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1 Introduccion

1.1. Mucor circinelloides

1.1.1. Caracteristicas generales

Mucor circinelloides es un hongo filamentoso de amplia distribucién que crece en
la capa superior del suelo, normalmente sobre sustratos orgdnicos en descomposicion.
Pertenece a la clase parafilética de los Zygomycetes [146], caracterizada por un micelio
generalmente cenocitico (sin tabiques transversales), reproduccion sexual por fusién de
gametangios y esporas aflageladas e inmoviles.

La clasificacion filogenética de los hongos ha sufrido importantes reordenaciones en
los ultimos afios debido al aumento de las secuencias disponibles. Los grupos basales del
reino de los hongos, Zygomycota y Chytridiomycota, establecidos principalmente en ba-
se a caracteristicas morfoldgicas y considerados durante muchos afios como polifiléticos,
estan siendo reestructurados mediante andlisis filogenéticos de mayor resolucién. En la
clasificacién propuesta por Hibbett et al. (2007) [129], integrada solo por grupos con res-
paldo monofilético, el phylum Chytridiomycota se ha reducido, separdndose algunos de
sus grupos en nuevos phyla. Por otra parte, el phylum Zygomycota desaparece provisio-
nalmente, en espera de un mayor consenso en la clasificacion interna, y sus integrantes
se han distribuido entre Glomeromycota y otros subphyla sin phylum parental asigna-
do (incertae sedis). Entre estos ultimos se encuentra Mucormycotina, al que pertenece
Mucor [129,336].

Dentro del subphylum Mucormycotina, M. circinelloides se incluye en el orden Mu-
corales, con esporas vegetativas que se desarrollan de forma endégena en esporangios,
y en la familia Mucoraceae, por aparecer el esporangio separado del resto del esporan-
gi6foro mediante un septo (columela). El género Mucor, que da nombre a la familia y al
orden, presenta esporangios globosos y esporangiéforos ramificados en forma de racimos
o cimas.

1.1.2. Ciclos de vida

Las especies del género Mucor son heterotdlicas, con dos tipos sexuales, ‘+’ y ‘-,
morfolégicamente idénticos a excepcion del tamafio de las esporas asexuales, que en el
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tipo ‘-’ son de mayor tamafio que en el tipo ‘+’ [179]. Este hongo presenta dos ciclos de
vida (Figura 1.1):

- Ciclo asexual o vegetativo: caracterizado por la formacion de esporas vegetativas,
uninucleadas o multinucleadas, que maduran en el esporangio, situado en el ex-
tremo del esporangi6foro. Al germinar, las esporas se hinchan produciendo uno o
mas tubos germinativos. Las hifas crecen por el dpice, ramificindose para formar
un micelio generalmente cenocitico, o dando lugar a esporangi6foros [107].

- Ciclo sexual: puede iniciarse si crecen en proximidad dos micelios de diferente
tipo sexual. En este caso, se inhibe la formacién de las estructuras reproductoras
asexuales (esporangioforos), y se inducen las sexuales (cigéforos), acumuldndo-
se ademas [-caroteno. Los cigéforos se fusionan por pares, generalmente por el
dpice, y generan progametangios, con septos que los separan del resto de la hifa
sexual [107]. En la cigospora se produce la fusion de los niicleos de distinto tipo
sexual (cariogamia), degenerando la mayor parte de los nucleos englobados. De los
cuatro productos meidticos posibles, solo uno sobrevive. Tras un periodo de laten-
cia, variable segun la especie, la cigospora germina dando lugar a un germospo-
rangio que contiene los productos de la meiosis (germosporas). Lamentablemente,
en el caso de M. circinelloides no se ha conseguido germinar cigosporas en ningtn
laboratorio, incluyendo el nuestro.

1.1.3. Dimorfismo

A diferencia de otros Zygomicotina, M. circinelloides puede crecer como hongo fila-
mentoso y también como levadura, formando células esféricas y multipolares [199,235].
En la mayoria de hongos con dimorfismo, la fase de levadura suele ser unicelular y uni-
nucleada, mientras que la filamentosa es multinucleada. Sin embargo, en el caso de M.
circinelloides, ambas fases son multinucleadas [338]. La capacidad de generar mucor-
micosis, una enfermedad que afecta a la piel y al sistema respiratorio en humanos in-
munodeprimidos y que presenta altas tasas de mortalidad, parece depender de la forma
del hongo (levadura o hifa), siendo normalmente la hifa la morfologia asociada con la
enfermedad [143,255,257]. El estudio del dimorfismo en hongos tiene, por lo tanto, in-
terés clinico, estando relacionado con el desarrollo de tratamientos quimioterapéuticos
efectivos.

La transicién morfoldgica de levadura a hifa depende de las condiciones ambientales,
entre ellas, la composicion del medio, la temperatura y la presencia de oxigeno [17,175,
208]. Normalmente, la ausencia de oxigeno y la disponibilidad de hexosas fermentables
favorecen la forma de levadura, y el crecimiento aerdbico y la limitacién de nutrientes
la filamentosa. La transicion levadura-hifa depende también del nivel de actividad de la
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Figura 1.1. Ciclo de vida de Mucor circinelloides
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proteina PKA, que regula tanto el momento de emergencia del tubo germinal, como el
tamafio de la célula [232,233]. De hecho, la concentracién de cAMP correlaciona con el
estado levadura/filamento, siendo aproximadamente tres veces superior en levaduras que
en células filamentosas [338].

1.1.4. M. circinelloides como modelo de estudio

Los hongos forman uno de los principales reinos del arbol de la vida, el més cercano
a los animales dentro de los eucariotas [302]. Existen multiples razones para utilizarlos
como modelos de estudio, especialmente en la transduccion de sefiales ambientales, ya
que poseen rutas de sefalizacion relativamente simples comparadas con organismos co-
mo plantas y animales. Ademds, estas vias se encuentran conservadas evolutivamente y
son, en muchos casos y salvando las distancias, equivalentes a las presentes en eucario-
tas superiores multitisulares. A diferencia de los animales, los hongos tienen pocos tipos
celulares especializados, lo que reduce la complejidad de los modelos a describir.

Su andlisis es particularmente importante cuando se trata de hongos patdgenos, tanto
aquellos que infectan al ser humano como los que causan dafios en otros animales y
plantas. Aunque pueden ocasionar problemas si proliferan incontroladamente, también
son fuente de soluciones. En la naturaleza, los hongos tienen un papel central en los
ciclos de reciclaje de nutrientes. Por otro lado, se usan cada vez méas en la industria
biotecnoldgica, como fuente de alimentos, compuestos farmacéuticos, cosméticos, en el
reciclaje y también en la generacion de energia [13, 136].

M. circinelloides es un buen modelo para el estudio de procesos tan distintos como
la sintesis de metabolitos secundarios, las respuestas a la luz [228, 270, 294], el silen-
ciamiento génico [42,74,77,180,225-227], la sintesis de lipidos [253, 259, 298, 341],
produccién de biodiésel [327,328] y el dimorfismo [17,143,232,233,338]. M. circinelloi-
des posee un genoma pequeiio, de 36,6 Mb, con cerca de 12.000 genes (M. circinelloides
CBS277.49 [148]), es de facil manejo y tiene un crecimiento rapido en el laboratorio. Pe-
ro quizas su principal ventaja es que posee un buen sistema de transformacién genética,
lo que permite introducir DNA exdgeno [320,321]. La técnica de transformacion ha sido
mejorada recientemente mediante el uso de la electroporacion, para facilitar la introduc-
cién del DNA en los protoplastos, lo que ha supuesto una mejora en la frecuencia de apa-
ricién de transformantes y, sobre todo, en la reproducibilidad del sistema [115]. Se han
desarrollado ademds vectores autorreplicativos, capaces de complementar mutaciones
auxotroficas presentes en distintas estirpes de M. circinelloides [4,22,264]. También se
han disefiado procedimientos para la integracion, por recombinacion homdloga, de frag-
mentos lineales de DNA, permitiendo la generacién de mutantes nulos por reemplaza-
miento génico o la integracion de un gen en un punto concreto del genoma [115,218,231].
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En este sentido, recientemente se ha conseguido integrar de forma dirigida (en un locus
especifico) genes modificados y controlados por el promotor fuerte zrt/, consiguiéndo-
se una sobreexpresion constitutiva del gen de interés [259]. Finalmente, la existencia de
mecanismos de silenciamiento en M. circinelloides [227] permite el estudio de la funcién
génica sin necesidad de generar mutantes nulos [224].

Por todo ello, a pesar de la imposibilidad actual de realizar cruzamientos, M. circine-
lloides es el cigomiceto con el mayor repertorio de recursos moleculares para el andlisis
de la funcién génica. Todas estas herramientas y, sobre todo, su posible utilizacion para
la produccion de biocarburantes [327,328], influy6 en la aprobacion, por parte del Joint
Genome Institute (JGI), del proyecto de secuenciacion de M. circinelloides liderado por
nuestro grupo de investigacion. La disponibilidad de la secuencia genémica ha acelera-
do las investigaciones en este organismo, simplificando procedimientos experimentales
y permitiendo la realizacion de andlisis gendmicos, transcriptomicos y protedmicos.

1.2. La luz como fuente de informacion ambiental

La luz es una de las principales sefiales ambientales para los seres vivos. La repro-
duccién sexual y asexual, el desarrollo vegetativo, el reloj circadiano y la produccién de
pigmentos son procesos esenciales y dependientes de la luz en hongos (Tabla 1.1) [13].
De entre todas las longitudes de onda, la luz azul controla la mayoria de procesos iden-
tificados en hongos [50, 190]. Las respuestas a distintas longitudes de onda en hongos se
describen con més detalle en el apartado 1.3 de esta memoria.

La sefial luminosa proporciona informacién vital sobre el ambiente que rodea al orga-
nismo. La capacidad de percibir la luz aparecié tempranamente en la historia evolutiva,
probablemente como parte de un mecanismo de proteccion frente a la radiacién UV. Sin
embargo, la gran variedad de proteinas fotorreceptoras existente en procariotas y arqueas
apunta hacia una diversificacion de funciones ya en esos reinos [162].

La luz permitiria a un cigomiceto como M. circinelloides ‘detectar’ si se encuentra
en el interior de un animal [136], o si estd creciendo en una superficie ptima para la
dispersion de las esporas, pudiendo dirigirlas hacia zonas con mayores probabilidades
de supervivencia [69,247]. Ademas, las principales transiciones en los ciclos de vida de
los hongos estdn, en mayor o menor medida, reguladas por la luz, como es el caso de
la germinacion y la dispersion de esporas, la extension y ramificacion de las hifas o la
formacion de las estructuras reproductoras [68]. La capacidad de percibir cambios en la
iluminacion se habria seleccionado por las mejoras en la supervivencia, en la capacidad



1.2. La luz como fuente de informacion ambiental

Tabla 1.1. Ejemplos de respuestas a la luz en hongos

Especie phyla Respuestas Referencia
. - . Saranak y
Allomyces reticulatus Chytridiomycota Fototaxis de las zoosporas Foster, 1997
Fototropismo de los esporangi6foros,
Zvaomvcota inhibicion de los microesporangi6foros Cerda-
Phycomyces blakesleeanus M j’ é’; rmy 0 tr};a y del desarrollo sexual, induccién de Olmedo,
4 macroesporangidforos y sintesis de 2001
carotenos.
oy S . Idnurmy
Basidiomycota, Inhibicion del apareamiento y de la )
Cryptococcus neoformans Agaricomycotina fructificacién haploide Hez:grg; n
Schizophyllum commune Basrg’:omy coca, Formacién de cuerpos fructiferos Yli-Mattila,
Agaricomycotina 1985
Coprinus cinereus Basldiomycota, Formacion de cuerpos fructiferos Terashima
P Agaricomycotina P et al 2005
.y c e e Mooney y
Aspergillus nidulans AScomycola, In?cl:_caug: drzé?é?glecll It:IE| g;c;?'r%i’lgl:‘ezfj : ll Yager 1990;
Perg Pezizomycotina yroja.Rep or lUz roia Blumenstei
P Ja. n et al. 2005
Formacién de esporas asexuales y de los
cuerpos fructiferos, sintesis de .
Neurospora crassa P:;g;ﬁy i‘;ﬁ” a carotenos, induccién del crecimiento ngoeot?‘m‘.
4 micelial y sincronizacion del ritmo
circadiano
Trichoderma atroviride As_comy cotq, Induccién de la conidiacion Casas-Flores
Pezizomycotina et al 2004
Fototropismo de los esporangiéforos Este
.. . Zygomycota, por luz azul y verde, trabajo;
Mucor circinelloides Mucormycotina fotocarotenogénesis por luz azul e Nicolas et al.
induccion de la esporulacién 2008
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de dispersion y/o en el éxito reproductivo. Por todo ello, a pesar de no realizar fotosinte-
sis, organismos sésiles como los hongos también dependen en gran medida de la luz para
su crecimiento y supervivencia.

Pero no todo son ventajas. Como fuente de energia que es, la radiaciéon luminica tam-
bién tiene su lado ‘oscuro’, siendo el espectro UV muy perjudicial para los organismos.
Tanto las radiaciones UVB (280-315nm) como las UVA (315-400nm) pueden ocasionar
dafios en las proteinas, en los lipidos y en el DNA. El tercer tipo de radiacién UV, la
UVC (200-280nm), de alta energia y muy nociva, es filtrada por el ozono y el O, de la
atmosfera, lo que impide su llegada a la superficie [292].

La defensa contra la luz UV es especialmente importante para organismos sésiles, ya
que no pueden desplazarse hacia zonas con menor exposicion solar. Los mecanismos
de prevencion y reparacion aparecen pronto en el repertorio evolutivo, y los hongos no
son una excepcion a la regla [32, 127]. En el ascomiceto Trichoderma harzianum se ha
estudiado el gen de la fotoliasa Phrl, una enzima que utiliza la energia de la luz para
reparar dimeros de pirimidina tipo ciclobutano (CPD) en el DNA. El gen phrl pertenece
al grupo de induccién temprana por luz, expresandose a los pocos minutos de la ilumi-
nacion. En el modelo propuesto, la luz azul actuaria como sefial de aviso frente a dafio
inminente por UV, sintetizdndose Phrl que quedaria disponible para la célula en caso de
lesiones [26,27].

Por otro lado, existe una gran cantidad de metabolitos secundarios capaces de absor-
ber en el espectro UV. Algunos de ellos se postulan como agentes protectores contra el
UV, aunque esta funcién no se haya comprobado en muchos de los casos. Ejemplos de
compuestos de defensa contra el UV son las melaninas (tipicas de animales y también de
hongos), los fenilpropanoides y flavonoides (plantas), las escitoneminas (cianobacterias)
y las micosporinas (hongos y organismos marinos) [102,103,292]. En microorganismos,
considerando el tamafio de la célula, suele ser necesaria una gran cantidad de pigmento
para conceder proteccidn, lo que supone un alto coste energético [103]. No es de extra-
far, por tanto, que su produccion esté regulada por luz, sintetizdndose solo cuando son

necesarios.

Otros compuestos secundarios no absorben mayoritariamente en el ultravioleta, pero
confieren resistencia a la luz UV igualmente. Los carotenos, por ejemplo, se cree que
actian de forma indirecta, ya que son muy eficientes neutralizando compuestos foto-
sensibilizados [94, 163,210]. En Neurospora crassa y en las levaduras Sporobolomyces
ruberrimus, Cystofilobasidium capitatum y Rhodotorula mucilaginosa, las estirpes sin
carotenos son mas sensibles a la radiacion UVB, por lo que estos compuestos si parecen
tener funcidn protectora en hongos [207,210,211]. M. circinelloides y P. blakesleeanus
también producen (-carotenos en respuesta a la luz (ver Apartado 1.5).
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1.3. Fotorreceptores

Aunque existe una gran variedad de procesos regulados por la luz en la biosfera, los
tipos de cromoéforos que intervienen en las reacciones fotoquimicas son relativamente
limitados. El retinal, los tetrapirroles y las flavinas forman los tres grupos principales
de cromé6foros conocidos hasta ahora. Estos compuestos se asocian a apoproteinas para
formar los fotorreceptores [127].

Las proteinas fotosensoras estudiadas hasta el momento pueden dividirse en seis fami-
lias: rodopsinas, fitocromos, proteinas PYP (xantopsinas), criptocromos, proteinas con
dominio LOV (tipo LOV) y proteinas BLUF (Figura 1.2). Las tres tltimas clases unen
cromoforos de tipo flavina [319] y una de ellas, la tipo LOV, regula la mayoria de res-
puestas a la luz en hongos [247]. Muy recientemente se ha descrito una nueva familia de
proteinas fotorreceptoras que regulan la expresion génica explotando la capacidad de la
vitamina B12 para responder a la luz, revelando asi una nueva faceta funcional de esta
vitamina como cromoéforo [236].

El modo general de accion de los fotorreceptores se basa en cambios en la estructura
del cromoéforo tras la recepcion de la luz. Estas modificaciones afectarian a los residuos
de la zona de contacto de la aproteina, provocando otros cambios conformacionales y
modulando las interacciones con componentes aguas abajo de la cascada de transduccion,
o liberando inhibiciones en los dominios de sefializacion [343]. La recepcion del estimulo
luminoso por el fotorreceptor genera un fotociclo, o secuencia de cambios estructurales,
pasando de un estado inactivo a activo y retornando a la forma en reposo después de un
periodo de tiempo variable segun el fotorreceptor.

Dependiendo del rango de luz que detectan, los fotorreceptores pueden dividirse en
tres grupos: sensores de luz azul, de luz roja y de luz verde.

1.3.1. Luz azul: criptocromos y dominios LOV

Los sensores de luz azul de eucariotas contienen flavinas como cromoéforos, bien FMN
o FAD (flavin mononucleétido y dinucledtido, respectivamente). Existen dos tipos prin-
cipales, los criptocromos y las proteinas con dominios LOV [56].

Fotorreceptores tipo LOV

En eucariotas, actualmente se distinguen cuatro grupos de fotorreceptores basados en
dominios LOV: fototropinas de plantas, tipo ZTL/ADO de plantas, Wc-1/Vvd de hongos
y los aureocromos de Stramenopiles fotosintéticos [162]. A continuacion se describen
las caracteristicas basicas de cada uno de estos fotorreceptores, mientras que las caracte-
risticas del domino LOV se describen en el Apartado 1.4.5.
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Croméforo Elemento fotosensible Tipo de fotorreceptor
Tetrapirroles T — i N /T A\ Fitocromo
Rz o
13 PIJ
H
Acido o/ 2/ PYP
4-hidroxicindmico T TN\
S
N Criptocromo
"-;\__: s e inao
Flavina . | LOV
N ﬂ
BLUF
O

Figura 1.2. Principales fotorreceptores y cromoéforos.

Se indican los 6 grupos de fotorreceptores mejor estudiados, el tipo de croméforo que utilizan
y un ejemplo del elemento clave en la recepcion de luz. Basado en van der Horst y Hellingwerf,
2004 [319].

- Fototropinas de plantas:

Son quinasas reguladas directamente por luz que median el fototropismo, el movi-
miento de cloroplastos y la apertura de estomas y hojas. Contienen dominios LOV
ligeramente distintos de los de hongos, asociados a dominios quinasa de serina y
treonina en el extremo C-terminal [36,62]. Unen FMN como cromoéforo.

- Proteinas LOV implicadas en los ritmos circadianos:

Este grupo engloba a las familias ZTL/ADO y Wc-1/Vvd. El dominio LOV de
estas proteinas contiene una insercion de 9-11 residuos con respecto a las fototro-

pinas, necesaria para la unién de FAD como cromé6foro, de mayor tamafio que el
FMN [73,344] (véase el Apartado 1.4.5).

Wec-1 es el fotorreceptor mds importante en hongos, ya que, ademds de controlar el
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reloj bioldgico, regula directamente la mayoria de las respuestas a la luz descritas
en estos organismos. Estos fotorreceptores forman complejos, denominados WCC
(White-Collar Complex), con los factores los transcripcionales Wc-2. Ascomicetos,
basidiomicetos, cigomicetos y quitridios utilizan estos complejos para la recepcion
de la luz, lo que sugiere su presencia en un antecesor comun a estos cuatro grupos
de hongos [68]. En N. crassa, estos complejos, junto a la proteina FRQ, forman
parte del oscilador central del reloj circadiano [57], mientras que Vvd, la otra pro-
teina de hongos con dominio LOV, es responsable de la fotoadaptacion (véase el
Apartado 1.4).

Sin embargo, a pesar de compartir el complejo White-collar, cada clase de hongos
contiene diferentes conjuntos de fotorreceptores en sus genomas. Por un lado, as-
comicetos y basidiomicetos presentan una unica copia del gen wc-1, acompaiada
de un completo repertorio de posibles fotorreceptores, mientras que los cigomice-
tos presentan tres genes wc-1, varias copias de wc-2 'y solo una copia de un gen
cry-DASH (Figura 1.3) [69, 139].

- La familia ZTL/ADO:

Caracterizada en Arabidopsis, es una familia tipica de plantas. Estd compuesta por
las proteinas ZTL/ADO (Zeitlupe o Adagio), FKF1 (Proteina de unioén a flavi-
na, con repeticiones kelch y F-box1), y LKP2 (Lov Kelch Protein 2). Estas tres
proteinas unen FAD como cromdéforo y contienen un dominio LOV, un dominio
F-box, tipico de ligasas E3, y 6 repeticiones de tipo kelch implicadas en interac-
ciones proteina-proteina. Las tres actuan regulando los niveles de proteinas asocia-
das con la regulacion del reloj circadiano y con la floracion dependiente de esta-
cion [16, 56, 60,286].

- Aureocromos:

Identificados en Stramenopiles (o Heterokontos) fotosintéticos, donde son necesa-
rios para la fotomorfogénesis. Estdn compuestos por un dominio LOV y un dominio
bZIP, funcionando como factores transcripcionales regulados por luz azul [306].

Criptocromos

Son proteinas similares en secuencia a las fotoliasas pero sin capacidad de reparacion
del DNA. Pueden percibir luz azul y UVA. Segun su origen filogenético, suelen dividirse
en 3 grupos: los de animales, los de plantas y las proteinas CRY-DASH [183,343].

Los criptocromos de animales y plantas regulan la puesta en hora del reloj circadiano.
Ademds, en plantas regulan la fotomorfogénesis mediada por luz azul y UVA, y en ani-
males ejercen funciones independientes de la luz al formar parte del oscilador central

10
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Neurospora crassa

E H Opsin
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Fusarium oxysporum
Aspergillus nidulans

H H H H White collar 1
H H H H White collar 2
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Magnaporthe oryzae
Coccidioides immitis
Paracoccidioides brasiliensis

HH
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Histoplasma capsulatum g
Blastomyces dermatitidis §
Trichophyton rubrum §
Microsporum gypseum 2
Trichoderma reesei
Trichoderma atroviride ER
Sclerotinia sclerotiorum
Stagonospora nodorum E
Botrytis cinerea
Candida albicans
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Cryptococcus neoformans
Coprinopsis cinerea P
Ustilago maydis E 5
Puccinia graminis %
Sporobolomyces roseus %
Malassezia globosa o
Phanerochaete chrysosporium
Phycomyces blakesleeanus g
Rhizopus oryzae ¢
Mucor circinelloides §
Encephalitozoon cuniculi N
Batrachochytrium dendrobatidis 8
Spizelomyces punctatus E
o

Figura 1.3. Genes de fotorreceptores en el reino de los hongos.

Resumen de genes similares a fotorreceptores presentes en los diferentes grupos de hongos.
Los términos Zygomycetes y Chytrids no representan clases monofiléticas. No se consideran los
criptocromos de clase CPD-fotoliasa, ni las opsinas tipo II. El gen wc-2 se incluye por formar
parte del complejo WC. Tomada de Idnurm er al. 2010 [139].
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del reloj circadiano, bien como integrantes del bucle de retroalimentacion negativo en
mamiferos o inhibiéndolo como ocurre en insectos [47, 183].

Los criptocromos presentes en hongos son de tipo CRY-DASH. En N. crassa, la pro-
teina CRY une FAD y MTHEF (5,10-Metilenetetrahidrofolato) como croméforos, conser-
vando también los residuos necesarios para la interaccién con dimeros de pirimidina tipo
ciclobutano (CPDs) [95]. Existen proteinas de este tipo en ascomicetos, basidiomicetos
y cigomicetos, aunque todavia no se les ha asignado ninguna funcién fotosensora clara
en estos organismos [139]. En N. crassa el gen cry estd regulado por la luz de forma
dependiente de wc-1, siguiendo igualmente oscilaciones circadianas en oscuridad. Sin
embargo, el unico fenotipo observado en el mutante nulo es un ligero desfase en el ritmo
circadiano [95]. De hecho, comparando el transcriptoma del mutante cryA respecto al
silvestre no se detectan diferencias tras la induccion por luz [95]. Sin embargo, el ané-
lisis de los patrones de expresion del gen con-10, implicado en conidiacidn, sugiere un
papel de CRY como modulador del complejo WC [234]. En Sclerotinia sclerotiorum,
otro ascomiceto, el gen cryl se induce solo tras iluminacién con luz UVA y los mutantes
cryl A exhiben ligeras variaciones en morfologia Ginicamente tras tratamientos con luz
UVA, desarrollandose de forma normal en otras condiciones de laboratorio [326].

