante debe ser compleja. Asi, empleando métodos de genética clasicay
genética en reverso se han identificado mutaciones que suprimen la auxotrofia de calcio en los
genes nhaA (NHA1 en levadura) y trkB (TRK1 en levadura), que codifican para un transportador
de membrana de antiporte Na'/H" y un transportador de K* de alta afinidad, respectivamente
[43;46]. En este sentido, también hemos observado como el calcio es capaz de suprimir un
gran numero de defectos causados por la delecién de s/tA en estadios tempranos del

crecimiento.

En un trabajo reciente del grupo [47] se ha propuesto la participacidon de SItA en el
desarrollo morfolégico y en la sintesis de la micotoxina esterigmatocistina en A. nidulans. La
delecién del gen sltA ocasiona una considerable reduccidn en los niveles del transcrito de briA
cuando se induce el ciclo reproductivo asexual. BrlA es un factor de transcripcién clave en la
conidiacién, por lo que esta cepa manifiesta un reducido nimero de conidias. Ademas se
estudio la expresidn de s/tA en los ciclos de vida vegetativo, asexual y sexual determindndose
una fuerte expresidn en todos ellos, acentuada en el ciclo de vida vegetativo. Respecto a su
implicacion en el ciclo sexual, se determind que una cepa 4s/tA no daba lugar a la formacion
de cleistotecios y la produccion de células de Hiille estaba claramente reducida. En cuanto a la
biosintesis de esterigmatocistina, una micotoxina de estructura similar a la aflatoxina, se ha
detectado una menor produccidn de esta en cepas s/tA" y se ha determinado una expresién de
genes implicados en su sintesis, afIR y stcU, SIltA-dependiente, otorgando asi a SItA un papel en

la regulacién de metabolitos secundarios.

Ademas se ha propuesto una funcion para SItA dentro del sistema de trafico
intracelular de endomembranas. La interaccién genética entre mutaciones en SItA y en la
quinasa HalA no es Unica dado que se ha observado también una interaccion genética con
mutantes en diferentes genes vps (“vacuolar protein sorting”). El fenotipo letal que resulta de
las deleciones en algunos de los genes vps puede ser suprimido mediante mutaciones de
pérdida de funcién en sltA. Aprovechando este andlisis genético se ha podido descubrir a s/tB,

un nuevo locus de la ruta Slt y que se detallard en el siguiente apartado.

La descripcion de la ruta de sefializacion de SItA es el objetivo principal de esta tesis,

asi como la caracterizacion de la proteina sefializadora SItB.
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2.4 Las modificaciones postraduccionales como mecanismo de regulacién de la actividad de

los factores transcripcionales

Las proteinas son las efectoras de gran parte de las funciones celulares y su funcién
estd a su vez regulada a multiples niveles, que incluyen su sintesis y degradacién, su
localizacién intracelular y modificaciones postraduccionales [48]. La modificacion
postraduccional de proteinas supone un mecanismo fundamental de regulacién de su
actividad bioldgica, y su naturaleza puede ser muy variada. De entre todas ellas, se describen a

continuacion la fosforilacion y la protedlisis por su interés con este trabajo.

2.4.1 Fosforilacién como mecanismo de regulacién

La fosforilacién es un proceso reversible en el que se produce la unidn covalente de un
grupo fosfato al grupo hidroxilo de una serina, treonina o tirosina. Este grupo fosfato procede
principalmente del ATP. Esta reaccidn es catalizada por dos grandes familias de quinasas, las
Serina/treonina proteinas quinasas y las tirosina proteinas quinasas [49]. La reversibilidad de
esta modificacién se debe a la actividad de proteinas fosfatasas, que eliminan los grupos
fosfato de su sustrato dando lugar a la liberacién de una molécula de ién fosfato y la aparicién
de un grupo hidroxilo en el lugar en el que se encontraba esterificado el grupo fosfato. Esto

supone que la proteina "regresa" al estado nativo anterior a su modificacion.

Un estudio realizado en células Hela en el 2006 [50] revelé que la fosforilacion es la
modificacion mas frecuente (mas de 6000 sitios de fosforilacidn identificados en mas de 2000
proteinas analizadas), pero lo mds interesante es que una gran proporcién de estas
modificaciones son moduladas en respuesta a sefiales extracelulares. Un ejemplo de ello en
hongos es el modelo de sefializacién del factor transcripcional Crz1lp, basado en un mecanismo
de fosforilaciéon - desfosforilacidn que determina su localizacién y funcién celular en respuesta
a unas determinadas sefiales extracelulares. En condiciones de ausencia de estrés Crzlp se
encuentra en el citoplasma fosforilado, proceso en el que intervienen la quinasa Hrr25p vy
quinasas de la familiar PKA (“cAMP-dependent protein kinase A”) [51;52]. La exposicién a
estrés ambiental produce un aumento en los niveles de calcio citosélico, lo que da lugar a la
desfosforilacion de Crzlp por la calcineurina, acumuldndose este factor transcripcional en el
nucleo. Tanto en Crzlp como en CrzA en A. nidulans, se ha demostrado que la ausencia de
actividad fosfatasa calcineurina da lugar a una pérdida de funcién del factor trascripcional, por
lo tanto en este caso la desfosforilacién juega un papel positivo en la activada del factor

transcripcional. En otros casos, la fosforilacidn produce el efecto contrario y se necesita para
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activar la funcién de la proteina diana, siendo un ejemplo clasico la activacion mediante

fosforilacién inducida por cAMP-PKA, del factor CREB en su regulacién dual del gen c-jun [53].

Las fosfatasas son clasificadas basandose en tres criterios: la conservacién en su
estructura primaria, la estructura y el mecanismo catalitico. Segln este ultimo criterio, se
distinguen a su vez tres grupos principales: las serina-treonina fosfatasas, las tirosina
fosfatasas y las aspartato fosfatasas [54;55]. En el genoma de A. nidulans se han identificado
28 genes que expresan proteinas fosfatasas. Mediante un andlisis sistematico de deleciones se
han definido cuatro de ellas como esenciales y otras cuatro como requeridas para el desarrollo
normal del hongo [54]. Como interés para esta tesis indicar que no se ha relacionado
directamente la actividad de las fosfatasas no esenciales con la regulacién de la respuesta al
estrés catidnico o a la alcalinizacidn del pH ambiental. Sélo la calcineurina, CnaA, inicialmente
considerada esencial [56], ha sido investigada y demostrada su actividad sobre el factor CrzA
[57].

Entre las quinasas hay una gran variedad de estructuras, modos de regulacion y
especificidades de sustrato, pero hay motivos estructurales conservados. Estudios
tridimensionales de estructura de proteinas han permitido definir el dominio quinasa como el
conjunto de 12 subdominios, ~ 250 - 300 aminoacidos, conservados que se pliegan en un core
(centro) catalitico comun [3]. Estos subdominios se definen como regiones que no son
interrumpidas por grandes inserciones de aminoacidos, y que contienen patrones
caracteristicos de residuos conservados (Fig. I5). Tres de los motivos mas importantes para la
actividad catalitica son VAIK, DFG y HRD (nombrados por los aminoacidos caracteristicos para
su identificacion). Aunque la lisina del dominio VAIK puede reemplazarse por una arginina, el
aspartico de los dominios DFG y HRD son invariables [7]. Un aspecto a sefalar, y que es de
interés para este trabajo, es que aproximadamente el 10 % de las proteinas que componen el
kinoma humano son predichas como cataliticamente inactivas, debido a cambios
aminoacidicos en motivos esenciales [58]. Estas proteinas se han definido como
pseudoquinasas, y se cree que proceden de quinasas ancestrales puesto que conservan sus
caracteristicas estructurales. Mientras que algunas pseudoquinasas han mostrado ausencia de
actividad catalitica, existen trabajos donde se ha demostrado que estas proteinas pueden
tener una actividad catalitica remanente y algunos autores las relacionan como reguladores en
procesos de sefalizacidn, bien asocidndose a otras quinasas activas o reclutando diferentes
elementos necesarios para la sefializacion [58;59]. Por ejemplo, tres miembros de la familia de
receptores tirosina quinasas de eucariotas Eph (“Ephrin receptors”), son predecidos como

pseudoquinasas [60], y cada miembro de la familia JAK (“Janus kinase”) contiene una quinasa
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activa y un dominio pseudoquinasa auto-regulatorio [61]. Interesantemente, el kinoma de
Toxoplasma esta enriquecido de pseudoquinasas (>30 % de aproximadamente 160 quinasas)
que son secretadas en la célula hospedadora afectando a la sefializacién del hospedador, y por

tanto, a la virulencia [7].
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Fig. I5. Estructura primaria de la superfamilia de proteinas quinasas de eucariotas. A) Se representa la secuencia
consenso de los dominios conservados en la estructura primaria de la superfamilia de proteinas quinasas de eucariotas. La
secuencia fue obtenida tras realizar multiples alineamientos con 60 dominios quinasa representativos de esta familia, que
pueden consultarse en la referencia[3]. La nomenclatura utilizada es la siguiente: letras mayUsculas, residuos invariables;
letras minusculas, residuos con poca variacion; o, residuos no polares; *, residuos polares; +, residuos de polaridad neutra.
B) Ejemplos de sustituciones en los motivos conservados de cinco pseudoguinasas de Toxoplasma. Los residuos
intolerantes a la sustitucion son sefialados en rojo, y las sustituciones en las pseudoquinasas que, predeciblemente, alteran
la actividad catalitica estdn marcados en negrita. Tomado y modificado de la referencia [7].

En el genoma de A. nidulans se han identificado 131 genes codificantes de proteinas
quinasas. De este conjunto, se ha estudiado el papel de 128 quinasas mediante generacion de
alelos nulos y sélo 44 han sido caracterizadas genéticamente (ver referencias en el analisis
sistematico realizado por Osmani y colaboradores, [17]). En este trabajo se sugiere la

clasificacion de 11 de estas quinasas como especificas de hongos filamentosos, pero no se
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hace referencia al posible nimero de pseudoquinasas existentes. Sélo se identifica a la quinasa
SIdAB“bl/Rl, Unico miembro de la familia Bub1/BubR1/Mad3 en A. nidulans. La mayoria de
organismos expresan dos proteinas relacionadas con la quinasa Bubl, esencial para la
progresidon mitdtica; en humanos existen las quinasas Bubl y BubR1, y en levaduras Bubl y
Mad3, relacionada con BubR1l. Tanto BubRl como Mad3 han sido propuestas como

BUbl/R contiene todos

pseudoquinasas, debido a la falta del dominio quinasa. Sin embargo, SIdA
los dominios funcionales de la familia Bub1/BubR1/Mad3, incluyendo un dominio quinasa pero
gue es mas similar al de la quinasa Bub1 que al de la pseudoquinasa BubR1. Hasta la fecha, no
se ha realizado ningln estudio sobre la funcidon de las pseudoquinasas codificadas en el

genoma de A. nidulans.

2.4.2 Protedlisis como mecanismo de regulacion

Las proteasas son elementos clave en los procesos de regulacidon, por ejemplo en rutas
de cascadas de sefializacién como la apoptosis, regulacién del metabolismo (SREBPs) o la
diferenciacion celular (proteinas Rel/Gli, Zic y Ci) [62-66]. A diferencia de la modificacion
postraduccional mediante fosforilacidn, la protedlisis no es un proceso reversible. El
procesamiento proteolitico puede eliminar proteinas reguladoras cuando su funcién ya no es
requerida, o transformar otras que permanecen en un estado latente a un estado bioldgico
activo. Otro mecanismo en el que estan involucradas es en el cambio de localizacién celular de
muchas proteinas ancladas a membrana que tienen que migrar al nucleo para llevar a cabo su
funcién [67]. En hongos un ejemplo paradigmatico de un factor transcripcional regulado por
protedlisis es PacC, donde la proteasa PalB produce el primer corte proteolitico de la proteina,
lo que supone su sefializacién, y el segundo da lugar a la forma funcional PacC¥, capaz de
activar la expresion de los genes “alcalinos” y reprimir la de los genes “acidos”. Mutaciones
que impiden que ocurra el primer corte proteolitico dan lugar a formas inactivas [68]. Ademas,
el procesamiento proteolitico regula tanto la actividad transcripcional de PacC como su

localizacidn celular [34].

El mecanismo de accidon de una proteasa no es aleatorio aunque existen diferentes
grados de especificidad en la identificacion y procesamiento de sus sustratos [69]. Este
reconocimiento del sustrato depende de una gran variedad de factores, como la co-
localizacién de la proteasa y el sustrato en el mismo compartimento celular, y la accesibilidad a
la diana de corte mediante la exposicion de esta a través de cambios en el plegamiento de la
proteina sustrato [67]. Una variacidn a esta accesibilidad es la compartimentacion de los sitios

activos dentro de una proteasa de gran tamafio. Un ejemplo de ello es el proteasoma o
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proteasa DegP de E. coli, donde los sitios activos se localizan en una cavidad interna a la que

solo pueden acceder proteinas desplegadas [70].

Mientras que la accesibilidad al sustrato presenta una manera de regular la actividad
proteasa, otros principios generales incluyen la activacion e inhibicién de la proteasa. Muchas
de las proteasas clasicas como la tripsina son sintetizadas como zimdgenos para prevenir su
actividad en determinados érganos o compartimentos. Una vez recibida la sefial relevante, se
desencadena el corte proteolitico que libera el fragmento protesasa, en algunos casos es
autoprotedlisis, que mantiene de forma constitutiva su actividad proteasa hasta que es

inhibida o degradada [67;69].

La funcion de las proteasas es hidrolizar enlaces peptidicos, y su clasificacidn se realiza
conforme a tres criterios: 1) tipo de reaccion catalizada, 2) naturaleza quimica del sitio
catalitico y 3) relacion evolutiva con referencia a la estructura [71]. A grandes rasgos las
proteasas se dividen en dos grupos, exopeptidasas y endopeptidasas dependiendo de la
localizacién de su sitio de accion. Las exopeptidasas rompen enlaces peptidicos préximos al
extremo amino o carboxilo terminal del sustrato, mientras que las endopeptidasas rompen las
uniones peptidicas de aminodacidos no terminales del sustrato (dentro de la molécula).
Basandose en el grupo funcional del centro activo, las proteasas se clasifican en cuatro grupos:
serina proteasas, aspartico proteasas, cisteina proteasas y metaloproteasas (un metal,
normalmente zinc). Respecto a su estructura primaria, las proteasas se clasifican en diferentes
familias y ademas se subdividen en clanes para englobar a un determinado conjunto de

proteasas que han divergido de un ancestro comun [69;72].

En la base de datos de proteasas MEROPS aparecen identificadas 265 posibles
proteasas en el genoma de Aspergillus nidulans, de las cuales, 102 no presentan homdlogos
entre otros organismos. Asi como existe un andlisis funcional del “kinoma” de A. nidulans [17]
no se ha realizado hasta la fecha ningun estudio funcional de proteasas a gran escala en este

organismo.

3. Antecedentes al trabajo elaborado en esta tesis doctoral sobre el gen s/tB

El trabajo realizado por los grupos de los Prof. Arst y Pefalva habia puesto de
manifiesto la relacidn entre la ruta endocitica de A. nidulans y la ruta Slt. El crecimiento y la
conidiacién de mutantes nulos vps era notablemente mejorado mediante la aparicidn
espontdnea de mutaciones supresoras extragénicas [73]. Estudios de genética cldsica y de
analisis de secuencia realizados sobre estos mutantes indicaron que, en la mayoria de los
casos, la supresion del fenotipo que mostraban las cepas nulas Avps era el resultado de una
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pérdida de la funcién sltA. Todas las restantes mutaciones supresoras ocurrian en un nuevo

locus, denominado s/tB. Para ambos genes, esta pérdida de funcion podria ser parcial o total.

Los mutantes mx y s/tB2 permitieron la identificacién del locus sitB. La cepa ELQ (mx,
pabaAl, yA2, suAladE20; niiA4) fue aislada por R. Lockington durante la obtencién del alelo
nulo vps broA, mostrando un fenotipo idéntico al que mostraba un mutante nulo s/tA. Es decir,
ambos eran sensibles a ciertas sales y a la alcalinidad del medio, hecho por el cual fueron
relacionados como miembros de la misma ruta sefializadora/reguladora. Para identificar el
locus en el que se localizaba la mutacidn mx se complementd este mutante utilizando una

genoteca de DNA gendmico construida en el pldasmido autorreplicativo pRG3-AMA-Notl.

Se realizaron experimentos de transformacion utilizando diferentes cantidades de la
genoteca de gDNA vy la cepa mx, pabaAl, yA2, suAladE20; niiA4 (ELQ). Se seleccionaron
transformantes que portasen plasmidos autorreplicativos que les permitieran crecer en medio
suplementado con KCl 0,6 M. De los diferentes transformantes se aisl6 DNA gendmico, que
contiene también DNA plasmidico, y con una fraccidn de este aislado se transformé E. coli
seleccionando los diferentes clones mediante la resistencia al anflbidtico -lactamico
ampicilina que confiere el pldsmido. Se obtuvieron los plasmidos p6.2 y p4.6, con insertos de
gDNA de diferentes tamafos y se procedid a determinar los limites del inserto en cada uno de
los aislados mediante secuenciacién del mismo, utilizando oligonucledtidos que apareaban en

las regiones flanqueantes al sitio de multiclonaje (pRG3-UP y pRG3-DW).

Simultaneamente, el Profesor Arst obtuvo la cepa pyrG89, sitB2, biAl;, halA24;
pantoB100. Esta estirpe mostraba el mismo fenotipo que el mutante halA24; sitA1 [43], por lo
que también se relaciond con la misma ruta sefializadora/reguladora Slt. Con el objetivo de
determinar si la mutacién mx y la mutacion s/tB2 se localizaban en el mismo locus, se
transformd esta cepa con los pldsmidos p6.2 y p4.6. Se seleccionaron los transformantes que
portaban plasmidos autorreplicativos utilizando el marcador pyrG89, dado que el plasmido
tiene el gen homodlogo en Neurospora crassa pyr-4. Ademas, se verifico que el gDNA que
contenia estos plasmidos complementaba el fenotipo de sensibilidad a sales mostrado por esta

cepa, debido a la mutacién s/tB2.

Posteriormente se secuenciaron los plasmidos p6.2 y p4.6, permitiendo asi definir los
limites del locus s/tB y sus regiones adyacentes. El fragmento de gDNA contenido en el
pldsmido p4.6 comenzaba en la coordenada 1.136.528, correspondiente al Cromosoma |, locus
AN6133. Este gen codifica para una hipotética succinato deshidrogenasa. El limite inferior
definido por este fragmento se sitla en la coordenada 1.143.486, careciendo de parte de la

region 3'UTR. El tamano del inserto contenido en el plasmido p4.6 es de 6968 pb.
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El plasmido p6.2 contenia un fragmento de gDNA mas pequeio que el plasmido p4.6
pero incluia la region codificante (CDS) completa de s/tB, 4031 pb. Los limites definidos para
este fragmento corresponden a las coordenadas 1.138.516 — 1.143.547, excluyendo la CDS

correspondiente al locus AN6133.

Cabe destacar que experimentos posteriores permitieron verificar que la mutacion
sltB2 correspondia a una delecién completa del locus s/tB y de las regiones adyacentes a éste
(> 9 kb). Esto se determind analizando el gDNA del mutante s/tB2 mediante Southern-blot con

la sonda especifica, verificando la ausencia de dichas regiones en su secuencia genémica.

Los analisis genéticos realizados por el Profesor Arst situaban a este nuevo gen en el
cromosoma |, y su secuencia gendmica fue depositada en la base de datos de A. nidulans con
el cédigo de acceso AN6132. Las coordenadas correspondientes en el genoma para este locus

son 1.139.110-1.144.155.

El conjunto de resultados obtenidos indicaron que la mutacion mx vy sltB2
correspondian al mismo Jlocus, que se denomind s/tB. A partir de este punto comienza el

estudio sobre la proteina SItB, descrito en esta tesis doctoral
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Objetivos

Esta tesis doctoral ha sido enfocada hacia el estudio del proceso de sefializacién del
factor transcripcional SItA, que media la respuesta a estrés por determinados cationes y la
alcalinizacion del medio en Aspergillus nidulans. La caracterizacidon de este novedoso sistema
regulatorio, junto a su especifica distribucion filogenética, nos ha suscitado un gran interés
debido a su implicacion en los procesos de homeostasis celular y patogénesis. Utilizando las
herramientas genéticas y moleculares disponibles se ha profundizado en el conocimiento de la

ruta Slt.
Los objetivos planteados al comienzo de esta tesis fueron:

1. Estudiar los mecanismos de sefializacion, activacion y regulacion del factor

transcripcional SItA.

El factor transcripcional SItA ha sido caracterizado a un nivel muy basico. Este objetivo
pretende entender cémo este regulador es modificado y regulado en su actividad, para ello se
generaran nuevas formas mutantes y se expresaran quimeras que permitirdn determinar su

estado de modificacidn y su localizacién celular.

2. Caracterizar la proteina sefalizadora SItB, asi como su funcidn en la célula.

Se ha descubierto recientemente este nuevo elemento de la ruta Slt. Esta tesis
doctoral inicia el estudio del producto codificado por el gen sltB y su papel en la homeostasis

de cationes y tolerancia de la alcalinidad. Se fijan dos lineas basicas de estudio.

a) La realizacion de un analisis funcional del producto del gen s/tB.

b) Determinar los mecanismos de sefializacion y regulacion de SItB.

3. Determinar la relacion funcional entre SItA y SItB y con otros elementos conocidos

implicados en la respuesta catidnica y el pH ambiental.
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1. Medios y condiciones de cultivo

1.1 Medios y condiciones de cultivo para Aspergillus nidulans

La composicién de las soluciones y suplementos empleados en los medios de cultivo
para Aspergillus se describen en la siguiente seccidon. Salvo en los casos indicados, la
composicion de los medios fue originariamente descrita en [74]. Todos los cultivos en medio
solido se incubaron a 37 °C. Para los cultivos en medio liquido se utilizaron matraces cdnicos
de diferentes capacidades, y fueron incubados en agitadores orbitales con una agitacién de
250 rpm, y a las temperaturas de 37 °C 6 30 °C. Para microscopia se utilizé6 un medio minimo
liquido especifico, WMM, “Watch Minimal Medium” [75] en condiciones de cultivo estaticas a

la temperatura de 25 °C (temperatura ambiente del laboratorio).

1.1.1 Medio minimo de Aspergillus (MMA)

Para cada litro de medio se diluyeron 20 ml de solucion de sales y se ajusto el pH a 6,8
con NaOH. El medio se esterilizd en autoclave durante 20 minutos a 110 °C. Para el medio
minimo sdlido se afiadié 1,5% (p/v) agar Oxoid. Después de la esterilizacidn, y antes de ser
repartido en las placas de Petri, se afladieron los suplementos necesarios para cada estirpe asi
como la fuente principal de carbono, D-glucosa al 1% (p/v), y de nitrégeno, tartrato de amonio

a una concentracion final de 5mM.

1.1.2 Medio minimo de Asperqgillus adaptado (MMA*)

Para llevar a cabo el analisis del contenido interno y de los flujos de cationes se adapto
la composicion del MMA eliminando el potasio de la solucidén de sales para que no interfiriese
en el valor de los resultados. Para ello se sustituyé el fosfato de potasio por fosfato de amonio
a una concentracidn de 11 mM, y el medio fue preparado con agua miliQ en lugar de con agua
destilada. El valor de pH de este medio es 6,5. Para preparar el MMA* sélido se afiadié 0,1 %

(p/v) agar sin trazas de potasio.

1.1.3 Medio de fermentacion (MFA)

El principal componente de este medio es el compuesto bifasico CSL (“corn steep

liquor”). Para su preparacion se mezclan previamente las fases solida y acuosa.
La composicién del medio para un litro es:

= 25gCSL

= 20 ml de solucidn de sales
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Se afnadid agua destilada hasta completar el volumen de un litro. El medio se agitd
durante 20 minutos y se filtré al vacio, ajustando el pH al valor de 6,8 con NaOH.
Posteriormente se esterilizé en el autoclave durante 20 minutos a 110 °C. En el momento de
su utilizacién se afadieron los suplementos necesarios para cada estirpe y las fuentes
principales de carbono y nitrégeno, sacarosa al 3 % (p/v) y 5 mM de tartrato amonico,

respectivamente.

1.1.4 Medio completo de Aspergqillus (MCA)

La composicién del medio para un litro es:

- 20 ml de solucion de sales.

- 10 ml de solucién de casaminodcidos.
- 10 g de D-glucosa.

- 2 gde bactopeptona.

- 1 gde extracto de levadura.

Se afiadié agua destilada hasta un volumen de un litro y se ajusté el pH a 6,8 utilizando
una solucion concentrada de hidroxido sodico (NaOH 10 M). Para el medio sélido se afiadio
1,5% (p/v) de agar Oxoid. El medio se esterilizd en autoclave durante 20 minutos a 110 °C. La
solucién de vitaminas se afiadid antes de su utilizacidn a una concentracion de 10 ml/l. La
fuente principal de nitrégeno se afiadié también posteriormente a la esterilizacidon del medio,
tartrato de amonio a la concentracion final de 5 mM, al igual que los requerimientos

especificos de cada estirpe.

1.1.5 Medio de regeneracién (MMR)

La composicién del medio para un litro es:

- 20 ml de solucién de sales.

- 342 gsacarosa (1M).

Se afnadié agua destilada hasta completar un litro de volumen y se ajusté el pH a 6,8
como se indica en el apartado anterior. Antes de esterilizar el medio en el autoclave se afiadid
1,5% (p/v) de agar Oxoid. Las fuentes principales de carbono, 1% de D-glucosa (p/v) y
nitrégeno, tartrato de amonio a la concentracion final de 5 mM, junto con los suplementos
nutricionales necesarios para el crecimiento de las diferentes cepas se anadieron en el

momento de preparar las placas.

1.1.6 Medio de regeneracién-TOP (MMR-TOP)

La composicién del medio para un litro es:
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- 20 ml de solucidn de sales.
- 342 gsacarosa (1M).
- 0,4% (p/v) agar Oxoid
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Se completé con agua destilada hasta un litro, se ajustd el pH a 6,8 y se procedié como

se indica en la seccion anterior (apartado 1.1.4).

1.2 Soluciones y suplementos para medios de Aspergillus

> Solucidn concentrada 20x de sales [74].

Para la preparacion de un litro de solucién:

o Cloruro de potasio (KCI) .......ccceeeeieinineinrece et eienins 26g
e Sulfato de magnesio 7H,0 (MgS0,. 7H,0) ..cveveveecnrnnen. 26g
e Fosfato dihidrégeno de potasio (KH,PO4) cveeveeveeeicecnceiennns 76 g
e Solucién de elementos traza sin fosfatos 10X ..........c.c....... 50 ml

» Solucién concentrada 10x de casaminoacidos

Hidrolizado de caseina 150 g/|. Esterilizado en autoclave a 110 °C durante 20 minutos.

> Solucién concentrada 10x de elementos traza sin fosfatos

Para la preparacién de 1 litro de solucién de elementos traza:

o Tetraborato de sodio (Na;Bs07.10H,0)....cucviuvvvenvenenne.

Cloruro de cobre (CUCL.2H;0) veiveriiceeeecee e

Cloruro ferrico (FECI) ..oiuiiiininiereeiereeeceeceee e

Cloruro de magnesio (MNCl,.4H;0)....ccicviceececececeeeee

> Solucién concentrada 100x de vitaminas

Para la preparacion de 1 litro de solucién mezcla de vitaminas:

o TIamMiNQ.cci et 50 mg
o Biotina.iiie e, 10 mg
o Acido NICOtINICO....vuierceeereecreeeeeeeieiens 100 mg
e Pantotenato de calcio.......cccevveeveeennnnn.. 200 mg

Cloruro de zinC (ZNCLy) ceeeveveeeiereeieieeeeece e
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Piridoxina-HCl.......cccevvvvieeeeeeceecee e, 50 mg

Riboflavina.......cccccveveivieieceeeecee 100 mg
Acido p-aminobenzoico (PABA)............ 100 mg
INOSILOLccciiiee et 24 g

Se esterilizé6 mediante filtracién y fue guardado a 4 °C protegido de la luz.

> Suplementos

Todos los suplementos se prepararon en soluciones acuosas concentradas 100x respecto a la

concentracion final en el medio de cultivo, salvo que se sefiale lo contrario. Se indica la

concentracién final de cada suplemento:

Biotina: 0,04 uM. Esterilizado por filtracion.

Acido p-aminobenzoico (PABA): 14 puM. Esterilizado en autoclave a 110 °C durante 20

minutos.

D-Pantotenato de calcio: 24 pM. Esterilizado en autoclave a 110 °C durante 20

minutos.

Piridoxina-HCI (vitamina B6): 2,5 uM. Esterilizado por filtracién.

Inositol: 0,65 mM. Esterilizado por filtracion.

Pantolactona-D: 60 uM. Esterilizado en autoclave a 110°C durante 20 minutos.

Riboflavina: 6 uM. Esterilizado por filtracidn.

Uracilo y uridina: 5 mM cada uno, pesados antes de se afadidos al medio de cultivo.

1.3. Ensayos de estrés osmético

Los ensayos de respuesta a estrés salino se realizaron afiadiendo al medio minimo de

cultivo, directamente o en solucion, las diferentes sales de cloro. A continuacion se detalla la

lista con las concentraciones finales (cf) utilizadas para cada compuesto:

Cloruro de calcio CaCl, (StoCk 5 M) c..ueoueeeeeieeietieeieeeeee e cf=10 mM 6 50 mM
Cloruro de magnesio MgCl, (Stock 4 M)....c.oceeveceevecececeeeeeene. cf=0,2 M

Cloruro de potasio KCl (Stock 4M).......ccceveeerevsieeiereierece e cf=0,6 M

Cloruro de sOdio NaCl .......c.cceveviveenieeeenire e e e e cf=1M

Cloruro de litio LiCl (StOCk 5 M)...c..ciivvieeeereerreiiieeceesre et ereeee e cf=0,3M

Fosfato dibasico de sodio Na,HPO, (Stock 2 M).....ccccvevvvrvervennnnnns cf=100 mM
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e Fosfato monobasico de sodio NaH,PO, (Stock 5 M).........cccuuuee.... cf=100 mM

En todos los casos, salvo que se indique lo contrario, los fenotipos fueron estudiados

tras 48 h de incubacion a 37 °C.

2. Condiciones y medios de cultivo para Escherichia coli

Se utilizé el medio de cultivo Luria Bertani (LB) para el crecimiento de E. coli, el cual
contiene: Bactotriptona 10 g/|, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 5 g/I. El pH se ajustd a 7,5 con
hidréxido sddico y en el caso del medio sélido se afiadié 1,5% (p/v) de agar. El medio se

esterilizd en el autoclave durante 20 minutos a 110 °C.

Para la propagacion de plasmidos y la seleccion de cepas transformantes se utilizé el
antibidtico ampicilina a una concentracién de 100 ug/ml. Todos los cultivos fueron incubados a

37 °C.

3. Cepas, plasmidos y oligonucleétidos utilizados

3.1 Cepas de Aspergillus nidulans

Los genotipos de las cepas utilizadas en esta tesis doctoral se describen en la Tabla M1.

Los diferentes loci y marcadores genéticos se describen en [76].

Todas las cepas portan el alelo mutante veAl cuyo fenotipo es promover el desarrollo
de las estructuras de reproduccién asexual (conidiéforos) en ausencia de luz. En este trabajo se
ha identificado el gen donde reside la mutacién pabaB22. El gen pabaB corresponde al locus
AN10991 que codifica para una enzima con actividad 4-amino-4-deoxicorismato liasa. La

mutacion causa el cambio N247H en esta proteina.

Tabla M1. Listado de cepas de A. nidulans utilizadas en esta tesis doctoral.

Cepa Genotipo Fuente
MAD1123 pyrg89, pabaAl; MoR-24 (halA24); sltA1l H. Arst Jr
MAD1427 pyrG89, pabaB22; Anku::argB (argB2); riboB2 B. Oakley

(TNO2A25)
MAD2736 pabaAl, yA2; AtrkB::pyrGAf A.Markina
MAD2743 yA2; pyroA4; pantoB100 J.F. Abenza
MAD2733 pabaB22; Anku::argB (argB2) A.Markina
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Cepa

MAD2461

MAD3020

MAD3232

MAD3237

MAD3624
MAD3625

MAD3626
MAD3650
MAD3651
MAD3652
MAD3669
MAD3682
MAD3693

MAD3694

MAD3705

MAD3709
MAD3710

MAD3711

MAD3734

MAD3750

MAD3751

MAD3766
MAD3768
MAD3769
MAD3770
MAD3786

MAD3814

Genotipo

sitB2, yA2; pabaB22
pyrG89, pabaAl; AnkuA::argB (argB2); crzA::gfp::pyrG” f, riboB2
inoB2, pyroA4; AtrkA::pabaAAf ; hiiA4

pyroA4, AnkuA::argB ; AtrkC::pyrGA f

pyrG89, As/tB::pyrGA . pabaB22, AnkuA::argB (argB2); riboB2
pyrG89, sltB::gfp::pyrGA /. pabaB22, Anku::argB (argB2); riboB2

pyrG89; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); AsltA::pyrGAf; riboB2
pyrG89, sitB::gfp::pyrG" f, pabaB22, AnkuA::argB (argB2)
pyrG89; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); AsltA::pyrGAf

pyrG89, pabaAl; AnkuA::argB (argB2); sltA::sha::pyrG” f, riboB2
pyrG89, AsltB::riboB”; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); riboB2
AsltB::riboB"; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); riboB2

pyrG89, AsltB::riboB”; pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
sltA::3Xha::pyrGA f, riboB2

pyrG89, sltBPSk::gxha::pyrGA . pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
riboB2

pyrG89, sltB::gfp::pyrGA 7, pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
AsltA::riboB® f, riboB2

pyrG89, pabaAl; Anku::argB (argB2); AcrzA::riboBY, riboB2

pyrG89, sltBAPSk::gxmyc::pyrGA /. pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
riboB2

pyrG89, sltBAPSk::gfp::pyrGA /. pabaB22, AnkuA::argB
(argB2);riboB2

pyrG89, sltB::gxmyc::pyrGA /. pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
riboB2

pyrG89, sItBAPSk::gfp::riboBA f, pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
sItA::gxha::pyrGA f, riboB2

pyrG89, sltB::gfp::riboBAf; pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
sltA::3Xha::pyrGA f, riboB2

pyrG89, sltB53, biAl; AnkuA::BAR(?); pantoB100
sltB56, biAl; pyroA4

sltB56, biAl; AnkuA::BAR(?); pantoB100

sltB53, pabaAl, yA2, pyroA4

pyrG89; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); crzA::gfp::pyrG" f,
AsltA::riboB”; riboB2

pyrG89, AsltB::riboBAf; pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
AsltA::pyrGA f;riboBZ
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Cepa

MAD3815

MAD3816
MAD3915
MAD3919
MAD3934
MAD4013
MAD4015
MAD4016
MAD4025

MAD4026

MAD4048
MAD4081

MAD4247
MAD4249

MAD4282

MAD4294

MAD4296
MAD4362

MAD4487

MAD4510

MAD4511

MAD4519

MAD4520

MAD4581

MAD4583

Genotipo

pyrG89, sltBPSk::gfp::riboBAf; pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
sItA::gxha::pyrGA f ; riboB2

pyroA4, AnkuA::argB (argB2); AsltA:: pyrGAf; riboB2

pabaB22, AnkuA::argB(?), AcnaA::pyroAAf ;sltA::HA::pyrGA v
pyrG89; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); AsltA::riboBY; riboB2
sItB56; AnkuA::BAR(?), AnkuA::argB’(?); sItA::HA::pyrG" f, riboB2
pyrG89, sItB53::gfp::pyrG” f, biA1; AnkuA::BAR(?); pantoB100
a/cAP::sltB::gxmyc; AnkuA::argB (argB2); AsltA:: pyrGAf; riboB2
(alcAP::s1tB::myc),; AnkuA::argB (argB2); AsltA:: pyrGAf, riboB2

pyrG89; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); sitA™?%::, ha::pyrG™;
riboB2

pyrG89; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); sitA***::3.ha::pyrGY;
riboB2

pabaAl, pyrG89; sltAl

pyrG89; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); sltA***:: 5 ha::pyrGY;
riboB2

pyrG89, sltB::gfp::pyrGA v pabaAl; sltAl

pyrG89; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); gfp::sltA::pyrG" f,
riboB2

pyrG89, AsltB::riboBAf; pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
gfp::s/tA::pyrGA /. riboB2

pyrG89; pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
thiAP::sltA::gxha::pyrGA /. riboB2

pyrG89, pabaAl, yA2, biAl; argB2; AsltA::pyrGA f, pacC14900

pyrG89, sltB56::gfp:: riboBAf; pabaB2, AnkuA::argB (argB2);
riboB2

pyrG89, sltB53, biAl; AnkuA::BAR(?); sltA::3Xha::pyrGA /.
pantoB100

pyrG89, sItB™"::5;myc::pyrG"; pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
riboB2/ pyrG89, 5/tBS3::gfp::pyrGA / biAl; AnkuA::BAR(?),
pantoB100

pyrG89, sltB™"::5;myc::pyrG"; pabaB22, AnkuA::argB (argB2);
riboB2/ pyrG89, sltB53::gfp::pyrG” f biAl; AnkuA::BAR(?),
pantoB100

yA2; pyroA4; pantoB100/ pyrG89, sltBS3::gfp::pyrGA f, biA1;
AnkuA::BAR(?); pantoB100
yA2; pyroA4; pantoB100/ pyrG89, 5/tBS3::gfp::pyrGA ! biAl;
AnkuA::BAR(?); pantoB100

pyrG89, sltgPHT=9) ::gfp::riboBAf; pabaB22, AnkuA::argB

(argB2); sltA::3HA:: pyrGA /. riboB2
pyrG89; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); thiAP::sltA::gfp::pyrGA /.
riboB2
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Cepa Genotipo Fuente

MAD4645 pyrG89; inoB2, pyroA4, AnkuA::BAR; sltA:: 3Xha::pyrGA f, En este trabajo
ApalB::pyroA

MAD4661 pyrG89; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); En este trabajo
thiA®::sIitAV": .. ha::pyrG™; riboB2

MAD4663 pyrG89; AAN7985::riboB"; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); En este trabajo
sItA::3Xha::pyrGA f, riboB2

MAD4731 pyrG89, sltBnggA::gfp::riboBAf; pabaB22; argB2, AnkuA::argB En este trabajo
(argB2); sltA::sha::pyrG" f, riboB2

MADA4733 pyrG89, sltB::gfp::riboBAf; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); En este trabajo
thiA®::sitAV™ .. . ha::pyrG™: riboB2

MAD4760 pyrG89, slt851033A::gfp::riboBAf; pabaB22, argB2, AnkuA::argB En este trabajo

(argB2); sltA::sha::pyrG® f, riboB2

MAD4819 pyrG89, AsltB::riboBAf; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); En este trabajo
thiA®::sitAV": .. ha::pyrG™; riboB2

MAD4899 pyrG89, gfp::sltB::;;myc; pabaB22, AnkuA::argB (argB2); riboB2 En este trabajo

MAD4965 pyroA’, AnkuA::argB (argB2); AsltA::pyrG” f, riboB2 En este trabajo
MM(12pl inoB2, AnkuA::argB (argB2)?, crzA::gfp::pyrGAf; AsltA::riboBAf, Maria Manoli
1_8) riboB2?

3.2 Plasmidos

3.2.1 Plasmidos utilizados en la construccion de los casetes para generar alelos nulos vy

proteinas etiquetadas

Los pldsmidos presentados a continuacién se utilizaron como moldes para la
generacion, mediante técnicas de PCR, de los fragmentos necesarios para la construccion de
los casetes para generar los alelos nulos (marcador de seleccidn riboB o pyrG de Aspergillus
fumigatus) y para generar las proteinas etiquetadas (GFP, ;HA y 3 Myc, en estos casos los
fragmentos codificantes para estos epitopos estaban fusionados al marcador de seleccién
riboB o pyrG de Aspergillus fumigatus). La amplificacion de los fragmentos se realizé utilizando

los oligonucleétidos especificos para cada caso y que se indican en la Tabla M2.

p1439: este plasmido se utilizd para obtener el fragmento correspondiente al
marcador de seleccién pyrGAf, para asi construir cepas nulas o cepas portadoras de proteinas
etiquetadas con GFP en el extremo carboxilo terminal. Este vector porta un fragmento de DNA
que codifica para un conector s,glicina-alanina (s,GA), seguido del codificante de GFP en fase y
a continuacioén el locus pyrG de A. fumigatus, pyrGY. Este plasmido fue proporcionado al

laboratorio por el Prof. S. Osmani (OhioUniversity USA).

p1503: este plasmido se utilizd para etiquetar proteinas en el extremo carboxilo

terminal con el epitopo 3,HA, que a su vez se encuentra fusionado al gen pyrG¥ como
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marcador de seleccion. Estd basado en el plasmido 1439, conteniendo las mismas regiones

conectoras flanqueantes que éste, y fue construido por el Dr. E. Espeso (CIB-CSIC, Madrid).

p1830: este pldsmido se utilizd para obtener el fragmento de DNA correspondiente al
gen que codifica para la proteina GFP fusionado al marcador de seleccidn riboB de Aspergillus
fumigatus, riboBY. El objetivo es la construccién de cepas nulas generadas mediante la
integracion génica de este marcador de seleccion o de cepas que expresen proteinas
etiquetadas en su extremo carboxilo terminal con GFP. Se basa en el plasmido p1439 y fue

cedido por el Prof. S. Osmani (Ohio University. USA).

p1874: este plasmido se utiliz6 para hacer el etiquetado de las proteinas en su
extremo carboxilo terminal con el epitopo ;Myc, que a su vez se encuentra fusionado al
marcador de seleccién pyrGAf. Se basa en el plasmido p1439 y fue obtenido por la Dra. A.

Hervas (CIB-CSIC, Madrid).

3.2.2 Plasmidos utilizados para la expresion de proteinas en E.coliy en A. nidulans

PGEM-T Easy: plasmido comercial de Promega. Permite el clonaje, mediante seleccion
por ausencia de produccidn de B-galactosidasa en la cepa DH5a de E. coli, y propagacion de

fragmentos de DNA obtenidos por PCR.

PGEM-T Easy-SItB 2032-3884: este plasmido se generd introduciendo en pGEM-T Easy
el fragmento obtenido por PCR de la region génica de s/tB comprendida entre los nucledtidos

2032 —3884.

pGEM-T Easy-SItB-H1033A y pGEM-T Easy-SItB-S1142A: plasmidos obtenidos
mediante mutagénesis dirigida (ver apartado 5.2 de Materiales y Métodos) utilizando el vector
PGEM-T Easy-SItB 2032-3884 para generar cambios en los tripletes que codifican para la
histidina 1033 y la serina 1142 a tripletes codificantes de alanina en ambos casos. En el
proceso de mutagénesis se utilizaron los oligonucleétidos 60 al 63 (Tabla M2). La regién
codificante de cada plasmido mutante resultante fue secuenciada para verificar que los Unicos
cambios en ésta eran los introducidos en cada triplete de nucledtidos. Los plasmidos mutantes
se utilizaron como moldes para obtener el fragmento necesario para generar el casete de
transformacion, el cual, una vez integrado en el genoma del hongo, permitié obtener las dos
versiones de proteinas SItB mutantes, SItB-H1033A y SItB-S1142A, respectivamente y en
ambos casos etiquetadas con GFP. Este fragmento codificante de SItB se amplific6 mediante

PCR utilizando los oligonucléotidos 8 y 49 en ambos casos.
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palcAP-SItB-Myc: este plasmido se construyd insertando entre las dianas BamHI y Xmal
del plasmido palcAP-pyroA (p1712) un fragmento de DNA que codifica a SItB fusionado a ;,Myc.
Este fragmento se obtuvo a partir del DNA gendmico de la cepa MAD3734. Este vector
contiene el promotor del gen que codifica la alcohol deshidrogenasa |, alcA, el cual es inducible
por alcohol y un fragmento del gen pyroA de A. nidulans que es utilizado como marcador de

seleccidn y para direccionar la integracién del plasmido en el locus mutante pyroA4 [77].

3.3 Oligonucleétidos

Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados en este trabajo, sintetizados por
Sigma Aldrich, se detallan en la Tabla M2. Para el disefio de los oligonucledtidos se utilizo el
paguete informatico VectonNTI-8. Los nimeros (N2) hacen referencia al orden en la coleccion
de oligonucléotidos generada en este trabajo. Los casos en los que no se indica, corresponden

a oligonucledtidos de otra procedencia.

Tabla M2. Listado de oligonucle6tidos utilizados en esta tesis doctoral

Ne Nombre
1 sltB nulo PP1
2 sltB nulo PP2

3 sltB nulo SMP1

4 sltB nulo GFP2

sltB nulo GSP3
sltB nulo GSP4
sltB gfp GSP1

0 N oo un

sltB gfp GSP2

9 sltB gfp GFP1

10 sltA nulo PP1
11 sltA nulo PP2
12 sltA nulo SMP1

13 sltA secu met

14 SItB met

15 sltB delec COOH
GSP2

Secuencia (5°-3")
GGGAGTATAATAAGGCTGTTGCGGCTT
CTTGGCGACACCGGAGACGACTCG

CGAGTCGTCTCCGGTGTCGCCAAGACCGGTCG
CCTCAAACAATGCTCT

GCACAGTGGACGGGGTAAGGTGAGTCTGAGA
GGAGGCACTGATGC

TCACCTTACCCCGTCCACTGTGC
CGAAAGAAGCTCTACATTGTCCACGAGGAT
GCCTTCATGAATGAAGAACATCTCCCTC
AGCAAGCTGTCTTTCCAGACTGCGACC

GGTCGCAGTCTGGAAAGACAGCTTGCTGGAG
CTGGTGCAGGCGCTGGAGCC

CTGTCTGGCGACCCTGAGAG
GATGGACGGTCCCTAATGTCCG

CGGACATTAGGGACCGTCCATCACCGGTCGCC
TCAAACAATGC

CTTCCGTTGGATTTGGTCACG
CCAAGATGTCCGTACTCCCGCACCATGG

GTCATCAAATGGCTGGGTCGAAAGG
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Objetivo

Amplificacién promotor
de sitB

Amplificacidon del MS
para reemplazamientos
de s/tB

Amplificacion terminador
de sitB

Amplificacion de ORF s/tB
para etiquetados en el
extremo C-terminal

Amplificacién de
epitopos para fusionar a
regiones de s/tB en el
extremo C-terminal

Amplificacion promotor
de sltA

Amplificacion del MS
para reemplazamientos
de sltA

Secuenciacion s/tA

Amplificacién de ORF s/tB
para generar formas
truncadas
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17

18

19

20

21

25

26

27

28

29

30
31

32

33

34

35

36

37

38
39

Nombre

sltB delec COOH
GFP1

sltB delec NH met
compl

sltB delec NH met
sltA met200
sltA arg331

SItBmyc BamHI
sense

SItBmyc Xmal
antisense correct

secu sltA
promoter

Secu sltB
promoter

sltA gfp SMP1

sltA gfp SMP2

sltA met

sltA stop

sltA SMP1b

thiA-SltAprom
thiA-SltAgen

thiA-sltAgen
comp

secu pyrGAJf
general

sltA gspl

sltA gsp5
sltA gsp6

Secuencia (5°-3")

CCTTTCGACCCAGCCATTTGATGACGGAGCTG
GTGCAGGCGCTGGAGC

CGTCTCCGGTGTCGCCAAGATGAAGATCGGG
CTTGAAGAAAAAAGGCTGAGG

TTCTTCAAGCCCGATCTTCATCTTGGCGACACC
GGAGACG

CGGACATTAGGGACCGTCCATCATGGATGCCC
AAAGCAC

CGGACATTAGGGACCGTCCATCATGCACGAG
GCTGACG

GCGGATCCATGTCCGTACTCCC

CCCCCCGGGTCAATTAAGATCCTCCTCGG

TTGGTCACGATCAGTGAG

TCAACGACAGCGCTCGC

CGGACATTAGGGACCGTCCATCATGGCTGGT
GCAGGCGCTGG

CAGAGTCTTGTGCTGGACTCATTTTGTATAGTT
CATCCATGC

ATGAGTCCAGCACAAGACTCTG
GCATTGTTTGAGGCGACCGGTTTAGAGACCAC
CAGGGCCGGGGT

ACCGGTCGCCTCAAACAATGC

CGGACATTAGGGACCGTCCATCACCTGGCACC
TACAGAAGAATCC

CAGAGTCTTGTGCTGGACTCATATGGACTCAG
TTCAATGGTTCG

CGAACCATTGAACTGAGTCCATATGAGTCCAG
CACAAGACTCTG

ATTGCTGTTGCCAGGTGAGG

GCATCGTAGTGTAGCTGTGC

GCTCAGAGAGTCCATTGTCATGC
GAGACCACCAGGGCCGG
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Objetivo

Amplificacién de
epitopos para generar
formas truncadas
etiquetadas de s/tB

Amplificacién de ORF s/tB
para generar formas
truncadas

Amplificacion de ORF s/tA
para generar formas
truncadas

Generacidn del plasmido
alcA-sltB-Myc

Secuenciacion s/tA

Secuenciacion s/tB

Etiquetado N-terminal
SItA

Amplificacion de ORF s/tA
para generar formas
fusionadas al promotor
de thiA

Amplificacidon del MS
para generar formas de
sltA fusionadas al
promotor de thiA

Amplificacidn de las
regiones promotoras de
sItA y thiA, y su posterior

fusion

Secuenciacion gen
pyrG* Y friboB*

Amplificacién del
promotor de s/tA

Amplificacion de ORF s/tA
para etiquetados en el
extremo C-terminal



Materiales y Métodos

42
43
44
45

46

47

48
49
50
51
52
53

60

61

62

63

64
65
66

67

68
69
70

Nombre

sltA gsp6’

sltA gsp3’

sltA gsp3
sltA gsp4
sltB 477 gsp2
sltB 477 gfpl

sltAmet400

sltA gsp7
sltB-R2
sltB-R1
sltB-F1
sltB secu 1
sltB secu 2
sltB secu 3
sltA secu 1
sltA secu 2

sltB 590 stop

sltB mut His1033

sltB mut
His31033 compl

sltB mut Ser1142

sltB mut Ser1142
compl

AN7985 PP1
AN7985 PP2
AN7985 SMP1

AN7985 GFP2

AN7985 GSP3
AN7985 GSP4

secu prom thiaA

Secuencia (5°-3")

CCGGCCCTGGTGGTCTCGGAGCTGGTGCAGG
CGCTGGAGC

CCACCAAATGTGACGAGACTGTCTGAGAGGA
GGCACTGATGCG

TCTCGTCACATTTGGTGG
GCTACGGATGCTGACTCC
AGGACGACGGAGGTTTTCAGTCAC

GTGACTGAAAACCTCCGTCGTCCTGGAGCTGG
TGCAGGCGCTGGAGC

CGAACCATTGAACTGAGTCCATATGGCCCGTC
GCAAGAAGAATGC

AGGGCTCCGCAACTTAGACTCG
TGAGAAAGGGTCGTCGTGGGG
CATGTGATGTACTGTCATACCG
AGTCCTGGCGGTGATCTGGGC
GCTTATGACCTCCTTATGGC
TCGCAACCAGTGGCTGTGGC
CGGTTTGAGGAGCTTGGTGGC
TTCCGAAGCGCCTGACTAC
CAGTATTCTCGCTCGCTCCG

CCTTTCGACCCAGCCATTTGATGACTGAGGAG
CTGGTGCAGGCGCTGGAGC

CACGACAGGGCATCAAGGCTGAAATCGACTG
GGC

AGTCGATTTCAGCCTTGATGCCCTGTCGTGTCC
AGC

GAGTTCCCGGTGATGCTGGCGCTTGGGTCTTT
G

AAGACCCAAGCGCCAGCATCACCGGGAACTC
CG

CGGTACAGGTTCTCGGTCGTTAAGA
CTCGTATTCGCAAGCGTGAGATATGAG

CTCATATCTCACGCTTGCGAATACGAGACCGG
TCGCCTCAAACAATGCTCT

AATCGCAGTACCTATGCTGGGAAGGTCTGTCT
GAGAGGAGGCACTGATGCAT

ACCTTCCCAGCATAGGTACTGCGATT
CCTAGGTTTCCAGCTATACCTACCGT
CCTTTATCCAGCGTTGAAGGGGACTGC
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Objetivo

Amplificacién de
epitopos para fusionar a
regiones de s/tA en el
extremo C-terminal

Amplificacion del
terminador de s/tA

Generacion SItB56::GFP
Generacion SItB56::GFP
Amplificacion de ORF s/tA

para generar la forma
Met400
truncada SItA™

Secuenciacion s/tA

Secuenciacion y
amplificacion de
diferentes regiones de la
ORF de sitB

Secuenciacion s/tA

Amplificacion ORF s/tB

para generar la forma
SItBPsk(l—590)

Mutacion H1033A de SItB

Mutacion S1142A de SItB

Amplificacién promotor
de AN7985

Amplificacion de MS para
el reemplazamiento de
AN7985

Amplificacién terminador
de AN7985

Secuenciacidon promotor
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Nombre Secuencia (5°-3") Objetivo
de thiA
71 AN7985 cds ATGGAACCTCTCGGCGTTGGACT
Amplificacién CDS
72 AN7985 cds2 TCATACAGTACACTTTGCGAGTTCCGC AN7985
73 sltA prom CCGGCGCCTCGGGTGGGCCTTTA Secuenciacion s/tA
75 sltB gfp SMP2 CCCCATGGTGCGGGAGTACGGACATTTTGTAT
AGTTCATCCATGCCATGT

. Etiquetado N-terminal

76 sltB inicio ATGTCCGTACTCCCGCACCATGGGG

SItB

77 sltB gfp SMP1* CGAGTCGTCTCCGGTGTCGCCAAGATGGGAG
CTGGTGCAGGCGCTGGAGCC

3.4. Cepas de Escherichia coli

Las cepas de E. coli utilizadas en este trabajo, como herramienta en la clonacion de

DNA o en la expresion de proteinas recombinantes, se detallan en la tabla M3.

Tabla M3. Listado de cepas de E.coli utilizadas en esta tesis doctoral.

Cepa Genotipo Fuente
DH1 endA recAl gyrA96 thi-1 ginV44 relA1 hsdR17 (rK mK') A~ Meselson and Yuan,
1968
DH5a F endA1 gInV44 thi-1 recAl relA1 gyrA96 deoR nupG Meselson and Yuan,
®80dlacZAM15 AflacZYA argF)U169 hsdR17 (rk mK') A 1968

4. Técnicas especificas utilizadas en Aspergillus nidulans

4.1 Obtencidn de cepas mediante transformacion

La transformaciéon de A. nidulans se realizd siguiendo el protocolo desarrollado en la
referencia [78]. De forma general el protocolo se describe a continuacién. Se inocularon 10°
conidiosporas en 200 ml de medio minimo liquido de Aspergillus, conteniendo las fuentes de
carbono y nitrégeno estandares y los suplementos necesarios para su correcto crecimiento. El
medio se inoculd con conidiosporas y el micelio del hongo se recolecté por filtracién tras 14-16
h de incubacién a 30 °C en agitacién. Se resuspendié 1 g del micelio himedo en 15 ml del
Tampodn de protoplasto (1,2 M MgS0,, 10 mM tampédn fosfato, pH 5,8) y se digirié con 200 mg
de Vinoflow® (Novozymes), enzima litica de la pared celular, incubando la mezcla a 30 °C
durante un periodo de 1 a 2 h con agitacién suave. La formacién de protoplastos se verifico
mediante la observacién en un microscopio con éptica de contraste de fase de una muestra de
la mezcla de digestién. Una vez determinada la presencia de protoplastos de calidad suficiente

en la preparacién se procedid a su aislamiento y lavado. La suspension de protoplastos se
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dividié en partes iguales en dos tubos de 50 ml (10 ml/tubo) y a cada uno se le afiadié igual
volumen de la Solucidn colchén de flotacion (0,6 M D-Sorbitol, 0,1 M Tris-HCI pH 7,5), sin que
las dos fases se mezclasen. Tras centrifugar la solucién bifdsica en la centrifuga Eppendorf
5810-R utilizando el rotor basculante A-4-44, enfriado a 4 °C durante 10 minutos a 4400 rpm,
el concentrado de protoplastos generado en la interfase fue recogido con una pipeta Pasteur
estéril y diluido aifadiendo 2 volumenes de Solucién ST (1 M D-Sorbitol, 10 mM Tris-HCI pH
7,5).

La suspension de protoplastos se centrifugd de nuevo a 2800 rpm durante 10 minutos
a 4 °C, se descarto el sobrenadante y los protoplastos sedimentados fueron resuspendidos en
1ml de Soluciéon ST. Los protoplastos fueron lavados tres veces con esta solucidon para
limpiarlos de impurezas y finalmente se concentraron mediante centrifugacion y resuspension
en Solucion STC (200 ul/tubo transformacién) (1M D-Sorbitol, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM
CaCl,).

Tras la obtenciéon de la suspension de protoplastos comenzé el proceso de
transformacion propiamente dicho. Para ello, se preparé una mezcla con 200 pl de la
suspensidon de protoplastos, 50 pl de soluciéon STC, 1-3 pg del DNA de interés y 50 ul de
Solucién PEG (PEG 6000 60% (p/v), 10 mM Tris-HC| pH 7,5, 10 mM CaCl,). Tras incubar la
suspensidon en hielo durante 20 minutos se afadid 1 ml de Solucién PEG y se incubd a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Finalmente se afiadieron 5 ml de Solucién STCy 15
ml de medio de regeneracidon Top Agar fundido. La mezcla se repartié sobre la superficie de
placas de Petri que contenian medio minimo de regeneracidn con los requerimientos
necesarios. Las colonias generadas a partir de los protoplastos transformados se observaron

tras 3-4 dias de incubacién a 37 °C.

Una vez obtenidos los transformantes siempre se siguidé el mismo proceso hasta la
seleccidn de la cepa objeto de estudio. Los transformantes fueron purificados a homocariosis
mediante la siembra de conidiosporas, y su gDNA fue analizado por la técnica de
Southern-blot, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.4 de esta seccidn,
comprobando la correcta integracidon del casete de transformacién en el locus de interés

utilizando la sonda radiactiva adecuada.

4.2 Obtencidn de cepas diploides

La generacion de cepas diploides de Aspergillus se llevé a cabo mediante la fusién de
los protoplastos extraidos de las dos cepas de interés. El protocolo llevado a cabo en la

extraccién fue el descrito en el apartado 4.1 de esta seccidn. Los protoplastos sedimentados
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tras la segunda centrifugacion fueron lavados tres veces en solucion ST y finalmente
concentrados en un determinado volumen de Solucién STC para que la cantidad de
protoplastos de cada cepa fuera similar. A continuacién se procedid a mezclar las dos
suspensiones de protoplastos y se afadié 50 pl de Solucién PEG. La mezcla se incubd 20
minutos en hielo, y tras este tiempo se afiadié de nuevo 1 ml de Solucién PEG y se incubd 5
minutos a temperatura ambiente. Finalmente se afiadié 5 ml de Soluciéon STC y 15 ml de medio
de regeneracion Top Agar fundido. La mezcla se vertié sobre medio minimo de regeneracion
con los requerimientos necesarios para que Unicamente crecieran colonias heterocariontes. Se
prepararon varias placas de Petri con este medio para cada ensayo de formacion de diploides.
Las colonias generadas a partir de la fusidn de los protoplastos de dos cepas de interés se
observaron tras 3-4 dias de incubacion a 37 °C. Finalmente, se procedié a purificar los diploides

hasta su estado homocaridtico 2n, inoculando conidiosporas sobre MMA selectivo.

4.3 Obtencidn de cepas mediante cruce

Un ndmero determinado de cepas utilizadas en este trabajo se obtuvieron entre la
progenie de diferentes cruces de cepas. Para inducir el ciclo reproductivo sexual entre dos
cepas de Aspergillus se inocularon conidiosporas de ambas cepas parentales, muy préximas
entre si, sobre MCA suplementado con los requerimientos necesarios para su crecimiento. Tras
2 dias de incubacién a 37 °C se recortaron pequefias porciones de la zona de contacto entre las
hifas de las cepas parentales y se traspasaron a MMA selectivo (con NaNO; 10 mM como
fuente de N), de manera que no se permita el crecimiento de las cepas parentales sino
exclusivamente el de los heterocariontes originados por fusién de las hifas. A partir de la
aparicion de colonias heterocaridticas se sellaron las placas con el fin de someter al hongo a
condiciones de anaerobiosis. De esta manera se induce la formacion de zigotos y estos daran
lugar a la formacién de hifas ascogénicas dentro de las estructuras especializadas para ello
(cleistotecios). Estos cuerpos fructiferos se formaron y maduraron tras 15 dias de incubacién a
37 °C. Varios cleistotecios fueron recogidos de la placa y depositados sobre MMA conteniendo
agar al 3 % (p/v) para proceder a su limpieza de hifas y de células de Hiille mediante su arrastre

por el medio.

Posteriormente cada cleistotecio se introdujo en un tubo de 1,5 ml con 100 pl de agua
estéril y se rompié mecanicamente contra las paredes del tubo para liberar las ascosporas. Se
inocularon 5 pl de esta solucion sobre MMA selectivo y se cultivaron 2 dias a 37 °C. El genotipo
de los descendientes se analizé en placas de MMA selectivas para cada uno de los marcadores

de las estirpes parentales.
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5. Aislamiento y manipulacién de acidos nucleicos

5.1 Construccidn de casetes de transformacion para generar cepas mutantes de A. nidulans

Los diferentes fragmentos de DNA generados en este estudio fueron amplificados de
DNA gendmico o plasmidico utilizando técnicas estandarizadas de PCR del laboratorio. La
fusidn de estos fragmentos para generar formas etiquetadas o alelos nulos siguié el protocolo
descrito en la referencia [79], las generalidades del proceso se describen a continuacidon. Para
las diferentes construcciones se utiliz6 como marcadores de seleccion los genes riboB o pyrG
de Aspergillus fumigatus. El gen pyrG de A. fumigatus codifica para la Oritidina MP
descarboxilasa y complementa la mutacién de pérdida de funciéon en su ortdlogo en A.
nidulans, pyrG89, que causa auxotrofia de pirimidinas. El gen riboB de A. fumigatus
complementa la mutacion riboB2 en su homdlogo de A. nidulans que causa el requerimiento

de riboflavina.

Para la construccién de los alelos nulos se sustituyd la regidn codificante del gen por
uno de estos dos marcadores de seleccion. Se amplificaron independientemente por PCR el
promotor (5°UTR) y el terminador (3°'UTR) del gen correspondiente, ~ 1,5 kb, y el DNA del
marcador de selecciéon al que se le afiaden secuencias solapantes con los anteriores
fragmentos en cada extremo. La mezcla de los tres fragmentos se utiliz6 como DNA molde
para su fusion mediante la accién de la DNA polimerasa Takara Prime Star, que es altamente
procesiva y que utiliza como cebadores los dos oligonucledtidos de los extremos (Fig. M1). Las
condiciones de PCR fueron las indicadas en el protocolo de Takara, con pequefias variaciones

en funcidén de los oligonucledtidos utilizados y el tamafio del fragmento a amplificar.

Para la construccion del casete para generar proteinas etiquetadas se siguié el mismo
procedimiento. El fragmento génico central, ademas del marcador de seleccidn, porta el gen
gfp, :xha o ;;myc, al que se le afiade en la amplificacién por PCR una regién solapante con la
regidon mas carboxilo terminal del gen a etiquetar sin el codén stop y la misma fase de lectura

(Fig. M2, panel A).

En los casos en los que el etiquetado se realizé en el extremo amino terminal, el casete
de DNA fue ligeramente diferente. En estos etiquetados, la region correspondiente al epitopo
al que se desea fusionar la proteina de interés, y el marcador de seleccidn que permitira
seleccionar los reemplazamientos correctos, se amplifican de forma independiente a partir del
molde apropiado. El epitopo se fusiona entre la region de homologia 5°'UTR y el comienzo del
gen (posicién -1), y el marcador de seleccion entre el final del gen y la secuencia 3°UTR del gen
(Fig. M2, panel B). La estrategia seguida para generar formas etiquetadas de s/tA expresadas
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desde el promotor de tiamina fue similar a la descrita, basandose en el reemplazamiento del
locus sItA con un casete en el que se introduce la regidn promotora del gen thiA en la posicidn
-1 del locus sltA. La region promotora thiA seleccionada corresponde a una region de ~1 kb,

obtenida con los oligonucledtidos indicados en la tabla M2.

Generacidén de alelos nulos

PP1
- GE;S
Promotor (1,5 kb F i ]
o = + (R
PEE SMP1 §W4
oM
GFP2
PP1
—>
PCR de fusion Promotor (1,5 ko) [[LNS ] Terminador (1,5 kb)
J —
GSP4
skstaaa - ’ z
Redombingcio Promotor ORF Terminador

(locus genico)

génico

Oligonucledtidos:

PP1: promoter primer 1

PP2: promoter primer 2

SMP1: selectable marker 1 (complementario PP2 + especifico marcador 5°)

GFP2: green fluorescence primer 2 ( complementario GSP3 + especifico marcador 3°)
GSP3: gene specific primer 3

GSP4: gene specific primer 4

Fig. M1. Estrategia molecular para la generacion de mutantes nulos. Se representa esquematicamente el proceso y los
fragmentos que han de generarse para obtener el casete de transformacion y el mecanismo de reemplazamiento génico que da
lugar a la construccion del alelo nulo del gen diana. En primer lugar se describen los tres fragmentos necesarios, los cuales se
deben amplificar individualmente a partir de diferentes moldes mediante PCR (indicados en el texto). En gris se representan las
regiones 5'UTR, el promotor, y 3'UTR, el terminador, del gen diana y los tamafios en kb aproximados para cada una. Para
amplificar estos fragmentos se usan las parejas de oligonucledtidos PP1/PP2 y GSP3/GSP4 respectivamente (en la parte
inferior de la figura se describe su abreviatura y que sirve para su bisqueda en la tabla de oligonucleétidos). En rojo se
representa el marcador de seleccion (MS) que sera el que reemplace la ORF del gen diana (amarillo). Este fragmento se
obtiene mediante PCR vy los oligonucledtidos SMP1/GFP2. Estos oligonucleétidos contienen una regién complementaria a los
fragmentos con los que posteriormente se fusionara (promotor y terminador). En un segundo paso, se genera el casete de
fusién mediante PCR utilizando los oligonucledtidos PP1/GSP4 y como molde una mezcla de los tres fragmentos. Un doble
suceso de recombinacion homéloga en el locus diana permite generar el alelo nulo
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A

Etiquetado C - terminal

GSP3
GSP1
el —
- | Terminador (1,5 kb)
3'ORF o s
< + o GSP4
GFP1
il
l GFP2
GSP1
—> o
PCR de fusién 3'ORF Termmador nador (1,5 ki kb)
\ X o
Recombinacion (rocus génico)
 Pomotor | Terminador

Reemplazamiento génico

s  Promotor ORF

Etiquetado N - terminal

o

Oligonucleétidos:

GSP1: gene specific primer 1
GSP2: gene specific primer 2
GFP1: green fluorescence primer 1
(complementario GSP2 +
especifico epitopo, tag, 5°)

Lk SMP1b -
| Promotor (1,5kb) | GSP1b g _ Terminador (1,5 kb) |
T =
PP2 SMP1 ORF GSP4
Y =
GSP2b
PCR de fusion Oligonucleétidos:
P l GSP1b: gene specific primer 1
s GSP2b: gene specific primer 2
> = (complementario SMP1b
~ Promotor (1,5kb) ORF Tan'mnador | Terminador (1,5 kb) kb) + especifico ORF 3°)
G — SMP1b: selectable marker 1
SMP1: green fluorescence primer 1
Recombinacién (complementario Pp2
(focus génico) + especifico epitopo, tag, 5°)
SMP2: green fluorescence primer 2
| Promotor MS, Terminador (complementario GSP1b

+ especifico epitopo, tag, 37)

Reemplazamiento génico

i il Promotor

Terminador =

Fig. M2. Generacion de alelos mutantes que codifican para formas etiquetadas de las proteinas diana. El proceso es
similar al descrito en la Fig. M1. Se representan los cambios especificos para cada tipo de etiquetado. A) Etiquetado en C-
terminal: En primer lugar se amplifican por separado el gen de interés (ORF, en amarillo) y su terminador (en gris) a partir de
DNA gendmico. Por otro lado, se amplifica el epitopo (Tag, en verde) junto con el marcador de seleccion (MS, en rojo) por
PCR. El casete generado a partir de la fusion de los 3 fragmentos mediante PCR se utiliza para la transformacion de una
cepa silvestre en la que mediante un proceso de doble recombinaciéon homoéloga en el locus diana se obtiene el mutante
etiquetado en el extremo carboxilo terminal. B) Etiquetado en N-terminal: En este caso se amplifican por separado el
promotor (en gris), el epitopo (Tag, en verde), el gen de interés (ORF, en amarillo) y el marcador de seleccion (MSs, en rojo)
junto con el terminador del gen de diana (en gris). Todos ellos se fusionan y el casete resultante se utiliza en la
transformacion de una cepa nula para el gen de interés. Como en el caso anterior, un doble evento de recombinacion
homologa permite la sustitucion del marcador (MSz, en azul) por el gen de interés etiquetado en el extremo N-terminal.

70



Materiales y Métodos

Indicar que el fragmento de DNA utilizado para la obtencion de las fusiones
traduccionales con los epitopos HA o Myc, contiene tres copias en tandem de cada uno de
ellos (3,HA/5Myc). Para simplificar la lectura de las figuras, se hara referencia a ellos como HA

o Myc sin indicar el nimero de copias.

5.2 Mutagénesis dirigida in vitro

Esta técnica se utilizd para generar cambios en los tripletes de nucledtidos de la
secuencia de s/tB que codifican para la histidina 1033 y para la serina 1142, de manera que

fueran reemplazados por residuos de alanina en ambos casos.

En primer lugar se diseflaron los oligonucledtidos mutagénicos siguiendo las

IM

indicaciones descritas en el manual “QuickChange Site-Directed Mutagenesis kit” (Stratagene).
Estos deben contener en su secuencia la mutacion de interés y anillar en la misma regidn, pero
en la cadena opuesta, del plasmido. Ademas, su longitud debe abarcar entre 25 y 45 bases, de
manera que la mutacidn se localice aproximadamente en la mitad y dejando al menos 10-15

bases de la secuencia original a cada lado.

En la reaccion de la PCR mutagénica los oligonucledtidos deben mantenerse en exceso
de concentracidn, utilizando 125 ng de cada uno de ellos. La enzima utilizada fue la DNA
polimerasa PfuTurbo (2,5 U/ul) y los parametros para la reacciéon de PCR fueron: 95 °C/30”
seguido de 15 ciclos de 95 °C/30°", 55 °C/1’, 72 °C/10', y una extensidn final de 72 °C/5’. El
producto de la PCR se digirié con la enzima de restriccion Dpnl para destruir las cadenas de
DNA metiladas y hemimetiladas, dejando asi preferentemente el plasmido abierto recién
generado portador de la mutacién en ambas hebras del DNA. Este producto de digestion con
Dpnl se transformé en la cepa DH1 de E. coli y de entre las colonias transformantes se
seleccionaron aquellas que contenian el plasmido modificado tras la verificacion mediante

secuenciacion de la insercion de la mutacion.

5.3 Aislamiento de DNA gendmico de A. nidulans

Para proceder a la extraccidn de gDNA se recolecté 300 mg micelio mediante filtracion
del cultivo a través de Miracloth (muselina con un poro de 22-25 um Calbiochem 475855), fue
congelado en nieve carbdnica y posteriormente liofilizado durante 10h en un liofilizador
Cryodos (Telstar). La masa de micelio se trituré utilizando un molino FP120 Fast Prep Cell
Disruptor de BIO101/Savant a potencia 4 durante 20 segundos y utilizando una bola de

ceramica de 0,55 cm procedente del kit FastDNA Kit de BIO101 (Q-Biogen). EI micelio
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pulverizado se resuspendid en 1 ml de tampdn de solucion de lisis: (25 mM Tris-HCI pH 8,0,

0,25 M sacarosa 'y 20 mM EDTA).

Una vez homogeneizada la suspension se afiadié 100 pl de SDS concentrado al 10% y
se incubd durante 15 minutos a 65 °C. Al extracto fungico se afadid 1 ml de la mezcla
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (49:49:2) agitandose dicha mezcla vigorosamente para asi
eliminar proteinas y otros compuestos organicos. Las fases acuosa y organica fueron separadas
centrifugando cada muestra durante 5 minutos a 13.000 rpm. La fase acuosa fue recogida y

sometida nuevamente al mismo proceso de limpieza.

El gDNA se precipitd afiadiendo 1/10 del volumen de acetato sédico 3 M, pH 6,0y 0,6
volumenes de isopropanol. A continuacion se centrifugd a temperatura ambiente durante 5
minutos a 13.000 rpm para sedimentar el gDNA precipitado y se lavd con 1 ml de etanol al
80%. Tras una nueva centrifugacion en las mismas condiciones, se elimind el sobrenadante, se
seco el sedimento y se resuspendid en 300-500 pl de agua milli-Q. Para eliminar la posible
contaminacion de RNA se digirié cada muestra con 5 mg/ml de RNAsa-A (Roche) incubando la
reaccién a 37 °C durante 60 minutos. El gDNA se precipitd nuevamente utilizando acetato
sodico e isopropanol y se sedimentd mediante centrifugacién como se indica anteriormente. El
gDNA sedimentado se lavé nuevamente con 0,5 ml de una solucidn de etanol al 80%, como se
indica anteriormente y una vez seco el sedimento el g DNA se resuspendié en 100-200 pl de

agua milli-Q almacenandose a -20 °C hasta su utilizacion.

5.4 “Southern- blot”

Se utilizo esta técnica para comprobar la correcta insercidn de las diferentes moléculas
de DNA con las que se transformaron las cepas de A. nidulans. El protocolo seguido fue el
descrito en [80]. Los DNA aislados fueron digeridos con una enzima de restriccion que
permitiria establecer un patrén diferencial de bandas para distinguir la alteracion en el locus
de interés. Tras separar los diferentes productos de la digestién del genoma en un gel de 0,8%
de agarosa/TAE, se fragment6 el DNA mediante tratamiento con luz UV de 320 nm de longitud
de onda durante 5 minutos. El DNA digerido se desnaturalizd sumergiendo el gel en solucidn
desnaturalizante (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH) durante 45 minutos y posteriormente se neutralizo
el pH del gel utilizando la solucion neutralizante (0,5 M Tris-HCI pH 7,5, 3 M NaCl). Tras esta
segunda incubacion se lavé el gel con solucidon 2xSSC (solucién concentrada 20x SSC: 3 M NacCl
y 300 mM citrato trisddico, pH 7,4) y se prepard la transferencia de los fragmentos de DNA a
una membrana de nylon (Nytran SPC, Whatman) utilizando el protocolo estandarizado de

transferencia por capilaridad [80]. El DNA fragmentado se fijé a la membrana exponiendo ésta
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durante 5 minutos a luz UV de 302 nm, utilizando para ello un transiluminador (Biorad GelDoc

System).