Aunque formalmente los criptocromos de tipo CRY-DASH se caracterizan por la au-
sencia de la actividad fotoliasa, recientemente se ha demostrado que las proteinas CRY-
DASH de Vibrio cholerae poseen capacidad fotoliasa sobre DNA de cadena sencilla, sin
embargo su funcién bioldgica se desconoce [290]. Esta capacidad de reparacion del DNA
no se ha descrito en los criptocromos de hongos.

Ademéds de en eucariotas, en bacterias se han descrito otros receptores de luz azul, como
los de tipo PYP (xantopsinas) y varias familias de proteinas con dominios LOV (LOV-
HK, LOV-STAS, etc.) [73, 101, 162, 343]. Por ejemplo, la proteina PYP (Photoactive
Yellow Protein) de Halorhodospira halophila, que fue el primer fotorreceptor de luz
azul que se identificd, utiliza un dominio PAS (Per/Arnt/Sim) distinto a los LOV para
unir el cromé6foro 4-hidroxicindmico (Figura 1.2) [31, 157, 343]. Funciones conocidas
de las proteinas LOV de bacterias son la regulaciéon de la virulencia, de la adhesion
celular o de respuestas al estrés [83, 126, 135,304] y aunque en la mayoria de los casos
no se les haya asignado roles, se ha sugerido que puedan actuar como fotorreceptores
para fototaxis y/o como moduladores de la maquinaria de reparacién del DNA o de los
sistemas fotosintéticos [73].

12
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1.3.2. Luz roja: fitocromos

Las plantas utilizan fitocromos para detectar las variaciones en luz roja, controlando
procesos como la germinacion de semillas o el fotoperiodo. El fitocromo une el cromé-
foro (un tetrapirrol) en el médulo fotosensor N-terminal, mientras que en el otro extremo
(C-terminal) posee un modulo regulador, normalmente constituido por una combinacion
de dominios HKRDs (Histidine Kinase Related Domains) y PAS, por donde interaccio-
na con otros componentes de la ruta de senalizacion [319]. Los fitocromos de hongos
y bacterias conservan esta estructura bésica, aunque los componentes del médulo regu-
lador son distintos: un dominio HKD (Histidine Kinase Domain) y un dominio RR o
‘Regulador de la Respuesta’ [247].

Los fitocromos de hongos también median respuestas a la luz roja, siendo A. nidulans
uno de los ejemplos mejor estudiados, donde la luz roja decide entre el desarrollo de
estructuras reproductoras asexuales o sexuales [209]. Se han identificado fitocromos en
otros ascomicetos y basidiomicetos, pero en la mayoria de los casos su funcién es desco-
nocida. Aunque en N. crassa no se conocen respuestas a la luz roja, y mutantes nulos en
los genes para fitocromos phyl y phy2 no presentan ningin fenotipo visible [97], se ha
propuesto un papel represor del fitocromo PHY-2 sobre el complejo WC [234].

1.3.3. Luz verde: rodopsinas

Las rodopsinas son proteinas compuestas por 7 dominios transmembranales cuyo cro-
moforo es el retinal. Se encuentran en animales, donde actian como fotosensores en la
retina, pero también en muchos otros organismos, incluyendo eubacterias, hongos, algas
y arqueas. Ademds de como fotorreceptores, pueden funcionar como bombas de iones
(H* y CI'), canales de iones y fotoisomerasas [159].

Las rodopsinas se clasifican en dos grupos segtin la configuraciéon que adopta el re-
tinal. Las de animales pertenecen al tipo II, mientras que las de la mayoria de hongos
y microorganismos son de tipo I. Ambas comparten una estructura comuin pero la si-
militud a nivel de secuencia es minima, de hecho, son ejemplos habituales de evolucién
convergente [13,291]. Su origen filogenético en hongos no est4 claro ya que se habia pro-
puesto su transferencia horizontal desde arqueas pero, recientemente, se han identificado
en algunos quitridios, apuntando hacia una tranferencia vertical [139].

Un ejemplo de rodopsina en hongos es la proteina NOP-1 de N. crassa, que absorbe
luz verde y realiza un fotociclo de tipo lento, lo que la descarta como bomba de iones
y apunta mdas bien hacia un papel en sefializacion [39]. Aunque el mutante en el gen
nop-1 no presenta ningin fenotipo evidente tiene alterados los patrones de expresion de
genes inducidos durante la conidiacidon, como al-2 (carotenogénesis), con-10'y con-13
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(conidiacion) [28,29]. Por ello, se ha sugerido un rol auxiliar para nop-1 en la fase tardia
de la conidiacién y se ha propuesto que actiie modulando al complejo WC a través de un
represor [234].

El ascomiceto Fusarium fujikuroi contiene 3 genes parecidos a opsinas en su genoma:
opsA, carO 'y hspO. El gen hspO es similar a chaperonas de choque térmico de Saccha-
romyces cerevisiae 'y de otros hongos, por lo que no se cree que actie como fotorreceptor.
El gen opsA se ha propuesto como ortoélogo de nop-1, y carO parece ser caracteristico
de Fusarium, localizdndose en el cluster de los genes carotenogénicos. Mutantes en el
gen opsA presentan patrones de expresion alterados en los genes carotenogénicos carB 'y
carRA, pero la produccién de carotenos es normal y ninguno de los dos mutantes, opsAA
o carOA, presenta otros fenotipos visibles [89,244].

Otras opsinas de hongos estudiadas son el gen ops de Leptosphaeria macularis, que
parece funcionar como bomba de protones [303,330], y el gen opsl de Cryptococcus
neoformans, cuyos mutantes tampoco presentan fenotipo visible [136].

En resumen, a pesar de la prevalencia de fotorreceptores que unen flavina, los hongos
también poseen cromoéforos de otros tipos (Figura 1.3). Por ejemplo, N. crassa presenta
un gen para rodopsina (nop-1), dos para fitocromos (phyl y phy2) y varios para proteinas
que unen flavinas (genes phrl, cry, we-1'y vvd) [32]. Sin embargo, la mayoria de res-
puestas a la luz conocidas de N. crassa, exceptuando el rol de Vvd en la fotoadaptacion,
dependen de Wc-1 [190]. Como hemos visto, otros fotorreceptores podrian ser modula-
dores del complejo WC en ascomicetos, aunque los mecanismos moleculares concretos
se desconozcan.

Por otro lado, los genomas de los cigomicetos secuenciados hasta el momento, como
P. blaskesleeanus o M. circinelloides, no contienen fitocromos ni opsinas. Aparte de las
tres proteinas Wc-1, el tnico gen identificado similar a un fotorreceptor es de tipo CRY-
DASH vy su funcién atin no se conoce [139].

1.4. Los genes white-collar

1.4.1. Los genes white-collar de Neurospora crassa

En N. crassa, we-1 'y we-2 son elementos centrales de la ruta de transduccion de la
luz, siendo los mutantes we-1A 'y we-2A ciegos para la carotenogénesis, la regulacion
del ritmo circadiano, la conidiacidn, el desarrollo de las estructuras sexuales y el foto-
tropismo [78, 119, 184]. Las proteinas Wc-1 y Wc-2 son factores transcripcionales que
se asocian formando el complejo White-collar (WCC). Tras la iluminacién, se unen al
DNA en los elementos de respuesta a la luz (LREs) y regulan positivamente la mayoria
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1.4.1 Los genes white-collar de Neurospora crassa

de comportamientos dependientes de la luz azul [54, 96, 190]. El complejo WC también
es necesario en la oscuridad, tanto para el funcionamiento del reloj circadiano como para
su sincronizacion por la luz [58].

La arquitectura de las proteinas Wc-1 y Wc-2 se muestra en la Figura 1.4. Ambas
contienen dominios de tipo PAS, tres en Wc-1 (LOV, PAS-B y PAS-C), y uno en Wc-
2. Este dltimo y el dominio PAS-C de Wc-1 estan relacionados con la formacién del
WCC [14,15,57,58,96,122,185]. El dominio PAS-B de Wc-1 es esencial para su fun-
cion, tanto en la luz como en la oscuridad, pero no se conoce su papel concreto [58].
Ademads, poseen un dominio dedo de zinc tipo GATA, de unién a DNA, en el extremo
C-terminal [15, 185].

Q M Lov PASB PASC N Zn Q
we-t .
GP  PAS NZzn
we-2 ] I]
Lov
wD

Figura 1.4. Esquema de las proteinas Wc 'y Vvd de N. crassa.
Véase el Apartado 1.4.1 para una explicacion de los diferentes dominios. Tomado de Brunner
y Kaldi, 2008 [40]

El dominio PAS cercano al extremo N-terminal de Wc-1 es un dominio LOV que une
FAD como croméforo y actiia como receptor de la luz azul [96, 122] (véase Aparta-
do 1.4.5, mas adelante).

Ademads, la proteina Wc-1 posee dos regiones ricas en glutaminas (Q) en sus extre-
mos C- y N-terminal. Estas regiones forman parte del dominio de activaciéon de algunos
factores transcripcionales (FTs), siendo necesarias para una respuesta completa del FT.
Normalmente no tienen una estructura 3D definida, pero pueden interaccionar con re-
giones ricas en glutamina de otras proteinas, lo que suele aumentar el nivel activacion
del FT [10, 70, 87,316]. La proteina Wc-2 contiene una region rica en prolinas (P) y
otra acidica, descritas también en otros FT's [316]. Asimismo, se han identificado sefia-
les de localizacion nuclear (N) en ambas proteinas, aguas abajo del dltimo dominio PAS
(Figura 1.4) [15,185].
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1.4.2 Genes regulados por la luz y el complejo WC

Tanto el dominio dedo de zinc tipo GATA como la sefal de localizacion nuclear de We-
1 son necesarias para el funcionamiento del reloj circadiano en la oscuridad. Sin embargo,
estas regiones no intervienen en la regulacion transcripcional por la luz [58]. Por su parte,
el dominio dedo de zinc tipo GATA de Wc-2 si es necesario para la induccion de los genes
regulados por luz y también para la regulacion en oscuridad de frq (frequency, regulador
principal del reloj circadiano), pero no para su induccién por luz [57,65, 185].

La proteina Wc-2 es mds abundante que Wc-1 y su expresion no oscila de forma cir-
cadiana, estando regulada por Wc-1 de forma independiente de la luz [58]. Por otro lado,
la expresion de we-1 estd regulada por luz y por el gen frg. Ademas, la proteina Wc-
1 necesita unirse con Wc-2 para mantener sus niveles en la célula [57,79], habiéndose
observado dos complejos con distinta composicion, denominados L-WCC (Light-WCC)
y D-WCC (Dark-WCC). El de menor tamafio, D-WCC, es un heterodimero de Wc-1 y
Wc-2 que contiene la mayor parte de la proteina Wc-1 presente en la célula. Este com-
plejo se asocia con la activacion de frq y otros genes en la oscuridad [58, 79, 122]. El
complejo L-WC es de mayor tamaifio y se cree que estd constituido por una copia de
Wc-2 y varias de Wc-1. Regula las respuestas a la luz y se asocia a los LREs de frq de
forma dependiente de la luz [58,96, 123].

1.4.2. Genes regulados por la luz y el complejo WC

La recepcion de la luz por el croméforo de We-1 provoca cambios conformacionales en
la protefna e induce la formacién del complejo L-WC. Este se unird de forma transitoria a
secuencias ELRE (elementos de regulacién temprana por luz), controlando la expresion
de los genes de respuesta temprana a la luz [35, 55, 96, 122]. El fotociclo del complejo
WC, el tiempo que tarda la proteina Wc-1 en volver a la conformacién no excitada tras
la activacion por la luz, es de tipo lento y su vida media se estima en varias horas (véase
el Apartado 1.4.5) [123].

Andlisis globales de expresion, utilizando microarrays, han demostrado que al menos
el 5,6 % de los genes de N. crassa estan regulados directa o indirectamente por la luz (314
de los 5.588 genes analizados mediante clustering; 152 genes considerando un incremen-
to en la expresion del 2.2x y un FDR (false discovery rate) del 10 %), principalmente a
través del complejo WC. Se distinguen dos grupos de genes, los de respuesta temprana
(ELRGs, 45 % de los genes regulados, pico de induccién entre 15 y 45 minutos tras la
iluminacion) y los de respuesta tardia (LLRGs, 55 %, médxima expresion entre 45 y 90
minutos). En cada grupo se observan elementos reguladores caracteristicos: los ya men-
cionados ELRE en los genes de respuesta temprana y los LLRE en los genes de respuesta
tardia [55].
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1.4.2 Genes regulados por la luz y el complejo WC

En la Figura 1.5 se muestra la clasificacion de los genes identificados segtn su funcion
biolégica. En los ELRGs se detecta enriquecimiento en genes de sintesis de pigmentos
fotoprotectores (7,1 % de los ELRGs), procesamiento y reparaciéon del DNA (6,3 %), se-
nalizacion celular (5,5 %) y sintesis de vitaminas, cofactores y grupos prostéticos (4,7 %).
Entre los LLRGs hay enriquecimiento en genes implicados en metabolismo de carbohi-
dratos (20 %), detoxificacion de ROS y otros radicales (2,5 %) y oxidacién de 4cidos
grasos (1,9 %).

Smith et al. 2010

Regulacién de la transcripciéon
= Degradacion de proteinas
Unidn a proteinas

Transporte

Respuestas de estrés y rescate celular
Sefializacién

Componentes celulares
Metabolismo y energia
Control del ciclo celular

Sin clasificar

Sin genes préximos

Chen et al 2009

Figura 1.5. Resumen de genes regulados por luz en N. crassa.
Tomado de Schafmeier y Diernfellner, 2011 [281].

Segun datos recientes de ChipSeq, tras la iluminacién, el complejo WC se une a més
de 400 sitios diana en el genoma, de ellos, mas de 200 estdn cerca de uno o varios genes
y aproximadamente el 15 % se localiza entre genes que se transcriben de forma divergen-
te [295]. En la Figura 1.5 se resumen las funciones biolégicas més representadas en los
genes identificados (Smith et al. 2010).

Entre los ELRGs se encuentran bastantes factores transcripcionales (FTs). El complejo
WC controla directamente la expresion de 26 genes de FTs, lo que supone dirigir un
entramado transcripcional que regula aproximadamente el 20 % de todos los genes de N.
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1.4.3 La regulacion del ritmo circadiano

crassa. Entre ellos, 9 FTs estan implicados en fases del desarrollo dependientes de la luz
y 6 son reguladores del metabolismo o de respuestas a estrés. Los otros 11 hipotéticos
FTs no tienen funciones conocidas, aunque contienen dominios de unién a DNA [295].

Segun los datos de Chen et al. 2009 [55], otros reguladores importantes son Vvd,
que modula mayoritariamente respuestas tardias a la luz, y el factor transcripcional Sub-
1, inducido por luz y esencial para la expresion de muchos de los genes de respuesta
tardia. También se aprecia una respuesta residual a la luz en mutantes wc-1A, lo que
sugiere la existencia de mecanismos de respuesta basados en otros fotorreceptores de N.

crassa [55].

1.4.3. La regulacion del ritmo circadiano

Los ritmos circadianos permiten una mejor adaptacion al medio, siguiendo las transi-
ciones dia-noche del planeta. Estdn dirigidos por los denominados relojes circadianos,
que son sistemas oscilatorios que modulan la expresion ritmica de un grupo de genes
en ciclos de 24 horas. Estos sistemas operan de forma auténoma, pudiendo ser sincroni-
zados por sefiales ambientales como la luz o la temperatura. En eucariotas, los sistemas
oscilatorios producen ritmos de actividad diarios en un complejo de factores transcripcio-
nales circadianos, mediante mecanismos de control transcripcional, post-trancripcional,
traduccional y post-traduccional. Segtin el modelo actualmente aceptado, este complejo
de factores transcripcionales controla directa o indirectamente la expresiéon de un gran
nimero de genes, generando asi el potencial necesario para modular los procesos fisio-
l6gicos de una forma circadiana [21,40, 84].

El reloj de N. crassa es de los sistemas mejor caracterizados a nivel molecular. Sus
elementos principales son las proteinas We-1, Wc-2, Frq y Vivid. Su funcionamiento
depende de bucles de retroalimentacion entre WCC y la proteina Frq, manteniéndose de
forma autonoma en ausencia de luz (Figura 1.6).

Al inicio de la noche, D-WCC se encuentra hipofosforilado, siendo capaz de inducir
la transcripcién de frg y la acumulacién de proteina Frq, que se ird fosforilando lenta-
mente [281,288]. Al mediodia, la expresion del gen frqg alcanza un pico mientras que los
niveles de la proteina Frq son maximos unas 4-5 horas después. Su forma hiperfosfori-
lada es ubiquitilada y degradada por el proteosoma por lo que, sin sintesis de novo, los
niveles de Frq van a disminuir [121, 191].

Frq actda como regulador negativo del reloj, reduciendo su propia transcripcién al
inducir la inactivacién del complejo WC mediante fosforilacion independiente de la
luz [40, 84, 124,282,317]. Tras la hiperfosforilacion de WCC, Wc-2 se disocia del pro-
motor de frq y la cromatina se compacta de manera dependiente de Csw-1 (una proteina
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Figura 1.6. Esquema simplificado del reloj circadiano en N. crassa.
Tomado de Tseng et al. 2012 [317].

implicada en la heterocromatinizacioén) [20]. Esta forma fosforilada, aunque inactiva, es
mads estable y permite la acumulaciéon de WCC a lo largo del dia [282]. Sin embargo,
es necesaria una accion sostenida de Frq para mantener el estado fosforilado de WCC,
ya que el complejo es continuamente desfosforilado de forma dependiente de la proteina
PP2A [282]. A medida que Frq desaparece aumenta la forma hipofosforilada de WCC,
activandose de nuevo la transcripcion de frg y cerrandose el bucle.

1.4.4. Vivid

Vivid (o Vvd) es una proteina de pequefio tamafio, constituida por un dominio LOV y
una extension N-terminal de 70 aminodcidos (Ncap) que estd implicada en la dimeriza-
cién de Vvd [342,344]. Vvd puede dimerizar de forma inestable y dependiente de la luz,
consigo misma y con el complejo WC [53,134,342].

En N. crassa esta proteina es necesaria para la fotoadaptacion y para la sincronizacién
del reloj circadiano, especialmente en las transiciones del amanecer y del atardecer [86,
125, 134,288]. La cantidad de Vvd disponible al inicio de la noche correlaciona con la
intensidad de la luz recibida a lo largo del dia. Durante la noche (o en la oscuridad), Vvd
se degrada gradualmente [201].
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1.4.5 El dominio LOV

La expresion del gen vvd estd bajo el control del reloj circadiano pero, tras la ilumina-
cién, también es inducida por WCC de forma rdpida y transitoria [125,288]. Después de
la activacion de la transcripcidn por luz, la proteina Vvd recién sintetizada parece actuar
como represor del complejo WC, compitiendo en la formacion de heterodimeros WCC-
Vvd y también regulando su fosforilaciéon de forma dependiente de Frh (una helicasa
compaiera de Frq) [134,201,282]. Ademds de su papel en los ritmos circadianos, Vvd
regula respuestas tardias a la luz [55] y reduce la sensibilidad del reloj circadiano a los
cambios de temperatura [133].

El estudio de esta proteina es importante para la comprension del mecanismo molecu-
lar que conecta la percepcion de un fotén de luz con una respuesta fisioldgica [344].

1.4.5. EIl dominio LOV

El dominio LOV pertenece a la familia PAS (PER-ARNT-SIM), de funciones muy
diversas, mayormente asociadas con la transduccién de sefiales [309]. Concretamente,
los dominios PAS/LOV estéan especializados en la recepcion de luz. Fueron inicialmente
identificados en fototropinas de plantas, denomindndose LOV por su parecido a domi-
nios sensores de luz, oxigeno y voltaje presentes en otros eucariotas y procariotas [61].
El uso del término ‘LOV’ se reserva para los dominios PAS fotosensibles que unen fla-
vina como croméforo (FAD o FMN) [73]. Se encuentran en proteinas fotosensoras de
bacterias, plantas, microalgas y hongos [162], asociados a multiples dominios efectores,
como quinasas, fosfodiesterasas, dominios F-box, STAS (Sulphate Transporter and An-
tiSigma factor antagonist) y dedos de zinc [73]. En un estudio reciente, se identificaron
dominios LOV en el 3,5 % de los genomas de bacterias secuenciados (115 especies/3.254
genomas secuenciados) [162].

La estructura caracteristica de los dominios LOV consiste en una hoja-/3, formada por
5 laminas-/3 en orden 2-1-5-4-3, con hélices-« intercaladas y caps en los extremos N-
y/o C-terminales (Figura 1.7) [71, 194]. Esta estructura, asi como los 11 residuos clave
para la interaccion con el cromoéforo, se encuentran conservados en los dominios LOV
de plantas y hongos [56].

Las fototropinas unen FMN como cromoéforo, mientras que las proteinas Wc-1 unen
FAD. De hecho, en los dominios LOV de tipo Wc-1 y ZLT/ADO existe una insercion de
9-11 residuos entre las hélices Ea y Fa que permite acomodar al FAD, de mayor tamafio
que el FMN.

Tanto en eucariotas como en procariotas la construccién de nuevos disefios por reor-
denamiento genético de dominios permite una mejor adaptacion a ambientes complejos,
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1.4.5 El dominio LOV

Figura 1.7. Topologia del dominio LOV.

Izquierda: Esquema de la estructura secundaria de un dominio LOV. Las flechas representan
laminas- (3, los cilindros hélices-a. Los tamafios no estan a escala. Los caps N- y C-terminales se
indican en blanco (a0 también se denomina ac).

Derecha: Superposicion de dominios PAS. Todos comparten el armazén-£ (amarillo), las héli-
ces intercaladas (gris) y la hélice variable (de Vvd en verde, del dominio LOV2 de la fototropina
1 de A. sativa en azul, de PYP en magenta y de la proteina PER de Drosophila en rojo).

Tomadas de Losi y Girtner, 2011 y Zoltowski et al. 2007 [194,344].

siendo muy tipica de proteinas implicadas en la transduccién de sefiales [181]. Siguien-
do los mismos principios, los dominios LOV se acoplan a diferentes dominios efectores.
Por ejemplo, en fototropinas aparece un dominio Ser/Thr quinasa aguas abajo de dos
dominios LOV, mientras que las proteinas Wc-1 poseen dominios PAS (interaccién con
proteinas) y Zn-Finger (unién a DNA).

Fotociclo del dominio LOV

A pesar de conocerse la estructura de dominios LOV de fototropinas, bacterias y hon-
gos, se sabe relativamente poco de los mecanismos de transduccion de la sefial [72, 120,
128, 344]. En estudios realizados con el dominio LOV2 de la fototropina 1 de Avena
sativa (residuos 404 a 560, que contienen los elementos centrales del dominio LOV y
la extension C-teminal de 40 aminoacidos), se ha observado que, tras la recepcion de
la luz, se forma un enlace covalente entre el carbono C4a del croméforo y el grupo tiol
de la cisteina del motivo conservado GXNCRFLQG [61,273]. La formacién del aducto
C4a-Cys provoca un cambio conformacional, desencadenando la pérdida de un 30 % de
la estructura de hélice-a en la regiéon N-terminal del dominio LOV. De esta forma, la
hélice Ja, que estd empaquetada en un armazon de cadenas (3 en la oscuridad, termina
desplegandose fuera del dominio LOV. Se cree que este cambio conformacional provoca
la activacion del dominio efector en las fototropinas, al retirarse la inhibicion estérica del
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1.4.5 El dominio LOV

dominio LOV?2 sobre el sitio de activacion de la quinasa [67, 120, 243].

La dindmica es parecida en el dominio LOV1 de fototropinas, sin embargo su fotociclo
es mucho mds lento y no se conoce ni su funcion ni su modo de sefializacion, habiéndose
propuesto como sitio para la dimerizacién del propio fotorreceptor o para la unién con
proteinas de anclaje [62,274].

En Vvd el aducto cisteina-flavina induce cambios conformacionales similares, pero en
este caso, en una estructura en forma de tapa del extremo N-terminal (Ncap). Esta region
se encuentra asociada en oscuridad al armazén de cadenas-/3, de forma similar a lo que
ocurre con la hélice Ja en el dominio phot1-LOV?2 de Avena sativa, y, tras recibir la luz,
se despliega alejandose del resto de la proteina (Figura 1.8). Este fotociclo es de tipo
lento (~3 horas) [344].

./ »
N

Figura 1.8. Modelo de los cambios inducidos por la luz en la estructura de Vvd.
Tomadas de Zoltowski et al. 2007 [344].