La membrana fue incubada en solucién de hibridacién de Church (para 200 ml: 2 g
(p/p) BSA, 400 pl de una solucién 0,5 M EDTA pH 8,0, 70 ml de una solucién concentrada de
SDS al 20%, 60 ml de una solucién 1 M Na,HPO,, 40 ml de una solucién 1 M NaH,PO, y
completando con agua Milli-Q hasta el volumen final, el pH de la solucién ha de ser préximo a
valor 7) [81] durante 2 horas, antes de proceder a la hibridacién con una sonda especifica de
DNA marcada radiactivamente con a-P**-dCTP (Perkin Elmer). El marcaje se realizé utilizando
el kit Rediprime Il Random Prime Labelling System (Amersham Biosciences) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. La membrana se incubé con la sonda radioactiva 16 horas a 55 °C.
Para lavar la sonda radioactiva no hibridada se realizaron diferentes lavados, en primer lugar
dos lavados con 50 ml cada uno utilizando una soluciéon 2x SSC/0,1% SDS a temperatura
ambiente y posteriormente dos lavados con 50 ml de una solucién 0,2x SSC/0,1% SDS. En la
segunda tanda de lavados, tras cada uno de ellos, se monitorizé la radioactividad remanente

en el filtro con un geiger.

Para detectar la(s) banda(s) de hibridacion en el filtro se utilizé una pelicula sensible a
radiactividad X-OMAT (Kodak) y para incrementar la sefial se utilizdé una pantalla
intensificadora (Dupont). Alternativamente, se utilizd una pantalla BAS-MS (Fujifilm) para
detectar la sefial emitida por la radiactividad utilizando un Phosphorimager Fuijifilm FLA-3000.
Las imagenes se procesaron y analizaron con el programa informatico Multi Gauge V3.0

(Fujifilm).

5.5 Extraccion de DNA plasmidico de E. coli

Para extraer DNA plasmidico la correspondiente colonia bacteriana fue inoculada en
10 ml de medio LB liquido suplementado con el antibidtico necesario para la propagacion del
pldsmido, normalmente ampicilina 100 pg/ml. El cultivo bacteriano se obtuvo incubando a 37
°C durante 15 horas y con una agitacién de 250 rpm. La extraccién del DNA plasmidico se
realizé utilizando el High Pure Plasmid Isolation Kit de Roche. La concentracion y la calidad del
DNA de plasmido extraido fue verificada mediante electroforesis de agarosa (0,8% p/v) en TAE

1x.

5.6 Extraccion de RNA total de A. nidulans

La extraccion de RNA total se realizd utilizando el protocolo de Fluka para su reactivo

TriReagent. Las muestras de micelio de A. nidulans cultivadas segun se describe en el apartado
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1.2 fueron filtradas y congeladas en nitrégeno liquido inmediatamente. Seguidamente, éstas
fueron molidas en mortero de porcelana con ayuda del nitrégeno liquido, evitando en todo

momento su descongelacion.

El micelio triturado, aproximadamente 400 mg, se transfiri6 a tubos de 2 ml,
afadiendo a cada tubo 1 ml de solucién TriReagent (Fluka) y mezclando con un vortex hasta
humedecer todo el micelio. Tras incubar los tubos 5 minutos a temperatura ambiente,
invirtiéndolos periédicamente, se afiadieron 0,2 ml de cloroformo/muestra y se dejaron
reposar 3 minutos nuevamente a temperatura ambiente. A continuacién, se centrifugaron las
muestras a 12000xg durante 15 minutos a 4 °C y se transfirid la fase acuosa (fase superior), a
tubos nuevos de 2 ml. Se repitié todo el proceso una segunda vez, esta vez utilizando 0,75 ml
de solucién TriReagent. A esta segunda fase acuosa, se le afiadié 0,5 ml de isopropanol y se
incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente, mezclando periédicamente por inversion.
Las muestras se centrifugaron a 12000xg durante 10 minutos a 4 °C para recoger asi
selectivamente el RNA total precipitado. A continuacién, se eliminé el sobrenadante por vacio
y se afiadié 1 ml de una solucién de etanol/agua-DEPC al 75% (v/v). Agua-DEPC se obtiene
mediante tratamiento con 1ml de dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma) por litro de agua Milli-Q,
Tras mezclar y disolver el RNA, se centrifugaron las muestras a 7500 g durante 5 minutos a 4
°C. Se volvid a eliminar el sobrenadante por vacio y se disolvieron las muestras en 20-200 ul de
agua tratada con DEPC (libre de RNasa), cuantificando la cantidad de RNA total extraido en
cada muestra mediante espectroscopia midiendo la absorbancia de las muestras a 260 y 280

nm.

5.7 “Northern-blot”

Esta técnica fue utilizada para los andlisis de expresidon génica, utilizando los RNA
totales extraidos segun el apartado 4.5 de esta misma seccion. Se sometieron a separacién
electroforética un total de 10 pg de RNA total de cada muestra/condicidn utilizando un gel

desnaturalizante de agarosa/formaldehido.

Para preparar un gel desnaturalizante de 100 ml se fundieron 1,2 g de agarosa en 72
ml de agua Milli-Q tratada con DEPC. Se afiadié a continuaciéon 10 ml de tampén MOPS 10x
(0,4 M MOPS (Sigma), 0,1 M acetato sddico, 0,01 M EDTA), y finalmente cuando la
temperatura de la solucidon habia bajado a 42-48 °C se afiadieron 18 ml de formaldehido en
solucidn al 33%. El gel se dejo solidificar en su correspondiente bandeja de electroforesis en la

campana extractora de humos. Las muestras, por su parte, se prepararon afiadiendo 12,5 ul de
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formamida, 4 pul de formaldehido (solucién al 33%), 2,5 pl de solucidn MOPS 10x y el volumen

adecuado de cada muestra de RNA en un total de 10 pl con agua Milli-Q tratada con DEPC.

Tras incubar durante 15 minutos a 65 °C las muestras preparadas en su tampon de
desnaturalizante, se afadid la solucidon de carga de muestras para electroforesis en agarosa
(Ficoll 400 30 % (p/v), azul de bromofenol 0,2 % (p/v), xilencianol blue 0,2 % (p/v), EDTA pH 8),
y se corrid en el gel a 30-40 V en solucion MOPS 1x, durante 16 horas. La transferencia del RNA
por capilaridad a membrana de Nylon se realizd6 de la misma manera que en el caso del
“Southern- blot" (apartado 5.4 de Materiales y Métodos). Como paso previo a la transferencia
por capilaridad, el gel fue lavado con agua para eliminar el formaldehido remanente y el
exceso de bromuro de etidio con el que se visualiza la calidad y se controla la carga de cada
muestra. La fijacion del RNA a la membrana y la hibridacion con la sonda radiactiva

correspondiente también se desarrollaron de la misma manera que en el apartado anterior.

6. Aislamiento y manipulacién de proteinas de A. nidulans

6.1 Extraccion de proteina total

Los extractos proteicos totales de las distintas cepas de A. nidulans se obtuvieron
siguiendo dos protocolos diferentes, dependiendo de su uso exclusivo para deteccién por
Western-blot (método 1) o para su manipulacidn en posteriores experimentos como en

ensayos de desfosforilacién (método 2).

En ambos procedimientos se partié de micelio liofilizado y triturado en la Fast Prep Cell

Disruptor a una velocidad de 4.0 durante 20 segundos.
Método 1

Se partié de micelio triturado proveniente de cultivos en medio liquido (MMA o MFA)
y se separaron 6-7 mg de micelio que fueron resuspendidos en 1ml de tampdn de lisis (0,2M
NaOH y 0,2% B-mercaptoetanol en H,0). A continuacidn se afiadié TCA al 7,5% para precipitar
las proteinas y se incubaron en hielo durante 10 minutos. Seguidamente, se centrifugaron a
14000 rpm/ 4 °C/ 5 minutos 2 veces y se retird el sobrenadante. Sobre el pellet se afiadié 100
pl de Tris Base 1M y se mezcld bien. Finalmente se afiadieron 200 pl de Tampdn de Ruptura
(62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2 % SDS (p/v), 5 % B-mercaptoetanol (v/v), 6 M urea, 0.05% azul de
bromofenol (p/v)), se mezclé la suspension en el vortex y se hirvieron las muestras durante 2
minutos a 90°C, centrifugando a continuacidn. Se repitié el paso de hervido y centrifugacidn de

las muestras antes de cargarlas en un gel de SDS-poliacrilamida.
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Método 2

En este caso, se trabajé a partir de 80 mg de micelio seco pulverizado proveniente de
cultivos en medio minimo, el cual se resuspendid en 1 ml de tampdén de extracciéon de
proteinas A-50 (25 mM Hepes pH 7,5, 50 mM KCl, 5 mM MgCl,, 10 mM EDTA, 10 % glicerol, 0,5
mM DTT e inhibidores (Ultra). Seguidamente, esta suspensién se volvid a triturar utilizando
bolas de vidrio (diametro de 0,45 mm) en la Fast Prep Cell Disruptor, a una velocidad de 6.0
durante 15 segundos. Posteriormente se incubdé durante 10 minutos a 4 °C mezclandose
continuamente por inversion utilizando un mezclador con rueda giratoria. Este procedimiento
se repitiod dos veces. A continuacién se procedié a centrifugar las muestras durante 30 minutos
a 14000 rpm y 4 °C, recogiéndose el sobrenadante correspondiente al extracto proteico y

finalmente se midid la concentracion de proteina mediante el método de Bradford [82].

Para analizar las muestras mediante Western-blot, se precipitd la cantidad de
proteinas indicada en el texto para cada caso, utilizando TCA 10% (v/v) e incubando la mezcla
en hielo durante 10 minutos. Las proteinas se sedimentaron centrifugando 5 minutos a 14000
rom y 4 °C, y se lavaron con mezclas de Etanol/Eter 1:1 y 1:3, consecutivamente. Finalmente,
cada sedimento de proteinas se secéd por evaporacion, eliminandose asi el remanente de
solucidn de lavado. Una vez seco, el sedimento se resuspendié en una cantidad de tampdn de
ruptura determinada (20-40 pl) para obtener concentraciones aproximadamente iguales de
cada muestra en cada experimento. Los extractos proteicos ya desnaturalizados se calentaron
a 95 °C durante 5 minutos como paso previo a su carga y andlisis por electroforesis de SDS-

poliacrilamida.

6.2 Ensayo de inmunodeteccidon de proteinas, “Western-blot”

La separacidn monodimensional de los extractos proteicos se realizd mediante la
electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes con SDS, SDS-PAGE. Las muestras
de proteinas fueron tratadas como se describe en el apartado anterior, y analizadas mediante
electroforesis en geles desnaturalizantes del 10% SDS-poliacrilamida utilizando el sistema

MiniProtean® 3 de BioRad [83].

Parte de los geles se tifieron con la solucién Biosafe Coomassie Staining (BioRad) para
visualizar las bandas correspondientes a cada proteina o grupo de estas con la misma
movilidad electroforética. Duplicados de los geles anteriores fueron transferidos a membranas
de nitrocelulosa en una transferencia semiseca usando el sistema TransBlot® Turbo™ Transfer
System de BioRad. Las proteinas fueron detectadas segun cada epitopo con los anticuerpos
primarios detallados en la tabla M4. En todos los casos el anticuerpo secundario estaba
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conjugado a la peroxidasa de rdbano y su actividad se detectd utilizando el sistema de
qguimioluminiscencia ECL (Amersham). Las imagenes de la deteccion fluorescente se
obtuvieron mediante un Analizador de Imagenes de Quimioluminiscencia, 06-LAS3000Q (TDT)

y se analizaron con el programa Multi Gauge V3.0 de Fujifilm.

Tabla M4. Listado de anticuerpos utilizados en esta tesis doctoral.

Anticuerpo Dilucién Fuente Referencia
a- GFP 1:5000 Raton Roche
° o- Myc 1:10000 Ratén Sigma
g a- HA 1:1000 Rata 3F10 Roche
~ a- actina 1:20000 Raton ICN Biomedicals Inc.
a- hexoquinasa 1:50000 Conejo Chemicon Intern. Inc.
a- mouse IgG 1:4000 Cabra 115-035-003 Jackson
2 InmunoResearch Laboratories
S INC
5
b a-ratlgM+G 1:4000 Cabra 3010-05, Southern Biotech
(%]
o- rabbit IgG 1:3000 Asno Sigma

Los niveles de proteina detectados con los anticuerpos, en los casos en que se indica
en el texto, fueron calculados mediante el empleo del software Multi Gauge. Para ello se
seleccionaron regiones iguales de la imagen que incluian cada banda proteica a cuantificar y se
midié la intensidad de pixel (AU/mm?) en cada caso. Posteriormente se relacionaron estos

valores con la intensidad de pixel medida para la proteina actina.

6.3. Ensayo in vitro de desfosforilacion

Partiendo de 100 pg de proteina de extractos totales obtenidos mediante el Método 2
se afiadieron 400 U de proteina fosfatasa del fago lambda (PPA) (BioLabs. Ref. 1-800-632-7799)
10 ul de tamgn de digestion PR (10x) y 10 ul de soléoi MnCl » (10x, 10 mM), ambas
soluciones proporcionadas por el fabricante de la enzima. La mezcla de reaccidn se llevd a un
volumen final de 100 pl con agua Milli-Q y la mezcla se incubd 20 minutos a 30°C. El analisis de
cada extracto proteico se complementa con tres ensayos control adicionales: una reaccién sin
la enzima PPA, una reaccion sin PPy &dadiendo o rtovanadato sédico 10 mM (inhibidor
especifico de la fosfatasa), y una tercera reacciéon a la que se afadid tanfo déno su
inhibidor. Las reacciones se detuvieron aumentando el volumen final de las mezclas hasta los

300 ul con agua Milli-Q y afiadiendo TCA 10% (v/v) para precipitar las proteinas. A partir de
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este punto las muestras se prepararon como se indica anteriormente para su analisis por

SDS-PAGE.

7. Fraccionamiento subcelular

Este protocolo seguido para este estudio se basa en el protocolo desarrollado para S.
cerevisiae adaptado para su uso en A. nidulans, como se describe en [84]. Dado que en el caso
de A. nidulans se parte de una muestra de protoplastos de la cepa de interés, el proceso de
extraccién y lavado de protoplastos es comun con el protocolo descrito para la obtencién de

cepas de A. nidulans mediante transformacion (apartado 4.1).

A una suspensién que contenia 10 protoplastos/ml se afiadié 1 ml de tampdn de lisis
de protoplastos (200 mM Sorbitol, 50 mM Acetato sédico, 20 mM Hepes pH 7,2,y 2 mM EDTA)
y se procedié a su lisado mecanico utilizando un homogenizador “Dounce” y aplicando 20
pasos enérgicos del émbolo. Del lisado obtenido se separaron 50 ul que fueron mezclados con
80 ul de tampdn de carga de geles de SDS, denominandose a esta mezcla como extracto total
(ET). El resto del lisado se centrifugd a 300xg durante 5 minutos a 4 °C utilizando una
centrifuga de mesa refrigerada. El sedimento, correspondiente a las membranas y a los
grandes agregados celulares, se resuspendié en 100 pl de tampdn de carga de geles de SDSy a
esta fraccion se le denomind P0.3k. El sobrenadante se centrifugd nuevamente a 13.000xg
durante 15 minutos a 4 °C. Al sedimento obtenido se afiadieron 400 pl de tampdn de lisis y se
precipitaron las proteinas utilizando TCA (ver protocolo descrito en el apartado 6.1). A esta
fraccion se le denomino P13K y debe contener proteinas de membranas y de los distintos

organulos.

El sobrenadante se centrifugd a 100.000xg durante 1 hora a 4 °C empleando una
ultracentrifuga Beckman TL100 y un rotor de angulo fijo modelo TLA-100.2. Las proteinas del
sobrenadante obtenido se precipitaron de forma similar a lo indicado anteriormente utilizando
TCA. La fraccidn se denomind SB100k y corresponde a las proteinas solubles citoplasmicas. El
sedimento obtenido se resuspendié en 400 pul de tampdn de lisis y las proteinas se precipitaron
nuevamente con TCA. En esta fraccion, denominada P100K, se encuentran las proteinas
correspondientes a vesiculas de transporte y restos de membranas endosomales y del

complejo de Golgi.

La presencia de las proteinas de interés en cada una de las diferentes fracciones se

caracterizdé mediante la técnica de Western-blot (ver apartado 6.2).
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8. Analisis del contenido interno y del flujo de cationes alcalinos mediante

espectroscopia de absorcion atomica (AA)

La acumulacion y la pérdida de cationes a lo largo del tiempo se determinaron
mediante el analisis del contenido de cationes en la célula. Los tiempos de toma de muestras
se ajustaron en funcién del tipo de ensayo y se aplicd la funcion Prueba Z de Excel en los

experimentos cuyo nimero de repeticiones fue de al menos 4.

Las concentraciones de cada catidon presentes en las muestra se midieron en un
espectrofotometro de absorcién atédmica (SpectrAA-240FS, Varian). En primer lugar se
prepararon disoluciones de concentracién conocida (disoluciones patrén) del catién a medir
para obtener la recta de calibrado en cada experimento. El valor de la concentracién de cada
catidn presente en la muestra se obtiene al interporlar la sefial analitica en la recta patrén, y se
expresd en nmoles del catién por miligramo de peso seco de células. Para ello, se aplicé la
siguiente formula matematica:

CxFxV
nmoles / mg =

Siendo V, volumen de extraccion (ml); F, factor de conversidn aplicado y cuyo valor es 1,3; C,
concentracidn del catién medida con el espectrofotémetro (M) y m, masa de micelio seco
(mg). La metodologia desarrollada en este apartado es una adaptacién del protocolo descrito

en la referencia [85].

8.1 Medida del contenido interno de K' y Li*

Para la medicién del contenido interno de cationes se inocularon 10° esporas en 20 ml
de medio MMA* (descrito en el apartado 1.1.2), suplementado con KCl 10 mM (condiciones
normales de potasio) en los experimentos de medida de litio. Los cultivos se incubaron en
agitacién constante a 180 rpm, 28 °C durante 14-20 h. Cuando se alcanzé la densidad de
células en el cultivo adecuada, se filtré todo el volumen del cultivo (filtros Millipore AAWP, 0,8
pm de didmetro) y las células se lavaron dos veces con 10 ml de solucién de lavado (MgCl, 20
mM). A continuacidn se realizé un lavado adicional por arrastre y resuspensién de las células
sobre otro filtro. Para determinar la masa de micelio seco presente en el cultivo, cada filtro se

sec6 durante una hora aproximadamente a 50 °C.
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Se extrajo el contenido celular del micelio mediante lisis acida afiadiendo 5 ml de una
solucion de HClI 0,6 M y MgCl, 10 mM e incubando la mezcla durante 24 h a 4 °C.

Posteriormente se eliminaron los restos celulares mediante la filtracién de la muestra.

Se obtuvieron muestras de cada condicién de estudio en cultivos independientes por
triplicado. Las concentraciones de Li* o K* presentes en cada una de ellas se midieron mediante
espectroscopia de absorcion atdmica como se detalla mas arriba, siendo el contenido de cada

catidn expresado en nanomoles por miligramo de peso seco de células.

8.2 Medida del flujo de salida de Li*

Para determinar la salida de litio de las células de las cepas objeto de estudio, fueron
crecidas en 50 ml de MMA* suplementado con KCI 10 mM, y con dos concentraciones
diferentes de LiCl: 100 mM 6 250 mM, como se describe en el apartado 8.1. Una vez alcanzada
la densidad adecuada de células en el cultivo, se filtré todo el volumen de cultivo y se transfirid
la masa de micelio a MMA¥* sin litio, que habia sido previamente atemperado a 37 °C. Todos
los experimentos de transporte se llevaron a cabo en un bafio con agitacién a 37 °C. Las
muestras se recogieron a diferentes tiempos mediante filtracidn, se lavaron con una solucién

de MgCl, 20 mM vy se trataron como se explica en el apartado 8.1.

La concentracidn de Li* se midié mediante espectroscopia de absorcién atémica vy el
contenido del cation se expresd en porcentaje de nanomoles por miligramo de peso seco de

células.

9. Microscopia de fluorescencia

Para la observacion de la localizacion de las quimeras fluorescentes se utilizd un
microscopio vertical de epifluorescencia Nikon Eclipse 80i. Se utilizd el objetivo de 60
aumentos Plan Apo 1.4N.A (Nikon), una lampara de mercurio de 100 W vy el filtro GFP-3035

(Semrock Brigthline) para la deteccién de la fluorescencia emitida por GFP.

Las imagenes se obtuvieron con una cdmara digital ORCA-ER-Il (Hamamatsu
Photonics) y el programa de obtencidn y tratamiento de imagen fue el Metamorph (Universal
Image). También se utilizé el programa Image J, de libre acceso, para la visualizacién de las

imagenes.

Para cada observacién microscopica del hongo se inocularon 10 pl de una suspension
de conidiosporas en solucidon acuosa de Tween 80 (diluido 10.000 veces) sobre cubre-objetos

de vidrio redondo de 14 mm de didmetro sumergidos en 2 ml de MMA-P con glucosa 1% (p/v),
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NaH,PO, 25 mM, tartrato de amonio 5 mM vy los suplementos para cada cepa. Los

cubreobjetos se colocaron en placas de 12 pocillos y se incubaron a 25 °C durante 16-18 h.

10. Herramientas bioinformaticas

Las busquedas y analisis de secuencias se realizaron mediante software de libre acceso
instalado en el ordenador, en servidores o herramientas en red y utilizando las bases de datos

de genomas tanto especificas como genéricas.

Para la busqueda de secuencias tanto gendmicas como proteicas se usaron las bases
de datos especificas de A. nidulans en el Broad Institute AspGD:
http://www.aspergillusgenome.org/ y la comparativa:

http://www.broadinstitute.org/annotation/fungi/aspergillus nidulans old/index.html.

El repositorio genérico en el NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Las secuencias de interés en estas bases de datos se buscaron utilizando el algoritmo
Blastn o Blastp. En el caso de A. nidulans la bisqueda de informacién normalmente se realiza

mediante palabras claves, nombre de locus ANxxxxx, o término GO.

Los alineamientos multiples fueron realizados con el programa ClustalX [86] utilizando
para ello documentos de texto con las secuencias en formato FASTA. El programa Genedoc se
utilizé para pulir a mano los alineamientos y para la presentacién de las secuencias. También

se utilizé el programa Jalview para visualizar y tratar alineamientos multiples de secuencia.

Para las busquedas de secuencias de peptidasas en el genoma de A. nidulans asi como
los alineamientos correspondientes para los estudios indicados se utilizé la base de datos de

peptidasas MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/).

Los patrones Hidden Markof Models, HMM, fueron generados a través de las
herramientas y el soporte informatico que provee el Instituto Pasteur mediante el portal

Mobyle, http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#fwelcome.

Los drboles filogenéticos fueron construidos con el programa Mega 5 version 5.2, con
el método Neighbor-Joining, con 10000 réplicas en cada nodo.
El programa Vector NTI (Invitrogen) fue utilizado para la representacién de las

construcciones y la localizacion de las enzimas de restriccion utilizadas.

Las imagenes del revelado de los Western-blot se obtuvieron mediante un Analizador
de Imagenes de Quimioluminiscencia, 06-LAS3000Q (TDT) de FUJI y se procesaron con el

programa Multi Gauge V3.0 de Fujifilm. La sefal emitida por las sondas radioactivas en los
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experimentos de Southern-blot y Northern-blot se detecté con una pantalla BAS-MS (Fujifilm) y
posteriormente se analizaron mediante un lector Phosphorimager Fujifilm FLA-3000. Las
imagenes obtenidas también se procesaron y analizaron con el programa informatico Multi

Gauge V3.0 (Fujifilm).
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1.1 Analisis funcional del gen s/tB

Los estudios genéticos y de caracterizacién fenotipica previos realizados con el
mutante s/tB2 sefialaban al producto de este gen como un segundo elemento de la ruta Slt.
Con el objetivo de establecer una relacién directa entre los productos de los genes sltA y sitB,
se procedio a generar cepas portadoras del alelo nulo de cada uno de estos genes asi como de
los dos en conjunto, y a realizar un estudio comparativo de sus fenotipos en condiciones de

estrés cationico y pH alcalino.

1.1.1. Generacion del alelo nulo s/tB

Con el objetivo de estudiar la funcién de la proteina SItB se generd una cepa nula para
el gen s/tB. Para la delecidn de este locus se construyd un casete de DNA siguiendo la técnica
de PCR de fusion y la estrategia descrita en la Figura M1 (Materiales y Métodos, apartado 5.1).
La secuencia codificante del gen diana se sustituiria por el gen pyrG de A. fumigatus. El
reemplazamiento génico se produce por un fendmeno de doble recombinacion entre las
regiones homologas al gen diana que llevan los casetes de transformacion. La cepa de A.
nidulans MAD1427 se utilizd6 como receptora de esta construccidén, cuyo genotipo se indica en
Materiales y Métodos (Tabla M1) y que crece normalmente en medio minimo.

Las cepas recombinantes fueron seleccionadas positivamente en medio minimo de
regeneracion sin ser suplementado con uracilo y uridina, ya que el gen pyrG de A. fumigatus
complementa la auxotrofia de pirimidinas causada por la mutacion pyrG89 en la cepa
receptora.

Sobre las placas de regeneracidn crecieron numerosos transformantes y una seleccion
de éstos fue purificada a homocariosis (Materiales y Métodos, apartado 4.1). Para determinar
la correcta sustitucién de la regién codificante del gen s/tB, el gDNA de varios de éstos
homocariontes fue analizado mediante Southern-blot con sondas especificas. Dado que todos
los transformantes verificados y portadores del alelo nulo s/tB resultaron ser viables en
homocariosis, se concluyé que el gen s/tB no es esencial para el desarrollo del hongo en
condiciones de cultivo estandarizadas. De entre las cepas recombinantes As/tB::pyrGY se

seleccioné a MAD3624 para los siguientes experimentos.

1.1.2. Generacion del mutante nulo s/tA y el doble mutante nulo s/tB;sltA

La delecién del gen sltA y su caracterizacion fenotipica de sensibilidad/tolerancia a
ciertas sales, habian sido estudiados previamente por nuestro grupo [1]. Con la intencién de

evitar posibles efectos inespecificos debidos a la heterogeneidad genética de las cepas del
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laboratorio, se utilizd6 nuevamente la estirpe MAD1427 para generar una cepa A4sltA. Se siguio
la misma estrategia que para delecionar el gen sitB, sustituyendo la regién codificante del gen
sltA por el gen pyrG de A. fumigatus. La cepa resultante tras el proceso de transformacion y
posterior seleccidon y verificacion fue MAD3626.

Seguidamente, con el objetivo de determinar un posible efecto aditivo de la ausencia
combinada de las proteinas SItA y SItB, se procedié a generar una cepa doble nula s/tB; sitA.
Debido a la incompatibilidad de los marcadores de seleccidn utilizados para generar los casetes
de delecidn de los mutantes sencillos, hubo que generar una cepa nula de s/tB donde se
sustituyd la region codificante del gen por el gen riboB de Aspergillus fumigatus, AsltB::riboB".
Las cepas recombinantes fueron seleccionadas positivamente en medio minimo de
regeneracion sin ser suplementado con riboflavina. El gen riboB de A. fumigatus complementa
el requerimiento de riboflavina de la cepa receptora mutante riboB2. A esta nueva cepa nula
sltB se le denomind MAD3669, y fue seguidamente utilizada como receptora del casete de
DNA AsltA::pyrGY para asi generar la cepa doblemente mutante As/tB::riboB"; AsltA::pyrGY
(MAD3814).

Como en el proceso de obtencién de los nulos simples, un gran numero de
transformantes crecio sobre el medio de regeneracion. En estos transformantes se comprobéd
la correcta integracion del casete nulo en el locus diana. Todos los transformantes estudiados
fueron viables en homocariosis, por lo que se concluyé que la presencia de SItA y de SltB en la

célula no es esencial para la viabilidad del hongo.
1.1.3. SItA y SItB, dos miembros de la ruta Sit

En el apartado 2.3 y 3 de la Introduccién se describen los efectos de las mutaciones
sltAl y sltB2 como pérdidas de funcidn para cada uno de los genes afectados. Dado que ahora
se disponen de cepas que portan el alelo nulo de s/tA o sltB, o ambos simultdneamente, se
analizd el fenotipo que presentaban estas cepas en condiciones ambientales de estrés
cationico o de alcalinidad. Para ello, se compard el crecimiento colonial de las cepas AsltA y
AsltB con el de una cepa silvestre (MAD2733), el mutante s/tA1 (MAD4048) y el mutante s/tB2
(MAD2461) sobre el medio de cultivo. El ensayo se realizd utilizando medio MMA sélido
suplementado con las siguientes sales de forma individual: KCl 0,6 M, MgCl, 0,2 M, NaCl 1 M,
LiCl 0,3 M y CaCl, 0,05 M. También se varid el pH del medio ajustandolo a un valor de 8
afiadiendo al medio Na,HPO, a la concentracién final de 100 mM. Los fenotipos fueron
estudiados tras 48 h de incubacidn a 37 °C (Fig. R1.1). El crecimiento radial de la cepa silvestre

MAD2733 fue tomado como referencia para el resto de estirpes. Ademas, para evitar posibles
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variaciones a la hora de determinar el efecto de la delecién de cada uno de los dos genes que
fueran atribuibles a la variabilidad del fondo genético de la cepa receptora, se generaron cepas
protétrofas que portaban los alelos nulos para sltA o para s/tB (MAD3651 y MAD3682,

respectivamente).

Todas las cepas mutantes s/t presentaron el mismo fenotipo de sensibilidad o
resistencia a los diferentes compuestos ensayados. La mayor toxicidad se observd a altas
concentraciones de LiCl y a pH alcalino, con la inhibicién total del crecimiento colonial (Fig.
R1.1). Para el resto de cationes, excepto para el calcio, todas las estirpes mutantes mostraron
un crecimiento colonial reducido y compacto. Por lo tanto, la ausencia de las proteinas SItA y
SItB impide que el hongo pueda crecer normalmente en condiciones de estrés salino y
alcalinidad. El hecho de que las cepas 4stlA y AsltB fueran fenotipicamente indistinguibles
entre si evidenciaba que ambas proteinas debian formar parte de la misma ruta sefalizadora
y/o reguladora. Por otro lado, el hecho que el efecto de la combinaciéon de los alelos mutantes
AsltA y AsltB no fuera aditivo, sustentaba un modelo en el que SItA y SItB estan formando
parte de una ruta lineal, es decir que la actividad de una proteina debe depender directamente

de la otra.
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Fig. R1.1. SItA y SItB forman parte de la misma ruta de respuesta a estrés. Analisis del fenotipo de las cepas que
portan los alelos nulos sltA y/o sltB. Las esporas de las cepas indicadas a la derecha de la imagen fueron inoculadas sobre
MMA y MMA conteniendo KCI 0,6 M, MgCl2 0,2 M, NaCl 1M, LiCl 0,3 M, CaCl, 100 mM y Na2HPO4 100 mM (pH alcalino,
pH8). Las imagenes de las diferentes colonias, o puntos de indculo en caso de no crecimiento, fueron tomadas tras su
incubacion a 37 °C durante 48 horas.

3
/| |
» = . KCI0.6 M

sitB2

AsltB

sltA1

ASItA

AsItB; AsItA

=
o~
o
o
(=2}
=
m

87



Resultados: Capitulo 1

Ademas, el fenotipo del mutante s/tA1 fue idéntico al de la cepa A4sltA (Fig. R1.1). Este
resultado indica que la regidon mas carboxilo terminal de la proteina SItA es necesaria para su
correcto funcionamiento en la célula. Finalmente, indicar que el fenotipo que mostro la cepa
mutante s/tB2 fue el mismo que el de la cepa nula s/tB. Por lo tanto, concluimos que s/tB2
supone la pérdida de funcién del gen s/tB. Las regiones adyacentes eliminadas en la delecidn
de 9 kb que da lugar al alelo s/tB2, no deben contener informacién genética involucrada en la

ruta Slt.

1.2. Analisis del contenido interno y de los flujos de cationes alcalinos

La sensibilidad a ciertos cationes alcalinos que producia la ausencia de funcidn SItA o
SItB en la célula podria estar causada por una mayor acumulacién de estos cationes hasta
alcanzar niveles toxicos. Con el fin de comprobar esta posibilidad, se realizaron una serie de
medidas de cationes mediante espectroscopia de absorcién atémica en el laboratorio del Dr.
Ramos (Universidad de Cordoba). Dada la imposibilidad de incluir un gran nimero de cationes
en el estudio, y a la puesta a punto de la metodologia para realizar las mediciones, decidimos
centrarnos en dos cationes: K*, por su importancia en la célula, y Li* como analogo del sodio,

cation mas abundante en la naturaleza.

Se determiné el contenido intracelular de Li* y K" en las cepas As/tA (MAD3651) y As/tB
(MAD3682). Puesto que se desconocen los transportadores de membrana de que median la
entra y salida de sodio y su “equivalente” el litio en A.nidulans, se incluyeron en este estudio a
la cepa silvestre MAD2733 y las cepas donde habian sido delecionados cada uno de los
transportadores de potasio descritos en A. nidulans: AtrkA, AtrkB y AtrkC (MAD3232,
MAD2736 y MAD3237, respectivamente). Todos los experimentos fueron repetidos varias
veces (la mayoria, al menos cuatro) y para las medidas del contenido interno de cationes se

tomaron muestras por triplicado en cada uno de los ensayos realizados.

1.2.1. Requerimiento de K* en el crecimiento de las cepas AsltA y AsltB

Anteriormente se determind la esencialidad de SItA y SItB para que el hongo pudiese
crecer normalmente en un medio con alta concentracién de potasio. Asi mismo, y dada la
esencialidad del catidn potasio en la célula, se planted el determinar cual era el papel de
ambas proteinas en una situacion de baja disponibilidad de potasio en el medio. En primer
lugar se determind la concentracion minima de potasio que permitiese un crecimiento normal

del hongo. Para ello, se suplementéd el medio de cultivo MMA* sdélido con distintas
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concentraciones de KCl (0,1, 0,2, 0,5, 10 y 100 mM). Los fenotipos fueron estudiados tras 48 h

de incubacion a 37 °C.

Como se observa en la figura R1.2 (Panel A), los mutantes As/tA y AsltB presentan un
crecimiento reducido a baja concentracidn de KCl (hasta 0,5 mM) lo cual se interpreté como
que los productos de los genes s/tA y sitB se requieren para el crecimiento de A. nidulans en
condiciones de muy bajas concentraciones de potasio (0,1 y 0,2 mM). Con una concentracion
de 10 mM de KCl en el medio de cultivo las cepas mutantes nulas s/ltA y s/tB mostraron un
crecimiento colonial similar al de la cepa silvestre, por lo que se considerd esta concentracion

como la minima necesaria para que el hongo creciera en condiciones normales de cultivo.

La proteina TrkB ha sido definida como un trasportador de potasio de baja afinidad [43].
Por ello, y como se observa en la figura R1.2 (Panel A), es necesaria para un crecimiento
normal de la colonia en condiciones limitantes de potasio en el medio de cultivo (0 - 10 mM
KCI). Respecto a los mutantes AtrkA y AtrkC, el crecimiento colonial fue similar al de la cepa

silvestre en todas las condiciones ensayadas.

1.2.2 Determinacién del contenido interno de K* en las cepas mutantes As/tA y AsitB

Para medir los niveles intracelulares de K en las cepas mutantes As/tA y AsltB, se
suplementd el medio de cultivo liquido con KCI (0,1 y 0,2 mM), condiciones donde se
establecié que ambas proteinas se requerian para el desarrollo normal del hongo. Como
controles se incluyeron la cepa silvestre y la cepa AtrkB, y se midié la concentracién de este
catidn segln se describe en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos. Tras 16 h de incubacion
a 28 °C, se recogio por filtracién todo el micelio del medio de cultivo. A continuacidn, se secd y
pesd. La cantidad de masa de micelio de cada cepa mutante As/t no diferié de la obtenida con
la cepa silvestre. Por el contrario el peso del micelio de la cepa nula trkB fue sélo 1,3 veces
menor que el de la cepa silvestre (Fig.R1.2, panel B). Cabe destacar que, en todos los casos, el
crecimiento medido en medio liquido de cultivo contrastaba con el crecimiento colonial de
estas mismas cepas observado en medio sdélido, en el que tanto las cepas Aslt como AtrkB
mostraron dificultades de crecimiento (ver apartado anterior). Las medidas de las cantidades
de potasio intracelular estaban de acuerdo con la medida de masa de micelio en condiciones
limitantes de este cation. Mientras que la concentracién intracelular de potasio en la cepa
AtrkB era 2,5 veces menor respecto a la cepa silvestre, los mutantes As/tA y AsltB no
mostraron grandes diferencias en los niveles de potasio acumulados (Figura R1.2, panel C). Por
lo tanto, las proteinas SItA y SItB no se necesitan para regular la concentracién interna de

potasio en medio liquido. El fenotipo de sensibilidad que se observa de las cepas Aslt sobre
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medio sélido podria no deberse a un efecto directo del catidn.
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Fig. R1.2. Contenido interno de K* en las cepas mutantes nulas sltA y sItB. A) Test de crecimiento realizado para las cepas
MAD2733, MAD3651, MAD3682, MAD3232, MAD2736 y MAD3237. Se afiadio al MMA* (medio minimo sin cation potasio)
diferentes concentraciones de KCI (0,1 - 100 mM), indicadas en la parte superior de cada imagen. B) Representacion grafica del
peso de micelio seco (mg) de los cultivos de las cepas indicadas en MMA* conteniendo dos concentraciones de KCI: 0,1y 0,2
mM. C) Graficas que muestran el contenido intracelular de potasio (nmoles/mg peso seco de micelio). La concentracion de este
cation en las muestras fue medido mediante espectroscopia de absorcién atémica. Se midid en micelio de las 4 cepas
(MAD2733, MAD3651, MAD3682 y MAD2736) tras su incubacion en MMA* conteniendo KCI 0,1 y 0,2 mM. Las barras de error
representan la desviacion estandar, calculada a partir de, al menos, tres experimentos independientes.
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1.2.3. Determinacion del contenido interno y el flujo de salida del catién Li* en las cepas

mutantes AsltA y AsitB

De la misma manera que nos planteamos medir los niveles intracelulares de potasio en
estos fondos mutantes lo hicimos para el catidon litio. Los experimentos descritos a
continuacién se realizaron con el fin de determinar si la sensibilidad al catién litio que
mostraban las cepas AsltA y AsltB, podria estar causada por una mayor acumulacion de este

cation en el interior celular.

Para verificar esta hipdtesis, se inocularon esporas de cada cepa en medio liquido
suplementado con distintas concentraciones de LiCl (30, 60, 100, 150, 200, 250 y 300 mM).
Tras 18 h de incubacion a 28 °C se recolectd el micelio por filtracién y se tomaron muestras
para determinar su crecimiento y contenido intracelular. Las muestras se trataron como se
describe en Materiales y Métodos. La masa de micelio correspondiente a cada una de las cepas
fue muy similar, no encontrandose diferencias apreciables entre las cepas mutantes y la cepa
silvestre en ninguna de las concentraciones ensayadas. No obstante, el resultado de este
estudio indicé que todas las cepas mostraban los efectos téxicos del litio. Todas las cepas,
incluyendo la cepa silvestre, crecieron mejor cuanta mas baja fue la concentracion de LiCl que
se afiadié al medio de cultivo. A la concentracién mdéxima ensayada, 300 mM LiCl, las esporas
no germinaron. En el panel A de la figura R1.3 (izda.) se muestra la cuantificacidn de la masa de
micelio recolectada de cultivos incubados con 100 y 250 mM de LiCl. Se aplicé la funcion
prueba Z a los datos obtenidos del peso de micelio seco de cada uno de los mutantes nulos
que crecieron en estas condiciones. Respecto al crecimiento del mutante As/tA en 100 mM de
LiCl, no se encontraron diferencias significativas (p = 0,28) con el crecimiento de la cepa
silvestre. Es mas, para el mutante As/tB en estas condiciones se recolectd una masa de micelio
mayor que en la cepa silvestre (p= 0,0001), lo que indicé nuevamente la ausencia de toxicidad
al litio. EI mismo andlisis realizado en cultivos con 250 mM de LiCl indicé que la masa de
micelio de ambos mutantes no diferia significativamente de la cepa silvestre (p = 0,33 para la
cepa AsltA, y p = 0,27 para la cepa AsltB). Este resultado contrastaba de nuevo con el fenotipo
determinado en medio sélido, donde a la concentracion de 50 mM de LiCl las cepas mutantes

Aslt apenas muestran crecimiento colonial (Fig. R1.3, panel A, dcha.)

A pesar de no encontrarse diferencias en el crecimiento entre las cepas mutantes y la
silvestre en medio liquido, se determinaron los niveles intracelulares de Li* en micelios
cultivados en dos de las condiciones ensayadas (100 y 250 mM de LiCl) (Fig. R1.3, panel B). Los
resultados de estos experimentos mostraron que la cepa mutante As/tB contenia una

concentracion intracelular de Li* similar a la de la cepa silvestre, en cualquiera de las dos
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condiciones de cultivo establecidas (p = 0,01 en LiCl 100 mM, y p= 0,27 en LiCl 250 mM). La
medida de cationes en micelio de la cepa mutante AsltA parecia indicar la existencia de una
tendencia a la acumulacion de litio en su interior celular. Sin embargo, el andlisis estadistico
realizado mostré que no existian diferencias significativas respecto a los valores medidos en la

cepa silvestre (p= 0,27 en LiCl 100 mM, y p= 0,04 en LiCl 250 mM).

Puesto que el incremento en la concentracidn interna de un catién puede deberse
tanto a una mayor velocidad de entrada como a un defecto en su salida, decidimos comenzar
estudiando el flujo de salida del catién litio. Para ello, se inocularon esporas de las dos cepas
mutantes y de la cepa silvestre en MMA* suplementado con 100 é 250 mM de LiCl. El tiempo
de incubacidn fue de 24 h para asegurar que se habia alcanzado la situacién de equilibrio en el
transporte de este catidn. Seguidamente, se recogio el micelio por filtracion y se resuspendid
en medio MMA* sin litio para, a continuacién, tomar muestras del micelio y medir su
concentracion intracelular de Li y determinar asi la dindmica de salida del catién. Las muestras
se trataron como se describe en Materiales y Métodos, apartado 8.1. Los resultados obtenidos
se muestran en la figura R1.3, panel C. Las cepas mutantes expulsaron el litio intracelular
practicamente con la misma eficiencia que las células silvestres. No obstante, parece ser que la
mayor expulsidn de litio se producia durante los primeros diez minutos tras cambiar el micelio
a medio de cultivo sin litio. Las cepas mutantes podrian presentar una mayor caida en los
niveles intracelulares de litio en los primeros minutos que la cepa silvestre, lo que podria

explicar el crecimiento similar a la cepa silvestre en medio liquido.

Los andlisis del contenido interno y de los flujos de cationes alcalinos realizados no nos
han permitido determinar evidencias sobre la relacidn entre SItA y SItB con los transportadores
de membrana de dichos cationes. Por ello, decidimos enfocar los siguientes experimentos

desarrollados en esta Tesis Doctoral hacia la sefializacidn del factor transcripcional SItA.
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Fig. R1.3. Medida de la toxicidad al cation litio en cepas nulas sltA y sItB. A) Comparacion del fenotipo mostrado por
las cepas MAD3651 y MAD3682 en MMA* liquido (izda.) y sélido (dcha.) suplementado con diferentes concentraciones de
LiCl. B) Medida, por espectrometria de absorcion atdmica, de la cantidad de litio intracelular (nmoles/mg peso seco de
células) medido en las cepas indicadas en dos condiciones de estudio, LiCl 100 y 250 mM. Los resultados se obtuvieron
mediante espectroscopia de absorcion atémica y se expresan en nmoles del cation por mg de peso seco de micelio. Las
barras de error representan la desviacion estandar, calculada a partir de, al menos, tres experimentos independientes. C)
Flujo de salida de Li* en las cepas AsltA y AsltB. Tras medir el contenido de Li*, se representaron los datos obtenidos como
porcentajes, tomando el valor del 100 % como la cantidad de litio que contenian las células que habian crecido en el medio
de cultivo con LiCl tras las 24 h de incubacion. La cinética hallada fue muy similar tanto en las cepas mutantes como en la
cepa silvestre.
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Se realizaron diferentes analisis bioinformaticos con el objetivo de identificar dominios
conservados en SItB que permitiesen definir las posibles funciones, o dominios funcionales, asi

como a la posible familia de proteinas a la que perteneceria SItB.

En primer lugar se analizé la anotacion automatica del locus AN6132. La anotacion
automatica inicial generd una estructura para la regién codificante de este gen. Los datos
aportados por el experimento de RNA sequence integrado en la base de datos AspGD modifico
dicha estructura. En esta tesis se considera la primera anotacidn aunque se tienen en
consideracion los datos del RNAseq. Para el locus AN6132 hay registrados un nimero muy alto
de lecturas del transcrito. La regién codificante comprende 3887 pb que estan organizados en
dos exones separados por un intrén. El marco abierto de lectura (ORF) esta limitado por la
region 5°UTR entre las posiciones -103 y -1, y la regién 3"UTR entre la 3888 y 4037 (Fig. R2.1).
El primer exdn consta de 3412 pb y el segundo de 407 pb, y el intrdn tiene un tamafio estandar
de 68 pb. La diferencia entre esta organizacion y la descrita actualmente en la base de datos es
el tamafio del intrén que estd basado en ciertas lecturas de fragmentos de cDNA que muestran
un sitio alternativo de "splicing" del mismo. Nuestros datos confirman que la estructura génica
que presentamos aqui da lugar a la forma funcional de la proteina. La traduccién de la regién
codificante comprendida entre las coordenadas 1 y 3887 genera una proteina de 1272

aminodcidos, y para la que se ha estimado un peso molecular tedrico de 142 kDa.

Estructura del gen s/tB

5UTR Exén 1 Intrén 1 Exoén 2 3'UTR
Il I I I |
locus AN6132
DNA | | \ \ | \
-103 1 3412 3481 3887 4037
5UTR Exoén 1 Exon 2 3'UTR
Transcrito maduro \ I I I ]
oA | | | | |
-103 1 3481 3887 4037
Proteina N - -C 1272 aa

Fig. R2.1. Estructura del locus AN6132. El gen sltB (AN6132) consta, al menos, de 4140 nucleétidos, organizado en dos
exones y un intron. Los exones codifican para una proteina de 1272 aminoacidos.
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2.1. Posibles dominios funcionales en SItB

Utilizando la secuencia de aminoacidos definida anteriormente se realizaron
blusquedas BlastP en las bases de datos de genomas/proteinas de hongos depositadas en el
NCBI. Dichas busquedas generaron una coleccién de mas de 60 secuencias procedentes de
genomas de hongos. No se encontraron secuencias con elevada similitud en otros organismos.
Seguidamente se obtuvieron las secuencias en formato FASTA de estas proteinas identificadas
y se realizaron alineamientos multiples con la secuencia peptidica de SItB y las de sus posibles
ortologos. Estos alineamientos nos permitieron encontrar las regiones mas conservadas entre
ellas. En la figura R2.2, panel A, se muestra un alineamiento doble entre SItB y el consenso
obtenido tras el alineamiento multiple de 69 secuencias, incluida SItB de A. nidulans, que fue
generado utilizando los programas informdaticos ClustalW y JalView v2.8.0b1. En el panel B de
la figura R2.2, se pueden apreciar los bloques de residuos conservados, pero lo mas
interesante del andlisis general es la posibilidad de dividir la proteina en dos grandes bloques,
el mas N-terminal de aproximadamente 660 residuos y el resto de la proteina, unidos ambos
por una regién que aparece pobremente conservada entre los posibles ortélogos SItB. Por otro
lado las secuencias encontradas en la busqueda BlastP revelaron dos tipos de proteinas, unas
con la misma longitud y estructura anterior, con un tamafio medio de 1300 aminodcidos, y
otro grupo que mostraba conservacion de secuencia con la regién N-terminal, y con un tamafo
medio de 500 aminodacidos (sefialadas con flechas negras en Figura R2.2, panel B). Entre estas
secuencias destacar a AN7985 que se estudia en el capitulo 5 apartado C, como posible

miembro de la ruta Slt.

En las busquedas realizadas al comienzo de esta tesis doctoral, utilizando la aplicacion
de busqueda de la base de datos InterProScan mostraba una prediccion de dos dominios
funcionales en la proteina SItB. Los primeros 590 aminoacidos de la regidon amino terminal
mostraron un alto grado de similitud con proteinas quinasas. La regién mas carboxilo terminal
(a partir del residuo 970, aproximadamente) aparecia identificada como una proteasa de la
familia tripsina, del tipo serina o cisteina (Fig. R2.3, panel A). Busquedas actualizadas siguen
prediciendo el primer dominio pero no el segundo. Sin embargo, el andlisis del hipotético
dominio proteasa en la base de datos MEROPs, especializada en peptidasas, proporciond
nuevamente una prediccion de un dominio proteasa que se asemejaria al de la familia de
peptidasas S64, del clan PA, subclan PA(S). La prediccién se obtuvo con un porcentaje de
identidad del 31,37 % y un e- value de 9.10e-02, con una peptidasa de la especie Trichophyton

tonsurans, no caracterizada.

98



Consenso
S1tB

Consenso
S1tB

Consenso
S1ltB

Consenso
S1tB

Consenso
S1tB

consenso
S1tB

Consenso
S1tB

Consenso
S1tB

Consenso
S1tB

Consenso
S1tB

Consenso
S1tB

Consenso
S1tE

Consenso
S1tB

Consenso
S1tB

Consenso
SltB

Consenso
S1tB

Consenso
S1tB

Consenso 1

SltB

Consenso
S1tB

Consenso
S1tB

Consenso
S1tB

Consenso
S1tB

Consenso
s1tB

183
iz8

378
271

469
332

541
391

640
474

701

797
564

892
€57

s87
€62

1057
€87

1504
992

1600
1066

1699
1136

1898
1252

: SPLSLLPEEsKSE ¥ sHECERPG-
: -GEDTERENION FE S5 STQR-

Resultados: Capitulo 2

: SDDDERSRINGAKKR - —mtsnssmsunsscg
H GF.

1

IEAPSVAPENE - -PET--
S DR i s

H O D!
H G

L477

e e e g
BEEErETET

L.590

: E e KR---TKLHKYL----
e R P s e e SN mca:twi!cmi

ROIKGASH-SsEfTe S| VNBAQTEAT
PEs—- B T o8pvE-———§

v SELTAWRAG-- DGR

. el o e i ol

DATV.

TR

VAWEK T soRGsERSET

SAETARSKTHMT \ DM TANAQ!
sQLBEG

KEN [VEPKRY

PET

QAHQLL
RT————

DEAR
YR SPQVG:

sprspansraflg
G----NQVGT)

BRI FEEL R IR

DSQRSIREST

: AYSFRRESVSQPQIVATEA Y

---SPDL-8L

QBEs O ss

I8P ERD scnvm-pp imsn
T YFG—— 8 vVT—————— —

-—AVA-

s o g

VSALVTDGIREWPQATLGYPTPEPEPET(

L6592

PRQEPEVE :

EEE IR FRET

e B

H DADDERDE YD
5 D-—@IHEA:

sa IASKL

WFMSM&RTLIGBﬂ
jL JH-

SRSGGN-SGHDS YDA
7777777777 IEAFFPEQD

EBVDRRDQYTEDEDEY DT BSS. C
====-MELQQRNPILLN R H

GRTSEDEDLI 2 BSLVGT
QL---——-—H SV -

f*sFY!HEF AADAHNQDGDRDLH QoEGL BOYD
————————————————————— SQEMS, fES
————— STEDY
------ EGD---

EEDD

£ASDDSIARSDDESERRESD
GO -——-————-

TLEEEEE: 1R
TE EESTEE

PSPBTGGGAPHRPSGSPDQT*

X GS! VEYSARSS! ISODRSQTARAARTA
i IS0 PNREVTE PMOH v _____________

fo!llﬁl

99

280
191

377
270

468

331

540
390

639

700
491

796
563

891
656

: 986
661

1056
686

1156
708

1344
880

1442
943

1503
991

1599
1065

1698

1135

1798
1213

1897
1251

1990
1272

Dom

Dominio Psk

Proteasa

nio




Resultados: Capitulo 2

B

12}

"

IR 2]

Fig. R2.2. Estructura del locus AN6132. A) Alineamiento de la secuencia SItB con el consenso generado tras el alineamiento
mdltiple de 69 posibles ortélogos de SItB. En fondo negro se visualizan los residuos idénticos. Se enmarcan las regiones N y C-
terminales para indicar su alto grado de conservacion. A la derecha se esquematizan las regiones en las que hipotetizamos se
divide la proteina SItB. Se indican en la secuencia los residuos P477, D590, M692 y F1126 que delimitan regiones cuya funcion
ha sido analizada en este trabajo. B) Representacion grafica del alineamiento multiple utilizado para generar el consenso del
panel A. Las flechas negras indican las proteinas o grupos de estas, que carecen del dominio proteasa. La flecha roja indica la
representacion grafica de la proteina SltB de A. nidulans. Debajo del alineamiento grafico se muestran las tres regiones
consideradas, el dominio pseudoquinasa (Psk), el dominio proteasa (Prot) y el conector entre ambas.

Las proteinas definidas como peptidasas del tipo serina se caracterizan por contener
en su secuencia la triada catalitica His-Asp-Ser [87]. Con el objetivo de identificar estos
residuos cataliticos se examinaron las regiones conservadas correspondientes al dominio
proteasa de SItB y se identificaron estos aminoacidos en su secuencia. Concretamente, se
propusieron los residuos de histidina 1008/1033, el de aspartico 1036 y el de serina 1142 como
posibles candidatos a formar parte de esta triada, dado su alto grado de conservacidn en la
secuencia del resto de ortdlogos y a su distribucion. Algunos de estos residuos fueron objeto
de estudio posteriormente (Fig. R2.3, panel B). A continuacién se realiz6 un analisis mas
exhaustivo del hipotético dominio quinasa de SItB. Estos trabajos se dirigieron a definir las
caracteristicas estructurales conservadas que son responsables de la actividad catalitica. El
dominio quinasa o, dominio catalitico, comprende entre 250 y 300 aminodcidos, los cuales se
pueden agrupar en doce subdominios [3]. Dentro de estos subdominos, entre los que se
encuentran residuos invariables entre las diferentes quinasas identificadas, se definen ademas
tres dominios cataliticos esenciales: VAIK, HRD y DFG [59]. Se realizé una busqueda mas
precisa de estos dominios cataliticos esenciales en la secuencia peptidica de SItB, también en
los posibles ortélogos, no logrando su identificacién. El conjunto de los resultados nos llevo a

definir a este dominio de SItB como una hipotética pseudoquinasa.
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InterProScan
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Fig. R2.3. Prediccion de regiones funcionales en SItB. A) Captura de imagen de las busquedas iniciales de dominios
funcionales utilizando las herramientas de analisis de InterProScan (ver texto). B) Bloques de residuos conservados en un
alineamiento multiple con ortdlogos de SItB procedentes de diferentes hongos filamentosos. El rectangulo rojo muestra el bloque
de aminoacidos conservado que incluye a la Histidina 1033, la ampliacion muestra este residuo resaltado. El rectangulo verde
sefiala a los aminoécidos conservados entre los que se incluye la Serina 1142.

2.2 Distribucion filogenética de los posibles homélogos de SItB

Dado que las busquedas de los posibles ortdlogos sefialaban preferentemente a
proteinas flngicas, nuestro siguiente objetivo fue determinar la distribucion filogenética de
SItB. Este trabajo se hizo con la colaboracién del Dr. Cortese, Universidad del Pais Vasco, quien
estudio los productos de los genes ortdlogos de SItA y SItB en diferentes especies fungicas. En
especial con SItB se elaboraron modelos probabilisticos de las secuencias (Modelos Ocultos de
Markov, HMM) para ampliar el rango de busqueda de proteinas similares, utilizando la

aplicacion en linea Mobyle 1.5 del Instituto Pasteur.
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Estas busquedas con los HMM generados para las regiones de SItB comprendidas entre
los residuos 13-174, 325-589 y 1136-1194, definieron 30 nuevas secuencias de diferentes
genomas fungicos. Las dos primeras regiones extrajeron de las bases de datos secuencias
similares a SItB y a las proteinas que sdélo contienen la regiéon N-terminal que se ha definido
como Psk. EIl HMM definido con la regién 1136-1194 solo proporciond proteinas similares a

SItB. Por lo tanto, no existen proteasas con secuencias similares a la regién C-terminal de SItB.

Con los alineamientos multiples generados con los posibles homdlogos de SItB, es
decir sélo aquellos que contienen los dominios Psk+Prot, se elabord un analisis de filogenia
utilizando el programa MEGAS.2 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) (Fig. R2.4). Los
resultados mostraron que estos posibles homdlogos de SItB estdn restringidos a especies del
subfilo Pezizomycotina, destacando el elevado nimero de especies incluidas en las clases
Eurotiomicetos y Sordariomicetos. Esta distribucion es similar a la que muestra el factor
transcripcional SItA, sugiriendo que el sistema Slt puede ser exclusivo de estos hongos

filamentosos.
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Fig. R2.4. SItA y SItB muestran la misma distribucién filogenética. Arboles filogenéticos realizados con los secuencias
proteicas de los diferentes ortdlogos de SItA y SItB mediante el programa MEGAS5.2. En cada nodo se representa la distancia

entre las secuencias.

103






Resultados: Capitulo 3
La protedlisis como mecanismo

molecular de sefalizacion






Resultados: Capitulo 3

3.1. Estudio funcional de formas etiquetadas de SItA y SItB

Los resultados genéticos que habiamos obtenido mostraban que tanto la delecidn del
gen sltA como la del gen s/tB causaban el mismo fenotipo de sensibilidad a determinados
cationes y que el doble mutante era indistinguible de los mutantes simples. Basdandonos en
esta evidencia de interaccién funcional, nos propusimos estudiar en mas detalle la relacidén
entre ambas proteinas. Nuestra hipdtesis de partida fue que el factor transcripcional SItA debia
estar sometido a la accion reguladora de la proteina SItB. SItA deberia ser sintetizado en una
forma inactiva y las actividades pseudoquinasa y/o proteasa SItB activarian al factor

transcripcional (ver modelos de trabajo en Fig. R3.4).

3.1.1 Construccidn de cepas que expresan formas etiquetadas de SItA y/o SItB

Con el objetivo de estudiar la existencia de formas modificadas postraduccionalmente
tanto de SItA como de SItB, asi como para determinar su localizacidn celular, se construyeron
cepas que expresaban estas proteinas etiquetadas en su extremo C-terminal con diferentes
epitopos, HA, Myc y GFP. El etiquetado de cada proteina se realizd siguiendo la estrategia

descrita en el apartado 5.1 de Materiales y Métodos.

Para realizar este trabajo con cepas genotipicamente homogéneas, se utilizé de forma
rutinaria a la cepa MAD1427 como la receptora de los casetes de DNA correspondientes. Tras
seguir el protocolo habitual de obtencién de cepas del laboratorio mediante transformacion,
se seleccionaron las estirpes recombinantes MAD3625 (SItB::GFP), MAD3734 (SItB::5Myc) y

MAD3652 (SltA::;HA) para los siguientes experimentos.

En el caso de SItA, se utilizd el epitopo HA para generar la proteina etiquetada puesto
que la fusién a GFP parecia interferir con su funcidn en la célula y en la deteccidén de la
proteina (ver Capitulo 5). Con el objetivo de estudiar ambas proteinas en el mismo extracto
proteico, se generd una cepa que expresaba ambas proteinas etiquetadas, SItA::;;HA vy
SItB::GFP. Para la obtencién del casete de DNA correspondiente a la construccion SItB::GFP se
siguid la estrategia descrita en el apartado 5.1 de Materiales y Métodos. Se utilizé la cepa
MAD3652 (SltA::,sHA) como receptora de este casete de transformacion, seleccionando a la

estirpe MAD3751 (SItA::sHA, SItB::GFP) tras seguir el proceso de obtencidn de cepas habitual.

3.1.2 Formas de la proteina SItA presentes en la célula

Con el fin de comprobar la funcionalidad de la proteina etiquetada SItA::5HA

(MAD3652), se realizaron test de crecimiento sobre medios sélidos en los que se incluyd estrés
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salino y la alcalinizacién del medio (Fig. R3.1, panel A). Aunque el crecimiento radial de la
colonia que expresaba la quimera de fusion fue ligeramente menor que el de la cepa silvestre
en las condiciones de estrés ensayadas, asumimos que la proteina SItA fusionada al epitopo

3xHA es funcional.

Una vez comprobada su funcionalidad, se procedid al estudio de la quimera SltA::;HA
en extractos proteicos obtenidos mediante lisis alcalina del micelio de la cepa MAD3652, para
seguidamente analizarlos en ensayos de Western-blot siguiendo los protocolos habituales del
laboratorio (ver Materiales y Métodos). Como se observa en el panel B de la figura R3.1, el
etiquetado de SItA en su extremo C-terminal nos permitié visualizar dos formas de esta
proteina. El peso molecular correspondiente a la quimera SItA fusionada a las tres copias del
epitopo HA es de 82,8 kDa. A la forma de menor movilidad electroforética se le estimé un
tamafio de 100 kDa, que debe corresponder a la forma primaria de la quimera SltA::3,HA. El
peso molecular tedrico correspondiente a la proteina nativa SItA es de 77,91 kDa, por lo que

hemos denominado en este trabajo a esta forma como SItA 78 kDa (SItA78kDa).

También se detectaron dos bandas con movilidades electroforéticas muy cercanas y se
les estimd un tamafio aproximado de 45 kDa. En este caso, ambas bandas deben contener
formas truncadas de este factor transcripcional. Légicamente, al ser detectados con el
anticuerpo o-HA, estos fragmentos de SItA deben ser regiones pertenecientes a la porcion
carboxilo terminal de esta proteina. Para estimar los limites de estos fragmentos se tuvo en
cuenta la localizacion del dominio de dedos de zinc. Asi, un fragmento que incluyese a este
dominio y los Ultimos 198 aminodacidos tendria un peso molecular teérico de 31,6 kDa, por lo
tanto las formas truncadas detectadas deben, al menos, contener los aminoacidos entre las
coordenadas 414 (primer aminodacido del primer dedo de zinc) y 698, el final de la proteina.
Una definicion mas precisa de estos limites se obtuvo tras generar diversas construcciones
para obtener un alelo mutante de s/tA que mimetizase a este fragmento de la proteina
(apartados 3.6 y 3.7 de Resultados). Adicionalmente, se demostré que la banda de menor
movilidad corresponde a una versién modificada del mismo fragmento de SItA (ver Capitulo 4).
Independientemente de esta modificacion, al conjunto de ambas formas de mayor movilidad

electroforética se le ha denominado en este trabajo como SItA 32 kDa (SItA32%?).

Los resultados obtenidos muestran que existen varias formas de SItA en la célula, al

menos tres, y que debe existir un mecanismo proteolitico tras la formacion de SItA%®.
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Fig. R3.1. Estudio funcional de la forma etiquetada de SItA. A) Analisis fenotipico de la cepa portadora del alelo mutante sltA
que expresa la quimera SItA::HA, MAD3652. Las esporas de cada cepa fueron inoculadas sobre MMA y MMA conteniendo NaCl
1M, LiCl 0,3 M y 100 mM de Na2HPOx (pH alcalino, pH 8). Las imagenes de las diferentes colonias o puntos de indculo en caso
de no crecimiento, fueron tomadas tras su incubacion a 37 °C durante 48 horas. Como control se muestra el crecimiento en las
mismas condiciones de la cepa silvestre, MAD1427 y la cepa nula sltA, MAD3626. B) Western-blot (izda.) realizado con el
extracto proteico del micelio de la cepa MAD3652, en condiciones basales de cultivo. Representacion esquematica (dcha.) de las
diferentes formas SltA::sxHA inmunodetectadas en el ensayo empleando el anticuerpo a-HA. Se indican los pesos moleculares
tedricos y estimados para cada una de las formas etiquetadas de SItA.

3.1.3 Diferentes formas de SItB también estan presentes en la célula

Para estudiar a la proteina SItB utilizamos la cepa MAD3625, que expresa la quimera
SItB::GFP. Asi, detectamos esta proteina en los extractos proteicos obtenidos a partir de
micelio de la cepa indicada utilizando los anticuerpos adecuados, y determinamos su
localizacién celular mediante microscopia de fluorescencia (ver Capitulo 5).

El peso molecular tedrico de la quimera SItB::GFP es de 168 kDa aproximadamente,
siendo el de SItB de 141,45 kDa. En los extractos proteicos se detectd una banda cuyo peso
estimado era de 100 kDa, lo que no correspondia con el esperado para la quimera SItB::GFP

(Fig. R3.2, panel A). Puesto que SItB esta etiquetado en su extremo C-terminal, esta banda
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debia corresponder a la regién carboxilo terminal etiquetada de SItB. Con la intencién de
visualizar la forma completa de esta proteina se aumentd notablemente el tiempo de
exposicién durante el revelado de la inmunodeteccidn. Asi se detectd, con una intensidad
tenue, una banda de menor movilidad electroforética con un peso molecular estimado de ~250
kDa (indicada con un asterisco en el panel A, Fig. R3.2). A pesar de la considerable diferencia
en la movilidad observada con la esperada, esta banda deberia corresponder a la forma nativa
de SItB etiquetada con GFP. Este patrén de movilidad electroforética de la proteina etiquetada
SItB no se vio alterado por el etiquetado de SItA, tal y como se observa en el panel A de la Fig.
R3.2, en extractos proteicos de la cepa MAD3751 en la que se expresan las quimeras SItA:: 3 HA
y SItB::GFP. La deteccidn del mismo patrdén electroforético que el observado para cada una de
las quimeras en extractos independientes, indicd que la expresién simultdnea de ambas

proteinas etiquetadas no interfiere en sus respectivas migraciones electroforéticas.

Para verificar que el patrén de bandas observado para la quimera de SItB era
independiente del epitopo al que estuviera fusionado, se generd la cepa MAD3734. Esta
estirpe expresa la proteina SItB etiquetada en su extremo carboxilo terminal con el epitopo
xMyc (SItB::3Myc), siendo el peso molecular tedrico para esta fusion de 152,4 kDa. En
extractos proteicos de la cepa MAD3734 se detectd de nuevo una banda de mayor movilidad
electroforética que la esperada para la proteina completa (~70 kDa frente a 152,4 kDa) (Fig.
R3.2, panel B, carril 2). La diferencia de migracion electroforética observada entre la forma
truncada SItB::GFP y SItB::3,Myc estaba de acuerdo con el peso molecular de las respectivas

etiquetas (comparar carriles 1y 2 en panel B, Fig. R3.2).

Dado que los analisis in silico realizados previamente sugerian la existencia de dos
posibles dominios funcionales en SItB, cabia la posibilidad de que sobre esta proteina ocurriera
un corte proteolitico que separase a ambos dominios. Para analizar esta hipdtesis se generd
una cepa que expresaba una versidon de SItB doblemente etiquetada, tanto en el extremo
amino como en el carboxilo terminal. La estrategia llevada a cabo para generar esta cepa se
describe en el apartado 5.1 de Materiales y Métodos. Se utilizd el epitopo GFP para el
etiqguetado en el extremo N-terminal, de manera que también pudiésemos determinar su
localizacién celular mediante microscopia de fluorescencia. Para el etiquetado en el extremo
C-terminal se utilizé el epitopo Myc. La estirpe seleccionada, tras seguir el proceso habitual de

obtencién de cepas, fue MAD4899.

La forma completa GFP::SItB::;,Myc expresada en MAD4899 tiene un tamafio tedrico
de 178,89 kDa, por lo que deberia detectarse una banda correspondiente a este peso

molecular tanto si la incubacidn se realizaba con un anticuerpo a-GFP como con a-Myc. La
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inmunodetecciéon del epitopo GFP permitié visualizar una banda con una movilidad
electroforética estimada de 125 kDa mientras que el anticuerpo a-Myc iluminé una banda de
70 kDa, por lo que nuevamente no se estaba detectando la forma completa GFP::SItB::3Myc
(Fig. R3.2, panel B, carril 3 e imagenes accesorias). Se interpreté que la forma detectada con
a—GFP correspondia a un fragmento bien definido de la regién N-terminal de SItB. El
anticuerpo a—Myc detectaba en el mismo extracto proteico el fragmento restante de SItB,

hasta completar la totalidad de la proteina nativa.

La deteccidn del epitopo Myc mostrd la presencia en el extracto proteico de una forma
truncada SItB::3,Myc procedente de la forma completa GFP::SItB::3Myc como una banda con
una migracién entorno a los 70 kDa. Esta forma detectada deberia corresponder a la misma
forma truncada fusionada a ;Myc en la proteina etiquetada solamente en el extremo C-
terminal. Asi, se comparé la deteccidon con anticuerpo a-Myc de las formas truncadas de SItB
en los extractos proteicos correspondientes a las dos cepas MAD3734 y MAD4899, y en ambos
casos se hallé una banda con idéntica movilidad electroforética (comparar en la Fig. R3.2,

panel B los carriles 2 y 3).

Estos resultados demuestran que tanto el epitopo Myc como GFP no impiden que se
produzca el corte proteolitico de la proteina SItB, y que éste debe producirse en la misma
regidon separando el dominio proteasa del pseudoquinasa. El conjunto de resultados obtenidos
pone de manifiesto la existencia de un proceso de protedlisis dirigida sobre la proteina SItB,

liberandose dos dominios cuya funcidn en el sistema sefializador de SItA debia ser establecido.

Para determinar el grado de funcionalidad de estas formas quiméricas de SItB, se
realizaron test de crecimiento en condiciones de estrés catidnico y alcalinidad (Fig. R3.2, panel
C). El crecimiento radial de las estirpes que expresaban las formas etiquetadas solo en el
extremo C-terminal no mostré diferencias apreciables respecto al crecimiento de la cepa
silvestre receptora en los estreses ensayados, por lo que estas formas etiquetadas debian
proporcionar versiones funcionales de SItB. Sin embargo, el fenotipo de la cepa que expresaba
la forma doblemente etiquetada fue similar al mostrado por la cepa nula s/tB, por lo que se
determiné que el doble etiquetado de la proteina SItB no proporcionaba formas funcionales.
Puesto que las quimeras SItB::GFP y SltB::3Myc son proteolizadas y dan lugar a una forma
truncada SItB funcional, el etiquetado N-terminal con GFP podria ser el responsable de la
pérdida de funcidn SItB, aunque la presencia de ambos epitopos no impida su protedlisis. Este
resultado evidenciaba un papel importante del dominio pseudoquinasa de SItB en la ruta de

sefializacion Slt (ver mas adelante).
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Fig. R3.2. Formas de SItB presentes en la célula. En los paneles A y B se muestran los resultados de la inmunodeteccion de
formas etiquetadas de SItB en extractos proteicos totales. A la izquierda se muestran esquematizadas las interpretaciones de las
formas de SItB visualizadas. A) Las flechas sefialan las bandas correspondientes a las formas completa y truncada C-terminal de
SItB etiquetadas con GFP en extractos proteicos obtenidos de la cepa MAD3625. Se indican los pesos moleculares
correspondientes al marcador de peso molecular utilizado (kDa). A la derecha se muestra la inmunodeteccion de las quimeras
SItB::GFP y SItA::HA en extractos proteicos obtenidos de micelio de la cepa MAD3751. B) Western-hlot realizado con los
extractos proteicos de las cepas indicadas en la parte inferior de la imagen. En rojo se indica las bandas detectadas con el
anticuerpo a-GFP, y en azul las detectadas con a-Myc. Se incluyen, debajo del carril 3, las detecciones por separado de la forma
doblemente etiquetada de SItB utilizando los anticuerpos o-GFP y a-Myc. Se indican los pesos moleculares estimados de cada
una de las formas inmunodetectadas. C) Test de crecimiento realizado con las cepas indicadas en la parte inferior de la
composicion de imagenes. Las esporas de cada cepa fueron inoculadas sobre MMA y MMA conteniendo NaCl 1 My 100 mM de
NazHPO:s (pH alcalino, pH 8). Las imdgenes de cada colonia fueron tomadas en las mismas condiciones descritas en la Fig. R3.1.
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3.2. Relacidn funcional entre las diferentes formas celulares de SItA y SItB

Los datos genéticos mostraban que las funciones SItA y SItB debian estar
estrechamente relacionadas, por lo tanto nos centramos en el estudio de una interrelacion

funcional de las diferentes formas proteolizadas de SItA y de SItB.

Con este objetivo se generd en primer lugar una cepa que expresaba la quimera
SItB::GFP en ausencia de funcién SItA. Para ello hubo que generar una nueva cepa AsltA,
MAD3919, que permitié la compatibilidad de los marcadores de seleccion para generar el alelo
mutante de s/tB que expresara SItB etiquetada con GFP (ver Materiales y Métodos). La cepa
MAD3919 mostro el fenotipo esperado de sensibilidad al estrés salino y la alcalinizacién del pH
del medio derivado de la ausencia del factor SItA (Fig. R3.3 panel A). Seguidamente se procedio
a reemplazar el locus sltB con la quimera que expresaba SItB::GFP y entre los transformantes
analizados fue seleccionada la estirpe MAD3705. Como cabia esperar la cepa MAD3705 mostré
el mismo fenotipo de pérdida de funcidon de sltA que su receptora MAD3919 en cuanto a

sensibilidad a los diferentes estreses abidticos ensayados (Fig. R3.3, panel A).
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Fig. R3.3. Regulacion cruzada entre SltA y SltB. SItA es necesario para la expresion de SItB, el cual es esencial para que
tenga lugar la protedlisis de SItA. A) Analisis fenotipico de las cepas portadoras de alelos nulos sltA y sltB en las cepas que
expresan cada una de las quimeras SItA:HA y SItB::GFP (MAD3693 y MAD3705, respectivamente). B) SItB::GFP no es
detectado en extractos proteicos procedentes de una cepa que porta un alelo AsltA. C) En los extractos proteicos de una cepa
AsltB que expresa a SltA etiquetada con HA, Gnicamente se detecta la forma completa SItA78kPa g realizar su inmunodeteccion
con a-HA. En los paneles B y C se utiliza la inmunodeteccion de actina como control del nivel de carga del extracto proteico.