Ademas de la cisteina que forma el aducto con el croméforo, se han identificado otros
residuos importantes en diversas proteinas LOV. Uno de ellos es una glutamina conser-
vada en la lamina I3 (Q575 en el dominio LOV2 de la fototropina 1 de A. thaliana, Q182
en Vvd). Este residuo forma puentes de hidrégeno con el croméforo a través del nitro-
geno 5 (N5) de la flavina. Tras la formacion del aducto, el NS se protona y la glutamina
gira para mantener el enlace, afectando a la region bisagra que conecta la zona central
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1.4.5 El dominio LOV

del dominio LOV con el Ncap (en Vvd) y la hélice Ja (en el dominio LOV?2 de la fotro-
pina 1) [72,344]. Esta glutamina es importante para la propia reaccién fotoquimica, pero
también en la transduccion de la sefial, afectando a la capacidad de dimerizacién depen-
diente de luz [150, 194,217,344]. Otra cisteina cercana al cromé6foro (Cys71 en Vvd), es
esencial para los cambios conformacionales que llevan al despliegue del Ncap, se cree

que afectando a las uniones por puentes de oxigeno entre éste y el centro del dominio
LOV [242,344].
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Figura 1.9. Alineamiento de dominios LOV tipo Wc-1/ZTL.

Dominios LOV de Wc-1, ZEITILUPE (A. thaliana); ENVOY (Hypocrea jecorina), LREA
(Aspergillus fumigatus), ELK3 (Danio rerio, no fotosensible), LKP2 (A. thaliana, proteina F-
Box) y FKF1 (Mesembryanthemum crystallinum). Se muestra la estructura secundaria corres-
pondiente, los residuos totalmente conservados (negro), la cisteina que forma el aducto con el
FAD (rojo), y otros dos residuos importantes para el despliegue del Ncap en Vvd (verde, GIn182
y Cys71 en Vvd). Residuos recuadrados en el Ncap indican conservacion dentro del lazo aa b3
y presencia en la cara hidrofébica de la hélice ace. Tomado de Zoltowski et al. 2007. [344].
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1.4.6 Genes wc-1 en otros hongos

Como hemos visto, la cinética y la estructura del dominio LOV estédn relativamente
conservadas entre phot1-LOV2 y Vvd [67, 120, 243, 344]. Teniendo en cuenta que los
dominios LOV de Vvd y Wc-1 son mucho mas parecidos (Figura 1.9), es de suponer que
su cinética también sea muy similar. En el caso de Vvd, al estar constituida inicamente
por el dominio LOV y sin dominios efectores acoplados, el cambio de conformacién
afectaria a su relacidn con otras proteinas, regulando la unién o desencadenando cambios
conformacionales en las proteinas con las que interacciona. De hecho, la tendencia de
Vvd a dimerizar a través de la hoja-( del dominio LOV es mayor tras la iluminacién con
luz [172,342,344].

Respecto a la vuelta al estado de reposo, recientemente se ha comprobado que la du-
racion del fotociclo depende, entre otros factores, del estado protonado del N5 del anillo
de la flavina. Ademaés de con el pH, el estado protonado del N5 probablemente varie con
el grado de accesibilidad al solvente, ya que mutaciones en varios residuos, afectando a
lo se propone como un canal para el solvente, modifican la vida media del aducto. En
Vvd, cambios en dos aminodcidos en particular, I1e85 y Ile74, reducen en cuatro 6rdenes
de magnitud la duracién del aducto excitado [345].

1.4.6. Genes wc-1 en otros hongos

Aparte de en N. crassa, se han identificado genes homdlogos a we-1'y we-2 en otros
hongos, donde también tienen funciones centrales en la regulacion de las respuestas a la
luz [68,69,192].

Los ascomicetos poseen una o ninguna copia de we-1 [136]. En Trichoderma atroviri-
de los genes wc regulan el crecimiento y son esenciales para la induccién por la luz de
la conidiacién y del gen phrl (fotoliasa) [45]. Mutantes en estos genes presentan feno-
tipos que los implican también en procesos no regulados por luz, como la induccién de
la conidiacién por falta de glucosa [46]. En Fusarium oxysporum Wc-1 participa en el
desarrollo de hifas aéreas, la patogenicidad en mamiferos, la carotenogénesis inducida
por luz y la fotorreactivacion dependiente de la luz UV [269]; mientras que en Fusarium
fujikuroi, WcoA (homodlogo de Wc-1) estd implicada en la regulacién del metabolismo
secundario y de la conidiacion [88].

En basidiomicetos se han estudiado en Cryptococcus neoformans, donde son necesa-
rios para la represion del apareamiento dependiente de la luz, influyen en la virulencia
y participan en la resistencia a la luz UV [136, 198]; y también en Coprinus cinereus,
donde los genes wc estdn implicados en el desarrollo de los cuerpos fructiferos inducido
por luz [311].
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1.5. Fotocarotenogénesis en hongos

Los basidiomicetos, al igual que los ascomicetos, tienen una copia de los genes wc-1
y we-2. La proteina We-1 de basidiomicetos es similar a la de N. crassa pero no presenta
el dominio zinc-finger C-terminal, por lo que la unién a los promotores de los genes
regulados por luz podria depender exclusivamente del dominio dedo de zinc de Wc-2. De
hecho, el dominio dedo de zinc de Wc-1 de N. crassa no es necesario para la regulacion
de las respuestas a la luz [57,58, 65, 185]. Ademas, en Cryptococcus neoformans el gen
we-1 no esta regulado por la luz, aunque we-2 si lo esta [136, 198].

Por su parte, todos los cigomicetos secuenciados hasta el momento poseen tres genes
wc-1 'y un nimero variable de copias de we-2. En P. blakesleeanus hay tres genes wc-1
(madA, wcoA y wcoB) y cuatro homdlogos de wc-2 (wctA o madB y wctB-D), siendo
madA y madB necesarios para el fototropismo, la carotenogénesis y otras respuestas a la
luz [50,138,279]. Respecto a su regulacion, los genes wcoA y weoB se inducen por la luz
y requieren la presencia de MadA y MadB, mientras que la expresion de madA y madB
presenta una ligera represion [136, 279]. Adicionalmente, mediante estudios de doble
hibrido de levadura se ha detectado interaccion entre MadA y MadB, aunque no entre
ninguna de las otras proteinas Wc-1 o We-2 (WcoA, WeoB, WetB, WcetCy WetD) [279].

Otros cigomicetos con wc-1 en sus genomas son Pilobolus crystallinus (pcmadal,
pcmada2 'y pcmada3) [164] y Rhizopus oryzae (RO3G_16338 ,RO3G_09997 y RO3G
_14273, que en adelante se denominaran rowc-1a, rowc-1b'y rowc-1c). Los genes homo-
logos en M. circinelloides, mcwc-1a, mcwc-1b'y mcwe-1c , se identificaron, clonaron y
caracterizaron en este trabajo [293,294].

En este grupo de hongos, las proteinas Wc-1 son de menor tamafo que la de N. crassa
pero conservan una arquitectura de dominios similar, pudiéndose separar en 3 grupos
comparando sus secuencias (Figura 1.10). Todas ellas poseen un dominio LOV y dos
dominios PAS adicionales (PAS-B y PAS-C). Sin embargo, el dominio zinc-finger de
unioén a DNA estd presente en los grupos 1y 3, pero no en el 2 (wcoB, pcmada2, mcwc-
1b y rowc-1b) [69]. Las proteinas de cada grupo son mds parecidas a sus ortdlogos en
las otras especies que a sus pardlogos intraespecificos, lo que apunta a que la triplicacién
tuvo lugar antes de la divergencia del ultimo ancestro comun a los cigomicetos [279].
Los grupos 1 y 3 estdn mas proximos filogenéticamente y en Phycomyces comparten un
gen MAPK aguas arriba, sugiriendo dos eventos de duplicacién, el primero que origind
el gen wcoB y el segundo que desdobl6 la otra copia en los grupos 1y 3 [279].

1.5. Fotocarotenogénesis en hongos

Los carotenoides constituyen uno de los grupos de pigmentos mds extendidos en la
naturaleza. Se encuentran en la mayoria de los organismos fotosintéticos y dan su color
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1.5.1 Funciones de los carotenos

Figura 1.10. Proteinas Wc-1 en Zygomycota.

Los homdlogos de Wc-1 en Zygomycota pueden separarse en 3 grupos segtn sus relaciones
filogenéticas. Ramas proporcionales al niimero de sustituciones por sitio. En los nodos se indican
los valores de boostrap ( %) para 100 replicas. Tomada de Corrochano y Garre, 2010 [69].

caracteristico a muchas bacterias y hongos. Los animales no los pueden sintetizar pero
asimilan y utilizan los que ingieren. Son tetraterpenoides, compuestos orgdnicos poliin-
saturados que contienen 8 unidades de isopreno. La mayoria posee un esqueleto de 40
carbonos con entre 3 y 15 dobles enlaces. Actualmente se conocen las estructuras de
unos 600 tipos de carotenoides, que son sintetizados mediante diversas deshidrogena-
ciones, ciclaciones y oxigenaciones. Los dos grupos principales, xantofilas y carotenos,
se diferencian por la presencia (xantofilas) o ausencia (carotenos) de radicales oxigena-
dos [8,52,108,299,300].

1.5.1. Funciones de los carotenos

En organismos fotosintéticos, se encuentran asociados a proteinas de membrana, for-
mando parte de los complejos antena junto a clorofilas y bacterioclorofilas [38, 169].
Absorben luz entre 400 y 500 nm, transfiriendo su energia a la clorofila y, posteriormen-
te, a los centros de reaccion. En organismos no fotosintéticos protegen contra los efectos
de la radiacion UV, encontrdndose en la membrana celular y unidos a proteinas, cristales
o fibrillas en el citoplasma [37, 80, 108].

A pesar de que los carotenos absorben mayoritariamente entre 400 y 500 nm se les
atribuye un papel protector frente a la radiaciéon UV, de menor longitud de onda (100-400
nm). Aunque no se descartan mecanismos adicionales, se cree que actian protegiendo
contra especies reactivas de oxigeno (ROS), ya que son muy eficientes neutralizando
singletes de oxigeno (O,), uno de los principales ROS producidos por la luz UV [82,94,
163,210,299,300].

26



1.5.2 Regulacion de la sintesis de carotenoides

En mamiferos, los derivados de carotenos tienen funciones esenciales en nutricion
(vitamina A), vision (retinol) y desarrollo (dcido retindico), contribuyendo también a la
pigmentacidn en aves, peces, insectos y crusticeos. En plantas, ademés de formar parte
de los complejos antena, participan en sefializacion (4cido abcisico) [37]. Por otro lado,
en la industria los carotenos se usan en farmacos, como colorantes alimenticios, como
suplementos en piensos de animales y como antioxidantes [52, 108].

1.5.2. Regulacién de la sintesis de carotenoides

Los pasos de la biosintesis de carotenoides se resumen en la Figura 1.11. El fitoeno es
el primer caroteno de la ruta, absorbiendo luz en el espectro ultravioleta [108]. En hon-
gos y en la mayoria de las eubacterias, una tnica enzima, la deshidrogenasa de fitoeno,
cataliza las cuatro deshidrogenaciones necesarias para convertir el fitoeno en licopeno. El
aumento en el nimero de dobles enlaces, resultado de las deshidrogenaciones, desplaza
el espectro de absorciéon hacia mayores longitudes de onda, dando lugar a coloracio-
nes amarillentas, anaranjadas o rojizas. Las reacciones posteriores (deshidrogenaciones,
ciclaciones, metilaciones, glicosilaciones, etc.) producen la amplia variedad de carote-
noides que existe en la naturaleza.

La sintesis de carotenoides en hongos estd regulada por factores exdgenos y endoge-
nos. La interaccion sexual entre estirpes de sexo opuesto, la acumulacién de producto
final, las condiciones de iluminacién y la exposicién a diversos agentes quimicos influ-
yen en la acumulacion de carotenoides [48, 145]. Mientras que en algunos organismos la
luz es necesaria para que se active la ruta de sintesis, en otros se producen también en la
oscuridad [33,276]. En cigomicetos, la carotenogénesis es activada por luz azul y tanto P.
blakesleeanus como M. circinelloides acumulan 3-caroteno tras la iluminacién [51,270].

La regulacion de la sintesis de carotenos por la luz en los hongos se ha estudiado
principalmente en N. crassa, Fusarium sp, P. blakesleeanus y M. circinelloides. En ellos
se han aislado mutantes en cada uno de los pasos de la sintesis de carotenoides, asi como
en algunos genes reguladores, habiéndose clonado los genes correspondientes [9,48, 88,
119,187,221,223,223,260,261,267,284,285,323-325].

N. crassa Los genes estructurales carotenogénicos al-1, al-2 y al-3 se encuentran en-
tre el 5,6 % de los genes que estdn regulados por luz [54, 190, 223]. Mutantes en estos
loci presentan micelios de color blanco (albinos), en contraste con el color anaranjado de
los silvestres. El gen al-1 cifra la deshidrogenasa de fitoeno [284], el gen al-2 la enzima
bifuncional sintetasa de fitoeno y ciclasa de 3-4 dihidrolicopeno [9,285], y al-3 corres-
ponde a la geranilgeranil pirofosfato sintetasa [44,223,277]. Los tres estan regulados por
la luz y pertenecen al grupo de genes de respuesta temprana: su expresion es muy baja
en oscuridad y aumenta rdpidamente tras la iluminacién (luz azul), alcanzdndose el pico
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1.5.2 Regulacion de la sintesis de carotenoides
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Figura 1.11. Ruta de sintesis de carotenoides en M. circinelloides

En pasos previos, el isopentenilpirofosfato (IPP, C5), derivado del 4dcido mevalonico, y su
isémero, el dimetilpirofosfato (DMPP, C5), se condensan para dar lugar al geranilpirofosfato
(GPP, C10). La adicién consecutiva de otras dos moléculas de IPP produce farnesilpirofosfato
(FPP, C15) y, finalmente, geranilgeranilpirofosfato (GGPP, C20). La unién de dos moléculas de
GGPP, catalizada por la enzima CarRP, es la primera reaccion especifica de la ruta de sintesis
de carotenos y origina un intermediario inestable, el prefitoeno pirofosfato (PPPP, C40), que se
transforma en fitoeno [108]. Las reacciones posteriores, en las que intervienen CarRP y CarB,
van a dar lugar al S-caroteno, acumulado por M. circinelloides en su micelio. Los cambios en
cada paso se sefialan en gris sobre la estructura del compuesto.

La enzima bifuncional CarRP tiene actividad sintetasa de fitoeno y ciclasa de licopeno. Es-
tructuras basadas en Estrada y Avalos, 2009 [89]

28



1.5.2 Regulacion de la sintesis de carotenoides

de induccion en 20-30 minutos [184,223]. La activacion de la transcripcion de los genes
al-1, al-2 y al-3 por la luz depende de wc-1'y we-2 [186,223,307]

P. blakesleeanus En este organismo se han identificado y clonado los genes equi-
valentes: carB, el gen de la enzima deshidrogenasa de fitoeno, y carRA, que codifica
la enzima bifuncional responsable de las actividades ciclasa de licopeno y sintetasa de
fitoeno. Los dos genes, carB y carRA, estan estrechamente ligados y se transcriben de
forma divergente a partir de una zona reguladora comun. En esta region, de 1381 pb, es
probable que se encuentren secuencias implicadas en la regulacién por la luz, similares a
las que existen en N. crassa [9,43,267,278,280].

Se han aislado mutantes en la carotenogénesis, afectados en la respuesta a la luz y en
otras rutas, que han permitido localizar varios genes reguladores [34,49, 145]. El modelo
general propuesto se resume la Figura 1.12 [1].

GGPP

carl

E dimetilftalato
Luz # U M + 13
> - retinol T
Sexo / g
E
g
8

carC

B-caroteno

Figura 1.12. Regulacién de la carotenogénesis en P. blakesleeanus

A la izquierda se representan los genes estructurales, en el centro el complejo enzimatico
propuesto, a la derecha los genes reguladores. Se indican las sefiales de estimulacién e inhibicién
(+ 0 -). Tomado de Almeida y Cerda-Olmedo, 2008 [1]

Ademas de los genes estructurales carB y carRA, se han identificado otros compo-
nentes de la ruta de sintesis de [-caroteno en P. blakesleeanus. Los genes carS'y carD
participan en la regulacién por producto final [19,272]. Sus mutantes acumulan mayor
cantidad de carotenos, tanto en luz como oscuridad, aunque siguen respondiendo a la
induccién por luz [48,214,237]. Por otro lado, los mutantes en el gen carF presentan
el mismo fenotipo superamarillo, pero no responden a la iluminacién con luz azul. CarF
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1.6. Fototropismo en hongos

no parece estar implicado en la regulacién por producto final, y sus mutaciones ejercen
un efecto sinérgico junto con las de carS [203]. Adicionalmente, la pérdida de funcién
de los genes carC, carl, picA, picB y pim-3 inhibe la sintesis de carotenos por la luz en
mayor o menor grado [S0]. De todos estos genes solo se ha caracterizado molecularmen-
te carS, que cifra una oxigenasa que corta el 3-caroteno produciendo apocarotenoides,
algunos de los cuales deben ser capaces de inhibir la sintesis de carotenos (inhibicién por
producto final) [305].

A la lista anterior hay que afiadir los mutantes en los genes madA y madB, los ho-
mologos de we-1'y we-2, que son deficientes en la induccion de la fotocarotenogénesis.
P. blakesleeanus posee tres copias de genes wc-1 (madA, wcoA 'y weoB), pero todas las
respuestas a la luz estudiadas por el momento dependen solo de madA [138,279].

En la zona reguladora comin de los genes carB y carRA, se ha observado la unién
de un complejo en la oscuridad, denominado HMC, cuya formacién depende, directa o
indirectamente, de las proteinas CarB, CarRA y CarS. Se trataria de un complejo represor
de la carotenogénesis dependiente de producto final, desvinculado de la luz, ya que las
proteinas MadA y MadB, no son necesarias para su constitucion [278].

M. circinelloides Se han clonado los genes estructurales: carB, que codifica la des-
hidrogenasa de fitoeno, y carRP, el gen de la enzima bifuncional. Ambos muestran alta
homologia con los ortélogos de P. blakesleeanus, siendo su organizacion genémica simi-
lar, aunque la regién promotora comun es de solo 446 pb en M. circinelloides [323,324].
Esta disposicién también se encuentra en el cigomiceto Blakeslea tripora [262], por lo
que parece exclusiva de cigomicetos, ya que en otros hongos, como N. crassa o Fusa-
rium fujikuroi, los genes homologos se disponen en un mismo cromosoma pero, o son
continuos (en la misma orientacion) o estan separados por otros genes [187].

En este organismo también se han aislado mutantes para la sintesis de carotenos [221,
228,325] y ademas, en nuestro laboratorio se ha identificado el gen crgA (carotenoge-
nic regulatory gene), un represor de la carotenogénesis cuyos mutantes sobreacumulan
carotenos en luz y en oscuridad, pero que son capaces de responder a la luz igualmen-
te [218,220]. La proteina CrgA se describe en el apartado 1.7, y sus relaciones con las
proteinas Wc-1 se analizan en este trabajo.

1.6. Fototropismo en hongos

Aunque la mayoria de estudios moleculares sobre el fototropismo se ha realizado en
plantas, los estudios en hongos también han contribuido al conocimiento de las bases
fisioldgicas y moleculares de esta respuesta a la luz. En este sentido, los esporangiéforos
del cigomiceto P. blakesleeanus, que consisten en una sola célula cilindrica que puede
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1.6. Fototropismo en hongos

llegar a alcanzar hasta 10 cm de longitud, se han utilizado como modelo de fototropismo
desde los afios 30 debido a su gran tamafio [23]. Ademds de responder a la luz, los
esporangioforos también reaccionan a otras sefiales, como la gravedad, el contacto y la
presencia de objetos cercanos [50].

En este hongo, la respuesta fototrépica se aprecia en tan solo 5 minutos, abarcando
intensidades de luz desde 10® a 10 W/m? [98]. La luz azul y el UV cercano producen
fototropismo positivo (curvatura hacia la luz), mientras que el UV lejano provoca foto-
tropismo negativo. Por otro lado, la luz roja por encima de 600 nm no genera ninguin
fototropismo, pero puede modular la respuesta a la luz azul [99].

Cuando los esporangi6foros crecen en la oscuridad se aprecian dos fases, una temprana
y otra tardia, con distintos periodos de latencia y cinéticas, que dependen de la intensi-
dad de luz utilizada (alta o baja) [100]. Ambas respuestas se diferencian también en las
longitudes de onda a las que son sensibles y en sus cinéticas de adaptaciéon. Debido a
estas y otras observaciones, se postuld la necesidad de, al menos, dos fotosistemas, uno
sensible a bajas intensidades (por debajo de 10® W/m?) y otro a altas (por encima de los
10° W/m?) [100].

En los afios sesenta se aislaron diez mutantes en P. blakesleeanus afectados en el fo-
totropismo (madA-madJ) [24]. En base a las respuestas que presentaban estos mutantes
se sugirié que los genes madA, madB y madC formaban parte de uno o varios comple-
jos fotorreceptores primarios [50]. Los productos de los genes madD-madJ se cree que
corresponden a proteinas implicadas en pasos aguas abajo de la cascada de transduccion
o a moduladores de los fotorreceptores [5S0]. Ninguno de los genes mad ha sido carac-
terizado molecularmente, a excepcién de los ya mencionados genes madA y madB, que
corresponden a un gen wc-1 y a un gen wc-2 respectivamente [138,279].

El fototropismo en plantas, estudiado principalmente en tallos de plantulas y en raices
primarias de Avena sativa y Arabidopsis thaliana, estd regulado por complejas interaccio-
nes entre varios fotosistemas distintos, con las fototropinas en los roles principales [241].
Sin embargo, a pesar de utilizar el mismo dominio sensor que Wc-1 (dominio LOV), las
fototropinas poseen un dominio efector de tipo Ser/Thr quinasa, mientras que las protei-
nas Wc-1 presentan dominios zinc-finger. Debido a ello, es probable que los pasos aguas
abajo en la cascada de transduccién sean diferentes. Mds atin, el tallo de las plantas es
una estructura multicelular, mientras que el esporangiéforo en Phycomyces esta formado
por una sola célula multinucleada [136]. Sin embargo, la complejidad de las respuestas
observadas en el esporangioforo de P. blakesleeanus apoya la existencia de una regula-
cion basada en interacciones entre varios fotorreceptores distintos, de manera similar a
lo que se observa en plantas [50, 100].
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1.7. El gen crgA

Ademas de en P. blakesleeanus, también se ha estudiado el fototropismo en otro ci-
gomiceto, Pilobolus crystallinus, en el que los esporangiéforos presentan fototropismo
positivo bajo luz azul [238] y negativo bajo luz UVB [166], modificindose el compor-
tamiento tras la irradiacion con luz azul [165]. En este caso la respuesta también es
compleja y apoya la presencia de varios fotosistemas interrelacionados [165, 166].

1.7. El gen crgA

1.7.1. Caracteristicas generales

El gen crgA actia como regulador negativo de la fotocarotenogénesis en M. circinelloi-
des. Es una proteina soluble con dos dominos RING-finger en el extremo N-terminal, el
segundo de los cuales es de tipo canénico, con un perfil (CX,CX;;CXHX,CX,CXyCX,C)
[220]. El primer RING-finger no se ajusta a este motivo pero se identifica igualmente me-
diante HMMs (Hiden Markov Models, por ejemplo en SMART [178]). Aguas abajo de
estos dominios se detectan dos regiones acidicas y un dominio LON interrumpido por tres
regiones ricas en prolinas y glutaminas, tipicas en reguladores transcripcionales [220]. A

y en el extremo C-terminal contiene una secuencia CCIS, involucrada en la isoprenila-
cién de proteinas en eucariotas [220] (véase mds adelante para una explicacion de los
dominios).

CrgA se identificd en nuestro laboratorio en un rastreo de genes implicados en la ruta
fotocarotenogénica. La transformacion de la estirpe silvestre con versiones truncadas de
CrgA por sus extremos N- o C-terminal, o con ciertas mutaciones en los dominios RING-
finger o LON, provocaba la acumulacién de carotenos en la oscuridad, generando un
fenotipo constitutivo, con micelios superamarillos tanto en la oscuridad como en la luz,
sugiriéndo asi una dominancia de las versiones mutantes sobre la silvestre [193,213,220].
Soprendentemente, los mutantes nulos para crgA presentaban el mismo fenotipo super-
amarillo en la oscuridad y en la luz, apuntando asi a un posible papel represor de CrgA.
La paradoja se resolvié cuando se comprobd, posteriormente, que el fenotipo constitutivo
observado en los transformantes con transgenes mutados se debia a la existencia de un
mecanismo de silenciamiento génico mediado por RNA, que actuaba en respuesta a la
introduccion de los transgenes, provocando la falta de expresion tanto del transgén como
del correspondiente gen endégeno [227].

La expresion del gen crgA estd controlada por la luz, con un patrén de acumulacién de
mRNA similar al de otros genes regulados por la luz en M. circinelloides, como carB,
carRP o carG, presentando una induccion rapida tras la iluminacién pero que se mantiene
durante poco tiempo (pico en 20-30 minutos) [218,220, 323, 324].
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1.7.2 Funciones de CrgA

Los niveles de la proteina CrgA son muy bajos, por lo que se cree que es extremada-
mente inestable [193]. No obstante, los niveles de CrgA han podido estudiarse en cultivos
liquidos, donde bajo iluminacién se detectan cantidades constantes y cuatro veces supe-
riores a las detectadas en la oscuridad [193,218]. El gen crgA tiene un codén de inicio de
la traduccioén no convencional (GUG). En eucariotas superiores, el inicio de la traduccién
en codones no-AUG estd asociado con la regulacion de la expresion de protooncogenes
y de factores transcripcionales [91,216]. La traducciéon de genes con codones no-AUG
normalmente es menos eficiente, ocasionando niveles muy bajos de estas proteinas [161],
probablemente como parte de su regulacién. Sin embargo la sustitucion del triplete GUG
por AUG no se traduce en un aumento en los niveles de la proteina CrgA en M. circine-
lloides [213], sugiriendo la existencia de otros mecanismos que mantienen la proteina a
niveles bajos.