Para determinar el estado de modificacidon postraduccional de SItB en ausencia de SItA
se procedié al andlisis, con los anticuerpos adecuados, de extractos de proteina total del
micelio de la cepa MAD3705 cultivado en las condiciones estandar. En el panel B de la figura
R3.3 se muestra la ausencia de detecciéon de proteina SItB::GFP en dicho fondo genético,
utilizando los niveles de actina como control de referencia, comparado con los niveles

detectados en una cepa silvestre s/tA (MAD3650). Este resultado sugeria que en ausencia de
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SItA debia existir una notable reduccion en la expresion del gen s/tB, lo que fue confirmado
posteriormente (ver Capitulo 4), y establecia a este gen como diana del factor transcripcional
SItA. El fenotipo idéntico del mutante nulo simple s/tA y del mutante doble nulo s/tB; s/tA
podria ser interpretado en ambos casos como la ausencia de funcién de ambas proteinas
simultdneamente.

Para establecer el efecto de la ausencia de SItB sobre la modificacidon postraduccional
de SItA, se generd una cepa que expresaba al factor SItA etiquetado con el epitopo HA en un
fondo nulo s/tB. En este caso se utilizd la cepa 4s/tB, MAD3669, como receptora del casete de
DNA que codifica para la quimera SItA::3HA. De entre los transformantes se seleccioné a la
estirpe MAD3693 para realizar los experimentos descritos a continuacion. Primeramente, se
verificd que la expresion de la quimera no alteraba el fenotipo de sensibilidad al estrés salino y
la alcalinidad que causa la pérdida de funcién s/tB. Posteriormente, se procedié a extraer
proteina total mediante lisis alcalina del micelio de la cepa indicada, y a la deteccién de las
formas de SItA en los extractos proteicos de una cepa nula s/tB mediante Western-blot (Fig.
R3.3, panel C). Utilizando un anticuerpo a—HA se visualizd una banda que presentaba una
movilidad equivalente a 100 kDa. Esta debia corresponder a la forma de menor movilidad

78kDa

electroforética de SItA, es decir la forma completa denominada SItA™"". El hecho de que no se

visualizara la banda correspondiente a SItA3*"?

indicaba que la protedlisis de la forma de 78
kDa no se estaba produciendo. Por lo tanto la actividad de SItB es necesaria para la protedlisis
de SItA y dado que contiene un dominio proteasa, SItB era el principal candidato para mediar

el corte proteolitico del factor transcripcional (ver modelo en Fig. R3.4).

Ademas, puesto que el fenotipo mostrado por la cepa MAD3693 era indistinguible del

mutante portador del alelo nulo s/tA, proponemos que la forma SItA”®

no debe regular la
expresion de los genes necesarios para la tolerancia a los estreses abidticos analizados,
consecuentemente, la forma SItA**® debe realizar dicha funcién. Esta hipétesis no excluye un
efecto regulador coordinado por ambas formas de SItA.

El conjunto de todos los datos obtenidos hasta ese momento nos hizo cambiar el

modelo inicial de la ruta reguladora Slt. En la figura R3.4 se hace una comparacion entre ambos

modelos y su repercusion en los objetivos del trabajo.
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Fig. R3.4. Evolucion del modelo de trabajo de la ruta reguladora Sit. En A) se ilustra el modelo inicial sobre el que se
basaban los primeros experimentos de este estudio. B) Nuevo modelo de trabajo que incluye las diferentes formas
detectadas tanto de SItA como de SItB, y las relaciones funcionales existentes entre ellas.

3.3 SItA, el efector final de la ruta Slt

Dado que la expresion de s/tB depende de la actividad SItA se decidié expresar a este
gen de forma independiente para asi establecer si SItA es el efector final de esta nueva ruta
reguladora objeto de estudio. Con esta intencién generamos una cepa s/tA nula que ademas
portase un plasmido que permitiera la expresion de una forma etiquetada de SItB bajo un
promotor regulable. Para ello, se utilizé el promotor inducible por alcohol, e.g. etanol 1% (v/v),

de la alcohol deshidrogenasa |, alcA®, para mediar la expresidn de la quimera SItB:: ;,Myc.

El plasmido palcA-SItB-Myc (ver apartado 3.2.2 de Materiales y Métodos), se
transformd en la cepa MAD3816 y, dado que fue dirigido al locus pyroA, se seleccionaron
transformantes protdtrofos de piridoxina. Todos los transformantes obtenidos fueron viables
en homocariosis y, tras realizar la correspondiente verificacion mediante Southern-blot, se
seleccionaron de entre todos ellos a la cepa MAD4015 que contenia una Unica copia del

plasmido (1x), y a la cepa MAD4016 que contenia mas de una copia integrada (nx).

Con el objetivo de determinar si la sobreexpresién de s/tB podia compensar la carencia
de funcion s/tA, se analizd el crecimiento de estas cepas en medio minimo sdélido

suplementado con MgCl, 0,2 M, NaCl 1 M y LiCl 0,3 M y para ajustar el pH a valor de 8 se
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afiadié 0,1 M de Na,HPO,. Como fuente de carbono se prepardé medio conteniendo glucosa al
3 % (p/v), condicién represora del promotor alcA, y medio con etanol al 1% (v/v), condicién
inductora de la expresidon del transgen. El fenotipo mostrado por estas cepas en las
condiciones de cultivo indicadas se refleja en el panel A de la figura R3.5. Se compard el
crecimiento radial de las cepas generadas con los de la cepa silvestre MAD1427, una cepa nula
sltA protdtrofa para piridoxina (MAD4965), y con la cepa que expresaba la quimera SItB::3,Myc
(MAD3734). En condiciones de represion de la expresion de la quimera SItB::5,Myc, el fenotipo
mostrado por ambas estirpes (MAD4015 y MAD4016) en las condiciones ensayadas era
idéntico al de la cepa 4sltA. Al afiadir etanol (1 %) al medio de cultivo, permitiendo asi la
expresion de la forma etiquetada de s/tB, el crecimiento de ambas cepas fue también similar al
de la cepa nula s/tA. Para verificar que existia expresion de la proteina de fusién SItB::3Myc
desde el promotor alcA, se analizaron los extractos proteicos de estas cepas mediante
Western-blot. Para ello se procedié a extraer proteina total a partir del micelio cultivado en
medio minimo liquido suplementado con glucosa al 3% (p/v) o con etanol al 1% (v/v). Este
procedimiento se desarrollé para las dos cepas objeto de estudio y las cepas control utilizadas
en el test de resistencia citado previamente. El revelado del Western-blot (Fig. R3.5, panel B)
permitid observar la banda correspondiente a la proteina SItB::3;Myc cuando el medio
contenia el inductor etanol, pero no se detectaba en condiciones represoras del promotor
alcA? (glucosa). La forma detectaba SItB::3,Myc mostraba la misma migracidn electroforética
gue la forma detectada en la cepa que expresa dicha forma bajo su propio promotor s/tB. Se
detectd una cantidad similar de esta proteina en los extractos correspondientes a la cepa que
contenia una Unica copia del plasmido (MAD4015) y aproximadamente 2,5 veces mas en los

extractos de la cepa que contenia mds de una copia (MAD4016).

Estos resultados ponen de manifiesto dos procesos relevantes para entender el
sistema Slt. En primer lugar demuestran que SItA es el efector final de la ruta Slt, puesto que la
expresion SltA-independiente de la proteina SItB no puede suprimir la carencia de funcidn SItA,
es decir la ausencia de sltA tiene un efecto totalmente epistatico sobre la sobreexpresion de
sltB. En segundo lugar el procesamiento de SItB es independiente de la accién de SItA, ya que
se detectd la forma truncada de SItB::3Myc en lugar de la forma nativa de la proteina tanto en

presencia como en ausencia de actividad SItA.
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Fig. R3.5. La ausencia de SItA tiene un fenotipo epistatico frente a la sobreexpresion de sltB. A) Test de crecimiento
realizado con las cepas indicadas en la parte derecha de la composicion. Se analiza el crecimiento colonial en condiciones
represoras (glucosa 3%, Glu 3%, izda.) e inductoras (etanol 1%, ETOH 1%, dcha.) del promotor alcA. La cepa MAD4965 fue
obtenida en el experimento de transformacion con el plasmido recombinante palcA::sltB::myc y es utilizada como cepa control
pyroA*. En el genotipo de las cepas MAD4015 y MAD4016, 1x y nx indican el nimero de copias del plasmido integradas en el
locus pyroA, respectivamente. B) Inmunodeteccion de la quimera SItB::Myc en diferentes cepas y medios de cultivo represores y
activadores del promotor alcA. En todos los casos se indica la presencia o ausencia de la forma truncada de 70 kDa que genera
la protedlisis de SltB::Myc mediante su deteccidn con a-Myc. Glu indica la presencia de glucosa al 3% (p/v) en el medio de
cultivo, condicion represora para alcAP, y ETOH la presencia de etanol al 1% (v/v), condicion activadora para alcAP. Como control
de igualdad de carga de los respectivos extractos proteicos totales se visualizan los niveles de actina, usando un anticuerpo

especifico (a-actina).
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3.4 Estudio funcional de los dominios de SItB

Puesto que SItA se trunca y requiere de la funcidn SItB para esta protedlisis, y dado
que SItB podria contener un dominio con actividad proteasa (Capitulo 2), nos preguntamos si
este dominio seria la proteasa tras el proceso proteolitico de SItA. El doble etiquetado de la
proteina SItB habia puesto de manifiesto la existencia por separado en la célula de los dos
dominios deducidos tras los analisis bioinformaticos (Apartado 2.1, Capitulo 2). Con el objetivo
de investigar en la funcionalidad de estos dominios decidimos expresar cada uno de ellos de

forma independiente en la célula.

Para establecer los limites de estos dominios en la secuencia de SItB se tuvo en cuenta
el grado de similitud existente entre las secuencias ortélogas de SItB (Apartado 2.2, Capitulo
2), y el peso molecular que habiamos estimado previamente para la banda detectada en los
ensayos de inmunodeteccidén de las quimeras SItB::GFP y SItB::5Myc. Asi, decidimos generar
una forma de SItB que expresase solo los primeros 590 aminoacidos de su secuencia, y otra
que expresase los ultimos 581 aminoacidos, ambas etiquetadas con diferentes epitopos para
poder ser visualizadas mediante inmunodeteccion. Para simplificar la lectura de las figuras, las

Psk (dominio pseudoquinasa) o

quimeras generadas se nombraran de forma genérica como SItB
SItB"* (dominio proteasa), sin especificar el epitopo utilizado. En el caso de los Western-blots
realizados, s6lo se mostraran las imdgenes correspondientes a las quimeras etiquetadas con la
proteina verde GFP, puesto que este epitopo fue comun para todas ellas y facilita su
comparacién. No obstante, en cada caso se comprobé la funcionalidad de cada uno de los

etiquetados y el tamafio de las bandas esperadas en la inmunodeteccion.

3.4.1 Estudio funcional del dominio pseudoquinasa de SItB (SItB™)

Se generd un casete de transformacion para expresar la regién de SItB que habiamos
definido, la cual se extendia desde la metionina inicial hasta el aspartico 590. Para ello, se
amplificd mediante PCR la secuencia nucleotidica correspondiente, a partir del DNA gendmico
de una cepa silvestre, y se fusiond tanto al fragmento 3Xha::pyrGAf como al gfp::riboBAf(Fig.
R3.6, panel A, izda.). A continuacién se transformé la cepa silvestre MAD1427 con el casete
sitB™::5.ha::pyrGY y la MAD3652 con el casete s/tB™::gfp::riboB”. Todos los transformantes
obtenidos fueron viables en homocariosis y se siguié el proceso habitual de seleccion de cepas
recombinantes, hasta seleccionar a las estirpes MAD3694 y MAD3815 para realizar los
siguientes experimentos. Posteriormente, se comprobd la funcionalidad de cada una de las
quimeras mediante test de crecimiento en condiciones de estrés y alcalinidad de la forma

habitual (Fig. R3.6, panel B). Todos los transformantes que expresaban esta forma truncada de
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SItB mostraron un crecimiento colonial similar al observado para el mutante nulo s/tB, en todas
las condiciones ensayadas (lineas 3 y 4). Por tanto, la forma truncada SItB (1-590) en sus dos

formas etiquetadas no es funcional en la célula.

Para determinar si existia expresion de las formas truncadas SItB (1-590) etiquetadas y
para verificar la correspondencia en su movilidad electroforética con la del dominio
pseudoquinasa procedente de la proteina doble etiquetada SItB, se extrajeron las proteinas del
micelio de las estirpes MAD3694 y MAD3815. Se detectaron ambas quimeras SItB con los
anticuerpos adecuados (Fig. R3.6, panel C), siendo sus migraciones electroforéticas las
correspondientes a sus respectivos pesos tedricos: 70,58 kDa para SItB™*::3,HA y 93,12 kDa
SItB™*::GFP. Sin embargo, la movilidad observada para SItB™*::GFP fue mayor que la de la
forma GFP::SItB™* (procedente de la protedlisis de la quimera GFP::SItB::3,Myc). Este resultado

sugiere que el dominio pseudoquinasa de SItB debe extenderse mas alld de los 590

aminoacidos considerados inicialmente.

Para establecer si la regidn de SItB (1-590) era suficiente para inducir la protedlisis de
SItA se procedid a estudiar a la quimera SltA::5,HA en este fondo mutante (MAD3815). Al igual
que en ausencia de SItB, la expresion en la célula de la forma SItB (1-590) sélo permitio la

78kDa (

visualizacion de la forma nativa de SItA, SItA Fig. R3.6, panel D). Por lo tanto, la region

elegida que contiene el domino pseudoquinasa de SItB etiquetado no es suficiente para

32kDa

promover la protedlisis de SItA. La ausencia de la forma SItA en este fondo genético explica

que el fenotipo de esta cepa mutante (MAD3815) sea idéntico al mostrado por la cepa As/tB.

Para determinar la funcion del dominio pseudoquinasa de SItB en la ruta Slt fue de
gran valor el estudio del efecto de la mutacién sltB56, supresora del fenotipo deletéreo
mostrado por un mutante Avps20. La estirpe objeto de nuestro estudio fue la MAD3768,
obtenida tras cruzar la cepa mutante s/tB56 con una cepa silvestre para eliminar el alelo nulo
vps20. El alelo mutante s/tB56 contiene en su secuencia nucleotidica un Unico cambio, la
transversién timina 1434 a adenina (T1434A). Esta mutacién da lugar a la aparicién de un
coddn de parada ocasionando que la secuencia peptidica de SItB finalice en el aminoacido 477.
La cepa s/tB56 mostraba un fenotipo de reducida sensibilidad a las condiciones de estrés salino
y alcalinidad ensayadas (Fig. R3.6, panel B, linea 6). Esta pérdida parcial de funcidn contrastaba
con el hecho de que la proteina SItB56 careciese de 795 aminodcidos (casi 2/3 partes de la

proteina SItB), en los que estd incluido el dominio proteasa.

Con el fin de determinar cdmo afectaba la mutacion s/tB56 a la sefializacidon de SItA,
procedimos a expresar la forma SltA::5,HA en este fondo genético. Para ello se cruzaron las

estirpes MAD3769 (s/tB56) y MAD3652 (SItA::;,HA) y de entre la progenie se selecciond a la
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cepa doble mutante s/tB56, sitA::3.ha, MAD3934. En extractos proteicos de células de la cepa
MAD3934 se detectaron tanto la forma nativa de SItA 78 kDa como la forma truncada de 32
kDa (Fig. R3.6, panel E). Cabe destacar que los niveles detectados de SItA, sumando los de
todas sus formas, eran menores, alrededor de 4 veces, a los detectados en una cepa silvestre.
Esta reduccidén en los niveles del factor transcripcional SItA podria explicar la menor tolerancia
manifestada por esta cepa frente a los diferentes estréses abidticos ensayados. Este resultado
descartaba al dominio proteasa de SItB como la proteasa especifica responsable del

truncamiento de SItA.

Adicionalmente, se generd una cepa que expresaba la proteina SItB56, SItB (1-477),
etiquetada con la proteina verde GFP en su extremo carboxilo terminal (MAD4362), siguiendo
el protocolo habitual para los etiquetados de proteinas y seleccién de cepas. En este caso, el
etiquetado dio lugar a la pérdida de funcion SItB (Fig. R3.6, panel B, linea 7). Se extrajo
proteina total a partir del micelio de esta cepa y se analizd mediante Western-blot,
detectandose una proteina cuya migracion electroforética se correspondia con el peso tedrico

calculado para la quimera (76,7 kDa) (Fig. R3.6, panel C).

El analisis de los diferentes fenotipos causados por la mutacién s/tB56 demostraba que
los primeros 477 aminodcidos correspondientes al dominio pseudoquinasa de SItB eran
suficientes para promover el truncamiento de SItA. Sin embargo, este hecho contrastaba con
el efecto de pérdida de funcidn que producia la expresion de los primeros 590 aminodcidos de
SItB en las dos formas etiquetadas estudiadas, SItB™*::GFP y SItB™*::3,HA. Para determinar si la
pérdida de funcidon de esta forma truncada de SItB se debia al etiquetado, como se observo
con la proteina SItB56::GFP, se generdé mediante reemplazamiento génico del Jocus sltB una
cepa que expresaba el fragmento SItB(1-590), MAD4581. Para ello, se introdujo en la secuencia
codificante de s/tB un coddén de parada después del triplete que codificaba para el aminoacido
590. Para estudiar la protedlisis de SItA se utilizd a la cepa MAD3652 (SItA::;;;HA) como
receptora del casete de transformacién generado. Los transformantes obtenidos fueron
analizados en condiciones de estrés y alcalinidad, observandose de nuevo en éstos el fenotipo
de no funcionalidad de la ruta Slt que mostraba la cepa que expresaba la forma SItB(1-
590)::GFP (Fig. R3.6, panel B, linea 5). De acuerdo con los resultados anteriores no se detecto
protedlisis de SItA en este fondo mutante (Fig. R3.6, panel F). Por lo tanto, el fragmento SItB(1-
590) no es una forma funcional del dominio pseudoquinasa. Estos experimentos sugieren que
entre los aminodcidos 477 y 590 debe existir una regién que actuaria de modo negativo en la

funcién del dominio pseudoquinasa de SItB.
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Fig. R3.6. Expresion del dominio pseudoquinasa de SItB. A) Esquemas que representan las construcciones realizadas
para la expresion de las diferentes formas mutantes de SItB, generadas para el estudio funcional del dominio Psk (parte
superior). B) Test de crecimiento realizado en las condiciones de estrés indicadas con las diferentes cepas objeto de estudio,

asi como su repercusion en su funcionalidad.

Esta figura continua en la siguiente pagina.
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Fig. R3.6. (Continuacién) Expresion del dominio pseudoquinasa de SItB. C) Movilidades electroforéticas en geles
SDS-PAGE de las formas SItB truncadas y etiquetadas generadas en este estudio (MAD3694, MAD3815, MAD4362 y
MADA4899), detectadas mediante el empleo de los anticuerpos o-HA y o-GFP. Se indican la movilidad y los pesos
moleculares correspondientes a las diferentes proteinas del patron utilizado (kDa). En la parte inferior se indican los pesos
moleculares teoricos y experimentales definidos para cada caso (kDa). D) Inmunodeteccion de la quimera SItA::HA en un
extracto proteico procedente de micelio de la cepa MAD3815 que expresa la fusion SItB(1-590)-GFP. E) Inmunodeteccion de
las formas SItA78Pa y SJ|tA3%Da en |os extractos proteicos procedentes de micelio de la cepa MAD3934, sltB56. En la parte
derecha se muestra un grafico que representa la cantidad de proteina SItA (azul, SItA78Pay rojo, SItA3%Pa) en |os fondos
mutantes slItB*, sltB-y sltB56. Los niveles de proteina fueron calculados mediante el empleo del software Multi Gauge, como
se describe en Materiales y Métodos (apartado 6.2). La intensidad de pixel se muestra como AU/mm2. F) Western-blot
realizado para detectar a la proteina SltA::HA en los extractos proteicos de las cepas que expresan cada una de las dos
formas proteicas correspondientes al dominio Psk sin etiquetar estudiadas (MAD4581 y MAD3934).
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3.4.2 Estudio funcional del dominio proteasa de SItB (SItB™)

Para analizar el papel del dominio proteasa se procedid, siguiendo una estrategia
similar a la descrita para el dominio pseudoquinasa, a generar cepas que expresaban la region
de SItB desde el aminoacido 692 al 1272, SItB™™, bajo su propio promotor. Ademas, con el

Pt en diferentes fondos mutantes, se generaron tres casetes de

objetivo de estudiar a SItB
DNA que permitieron su fusién a diferentes epitopos y su seleccién durante el proceso de
transformacion (Fig. R3.7, panel A, izda.). Para ello, se amplific6 por PCR la secuencia
nucleotidica correspondiente a partir de DNA gendmico de una cepa silvestre y se fusiond a los
fragmentos 3mec::pyrGAf, gfp::pyrGAfy gfp::riboBAf. A continuacién se transformo la cepa nula
sItB MAD3669 con los casetes s/tB™:: ;;myc::pyrG* y sitB™"::gfp::pyrG¥, y la cepa MAD3652,
sltA::3ha, con el casete sItBP“"::gfp::riboBAf. Tras seguir el proceso habitual de obtencién de
cepas recombinantes, se seleccionaron las estirpes MAD3710, MAD3711 y MAD3750 para

trabajar con ellas.

A continuacidn se estudié la funcionalidad de cada una de las quimeras generadas
mediante test de crecimiento en condiciones de estrés y alcalinidad. Todos los transformantes

Prot

que expresaban la forma truncada SItB mostraron un crecimiento colonial similar al

observado para el mutante s/tB nulo en todas las condiciones ensayadas (Fig. R3.7, panel A,

Prot

dcha.). Por lo tanto, estos resultados mostraban que la forma SItB™™, al igual que la forma

SItB™* previamente estudiada, no debe permitir la correcta sefializacion de la ruta Slt.

Prt se estaba expresando correctamente se procedié

Para demostrar que la forma SItB
a su inmunodeteccién en extractos obtenidos a partir del micelio de las estirpes generadas. En
todos los extractos se pudo detectar la quimera (Fig. R3.7, panel B, izda.) y en el caso de la
forma SItB*™"::GFP su migracién electroforética fue similar a la de la forma proteolizada
carboxilo terminal de la proteina SItB::GFP (100 kDa). Este resultado demuestra que la regidn

proteasa de SItB incluye aproximadamente los ultimos 581 aminoacidos de su secuencia

peptidica y que las diferentes quimeras producidas no son funcionales.

Para determinar si efectivamente la forma truncada 692-1272 de SItB no estaba
induciendo apropiadamente la protedlisis de SItA se estudio la cepa MAD3750 que expresa a la
forma SItA etiquetada con HA en este fondo mutante para SItB, como se indica mas arriba. En
los extractos proteicos de la cepa MAD3750 sélo pudo detectarse la banda correspondiente a

la forma completa de SItA (SItA”®"?

), por lo tanto, la forma correspondiente al dominio
proteasa de SItB no es suficiente para promover la protedlisis de SItA (Fig. R3.7, panel B,

dcha.). Nuevamente, el fenotipo de pérdida de funcion de cada una de las cepas que expresan
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Fig. R3.7. Expresion del dominio proteasa de SItB. A) Esquema de las diferentes versiones etiguetadas del fragmento de
SItB correspondiente al dominio proteasa o regidn comprendida entre los aminodcidos 692 y 1272 (SItBP™). Andlisis
fenotipico de las cepas MAD3711 y MAD3710 portadoras de los alelos que expresan a las proteinas truncadas y etiquetadas
indicadas. Este test se realizd como se describe en la leyenda de la figura R3.1. B) Inmunodeteccion de las formas
etiquetadas de SItB los extractos obtenidos de las estirpes MAD3710 y MAD3711, utilizando los anticuerpos indicados en la
imagen (izda.). Se indica la movilidad y los pesos moleculares de las proteinas correspondientes al marcador de peso
molecular utilizado (kDa). Deteccion de la forma SItA predominante en el fondo genético SItBP™. Se detecté unicamente la
forma SItA78kDa en extractos proteicos de la cepa MAD3750. (Siguiente pagina) C) Se muestra la estrategia seguida para
etiquetar a la proteina mutante SItB53 en su extremo C-terminal con GFP (izda.), y a la dcha. el analisis fenotipico
correspondiente. D) Western- hlots mostrando la ausencia de protedlisis de SItA78Pa en el fondo genético sitB53, cepa
MAD3933, imagen de la izquierda, y la ausencia de protedlisis de SItB53::GFP, cepa MAD4013. Las formas etiquetadas de
SltA fueron visualizadas utilizando el anticuerpo o-HA, y las de SItB utilizando el anticuerpo o.-GFP.
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Con los resultados obtenidos del estudio del mutante SItB56 ya habiamos descartado a
SItB como la proteasa de SItA. Para comprender el papel del dominio proteasa de SItB fue
determinante el estudio de la mutacion s/tB53. Al igual que la mutacion sltB56, ésta fue
seleccionada como supresora del fenotipo deletéreo del mutante Avps20. Dicha mutacidn
resulta en la delecidn del triplete de nucledtidos TCT después de la posicion 3376 en la
secuencia gendmica. Este cambio en la secuencia ocasiona la pérdida de la fenilalanina en
posicion 1126 (AF1126). Esta fenilalanina se localiza en la regién correspondiente al dominio
definido como proteasa. El fenotipo mostrado por la cepa que portaba esta mutacién, una vez
eliminado el alelo mutante Avps20, era comparable al de un mutante nulo A4s/tB (Fig. R3.7,

panel C, dcha.).

Puesto que la mutacién s/tB53 daba lugar a un fenotipo de pérdida de funcion total Slt,
supusimos que la protedlisis de SItA deberia estar afectada en la misma manera que en un
mutante As/tB. Para verificar esta hipdtesis se construyd una cepa que expresaba la forma de

SItA etiquetada con el epitopo HA en el fondo mutante s/tB53 (MAD4487). Efectivamente, sélo
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se detectd la forma SItA”8P

izda.).

en extractos proteicos de la cepa MAD4487 (Fig. R3.7, panel D,

Seguidamente, quisimos determinar cudl era el efecto de la mutacidn s/tB53 sobre la
propia proteina SItB. Con este objetivo, generamos una cepa que expresaba la quimera
SItB53::GFP. Para ello, se extrajo DNA gendmico de la cepa MAD3766 y se utilizdé para
amplificar el fragmento con la mutacion s/tB53. Una vez obtenido el casete de DNA
correspondiente, se transformd en la cepa MAD3766 (ver Materiales y Métodos). Tras seguir el
protocolo habitual de generacién de cepas del laboratorio, seleccionamos a la cepa MAD4013

para realizar los siguientes experimentos.

Los extractos obtenidos de la cepa MAD4013 fueron analizados mediante Western-blot
(Fig. R3.7, panel D, dcha.). Detectamos una Unica banda cuya movilidad electroforética
correspondia a un peso molecular de aproximadamente 250 kDa. Esta migracion era la
correspondiente a la forma completa o nativa de SItB, y que ya habiamos detectado
minoritariamente en los extractos proteicos de la cepa que expresaba a SItB::GFP cuando se
aumento el tiempo de exposicién del Western-blot. Sin embargo los niveles detectados de la
forma SItB53::GFP eran menores que los de SItB::GFP, lo que sugeria que esta forma de SItB no
se estaba acumulando en la célula a pesar de no estar sometida a protedlisis. El resultado
obtenido demostré que el residuo de fenilalanina 1126 es esencial en el truncamiento de SItBy
sugirié la existencia de un proceso de auto-protedlisis de SItB en el que participaria este
dominio proteasa. Por otro lado, estos resultados también muestran que el proceso
proteolitico de SItB parece ser un paso previo al de SItA dado que la sola presencia de la forma
completa de SItB no induce la protedlisis de SItA.

Para seguir profundizando en el conocimiento del sistema Slt, dirigimos nuestro
estudio hacia la protedlisis de SItB. Con este objetivo, generamos una cepa diploide que
expresara la quimera SItB53::GFP junto con la proteina silvestre SItB. Si el dominio proteasa
pudiese tener actividad en trans, o intermolecular, la proteina SItB podria reconocer en la
secuencia de SItB53 su diana de corte y proteolizarla, de manera que se liberasen los dos

dominios de igual manera que en la proteina silvestre.

Para generar esta cepa diploide se fusionaron protoplastos de las estirpes MAD4013 y
MAD2743, seleccionando aquellas colonias que crecieron sobre el medio de regeneracion
selectivo (ver Materiales y Métodos, apartado 4.2, y Fig. R3.8, panel A). Al realizar los test de
crecimiento en medio con estrés salino y en alcalinidad con varios de los diploides obtenidos
(MAD4519 y MAD4520), se observé un crecimiento colonial similar al de la cepa silvestre (Fig.

R3.8, panel B, lineas 3 y 4). Es interesante resaltar que este resultado demostraba que el
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fenotipo causado por la proteina SItB53 era recesivo. Para determinar si existe protedlisis de
SItB53 en presencia de una forma silvestre SItB, se realizd una extraccion de proteina total a
partir del micelio de los diploides MAD4519 y MAD4520 y se compard con los extractos
proteicos de las cepas MAD2743 y MAD4013. En ambos diploides se detectd una banda con
una migracion correspondiente a la quimera SItB53::GFP (Fig. R3.8, panel C, carriles 5y 6). En
otro ensayo de Western-blot se aumentd el tiempo de la inmunodeteccién y se visualizé una
banda con una movilidad que podria corresponder al dominio proteasa, resultado de la posible
actividad intermolecular de SItB (Fig. R3.8, panel C, dcha.). De ser asi, estos niveles de proteina
serian residuales comparados con la forma no proteolizada detectada que es claramente

mayoritaria.

También se estudid si el dominio SItB™™

podria proteolizar la proteina mutante SItB53.
Para ello se generd una cepa diploide que expresaba las proteinas SItB"°"::3,Myc y SItB53::GFP.
Para su obtencidn se fusionaron protoplastos de las cepas MAD3710 y MADA4013,
seleccionando aquellas colonias que crecieron sobre el medio de regeneracién selectivo (ver
Materiales y Métodos y Fig. R3.8, panel A). Con varios de los diploides obtenidos (entre ellos,
MAD4510 y MAD4511) se realizaron test de crecimiento en placa en condiciones de estrés
cationico y alcalinidad (Fig. R3.8, panel B, lineas 5 y 6). En este caso, el fenotipo que mostraron
fue idéntico al de la cepa 4s/tB, lo que sugeria que el dominio pseudoquinasa de la forma
SItB53 no estaba siendo liberado por una actividad proteolitica derivada de SItB*"::3,Myc. De
acuerdo con esta hipétesis en los extractos proteicos del diploide SItB™"::3,Myc; SItB53::GFP se
detectd una unica banda cuya movilidad correspondia a la proteina SItB53::GFP (Fig. R3.8,
panel C, carriles 3 y 4). Este resultado explicaba la ausencia de funcién SItB que mostraba el
diploide.

El conjunto de los resultados obtenidos nos permitié concluir que la forma mutante
SItB53 esta bloqueada en su protedlisis, y aparentemente una proteina silvestre SItB no puede
actuar sobre ella. Esto podria deberse a un determinado estado conformacional de la proteina
SItB53 o bien porque la protedlisis de SItB sélo tenga lugar en cis, es decir intramolecularmente
(ver Discusidn). La ausencia de protedlisis en el segundo diploide podria explicarse de la misma

Prot

manera, anadiendo a su vez la posibilidad de que la forma SItB™°" generada no contenga todos

los elementos necesarios para su funcion.
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Fig. R3.8. Estudio de la actividad proteasa cis-trans de SItB mediante la generacion de cepas diploides. A) Andlisis
funcional de los diploides obtenidos. Las conidiosporas fueron inoculadas en MMA y MMA con NaCl 1 M y pH alcalino (pH 8).
Los cultivos se realizaron como se detalla en la leyenda de la figura R3.1. B) Representacion esquematizada de las proteinas
que expresan cada uno de los dos tipos de diploides generados. En la parte inferior, se muestra la inmunodeteccion de las
diferentes formas etiquetadas de SItB en cada uno de los diploides generados. En la parte inferior derecha se muestra una
sobreexposicion del revelado de la membrana que contenia extractos proteicos de los diploides MAD4519/4520. En esta
imagen se observa una banda con la movilidad que corresponderia a la parte C-terminal de SItB tras la protedlisis de la forma
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3.5 Estudio de la triada catalitica de SItB

El andlisis in silico del dominio proteasa sugeria que pertenecia a la familia de las
tripsinas y habia propuesto a los residuos de histidina 1033 y serina 1142 como los candidatos
para formar parte del centro catalitico del dominio proteasa de SItB (Capitulo 2). Para verificar
esta hipdtesis se generaron cepas que expresaban formas de SItB con mutaciones en estos

residuos.

Mediante un proceso de mutagénesis dirigida in vitro, sobre la secuencia gendmica de
sltB (ver Materiales y Métodos, apartado 5.2), se generaron casetes de DNA con cambios en
los tripletes que codifican para la histidina 1033 y para la serina 1142, de manera que fueran
reemplazados por residuos de alanina en ambos casos. Una vez originados los cambios
nucleotidicos correspondientes, se procedié a fusionar cada uno de los dos fragmentos
mutados del gen s/tB con el gen gfp, para obtener la correspondiente quimera (Fig. R3.9, panel
A). Se utilizé la cepa MAD3652 como receptora del casete de transformacidon en ambos casos,
para determinar el efecto de estas mutaciones sobre la protedlisis de la forma SItA etiquetada
con HA. Tras seguir el proceso habitual de obtencién de cepas, se seleccionaron las estirpes

MADA4731 (SItB"9***::GFP) y MAD4760 (SItB>****::GFP) para ser estudiadas.

Se establecid la funcionalidad de cada una de las quimeras generadas mediante el
analisis del fenotipo que mostraban las cepas correspondientes en condiciones de estrés salino
y alcalinidad. Se compard el crecimiento colonial de cada una de ellas con los de las cepas
silvestre y nula s/tB (Fig. R3.9, panel B). La cepa que expresaba la quimera SItB"%**A::GFP
mostré un fenotipo de tolerancia a las sales NaCl 1 M, MgCl, 0,2 M y KCI 0,6 M similar al de la
cepa silvestre. Sin embargo mostré un fenotipo de sensibilidad a alto niveles de litio, LiCl 0,3
M, y a la alcalinizacién del medio, con un crecimiento de la colonia practicamente similar al de
la cepa AsltB. La cepa que expresaba la quimera SItB******::GFP mostré un fenotipo de

sensibilidad, a las diferentes sales ensayadas y a la alcalinidad del medio, idéntico al de la cepa

nula s/tB.

A continuacién, se extrajo proteina total del micelio de las anteriores cepas por lisis
alcalina y en primer lugar se procedié a detectar a SItA, con el objetivo de estudiar el efecto de
las diferentes mutaciones generadas sobre la protedlisis de este factor transcripcional (Fig.

R3.9, paneles C). En los extractos correspondientes al mutante s/tB"%*

se pudo observar
protedlisis de SItA, pero la cantidad de forma truncada estaba por debajo de los niveles
observados en la cepa silvestre. Un nuevo ensayo de Western-blot, Fig. R3.9, panel D, mostrd
que los niveles de SItA hallados en este fondo mutante y en el de s/tB56 eran similares (en el

conjunto de sus tres formas), lo cual es coherente con la funcionalidad descrita para cada caso
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en particular. Este resultado ademas sugeria que en el fondo mutante s/tB56 la cantidad de

SItA”®®?  proteolizada es mayor que en el fondo SItB™®%*::GFP. En los extractos

correspondientes a la cepa mutante s/tB*1**

electroforética que correspondia a la forma de SItA”8*%,

A
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CAT (His) > GCT (Ala)
TCT(Ser) ——>  GCT (Ala)
H1033A
SItB""***::GFP Psk — Prot GFP
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Fig. R3.9. Mutagénesis dirigida sobre residuos cataliticos del centro activo de SItB. A) Representacion esquematica de
las formas mutagenizadas y etiquetadas de SItB. B) Test de crecimiento realizado con las cepas que portan los alelos
modificados de sltB para dar lugar a los cambios aminoacidicos indicados en el panel A. Las esporas de cada cepa fueron
inoculadas sobre MMA y MMA conteniendo NaCl 1 M, MgCl. 0,2 M, KCI 0,6 M, LiCl 0,3 M y 100 mM de Na2HPOs (pH 8). C)
Andlisis por Western-blot del efecto de las mutaciones generadas en SItB en la protedlisis de SItA. (Siguiente péagina) D)
Comparacion de los niveles de proteina SItA detectados en el fondo mutante sltBH1033A y s|tB56, puesto que ambos permiten
una funcién parcial de la proteina. Los niveles de proteina fueron calculados mediante el empleo del software MultiGauge, de
la misma manera que se describe en la figura R3.7. E) Western-blots que muestran como los cambios aminoacidicos
introducidos en la secuencia de SItB repercuten en su propia protedlisis. En las formas mutantes se detecta preferentemente

la forma completa de la proteina.
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En segundo lugar se procedié a detectar las quimeras generadas con las formas
mutantes de SItB (Fig. R3.9, panel E). En los extractos correspondientes a la cepa mutante
sItB™%* se detect6 una banda mayoritaria que migraba a la distancia correspondiente para
un peso molecular de 250 kDa, es decir la forma no proteolizada de SItB. También se observd,
con muy baja intensidad, una banda correspondiente al tamano de la forma proteolizada
carboxilo terminal de SItB. Los niveles detectados de esta forma proteasa SItB™%*** eran muy
bajos comparado con los detectados con un dominio proteasa silvestre etiquetado, sin
embargo son suficientes para producir el corte proteolitico de SItA. En el caso de los extractos

S1142A

correspondientes a la cepa mutante s/tB , se detectd una Unica banda correspondiente a la
forma sin proteolizar de SItB.

Los datos obtenidos a partir de las diferentes inmunodetecciones realizadas y del
analisis del fenotipo mostrado por estas cepas mutantes en condiciones de estrés catidnico y
alcalinidad, estdn de acuerdo con que los residuos $1142 y H1033 formen parte del centro

catalitico de un dominio proteasa funcional, definiéndola como una serina proteasa.
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3.6 Generacidn de un alelo mutante de SItA que mimetiza la forma de 32 kDa

Nuestro siguiente objetivo fue generar un alelo mutante de SItA que mimetizase la
forma de 32 kDa para determinar si la mera expresién de esta forma truncada proporcionaba
la funcién requerida de este factor transcripcional para mediar en la tolerancia a los diferentes

estreses analizados.

Para ello buscamos en la secuencia peptidica de SItA la posible diana o regién donde
ocurre el corte proteolitico. Basandonos en el analisis de la movilidad electroforética de las
bandas detectadas en Western-blot procedentes del truncamiento de la quimera SItA::3HA y
en los alineamientos realizados con las secuencias de los ortdlogos de SlItA, localizamos una
zona conservada entre los aminoacidos 267 y 321. Asi, decidimos generar una cepa que
expresara una forma truncada y etiquetada de SItA a partir de la metionina 200 (corriente
arriba de la hipotética zona de corte), y otra que lo hiciera a partir de la arginina 331 (por

debajo de la hipotética zona de corte).

Los diferentes casetes de DNA para generar estas quimeras se obtuvieron mediante
PCR de fusion como se detalla en los Materiales y Métodos, apartado 5.1. El fragmento
correspondiente a la menor delecién de la regién amino terminal (s/tAM*?%), se obtuvo
amplificando la zona correspondiente en la secuencia nucleotidica a partir de gDNA de una
cepa silvestre y se fusiond al fragmento 3Xha::pyrGAf. Para generar la quimera SItA*®3:: HA se
procedid de la misma manera que en el caso anterior, excepto por la adicidn del triplete de
nucledtidos ATG al comienzo de la misma para permitir el inicio de la traduccidén. Se utilizé la
cepa 4s/tA MAD3919 como receptora de los dos casetes para poder reemplazar la secuencia
nucleotidica de s/tA que corresponde a la regién comprendida entre los aminodcidos indicados

(Fig. R3.10, panel A).

Tras la transformacidon se obtuvo un numero de transformantes muy bajo, lo que
contrastaba con la alta eficiencia de transformacion habitual utilizando cepas AnkuA. Con el
objetivo de obtener un mayor nimero de transformantes para ser analizados, el proceso de
transformacion se repitio varias veces, pero en todos las ocasiones se repitio este fendmeno.
De todos los transformantes obtenidos se extrajo gDNA para comprobar la correcta
integracion en el locus mediante Southern-blot y PCR diagndstica. La deteccidn de numerosas
bandas de hibridaciéon con la sonda radioactiva sugirid la existencia de diferentes tipos de
reorganizaciéon del locus sltA en cada transformante. Finalmente, de entre todos los
transformantes analizados sdélo se seleccionaron tres con la insercién, aparentemente
correcta, de los casetes de transformacion, de estos uno deberia expresar la forma truncada

SItAME0:. . HA (MAD4025) vy dos la forma SItA*®3%::. HA (MAD4026 y MAD4080).
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Fig. R3.10. Obtencidn de cepas que expresan formas de SItA que incluyen el dominio de unién a DNA. A) Nuevos
alelos mutantes en sltA generados mediante reemplazamiento génico. Se ilustra cada uno de los elementos introducidos en el
locus sltA asi como la representacion esquemética de la proteina de fusion truncada de SItA que generan. B) Andlisis
fenotipico de las cepas que expresan los alelos que dan lugar a las dos versiones truncadas de SItA. El test de crecimiento se
realiz6 en MMA y MMA con NaCl 1 M y pH alcalino (pH 8), y las imagenes fueron tomadas como se describe en la figura
R3.1. C) Estudio por Western-blot de las formas truncadas de SltA, iniciadas desde el aminoacido 200 6 331, y expresadas
por las cepas gue se indican en la parte inferior de la imagen. Las formas SItA fueron detectadas utilizando el anticuerpo o
HA. Se utiliz6 el nivel de actina como control de cantidad de carga de extracto proteico.
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Dado que estos resultados sugerian que la expresiéon de estas formas podria estar
causando un efecto perjudicial en la célula, se decidid secuenciar el locus sltA en las tres cepas
objeto de estudio para comprobar la integridad de la construccidn insertada. Se encontré que
en la secuencia genémica de la cepa que expresaba la quimera SItAM*?®::; HA habia ocurrido
una delecién del nucleétido timina correspondiente al triplete de la metionina inicial. El
siguiente ATG encontrado en la secuencia daba lugar a una pauta de lectura con un codén Stop

prematuro.

Al analizar las secuencias gendmicas de los dos transformantes que habrian de
expresar la quimera SItA"e3L... HA, también se encontraron mutaciones en ellas. En el caso de
la cepa MAD4026 la mutacién encontrada se localizaba en el dominio de unién a DNA, en la
zona correspondiente al segundo dedo de zinc (G1396T). Este cambio conduce a una
sustitucidon del aspartico en la posicion 466 por tirosina (D466Y). El andlisis de secuencia
llevado a cabo para la cepa MAD4081 indicé un cambio nucleotidico en la posiciéon 1415, de

citosina a timina (C1415T). El efecto en la secuencia peptidica es una sustitucion de la prolina

472 por una leucina, localizada en la secuencia que conecta los dedos de zinc 2 y 3.

A continuacion se evalud la funcidn de cada una de las dos formas mutantes
generadas, mediante el andlisis fenotipico en diferentes condiciones de estrés. Se observé que
las tres estirpes a analizar mostraban un crecimiento colonial similar al de una cepa 4sltA, en
cualquiera de las condiciones ensayadas (Fig. R3.10, panel B). Una posible interpretacion de la
seleccidn de estas mutaciones podria estar relacionada con una ganancia de funcién que diera

lugar a una proteina inactiva, de manera que se evitase su efecto deletéreo en la célula.

Seguidamente, se procedid a extraer proteina del micelio de las tres cepas indicadas

para llevar a cabo la inmunodeteccién de las quimeras (Fig. R3.10, panel C). En el extracto

proteico correspondiente a la cepa MAD4025 que expresaba el alelo mutante s/itAY*?® no se

detectd ninguna banda correspondiente a la quimera SItAM*?®::; HA. Este resultado es

coherente con la mutacién adicional encontrada en la secuencia gendmica de esta cepa. En el
caso de los extractos correspondientes a las cepas que expresaban los alelos doblemente

Arg331

mutantes s/tA , se detecté una banda con una movilidad correspondiente al peso

molecular de la quimera SItA™®®3t:. HA (~48 kDa). Ademas, se detectd el patrén de doble

banda caracteristico de las formas SItA32>

etiquetadas con HA, lo que nos indicaba que la
secuencia de corte de SItA debia estar mds cerca del dominio de unién a DNA de lo que

habiamos hipotetizado.
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3.7 Expresion condicional de formas truncadas SItA3%kP2

Debido a los problemas encontrados al realizar los truncamientos de las regiones
amino terminales a los dedos de zinc, generamos cepas donde la expresion de s/tA estuviese
regulada. Asi, utilizamos el promotor regulable de la tiamina, thiA, para expresar de forma

controlada a SItA3*®2::; HA.

Puesto que al expresar la forma truncada y etiquetada SItA*®'::; HA se seguia

produciendo un corte proteolitico en ella, se generd una nueva cepa que portaria una delecion
mas amplia del alelo s/tA. Este nuevo alelo expresaria una forma de SItA a partir de la
metionina 400 y su expresion estaria regulada por tiamina, a este alelo se le denomind
thiaAP::sitAVe™ .. ha. De esta manera, al afiadir tiamina al medio de regeneracion estariamos
reprimiendo la expresion de esta forma truncada de s/tA y minimizando su posible efecto

deletéreo.

La estrategia llevada a cabo para la construccion de este alelo mutante se baso
nuevamente en el reemplazamiento del locus s/tA con un casete de transformacidn generado
mediante PCR de fusién. También se generd, como control, una cepa que expresaba de
manera regulada a la proteina completa SltA::;HA (Fig. R3.11, panel A). La estirpe receptora
de ambos casetes de DNA fue la cepa 4s/tA MAD3919 (Materiales y Métodos). Siguiendo esta
nueva estrategia, se obtuvieron muchos transformantes en las placas de regeneracion en
ambas transformaciones, que fueron viables en homocariosis. Para comprobar que la
expresion de las quimeras generadas era condicional a la presencia o ausencia de tiamina en el
medio, asi como su funcionalidad, se prepararon placas de medio minimo con NaCl 1 M, LiCl

0,3 My con un pH alcalino suplementadas con tiamina.

En el panel B de la figura R3.11 se muestra el crecimiento colonial comparado de los
transformantes seleccionados MAD4294 y MAD4661, con el de la cepa nula s/tA (MAD3919) y
con la cepa silvestre MAD2733. Cuando el medio de cultivo se suplementd con tiamina, el
fenotipo que mostraban estas cepas fue idéntico al mostrado por la cepa 4s/tA lo que
evidenciaba que el promotor thiA habia sido reprimido y se impidié la expresién de las
quimeras SltA::3HA vy SItAMe™%... HA. En las placas con medio sin tiamina, todas las cepas
crecieron sobre el medio con estrés. Sefalar que, sobre medio alcalino, el didmetro de la
colonia de la cepa que expresaba la forma SItAM*"®::; HA se vio reducido respecto al de la
cepa silvestre. Este resultado sugiere una funcionalidad parcial de la proteina generada en
estas condiciones de ensayo. Antes de continuar el trabajo con estas cepas thiaA?::sitAVe"" se

verificd la correcta insercion de los casetes de transformacion y de la secuencia codificante del

nuevo alelo SItA mediante Southern-blot y secuenciacién del locus s/tA, en dos de los
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Met400. ,

transformantes obtenidos que expresaban la quimera SItA ::5HA. Asi se confirmé la

ausencia de mutaciones en la totalidad de la secuencia de estas construcciones integradas en

el locus sltA.
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Fig. R3.11. La expresion condicional de una forma truncada SItA3%Pa permite su funcionalidad. A) Representacion
gréfica de los nuevos loci sltA mutantes generados mediante reemplazamiento génico. thiAP indica el promotor del gen thiA.
MS indica marcador de seleccion. Debajo de cada nuevo locus se representa la proteina codificada en cada caso, arriba la
forma completa de SItA y debajo la forma truncada SItAMet00, ambas etiquetadas con HA. B) Andlisis de la tolerancia de las
estirpes MAD4294 y MAD4661 al estrés causado por NaCl 1 My pH alcalino (pH 8), tanto en presencia como en ausencia
de tiamina (100 pM), condiciones de represion o desrepresion del promotor thiA, respectivamente. Las cepas fueron
cultivadas y las imagenes tomadas como se indica en la leyenda de la figura R3.1. C) Deteccion de formas SItA presentes
en los extractos proteicos obtenidos del micelio de las cepas MAD4294 y MAD4661 crecidos en MMA sin tiamina.

A continuacién se procedié a estudiar la expresion y movilidad electroforética de la

Met400. ,

proteina SItA ::3HA expresada en la cepa MAD4661. Como control se estudid a la cepa

MAD4294 que expresa una version completa de SltA::;HA. Se procedié a la extraccién de

proteina total a partir del micelio de las cepas MAD4661 y MAD4294, cultivado en MMA
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liquido sin tiamina, para permitir la expresidon de la quimera. Respecto al extracto de la cepa
MAD4294, En el extracto proteico de la cepa MAD4294 se detectaron las bandas
correspondientes a SItA”®®* y SItA’*® (Fig. R3.11, panel C). En el carril correspondiente al
extracto de la cepa MAD4661, se detectd solamente las dos bandas cuya movilidad

32kDa

electroforética se identifica con las formas SItA>*°, y que corresponden, aproximadamente, al

peso molecular teérico esperado (~38,4 kDa).

El conjunto de resultados obtenidos permite concluir que la proteina truncada
SItAM™® es parcialmente funcional y su movilidad electroforética coincide con la forma

SltA3%Pa apareciendo, ademas, en sus dos formas caracteristicas.

3.8 Estudio de la relacién funcional entre SItA®2*"? y s|tB

Habiendo demostrado que la expresion de los ultimos 298 aminoacidos de SItA eran

suficientes para tener una funcién parcial de SItA, quisimos estudiar cdmo afectaba la ausencia

78kDa 32kDa

de la forma SItA a la expresion del gen sltB y si SItA también participaba en la

regulacién de la expresion de s/tB.

Para ello, se construyd una cepa que expresaba la fusidon SItB::GFP en el fondo
genético thiA’:: sIitAMe“?::; ha mediante la transformacion de la cepa MAD4661 con el casete
de DNA generado previamente para etiquetar a SItB en su extremo carboxilo terminal con GFP
(Apartado 3.1 de Resultados). Sefalar que, durante el proceso de obtencidn y seleccion de
transformantes, tanto al medio minimo liquido de cultivo como al medio de regeneracién se le
afiadié tiamina 100 uM para mantener reprimida la expresidon de este alelo mutante de s/tA.
Se obtuvieron transformantes viables en homocariosis de entre los que se selecciond y verificé

la cepa MAD4733 para realizar los siguientes experimentos.

El crecimiento colonial de la cepa MAD4733 se analizd sobre medio minimo alcalino o
suplementado con NaCl 1 M o LiCl 0,3 M (Fig. R3.12, panel A, lineas 1-5) y se comparé con el
de las cepas silvestre MAD2733, nula s/tA (MAD3919), la que expresaba la quimera SltA::3HA
bajo el promotor de la tiamina (MAD4294) y con el de la estirpe que expresaba la quimera
truncada SItAMe™:: ; HA regulada también por tiamina (MAD4661). Sobre el medio con estrés
que ademads contenia tiamina, sélo crecid la cepa silvestre como era esperado. En condiciones
de estrés y sin tiamina, el crecimiento colonial de la cepa silvestre y de la MAD4294 fue similar,

asi como también fue comparable, especialmente a pH alcalino, los de las estirpes MAD4661 y

MAD4733.

Seguidamente se procedié a analizar la expresién de la quimera SItB::GFP extrayendo

proteina total del micelio de la cepa MAD4733 y, como control, también del micelio de la cepa
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MAD3751 que expresa simultdneamente las proteinas etiquetadas SItA::3,HA y SItB::GFP. En el
Western-blot que se muestra en la (Fig. R3.12, panel B) se identifica una banda en cada
extracto proteico con una movilidad electroforética de ~100 kDa, correspondiente al dominio
carboxilo terminal de SItB::GFP. Comparado con los niveles de actina, los niveles de proteina
SItB truncada hallados en el fondo mutante thiA®:: sitAMe™®::, ha fueron menores a los
detectados en los extractos de la cepa control s/tA::;ha y puede que sean responsables de la
menor tolerancia de la cepa MAD4733 al estrés alcalino. Este resultado contrasta con la

ausencia de expresion de s/tB en el fondo nulo s/tA (apartado 3.2 de Resultados), por tanto, se

concluye que la forma truncada de SItA™*"®

A

- tiamina + tiamina

v \@ o2 0;‘\ ’\@ o2 'S
N vé"’ & \>°\ \&\@ w\’b 8

wol 9] IHHI

- @ N

oo [ 51 D O D

o ]
thIA::SIEAY™ ™ HA; .

v E MAD4733
thiA®:SItA" " :HA; C‘

ASHB Q MAD4819

SItB::GFP C

< 1400,

T <L SIA™ :HA
< 5" : [ea]
- i S 3 3
< < n @ <
w »

SIA™S B
S . — 100 kDa
.' « SitATe
a-GFP a-HA

G a-actina

MAD3751
MAD4661
MAD4819

MAD3751
MAD4733

Fig. R3.12. Relacion funcional entre SItA3%Pa y S|tB. A) Test de crecimiento realizado con las estirpes MAD4733 y
MADA4819 en condiciones de estrés salino y alcalinidad, tanto en condiciones permisivas como restrictivas de la expresion
de SItA3%Dba;:HA, B) Niveles de expresion de SItB en el fondo mutante SItA32Pa;:HA, Inmunodeteccién de la proteina
SltB::GFP en extractos proteicos de la cepa MAD4733 cultivada en MMA sin tiamina. Como control de carga de extracto
proteico se utilizd el nivel de actina. C) Western-blot realizado con extractos proteicos procedentes del micelio de las

cepas MAD4733 y MAD4819, y donde se detectd a SltA32Da;:HA,
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32kDa

Seguidamente determinamos si la expresién de SItA tenia un efecto epistatico

frente la ausencia de SItB puesto que segun el modelo de trabajo, Fig. R3.4, la actividad de SItB

se requiere para que ocurra la protedlisis de SItA a la forma SItA3P?

. Con este objetivo se
generd una cepa doble mutante As/tB; thiA®::sItAMe“%::; ha utilizando la cepa MAD4661 como
receptora del casete de delecidn de s/tB, y manteniendo una concentracion de 100 uM de
tiamina tanto en el medio minimo de cultivo liquido como en el medio de regeneracion. Se
obtuvieron muchos transformantes en las placas de regeneracién, los cuales fueron viables en
homocariosis. Tras comprobar de la forma habitual la correcta integracién del casete de

transformacion en el locus sitB, se selecciond la estirpe MAD4819 para realizar el estudio

indicado.

El crecimiento colonial de la cepa MAD4819 fue idéntico al de la cepa que expresaba la
forma SItAM**® en un fondo s/tB” (Fig. R3.12, panel A, linea 6). Este resultado estaba de
acuerdo con el modelo de sefializacion de SItA y ponia de manifiesto la funcionalidad de la

forma truncada SItAMe*%°

en ausencia de SItB. Para verificar que los niveles de proteina
truncada SItAM®"%::; HA eran independientes de la funcidn SItB se extrajo proteina total del
micelio de las cepas MAD4661 y MAD4819. Como se aprecia en el panel C de la figura R3.12, se
detectd el mismo nivel de proteina y patrén de doble banda correspondiente a la forma

SItASZkDa, tanto en un fondo s/tB* como en uno sitB".

Estos andlisis muestran que SItA debe ser el efector final de la ruta Slt, que la

modificacién postraduccional que ocurre en SItA3*P?

no es dependiente de SItB y que la
actividad primaria de esta proteina bifuncional parece quedar restringida exclusivamente a

nivel de la protedlisis de SItA.
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4.1 Efecto del estrés por cationes y de la alcalinizacion en la sefializacion de las

proteinas SItA y SItB.

El siguiente paso en el conocimiento de la ruta Slt fue dirigido hacia el estudio del
mecanismo de activacién y sefalizacion del factor transcripcional SItA. Por ello, decidimos
estudiar los posibles cambios postransduccionales que ocurriesen en las proteinas SItA y SItB

cuando el micelio fuese cultivado en diferentes condiciones de estrés osmotico y de pH.

Para este trabajo se utilizaron cepas que expresaban las quimeras SItA::;;HA
(MAD3652) y SltB::;Myc (MAD3734), en medio minimo liquido suplementado con las
siguientes sales de forma independiente: KCl 0,6 M, MgCl, 0,2 M y NaCl 1 M. También se varid
el pH del medio ajustandolo a un valor de 8. El micelio fue recolectado tras 16 h de incubacion
a 37 °C para proceder a obtener los extractos proteicos y ser analizados por Western-blot. La

inmunodeteccidn realizada con el anticuerpo a-HA nos permitiéd visualizar las bandas

78kDa 32kDa

correspondientes a SItA y las dos formas SItA>**, caracteristicas de este factor, en todas

las condiciones de estrés ensayadas (Fig. R4.1, panel A).
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Fig. R4.1. La sefializacion de SItA y SItB es independiente del estimulo de estrés ambiental. Inmunodeteccién de las
quimeras SItA::HA y SItB::Myc en extractos proteicos procedentes del micelio de la cepa MAD3652 (A), y de la MAD3734 (B),
incubadas en MMA suplementado con diferentes sales que se indican en la parte superior de la imagen. (Pagina siguiente) C)
Parte superior, esquema del desarrollo del experimento realizado para estudiar la sefializacion de SItA y SItB seguidamente a la
adicion de sales al medio de cultivo. El tiempo de incubacion con las diferentes sales se expresa en minutos. En la parte inferior
se muestra el Western-blot realizado para cada caso, empleando para su inmunodeteccién los anticuerpos o-HA y a-Myc. En
todas las inmunodetecciones se utiliza la actina como control del nivel de carga del extracto proteico.
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No se apreciaron diferencias en los niveles de cada una de estas formas entre las
diferentes condiciones de estrés analizadas y con respecto a la ausencia de los mismos. Este
resultado mostraba que la sefalizacion de SItA, entendida como la existencia del corte
proteolitico, era independiente del estrés abidtico que hubiera en el medio de cultivo.
Ademas, la cantidad de proteina detectada también fue similar entre las distintas condiciones,
por lo que no se evidenciaba un cambio en la expresidn del gen s/tA en las condiciones de

estrés estudiadas.

Utilizando la misma estrategia, se estudio la evolucion de la quimera SItB::;,Myc en las
diferentes condiciones de estrés osmodtico descritas anteriormente. La inmunodeteccion de
esta proteina en los extractos proteicos correspondientes reveld la presencia de una Unica
banda, cuya movilidad electroforética fue ~70 kDa y que corresponde a la parte carboxilo
terminal de SItB::5Myc tras sufrir su protedlisis (Fig. R4.1, panel B). El resultado fue el mismo

en todos los casos, y los niveles detectados de proteina también fueron similares. De igual
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manera que para SltA, la protedlisis de SItB y su expresidn parecia no variar con las condiciones

ensayadas.

Era posible que existiese una sefializacién de SItA y/o SItB en los primeros momentos
tras la induccién de estrés y que la observacién de dichas proteinas a las 16 horas nos
estuviese ofreciendo una situacion de equilibrio entre las posibles formas de cada proteina.
Para verificar esta hipdtesis se cultivaron los micelios de las cepas anteriormente utilizadas en
condiciones sin estrés durante 16 horas y seguidamente se afadieron los diferentes
compuestos causantes de estrés, siendo recogidas muestras de micelio inmediatamente (t0), a
los 15 (t15) y 30 (t30) minutos (Fig. R4.1, panel C). En este caso, las incubaciones sdélo se
realizaron en dos condiciones de estrés: NaCl 1 M y alcalinidad. En los extractos proteicos
obtenidos del micelio crecido en las condiciones descritas, de nuevo encontramos tanto para
SItA como para SItB, el mismo patrén de bandas, sin diferencias aparentes entre las muestras
recogidas a distintos tiempos frente a ambos estreses. Los resultados obtenidos establecen
que tanto la protedlisis de SItA como la de SItB debe ser constitutiva e independiente del

estimulo de estrés que exista en el medio de cultivo.

4.2 Efecto del estrés sobre la transcripcion de los genes s/tA y sitB

Los bajos niveles de la quimera SItB::GFP en el fondo nulo s/tA (MAD3705) sugerian
que la expresiéon de s/tB podria estar regulada por el factor transcripcional SItA, a modo de un

bucle de retroalimentacion positiva (Capitulo 3, apartado 3.2).

En primer lugar se extrajo RNA de la cepa silvestre MAD2733 para estudiar la
expresion de ambos genes, tanto en condiciones normales de cultivo como en condiciones de
estrés. Dado que experimentalmente habiamos observado una correlacion entre la pérdida del
fenotipo mostrado por las cepas nulas s/tA y/o s/tB y la adicion de CaCl, al medio de cultivo, y
puesto que se caracterizd que un mutante As/tA presenta un mayor flujo de entrada
intracelular de Ca® [43], nos parecié de interés estudiar ademas la expresiéon de ambos genes
en presencia de calcio en el medio de cultivo. Para comprobar de qué manera la ausencia de
SItA o SItB repercutia en sus respectivos niveles de expresion, también se extrajo RNA de las
cepas AsltA y AsltB (MAD3651 y MAD3682, respectivamente), para ser analizados mediante

Northern-blot con sondas especificas.

Las cepas indicadas crecieron en MMA liquido durante 16 h a 37 °C. Tras ese tiempo de
incubacién se afadié al medio de cultivo NaCl 1 M y CaCl, 10 mM de forma independiente. El
micelio se incubd en estas condiciones durante una hora, recolectando cada una de las
muestras a los tiempos cero, quince, treinta y sesenta minutos. Seguidamente se procedié a
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extraer el RNA total del micelio en cada una de las condiciones ensayadas, como se describe en

Materiales y Métodos (apartado 5.6).

La sonda radioactiva correspondiente a la region codificante de s/tB detecté un
transcrito con un tamano aproximado de 5 kb (5046 pb, seglin los datos de RNAseq) en las
muestras correspondientes a la cepa silvestre (Fig. R4.2, carril 1 de los paneles A y B) Los
niveles estacionarios de mensajero de s/tB detectados fueron muy similares tanto en el medio
con estrés (Figura R4.2, carriles 2-4 de los paneles A y B) como sin estrés, indicando una
expresion constitutiva del gen como ya sefialaban los Western-blot realizados previamente. El
mismo resultado fue observado en las muestras silvestres cuando se utilizé la sonda radiactiva
correspondiente a la region codificante de s/tA, cuyo transcrito comprende 3142 pb (datos

RNAseq) (Figura R4.2, paneles Ay B, carriles 1-4).

Respecto al andlisis de la expresion de s/tB en el fondo nulo sltA, se detectaron unos
niveles muy bajos de transcrito independientemente de la condicidn de estudio (Figura R4.2,
paneles A y B, carriles 5-8), lo cual era esperado tras los bajos niveles de proteina de fusiéon
SItB::GFP detectados en el mutante MAD3705 (SItB::GFP, As/tA). Este nuevo resultado indicd
que la transcripcion del gen s/tB dependia de la accién de SlItA, lo cual concuerda con el
fenotipo idéntico del nulo simple s/tA y del doble nulo s/tB; sitA.

La expresion del gen sltA en la cepa 4s/tB incubada en MMA sin estrés o con CaCl, se
mantuvo constante durante el periodo de tiempo y las condiciones ensayadas (Figura R4.2,
panel B, carriles 9-12). Sin embargo, se observé una tendencia en la disminucidn de sus niveles
respecto a la cepa silvestre en las muestras incubadas con NaCl 1 M (Figura R4.2, panel A,
carriles 9-12). Este hecho podria indicar que la actividad SItB fuese necesaria para obtener

unos niveles adecuados de transcripcion de s/tA, quizas promovido por la forma de SItA3P?,

El mutante s/tAl es una pérdida de funcidn SItA. Como se describié en la Introduccion,
este alelo da lugar a una proteina truncada que finaliza en el aminodacido 502 (Trp) careciendo
asi de 196 aminodacidos de su regién C—terminal. Dado que SItA media en la expresion
transcripcional de SItB, nos preguntamos si dicha region carboxilo terminal, a pesar de estar
muy poco conservada entre los diferentes ortélogos de SItA, seria determinante para llevar a

cabo esta funcién.

Con este objetivo se hibridd una membrana que contenia el RNA total del micelio de
una cepa sltA1 (MAD1123) con la sonda s/tB correspondiente, de la misma manera que se hizo

previamente con la cepa A4sltA. Tanto el proceso de extraccion del RNA como la obtencion de
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la membrana indicada fueron realizados por otros miembros del laboratorio. La cepa indicada

crecié en MMA suplementado con KCl (1 M).

Como se puede observar en el panel C de la figura R4.2 los niveles de transcrito s/tB
detectados en estas condiciones fueron muy bajos, similares a los encontrados en el fondo
mutante AsltA. Para cerciorarnos que esta baja transcripcion del gen s/tB se correspondia con
una muy baja cantidad de proteina SItB, insuficiente para dar lugar a la protedlisis de SItA”®"? y
llevar a cabo su correcta funcién en la célula, se generd una cepa que expresase la quimera
SItB::GFP en el fondo mutante s/tA1 (MAD4247) y se realizé la inmunodeteccion
correspondiente. No se observd ninguna banda con la movilidad electroforética

correspondiente al fragmento C-terminal de SItB etiquetado (100 kDa) resultado de su
protedlisis, al igual que ocurria en el fondo As/tA (Fig. R4.2, panel D).

La informacidn obtenida de estos experimentos nos permitid concluir que el alelo
mutante s/tA1 es una pérdida de funcidén que afecta a la expresidén del gen s/tB, poniendo de
manifiesto la regién C-terminal de la proteina SItA como esencial para llevar a cabo dicha

funcidn.
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Fig. R4.2. La actividad del factor transcripcional SItA regula positivamente la expresion del gen sltB. En el panel A se
muestran los niveles estacionarios de mRNA detectados para sltB y sltA en presencia de NaCl 1 M, y en el panel B en
presencia de CaCl. 10 mM. En la parte superior de cada imagen se indica el tiempo en minutos de incubacion con las
diferentes sales. Se utilizaron los niveles de transcrito del gen gpda como control de la expresion en las muestras estudiadas.
C) Niveles estacionarios de mRNA detectados para sltB en el fondo mutante sltA1 y Western-blot (D) realizado para la
deteccion de SItB::GFP en extractos de dicho fondo mutante. Se utiliz6 la inmunodeteccion de actina como control del nivel
de carga de los tres extractos ensayados.
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4.3 Modificacion postraduccional de SItA32kPa

Las diferentes inmunodetecciones realizadas para visualizar a la quimera SItA::3HA en
los extractos proteicos, habian mostrado la existencia de tres formas de SItA. La banda con
movilidad electroforética intermedia, cuya migracion es muy proxima a la definida para
SILARP? - fue interpretada como una posible modificacién postraduccional del mismo
fragmento proteico. Dado que la fosforilacion de proteinas es uno de los principales
mecanismos de regulacidon de su actividad y puesto que el dominio pseudoquinasa de SItB
podria tener actividad quinasa, ademas de ser requerido para el corte proteolitico de SItA,

32kDa

decidimos estudiar si esta banda de SItA correspondia a una version fosforilada de la

misma.

Para determinar si existian cambios de movilidad en el patrén electroforético de SItA
debido a la presencia de grupos fosfatos en alguna de sus tres formas detectadas, se realizé un
ensayo de desfosforilacion in vitro usando la proteina fosfatasa del fago lambda (PPA). Para
llevar a cabo este andlisis fue necesario el empleo de extractos proteicos en estado nativo,
utilizando el tampdn A-50 en lugar de la solucidn utilizada para la extraccién alcalina (Método
2, apartado 6.1 de Materiales y Métodos). Cada ensayo se realizd utilizando 100 pg de
proteina de extractos totales de micelio de la cepa MAD3652 (SItA::;HA) que fueron
incubados con 400 U de PPA segn se describe en el apartado 6.3 de Materiales y Métodos.
Simultaneamente se realizaron controles internos del ensayo de desfosforilacién empleando el
vanadato de sodio, inhibidor especifico de |aAPP . A continuacion, se procedid a la
inmunodeteccién de la quimera SItA::5HA con el anticuerpo a-HA. Como se observa en el
panel A de la figura R4.3, el tratamiento con PPA produjo una modificacion en el patrén

32k0a | 5 handa de menor movilidad

electroforético de una de las formas que componen SItA
electroforética no se detectd, y en su lugar la intensidad de la banda de mayor migracién en el

gel se vio incrementada.

Este resultado nos permitid concluir que esta banda con una movilidad intermedia
78kDa 32kDa .
entre SItA y SItA detectada en los extractos proteicos se corresponde con una forma

fosforilada de SItA***"?, que coexiste con otra forma no fosforilada de la misma y con la forma

completa SItA”8?,

32kDa

En el Capitulo 3 se describid la relacion entre la forma de SItA y SItB. Mediante el

estudio del extracto proteico de la cepa MAD4819 (SILAMe%::. HA, AsitB), detectamos el

32kDa

mismo patréon de doble banda caracteristico de la forma SItA*>**". Este resultado descartaba a
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la region pseudoquinasa de SItB como quinasa especifica de SItA. Para verificar que en este
caso la quimera SItAMe™%... HA también se encontraba en una forma fosforilada y en otra sin
fosforilar, se realizé el mismo ensayo in vitro de desfosforilacién con PPA que con los extractos
correspondientes a la quimera SltA::5HA. El resultado fue el esperado, la desaparicidon de la
banda de menor movilidad electroforética, y un aumento en la intensidad de la banda de

mayor movilidad (Figura R4.3, panel B).

El estudio de la forma SItAMe"®::, HA indica que la regién C- terminal de SItA debe

contener los residuos fosforilables implicados en su modificacion. Este resultado, junto con el
estudio del mutante sltAl, sefialan a esta regidén de SItA como esencial para llevar a cabo su

funcidén, a pesar de estar muy poco conservada entre los ortélogos de la proteina SItA.

A B

PPA [~ [+ |- [« PPL [ - | &
Inhibidor | - [ - [+ | + Inhibidor | - | -

o — o SltA P

32kDa -« SitASZKDa (SltAMamuu)
woria [ s SR S < SitA -

Fig. R4.3. El tratamiento con PPA permite la deteccidn de una forma fosforilada de SItA. A) SItA3%Da se encuentra en
una forma fosforilada y en una forma no fosforilada en extractos proteicos de la cepa MAD3652. B) Analisis por Western-blot
de los extractos procedentes del micelio de la cepa MAD4849 tras realizar el tratamiento con PPA. En la parte superior de
cada imagen se muestra el tratamiento de las muestras con la fosfatasa PP y/o el inhibidor especifico (orto-vanadato
sodico) de la reaccion de desfosforilacion.
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A) Determinacion de la localizacién celular de SItA y SItB

La actividad de un factor transcripcional y de las proteinas que participan en su
regulacidn estd estrechamente relacionada con su localizacién celular.

Con el objetivo de estudiar la localizacién celular tanto de SItA como de SItB, se
generaron cepas que expresaban quimeras fluorescentes mediante la fusiéon a la proteina

fluorescente verde (GFP).

5.1 Localizacion celular de SItA

En un trabajo previo, utilizando el sistema estandarizado de etiquetado mediante la
integracion de casetes de DNA como se describe en esta tesis, se habian construido dos cepas
MAD2544 y MAD2545 que debian expresar la proteina SItA etiquetada con GFP o con mCherry
en su extremo C- terminal, respectivamente. Sin embargo, el andlisis mas detallado de estas
cepas mostré que no debian estar produciéndose formas funcionales de SItA. Mientras que el
patrén de bandas en Southern-blot de los transformantes correspondia con el esperado de una
correcta integracion del casete en el locus sitA, se detectaron unos niveles muy bajos de
proteina de fusién y de diferentes tamafios a los esperados, no correspondiéndose ni con el
peso molecular tedrico ni con el patrén electroforético determinado previamente utilizando el
epitopo HA. Ademads, no fue posible la deteccién de estas quimeras mediante microscopia de
fluorescencia. El conjunto de resultados sugeria que la expresidon de una forma etiquetada

fluorescente de SItA debe ocasionar graves problemas en el hongo.

Debido a la imposibilidad de obtener una quimera fluorescente de SItA mediante
etiquetado en su extremo carboxilo terminal con GFP, se decidié hacerlo en el extremo amino
terminal. Para generar el casete de transformacion correspondiente se siguid la misma
estrategia descrita para realizar el etiquetado en el extremo amino terminal de SItB (Apartado
5.1 de Materiales y Métodos). Se utilizé la cepa nula s/tA MAD3919 como receptora de esta
construccion. Se obtuvieron transformantes viables en homocariosis, muchos de los cuales,
incluida la cepa MAD4249 que fue seleccionada para la mayor parte del trabajo realizado a
continuacion, mostraban la correcta integracion del casete en el locus sltA tras su analisis

mediante Southern-blot.

Posteriormente, se comprobd la funcionalidad de la quimera generada mediante el
estudio de los transformantes obtenidos en condiciones de NaCl 1 M y alcalinidad. Se observé
un crecimiento colonial similar al silvestre sobre el medio que contenia NaCl, y un diametro de

la colonia menor en condiciones de alcalinidad (Fig. R5.1, panel A). Este resultado indicaba una
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funcién parcial de la quimera generada. A continuacion, se estudiaron varios de los
transformantes con el microscopio 6éptico de fluorescencia, observdandose niveles de
fluorescencia muy bajos. La proteina fluorescente aparecié dispersa por el citoplasma y con
puntos de acumulacién que aparentemente no estaban asociados con estructuras como los

nucleos, septos o en la punta de la hifa.