1.7.2. Funciones de CrgA

El fenotipo de los mutantes crgAA se denomind ‘constitutivo’, ya que los micelios pa-
recen estar respondiendo a la luz de forma continua, debido a la falta de represion de los
genes carotenogénicos en estos mutantes. En P. blakesleeanus se han aislado mutantes
con un fenotipo similar de sobreacumulacién de carotenos en la oscuridad. Sin embar-
go, los genes responsables, carD y carS, estdn implicados en el control por producto fi-
nal [19,272], mientras que en M. circinelloides no parece que exista esa regulacion [325],
por lo que crgA tendria que actuar en una ruta distinta a la de los genes carD y carS de
Phycomyces.

Por su expresion tras la iluminacién y su papel como represor en la carotenogénesis,
se propuso que crgA actuase de forma similar a lo que ocurre en Myxococcus Xanthus,
donde en la oscuridad la proteina CarR reprime al activador de la carotenogénesis CarQ
(secuestrandolo en la membrana en este caso). En la luz, la proteina CarR es degra-
dada, permitiendo a CarQ ejercer su funcién. Al igual que crgA, la expresion de carR
también se induce por luz, a pesar de ejercer su funcién en la oscuridad (secuestrar a
carQ) [109, 130]. De forma similar, CrgA podria estar secuestrando o inactivando en la
oscuridad a un activador de la carotenogénesis y perder su efectividad o ser degradado
tras la iluminacidn, lo que permitiria la transcripcion de los genes carotenogénicos [212].

Los mutantes crgA™ son, ademds, deficientes en la formacion de hifas aéreas y en la
esporulacion. Este fenotipo no es consecuencia de la sobreacumulacion de carotenos,
ya que mutantes crgAA albinos, por silenciamiento del gen carB, muestran el mismo
fenotipo [227].

Ademads de los genes carotenogénicos, crgA también reprime la expresion de cigA,
un gen que se encuentra aguas abajo de crgA y que estd implicado en el crecimiento
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1.7.3 Dominio RING-finger

vegetativo [251]. El gen cigA se induce tras la iluminacion, como los genes crgA, carB
y carRP, aunque su pico de expresion se produce antes que en estos genes, a unos 5-15
minutos, dindose un segundo pico a los 40 minutos [251]. Los dos picos en la induccién
de cigA apuntan la existencia de dos respuestas, una rdpida y otra posterior mds lenta (en
los genes carB y carRP también se han observado dos picos de expresion bajo ciertas
condiciones [323,324]).

CigA es similar a proteinas de membrana tipo II. Contiene una secuencia de anclaje
a membrana y su extremo C-terminal parece una secuencia extracelular. Presenta homo-
logia con las GDP-fucosa O-fucosiltransferasas de ratén y humanos (33 % y 31,7 % de
similaridad respectivamente) [251]. Estas proteinas afiaden O-fucosa en las ‘repeticiones
similares al factor de crecimiento epitelial (EGF)’, que son tipicas de factores de cre-
cimiento y receptores. Por ejemplo, la O-fucosilacién del receptor Notch, central en la
sefalizacion intracelular en metazoos, es esencial para su correcta activacion [251]. De
acuerdo con las caracteristicas estructurales de CigA, los mutantes en este gen presentan
un retraso en el crecimiento que es independiente de la luz, sugiriendo que crgA con-
trola procesos que no estin regulados por la luz, ya que la luz tampoco influye ni en la
velocidad de crecimiento ni en el grado de ramificacion en M. circinelloides [251].

El débil efecto de la mutacion sobre el crecimiento y la posibilidad de conseguir mu-
tantes nulos para este gen podria deberse a la existencia de redundancia con los otros
genes cig, ya que se han identificado 6 genes similares en el genoma de Mucor circine-
lloides [251]. El gen cigC, por ejemplo, se induce por luz con una dindmica parecida a la
de crgA [249].

CrgA también regula genes de funcién desconocida y no regulados por la luz [249],
lo que junto a los resultados anteriores apunta hacia un papel como represor en varias
funciones celulares. Actualmente se estd analizando el transcriptoma y el proteoma de
los mutantes crgAA, con lo que pronto se dispondra de nuevos datos sobre las rutas
controladas por CrgA.

El efecto de crgA sobre la expresion de cigA y sobre la esporulacion sugiere que regula
otros procesos celulares ademads de la carotenogénesis [251].

1.7.3. Dominio RING-finger

Los dominios RING-finger (RF) combinan cisteinas e histidinas en una conforma-
cién capaz de unir dos dtomos de zinc. Aunque el motivo canénico se definié como
Cys-X1-Cys-X(9-39)-Cys-X(1-3)-His-X(2.3)-Cys-X1-Cys-X4.48)-Cys-X,-Cys [30], los mo-
delos actuales también tienen en cuenta aminodcidos en posiciones menos conservadas.
Son tipicos de eucariotas y estdn implicados en interacciones proteina-proteina y en la
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1.7.4 Otros dominios presentes en CrgA

formacion de complejos multiprotéicos, estando asociados a la regulacidén de multiples
procesos y enfermedades [188,248].

Los dominios RF son capaces de unir proteinas E2 (conjugadora de ubiquitina) y ca-
talizar la transferencia de la ubiquitina a los sustratos especificos, por lo que se sospecha
que muchas de las proteinas que los contienen son ligasas de ubiquitina [81]. De hecho,
estos dominios definen una familia de ligasas E3, una de las mds amplias en humanos,
formada por mas de 600 miembros. Las ligasas E3 son las responsables de la especifi-
cidad en la ubiquitilacion, mediando la transferencia de ubiquitina desde la enzima E2
al sustrato. En las proteinas estudiadas no todos los dominios RF poseen actividad E3,
pero en esos casos el dominio RING suele interaccionar con otra proteina RF que si tiene
actividad E3 [81]. Las ligasas E3 normalmente actiian marcando proteinas para su degra-
dacion por el proteosoma, por lo que aunque no se conoce el modo de accién de CrgA, la
presencia de dominios RF ha llevado a proponer que podria ejercer su papel como repre-
sor marcando activadores transcripcionales para su degradacién por el proteosoma [213].

Los dominios RF de CrgA son necesarios para su funcién [193,213], ya que muta-
ciones puntuales en residuos esenciales para la unién a zinc, en cualquiera de los dos
dominios RF, provocan la pérdida de su funcién en la carotenogénesis.

1.7.4. Otros dominios presentes en CrgA

Como se ha indicado anteriormente, ademds de los dominios RF, la proteina CrgA po-
see regiones ricas en glutamina, una sefial de localizacién nuclear, un dominio LON y un
dominio terminal de isoprenilacion. Las regiones ricas en glutamina, o ‘poliQs’, se en-
cuentran en muchos factores transcripcionales, donde participan en las interacciones con
la maquinaria de transcipcion [316]. En CrgA, la delecién de la region de poliglutaminas
maés alejada del extremo C-terminal provoca la pérdida de su funcién en la carotenogéne-
sis, mientras que la delecién de las otras dos regiones también afecta su funcién, aunque
el efecto es menor [193].

Algunas proteinas, como los factores de apareamiento de hongos o las proteinas Ras,
requieren estar preniladas para activarse. La prenilacion es una modificacion lipidica
que consiste en la unién covalente de farnesil (15C) o geranilgeranil (20C) a residuos
de cistenia C-terminales. Se cree que esta modificacion aumenta o posibilita la union de
la proteina a membrana, quizds mediando en las interacciones lipido-proteina. El motivo
mas habitual suele ser CAAC (A, cualquier aminodcido aliftico), pero en algunas protei-
nas similares a las Ras se han descrito secuencias CC, CCXX o CXC (con X normalmente
metionina o serina) [220]. Mutaciones en el hipotético motivo de isoprenilaciéon de CrgA
afectaron solo ligeramente a su funcién [193].
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1.7.5 Homodlogos del gen crgA

No se sabe si CrgA es una proteina nuclear ya que, aunque se ha identificado una posi-
ble sefial de localizacion nuclear en su secuencia, su mutacién no afectd a la capacidad
de CrgA para reprimir la carotenogénesis [193]. El dominio LON se encuentra en el
extremo N-terminal de las proteasas dependientes de ATP de la familia LON [254]. En
estas proteinas es esencial para la actividad proteolitica, pero no es el dominio catalitico.
Se cree que es importante en la interaccion con las proteinas diana, aunque su funcién no
esta clara [265]. Se ha visto que es capaz de interaccionar con DNA de doble cadena en
bacterias y con DNA de una cadena y RNA en eucariotas [189, 197]. En estos organis-
mos las proteasas LON participan en respuestas al estrés y de defensa frente a dafo en el
DNA. En eucariotas las proteinas LON se encuentran en la mitocondria y se ha propuesto
que se unan a las zonas de control de la transcripcién y la replicacion del DNA mitocon-
drial, acercandose de este modo la proteasa a las proteinas a degradar, que estarian unidas
en las proximidades, como factores transcripcionales y sus complejos [189, 197].

En CrgA el dominio LON es esencial para su funcién [193,213] y contiene las regiones
ricas en glutaminas. Aunque CrgA no es una proteasa LON, al carecer de los dominios
ATPasa y proteolitico de estas proteasas, el dominio LON podria actuar de forma similar,
permitiendo la unién a RNA o DNA y acercando CrgA a los promotores, donde se encon-
trarian las proteinas a marcar con ubiquitina, pudiendo actuar ademds como superficie de
interaccion con estas proteinas.

1.7.5. Homélogos del gen crgA

En M. circinelloides existen otros tres genes pardlogos a crgA, denominados crgB,
crgC y crgD. El gen crgB se induce fuertemente por luz y probablemente es esencial
para la supervivencia, ya que no se ha conseguido generar mutantes nulos [116].

P. blakesleeanus también posee cuatro genes crg, todos ellos fotoinducibles de forma
dependiente del complejo Mad. Los genes crgA, crgC'y crgD son de induccidn temprana,
con un pico a los 15 minutos tras la iluminacidn, mientras que crgB tarda unos 30 minutos
en alcanzar su expresion maxima [104].

En el ascomiceto Fusarium oxysporum se ha clonado un gen similar a crgA, identi-
ficado como el responsable del fenotipo de los mutantes sobreproductores de carotenos
en oscuridad. Este gen, denominado carsS, posee un dominio RING-Finger en el extremo
N-terminal y un dominio LON no interrumpido. Los mutantes carS sobreexpresan los
genes carB y carRA en la oscuridad y son capaces de responder a la luz incrementan-
do su transcripcidn, pero al contrario que los mutantes crgA de M.circinelloides no se
produce el correspondiente incremento en carotenos tras la iluminacién [260,261].
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1.8. Ubiquitilacion no degradativa

Fuera del reino de los hongos, aparecen genes de tipo crgA en practicamente todos los
eucariotas. En humanos existen 3 genes con arquitectura similar, dos RFs en el extremo
N-terminal y un dominio LON en el extremo C-terminal, denominados lonrfI-3. Aunque
su funcion se desconoce, uno de estos genes estd sobreexpresado en neuroblastoma [59].
Otro eucariota en el que se ha observado sobreexpresion de genes tipo crgA es el pez
cebra (Danio rerio). Recientemente se ha estudiado el transcriptoma dependiente de la
luz en este organismo, identificindose dos genes lonrfl que se sobreexpresan tras la
iluminacién. De hecho, uno de los genes lonrfl es el gen que mds se induce tras la
iluminacion en algunos de los tejidos. El pez cebra se estd utilizando como modelo de
estudio de los ritmos circadianos y la regulacién por luz debido a que muchos de sus
organos y lineas celulares son capaces de responder directamente a la iluminacién [332].
Sorprendentemente, parece que las rutas de regulacion por luz de peces estdn conservadas
en mamiferos, a pesar de que en estos ultimos no se reciba luz en los tejidos y los relojes
periféricos ya no respondan a ella directamente. Por ejemplo, se ha conseguido recuperar
esta capacidad en fibroblastos transfectando con melanopsina [245], y los promotores
de per2 de mamiferos son regulados por la luz cuando se introducen en células de pez
cebra [322].

1.8. Ubiquitilacién no degradativa

La ubiquitina es una proteina de 76 aminodcidos, muy conservada desde levaduras a
humanos, que se afiade al grupo e-amino de una lisina (K) o al extremo aminoterminal
de un polipéptido como una forma de modificacion post-traduccional. En el proceso de
unién de moléculas de ubiquitina a proteinas, denominado ubiquitilacién, participan tres
tipos de proteinas: las Els, encargadas de la activacion de la ubiquitina, las E2, que ayu-
dan en la transferencia de la ubiquitina desde la E1, y las E3 (o ligasas de ubiquitina), que
son las responsables de la especificidad del sistema al mediar el reconocimiento de los
sustratos. Aunque la ubiquitilacion se suele relacionar con el marcaje para degradacion
por el proteosoma, esta modificacion puede tener diferentes efectos. Ademads, al igual que
la fosforilacidn, la ubiquitilacion es un proceso reversible, lo que aumenta la versatilidad
de este mecanismo de regulacion.

Mediante ubiquitilacion no solo se regula la estabilidad de una proteina (o su vida
media), sino también su localizacién celular, la posibilidad de interaccién con otras pro-
teinas, etc [66]. El efecto de la ubiquitilacién depende tanto de la longitud de las cadenas
como del tipo de enlaces que las forman. Normalmente para marcaje degradativo se re-
quiere una cadena de, al menos, cuatro ubiquitinas unidas por la lisina 48. Sin embargo,
cadenas unidas mediante otros enlaces, o la adicién de mono-, bi- o tri-ubiquitinas, estan
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1.8. Ubiquitilacion no degradativa

implicadas en mecanismos de regulacion independientes de protedlisis, en procesos co-
mo la defensa al dafo del DNA, la transduccién de sefiales, la regulacion de la transcrip-
cion, la activacion de quinasas, la endocitosis y la compartimentalizacion [66, 117,333].

Por ejemplo, la adicién de ubiquitinas puede modular la actividad de un factor trans-
cripcional, como ocurre con Smad3, cuya mono-ubiquitinacién en multiples residuos
afecta a su capacidad de unién al DNA [142]. La adicién de ubiquitinas también puede ac-
tuar impidiendo la formacién de multimeros en proteinas que forman parte de complejos.
A veces esta ubiquitilacion estd inhibida por otras modificaciones post-traduccionales, o
a la inversa, solo producirse tras la modificacion en ciertos residuos [313].

Recientemente se ha observado la ubiquitilacién de la fototropina 1 (Photl) en Arabi-
dopsis. Esta proteina, que se encuentra en la membrana plasmadtica y es un fotorreceptor
de luz azul implicado en el fototropismo en plantas, sufre mono-, oligo- y poliubiquiti-
lacién. Aunque la poliubiquitilacién lleva a la degradacion de la fototropina, la mono-
y oligo-ubiquitilacién son importantes en la regulacion de su funcién, probablemente
siendo necesarias para su internalizacion desde la membrana [258]. Ademas, el estado
de ubiquitilacién de Photl varia segtn la intensidad de la luz, tanto en tipo como en las
proteinas de las que depende [258].

En otros casos la ubiquitilacién es importante para los dominios de activacion de los
factores transcripcionales. Normalmente el grado de actividad de un factor transcripcio-
nal y su vida media estdn inversamente correlacionados [206]. De hecho, la forma maés
estable del complejo WC (fosforilada) es su forma inactiva, mientras que una vez activa-
do (desfosforilado) es degradado rapidamente [282].
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1.9. Objetivos de la tesis

El objetivo principal de la tesis era investigar las vias de transduccion de la sefial lu-
minosa en hongos, concretamente en las respuestas fototropica y fotocarotenogénica,
utilizando M. circinelloides como modelo. Este objetivo general se estructurd en los si-
guientes objetivos especificos:

1. Identificacion y aislamiento de los genes we-1 de M. circinelloides.
2. Caracterizacion de las respuestas fototropica y fotocarotenogénica.

3. Generacion de mutantes nulos para cada gen wc-1 de M. circinelloides y andlisis
de sus fenotipos.

4. Generacion de mutantes dobles para el gen crgA y cada uno de los genes we-1'y
andlsis de sus fenotipos.
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2 Materiales y Métodos

2.1. Estirpes y plasmidos

2.1.1. Estirpes de Mucor circinelloides

Las estirpes de M. circinelloides utilizadas en este trabajo se muestran en la Tabla 2.2.
Aquellas con el prefijo MU fueron generadas por nuestro grupo de investigacion, di-
recta o indirectamente, a partir de la estirpe R7B [263], silvestre para la carotenogéne-
sis, auxotrofa para la leucina y obtenida por mutagénesis quimica de la estirpe silves-
tre CBS.277.49 (Mucor racemosus ATCC 1216b) [283]. Las estirpes MU402 [225] y
MU223 [193] se generaron por mutagénesis quimica a partir de R7B y MU221 [218],
respectivamente. La estirpe MU241 deriva de R7B, por reemplazamiento del alelo mu-
tante del gen leuA por una copia silvestre (Dra. Quiles-Rosillo, Univ. Murcia). Los mu-
tantes simples MU242 a MU248 se obtuvieron en este trabajo por sustitucion del gen
mcwc-1 correspondiente por el gen pyrG, utilizando como recipiente la estirpe MU402.
Los mutantes dobles MU251 a MU255 se generaron, también durante el desarrollo de
este trabajo, a partir de MU223, sustituyendo el gen mcwc-1 indicado por una copia de
pyrG (Tabla 2.2). Por otro lado, la estirpe MU256 es un mutante espontaneo derivado de
MU223.

2.1.2. Estirpes de Escherichia coli

En la Tabla 2.1 se muestran las estirpes de Escherichia coli utilizadas, su genotipo y
su origen.

Tabla 2.1. Resumen de estirpes de E. coli utilizadas

Estirpe Genotipo Origen/Referencia
BL21 . . ) Studier y Moffatt,
(DE3) HsdS, gal (Aclts857, ind1, Sam7, nin5, LacUV5-T7 gene1) 1986
DH5a F- recA1, endA1, gyrA96, hsdR17(rk- mk-), supE44, thi-1, Hanaham, 1983

relA1, lacz, A-
LE392 F-, hsdR514(rk- mk-), supE44, supF58, lacY1, galk2, galT22, Promega

metB1, trpR55, A-
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2.1.3 Plasmidos

Las caracteristicas mas destacadas de las estirpes de E. coli utilizadas se describen a
continuacion:

DH5a Empleada en la clonacion de plasmidos bacterianos, posee las siguientes carac-
teristicas:

- Debido a la mutacién recA™ no permite la recombinacién, lo que favorece la esta-
bilidad de los plasmidos.

- Porta una mutacion lacZ que puede ser complementada por la mayoria de vectores
utilizados habitualmente.

- Puede mantenerse congelada en estado competente durante largos periodos de tiem-
po.

LE392 Se utiliz6 para la propagacién de la genoteca gendémica de M. circinelloides
en el fago A. Esta estirpe es rec™ y permisiva a la infeccion, careciendo del sistema
K de restriccion de E. coli, 1o que posibilita el crecimiento de los fagos parentales y
recombinantes.

BL21 (DE3) Se utiliz6 para la expresion de la proteina Mcwc-1b. Esta estirpe porta
el gen de la polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV35, lo que permite controlar
la sintesis de la polimerasa mediante la adicion de IPTG.

2.1.3. Plasmidos

En la Tabla 2.3 se presentan los pldsmidos empleados en este trabajo, indicando su
procedencia y sus caracteristicas mds sobresalientes. Todos los pldsmidos construidos en
el desarrollo de esta tesis (plamidos pMAT) resultan de la clonacion de fragmentos de los
genes mcwc-1 en el vector pUC18, excepto pMAT1154 que deriva del vector pET15b.

2.2. Medios y condiciones de crecimiento

2.2.1. Medios de crecimiento

Escherichia coli

E. coli se cultivd con agitacion a 37°C, en medio nutritivo Luria (LB) [205]. Antes
de esterilizar el medio en el autoclave, el pH se ajust6 a 7,2-7,4. Para medios s6lidos se
afiadi6 15 g/l de agar. Cuando fue necesario, y tras autoclavar, se afiadi6 el antibiético
ampicilina a una concentracién de 100 pg/ml.
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Tabla 2.2. Resumen de estirpes de M. circinelloides utilizadas
Estirpe Genotipo Fenotipo Parental Origen/Referencia
R7B leuA- Leu- CBS.277.49 Roncero, 1984
MU221 crgA::leuA CrgA- R7B Navarro et al,, 2001
MU223 crgh:leus, pyrG- CrgA-Ura- MU221 Lorca-Pascual et al,, 2004
. Dra. Quiles-Rosillo
MU241 leuA::leuA Silvestre R7B Univ. de Murcia
MU242 | mcwe-Ta::pyrG, leuA- Mcwe-1a7, Leu- MU402 Este trabajo
MU243 | mcwce-1a:pyrG, leuA- Mcwc-1a, Leu” MU402 Este trabajo
MU244 | mcwc-1b::pyrG, leuA- Mcwc-1b-, Leu- MU402 Este trabajo
MU245 | mcwe-1b::pyrG, leuA- Mcwc-1b, Leu- MU402 Este trabajo
MU246 | mcwc-1b::pyrG, leuA- Mcwc-1b-, Leu” MuU402 Este trabajo
MU247 | mecwc-1c:pyrG, leuA- Mcwc-1c, Leu- MU402 Este trabajo
MU248 | mcwe-Tc::pyrG, leuA- Mcwe-1c, Leu- MU402 Este trabajo
MU251 CrgA::leuA CrgA-, Mcwc-1a- MU223 Este trabajo
mecwc-T1a::pyrG
crgA::leuA ) A ;
MU252 mewe-1b:pyrG CrgA-, Mcwc-1b MU223 Este trabajo
crgA::leuA : - i
MU253 mewc-1bz:pyrG CrgA, Mcwc-1b MU223 Este trabajo
crgA::leuA ) . .
MU254 MCWC-1G:pyrG CrgA’, Mcwce-1c MU223 Este trabajo
crgA::leuA : 4~ ;
MU255 mewe-1¢:pyrG CrgA-, Mcwc-1c MU223 Este trabajo
crgA::leuA . k- . i
MU256 mewe-1b- pyrG- CrgA’, Mcwe-1b7, Ura-|  MU223 Este trabajo
MU402 leuA- pyrG- Leu, Ura- R7B Nicolas et al, 2007
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Tabla 2.3. Resumen de los pldsmidos utilizados

Plasmido Caracteristicas Origen/Referencia
pLEU4 AmpR, leuA Roncero et al., 1989
pEPM1 AmpR, pyrG Benito et al.,, 1992
puUC18 AmpR Yanisch-Perron et al, 1985

pET15-b AmpR (Vector expresién en E.coli) Novagen
AmpR, mcwe-T1a .

pRATLIRN (Fragmento EcoRl de 4,5 kb) Este trabajo
AmpR, mcwe-T1a .

PMAT1102 (Fragmento Sad de 5,5 kb) Este trabajo
AmpR, mcwe-T1a .

pMAT1108 (Gen mcwe-1a completo) Este trabajo
AmpR, mcwe-1a .

pMAT1110 (Gen mewe-1acompleto) Este trabajo
AmpR, mcwe-TazpwrG .

PRMATLLES (Disrupcién gen mcwc-1a) Este trabajo
AmpR, mcwe-1b .

pPMAT1116 (Gen mcwe-1b completo) Este trabajo
AmpR, mcwe-1b .

pMAT1117 (Fragmento Sacl de ~9 kb) Este trabajo
AmpR, mcwe-1b ,

pMAT1118 (Gen mewe-1bcompleto} Este trabajo
AmpR, mcwc-1b::pyrG .

PMAT1120 (Disrupcién gen mcwc-1b) Este trabajo
AmpR, mcwc-Tc .

pMAT1127 (Fragmento Sacl de ~9 kb) Este trabajo
AmMpR, mcwc-1c:pyrG .

pMAT1128 (Disrupcién gen mewe-1¢) Este trabajo
AmpR, mcwc-Tc .

pMAT1130 (Gen mewe-1c completo) Este trabajo
AmpR, leuA, mcwce-1c .

PMAT1131 (complementaciéon mcwc-1¢) Este trabajo
AmpR, leuA, mcwe-1a .

PMAT1133 (Complementacién mcwc-1a) Este trabajo

AmpR, mcwe-1b
pMAT1145 (clonado en pET15b; produccién de proteina Este trabajo
Mcwc-1b)
R .
pMAT1148 AmpF, pyrG, mewc-1b Este trabajo

(complementaciéon mcwc-1b)
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2.2.2 Condiciones de crecimiento de M. circinelloides

Moucor circinelloides

M. circinelloides se cultivdo a 26°C en medio minimo YNB [176] o en los medios
complejos PDA (Difco), MMC [225] o YPG [17]. Cuando fue necesario el medio minimo
YNB se suplementd, después de autoclavar, con leucina (20 pg/ml), y los medios YNB,
MMC e YPG con uridina (200 pg/ml). En los experimentos de transformacion se afiadié
sorbitol (0,5 M) para evitar que la diferencia de presion osmotica provocase la lisis de los
protoplastos. Debido al pH &cido de los medios el agar se autoclavé por separado para
favorecer su posterior polimerizacion. El pH se ajusté con NaOH o HCI, siendo de 4,5 o
3,2 cuando se requeria un crecimiento micelial extendido o colonial, respectivamente.

En los experimentos de transformacion de la estirpe MU402 se utiliz6 el medio de
cultivo MMC, para la auxotrofia a uracilo, pero no para la auxotrofia a leucina [225].

2.2.2. Condiciones de crecimiento de M. circinelloides

Obtencion de esporas

Se crecieron micelios en cajas de Petri con el medio de cultivo adecuado, bien a partir
de suspensiones de esporas (3,4 x 10° esporas por caja), o bien a partir de fragmentos
de micelio trasplantados con pinzas estériles. Los micelios se incubaron durante un dia
en oscuridad y un minimo de dos dias en luz. Las esporas se recogieron en condicio-
nes de esterilidad, con un asa de siembra y extendiendo unos 5 ml de agua destilada,
conservandose a 4°C cuando su uso fue continuado o a -20°C de forma permanente.

Micelios utilizados en hibridaciones tipo northern

Los micelios para la extraccién de RNA se obtuvieron cultivando 2,5 x 10° esporas por
caja en el medio sélido adecuado (Tabla 2.4), en el que se habia colocado previamente
una hoja de celofén para evitar la introduccién del micelio en el agar. Tras crecer durante
48 horas en oscuridad a 26°C, los micelios se iluminaron con luz blanca (4,8 W/m?)
durante los tiempos indicados en las diversas figuras (3.16, 3.30 y 3.41), usando lamparas
fluorescentes como fuente de luz (Sylvania, estandar Figw/is4, Alemania). Los micelios
se congelaron en nitrégeno liquido y fueron utilizados inmediatamente o almacenados a
-70°C.

Micelios utilizados en los experimentos de western

Para la deteccién de la proteina Mcwc-1b se sembraron 2,5 x 10° esporas por caja de
la estirpe de interés en medio YNB (pH 4,5), en el que se habia colocado previamente
una hoja de celofdn. Los micelios se crecieron a 26°C durante 18 horas en oscuridad
(condiciones oscuridad) o 17 horas en oscuridad y 1h en luz (condiciones de luz; luz
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2.2.2 Condiciones de crecimiento de M. circinelloides

Tabla 2.4. Resumen de estirpes y medios utilizados en los andlisis de expresion génica

Northern Estirpes (::l : d4|(5))
r
Expresion silvestre R7B (Silvestre) MMC
R7B (Silvestre)
Mutantes simples MU242 (mcwc-1a4) YTB
mcwc-14 MU244 (mcwc-1b4) Isueing
MU247 (mcwc-1cA)
MU241 (Silvestre)
Mutantes dobles mewe-1aA YNB
DEWETA Crgad MU252 (mcwe-1bA )
MU255 (mcwe-1cA )
Expresion mcwe-1b MU241 (Silvestre) y YNB

blanca 4,8 W/m?2). Los micelios se congelaron en nitrégeno liquido y fueron utilizados
inmediatamente o almacenados a -70°C.

Analisis de carotenos

El micelio necesario para las medidas de carotenos se obtuvo colocando pequefios
trozos de micelio sobre papel de celofan depositado en el medio s6lido adecuado. Los
tiempos de incubacién dependieron de la velocidad de crecimiento de las distintas es-
tirpes sobre medio minimo (o medio minimo suplementado) y se indican en los pies de
las figuras junto al medio concreto utilizado (Figuras 3.1, 3.23, 3.26, 3.34 y 3.38). En
los andlisis de la carotenogénesis en la estirpe silvestre (Apartado 3.1.1) se emplearon
filtros para conseguir la iluminacion con las diferentes longitudes de onda. La luz azul
(1,44 W/m?) se obtuvo con el filtro Supergel #83 (Rosco, Stamford, CT), la luz roja
(1,26 W/m?) con los filtros Supergel #26 y UV (Rosco, Stamford, CT) y la luz verde
(1,28 W/m?) con los filtros Supergel #91 y de UV (Rosco, Stamford, CT). En el resto de
experimentos se utiliz6 luz blanca (4,8 W/m?, 1,4 W/m? de componente azul).

En todos los casos los micelios se congelaron en nitrégeno liquido y fueron utilizados
inmediatamente o almacenados a -70°C.

Analisis del fototropismo

Los micelios se crecieron sobre medio sélido PDA (Difco) durante 3 dias en oscu-
ridad (condiciones de oscuridad) o con iluminacién lateral (condiciones de luz). El pH
utilizado (3,2 o0 4,5) se indica en las figuras correspondientes (3.2 y 3.27). La luz blanca
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2.3. Tampones y reactivos

(20 mW/m?) se consigui6 con ldmparas fluorescentes (Sylvania, estandar Fgy;54, Ale-
mania), las luces de rangos concretos de espectro visible se lograron usando las mismas
ldmparas y filtros de interferencia. La luz azul (4,8 mW/m?) se obtuvo combinado los
filtros Supergel #83 y Supergel #370 (Rosco, Stamford, CT), la luz roja (3,2 mW/m?)
con dos filtros Supergel #26 y dos UV (Rosco, Stamford, CT). La luz verde de 500 a 600
nm (2,5 mW/m?) se consiguié con un filtro de banda ancha de 550 nm (Edmun Optics,
Barrington, NJ), la de 525 a 540 nm con un filtro de banda estrecha de 532 nm (Newport
Corporation, CA).

2.3. Tampones y reactivos

2.3.1. Manipulacion del DNA
TE

- Tris-HCI (pH 8,0): 10 mM

- EDTA (pH 8,0): | mM

Tampoén de ligacion 10x

Tris-HCI (pH 7,8): 300 mM

MgCl,: 100 mM

Ditiotreitol (DTT): 100 mM

ATP: 10 mM

TAE
- Tris-HCL: 40 mM
- Acido acético: 40 mM
- EDTA: 1 mM
Tampoén de carga 10x
- Azul de bromofenol: 0,25 %

- Sacarosa: 40 %
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2.3.2 Manipulacion del RNA

2.3.2. Manipulaciéon del RNA
Tampon MOPS 10x

- MOPS pH 7,0: 200 mM
- Acetato sodico: 50 mM

- EDTA: 10 mM

Tampon de carga de RNA

MOPS pH 7,0: 1x

Formamida: 50 %

Formaldehido: 18 %

Tampon de carga DNA: 1x

Los tampones utilizados en los experimentos con RNA se trataron con DEPC (dietil-
pirocarbonato) al 0,2 % durante 30 minutos a temperatura ambiente, para eliminar las
ribonucleasas. El DEPC se elimin6 posteriormente mediante autoclavado durante 20 mi-
nutos. Las soluciones de Tris se prepararon con agua previamente tratada con DEPC.

2.3.3. Manipulacion de proteinas

Tampon de extraccion de proteinas
- Tris-HCI (pH 8,0): 10 mM

NaCl: 0,15 M

Benzamidina: 0,001 M

Coctel de inhibidores de proteasas (Sigma P-8215): 1:50

Tampoén de extraccién de proteinas (Escherichia coli)
- Tris-HCI (pH 8,0): 50 mM

NaCl: 50 mM

Nonidet P-40: 0,1 %

Glicerol: 5 %

[B-mercaptoetanol: 5 mM

PMSF: 0,001 M

Apoproteina A: 0,01 mg/ml
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2.3.3 Manipulacion de proteinas

Tampoén de lisis para tratamiento con fosfatasa de \

Tris-HCI (pH 8,0): 50 mM

NaCl: 100 mM

EGTA: 0,1 mM

- DTT: 2 mM

Brij35: 0,01 %

Céctel de inhibidores de proteasas (Sigma P-8215): 2 %
- pH75
Tampon de lisis de inmunoprecipitacion

Tris-HCI: 50 mM

NaCl: 150 mM

Nonidet P40: 1 %

Sodium deoxycholate: 0,5 %

Coctel de inhibidores de proteasas (Sigma P-8215): 2 %
- pH7)5

Geles de poliacrilamina
1. Gel separador (7 %, 10 % o 12 %)

- Tris-HCI (pH 8,85): 0,75 M

SDS: 0,1 %
Acrilamida/bisacrilamida(37,5:1): 7%, 10 % o 12 %

APS: 0,15 %

- TEMED: 0,001 %

2. Gel concentrador (4 %)

Tris-HCI (pH 6,8): 0,125 M

SDS: 0,1 %

Acrilamida/bisacrilamida(37,5:1): 4 %

APS: 0,15 %
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2.3.3 Manipulacion de proteinas

- TEMED: 0,002 %

Tampon de carga 5x

Tris-HCI (pH 6,8): 0,225 M
Glicerol: 50 %

SDS: 5%

Azul de bromofenol 0,05 %

DTT: 0,25 M
Solucién de Ponceau S

- Ponceau: 0,2 %

- Acido tricloro acético: 0,18 M
Tampon de electroforesis

Tris: 50 mM

Glicina: 0,192 M

SDS: 0,1 %

Ajustar a pH 8,3
Tampon de transferencia

Tris: 48 mM

Glicina: 39 mM

Metanol: 20 %

SDS: 0,037 %

- pH 8,8
Tampén PBS

NaCl: 140 mM

KCI: 3,3 mM

Na,HPOy4: 10 mM

KH,POy4: 1,8 mM

Tampén PBST Se obtiene afiadiendo 0,05 % de Tween-20 al tamp6n PBS
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2.3.4 Transformacion de Mucor circinelloides

2.3.4. Transformacién de Mucor circinelloides
Tampon fosfato-sorbitol
- Sorbitol: 0,5 M
- Fosfato sédico (pH 6,5): 10 mM
Tampén MOPS-sorbitol
- Sorbitol: 0,5 M
- MOPS (pH 6,3): 10 mM
- CaCl,: 50 mM
Solucién de PEG 4000
- PEG 4000: 40 %

- Disuelto en tampén MOPS-sorbitol

2.3.5. Hibridaciones
Soluciéon de prehibridacion NaCl

- NaCl: 09 M

- SDS: 1%

- DNA de esperma de salmén sonicado y desnaturalizado: 50 pg/ml
Solucién de hibridacion NaCl

NaCl: 0,9 M

SDS: 1%

DNA de esperma de salmén sonicado y desnaturalizado: 50 pg/ml

Sulfato de dextrano: 0,1 g/ml
Solucién de prehibridacién/hibridacion Denhardt’s
- SSC: 6x

Denhardt’s; 5x

SDS: 0,5 %

Sulfato de dextrano: 5 %

DNA de esperma de salmén sonicado y desnaturalizado: 100 pg/ml
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2.3.6 Extraccion del DNA de M. circinelloides

Denhardt’s 50x

- BSA: 1% (P/V)

- Ficoll 400: 1 % (P/V)

- Polivinilpirrolidona (PVP): 1 % (P/V)
20xSSC

- NaCl: 3 M

- Citrato sodico: 300 mM

- pH 7,0

2.3.6. Extracciéon del DNA de M. circinelloides
Solucién de extraccién de DNA de M. circinelloides
- Tris-HCI (pH 8): 200 mM
- EDTA (pH 8): 100 mM

- SDS: 1%

2.3.7. Extracciéon del RNA de M. circinelloides

Soluciéon de extraccion de RNA

Isocianato de guanidina: 4 M

Tris-HCI (pH 7,5): 50 mM

EDTA (pH 8): 10 mM

Sarcosil: 2 %

Solucion de CsCl
- Cloruro de Cesio: 5,7 M

- EDTA (pH 8): 10 mM
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2.3.8 Genoteca en el fago A

2.3.8. Genoteca en el fago A
Tampon de fagos

- Tris-HCI (pH 7,4): 20 mM

- NaCl: 100 mM

- MgSO4: 10 mM

Tampén SM

Tris-HCI (pH 7,5): 50 mM

NaCl: 100 mM

MgSO,4: 8 mM

Gelatina: 0,01 %

Tampoén de resuspension
- Tris-HCI (pH 7,4): 10 mM
- MgS0O4: 10 mM
Tampon TM
- Tris-HCI (pH 7.5): 50 mM

- MgSO4: 10 mM

2.4. Transformaciones

2.4.1. Transformacion de Escherichia coli con plasmidos bacterianos

La obtencion de células en estado competente, necesario para introducir DNA desnudo

en E. coli, se realizé por el procedimiento del cloruro célcico [275], siendo el protocolo

de transformacion el mismo para DH5« y BL21 [275].
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2.4.2 Transformacion de M. circinelloides

2.4.2. Transformacion de M. circinelloides

Se realiz6 siguiendo basicamente el protocolo descrito por van Heeswijck y Roncero
(1984) [321] con ligeras modificaciones [314] y que requiere la eliminacién de la pared
celular para generar protoplastos, en los que se puede introducir DNA exdgeno.

En las interrupciones de los genes, los protoplastos se transformaron con DNA lineal
(Tabla 2.5). En todos los casos se sustituy6 la secuencia delecionada por el marcador
pyrG, procedente del plasmido pEPM1 [22] (fragmento BamHI 3,2 Kb). Para mas deta-
lles ver los esquemas de las interrupciones (Figuras 3.17,3.19 y 3.21). Para la generacién
de los mutantes simples mcwc-1aA, mewe-1bA'y mewce-1cA los protoplastos se sembra-
ron en cajas de medio MMC pH 3,2 con 0,5 M de sorbitol. Los transformantes que
integraron el DNA exdgeno se identificaron por su capacidad de crecimiento en el medio
selectivo (MMC), gracias a la presencia del gen marcador pyrG. La seleccion de indivi-
duos homocariontes se realizé mediante pases en medio selectivo, al menos cuatro, hasta
alcanzar un 100 % de colonias con el marcador, indicando que el 100 % de nucleos lle-
vaban el DNA integrado. Los mutantes dobles mcwc-1A crgAA se obtuvieron de forma
similar, pero utilizando medio minimo (YNB pH 3,2) como medio selectivo.

Tabla 2.5. Vectores y fragmentos usados en la generacién de los mutantes mcwe-1A

Fragmento utilizado en la

Gen Plasmido Tamaio delecion Eranslormacion
1,8 kb [Sphl-Pvull] 7,5 kb

mcwe-1b pMAT1120 1,3kb [Pvul-Sacl] 5,6 kb
mcwc-1c pMAT1132 720 pb [Sphl-Sacl] 5,7 kb

En las complementaciones de los mutantes mcwc-1A se utilizaron plasmidos con co-
pias silvestres de los genes mcwc-1a, mcwce-1b o mewc-1c bajo sus propios promotores,
acompafiados de los genes marcadores leuA o pyrG, necesarios para la seleccion de los
transformantes. Los protoplastos se sembraron en medio minimo (YNB pH 3,2), reco-
giéndose las esporas de los distintos transformantes tras un sélo pase, lo que reduce la
probabilidad de pérdida del plasmido.

2.5. Analisis de carotenos

Los micelios, crecidos como se describe en el Apartado 2.2.2 se trituraron con nitré-
geno liquido hasta conseguir un polvo fino, que se liofilizé durante 24 horas para estable-

54



2.6. Manipulacion de DNA

cer el peso seco. Los carotenos se extrajeron resuspendiendo 20 mg de micelio liofilizado
en 2 ml de metanol, afladiendo 1 volumen de éter de petréleo y mezclando vigorosamente
ambas fases. Tras centrifugar durante 5 minutos a 440 xg, se recogi6 la fase de éter de
petréleo en la que son solubles los carotenos. Esta operacion, realizada en frio, se repitid
varias veces hasta que la fase de metanol perdi6 toda su coloracién [111].

El extracto crudo de carotenos obtenido se midi6 directamente en un espectrofotéme-
tro. El tipo de carotenos acumulados se determiné analizando el espectro de absorcidn.
Para cuantificar los carotenos se utilizaron los coeficientes de extincion descritos por
Davies, 1965 [75].

2.6. Manipulacion de DNA

2.6.1. Aislamiento de DNA de M. circinelloides

El DNA de M. circinelloides se aisl6 siguiendo el protocolo descrito por Ruiz-Pérez et
al, 1995 [268].

En el caso de las PCRs realizadas en la complementacién del mutante mcwce-1b" crgAA
(Apartado 3.9; Figura 3.39) se usaron micelios frescos directamente como fuente de DNA
molde. Los micelios se obtuvieron a partir de siembras de esporas, crecidas durante 2 dias
sobre medio minimo (pH 3,2). Fragmentos de 1 cm? se congelaron en nitrégeno liquido
y se trasladaron a tubos eppendorf, donde se trituraron en nitrégeno liquido, utilizando
a modo de mano de mortero una punta de micropipeta con el extremo fundido, hasta
conseguir un fino polvo que fue disuelto en 50 pl de DMSO. Alicuotas de esta prepara-
cién (1,25 pl, para un volumen final de 25 pul) fueron utilizadas directamente como DNA
molde en las PCRs [225].

2.6.2. Aislamiento de DNA plasmidico de Escherichia coli

El DNA plasmidico de E. coli se aisl6 mediante columnas comerciales de purificacion
de plasmido (High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche Applied Science), cuando se re-
queria gran pureza (secuenciaciéon o PCR), o por el procedimiento de hervido rdpido en
presencia de lisozima [132] en el resto de los casos (digestiones con enzimas de restric-
cién, transformacioén de M. circinelloides, etc.).

2.6.3. Tratamientos con enzimas
Los tratamientos mas usuales fueron:

- Digestion con enzimas de restriccion (Roche, Amersham Pharmacia Biotech o Fer-
mentas) que se realizé siguiendo las instrucciones del suministrador.
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2.6.4 Técnicas electroforéticas

- Desfosforilacion del extremo 5’ con la enzima fosfatasa alcalina S (SAP, Roche)
para evitar autoligacién de vectores. Todos los tratamientos se realizaron de acuer-
do con las especificaciones del suministrador.

- Reparacion de extremos 5° protuberantes para generar extremos romos. EIl DNA
(<1pg) se incubd durante 15 minutos a 37°C con 2 unidades del fragmento Klenow
de la polimerasa I de E. coli, empleando tampon de ligacion (Roche) y 25 uM de
dNTPs [11].

- Reparacion de extremos 3’ protuberantes para generar extremos romos. El DNA
(<1ug) se incubd durante S minutos a 37°C con 0,5 unidades de la polimerasa de
DNA del bacteriofago T4 (Boehringer Mannheim) en presencia de tampo6n de la
polimerasa (Boehringer Mannheim), BSA (100 pg/ml) y dNTPs (0,2 mM).

- Ligacion de fragmentos de DNA. Se realizé en volimenes pequefios (20-30 pul)
en tampon de ligacion con BSA (100 pg/ml) y una unidad de la enzima ligasa
de T4 (Roche). La ligacién intramolecular se favoreci6 utilizando concentraciones
bajas de DNA, normalmente 5 ng/ul. Las mezclas de ligacion se incubaron a 16°C
durante un minimo de 2 a 3 horas. En general, la relacién molar de DNA del inserto
respecto al vector fue de 2:1. Siempre que fue necesario, la enzima se inactivd
mediante calor (65°C durante 15 minutos).

2.6.4. Técnicas electroforéticas

La caracterizacion de pldsmidos, de los fragmentos de restriccion o de los productos
de PCRs, se realizé6 mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa (Pronadi-
sa) [76]

La purificacién de fragmentos de restriccidn a partir de geles de agarosa se llevo a
cabo con columnas High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Applied Science),
siguiendo las instrucciones del suministrador.

2.6.5. Amplificacion de DNA por PCR

El DNA se amplificé con las enzimas ECOTAQ DNA Polymerase (Ecogen), ECOTAQ
PLUS DNA Polymerase (Ecogen) o PfuUltra Hotstart DNA Polymerase (Stratagene),
siguiendo las indicaciones del suministrador. En cada experimento se utilizé una enzima
u otra en funcién de las caracteristica del mismo. Cuando no se requiri6 alta fiabilidad
de copia y los fragmentos a amplificar eran cortos (<3 b) se utiliz6 ECOTAQ, mientras
que si eran largos se utiliz6 ECOTAQ PLUS. PfuUltra se utiliz6 cuando se requirio la
maxima fidelidad. Las muestras se incubaron durante 3 minutos a 94°C, seguidos de 30
ciclos de desnaturalizacion (45 segundos a 94°C), rehibridacién (1 minuto a la Tm de
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2.6.6 Marcado de fragmentos de DNA para hibridaciones

los cebadores) y polimerizacion (1 minuto por kb de producto a amplificar, a 72°C) [76].
Tras el dltimo ciclo, las muestras se incubaron durante 10 minutos a 72°C para permitir
que la polimerasa completase las moléculas parcialmente sintetizadas.

Debido a la riqueza en pares G+C de M. circinelloides, se anadi6 DMSO (5 %) en
todas las reacciones de PCR para favorecer la amplificacion.

2.6.6. Marcado de fragmentos de DNA para hibridaciones

El DNA utilizado como sonda en las hibridaciones se marcé introduciendo el nucle6-
tido dCTP marcado en la posicién « con fésforo-32 (**P) (Easytides Deoxycitydine 5’-
Triphosphate, [a-32P], Perkin Elmer) [92,93]. El marcaje se realiz6 con el kit Ready-To-
Go DNA Labelling Beads (-dCTP)(Amersham), siguiendo las instrucciones del suminis-
trador.

Tras el marcado, se afiadieron 50 ul de agua bidestilada para detener la reaccion de
marcado. La mezcla se paso a través de una columna de Sephadex G-50 Fine DNA Grade
(Amersham Pharmacia) para eliminar los nucleétidos no incorporados. Esta columna se
centrifugd a 360 xg durante 5 minutos, recogiéndose el eluido que contenia la sonda.

2.6.7. Hibridacion de DNA fijado a un soporte

El DNA genémico (0,5-1,0 ug) se digirié con las restrictasas adecuadas y se sometio a
electroforesis en geles de agarosa. A continuacion, el gel se incub6 durante 20 minutos en
una solucién de 4cido clorhidrico 0,4 N, se lavo con agua bidestilada y se incub6 durante
20 minutos en una solucién de NaOH 0,4 N para desnaturalizar el DNA. Finalmente,
el DNA se transfirié a una membrana de nailon (Hybond-N*, Amersham Bioscience)
mediante transferencia capilar con una solucién de NaOH 0,4 N durante un minimo de
2 horas [275]. Una vez transferido, se secé el filtro a temperatura ambiente para fijar el
DNA a la membrana.

La hibridacién se realizé con sondas de DNA marcadas radiactivamente (Apartado 2.6.6).
Dadas las condiciones de alta homologia, se prehibridé a 65°C un minimo de 4 horas con
solucion de prehibridacion de Denhardt’s. Tras afiadir la sonda desnaturalizada por calor
(10 minutos a 100°C y enfriada rdpidamente en hielo), se hibrid6 toda la noche con la
solucién de hibridacion de Denhardt’s a 65°C.

Después de la hibridacion se realizaron tres lavados de 20 minutos cada uno, también
a 65°C y en condiciones restrictivas: un primer lavado con 2x SSC en 0,1 % SDS, un
segundo con 0,5x SSC en 0,1 % SDS y un tercero con 0,1x SSC en 0,1 % SDS. Se-
guidamente, los filtros se pusieron en contacto con peliculas de alta sensibilidad Kodak
BIOMAX MS-1y se mantuvieron a -70°C hasta su revelado.
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2.6.8 Secuenciacion del DNA

2.6.8. Secuenciacion del DNA

Los plasmidos portadores de los fragmentos clonados y los productos de PCR a se-
cuenciar se purificaron con columnas High Pure Isolation Plasmid Kit'y High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche Applied Science), respectivamente. La secuenciacion se
realizé en el Servicio de Biologia Molecular del Servicio de Apoyo a la Investigacion
(SAI) de la Universidad de Murcia, utilizando secuenciadores automaticos de capilares.

2.7. Manipulacion de RNA

2.7.1. Aislamiento de RNA total de M. circinelloides

Se siguieron dos procedimientos distintos para el aislamiento del RNA de M. circi-
nelloides. En las hibridaciones tipo northern con RNA de la estipe silvestre y de los
mutantes simples (Apartados 3.4 y 3.7), el RNA se aisl6 por el método rapido del Trizol
(Invitrogen), siguiendo basicamente las instrucciones del suministrador. La extraccion se
realizé a partir de micelios frescos de las estirpes de interés crecidos en medio solido (Ta-
bla 2.4). En un mortero rugoso se trituraron 100 mg de micelio, en presencia de nitrégeno
liquido, hasta conseguir un polvo fino. El micelio triturado se pasé rdpidamente a un tu-
bo tipo falcon con 1,5 ml de Trizol, manteniéndose en hielo y agitindose vigorosamente
en un vortex hasta conseguir una resuspension completa. A continuacién se transfirio a
un tubo eppendorf de 2 ml y se centrifugé en una microcentrifuga durante 10 minutos a
13.000 r.p.m. y 4°C. Se recupero el sobrenadante y se incubé durante 5 minutos a tem-
peratura ambiente. Tras afiadir 300 ul de cloroformo y agitar durante 15 segundos en un
vortex, se continud la incubacién a temperatura ambiente durante 3 minutos mas. Se-
guidamente, las muestras se centrifugaron en una microcentrifuga durante 15 minutos a
13.000 r.p.m. y 4°C, recuperdndose la fase acuosa que contenfa el RNA. Este se precipité
mediante una incubacion de 10 minutos en hielo con 750 pl de isopropanol, y posterior
centrifugacion de 10 minutos a 13.000 r.p.m. y 4°C en una microcentrifuga. El precipi-
tado se lavo con etanol 70 % v, tras secar a 37°C durante 15 minutos, se resuspendié en
300 pl de agua bidestilada tratada con DEPC. Las muestras se conservaron congeladas a
-70°C.