Peso molecular (kDa)
1

Estimado Tedrico

iy Region Z
GFP::SIA SItATE: | -

<643 779 > (kDa)

f 6?8

SItA™,, 100 104,3
SIA™™> & 73 72,4 )|(
- ’ SItAASI(Da
<264><— 46—> (kD)
. o-GFP
C GFP:SItA

sitB'  sitB

R oty s = 78kDa
B . St

" <«— SltA*ee

. «-GFP

Fig. R5.1. Etiquetado en el extremo amino terminal de SltA. A) Anélisis fenotipico de la cepa portadora del alelo mutante
sltA que da lugar a la quimera GFP::SItA. Las esporas de cada cepa fueron inoculadas sobre MMA y MMA conteniendo
NaCl 1 My 100 mM de Na:HPO4 (pH 8). Las imégenes de las diferentes colonias, o puntos de indculo en caso de no
crecimiento, fueron tomadas tras su incubacion a 37 °C durante 48 horas. Como control se muestra el crecimiento en las
mismas condiciones de la cepa silvestre, MAD1427 y la cepa nula sltA, MAD3919. B) Western-blot (izda.) realizado con el
extracto proteico del micelio de la cepa MAD4249, en condiciones basales de cultivo, y representacion esquematica (dcha.)
de las diferentes formas GFP::SItA detectadas en el ensayo mediante el empleo del anticuerpo a-GFP. Se indican los pesos
moleculares tedricos y estimados para cada una de las formas etiquetadas de SItA. C) Comparacion de las formas
GFP::SIA"8ba y GFP::S|tA%kDa detectadas en extractos procedentes de cepas que expresan o no el gen sltB (MAD4249 y
MAD4282).
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En los extractos proteicos obtenidos a partir de micelio de varios transformantes, entre
ellos la cepa MAD4249, se observaron diferentes formas de SItA. Por un lado se detectd una

7802 ¢yo peso tedrico

forma que migraba con la movilidad esperada para la quimera GFP::SItA
era de 104,3 kDa (Fig. R5.1, panel B). Ademads, se observé una banda con una movilidad
electroforética cercana a los 73 kDa. Este fragmento de SItA, al proceder de la protedlisis de la
quimera GFP::SItA”®® deberia corresponder a la fraccién amino terminal fusionada a GFP.
Este fragmento de SItA tendria un peso molecular estimado de 46 kDa, que en su forma
etiquetada con GFP seria incrementado hasta los 72,4 kDa. Por lo tanto, la banda de 73 kDa

debe corresponder al fragmento de fusion, GFP::SItA** ™,

Adicionalmente se observd una serie de bandas de menor tamafio que el estimado
para GFP::SItA**®? y que podrian, al contener la proteina fluorescente, estar interfiriendo en la
observacion de estas quimeras al microscopio. Asi, para determinar la localizaciéon de la

proteina GFP::SItA”8?

se generd una cepa nula s/tB que expresase dicha proteina de fusién.
Para ello, se gener¢ el alelo nulo de s/tB en la cepa MAD4249 mediante el reemplazamiento de
la secuencia codificante del gen s/tB por el marcador de seleccion riboB”. Se obtuvieron
transformantes viables en homocariosis y, de entre estos, se seleccioné a la cepa MAD4282,
tras seguir el método general de obtencién de cepas del laboratorio y verificar la ausencia de

funcidén SItB en ensayos de sensibilidad a estrés salino y alcalinidad.

La inmunodeteccién de la quimera GFP::SItA en el fondo genético nulo s/tB nos
permitid observar, con una intensidad muy baja, una Unica banda proteica cuya movilidad

electroforética era la correspondiente a la forma de 78 kDa de SItA (Fig. R5.1, panel C). Este

46kDa 32kDa

resultado muestra que la forma GFP::SItA™", asi como la forma SItA’>*°, proceden de la

actividad SItB . Habiendo establecido que la Unica forma de SItA que existia en la célula era la

78Da se procedid a su observacidon con el microscopio

correspondiente a la quimera GFP::SItA
optico de fluorescencia. Sin embargo, en concordancia con los bajos niveles de proteina
detectados en el Western-blot, la emision de fluorescencia fue extremadamente baja no

siendo posible determinar su localizacién en la célula.

Los problemas encontrados al generar una forma etiquetada de SItA con GFP, tanto en
el extremo amino como en el carboxilo, sugerian que la expresion de esta forma mutante
podria producir un efecto deletéreo en la célula. Como estrategia alternativa se generd una
cepa que expresaba la quimera SItA::GFP de forma controlada utilizando para ello el promotor
del gen thiA, que es regulado negativamente por tiamina. Asi, afiadiendo tiamina al medio de
regeneracién durante el proceso de transformacion inhibiriamos su expresién lo que

produciria un efecto similar a la pérdida de funcidn SItA (4s/tA), evitdndose asi cualquier efecto
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negativo derivado de su expresidn. La regulacion de la expresidon de una forma no etiquetada
de s/tA mediada por el promotor thiA” ya habia sido probada por otros componentes del grupo
[73]. La estrategia molecular para introducir el promotor de thiA en el locus s/tA se resume en

la figura R5.2 (panel A).

A PP1 -
- I-)fhrA
Fragmento S ha | pyre” MAD4294
de DNA
Casete y PCR de fusion
de transformacion
Transformacion (Fragmento + Casete) J(
sl Fragmento
5 UTR _ de DNA
\/ Casete

yr6* 1 3'UTR  de transformacién

Recombinacion homdloga

5 UTR riboB" 3 UTR locus sitA (MAD3919)

Reemplazamiento génico A

G locus sltA (MAD4583)

- tiamina + tiamina

WT MAD1427

AsltA MAD3919
thiA::sitA::ha MAD4294
thiA”::sltA::gfp MAD4583

Fig. R5.2. Expresion de la quimera SItA::GFP de forma regulada mediante el promotor thiA. A) Estrategia seguida
para la generacion de la cepa MAD4583. Se amplifico el fragmento de DNA que contenia el promotor de sItA seguido del
promotor de thiA y del gen sltA, a partir del DNA genomico de la cepa MAD4294. A continuacion se transformé la cepa nula
sltA (MAD3919) con el fragmento de DNA indicado y junto con el casete generado previamente para realizar el etiquetado
de SItA con GFP en el extremo C-terminal, esperando su integracion en el locus sltA mediante tres sucesos de
recombinacion. B) Test de crecimiento realizado con la estirpe MAD4583 en condiciones de estrés salino (NaCl 1 M) y
alcalinidad (pH 8), tanto en condiciones permisivas como restrictivas de la expresion de SItA:GFP afiadiendo tiamina 100
uM al medio minimo de cultivo.

156



Resultados: Capitulo 5

Se obtuvieron pocos transformantes, pero el Southern-blot realizado con los gDNA
mostré el patrén de bandas esperado para la correcta integracion de los dos casetes en el
locus sltA. De entre los transformantes se selecciondé a la cepa MAD4583 para realizar los
experimentos descritos a continuacién. Se comprobd la funcionalidad de la proteina de fusion
generada mediante test de crecimiento en medio con NaCl 1 M y pH alcalino, comparandose el
crecimiento colonial de los transformantes obtenidos con el de la cepa silvestre MAD1427, con
el de la cepa nula sltA (MAD3919) y con el de la cepa que expresaba la quimera SItA::5HA
utilizando el promotor de thiA (MAD4294). Tanto en condiciones permisivas como restrictivas
de la expresidn de SItA::GFP, el didmetro colonial observado fue idéntico al de la cepa nula
sItA. Por tanto, asumimos que el etiquetado con GFP en el extremo carboxilo terminal de la
proteina sigue siendo no funcional aunque la expresién se mantenga reprimida durante el
proceso de regeneracion de los protoplastos y purificacién de los transformantes (Fig. R5.2,

panel B).

Todos los transformantes que mostraron la correcta integracidon de la construccion
fueron analizados con el microscopio dptico de fluorescencia. Los niveles de fluorescencia
detectados fueron muy bajos y nuevamente no fue posible determinar la localizacion de esta

quimera de SItA en la célula.

Para verificar la expresiéon de SItA::GFP dependiente del promotor thiA y que ésta se
proteolizaba en sus formas caracteristicas, se realizd la correspondiente inmunodeteccién de
la fusidn en los extractos proteicos de dos de los transformantes seleccionados (MAD4583 y
MAD4584). Las cepas fueron cultivadas en MMA liquido con y sin suplemento de tiamina, en
las condiciones habituales de incubacion. Se compararon los extractos obtenidos con el
extracto de la cepa MAD4249 como control (GFP::SItA). El peso molecular tedrico para la
quimera SItA::GFP es de 104,4 kDa, y para la quimera SItA* kD2..GFP de 58,4 kDa. Se observaron
multitud de bandas que en ningun caso correspondian con las dos formas esperadas (hecho
que contrastaba con el resultado obtenido para la cepa MAD4294, donde se observé el patrén

electroforético caracteristico de SItA sélo en ausencia de tiamina en el medio).

Llegados a este punto, decidimos no continuar con el abordaje experimental de
etiquetar a SItA con epitopos fluorescentes para determinar su localizacién celular. En su lugar,
se estudié la distribucién de SItA en un experimento de fraccionamiento subcelular en el que
es posible separar de una forma basica los componentes de las células mediante una serie de
centrifugaciones diferenciales (Fig. R5.3, panel A, y detallado en apartado 7 de Materiales y
Métodos). Para ello, se escogid la cepa que expresa SltA::3,HA (MAD3652), puesto que el

analisis de la presencia de SItA en las diferentes fracciones se realiz6 mediante Western-blot.
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A

‘ Lisado de protoplastos

300x g

Células sin lisar
Grandes agregados POl SN 0.3K

Membrana plasmatica

13000x g

Membranas nucleares y vacuolares

Membranas de Golgi y del reticulo endoplasmatico

[
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100000x g

Membranas de Golgi endosomales [
P 100K

Vesiculas de transporte

Restos de membranas endosomales

SItAE > Asnand a8 4

T S —
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Fig. R5.3. Distribucion de SItA en fracciones subcelulares de protoplastos. A) Esquema de los pasos de
centrifugacion seguidos en el fraccionamiento de protoplastos y el contenido esperado para cada una de las fracciones
obtenidas. B) Anélisis de las fracciones de la cepa MAD3652 mediante geles de poliacrilamida-SDS. El gel mostrado en
la parte superior se sometié a tincién con Coomassie, y en la parte inferior se muestra el Western-blot realizado para la
deteccion de la proteina etiquetada. La proteina soluble hexoquinasa fue utilizada como control de calidad de la correcta
lisis celular asi como de la correcta separacion de las fracciones celulares, utilizando el anticuerpo especifico a-hxq para

su deteccion.
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El material de partida fue una suspensién de protoplastos obtenidos de la cepa
indicada, por lo que se siguieron los pasos iniciales del protocolo de la transformacion de A.
nidulans (apartado 4.1 de Materiales y Métodos). Los protoplastos fueron tratados
mecanicamente para causar su ruptura y liberar el contenido intracelular. Se obtuvo una
mezcla homogénea que se sometid a los diferentes pasos de centrifugacion descritos en la
figura R5.3 y cuyas fracciones se denominan: P0.3K, P13K, P100K y SB100K. Las proteinas
contenidas en las fracciones fueron precipitadas por el procedimiento habitual con TCA
(Materiales y Métodos, apartado 6.1, método 2) y posteriormente resuspendidas en tampodn
de electroforesis de SDS-PAGE para su andlisis. Las diferentes muestras se separaron
electroforéticamente en dos geles de poliacrilamida-SDS, uno para su tincion con Coomassie y

el duplicado para la deteccidn de SItA por Western-blot utilizando el anticuerpo a-HA.

En el panel B de la figura R5.3 se muestra el resultado del experimento de
fraccionamiento celular. En el carril ET (extracto total), que contiene las proteinas procedentes
del lisado inicial de los protoplastos, se detectan ambas formas SltA::3HA de forma similar a lo
que se observa en un lisado por el método estandarizado. En las fracciones P0.3K y en la P13K,
se detectan igualmente la misma distribucién de bandas para la quimera. Es decir, demuestra
la presencia de SItA, ambas formas, en la fraccién P13K que debe contener el material nuclear.
Es interesante el elevado nivel de deteccion de las diferentes formas de SItA en la fraccion
P0.3K que debe contener restos celulares de gran tamanio, incluidas membranas, y complejos
de alto peso molecular. Este resultado sugiere que SItA debe estar formando parte o asociado
a grandes estructuras celulares. A esta conclusion se suma el hecho de que se detectan muy
bajos niveles de SItA tanto en la fraccién microsomal, P100K, como en la fraccion soluble,
SB100K. Por lo tanto este resultado muestra una posible distribucién conjunta de la forma

32kDa), posiblemente dentro o en las proximidades

completa y truncadas de SItA (al menos SItA
del ntcleo asi como en asociacidn con otros elementos celulares de gran tamario, siendo muy

bajos los niveles de SItA libre en el citoplasma.

5.2 Localizacion celular de SItB

Para determinar la distribucidon en la célula de SItB se realizaron diferentes fusiones a
la proteina fluorescente verde. El proceso de obtencion de la cepa que portaba el alelo
sltB::gfp se describe en el apartado 3.1 de Resultados y en los Materiales y Métodos
(MAD3625). Esta cepa no era adecuada para microscopia dado que debe ser suplementada

con riboflavina y dicho compuesto interfiere al ser fluorescente, por lo que se reemplazo el
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alelo mutante riboB2 con el gen riboB silvestre. De entre los transformantes se seleccioné la

cepa MAD3650 para realizar los experimentos de microscopia de epifluorescencia.

En la cepa MAD3650 se observaron buenos niveles de fluorescencia (figura R5.4, panel
A). Dado que los experimentos de inmunodeteccion demuestran que la mayoria de la forma
SItB etiquetada corresponde a la forma truncada SItB""::GFP, asumimos que la fluorescencia
visualizada procedia de esta forma proteolizada. Asi, la forma truncada procedente de la
quimera SItB::GFP mostraba una preferente localizacidn citoplasmatica. La fusion estaba

siendo excluida de nucleos y vacuolas.

Para verificar que estdbamos observando la localizacion de la forma truncada
SItB™™"::GFP, estudiamos la distribucion de la quimera SItB"™Y¥*1272..GEp, producida por la
cepa MAD3711. Como se observa en el panel B, de la figura R5.4, esta proteina muestra

también una preferente localizacién citopldsmica y exclusion nuclear.

A

SItB::GFP (MAD3650)

GFP

SitB™™::GFP (MAD3711)

DIC GFP

Fig. R5.4. SItB es una proteina preferentemente citoplasmica. A) Las flechas indican la exclusion de la proteina
SltB::GFP de nucleos y vacuolas. B) Localizacion del domino SItBPrt etiquetado con GFP. Barra de escala: 5 pum.
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Igualmente se determind la localizacién del dominio pseudoquinasa de SItB mediante
el estudio conjunto de las siguientes quimeras: de la forma truncada y etiquetada
SItB™*5%):.GFP (MAD3711), de la proteina doble etiquetada GFP::SItB::3,Myc (MAD4899) y de
la forma mutante SItB56::GFP (MAD4362). La protedlisis de la forma GFP::SItB::3,Myc permitio
determinar la localizacién del dominio GFP::SItB™*, de la misma manera que para el domino
SItB™"::GFP mediante el etiquetado en el extremo C-terminal de SItB. La forma GFP::SItB™* se
observé excluida de los nucleos, no detectandose diferencias con la localizacion observada
para SItB™::GFP. La expresiéon de una forma etiquetada del dominio pseudoquinasa, bien
hasta el aminoacido 590 (SItB™**%)::GFP ) o hasta el 477 (SItB56::GFP) no altera la localizacién
de dicha regidn aunque si los niveles de fluorescencia, que fueron con diferencia menores (Fig.

R5.5, panel A).

Dado que las quimeras mutantes SItB53::GFP, SItB"%%*..GFP y SItB*'****..GFP
(MAD4013, MAD4731 y MAD4760, respectivamente) permitian visualizar la forma completa de
SItB en los Western-blot realizados, se observaron con el microscopio para determinar si existia
algun cambio en la localizacidon celular establecida para ambos dominios. Este no fue el caso, y
aunque los niveles de fluorescencia detectados eran muy bajos como consecuencia de la poca
cantidad de proteina presente en la célula (excepto en la cepa MAD4731), se mantuvo excluida

de los nucleos en las tres muestras indicadas (Fig. R5.5, panel B).

Adicionalmente, se estudiaron todas las cepas que expresaban la quimera SItB::GFP en
los diferentes fondos genéticos generados en este trabajo. En primer lugar, se verificd que la
expresion de SItB::GFP tanto en un fondo As/tA (MAD3705) como s/tA1 (MAD4247) debia dar
lugar a unos niveles de fluorescencia muy bajos. Asi fue, y la fluorescencia emitida por cada

muestra fue practicamente indetectable.

A continuacién se estudio la cepa MAD4733, que expresaba a SItB::GFP Unicamente en
presencia de la forma SItA de 32kDa. Como se determind en los Western-blots realizados, la
forma SItA®%P%::3 HA permitia la expresion del gen s/tB en unos niveles similares a los
observados en un fondo SItA78kDa::3XHA, por lo que fue coherente hallar unos niveles de
fluorescencia similares en cada uno de estos dos fondos genéticos asi como su localizacién

celular.

En todas las cepas estudiadas la localizacidn celular determinada para cada forma de
SItB::GFP fue la misma, y los niveles de fluorescencia detectados eran los correspondientes a
los niveles de proteina detectados en los diferentes ensayos de Western-blot, y con el fenotipo
gue mostraban las distintas cepas en condiciones de estrés salino y alcalinidad (en el sentido
de relacionar su funcionalidad con la cantidad de proteina presente en la célula).
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SItB™::GFP (MAD3815)  SItB56::GFP (MAD3815) GFP::SItB (MAD4899)

GFP
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SItB53::GFP (MAD4013) SItB"***::GFP (MAD4731)  SIB*"***::GFP (MAD4760)
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Fig. R5.5. El dominio Psk de SItB y la proteina completa permanecen excluidos de ndcleos y vacuolas. A) Las formas
SItBPsk(1-590)::GFP o SItBPsk(1-477)::GFP dan unos niveles de fluorescencia muy bajos, aunque mantienen su localizacién
citoplasmica. B) Distribucion de las formas mutadas de SItB que impiden su protedlisis. Barra de escala: 5 pum.

B) Estudio de la relacion entre SItA, CrzA y PacC

Los factores transcripcionales PacC, CrzA y SItA son esenciales en la regulacion de la
expresion génica por pH ambiental en A. nidulans. Para determinar si existia alguna relacidn
entre SItA y CrzA/PacC en la ruta de transduccion activada por pH, seguimos diferentes

abordajes experimentales para cada proteina en cuestion.
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5.3 La sensibilidad a la alcalinizacion del medio causada por la ausencia de funcién SItA no

puede ser suprimida por la activacién constitutiva de PacC.

En el caso del estudio de la relacién entre SItA y PacC, estudiamos si la ausencia de
funcién SItA podria verse compensada por una mayor funcidn de PacC. Para ello se utilizé el
alelo mutante pacC14900, que da lugar a una version truncada de PacC, la forma PacC>,
fusionada al epitopo ;,Myc y que da lugar a la actividad constitutiva, independiente de pH
ambiental, de PacC al ser directamente procesado a la forma funcional PacC¥ (;,Myc::PacC?).
Asi, buscamos evidencia de una supresion del fenotipo de sensibilidad a pH alcalino
manifestado por una cepa 4s/tA mediante una hiperactividad de PacC. Para ello, construimos
la cepa MAD4296, que se obtuvo mediante transformacién de la estirpe MAD1441
(pacC14900) con el casete correspondiente para reemplazar el alelo s/tA por el marcador de
seleccion pyrGY.

Primeramente se estudié el patrén electroforético de PacC, para determinar si
presentaba alguna alteracion en el fondo mutante As/tA. En este caso, los cultivos se realizaron
en MFA y se incluyd en el estudio a la cepa MAD3877, que expresa la quimera ;,Myc::PacC (Fig.
R5.6, panel A). La movilidad electroforética de las formas PacC> y PacC”, asi como la

proporcién de una forma y otra, fue similar tanto en un fondo s/tA"como en uno s/tA*.

Verificado el correcto procesamiento de PacC14900 independiente de pH, se
determind si existia supresién de la pérdida de funcidon SItA debida a pacC14900. Para ello se
realizaron test de crecimiento en condiciones de estrés catidnico, afiadiendo LiCl 0,3 M y NaCl
1 M, y alcalinidad. La comparacion del diametro colonial de la cepa generada MAD4296 con el
de la cepa silvestre (MAD1427), la cepa nula A4sltA (MAD3651) y la cepa pacC14900
(MAD1441), en las diferentes condiciones mostré claramente que todas las cepas AsltA
mostraban un fenotipo de sensibilidad similar independientemente de la presencia de la forma
desregulada PacC14900; es decir, la carencia de funcidn SItA no se vio compensada por unos

niveles mayores de actividad PacC (Fig. R5.6, panel B).

En busca de otro posible punto de conexién entre PacC y SItA, se generd una cepa que
expresara a SItA etiquetado en un fondo nulo para la proteasa PalB, de manera que

78kDa 5 SItA3%k02 para

pudiésemos determinar si PalB llevaba a cabo el corte proteolitico de SItA
ello, se transformd la cepa MAD1770 con el casete de DNA correspondiente para obtener la
quimera SltA::;,HA. De entre los transformantes obtenidos, se seleccioné a la cepa MAD4645
tras seguir el protocolo habitual de generacidn de cepas. A continuacidn, se realizaron las

comprobaciones fenotipicas correspondientes a la pérdida de funcién PalB; es decir un test de

163



Resultados: Capitulo 5

crecimiento en medio alcalino y con LiCl 0,3 M. Para determinar si existia funcién SItA en el
fondo mutante generado, se incluyé la condicién NaCl 1 M en el test realizado (Fig. R5.6, panel
C). El fenotipo de la cepa objeto de estudio (MAD4645) fue idéntico al de la cepa receptora
MAD1770, no observdndose crecimiento colonial ni en el medio alcalino ni en el suplementado
con LiCl 0,3 M. En el medio con NaCl 1M el didmetro de la colonia fue similar al de la cepa

silvestre, lo que sugeria que no existia ninguna interaccién génica entre PalB y SItA.
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Fig. R5.6. No se ha encontrado una relacion entre las rutas de sefializacion de SItA y PacC. A) Analisis de la
distribucion electroforética de PacC®® y PacC%, en extractos proteicos de una cepa que no expresa el gen sltA. Se utilizo
como control extracto proteico de la cepa MAD3877 (pacC900), obtenido tras 15 minutos de incubacion de esta cepa en
condiciones alcalinas. Se utiliza la inmunodeteccion de actina como control del nivel de carga del extracto proteico. B)
Andlisis fenotipico de la cepa portadora del alelo nulo sltA y del alelo pacC14900, en MMA y MMA suplementado con NaCl
1M, LiCl 0,3 My 100 mM de NazHPOs (pH 8). Como control se muestra el crecimiento en las mismas condiciones de la
cepa silvestre, MAD1427 y la cepa nula sltA, MAD3651. C) Test de crecimiento realizado para evaluar la funcion de la cepa
MAD4645, utilizando MMA y MMA suplementado con LiCl 0,3 M, 100 mM de Na2HPO4 (pH 8) y NaCl 1 M. Las imagenes de
los apartados B y C fueron tomadas como se describe en la leyenda de la figura R5.1. D) Inmunodeteccién de la proteina
etiquetada SItA::HA en extractos correspondientes a la cepa MAD4645, mediante el empleo de del anticuerpo a-HA.
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Para comprobar que SItA estaba sometida a protedlisis en estas condiciones de
estudio, se procedid a detectar a la quimera generada en los extractos proteicos obtenidos por

7802 omo a la de

lisis alcalina. Se observd tanto la banda correspondiente a la forma SItA
SItA3*P? en sus dos formas, descartandose con ello a PalB como proteasa especifica de SItA

(Fig. R5.6, panel D).

Los resultados obtenidos de estos abordajes experimentales nos permiten proponer

que SItA y PacC actian de manera independiente en la respuesta a pH alcalino de A. nidulans.

5.4 Evidencia de la ausencia de relacidn entre las funciones y la sefializacion de CrzA y de SItA

Se han localizado hipotéticos sitios de unidn para SItA (5" AGGCA 3°) en la regidn
promotora de crzA. Si SItA mediase la expresion de CrzA, siendo este el punto de convergencia
de ambos factores en la ruta de respuesta a pH alcalino, deberiamos detectar cambios en los

niveles de la proteina CrzA en un fondo mutante SItA.

Con este objetivo, se generd una cepa que expresase la proteina CrzA::GFP en un
fondo nulo sitA (MAD3786) siguiendo el protocolo general de obtencién de cepas del
laboratorio. Obtenidos los transformantes, se estudid el patron electroforético de CrzA::GFP
mediante Western-blot. En ningln caso se detectaron diferencias en movilidad ni en cantidad
de proteina de fusion CrzA::GFP respecto a los encontrados en una cepa silvestre s/tA (Fig.

R5.7, panel A).

La regulacidon de la localizacién celular de CrzA tampoco parecia afectarse por la
ausencia de funcién SItA. Asi, CrzA::GFP permanecia excluida del ndcleo en ausencia de
estimulo y la presencia de calcio en el medio de cultivo, asi como su alcalinizacién, daban lugar
a la acumulacién nuclear de este factor transcripcional. Estas observaciones sugerian que la
ausencia de SItA no altera la sefializacién de CrzA. De hecho la funcién CrzA tampoco debia
estar siendo afectada, dado que los test de crecimiento en condiciones de estrés salino y
alcalinidad realizados, indicaron que el fenotipo mostrado por esta cepa MAD3786 era el
correspondiente a la pérdida de funcién SItA y no a la de un doble mutante de pérdida de

funcién CrzA y SItA (Fig. R5.7, panel B, y Fig. 13).

La calcineurina es una serina-treonina fosfatasa implicada en la defosforilacion de CrzA
[36]. Puesto que SItA**™ presenta una forma modificada postraduccionalmente por
fosforilacién, y dado que existe una relacion entre la pérdida de funcién SItA y el catidn calcio
(una cepa 4s/tA es capaz de reducir su sensibilidad a los diferentes estreses abidticos
ensayados mediante la adicion de calcio al medio de cultivo), nos preguntamos si la

calcineurina podria estar implicada en la regulacién por fosforilacién de SItA3P?,
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Fig. R5.7.La ausencia de funcion SItA no altera la sefializacion de CrzA. A) Western-blot realizado con extractos
proteicos de las cepas MAD3020 y MM(#12pl1_8). Las cepas crecieron en MMA, y tras 16 h de cultivo se afiadié CaCl. 100
mM. Tras un minuto de incubacion, se filtré el micelio y se traté como se indica en [5]. Las proteinas se resolvieron mediante
electroforesis en geles en gradiente de SDS-poliacrilamida 4-15% MiniProtean® TGXTM precast polyacrylamide gels de
BioRad. B) Test de crecimiento realizado para la cepa que porta los alelos mutados crzA::gfp y 4sltA. Se utilizé MMA 'y
MMA suplementado con NaCl 1M, MgCl. 0,2 M, LiCl 0,3 M, CaCl2 0,05 M y 100 mM de Na2HPOs (pH 8). Las imagenes
fueron tomadas como se describe en la leyenda de la figura R5.1

En busca de un cambio en el perfil electroforético de SItA**®, generamos una cepa
que expresara la proteina SItA etiquetada con HA en un fondo nulo para el gen cnaA. Para ello
se cruzaron las estirpes MAD3652 (sltA::3sha) y MAD2457 (AcnaA), afiadiendo MgCl, 0,1 M al
medio de cultivo donde se sembraron los cleistotecios para poder observar el fenotipo
compacto de las colonias AcnagA. De esta manera, se selecciond a la cepa doble mutante
MAD3915 (AcnaA; sltA::3ha) procedente de la progenie del cruce. Los test de crecimiento
realizados demostraron la pérdida de funcidn cnaA, mostrando sensibilidad a la toxicidad por

calcio, litio y alcalinidad del medio (Fig. R5.8, panel A).

A continuacidn, se procedié a extraer proteina mediante lisis alcalina de la cepa
indicada para realizar la inmunodeteccion de la proteina SItA::;;,HA. El resultado del
experimento no mostrd variacién alguna en la movilidad de las bandas correspondientes a

32kDa

ambas formas de SItA™°. Por lo tanto no se evidencia la participacion de la calcineurina en la

sefializacion de SItA (Fig. R5.8, panel B).
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Fig. R5.8. La calcineurina no actia sobre SItA. A) Andlisis fenotipico de la cepa portadora del alelo nulo cnaA y del alelo
sltA modificado para expresar la quimera SItA::HA, en MMA y MMA suplementado con NaCl 1 M, MgCl. 0,2 M, LiCl 0,3 M,
100 mM de Naz:HPO4 (pH 8) y CaCl> 0,01 M. Como control se muestra el crecimiento en las mismas condiciones de la cepa
silvestre, MAD1427 y la cepa nula sltA, MAD3651. B) Western-hlot realizado con extractos de la cepa MAD3915 en los que
se detect6 la proteina etiquetada SItA::HA utilizando el anticuerpo a-HA.

C) Estudio de la posible funcion de PskA en el sistema SIt de respuesta a estrés

cationico.

A través de las busquedas realizadas con la secuencia correspondiente al dominio
pseudoquinasa de SItB, se identificd otra posible proteina pseudoquinasa en la secuencia
gendmica de A. nidulans a la que hemos denominado PskA. La secuencia proteica codificada
por el gen pskA (AN7985) consta de 561 aminoacidos. La conservacion de secuencia entre PskA
y SItB es muy baja. Un alineamiento entre ambas proteinas muestra una identidad del 27%
(66/249 residuos de solapamiento) y un grado de conservacion del 42% (107/249 residuos de
solapamiento), sin embargo se encontraron diferentes proteinas con relativa alta conservacion
de secuencia en genomas de otros hongos. Interesantemente su distribucién filogenética
también estaba restringida al subfilo Pezizomycotina. La mayoria son muy probablemente

pseudoquinasas.

El locus AN7985 se sitla en el cromosoma Il y corresponde a un Unico gen de 1686
nucledtidos, organizado en un solo exdn. Los limites del marco abierto de lectura (ORF) vienen
definidos por la regién 5°'UTR que comprende las posiciones -16 y -1, y la regién 3'UTR, que
abarca desde la posicién 1687 a la 1883 (Fig.R5.9). No obstante, los datos del RNA sequence
depositados en AspGD muestran un nimero muy reducido de lecturas de este transcrito. Este
hecho nos llevd a realizar un ensayo de Northern-blot para detectar los niveles de expresion
del gen pskA. Para ello, se extrajo RNA de la cepa silvestre MAD2733 segun el protocolo

descrito en Materiales y Métodos. Seguidamente se transfirid6 a una membrana de
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nitrocelulosa para ser hibridado con una sonda de DNA correspondiente a la regidén codificante
del gen pskA. El resultado confirmd unos niveles muy bajos de expresién de este gen, pero

suficientes para afirmar que no se trataba de un pseudogen y comenzar asi su estudio.

Estructura del gen pskA

5'UTR Exon 1 3'UTR
locus AN7985 l ;
DNA
I I | I
-16 1 l 1686 1883
5'UTR Exén 1 3'UTR
I I I
Transcrito maduro I
mMRNA | I | |
-16 1 l 1686 1883
Proteina N - -C 561 aa

Fig. R5.9. Organizacion del locus pskA (AN7985).

Con el objetivo de determinar si la proteina PskA formaba parte del sistema regulador
Slt, se procedié a generar una cepa portadora de un alelo nulo pskA. Para ello, se sustituyd
este gen por el marcador de seleccion riboB” de la forma habitual. Se utilizé la cepa que
expresaba la quimera SltA::5,HA (MAD3652) como receptora del casete de transformacién, con
el objetivo adicional de determinar si habia alguna variacién en la distribucién de las distintas

formas de SItA en este fondo mutante (ver Capitulo 3).

Se obtuvo un elevado numero de transformantes y todos fueron viables en
homocariosis, por lo que se concluyd que el gen pskA no era esencial para A. nidulans. A
continuacién, se procedié a analizar el fenotipo de la cepa generada (MAD4663) en
condiciones de estrés catidnico (NaCl 1 M, MgCl, 0,2 M, LiCl 0,3 My CaCl, 0,5 M) y pH alcalino.
Se compard el crecimiento colonial de la cepa nula ApskA con el que presentaba la cepa nula
AsltA (MAD3651) y la cepa que portaba la quimera sltA::3ha (MAD3652) sobre los diferentes

medios de cultivo. Los fenotipos fueron estudiados tras 48 h de incubacién a 37 °C (Fig. R5.10,
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panel A). El crecimiento radial de la cepa ApskA fue similar al que mostré una cepa silvestre en

cada una de las condiciones ensayadas.

Adicionalmente, se extrajo proteina total mediante lisis alcalina de la cepa ApskA
MADA4663, junto con la cepa control MAD3652, para analizar los extractos proteicos en
Western-blot siguiendo los protocolos habituales del laboratorio (ver Materiales y Métodos,
apartados 6.1 y 6.2). Como se observa en el panel B de la figura R5.10, el patrén de bandas

detectado en la cepa control SItA::3HA no se vio alterado en el fondo mutante ApskA.

El conjunto de los resultados obtenidos mostré que la proteina PskA, a pesar de sus

peculiares caracteristicas, no debe formar parte del sistema regulador Slt.

E E
= o~ = 5 SItA:HA
= = 2 = | SeEA
< = o = = @

e 8 g 9 % 3
x 7]
[%] Q
Q >

=
s 2 2 3 8 &
WT 78kDa
32kDa
SIAT > S f—
ApskA O MAD4663 Rl

MAD3652
MAD4663

Fig. R5.10. PskA no forma parte de la misma ruta de respuesta a estrés que SItA y SItB. A) Andlisis del fenotipo de la
cepa que porta el alelo nulo pskA. Las esporas de las cepas indicadas a la izquierda de la imagen fueron inoculadas sobre
MMA y MMA conteniendo NaCl 1 M, MgCl2 0,2 M, LiCl 0,3 M y Na,HPO4 100 mM (pH alcalino, pH8). Las imagenes de las
diferentes colonias, o puntos de indculo en caso de no crecimiento, fueron tomadas tras su incubacion a 37 °C durante 48
horas. B) Western-blot realizado con extractos de las cepas MAD3652 y MAD4663, en los que se detecté la proteina
etiquetada SItA::HA utilizando el anticuerpo a-HA.
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En esta tesis doctoral se ha investigado sobre los mecanismos reguladores de la
expresion génica que permiten al hongo tolerar elevadas concentraciones de cationes vy la
alcalinizacion del pH ambiental. En particular el trabajo se ha centrado en determinar cémo es
sefializado el factor transcripcional SItA mediante la actividad de la proteina SItB. Los
resultados obtenidos se presentan en el modelo de la figura D1 y su interpretacion se discute
en esta seccidon. El mecanismo molecular predominante que estd implicado en la sefalizacidn
de SItA y de SItB es la protedlisis. Desde el punto de vista funcional, la protedlisis de SItA es
necesaria para generar una forma truncada de la que depende la respuesta a los estreses
anteriormente citados. Por otro lado, la proteina SItB tiene dos dominios funcionales bien
definidos en su secuencia. El dominio proteasa media la escision del dominio pseudoquinasa
localizado en la fraccion amino-terminal de SItB. El dominio pseudoquinasa es necesario para
que SItA sea proteolizado. En este apartado se profundiza en los resultados obtenidos desde el

punto de vista del mecanismo molecular y la funcién biolégica.

1. Del modelo genético al modelo molecular

Entre los objetivos principales de esta tesis estd el estudio de los mecanismos
moleculares que promueven la sefializacion, activacion y regulacidn del factor transcripcional
SItA. Para abordar este objetivo se han utilizado técnicas y métodos de genética directa
(clasica) o en reverso. Los datos genéticos recopilados a través del trabajo de otros miembros
del grupo de investigacién indicaban que mutaciones en los genes codificantes de las proteinas
SItA y SItB afectaban de forma similar la tolerancia a elevadas concentraciones de cationes y la
alcalinidad. Entre los cationes no se encontraba el calcio, y de hecho, la presencia de este
catidon en el medio de cultivo remedia la toxicidad causada por otros cationes mono vy
divalentes como el sodio o el magnesio. Utilizando diferentes abordajes de obtencidn de
mutantes se han aislado y caracterizado diversas mutaciones, todas ellas de pérdida de
funcién, en ambos genes. El aislamiento de mutaciones supresoras del fenotipo de inviabilidad
o debilidad en el crecimiento colonial causado por la pérdida total de funcién en diferentes
genes vps ha permitido, por un lado identificar a s/tB y por otro profundizar en el proceso de
sefializacion de SItA y de la propia proteina SItB al proporcionar diferentes alelos mutantes en

estos genes.

El modelo genético era, en principio, sencillo y esta representado en el panel A de la
figura D1 panel A. Una proteina sefializadora, SItB, mediaria en la transicién entre dos formas

de la proteina SItA, una inactiva y otra activa. Este modelo se sustenta sobre las siguientes
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observaciones. La proteina SItA es un factor transcripcional con tres dedos de zinc y tanto el
alelo nulo como el alelo mutante "clasico" s/tAl, el primero en ser definido, causa que el
hongo mutante muestre sensibilidad a elevadas concentraciones de sales o al pH alcalino. SItA
estd involucrado en la respuesta transcripcional necesaria, quizas mediando la expresion de
genes codificantes para transportadores de estos cationes o para el mantenimiento de éstos
en el medio intracelular, es decir en el proceso homeostatico. Los datos obtenidos en esta tesis
indican que la homeostasis interna debe mantenerse en ausencia de la funcidn SItA o SItB,
dado que no se ha observado acumulacién de los cationes estudiados. Sin embargo la
expresion, de al menos uno de los transportadores intracelulares de calcio, vcxA, es
dependiente de la actividad SItA [1]. Hasta la fecha no se ha estudiado su papel transcripcional
en detalle pero los datos actuales indican un posible papel dual como activador y represor,

como se vera a continuacion.

Las mutaciones aisladas en s/tB y que suprimen el fenotipo causado por los alelos Avps,
(vps20, vps32, vps33), son pérdidas de funcién en SItB, como indica la comparacién de los
fenotipos de estas cepas con la cepa As/tB. La ausencia de funcion SItB causa un fenotipo
indistinguible al de los mutantes en s/tA. Por lo tanto, la activacidn funcional del factor SItA a
través de la actividad SItB deberia ser directa o mediada por otros elementos sefializadores
directamente relacionados con SItB. El modelo genético basico sobre el que se sustenta la
mayor parte de esta tesis propone a SItB como una proteina involucrada en la sefalizacion de

SItA mediante la cual el factor transcripcional pasaria de una forma inactiva a una forma activa.