En el resto de experimentos, el RNA total de M. circinelloides se aisl6 por el método
del cloruro de cesio, descrito por Sambrook y Russell (2001) [275], con ligeras modifi-
caciones [76].

2.7.2. Hibridacién de RNA total fijado a un soporte

Cada muestra de RNA se prepar6 en un volumen total de 25 pl, con 15-50 ug de RNA
y afiadiendo 2,5 pl de 10x MOPS, 4,4 ul de formaldehido y 12,5 pl de formamida (tam-
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pon de carga de RNA sin azul de bromofenol ni sacarosa). La mezcla se calenté a 65°C
durante 10 minutos, para eliminar estructuras secundarias del RNA, y se incub6 5 minu-
tos en hielo. Tras adicionar 2 pl de tamp6én de carga de DNA, las muestras se cargaron
en un gel de agarosa del 1,2 %-1,5 % con formaldehido (2,2 M), utilizando como tamp6n
de electroforesis 1x MOPS con formaldehido (2,2 M). Al terminar la electroforesis, el
gel se lavo durante 1,5 horas con agua bidestilada y se transfirié por capilaridad durante
toda la noche a una membrana de nailon cargada positivamente (Hybond-N*, Amersham
Biosciences), usando como tamp6n 20x SSC. Por tltimo, el RNA se fij6 a la membrana
mediante radiacién ultravioleta (0,120 J/cm?).

La hibridacién con la sonda marcada se realiz6 de la misma manera que para los filtros
de DNA (Apartado 2.6.7), pero utilizando las soluciones de prehibridacion e hibridacion
de NaCl y variando el dltimo lavado, que se realizé con 0,5x SSC en 0,1 %SDS.

2.8. Manipulacion de proteinas

2.8.1. Extractos de proteinas de M. circinelloides para western

La extraccion de proteinas de M. circinelloides se realiz6 siguiendo bdsicamente el
protocolo descrito en Murcia-Flores et al. (2007) [213], eliminando el Triton X-100 del
tampon de lisis.

2.8.2. Extractos de proteinas de E. coli

Cultivos de la estirpe BL21 de E. coli se crecieron en agitacion a 37°C durante una
noche hasta alcanzar una D.O. a 600 nm de 0,6 a 0,8. Tras inducir con IPTG durante 90
minutos, incubando en agitacién a 30°C, se centrifugaron los cultivos celulares a 6000
r.p.m. (Beckman J2-21) y 4°C durante 10 minutos para precipitar las células. El precipi-
tado se resuspendi6 en 200 pl de tampdn de lisis por ml de cultivo. Las células se lisaron
mediante sonicacion en un sonicador automatico Labsonic U (B. Braun), realizando 4
pulsos de sonicacién de 15 segundos, con intervalos de 15 segundos entre cada pulso y
manteniendo las muestras en hielo. A continuacidn, el extracto se pasé varias veces por
una aguja de 23 gauges para asegurar la completa fragmentaciéon del DNA bacteriano.
Finalmente se centrifugd la muestra durante 15 minutos a 5000 r.p.m. (Beckman J2-21)
y 4°C para eliminar los restos celulares.

2.8.3. Electroforesis de proteinas

La separacion de las proteinas en funcion de tamafio se realizé mediante electroforesis
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE, Pronadisa), siguiendo el
método de Laemmli (1970) [170]. Se utiliz6 el equipo Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad)
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para geles de 1,00-1,25 mm de grosor, con geles concentradores al 4 % y separadores al
7%, 10% o 12 % [76].

Las muestras se prepararon en un volumen total de 20 pl, a los que se afiadieron 5 ul
de tampodn de carga 5x. Tras 10 minutos de incubacion a 100°C, las muestras se cargaron
en el gel, sumergido en el tampodn de electroforesis, y se sometieron electroforesis a 200
V durante 60-90 minutos. Como marcador de tamafio molecular se utiliz6 Bench-Mark
Prestained Protein Ladder (GibcoBRL).

2.8.4. Transferencia de proteinas a membranas

Las proteinas separadas en los geles de poliacrilamida se transfirieron a un soporte
sOlido para ser detectadas por western [41,315]. La transferencia a una membrana de
nitrocelulosa (PROTAN, Whatman) se realizdé mediante un sistema semi-seco, utilizando
el equipo Semi-Dry Electroblotting Unit (Sigma). Las proteinas se transfirieron durante
45 minutos a 200 mA, utilizando el tamp6n de transferencia para proteinas.

2.8.5. Revelado de las membranas por inmunodeteccién (western)

Una vez realizada la transferencia, la membrana se sumergié durante una noche en
tampon PBST con un 5 % de leche desnatada como agente bloqueante. Al dia siguiente,
se lavo tres veces con tampon PBST durante 10 minutos y seguidamente se incubé duran-
te dos horas en 7,5 ml de PBST con 5 % de leche desnatada, en presencia del anticuerpo
primario diluido apropiadamente (Tabla 2.6). Tras eliminar el exceso de anticuerpo con
tres nuevos lavados en PBST, se incub6 durante 1 hora con el anticuerpo secundario, en
7,5 ml de PBST con 5% de leche desnatada, siguiendo las instrucciones del suminis-
trador. Los anticuerpos secundarios usados en los western fueron anti-IgGs de raton o
conejo, dependiendo del anticuerpo primario, conjugados con fosfatasa alcalina y utili-
zados siguiendo las recomendaciones del suministrador (Sigma). El exceso de anticuerpo
secundario se elimin6 mediante otros tres lavados con PBST. Los lavados y las incuba-
ciones con los anticuerpos se llevaron a cabo a temperatura ambiente y con agitacion
suave y constante.

Para el revelado se utiliz6 el sistema Amersham ECL Western Blotting Analysis Sys-
tem (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del suministrador. Después de afiadir
el reactivo que contiene el sustrato fluorescente, la membrana se expuso a una pelicu-
la Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare) durante periodos de tiempo que variaron
desde 1 minuto a varias horas.

Una vez expuestas a la pelicula, las membranas se tifieron con una solucién de Ponceau
S durante unos minutos y se lavaron con agua destilada para visualizar las proteinas
totales.
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2.8.6. Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados en los experimentos tipo western y en las inmunoprecipita-
ciones se resumen en la Tabla 2.6.

Los anticuerpos monoespecificos contra Mcwc-1b los gener6 la empresa Pacific Im-
munologic inmunizando 2 conejos con un fragmento de 119 aminoacidos de Mcwc-1b
(de 1284 a C402), expresado en E. coli fusionado a una etiqueta de 6 Histidinas y purifi-
cado por cromatografia de afinidad a niquel. A su vez, los anticuerpos fueron purificados
por cromatografia de afinidad utilizando el mismo péptido (Pacific Immunologic). La es-
pecificidad y sensibilidad del anticuerpo se comprobé en extractos de cultivos de E. coli
(BL21), que expresaban la proteina completa Mcwc-1b (pldsmido pMAT1145).

Tabla 2.6. Resumen de los anticuerpos utilizados

Anticuerpo Diana Mono/Policlonales Dilucion Origen/Referencia
. ) ) . Pacific Immunologic,
anti-Mcwc-1b | Mcwc-1b Monoclonales 1:5000 este trabajo
. . Lorca-Pascual et al,
Policlonales 1:1000 2004
. ) Lorca-Pascual et al,
Policlonales 1:1000 2004
Pacific Immunologic,
Monoclonales 1:100 Murcia-Flores et al,,
2007
anti-Ub Ubiquitina Policlonales 1:200 _Santa Cruz
humana Biotechnology
anti-a-tubulina| a-Tubulina Monoclonales 1:5000 Sigma

2.8.7. Analisis de la N-glicosilacién de Mcwc-1b

Micelios de las estirpes silvestre (MU241) y mutante mcwc-1bA (MU244 + pLEU4),
crecidos en oscuridad durante 18 horas sobre medio sélido (YNB pH 4,5), se trituraron
en un mortero con nitrégeno liquido hasta conseguir un polvo fino. Las muestras se pasa-
ron a un eppendorf al que se afiadieron 500 p1 de 150 mM tampén fosfato, conteniendo
0,001 M benzamidina y una dilucién 1:50 del coctel de inhibidores de proteasas (Sigma
P8215). A continuacion se incubaron en hielo durante 30 minutos, centrifugdndose pos-
teriormente durante 30 minutos a 10.000 r.p.m. y 4°C. Se recuper¢ el sobrenadante y se
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cuantificé la cantidad de proteina total mediante el método de Lowry [196]. Para eliminar
la unién de los azicares a residuos de asparragina, 50 ug de proteinas se incubaron con
0,1 % de SDS durante 10 minutos a 100°C, en un volumen final de 20 ul y, tras dejar en-
friar en hielo, se afiadi6 la enzima N-glicosidasa F (0,2 unidades/ul) (Roche), incubando
durante toda la noche a 37°C. Para su posterior andlisis mediante western, se afiadi6 tam-
pon de carga 5x a la mezcla y se separaron las proteinas mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida al 10 %, comparando el tamafio de las proteinas tratadas con muestras
sin tratar.

2.8.8. Analisis de la fosforilacion de Mcwc-1b

Micelios de las estirpes silvestre (MU241) y mutante mcwc-1bA (MU244 + pLEU4),
crecidos en oscuridad durante 18 horas sobre medio sélido (YNB pH 4,5), se trituraron
en un mortero con nitrégeno liquido hasta conseguir un polvo fino. El estado de fosfo-
rilacién de Mcwc-1b se analiz6 a partir de lisados celulares obtenidos segtin se describe
en Murcia-Flores et al. (2007) [213], usando el tampén de reaccion de la fosfatasa de A
como tampoén de lisis. Las reacciones se iniciaron afadiendo MnCl, 2 mM y 400 uni-
dades de la fosfatasa de A\ (A-PPase, New England BioLabs) a 50 pg de proteinas, en
un volumen total de reaccion de 50 pl. Las mezclas se incubaron durante 30 minutos
a 30°C. Los controles se realizaron en las mismas condiciones, pero sin la fosfatasa o
en presencia de uno de sus inhibidores (50 mM EDTA). Los resultados se visualizaron
mediante SDS-PAGE y western.

2.8.9. Inmunoprecipitacion y analisis de la ubiquitilacion de Mcwc-1b

Micelios de las estirpes silvestre (MU241) y de los mutantes simples mcwc-1bA (MU
244 + pLEU4) y crgAA (MU221), crecidos en oscuridad durante 18 horas sobre medio
s6lido YNB (pH 4,5), se trituraron en un mortero con nitrogeno liquido hasta conse-
guir un polvo fino. Mcwc-1b se inmunoprecipitd a partir de lisados celulares segtin se
describe en Murcia-Flores et al. (2007) [213], en el tamp6n de extraccidon de proteinas.
A partir de 20 mg de micelio se obtuvo 1 ml de lisado celular, al que se afiadieron 3
pg de anticuerpo monoespecifico anti-Mcwc-1b. La inmunoprecipitacion se llevé a cabo
incubando durante toda la noche a 4°C bajo agitacién y utilizando proteina A-agarosa
(Sigma) para purificar los complejos, siguiendo las instrucciones del protocolo comercial
Cat. N° 11719408 (Roche). Las proteinas inmunoprecipitadas fueron analizadas median-
te SDS-PAGE (7 %) y western.

La ubiquitina unida a Mcwc-1b se detecté mediante western, usando anticuerpos poli-
clonales contra ubiquitina humana (dilucién 1:200) (Santa Cruz Biotechnology).
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2.8.10. Co-inmunoprecipitacion de Mcwc-1b y CrgA

Los experimentos de co-inmunoprecipitacion de Mcwc-1b y CrgA se realizaron en las
mismas condiciones que en el apartado anterior, variando sélo las concentraciones de
NaCl en los tampones, que se redujeron a 100 mM.

Los anticuerpos utilizados para la deteccion de CrgA en los western se describen en
Lorca-Pascual et al., 2004 y Murcia-Flores et al., 2007 [193,213].

2.9. Rastreos genoteca en el fago \

La genoteca gendmica que se rastred para el aislamiento de los genes mcwc-1 de M.
circinelloides habia sido construida previamente en el vector \-GEM-11 (Promega), uti-
lizando DNA de la estirpe de M. circinelloides f. lusitanicus (CBS 277.49) [249].

2.9.1. Titulacién de la genoteca

La estirpe LE392 de E. coli se infect6 con la genoteca de DNA gendmico de M. cir-
cinelloides siguiendo las recomendaciones del suministrador con ligeras modificaciones
(Genomic Cloning Manual, Promega; [76]). Las células se cultivaron en medio LB su-
plementado con 0,2 % de maltosa y 10 mM MgSO, hasta una D.O. a 600 nm de 0,6-0,8.
Tras centrifugacion (5 minutos a 7.000 r.p.m) y resuspension de las células en tamp6n de
resuspension, se mezcld una cantidad fija de células con alicuotas de diluciones seriadas
de la genoteca preparadas en tampon de fagos y, a continuacién, se sembraron con agar
de cobertera sobre cajas con medio LB.

2.9.2. Transferencia de los fagos a membrana

Después de titular la genoteca, se sembraron aproximadamente 10.000 u.f.p, reparti-
das en 6 cajas de 13,5 cm de didmetro, siguiendo un protocolo similar al descrito en el
apartado anterior. Tras la incubacién, el DNA de los fagos se transfirid, desnaturalizé y
fij6 en membranas de nailon (Colony/Plaque Screen de 13,2 cm, NEN, Ma), tal como se
describe en de Haro, 2010 [76].

2.9.3. Aislamiento de clones positivos tras la hibridacion

Las membranas con el DNA de los fagos se hibridaron con sondas de DNA mediante
la técnica descrita anteriormente (Apartado 2.6.7). Las calvas con sefales positivas se
recogieron de la caja de infeccidn, con la parte ancha de una pipeta Pasteur, se colocaron
en tubos eppendorf con tampon de fagos y se sometieron a una segunda ronda de hibrida-
cién que permitié aislar los clones que daban sefal. Para ello, se repitio la infeccion de la
estirpe LE392 de E. coli con diluciones apropiadas procedentes de las calvas recortadas.
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Una vez obtenidas calvas aisladas, se trasplantaron sobre un césped de E. coli LE392
con ayuda de palillos estériles (30-40 calvas por sefial) y se incubaron a 37°C durante
toda la noche. A la mafiana siguiente, el DNA de los fagos se transfirié a una membrana
y se hibridé de nuevo con la sonda. Los fagos que volvieron a dar sefiales positivas se
recuperaron de las cajas de infeccién tal como se ha descrito anteriormente.

2.9.4. Aislamiento de DNA del fago )\

La extraccion del DNA de los fagos aislados en el rastreo se llevo a cabo siguiendo el
protocolo descrito en Sambrook and Russell, 2001 [275].

2.10. Analisis bioinformaticos

Los mapas de restriccion se realizaron en el servidor BCM Search Launcher [296].
Para la traduccién de las secuencias de nucledtidos a aminodcidos se usd ese mismo
servidor y también el portal de anotacion del JGI [112]. En la busqueda de ORFs se
utiliz6 el programa ORF Finder del NCBI [334], aunque posteriormente se comprobaron
los modelos en el portal de JGI, utilizando sus herramientas para la manipulacion de
secuencias.

Basqueda de secuencias homologas y alineamientos maltiples

Los programas utilizados para la busqueda de secuencias homdlogas fueron BLAST,
BLAST2Y FASTA [2,240,308]. Los alineamientos se realizaron con Muscle [85], MAFFT [154]
y Tcoffee [229], utilizando Tcoffee-Expresso [7] cuando existian estructuras 3D disponi-
bles para la comparacion. En la edicion y visualizacion de los alineamientos multiples se
usaron Jalview [64,331] y Seaview [110]. En el caso de Tcoffee Expresso, las estructuras
terciarias que podian servir de ayuda en los alineamientos se identificaron previamente
con HHPred [297], descargdndose las secuencias de la base de datos PDB [25] e inclu-
yéndose en el andlisis s6lo si mejoraban la calidad de los alineamientos.

Identificacion de dominios conservados

Se trabaj6 con InterProScan (EMBL-EBI) [340], Conserve Domain Database (NC-
BI) [202], Pfam (Sanger Institute) [246], SMART [178] y HHPred [297].

HHPred es capaz de comparar dos modelos HMMs (Hidden Markov Models) entre
si. El uso de HMMs permite maximizar la informacién disponible tanto de la proteina
de interés como en las bases de datos. Los dominios descritos en Pfam o SMART estdn
formados por HMMs y se construyen a partir de alineamientos multiples de las proteinas
que los contienen. Estos modelos contienen informacién sobre las frecuencias de ami-
nodcidos presentes en los dominios, asi como datos sobre la presencia de inserciones y
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deleciones. Cuando se buscan dominios en Pfam o SMART se utiliza la secuencia ami-
noacidica, mientras que cuando se utiliza HHPred primero se genera un modelo HMM a
partir de la secuencia de la proteina, y es ese modelo el que se va a utilizar para buscar
dominios en, por ejemplo, las bases de datos de Pfam o SMART. Ademas HHPred usa
por defecto una base de datos propia (pdb70), generada a partir de las secuencias presen-
tes en PDB y puede incorporar predicciones de estructura secundaria para los HMMs,
utilizdndolas para mejorar y evaluar los anélisis.

Peso molecular y punto isoeléctrico

Ambos se determinaron con el programa Compute pl/Mw (ExPasy) [105].

Analisis filogenéticos

Se llevaron a cabo con PhyML3.0 [114], tras alinear las secuencias y editar los alinea-
mientos manualmente. Como soporte estadistico para los drboles se recurrié a bootstrap
con 200 réplicas. Los arboles se representaron con i7TOL [177].

Medidas de similitud e identidad

Se calcularon con Needle [222,256], utilizando las mismas secuencias que en los ana-
lisis filogenéticos.

Sintenia

Las relaciones de sintenia de los genes mcwc-1 en P. blakesleeanus 'y R. oryzae se ex-
ploraron con las anotaciones del JGI y del Broad Institute [140, 141,289], basdndose en
las comparaciones de dominios disponibles en el JGI, pero también en la inspeccién ma-
nual de las secuencias, ya que algunas proteinas estan ausentes en los catdlogos automa-
ticos, pero se encuentran en los modelos alternativos de las anotaciones provisionales. Se
utilizé el navegador del JGI [112] (M. circinelloides y P. blakesleeanus) y Artemis [271]
(R. Oryzae).

Visualizacion y edicidon de secuencias génicas

Los esquemas de las interrupciones y de las sondas utilizadas en los southern se rea-
lizaron con FancyGene [252]. Los modelos y las secuencias de los genes mcwc-1 se
construyeron sobre el portal de anotacion del JGI [112], una vez estuvo disponible.
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Tabla 2.7. Secuencias utilizadas en los analisis bioinformaticos

Abreviatura

Organismo del Id de la proteina’  Base de datos Alias
organismo
Mucor circinelloides mc 104136 JGl mcwe-Ta
Mucor circinelloides mc 104141 JGI mcwc-1c
Mucor circinelloides mc 104135 JGl mcwc-1b
Phycomyces blakesleeanus pb 33858 JGI madA
Phycomyces blakesleeanus pb 77612 JGl WCOA
Phycomyces blakesleeanus pb 76314 JGl wcoB
Rhizopus oryzae ro RO3G 16338 Broad Institute rowc-Ta
Rhizopus oryzae ro RO3G_14273* Broad Institute rowc-1c
Rhizopus oryzae ro RO3G_09997 Broad Institute rowc-1b
Pilobolus crystallinus pC B8YIE3_9FUNG UniProtkB pcmadA 1
Pilobolus crystallinus pcC B8YIE5_9FUNG UniProtKB pcmadA3
Pilobolus crystallinus pc B8YIE4 9FUNG UniProtKB pcmadA?2
Neurospora crassa nc Wc-1_NEUCR UniProtKB wce-1
Neurospora crassa nc Q9C3Y6_NEUCS UniProtKB vvd
Emericella nidulans en Q7ZA36_EMEND UniProtkKB lreA
Ustilago maydis um Q4PIN3_USTMA UniProtKB umwc-1
Cryptococcus neoformans cn Q6DMM2_CRYNE UniProtkB cwc-1
Spizellomyces punctatus sp SPPG_02644* Broad Institute | sppg 02644
Spizellomyces punctatus sp SPPG_02664 Broad Institute | sppg 02664
Allomyces macrogynus am AMAG_13951* Broad Institute | amag 72957
Microcoleus vaginatus mv F5UBU5_9CYAN UniProtKB F5UBUS

'Se indica el identificador (ID) de Uniprot [6] o de los proyectos de secuenciacién de los que
proviene cada secuencia (JGI [148, 149] y Broad Institute [140, 141]). * Secuencias modificadas
respecto a las anotaciones automadticas del Broad Institute (las secuencias corregidas se indican

en el Anexo).
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Secuencias

Las secuencias utilizadas en las comparaciones con las proteinas Mcwc-1 se descarga-
ron de UniprotKB [7] o de los proyectos de secuenciacién del Broad Institute [140, 141]
y del JGI [289] y se resumen en la Tabla 2.7.

En algunos casos se corrigieron las secuencias provenientes de proyectos de secuen-
ciacién con anotacién provisional, cuando podian reconocerse errores de anotacion evi-
dentes en los modelos de los genes. Las secuencias modificadas se indican con asteriscos
en las figuras y sus secuencias se incluyen en el Anexo.

Analisis densitométricos

Las intensidades de las sefiales de hibridacion en los experimentos tipo northern (Apar-
tado 3.4) se estimaron a partir de autoradiogramas, utilizando Kodak Gel Logic 200 Ima-
ging System para la adquisicion de las imédgenes y 1D Image Analysis Software (Kodak,
Rochester, NY) para su andlisis. En el caso de las sefiales en experimentos tipo western
(Apartado 3.11) se emplearon Image Scanner Il e ImageQuant Analysis Software (GE
Healthcare), para adquisicion y andlisis de las imdgenes, respectivamente.

2.11. Cebadores y sondas

2.11.1. Sondas

Las sondas utilizadas en las hibridaciones (rastreos, southern y northern) se indican
en las secciones de resultados correspondientes, resumiéndose en la Tabla 2.8 y en las
Figuras 3.3 (sonda utilizada en los rastreos) y 2.1 (sondas de los genes mcwc-1 utilizadas
en hibridaciones tipo southern y northern).

2.11.2. Cebadores

Los cebadores utilizados en las PCRs, para la construcciéon de sondas, fragmentos de
disrupcion y en la identificacion de distintos mutantes se resumen en la Tabla 2.9
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Tabla 2.8. Resumen de las sondas usadas en los experimentos de hibridacién

Gen Sonda Origen Tamaiio de la sonda Digestion/PCR
a 1,6 kb [BamHI-EcoRl]
mcwc-1a pMAT1110
b 1,8 kb [Apal]
c 0,7 kb [BamHI]
mcwc-1b pMAT1118
d 1kb [EcoRV-Apal]
e 3,2kb [Sad-Sphi]
mcwc-1c pPMAT1132
f 0,7 kb [Clal]
carB carB ADN gendmico 2,3kb Cebadores carb-1 + carb-2
carRP carRP ADN gendémico 2,6 kb Cebadores carrp-1 + carrp-2
crgA g PMAT621 1kb Cebadores P8 + P18
rRNA 285 rRNA 28S pPMAT707 0,5kb Cebadores T7 + RU
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Figura 2.1. Esquema de las sondas de los genes mcwc-1.

Sondas utilizadas en las hibridaciones para analizar los genes mcwc-1. Para cada una de ellas se indican las
zonas del gen mcwc-1 con las que hibrida, los puntos de corte y cebadores mas relevantes, asi como las regiones
delecionadas en los mutantes. Detalles adicionales de las sondas pueden encontrarse en la Tabla 2.8.
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2.11.2 Cebadores

Tabla 2.9. Resumen de los cebadores utilizados

Cebador Gen 5'-Secuencia-3*
carb-1 carB TTCCCTTACTTTCTATCC
carb-2 carB AGTTAAGGGAGTTAGTGCTAG
carrp-1 carRP TTGGGATGTCT GCTGCTAGG
carrp-2 carRP AAAAGAGAAAGAGA TAGGG
crgA-p8 crgA GTCAAGACTCTTTCACGAATAG
CrgA-p18 crgA CCTCGCCAGCAGTATGCGAAGCGAAGGCG
mcwc-1b-p1 mcwc-1b CCTGAAGATCTATGCATGTCGGCTTGATTGGATGC
mcwc-1b-p2 mcwc-1b AAGAAAGATCTATGCATGTGGATCCAATGTAGC
mcwc-1b-m1 mcwc-1b GATAGGCAGAAACTGCCGGTTCCTCCAGGCGC
mcwc-1b-p9 mcwc-1b GCGAACTGTTGGCGTTGTACG
mcwc-1¢c-p6 mcwec-1c AGCACACATCTGCAGCCATCCCATCGATTGACAGG
mcwc-1¢-p7 mcwc-1c CGTCGAGATCTTAGCGGTCATGGTCGTGTCC
pyrG10 pyrG GGCAGAAGGGAGGAGGCACACG
pyrGZ pyrG GGCATTGGGATGCTGTTGTC

*En color verde se identifican las secuencias de corte Nsil (compatible con Pstl) y en rojo las
de Bglll (compatible con BamHI) introducidas para la generacion de los fragmentos de reempla-
zamiento de los genes mcwc-1b'y mewce-1c.
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3 Resultados

3.1. Fototropismo y fotocarotenogénesis en M. circinelloides

La caracterizacion de la fotocarotenogénesis y el fototropismo se llevé a cabo en la
estirpe R7B, de la cual derivan todos los mutantes de nuestro laboratorio y que es silvestre
para ambas respuestas. Micelios de esta estirpe se iluminaron con diferentes longitudes
de onda, correspondientes al rojo, azul, verde y blanco, compardndose las respuestas
con micelios mantenidos en la oscuridad. Los detalles concretos de los experimentos se
indican en las leyendas de las figuras y en Materiales y Métodos (Apartado 2.2.2).

3.1.1. Fotocarotenogénesis

Los resultados de la Figura 3.1 confirman que solo en presencia de luz azul se acu-
mula el pigmento (-caroteno, siendo totalmente ineficaces las luces roja o verde. Estos
resultados concuerdan con los datos de induccién del gen carB por luz azul [323].

3 200

(]

o 180 Figura 3.1. Acumulacién de 3-caroteno
‘éé ::23 bajo diferentes tipos de luces en M. cir-
2 120 cinelloides.

8 100 Carotenos extraidos de la estirpe R7B,
E go silvestre para la carotenogénesis, crecida
S 60 sobre medio s6lido (YNB pH 4,5 + leu-
2 40 cina), en oscuridad (84 horas) o bajo dis-
% 20 tintos tipos de luz (60 h oscuridad + 24 h
s 0 luz). Los valores representan medias £
$ B Oscuridad Blanca errores estindar de cuatro experimentos
= B Azl Verde ™ Roja independientes.
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3.1.2 Fototropismo

3.1.2. Fototropismo

Cigomicetos como Phycomyces blakesleeanus o Pilobolus crystallinus presentan fo-
totropismo en sus esporangioforos [23, 165], por lo que se analiz6 este comportamiento
en M. circinelloides para ampliar su repertorio conocido de respuestas a la luz.

En los experimentos iniciales, realizados con luz blanca, se observé que los diminutos
esporangioforos de M. circinelloides mostraban también fototropismo positivo cuando
eran iluminados unilateralmente. Al analizar la respuesta frente a distintas longitudes de
onda se comprobd que respondian tanto a luz azul como verde, mientras que la luz roja
no indujo una respuesta fototrdpica, orientdndose los esporangiéforos al azar de forma
similar a como crecen en oscuridad (Figura 3.2).

Luz blanca Luz azul Luz roja

e v 4™
& & o # o .
e » . qﬂm o : s ..
= = - . > - * . i
e 'r o g :.
o >
Luz verde Luz verde ]
(500-600nm) (524-540nm) o Qscurldaq
o :
-.a‘:_ i 0
ae Vg0 y
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)- 1 Tb \‘.(I'; e -
. lee o
E}" : .“i . - o L B * I«j’:
L = . v &* < ®
‘ - oS,
| 0 .

Figura 3.2. Fototropismo en M. circinelloides.

Micelios de la estirpe R7B, silvestre para el fototropismo, crecidos durante 3 dias sobre medio
s6lido PDA (pH 4,5), en oscuridad o con iluminacién unilateral (indicada por las flechas). Las
fotos fueron tomadas perpendicularmente a la superficie del micelio usando un lupa binocular.

La respuesta a la luz verde se estudié con mayor detalle para descartar que fuese debida
a la presencia de componente azul en la luz verde. Para eliminar esa posibilidad, se
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3.2. Aislamiento de los genes wc-1 de M. circinelloides

analizo la respuesta fototrépica a la luz verde en un rango muy estrecho del espectro
luminoso (525-540 nm). La iluminacién lateral con esta luz de banda estrecha indujo un
fototropismo positivo claro, aunque menos intenso que con el filtro verde de banda ancha
(500-600 nm), confirmdndose que los esporangioforos de M. circinelloides son capaces
de responder a luz verde.

La existencia de estas dos respuestas a la luz en M. circinelloides, con espectros de ac-
cion distintos, sugiri6 la presencia de al menos dos fotorreceptores y dio pie a la busqueda
de sus correspondientes genes.

3.2. Aislamiento de los genes wc-1 de M. circinelloides

La identificacion de los genes we-1 de M. circinelloides se inici6 en un trabajo previo,
con la busqueda de genes que cifraban proteinas con dominios LOV [116], conservados
en todos los fotorreceptores de luz azul descritos en hongos (Apartado 1.4.5). Para ello,
se utilizaron cebadores degenerados, correspondientes a aminoécidos conservados en el
dominio LOV de fotorreceptores de hongos (GRNCRFLQ), para amplificar por PCR cD-
NAs que cifrasen proteinas con ese dominio (Figura 1.9). Asi, se clon6 un cDNA trunca-
do, correspondiente al gen que posteriormente se denominaria mcwc-1a, que permitié la
identificacion de las versiones gendmicas de los tres genes mcwce-1. En aquel momento
no se disponia de la secuencia del genoma de M. circinelloides, por lo que lo que ahora
lleva minutos fue un experimento de varios meses que requirié rastrear manualmente una
genoteca gendmica de M. circinelloides.

3.2.1. Rastreo de la genoteca de M. circinelloides en el fago \

Con el objetivo de clonar la version silvestre del gen mcwce-1a se rastreé una genote-
ca genémica de M. circinelloides (estirpe CBS277.49), construida utilizando el fago A
GEM-11 [251], usando como sonda el cDNA truncado del gen mcwc-1a. Este fragmen-
to de cDNA, de 1,8 kb, comprendia desde el dominio LOV hasta el extremo 3’ del gen
(Figura 3.3).

Tras dos rastreos consecutivos, con condiciones restrictivas de hibridacion, se iden-
tificaron 4 clones con sefales de hibridacion fuertes (1, C, D y E; Figuras 3.4 y 3.6),
y 9 clones con sefales de menor intensidad (2 al 10; Figura 3.6). Los detalles de los
experimentos se indican en Materiales y Métodos (Apartado 2.9).

3.2.2. Caracterizacion de los fagos positivos

El ADN de los fagos seleccionados se aislé y se digirié con diferentes enzimas. Los
patrones obtenidos fueron analizados mediante hibridaciones tipo Southern, usando la
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3.2.3 Subclonacion de los genes mcwc-1

pPMAT1125

4.8 kb

1.8 kb
B teausances ' S E S S S E—
PR Sacl Apal PF
B wov P ras GATA ZnF

Figura 3.3. Esquema del plasmido pMAT1125.

El pldsmido pMAT 1125 contiene un cDNA truncado de 1,8 kb del gen mcwce-1a de M. circi-
nelloides, clonado en pGEM-T (3,0 kb) [116]. Este cDNA se utiliz6 como sonda en los rastreos
y en las hibridaciones tipo Southern para clonar los genes mcwc-1. Se indican los cebadores PR
y PF (universal reverse y universal forward), los puntos de corte mds relevantes y los dominios
identificados en el fragmento.

misma sonda que en los rastreos. Los fagos se pudieron agrupar en tres conjuntos, en
funcién de la intensidad de la sefial de hibridacion y del patrén de fragmentos que hi-
bridaban con la sonda. El primer grupo estaba constituido por los clones con sefial de
hibridacién mas fuerte (1, C, D y E), el segundo por los que mostraban una sefial de hi-
bridacion intermedia (3, 4, 6, 7 y 8) y el dltimo por los que mostraban la sefal mas débil
(2,5,9y 10) (Figuras 3.4y 3.6).

3.2.3. Subclonacién de los genes mcwc-1

Fragmentos representativos de los tres grupos de fagos se clonaron el vector pUCIS,
dando lugar, tras varios pasos intermedios, a los pldsmidos pMAT1110, pMAT1118 y
pMAT1130 (Figuras 3.5, 3.7 y 3.8). Los fragmentos clonados se secuenciaron con ceba-
dores especificos y universales, identificindose finalmente 3 genes similares al gen we-1/
de N. crassa. Estos genes se denominaron mcwc-1a, mcwce-1b'y mewce-1c (por Mucor

circinelloides wc-1).
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3.2.3 Subclonacion de los genes mcwc-1

Figura 3.4. Andlisis del DNA de los fagos C-E del rastreo de la genoteca.

DNA aislado de los clones del fago A (C-E) que mostraron hibridacién positiva con la sonda
de cDNA de mcwe-1a (pMAT1125), se digiri6 con las enzimas BamHI, EcoRl, Pstl, Xhol y Sacl
(imagen de la izquierda). Una vez transferido el DNA a una membrana, se hibrid6 con la misma
sonda usada en el rastreo de la genoteca (imagen de la derecha). Con tridngulos azules se indican
los fragmentos de DNA clonados para la secuenciacion y construccion del pldsmido pMAT1110

(gen mewc-1a, Figura 3.5).

A: Marcador A + HindlIIl; DNA del fago A digerido con Hindlll. Los tamaiios de los fragmen-

tos en kb se indican a la izquierda de la imagen.

Sacl
PMAT1110 -

9,0 kb

EcoRI

Figura 3.5. Esquema del pldsmido
pMAT1110.

Plasmido obtenido uniendo los fragmen-
tos Sacl de 5,5 kb y EcoRI de 4,5 kb del
fago D, tras eliminar las secuencias sola-
pantes y acortar el extremo Sacl median-
te digestion con BamHI. Contiene una co-
pia silvestre del gen mcwc-1a y secuencias
adyacentes (1,55 kb aguas arriba y 2,45 kb
aguas abajo del gen).
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Figura 3.6. Anélisis del DNA de los fagos 1-10 del rastreo de la genoteca.

DNA aislado de los clones del fago A (1-10) que mostraron hibridacion positiva con la sonda
de cDNA de mcwc-1a (pMAT1125), se digirié con las enzimas Xhol (X) y Sacl (S), (imagen
de la izquierda). Una vez transferido el DNA a una membrana, se hibrid6 con la misma sonda
usada en el rastreo de la genoteca (imagen de la derecha). Se aprecia la diferencia en sefial de
hibridacién de los tres grupos de fagos seleccionados: fuerte (1), intermedia (3,4, 6,7y 8) y
débil (2, 5, 9y 10). Con tridngulos azules se indican los fragmentos inicialmente clonados para
la secuenciacion y construccién de los plasmidos:

PMAT1130 : [Fago 5 + Sacl] (9 kb) (gen mcwe-Ic).
pPMAT1118 : [Fago 7 + Sacl] (9 kb) (gen mcwc-1b).

A: Marcador A\ + Hindlll; los tamafios de los fragmentos en kb se indican a la izquierda de la
imagen.

Hind Il

Figura 3.7. Esquema del pldsmido

pMATI1118.
. Pldsmido obtenido a partir del fragmento
= PMAT1118 Sacl de ~9 kb del fago 7, tras acortar un ex-
o 6,4 kb tremo con Hindlll. Contiene una copia sil-

vestre del gen mcwc-1b y secuencias adya-
centes (0,6 kb aguas arriba y 0,1 kb aguas
abajo del gen).

Sacl
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3.3. Descripcion de los genes mcwc-1

Kpnl

oA kb
Figura 3.8. Esquema del pldsmido
pMAT1130.

Pldsmido obtenido a partir del fragmento

pPMAT1130 Sacl de ~9 kb del fago 5, tras subclonar di-
7,7 kb giriendo con Kpnl. Contiene una copia sil-
vestre del gen mcwc-1c y secuencias adya-
centes (2,4 kb aguas arriba y 0,4 kb aguas
L Ao abajo del gen).
Kpnl Sadl

3.3. Descripcion de los genes mcwc-1

Las secuencias correspondientes al fago D (Figura 3.4), con sefial de hibridacion fuer-
te, contenian la versiéon gendmica del gen mcwce-1a (EMBL: AM040841; JGI: scaf-
fold_02: 3289006-3291345, modelo: Muccil . FSI_gwl.2.188.1) (Figura 3.9). Los frag-
mentos derivados de los dos grupos de hibridacién débil, fagos 5 y 7, correspondian a
otros genes de tipo white-collar-1, similares al gen mcwc-1a. Estos genes se denominaron
mcwc-1b (JGI: scaffold_08: 1833488-1836241, modelo: Muccil .FSI_FSI_estExt_fgenesh
MC_pg.C_70542) (Figura 3.10) y mcwe-1c (JGI: scaffold_03: 4689103-4691323, mode-
lo: Muccil .FSI_estExt_fgeneshMC_kg.C_30374) (Figura 3.11).

Las secuencias intrénicas y los lugares de inicio de la transcripcion se confirmaron con
experimentos de 5° RACE (realizados por el Dr. Eusebio Navarro) y con la secuenciacién
de ESTs realizada por el JGI. Estos modelos génicos dan lugar a las proteinas Mcwc-1a
(Uniprot: Q14SS7; JGI: 104136) de 649 aminodcidos, Mcwc-1b (JGI: 104135) de 793
aminoécidos y Mcwc-1c¢c (JGI: 104141) de 634 aminoécidos.

3.3.1. Estructura de los genes mcwc-1

El gen mcwc-1a esta constituido por 3 intrones y 4 exones (Figura 3.9). En los genes
mcwce-1b'y mewe-1c se identificaron cuatro intrones, tres de ellos conservados en mcwc-
lay el cuarto localizado en una posicién no conservada aguas arriba de los otros intrones
(Figuras 3.10y 3.11).
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3.3.1 Estructura de los genes mcwc-1
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3.3.1 Estructura de los genes mcwc-1

1221 GGATGGAGTGTCAGGGT AAGATTCACATTGACCAAAGCAAGGGCCGCAAGTGTCTCATCTTGGCT GGACGCGAGAGACCE
BvECEHBiEIEIEBEOEKERECEBIEDEAEBRERE

1301 ATGTATGAATTGGTGCGCAAGGAAATCGTGCAAGCGACT GAAATCACGT CTGGCCCTGAGTTCTGGACAAAGGCTACCTT
MY ELVRKETILIWVOQATETITS S GPETFINTIEKATL

1381 GACCGGTCTCTTCTTGCATGTGACGCCCACCAGTGAAGAAGTCGTAGGTTTCGCTGCCGACGCCTTGGAAGGTGCTGCCA
B FE - T THEEE VEE B ABOE L 6B A

1461 TCTACCAGTATGTGGGTGACAACAATGTGCGCGACATCACTCGTGCCTTGGAGCT CGTCAAGGAAGGCCGT ATCGTCAAC
I YQ VYV GDNNVRDITRALTELVEKTE®SGRTIVN

1541 TTGCACCATACCATGCAGAACAACAAGGGCGATTACATTCCCGTCTTTTCCACCTTTTATCCTGGCGATGTCTCGTTCGG
L'HHTMOQNNSKG GODYIPVESTFIXYPGDWVSIEG

1621 CGTGGGCCGTCCCTCGTTTGCCCTTATTCAAATCAGAGCCAAAGAAAGCGCCT CCACTGGCGACACCCCCGTCTTGGAAT
NG P FEE LB OB REE KB SEE SEEGEE THE VI E

1701 CCATGGTCGATACCCCCTCAGACAATGATGAAAACGTGTTTGCCGAGCT GGAAACT GTCAGAGGT ACTTCATGGCAATAC
BHMEEOEEPEEOBE OB NEE FES ENE EIE VI G BN S B Q B

1781 GAGCTTCATCAATTGCAGTTGGCAAACCGTAAACTGAAGGAGCAGCTTGAAAATTACGCCAACCCCAAGCGCAGAAAGGT
ELHIQ L'QLANRGKILIKIESQ QILENYANP KR RIK

1861 AACACCAAACAATCATCAACTTGCATTTTCAAGAAAAACT AACTTGTTTTATAGCAAAAGAAGAAGAAGGCTGTTGAGCE
K KK KA VIE P

1041 CACTGAAATCTCAAAGATGTGTGCCCAATGTCAAAGCACGGATTCGCCTGAATGGAGAAAGGGACCCAAT GGGCCCARAG
HEESEHE"EABCESEEPEYEEPEGHE K

5021 AATTGTGTAATGCTTGTGGTCTTCGTTATGCAAAGACATTGGCAGCAAAGAAGACAGACAGCAGCACT AACCAACAGCCA
ELENVECHE LY.L ABKE OB sl N QB

2101 ACTCATCAGCAAGGTGTAACTGTCTAACATTTTCATTTGTCTTTCTCTTTTCTACTATGATTTCGCTATTCAATGATACC
TENQEEGEE THE *

2181 ACTTTCTTTCTCCACATTCACTTTGCTTACATGTATGCCCTCCCTTTCCTCTATTTCGCTCCCTTATTTCAAAACATAAG

2261 CCTTTTTTCCATCACATATTTACAGT AAATAAATAAAT AAAAAAGAAACT AGTTGCAATC

LATCCT  Regiones codificantes. I L Secuencia de aminoacidos.
RTCATT UTRs,Regiones no traducidas. 5 En uniones intrén-exén, cuando
TTAARA  |ntrones. el codon correspondiente se
genera tras la eliminacion del
intrén.
20 643 60 1034 213 193
s @ |
51 70 56

Figura 3.9. Secuencias gendmica y aminoacidica del gen mcwc-1a y de la proteina Mcwc-1a.

Se indican los exones codificantes en rojo, las regiones UTR (UnTranslated Regions) en azul
y los intrones en negro. En la parte inferior se muestra un resumen de la estructura génica, con
el mismo cédigo de colores, indicando los tamafios de los exones e intrones en pares de bases.
Modelos construidos utilizando el portal del JGI [112].
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QQAPSQPQLQHAMMOQPSGITASMNHEFLWFP

TCTGCTCCACCGCCAGTACTGCCT CCATCGTCCGCATCCAATCAAGCCGACAGCGGCCGCT ATTCAGGCATGTATGCCAA
STAAP PPV LIPPISS/ASINQADISGRYIS GMYIAN

CACGGGCTTTGAT ATGCT CTCCATCTTATCGCGCGTGGCT AATAGGT ACACT GTATTGCATGACAT CTACCGCCGCCTGE
HiErELEIESEVYEN

CAATGTACTAACAGCCAGAATTCTCCATCAGACCAAACCCT CAAAT CAACCT GGGGCCCGTTGATTTGTCGTGCTCTTTT
RPIEHHPEHINLErEIEsEsSsE

GTTGTTGTTGATGCAAAACAATACGATTTTCCGCTTGTTTACGCCTCGCCCATGTTTGAGAGATTGACGGGATACGCCCC
yREvVIEAEOEr-ErEviEArErErErRETEYEr

AAGCGAAGTGAT AGGCAGAAACT GCCGGTTCCT CCAGGCGCCGGACGGCAGAGTCGCT ATTGGATCCAGACGAAAGTACA
HEEIBRECE"ECOErEIGEVEIESsErREYI

CGGACAACACCACAGT GTACCACATCAAAACACACAT GGTGCAGGGCAAAGAGT CGCAAT CCAGCATCATCAACTACCGA
TOWNTIMHMVYVWHINKIMHEHMVOQGKESQQISs NIV YR

AAGACGGGACAGCCCTTTGTCAATCTGTTGACGGT GATACCCATTGCCT GGGAGTCGTCAGAGGACATTGACTACTTTAT
KEEGEPEVELE T EHIBE BEvEsEEEBIEBYNR!

TGGACTGCAGGT GGATCTGGT AGAGCAGCCAAATTCCATCTTTCAAAGCAT GAAGGGT ACGTGATAGT AGTAGCATAGCA
EHLEBVELEEEPESEFESECK

GAGACACGGCACTTATTCTCTGTTTAAAGACGGCACCT ATTCTGTCAGCT ATCGCAATT CCACCATCCCTCCCTCCATTC
P GIEHYEHEVEYEVE T TEHrPEsSHE

AAGGTAGGCGCTTGTTGCATGCGAGTGTGTTGATCCATTAAACCAGT AGTTTTGTAGCGGGCCT CAGCAT CAATGCTGAT
Q AGEESENED

CCAGGCGCTGCCATGGCAGAACCCATTACGGAGT GGACGAGGCCCGTGTCACCCAAGCCAACGTACAACGCCAACAGTTC
HilEArEBAEBrE" BEvEBrREVErErEYEA\NSE

GCAGCAGCCCCATCATACAGCAGT AACCCTGCCGAGCAAAAATGCCTCCATCACAGAAAGCGCCATCGTGCCATCGCAGC
ICEEPE{HEAETErFEKEIA\EBEIENEEAEBYESE



3.3.1 Estructura de los genes mcwc-1

1279 AGCAACACGCAGCGACACAGCCATCTGAAGCAGAGCCGCCCATGGATGTAGAGACATTGATCAAAGAAGCCAGCACCGAC
O AEIEsEAEBFrfFE"EVE T EBIEBEEsSsED

1350 GAAGGCAAATTCCGACGCTGTTGGCACGAATTACTGCTGGACCAGAGTCCAGATTTCATCCATGTGCTGACCATCAAGGG
HiEFEREvVEBEELEBIEsEIrEI EBEVE " EHKKE

1439 CATCTTTTTGTACTGCTCTGACTCGACTGCGCAACTACTAGAATACGAGCCGTCTGAACTGGTGGGCAAATCATTAAAAG
(P BN E4 B3 BE K1 BN -4 B4 B3 REA B9 BN

1519 CCATCTGCCACCCATCCGATATCACCACCGTCATGCGCGAATTAAAGCAATCCTCCAACCATTCCACCGAGCCTGTCAAT

ALCIHPISDIITITVIMRIELIKQIS SINHISSTIEPIMN

1599 CTCATATACCGTGTGCGTCGCAAGAACTCGGGCTACATGTGGATCGAATGTAGCGGTAAGCTGCGAAACGAAGATGGCCG

WWINWRWMRRKINSIGYMWIECSIGKLRINEIIDGR

1679 TGGACGCAAGTACGTGGTCCTATCCGGCCGGGAGCGACCCGTTTATCAGTTGCCACGCAACGCACT GACCGTCGGCAACA
IcIEKEVELEGEEEPEYELEREAE " EHN

1750 AGGCACACAGCACACGCACCTCCAACCCTATACCCGGTATGGAGGATCACGAATTCTGGGGAAAATTAAGCGCGGACGGA
KTAAHIS TIR TIS N/P I/P GIMEDHEFWNGKLISADDG

1839 CTTCTGCTGTATGTCAGCTGGACTGTGGCGAATGTGCTGGGATCGCCACCTTCTGAAAT CATCGGCACTTCATTGTATCA
BEBLEYNESsE " EHEAEBVEGErEsEHIEBEsEsEYR

1910 GCTGCTGAGAAGCAACCGCACCACCGATTTAACACGT GCGCTGGCAGAGGT CAAAGAGGGCAAAATTGTGTACCTGAGAC
iLEHREBEVE " E0PE " EHAEB\EVEEEKXEHVE'.LEN

1999 ACGCCTTGTTGGACAATACAGGCGTCGAGGTCATGGTCGCCACCACATTCTATCCAGAT GGAAAAGCGTCTTTGCAAGAA
HILIEEBIr B TEVEVIEVEETEFEPEEAATELEE

2079 CAGCCGTCCTTTGTGTTGATGCAGACAAAGGT GATTGGCGAGGAAACCACCCAGGCAGACGAGGAGCCTGTGTTTGTGTC
QpPrPSFWMLMIOMKMIGEETHQWDIEERIVIE V]S

2150 GATAGATCCAGACGTCAAAAAGAAGGGAAGAGCAGACATGTCGTTGCCCAATGTCGATAGCCATGGCGTCGTGACACCCA
IIEHEPEVEKXKEGG'"EBEYVELENEI-EH-HEYETHE

2230 CACCCCAAAATATCAGTACGGTGGAGCGGATGGTGGATGAATTGGACATTAGCAGAGACACCAACT GGCAGTACGAGCTG
TIHOENIETHEEV'"EIrBELEIEREBETEHYEYERL

2310 CATCAATTGCGAATCAGCAACAAAAAGATGAGAGATGATTTAAATACCTTGATCCAACGCGCCAAAGAGGTAAGTTTGCC
HQILRIT'SINK/KMRDIDLINTILIQRIAKIE

2399 GCTAGAGGCTCCATTTATGCACCTACTGACTAGGCACCAGGCT GGTAACAAGGAGGACACCGTCGTGTGCAGCACATGTT
AlBNNEEETEHBVESEC]

2479 TCCGAAGATTTGATGGCTCCATGATTGACACACAAGAAT ATTCACCAGACGAACCCTTATTATGTAATTCATGTTCACTT
HErRIBFEEVYEI EIIEHBYErEEEL . EBcCEsEsHE

2559 (CGCGAAATGCAGCAATCGGGCCATACCACGTCCCACAATGCACAATAAACTGTAATCCTAATTTGATAATACTAC ACCTC
REIHBVEIIEE T IHEsENVEQE
122 443 45 54 1292 168 26
5 53 54 51

Figura 3.10. Secuencias gendmica y aminoacidica del gen mcwc-1b 'y de la proteina Mcwc-1b.
Se indican los exones codificantes en rojo, las regiones UTR (UnTranslated Regions) en azul

y los intrones en negro. En la parte inferior se muestra un resumen de la estructura génica, con

el mismo cédigo de colores, indicando los tamafios de los exones e intrones en pares de bases.