La distribucién filogenética de los genes s/tA y sltB es caracteristica y a este nuevo
circuito regulador lo hemos denominado la ruta Slt. Los posibles homdlogos se encuentran en
genomas de organismos restringidos al subfilo Pezizomycotina. Estos organismos son en su
mayoria hongos dimérficos o preferentemente filamentosos. El estudio de la funcién SItA
queda restringida a Aspergillus nidulans y su homdlogo en Trichoderma, Acel, en el que
participa en la regulacién de enzimas modificadoras de la pared [42]. Hasta la fecha no se ha
estudiado la funcion de ninguno de los posibles homdlogos de SItB. Determinar el papel en la
célula de SItB ha sido posible mediante técnicas de genética en reverso. El estudio de la
funcién y las modificaciones postraduccionales de las formas etiquetadas tanto de SItA como
de SItB en diferentes fondos genéticos ha permitido establecer la complejidad del sistema
regulador Slt. Este nuevo modelo se representa en el panel B de la figura D1 y se explica en los

siguientes apartados.

La ruta Slt debe mediar en todos estos hongos la respuesta a los estreses ya indicados.

En los hongos ascomicetos existe otro sistema regulador implicado en la respuesta a estrés
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salino y catidnico, el mediado por el factor que responde a calcineurina, Crzlp. Este sistema
estd ampliamente distribuido por el reino fungico e incluye a los subfilos Saccharomycotina y
Pezizomycotina. En el caso de A. nidulans el homdlogo de Crzlp, CrzA, también ha sido
estudiado por el laboratorio. CrzA participa en la respuesta al calcio, catién que suprime el
fenotipo de las mutaciones de pérdida de funcidn en el sistema Slt. Es por lo tanto posible que
en aquellos hongos que poseen ambas rutas reguladoras exista una acciéon coordinada de
dichos sistema reguladores y la existencia de una especializacidon del sistema Crz. Esta ultima

opcion aun no ha sido explorada.

Sin embargo, es formalmente posible que estas rutas no actien de forma
independiente sino que frente a diferentes estimulos exista una regulacién concertada. Este
puede ser el caso de la respuesta al estrés por pH ambiental alcalino. El trabajo realizado
refleja la necesidad de las rutas Pac/Pal, Crz y Slt en A. nidulans para tolerar la alcalinidad. Este
resultado genético podria indicar que todas o parte de los elementos de estas rutas podrian
trabajar de forma coordinada para mediar una respuesta final al pH alcalino. Los experimentos
realizados en esta tesis para relacionar la sefializacidon de SItA con la ruta Pal, tras el analisis de
la posible funcion de la proteasa PalB, o con la ruta Crz, al tratar de detectar un posible papel
de la fosfatasa calcineurina sobre los niveles de modificacion postraduccionales de SItA, no han
permitido establecer estas conexiones a nivel molecular. Por lo tanto en esta tesis se define de
forma aislada el proceso de sefializacién de SItA, que estd mediado por SItB y otros elementos
no definidos, y sobre los que mas adelante se razona su existencia y posible funcién (Fig. D1,

panel B).
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Fig. D1. Evolucion de la complejidad del modelo propuesto para la sefializacion del factor transcripcional SItA.
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2. Naturaleza y dinamica de la senalizacion de las proteinas Slt

Determinados factores de transcripcion son activados para que puedan mediar su
accion en el nucleo. Algunos se modifican mediante protedlisis, dando lugar a formas
alternativas donde se eliminan ciertas partes de la proteina para ganar o perder actividad. En
algunos casos estas modificaciones implican cambios en su localizacién celular eliminando o
exhibiendo péptidos sefial que determinan una localizacion especifica. Ejemplos de factores de
transcripcidn regulados por protedlisis en ascomicetos son PacC y Stpl/2. Un primer corte
proteolitico en PacC supone su sefalizacion mediada por la alcalinizacion del medio y el
segundo corte da lugar a la forma funcional PacC?’, capaz de activar la expresién de los genes
“alcalinos” y reprimir la de los genes “acidos”. En este caso, el corte proteolitico regula tanto la
actividad transcripcional de PacC como su localizacién celular [34]. Stpl y Stp2 son dos factores
de transcripcién con dedos de zinc sefializados por la presencia extracelular de aminodcidos en
S. cerevisiae [88]. Son sintetizados como proteinas latentes citopldsmicas, donde la escision de
10 kDa de la regién N-terminal por la endoproteasa Ssy5 es determinante para la regulacién de
su actividad. Las formas procesadas Stpl/Stp2 se acumulan en el nicleo, donde se unen

especificamente a UAS,, (“upstream activating sequences”).

En este trabajo se demuestra que SItA también es un factor transcripcional regulado
mediante protedlisis limitada. El panel B de la figura D1 muestra la formas SItA detectadas en
este estudio y su relacidn con los otros elementos del circuito regulador. SItA en su forma
nativa tiene un tamafio estimado de 78kDa y por ello a esta forma, detectable en cualquier

78kDa

condicion de cultivo, se le ha denominado SItA . Sin embargo no es la Unica forma en la

célula y se aprecia, cuando se utilizan formas etiquetadas en su extremo C-terminal, la

32KDa

aparicion de dos formas que hemos denominado como SItA . Una de dichas formas es una

versién modificada mediante fosforilacion de SItA3*<™2,

Hemos detectado también la forma SItA***P?

, resultante del truncamiento de una
forma etiquetada en el extremo amino-terminal de SItA’®®. Este resultado muestra
claramente que en la produccién de las formas proteolizadas SItA***® y SItA**®? esta actuando
una endoproteasa. La invariabilidad de la movilidad electroforética de estas bandas en
diferentes condiciones ambientales sugiere que la proteasa tiene una sola diana bien definida
en la secuencia de SItA. La busqueda de dianas para posibles actividades proteasas conocidas
ha sido infructuosa, no obstante en la regidn adyacente a los dedos de zinc, donde estimamos
gue radica la diana de la proteasa, existen varios grupos de residuos muy conservados entre

los diferentes ortdlogos de SItA. La ausencia de datos en otros hongos sobre el sistema Slt no

nos permite establecer si la protedlisis de SItA es un proceso conservado evolutivamente, pero
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de serlo, la diana podria estar conservada por lo que la maquinaria (mecanismo) molecular

también podria estarlo.

La forma SItA’82

es funcional y proponemos que la protedlisis de SItA supone la
existencia en la célula de una nueva forma funcional de SItA y, puesto que conserva el dominio
de unidn a DNA, es muy probable que su actividad primera sea la de regular la transcripcion. La

78KDa

forma SItA se requiere para que el gen s/tB se exprese (Fig. D1, panel B). No hemos

46KDa 32KDa

investigado un posible papel para SItA pero aparentemente la forma SItA es suficiente

para mediar en la actividad transcripcional requerida para la tolerancia al estrés estudiado y

46KDa

también para la expresidn de s/tB. No se descarta que la forma SItA o al menos la regién

que comprende dicho fragmento pueda tener un papel regulador en la actividad de la forma

32KDa

SItA”*"? g incluso sobre la forma SItA , como se discutird mas adelante.

La proteina SItB también estd sujeta a un proceso proteolitico (Fig. D1, panel B). La
forma nativa de SItB deberia constar de 1272 aminoacidos, sin embargo, dicha forma no se
detecta facilmente en extractos proteicos del hongo. De hecho, el etiquetado en el extremo C-
terminal de SItB con la proteina fluorescente verde, GFP, facilita su deteccién. Puesto que la
utilizacidn de epitopos mas pequeios permite la deteccion preferente de formas truncadas de
SItB, hipotetizamos que el etiquetado con GFP debe reducir la actividad de SItB, al menos a
nivel del proceso proteolitico necesario. Los resultados muestran que este proceso proteolitico
en SItB es el resultado de la propia actividad proteasa residente en el dominio en localizacion
mas C-terminal. El analisis de la estructura primaria de SItB propone, al menos, dos dominios
bien definidos. Un dominio pseudoquinasa y un dominio proteasa. El dominio pseudoquinasa
es esencial para que se lleve a cabo la protedlisis de SItA. El dominio proteasa esta implicado

en, al menos, la escisidn y liberacién de ambos dominios en SItB.

En este estudio no ha sido posible determinar la localizacién en la célula donde ocurre
este proceso de sefializacion. No obstante todas las formas de SItB estudiadas mantienen una
localizacién preferentemente citopldsmica. Independientemente de los niveles de proteina
etiqguetada presentes en la célula, todas las formas truncadas de SItB estudiadas en este
trabajo se localizaron en el citoplasma excluidas de los nucleos. La exclusion nuclear de
factores y otras proteinas es un proceso de transporte activo y es dependiente de varios
sistemas de transporte mediados por exportinas. Es posible que ambos dominios de SItB
porten sefiales reconocidas por estos sistemas de transporte, la denominadas NES (“nuclear
export sequences”), o que se mantengan con dicha distribucién gracias a un anclaje a

estructuras u organulos citopldsmicos. Sin embargo, esta posibilidad no ha sido explorada.
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El etiquetado de SItA para su seguimiento en la célula ha dado lugar a formas no
funcionales. En algunos casos incluso a formas que posiblemente causen interferencia en los
procesos normales de la célula dado que el alelo nulo no resulta en pérdida de viabilidad
celular mas alld de la sensibilidad a los estreses estudiados. Puesto que SItA es un factor
transcripcional, es previsible que se encuentre localizado en el nucleo. Las actividades

78kDa

transcripcionales propuestas tanto para SItA como SItA*®*®* hacen suponer que ambas

formas pueden colocalizarse en los diferentes nucleos de cada compartimento celular.

Como alternativa al estudio de quimeras fluorescentes se procedié al analisis de la
distribucién celular de SItA mediante el fraccionamiento subcelular. Este analisis situa a una
parte del contenido celular de SItA (ambas formas) en el citoplasma y otra parte en el ntcleo.
La fraccidn citoplasmica de SItA seguramente no es una proteina libre, sino que podria estar
asociada formando complejos proteicos de gran tamafio o incluso con estructuras
membranosas. Esta porcidn de SItA podria ser aquella que recibiese la sefializacidn o estuviese
en proceso de ello. El hecho de que las pseudoquinasas pueden estar mediando en la

Psk

formacién de heterocomplejos y la necesidad de la actividad SItB™" para la protedlisis de SItA,

sugiere una linea de investigacion futura donde SItA seria reclutado por SItB™* a un
compartimento/estructura donde debe residir la actividad proteasa que actua sobre el factor

transcripcional (Fig. D1, panel B).

3. La actividad proteasa de SItB

El papel propuesto inicialmente para la proteina SItB se ha visto modificado
continuamente a lo largo del desarrollo de esta tesis (Fig. D1). Primeramente el modelo
genético proponia a la actividad de SItB como la iniciadora de la activacion de SItA. Al
investigar el efecto de carecer de la actividad de SItB sobre el proceso sefializador de SItA nos
permitié proponer una relacion directa entre la actividad propuesta para su dominio proteasa
y la protedlisis del factor transcripcional. Para descartar definitivamente esta hipdtesis, la
genética cldsica nos proporcioné un nuevo modelo molecular al caracterizar la proteina

mutante del alelo s/tB56.

La proteina codificada por el alelo s/tB56 esta truncada en el aminoacido 477. Esta
forma truncada de SItB mantiene gran parte del dominio pseudoquinasa. El fenotipo de dicha
mutacion no es de pérdida de funcidn total sino parcial. La explicacién a dicho fenotipo se
obtuvo al observar que una forma etiquetada de SItA seguia siendo proteolizada en dicho

fondo genético. Este resultado mostraba indudablemente que el dominio proteasa de SItB no
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estaba directamente involucrado en la protedlisis de SItA. Por otro lado, indicaba la necesidad

del dominio pseudoquinasa de SItB en este proceso sefializador.

SItB no es la endoproteasa de SItA, pero esta actividad es necesaria para otro proceso
endoproteolitico, el de la propia proteina SItB. Nuevamente los experimentos de genética
clasica proporcionaron un mutante de pérdida de funcion, s/tB53, que resulta en la pérdida de
un aminodcido, fenilalanina 1126, en la regién que contiene este dominio proteasa. La
proteina mutante StIB53 se visualiza en su forma nativa y en dicho fondo genético, SItA

322 por |o tanto estos mutantes proveen de

tampoco es proteolizado a su forma de SItA
informacién muy valiosa sobre el mecanismo de actuacion de SItB. SItB se debe auto-
proteolizar y dicho proceso rinde la separacion de ambos dominios funcionales en SItB. El
dominio pseudoquinasa es el necesario para transmitir la sefializacién de SItA (Fig. D1, panel
B).

Respecto al dominio pseudoquinasa de SItB, aunque existen ejemplos descritos de
proteinas pseudoquinasas, como la titina o VNK, donde la falta de alguno de los residuos
cataliticos definidos como esenciales aun les permite mantener su actividad catalitica quinasa

32kDa Fsta forma

[59], no se le ha podido atribuir una implicacién en la fosforilacion de SItA
truncada de SItA estd fosforilada en un mutante As/tB. La funcion que consideramos mas
probable para este dominio es su participacion en la posible formacién del complejo
multiproteico detectado en los fraccionamientos. Esta idea se basa en las posibles funciones
descritas para proteinas pseudoquinasas. Una de éstas es actuar como armazdn reclutando los
elementos necesarios para la regulacién de una proteina determinada [59]. En este sentido, un
posible papel para el domino pseudoquinasa de SItB podria ser el de reclutar a los elementos
necesarios para que se produzca la protedlisis de SItA, ya que esta es indispensable para ello.
Experimentos de fraccionamiento celular o de inmunoprecipitacion de macro-complejos

deberan llevarse a cabo en el futuro para determinar este hipotético papel del dominio

pseudoquinasa.

La funcién primaria del dominio proteasa de SItB es la propia digestidn de esta proteina.
No se descarta que dicho fragmento, que se detecta en grandes cantidades en los extractos
proteicos, tenga actividades adicionales. Es posible también que, como ocurre en otros
sistemas con proteasas, este fragmento de SItB sea inactivado temporalmente mediante
inhibidores especificos cuya naturaleza se desconoce actualmente [89]. El andlisis de la
secuencia del dominio proteasa muestra cierta similitud entre SItB y la proteina de S.
cerevisiae Ssy5. En la base de datos de peptidasas MEROPS, Ssy5 se clasifica dentro de la

familia de endopeptidasas S64, y aunque se desconoce la estructura molecular, la presencia de
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motivos reminiscentes a la familia S1 sugieren que pertenece al clan PA. Los algoritmos
comunmente usados en la busqueda de similitud de secuencias (BLAST; PSI-BLAST) no
revelaron ninguna similitud entre Ssy5 y cualquier otra peptidasa caracterizada hasta ese
momento [90-93]. Unicamente se encontraron proteinas similares a Ssy5 en especies fungicas.
La base de datos InterProScan clasifico a esta proteina como un posible miembro de la familia
de serin proteasas tipo tripsina, sefialando a los residuos H465, D545 y S640 como los
elementos de la triada catalitica [94]. Los analisis de la secuencia de SItB utilizando las
herramientas on line de MEROPs mostraban la conservacion del posible centro activo entre

Ssy5 vy SItB.

Los alineamientos realizados entre Ssy5 y SItB identificaban la posible triada catalitica en
SItB, compuesta por los residuos H1008/1033, D1036 y S1142. Estos residuos estan altamente
conservados entre la mayoria de los ortélogos de SItB entre los hongos filamentosos. Mediante
genética en reverso hemos podido demostrar que la sustitucién del residuo H1033 por alanina
causa la pérdida parcial de funcion de SItB y que la sustitucion de Ser 1142 de SItB también por
una alanina, sin embargo, conduce a la pérdida total de funcidn en SItB. Ambos fenotipos son
debidos a la reduccion, en el primer caso, o a la ausencia de protedlisis de SItB y como
consecuencia la alteracidon de la protedlisis de SItA. Este resultado era consistente con los
estudios funcionales de Ssy5. En los que la pérdida de la Ser 640 de Ssy5 conllevé tanto la
ausencia de la auto-catalisis como la protedlisis de los factores transcripcionales Stp1/Stp2
[94]. Asi, definimos al residuo Ser 1142 de SItB como un elemento funcional y esencial de la
posible triada catalitica del dominio proteasa de SItB y por ello clasificamos a SItB dentro del

grupo serina-proteasa.

La expresidon conjunta combinada de dos formas mutantes, o mutante y silvestre, de
SItB en cepas diploides nos permitid establecer la existencia de actividades intra o
intermoleculares. Los resultados obtenidos del estudio de las cepas diploides SItB53/SItB y
SItB53/SItB™™ sugieren que la actividad proteasa SItB se lleva a cabo en cis o de manera
intramolecular, puesto que no se ha detectado protedlisis de SItB53 cuando estd presente en

la célula la forma silvestre SItB o la forma mutante truncada SItB™™

. Hipotetizamos que cada
molécula de SItB sintetizada seria responsable de mediar su propio corte endoproteolitico. No
podemos descartar que las proteinas mutantes se encuentren en una conformacién que
impida su protedlisis. En cualquier caso la presencia en la célula de formas no proteolizadas o
la expresion de la regién que corresponde al dominio proteasa no interfieren con la actividad

de la forma silvestre, que serian sintomas de envenenamiento en la reaccién de protedlisis
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sobre SItB o SItA por estas formas no funcionales, o en la formacién de posibles complejos

multiproteicos, también no funcionales, que compitan en la sefializacién de SItA.

Es interesante resaltar que las similitudes entre SItB y Ssy5 se extienden mas alla de su
parecido funcional. La serin proteasa Ssy5 es un elemento de la ruta de sefializacién por
aminoacidos SPS y regulada por los factores transcripcionales Stp1/Stp2 [94]. La proteina Ssy5
se encuentra asociada al receptor de membrana Ssyl y a la proteina Ptr3, constituyendo el
“sensor SPS”. En ausencia de aminoacidos en el medio extracelular, el sensor SPS se encuentra
en una conformacion pre-activa. Ante la sefial de induccidn (presencia de aminoacidos), Ssy5
sufre un auto-procesamiento que desencadena de forma constitutiva la protedlisis de
Stp1/Stp2. Estos factores de transcripcion se localizaban hasta entonces retenidos en el
citoplasma (inactivos) y tras sufrir la protedlisis, posiblemente llevada a cabo por la propia
Ssy5, se libera el domino de retencidn y se permite su migracion al nudcleo activando la
expresion de permeasas de aminoacidos [88]. El mecanismo de actuacidn de la endopeptidasa
Ssy5 sobre Stp1/Stp2 se asemeja mucho a los resultados obtenidos en esta tesis con el estudio
de SItB y SItA. Desconocemos cuales son los mecanismos sensores de la presencia de elevadas
concentraciones de cationes o del pH alcalino y como se transduce la sefial hasta SItB. A este
grupo de elementos desconocidos los incluimos en el diagrama de la figura D1 como la caja
negra del sistema Slt. Sin embargo no hemos observado condiciones ambientales o de cultivo
(e.g. sin estrés) que reduzcan la auto-protedlisis de SItB. Es posible que este paso no esté
regulado en este sistema. La protedlisis de SItB es un requisito previo a la protedlisis de SItA, lo
cual sugiere que el dominio proteasa regula la actividad del dominio pseudoquinasa, quizas
eliminando un “dominio inhibitorio” de su actividad. Este dominio negativo podria ser la regidn
comprendida entre los aminoacidos 477 y 590, tal y como muestra el andlisis de la funcién de
las versiones de SItB truncadas en estos aminoacidos. Alternativamente, la activacion del
dominio pseudoquinasa necesita que el extremo C-terminal quede libre o expuesto,
circunstancia que podria estar evidenciando la pérdida de funciéon de la forma SItB56

(SItB™477) 3] ser etiquetada con la proteina GFP.

En el caso que las similitudes entre SItB y Ssy5 fuesen "significativas" y existiese un
mecanismo molecular de protedlisis muy similar, ambas podrian reconocer la misma secuencia
peptidica como diana de corte. Se ha identificado la posible diana proteolitica de Ssy5, que se
compone de los aminodcidos PISMS. La delecién de estos 5 residuos de la proteina impide
tanto la protedlisis de Ssy5 como de Stp1/Stp2, lo que sugiere que esta secuencia conservada
corresponde al sitio de corte endoproteolitico de Ssy5. En el caso de SItB, se ha localizado una

regidon con cierta similitud que incluye los aminoacidos PISRL entre las posiciones 534 y 538, la
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cual, aunque no esta muy conservada entre el resto de ortélogos de SItB, podria ser la mejor

candidata a la diana proteolitica para un futuro estudio funcional.

Ademas, estos residuos se localizan dentro de la region denominada como “dominio
inhibitorio”. Parte del trabajo futuro podria enfocarse hacia un estudio mediante mutagénesis
dirigida de esta region de la proteina para determinar su implicacién en la protedlisis de SItB.
Los datos genéticos sugieren que este fragmento de la proteina es un elemento funcional de
SItB. Es interesante mencionar que entre las mutaciones en s/tB que suprimen el fenotipo de
los alelos Avps se incluyen dos que afectan a residuos muy conservados en esta region, sltB57
(AN544) y sItB100 (Y520S). Las cepas que portan estas mutaciones no mostraron diferencias
respecto a la cepa silvestre ante los diferentes estreses analizados. Para verificar que estas
mutaciones no repercutian ni en el auto-procesamiento de SItB ni en el de SItA, se generaron
cepas que expresaban las proteinas mutantes etiquetadas, SItB57::GFP o SItB100::GFP, y la
quimera SltA::HA. En concordancia con el fenotipo silvestre observado previamente, no se vio
alterada la protedlisis de las proteinas mutantes generadas. Estos resultados podrian estar
poniendo de manifiesto un papel adicional al de sefalizar a SItA para el dominio
pseudoquinasa y/o proteasa de SItB, en este caso un papel relacionado con las actividades de

las proteinas Vps.

4. Regulacion de la actividad de SItA. Regiones funcionales

Los analisis de expresion de los genes s/tA y sitB realizados en los fondos nulos s/tB y
sltA, respectivamente, evidenciaron el papel positivo de SItA en la expresidn de s/tB. A lo largo
de este trabajo se ha demostrado que SItA’®®* debe mediar en la expresién de SItB. No es
necesario que en la célula existan formas funcionales de SItB para que este gen se exprese,
pero si es necesaria la presencia de SItA, tanto en su forma de 78 como de 32 kDa, como
demuestra la expresion condicionada de la forma que mimetiza a SItA32Pe (thiA::sItAMeH?) y
que permite la expresidon de s/ltB en unos niveles similares a los observados en un fondo
silvestre. De acuerdo con ello, el andlisis del promotor de s/tB muestra la presencia de

secuencias candidatas a ser dianas del factor SItA.

Estos resultados muestran un papel positivo en la regulacion de la expresion de s/tB
por SItA, al que activa la propia proteina SItB. Por lo tanto, nos sugieren un circuito regulatorio
en el que podria existir un bucle de retroalimentacién positivo sobre la transcripcién de s/tB
que iria elevando su expresion conforme mas actividad se generase por parte de SItB y SItA.

Sin embargo esto no se ha observado, por lo que proponemos la existencia de un mecanismo
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regulador negativo al menos para la expresidn de SItB que compitiese con SItA y que, quizas,

modulase la expresidn del propio SItA (Fig. D1, panel B).

El andlisis de las formas mutantes obtenidas mediante genética clasica y las generadas
en este estudio nos permiten definir dos regiones funcionales en SItA. La similitud entre el
fenotipo mostrado por el mutante s/tAl1 y el mutante As/tA pusieron de manifiesto la
importancia de los ultimos 116 aminodacidos de la secuencia proteica de SItA. Las dificultades
encontradas en el trabajo desarrollado para etiquetar a esta proteina con epitopos
fluorescentes en su extremo C-terminal sugieren que este extremo debe permanecer libre,
quizas para adoptar una determinada conformacion, que le permita llevar a cabo su funcion.
Sin embargo, el grado de conservacion de esta regidn es muy divergente entre los homdlogos
de SItA en las diferentes especies del género Aspergillus identificados hasta la fecha. Se
pueden distinguir 5 grupos de secuencias con similitudes significativamente diferentes (Fig. D2,
panel A). El dominio Zf estd muy conservado entre todos los ortélogos de SItA, asi como el
grupo de residuos denominado Zf-ACR, “zinc-finger-adjacent conserved region”, y que incluye
el triptéfano 502 (mutado en s/tA1)[1] (Fig. D2, panel B). La importancia de este residuo fue
puesta de manifiesto en el aislamiento de supresores de la mutacion s/tAl, en el que la
recuperacion de la fase de lectura era un requisito, pero sélo aquellos que recuperaban el
W502 tenian un fenotipo completamente silvestre [1]. A partir de esta regién Zf~ACR no se
encuentran bloques de aminodcidos muy conservados entre los alineamientos multiples
generados con las secuencias de SItA de las 14 especies de Aspergillus analizadas; pero se
distinguen los 5 grupos donde si existe un nivel alto de conservacion en la secuencia. Una
interpretacion a esta observacion es que podrian existir diferencias en la funcién bioldgica de
estas regiones C-terminales especificas de cada especie o grupo de especies. En este sentido,
seria necesario estudiar al menos una de las proteinas de cada grupo y determinar, 1) el papel
en la tolerancia a estrés de SItA en cualquiera de sus formas, 2) la conservacion de la

32kDa

protedlisis como mecanismo sefalizador y de formacién de SItA>°, y 3) determinar la

funcionalidad de la regién C-terminal.
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Fig. D2. Divergencia de la region C-terminal de SItA. A) Dendrograma que muestra, marcadas con diferentes colores, los
cinco grupos de secuencias con similitudes significativamente diferentes entre especies de Aspergillus (indicadas a la
derecha). B) Alineamiento mdltiple de las secuencias de la region C-terminal de 14 posibles ortdlogos de SItA. La flecha
amarilla sefiala el residuo de triptdfano 502.
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Esta regién C-terminal de SItA podria haber estado sujeta a mecanismos evolutivos
diferentes en cada especie, adquiriendo una funcién reguladora especifica para cada caso. A
pesar de este mecanismo de especializacidn que se propone, es posible que permanezcan
elementos reguladores generales. En este sentido, la modificacién por fosforilacidn

32KDa

determinada en la forma de SItA Are33ty glpAMera0

y en las formas truncadas generadas SItA
sefialan la importancia de esta region C-terminal en la regulacion de la actividad de este factor
transcripcional. En el sistema de sefializacion por aminoacidos SPS, los factores
transcripcionales Stp1/Stp2 son fosforilados por Ckl, casein kinase I, como pre-requisito para
su protedlisis [94]. En el caso de SItA se desconoce si este paso es previo o no a su protedlisis.
Una prediccion realizada con el programa informatico NetPhos 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) ha permitido encontrar sitios potenciales de

fosforilacién (Ser: 39, Thr: 11 y Tyr: 7) repartidos a lo largo de la secuencia de SItA (Fig. D3,
panel A). La zona que flanquea al triptéfano 502 contiene varios residuos modificables por
fosforilacién, destacando en numero aquellos que son diana para la actividad de la proteina
quinasa C (PKC) (Fig. D3, panel B). Se ha estudiado el gen que codifica para esta proteina en A.
nidulans, pkcA, y se ha caracterizado como un gen esencial para la viabilidad del hongo,
manteniendo la integridad de la pared celular [95]. El trabajo de identificacion vy
caracterizacion de las quinasas presentes en el genoma de A. nidulans desarrollado por el
grupo del Profesor Osmani [17], ha permitido afiadir un papel adicional a PkcA en condiciones
de alta osmolaridad, debido a la incapacidad del desarrollo de colonias conidiantes en cepas
nulas pkcA. Este gen podria ser un candidato a estudiar para determinar si esta implicado en la
fosforilacién de SItA. Ademas, de las 131 quinasas predecidas en el genoma de este organismo,
11 se han clasificado como especificas de hongos filamentosos y se las ha denominado FfkA-
FfkK, “filamentous fungal kinase”, sin embargo ninguna de ellas parece tener un papel en la
tolerancia de elevadas concentraciones de cloruro sédico. No obstante, podria ser interesante
continuar este estudio para determinar si su delecién daria lugar a un fenotipo relacionado con
la sensibilidad a otras sales/cationes o a la alcalinidad del medio, sugiriendo una relacién con
SItA/SItB. Tampoco puede descartarse que la quinasa implicada en la fosforilacién de SItA sea

un elemento general de la maquinaria celular y su funcién sea esencial para la célula.

46kDa) podria tener un papel regulador sobre su

La regién amino terminal de SItA (SItA
actividad, como se describe para muchos de los factores de transcripcion eucariotas (e.g. Stpl
o Nrfl, Nuclear factor-erythroid 2 -related factor 1). Las mutaciones que se encontraron en la
secuencia correspondiente a las proteinas truncadas SItAM?%::HA y SItA"®**"::HA, sugieren un

papel regulador de esta regién. En el caso de la proteina SItA*®*'::HA se hallaron mutaciones
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Fig. D3. Residuos potenciales de fosforilacion hallados en la secuencia de SItA. A) Representacion grafica de la
distribucion de posibles dianas de quinasas en SltA. B) Se muestra una ampliacion de la region donde se concentra un mayor
nimero de dianas de quinasas y que corresponde al extremo C-terminal de los dedos de zinc del factor transcripcional y que
incluye a la region zf-ACR. La flecha amarilla indica el aminoacido triptéfano 502. En la imagen se indican las abreviaturas de
las quinasas que reconocerian los sitios de fosforilacién determinados.

en los dedos de zinc que podrian interpretarse como una disminucién en su capacidad para
unirse al DNA y por tanto, una atenuaciéon del posible efecto deletéreo derivado de su
expresion. Una prueba de ello, podrian ser los bajos niveles de proteina SItB que se detectaron
en este fondo mutante (no descrito en Resultados). Para la forma truncada SItAY*%::HA se
encontré una mutacién en la metionina inicial que directamente impedia su expresidon. No
obstante, la ausencia total de esta regidn no es esencial para llevar a cabo la funcién SItA, al
menos una vez que se ha producido el truncamiento de SItA, a la vista de los resultados

obtenidos con la forma truncada SItAM*“%::HA. También podemos afirmar que los primeros
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331 aminodcidos de SItA no estan involucrados en su protedlisis, puesto que su ausencia no

impide que ésta se produzca.

5. Busqueda de nuevos componentes de la ruta Slt

Una de las dificultades encontradas para extender nuestro conocimiento de este
sistema regulador ha sido la falta de elementos adicionales a SItA y SItB. Se ha demostrado que
al menos deben participar dos proteinas mds en este proceso sefalizado, una proteasa y una
quinasa, ambas mediando su accidon sobre SItA. Estas dos proteinas podrian ser o no
especificas de la ruta Slt. Se ha realizado una busqueda in silico de genes candidatos que
pudieran codificar para estos dos elementos de la ruta Slt. Asi se identificé en la base de datos
de proteinas de A. nidulans la secuencia de la proteina denominada PskA, una pseudoquinasa
con alto grado de similitud al dominio pseudoquinasa de SItB y también especifica de hongos
filamentosos. Ambas caracteristicas nos hicieron suponer que pudiera participar en la
sefializacion de SItA. Sin embargo, tras generar una cepa portadora del alelo nulo de este gen
no pudimos demostrar la existencia de un fenotipo de sensibilidad al estrés salino y pH alcalino
como el que muestran las cepas nulas s/tA y s/tB Tampoco la ausencia de PskA alteraba la
sefializacion de SItA por lo que concluimos que la mera similitud a estos elementos Slt o una
restriccion en su distribucidn filogenética, no puede ser considerado diagndstico de pertenecer
a esta ruta regulatoria. No obstante, mantenemos nuestra cautela frente al papel de PskA
dado que no se ha determinado si existe alguna interaccidén genética entre pskA y los genes
vps.

La identificacion de la quinasa y la proteasa de SItA mediante la busqueda de genes
candidatos en las bases de datos de quinasas y proteasas caracterizadas o hipotetizadas a
partir de la anotacién automatica del genoma de A. nidulans, seria un trabajo tedioso vy,
pensamos, sin mucha posibilidad de éxito. Por lo tanto, proponemos como alternativa mas
viable la busqueda de mutantes supresores del fenotipo letal causado por la delecion de genes
vps [73]. Hasta el momento no se han encontrado mutaciones en otros loci diferentes a los
correspondientes a sltA o sitB, pero se han estudiado algunas de las mutaciones supresoras
gue aparecieron en estos genes que han sido muy utiles para ayudarnos a entender el
funcionamiento del sistema Slt (e.g. s/tB53 y sltB56). En este sentido, es necesario poner a
punto un proceso de obtencidon y seleccién de mutantes s/t que nos permita encontrar nuevos

elementos del sistema.
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Dado que sélo se conocen dos efectores de la respuesta a estrés salino y pH alcalino en
A. nidulans, SItA y SItB, no podemos descartar que estos fueran moduladores en trans de una
ruta o rutas de respuesta a estrés general. El mecanismo de activacién descrito para una ruta
tipica de transduccidn de sefial se basa en la unién de un ligando a su receptor de membrana,
lo que modulara la actividad de los transductores citoplasmicos. Después de la amplificacion
de la sefal mediante estos transductores, se produce finalmente la activacién o inhibicién de
un factor transcripcional especifico (FT), que en ultimo lugar regula la expresion de un
determinado conjunto de genes [50;96]. Muchos de los transductores en rutas de sefializacion
son enzimas que producen modificaciones postraduccionales (MPT), cuyos sustratos pueden
ser aminodcidos especificos de un determinado factor de transcripcidon incluidos en una
secuencia consenso. En este sentido, los FTs podrian actuar como integradores de varios
estimulos ya que su actividad podria modularse simultdneamente por varias rutas de
sefnalizacion [50].

En el caso de la ruta Slt, se desconoce cudl es el estimulo desencadenante de la
respuesta proteolitica de SItB y SItA. Puesto que la protedlisis de SItB es previa a la de SItA e
independiente a ésta pero, a su vez, la expresion de s/tB depende de la actividad SItA, podrian
existir unos niveles basales de ambas proteinas en la célula. En este sentido, los datos
obtenidos sugieren un sistema regulador que tuviera una actividad basal, es decir, una
actividad minima pero necesaria para que la célula subsista. Asi, otros elementos de respuesta
a estrés general, como por ejemplo los de la ruta de sefializacion HOG (High Osmolarity
Glycerol) mediarian su sefializacidon ante la presencia del estimulo ambiental, bien de forma
directa o indirecta (por ejemplo, disminuyendo los niveles de calcio intracelulares debido a un
efecto sobre transportadores vacuolares).

Dado que SItA esta involucrado en diferentes procesos celulares (homeostasis de
cationes, pH ambiental, conidiacidon y metabolismo secundario) la propuesta en la conexidn
entre diferentes cascadas de sefializacion podria darse por las modificaciones
postraduccionales que regulasen la actividad global de SItA. Esta idea se describe para otros
factores transcripcionales de metazoos, como es el caso del factor de transcripcién FOXO de la
familia Forkhead [50]. FOXO regula funciones tan diversas como el metabolismo de glucosa,
diferenciacidon celular, longevidad, secrecién de neuropéptidos, resistencia a estrés y
apoptosis, progresidon del ciclo celular y fertilidad [97-101]. Este FT puede modular la
especificidad del proceso celular en el que interviene en respuesta a diferentes sefales
mediante sus modificaciones postraduccionales, como fosforilacidn, acetilacion, glicosilacion,

metilaciéon y ubiquitinacién que ocurren cerca del DBD. Estas modificaciones afectan a la
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actividad transcripcional, a la afinidad de unién a DNA y a su localizacién nucleo-citoplasmica
[102]. Un papel similar podrian tener las modificaciones por protedlisis y fosforilacién
determinadas para SItA, modulando la expresién de un conjunto de genes especifico para cada
funcién en la que esté involucrado. En este sentido, se deberia estudiar el estado de
modificacién postraduccional en el que se encuentra SItA en otras condiciones de estudio para

las que se ha determinado su funcién.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

Conclusiones

SItA y SItB son elementos de una misma ruta de sefializacion por estrés catidnico y pH

ambiental, donde SItA es el efector final de la ruta y SItB es la proteina sefializadora.
SItA y SItB presentan una distribucidn filogenética restringida al subfilo Pezizomicotina.

SItA estd sometida al menos a dos modificaciones postraduccionales. Un proceso de

protedlisis que determina la existencia de dos formas fisioldgicas de SItA, SItA78P? y

32kDa

SItA3%P2 y un proceso de fosforilacion de la forma SItA gue determina la existencia

de la tercera forma caracterizada de SItA.

SItB es una proteina con dos dominios hipotéticamente funcionales identificados en su
secuencia, un domino pseudoquinasa en la regién N-terminal y un domino con

actividad proteasa en el extremo C-terminal.

SItB también es modificada postraduccionalmente por protedlisis, liberando los dos

dominios hallados en su secuencia.

El domino proteasa se requiere para la propia protedlisis de SItB, sugiriendo un
mecanismo de regulacién por auto-protedlisis. El residuo Serina 1142 es un buen
candidato a formar parte del centro catalitico de este dominio. El dominio

pseudoquinasa media la protedlisis de SItA.

La expresidn de SItB es dependiente de la actividad de SItA.
La sefalizacion de SItA y SItB podria ser constitutiva, independiente del estimulo

ambiental.

SItB presenta una distribucidn celular citoplasmatica, y la expresidon de sus dominios de

forma independiente no altera dicha localizacién celular.

10) SItA, PacC y CrzA median rutas de sefializacién por pH ambiental diferentes.
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