Modelos construidos utilizando el portal del JGI [112].
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3.3.1 Estructura de los genes mcwc-1

- 109 CGGTGCTATTACAGCCAGATCCTGCAAAACACTTAAAAGGGAGAAAAGCGCAAATTATTTATCCCTTCTTTCTCTCTATC

=20 TCTTTCTTTTTTAATCAGAAACATTTACCATGATGAACAACTCTATTTCAATGGACACGACCATGACCGCTACCGCAACG
MMM N'NS'TSMDTTMTATAT

52 ACGACGCTTACAACCACCAGCCCACCACCATCGATGCTGTCCAAAGACATCAATCCCAGTATCATGAGTCCACCGCTTGE
TIHLETEHSEPrPFESHLEKBDINPEINSEPrE-A

137 GGGTGTTTACTCCAACACTGGATTTGATATGATCAACATCTTATCGCGACT CATGAACAGACCCAATCCACAGATCCAAT
VY SINTIGFIDMITINTLISRICMINNRIPPNIPE QTN QY

212 TGGGCCCCATTGATCTGTCCTGCTCCTTTGTCGTGTCGGATGCGCGTCAGT ACGACTGTCCAGTCATCTATTGCTCGCCT
HiEIEBLECEFEVErEBREYECEHEYEYESsE

92 GCTTTTGAGAGACTCACGGGCTACACCAACAACGAGATTGTGGGCAAGAATT GCAGGTTT CTACAGAGCCCCGATGGCCA
AfTFERLITGY TINNETIWVWGKNICRIFLQSIPDIGDQ

372 GGTCACTTGCGGCTCAAGACGCCAGCACACGGACAACCAGGCTGTCT ACCATCTGAAGGCT CAATTGAAT CAAGGAAAGG
W TICGISRIRRQIHTIDINIQ ATV Y H LKl ATQ LN QTG K[

452 AGCACCAAGCCAGTATCATCAACTATCGCAAAGGCGGACAGGTAAAATGGCACTTTGGGCGGGATCTTTACATGTCTGTT
EEHQ AISIIT NYRIKGIGQ

532 GACAGCCTTTATCTATAGCCGTTTGTCAATCTGGTTACCGTGATACCGATCCTGGGTGACAATGGCCAAGT GGACTATTT
PEHVIELE T IEBIEBiGENEIEOEF

612 TGTGGGTTTGCAGGTGGATTTGGTGGAGCAGCCCAATTCCATCTTGGAGAAAATGAAGGGTGAGTTTTGAGTGTGTGTCT
HiEoErEBvEITEVEIENcEEYE

692 GTGCCACTCTTTCTTAACGCTCGGGGCAATTATAGATGGCACGTATTTGATCAACTATCATCAAAGCACAAGCGTATTAC
P GEYERIIEYECOE"TEHVE

772 CATCCCATCGATTGACAGGTGCAGCAGGTAAGAGTGAAAAAAAAACT ACGCTCCAGGCGCCTGACATGCTGACATTGGAC
PEIHEE LGN A

852 GTGTGTGTATAGGAAACGACAGCAATTTGCTAGGTTTCGAATCCTCCATGGACGACT ATTTCCGTGAGATTCCTAGCTCC
cNEsSsEHBLEiEEESsErEBYEREIEREsSE

932 AACACAGCAACAGACATCATCAGCCTACTGGATGCGACTCGTATTGACT ATGACGATCCAGGCTTCAACGAGCAGCAGAT
N'TAMTDIISLILDATRIDYDODPGEFENEG QN QTI

1012 ACAAAAGGAGTGGAACCAGCTTTTACTGGACCAAAGCTGCGATTTCATCCACGTCTTGTCGCTTAAAGGTGTCTTTTTGT
HBKEYEIOELEBI NSsErEIBvEsE<KEYELI

1002 ATGTGTCCAACTCAAGCGCCTCCATGTTGGAATACGAGCCAGAGGAACT ATTAGGAAACT CACTCAGTTCAATTTGCCAT
HBVENEsSsEsSsEHEL.EBEYEBErEEEBLEVELEsHEcE

1172 CCTTCCGACATCATACCCGTCATGAGAGAAATCAAAGAGGCCACCTCCAATCCAGACAAGATGATCAACCTGCTGTTTAG
PISSDITIMM VMR EI KEATISNPDKMIITINLLIFER
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3.3.1 Estructura de los genes mcwc-1

1252 AATAAGAAGGAAACTGTCTGGCTACATGTGGATTGACTGTCGGGGCAAGCT GCACATGGACCAGAGCAAAGGGCGAAAGT
I' RIRKILSIGYMWIDICRGKILHMDOSK GIR K

1332 GTCTGGTCATGTCTGGAAGAGAGAGACCT GTATACCGCTTATCAAGGCAT CAAGTTATGCAT CAGCAGGGAGAGGAGGAC
CLVMSGRERGPWYVYRLISRHOQWVMHOQR® QGTETESHD

1412 GAGGAAGGGGGTGCAGAGT ACTGGGCAAAGCT GTCTCTGGCTGGCCTGTATTTGCATGTTACGTCTACCTGCAAAGATGT
EEGGAETYMNAKLISLAGLYLHWTISTICKDV

1497 GGTGGGCTTCACCAACGACTCGCTGGAGCAAGAGT CCATCTACCAGTACGT GGAAAATGACT CGATTACTGAAATCACAA
VGETINDSLEOQESIVYQYWVENDSTITETLT

1572 AGGCACTGGAAGTGGTCAAGAAAGT GAGAGGCGTCGCTACAGT CTCGCACACCATCCTCAACT CAAAGGGAAGCTACGTG
K ALEVYVKSKVYR GV ATVSHTILNSEKTGEGSY.UV

1652 CCAGTGACAAGCACATTTTACTCGGGCGACAACAGCAATCAGCCCCCATTTGTACTGCTGCAAGT GAAGCTCGCATCAGE
PN¥ TS TFYSGIDNSNQPPF¥LLOQWVEKILAS A

1732 AACACAGCCGCTCACCTTGAACAACTATATACCCGCGCAGCATCTCTCCCCCAACTCGGTCAACGACAATCTGTTTGCTG
TQPLTLNNYTIPAQHILSIPNISVINDNLIF A

1812 AACTCGAGTCCTCCAGAACCACAAACTGGCAGTACGAACT GCATCAACTGCAACAATCAAAT AAGCGCTTACGAGACCAA
ELESISRTTNW QY ELMHOQLOQOQSNKIRLIR DO

1892 CTAGACAAGTACAATAATCCCAACAAGCAACGAAGAAAGGTAACTTGCTTTTCAGATGTTTTTTGATGCTGTATACTCAT
LD KY NNPNKRG GRR K

1972 CCAGCATGTTAGAAAAAGACAAAATACAATGACCACGATGGACCCAAAATGTGCGCCAAATGTCAGCGAAAGGACTCTCC
KK TKYNDHDI GPKMSECAKTCIQRKDISTP

2052 AGAGTGGAGGAGAGGGCCCCATGGACCTAAAGAACTTTGCAATGCATGTGGTTTGCGTTATGCAAAATCCTTGATACACA
EIWR RIG PIHIGIPKIE LIC NIA CIG LR YAl KIS LI H

2132 AATAAACATTTGCTCTAACCTCACTCGAGGTCTTTGCTATTCATACTAGTAACCACTC

K =*
2212
RRTCCT  Regiones codificantes. I L Secuencia de aminoacidos.
ATCATT UTRs,Regiones no traducidas. s En uniones intrén-exoén, cuando
TTAAAR  |ntrones el coddn correspondiente se
' genera tras la eliminacion del
intrén.
32 492 121 72 1067 153 53
N
57 56 65 53

Figura 3.11. Secuencias genémica y aminoacidica del gen mcwc-1Ic y de la proteina Mcwc-1c.

Se indican los exones codificantes en rojo, las regiones UTR (UnTranslated Regions) en azul
y los intrones en negro. En la parte inferior se muestra un resumen de la estructura génica, con
el mismo cédigo de colores, indicando los tamafios de los exones e intrones en pares de bases.
Modelos construidos utilizando el portal del JGI [112].
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3.3.2 Descripcion de las proteinas Mcwc- 1

3.3.2. Descripcion de las proteinas Mcwc-1

Las proteinas Mcwc-1 son muy similares entre ellas y tienen una estructura parecida
a Wc-1 de N. crassa (Figura 3.12 y Tabla 3.1). A continuacidn se describen los distintos
dominios encontrados en las proteinas Mcwc-1 utilizando distintos programas informa-

ticos.

Dominios LOV

Las tres proteinas Mcwc-1 poseen dominios LOV (PAS_A/LOV) con los 11 residuos
necesarios para el contacto con el croméforo de flavina [72] y con la cisteina conserva-
da que participaria en la formacién del aducto [153] (Figura 3.13). Estos dominios se
localizaron usando dos bases de datos distintas:

Mcwc-1a: aminodcidos 87-204 (PF13426, PAS_9, e-value: 1,3e-18) utilizando PFAM
o aminodcidos 77-205 (SM000091 + SMO000086, PAS + PAC, e-values: 9,54 y 7,3e-4,
respectivamente (ambos significativos)) utilizando SMART.

Mcwc-1b: aminoacidos 161-279 (PF13426, PAS_9, e-value: 1,2e-15) utilizando PFAM
o aminodcidos 151-289 (SM000091 + SM000086, PAS + PAC, e-values: 2,01 y 6,7e-3,
respectivamente (ambos significativos)) utilizando SMART.

Mcwc-1c: aminodcidos 77-194 (PF13426, PAS_9, e-value: 5.3e-21) utilizando PFAM
o aminodcidos 77-205 (SM000091 + SM000086, PAS + PAC, e-values: 1,4 y 5,6e-5,
respectivamente (ambos significativos)) utilizando SMART.

Es de destacar que las tres proteinas poseen el lazo extendido de 11 aminodcidos entre
las hélices A y C, tipico de hongos y que permitiria acomodar el crom6foro FAD [45,58,
73].

Otros dominios

Adicionalmente, Mcwc-1a y Mcwc-1c presentan dos dominios PAS, un dominio de
localizacién nuclear (NLS) y un dominio dedo de Zn tipo GATA (Zn-Finger), siendo su
organizacion idéntica a la de Wc-1. Su posicion e identificacion se describen a continua-
cion:

= Mcwc-1a: PAS_B: aminoécidos 163-395 (SM000091 (PAS) + SM000086 (PAC),
e-values: 1,18e-8 y 299, ambos significativos segiin SMART); PAS_C: aminoéci-
dos 400-468 (SM000091, e-value: 24,5 significativo segin SMART); Zn_GATA:
aminoacidos 589-641 (SM000401, e-value: 2,16e-13); NLS: aminoacidos 563-
579, senal de localizacién nuclear bipartita: RKLKEQLENYANPKRRK (identi-
ficada utilizando PSort2).
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3.3.2 Descripcion de las proteinas Mcwc- 1

el (LloVe)—— (PASPAC)(PAS) = 167

LreA fotove) —(easeaciipasy @z 836

Cwe-1
e (L0Vi)(LPASPAC.(PAS) i
Sppg_02644 615
Sppg_02664 714
Amag 13951 T LON e  PAS PAC—{PAS e 856
Mcwc-1a 649
Mcwc-1c 634
Rowc-1a 647
Rowc-1¢ 568
MadA 660
WcoA 624
Mcwe-1b w |=E ‘ 793
Rowc-1b 128
WcoB 737

@ ov @ ras  GATAZn-Finger I NLS | 4gat A

Figura 3.12. Arquitectura de las proteinas Wc-1 de hongos.

Los tamaifios de las proteinas y la posicién de los distintos dominios se representan a escala.
Las secuencias utilizadas se resumen en la Tabla 2.7, donde se indica el organismo de proceden-
cia y sus identificadores en las distintas bases de datos utilizadas. Los dominios se identificaron
utilizando principalmente Pfam y SMART [178,246] (véase apartado 2.10). El dominio 4gat_A,
presente en las proteinas de tipo Mcwc-1b de cigomicetos, corresponde con un dominio dedo de
Zn tipo GATA definido en PDB (base de datos de estructuras terciarias [25]) y reconocido por el
programa HHPred [297].
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Figura 3.13. Alineamiento de los dominios LOV de Wc-1s de hongos

Alineamiento generado con 7-Coffee [229] (combinado con Muscle [85] y MAFFT [154]) y re-
presentado con Jalview [331]. El sombreado en azul indica el grado de conservacion e identidad
(cuanto mds intenso mayor grado de conservacion). Las columnas recuadradas en rojo indican
los 11 residuos esenciales para la unién del cromdforo, la cisteina que forma el aducto excitado
estd marcada con un asterisco rojo y las columnas recuadradas en verde indican los residuos
que forman la extension entre los lazos A y C, necesaria para el acomodamiento de FAD. Los
identificadores de las proteinas utilizadas en el alineamiento se indican a la izquierda y corres-
ponden a: M. circinelloides Mcwc-1a, Mcwc-1by Mcwc-1c (JGI [148]); P. blakesleeanus MadA,
WcoA y WcoB, (Uniprot [6]); R. oryzae Rowc-1a, Rowc-1b, Rowce-1c (Broad Institute) [141];
P. crystallinus Pcmada-1, Pcmada-2, Pcmada-3 (Uniprot [6]); N. crassa Wc-1_nc (Uniprot [6]);
C. neoformans Cwc-1 (Uniprot [6]); U. maydis Umwc-1 (Uniprot [6]); E. nidulans LreA (Uni-
prot [6]). Debajo de cada columna se indica el grado de conservacidn, la calidad del alineamiento
y la secuencia consenso. El dominio LOV se delimit6 segtin el modelo definido por SMART y

PFAM.
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3.3.2 Descripcion de las proteinas Mcwc- 1

= Mcwc-1c: PAS_B: aminoécidos 281-396 (SM000091 (PAS) + SM000086 (PAC),
e-values: 5,56e-9 y 30,7 ambos significativos segin SMART); PAS_C: aminoé-
cidos 418-472 (SM000091, e-value: 6,00e-12); Zn_GATA: aminoacidos 592-634
(SM000401, e-value: 5,21e-7); NLS: aminoacidos 578-584, sefial de localizacion
nuclear PNKQRRK (identificada utilizando PSort2).

La proteina Mcwc-1b contiene también los dos dominios PAS ((PAS_B: aminoéacidos
402-517 (SM000091 (PAS) + SM000086 (PAC), e-values: 1,62e-10 y 25,5, respectiva-
mente); PAS_C: aminodcidos 533-601 (SM000091, e-value: 16,5), todos significativos
segiin SMART)) y la secuencia de localizaciéon nuclear PDVKKKG (aminoacidos 665-
671, identificada utilizando PSort2). Por el contrario, no posee un dominio canénico de
dedo de zinc tipo GATA, ni se reconoce este dominio utilizando HMMER contra las
bases de datos de Pfam o SMART. Sin embargo, utilizando el programa HHPred [297],
muy potente para la identificacién de homologia remota, si se obtienen alineamientos con
estructuras de dominios dedo de zinc tipo GATA. HHPred utiliza alineamientos multi-
ples para generar HMMs (Hidden Markov Models) que comparard con bases de datos de
alineamientos multiples, igualmente compuestas por HMMs, como Pfam o SMART. El
andlisis también combina la informacion estructural procedente de la base de datos PDB
(Protein Data Bank) [25] y las predicciones de estructura secundaria para los HMMs.
De esta forma, HHPred logra una mayor sensibilidad dando muy buenos resultados para
la bisqueda de homdlogos remotos, basandose en el hecho de que la estructura de un
dominio estd mucho mas conservada que su secuencia. Asi, el programa HHPred alinea
la secuencia de Mcwc-1b con un dominio dedo de Zn tipo GATA, el dominio 4gat_A
de la proteina AreA de A. nidulans (e-value 8,8e-13, Probabilidad = 99,9 %, mientras
que utilizando la secuencia de Mcwc-1a se obtiene un e-value de 2,5e-16) (Figura 3.14).
AreA es un factor transcripcional tipo GATA tipico de hongos, que media la represion por
metabolitos de nitrogeno dependiendo de la abundancia de nitrégeno en el medio [168]
(Figura 3.14). Ademas, los pares de cisteinas, que son los elementos caracteristicos de
los dominios de dedo de zinc, estdn conservados en Mcwc-1b, aunque la distancia que
los separa es mayor que la distancia candnica, que es de 17-18 aminodcidos

Los pesos moleculares estimados de las proteinas Mcwc-1a, Mcwce-1b y Mcwce-1c¢ son
72,6, 88,19y 71,4 kDa respectivamente. Los puntos isoeléctricos tedricos correspondien-
tes son 5,46, 5,89y 6,79 (Materiales y Métodos 2.10). Usando el programa PSort2 [215],
en los tres casos se predice una localizacion nuclear (69,6 % para Mcwc-1ay 60,9 % para
Mcwece-1b y Mcwe-1c¢).
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3.3.3 Parecido entre las proteinas Mcwc-1 y otras proteinas tipo Wc-1

Probab=99.29 E-value=8.8e-13 Score=97.22 Aligned_cols=50 Identities=20% Similarity=0.424

Q ss_pred ccccCCCCCOCCCCCCCCCleecccecCCCCClececccecechHHHhe CeCCCC

0 mcwelb 737 KEAGNKEDTVVCSTCFRRFDGSMIDTQEYSPDEPLLCNSCSLREMQOSGHTTSHN 791 (793)

] Consensus i T G e e [ et e ]_._n._.,g ............................ 791 (793)
SRR e I P B e O S N P P P

T Consensus 1 e p~~C~nCgtt~Tp~-WRr~~~G-~- - ~LCNACGLYy~~~~-~~~RP~~ 50 (B8]

T 4gat_A 1 MKNGEQNGPTTCTMCFTOTTPL -WRRNPEG- Q- -PLCNACGLFLKLH-GVVRPLS 50 (68)

T ss_dssp CTTSCSSSSCCCTTTCCCCCSS- CEEETTT - E- - EECHHHHHHHHHH - CSCCCGG

T ss_pred CcCCCCCCeCCCCCCCOCClee -ceelCCC- C- - EeeehhHHHHHHN - CCCCChh

Figura 3.14. Alineamiento HHPred de Mcwc-1b y 4gat.

Alineamiento local realizado por HHPred utilizando la secuencia de Mcwc-1b como secuen-
cia problema (query) y con 4gat_A como secuencia diana (target). Se indican las secuencia
problema y diana (‘Q mcwclb’ y ‘T 4gat_A’, respectivamente), las secuencias consenso de los
HMMs problema y diana (‘Q Consensus’ y ‘T Consensus’, respectivamente), las predicciones de
sus estructuras secundarias (‘Q ss_pred’ y ‘T ss_pred’) y la estructura secundaria de la secuencia
diana (‘T ss_dssp’) (H, G y T: hélice, E: hoja, C: bucle, S: giro). En el centro de la figura se
resume la comparacion entre los modelos HMMs realizada por HHPred y en la parte superior
los valores estadisticos del andlisis.

3.3.3. Parecido entre las proteinas Mcwc-1 y otras proteinas tipo Wc-1

El anélisis mediante Needle [222,256] de las secuencias de las proteinas Mcwc-1 reve-
la una elevada similitud con posibles homdlogos de cigomicetos. Cada proteina Mcwc-1
es mds parecida a sus probables ortdlogos en P. blakesleeanus, R. oryzae y P. crystallinus
que a las otras proteinas Mcwc-1 (Tabla 3.1).

Dentro de Mucor, las proteinas Mcwc-1a 'y Mcwc-1c son mds parecidas entre si (70,8 %
de similitud) que con la proteina Mcwc-1b (51,3 % y 51,8 % respectivamente).

Si se comparan con las proteinas tipo Wc-1 de otras clases de hongos, las de cigomice-
tos (utilizando como representantes las de M. circinelloides) son més parecidas a las de
quitridios (43-56 % de similitud con Spizellomyces punctatus) que a las de ascomicetos
(32-33 % para N. crassa) o basidiomicetos (29-32 % con C. neoformans) (Tabla 3.1).

3.3.4. Relaciones de sintenia de los genes mcwc-1 en cigomicetos

La presencia de genes conservados que aparezcan asociados en varias zonas del geno-
ma, o entre distintos organismos, puede utilizarse para inferir relaciones filogenéticas y
estudiar la historia evolutiva de una familia de genes.

Se analizaron las regiones gendmicas adyacentes a los genes mcwc-1, comparandolas
con las de los otros dos cigomicetos secuenciados (P. blakesleeanus y R. oryzae) para
buscar genes con similares anotaciones, composicion de dominios y arquitecturas. Este
andlisis apoya que los genes mcwc-Ia 'y mewce-1c se encuentren filogenéticamente mas
cerca, ya que comparten un mayor nimero de genes en posible sintenia, mientras que
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3.3.4 Relaciones de sintenia de los genes mcwc-1 en cigomicetos

Tabla 3.1. Similitud e identidad de las proteinas Mcwc-1 con otras proteinas de hongos

Rowc-1a | Pcmadat MadA Mcwc-1c | Mwcw-1b | Sppg_2644 | Sppg_2664 @ Cwc-1 Wc-1
Mcwe-1a 87.2 86.4 75.9 70.8 51.3 55.8
(78.7) (81.8) (66.4) (54.0) (35.7) (38.0)
Rowc-1c | Pcmada3 | WcoA Mcwe-1a | Mcwe-1b | Sppg_2644 | Sppg_2664 @ Cwc-1 We-1
719 74.5 69.8 70.8 51.8 51.9
Mcwe-1c | (5g ) (61.3) (53.9) (54.0) (36.5) (34.8)
Rowc-1b | Pcmada2 | WcoB Mcwec-1a | Mcwe-1c | Sppg_2644 | Sppg_2664 | Cwc-1 We-1
75.9 68.7 69.8 51.3 51.8
Mcwe-1b | ce'g) (60.4) (59.2) (35.7) (36.5)

Se muestran los porcentajes de similitud e identidad (entre paréntesis) de las proteinas Mcwc-1
entre si y con proteinas similares de hongos, calculados utilizando el programa Needle [222,256].
Se compararon con las posibles proteinas homoélogas dentro de los cigomicetos (Rhizopus oryzae
(Ro), Pilobolus crystallinus (Pc) y Phycomyces blakesleeanus (MadA, WcoA y WcB)) y con
representantes de quitridios (Spizellomyces punctatus (Sppg)), ascomicetos (Neurospora crassa
(We-1)) y basidiomicetos (Cryptococcus neoformans(Cwc-1)). Un resumen de las secuencias
utilizadas se recoge en la Tabla 2.7.

Tabla 3.2. Genes en sintenia con los genes wc-1 de cigomicetos

wor | oo | onoz| PR me | | oy | T | il
Glucidos
mcwc-1a X x3 x4
mewe-1¢ X x X x
mewc-1b
madA X X
WCcoA X X X X X
wcoB
rowc-1a X X x X
rowc-1c¢ X
rowc-1b

Relaciones de sintenia de los genes tipo wc-1 de los cigomicetos con genomas secuenciados.
Se indican en color violeta los genes asociados a mcwce-1a y mewce-1c 'y en color naranja los
genes en sintenia con mcwc-1b. La comparacion se basa en las anotaciones realizadas por el JGI
(M. circinelloides, P. blakesleeanus y R. oryzae) y el Broad Institute (R. oryzae).

los genes del tipo mcwc-1b estan asociados a un grupo distinto de genes (Tabla 3.2).
Todos los genes tipo mcwc-1a (mewc-1a, weoA 'y rowce-1a) conservan una MAPK y una
RhoGEF-GTPasa en las proximidades, pero la mayoria de genes en posible sintenia con
mcwce-1la 'y mewce-1c aparecen asociados con uno u otro miembro del par en los otros
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3.3.5 Analisis filogenético de las proteinas Mcwc-1

dos cigomicetos, con una distribucion diferente en cada caso. También es de destacar la
presencia de genes de la familia crg y cig en sintenia con genes wc-1 en los genomas
de P. blakesleeanus y R. oryzae. En M. circinelloides, el gen crgA aparece junto a cigC
y el gen crgB junto a cigA, aunque no se encuentran cerca de ningin gen mcwc-1. Sin
embargo, en P. blakesleeanus, crgB (JGI id: 33844) se localiza a unas 45 kb de distancia
de madA, mientras que en R. oryzae un gen similar a cigA (JGI id: 5548) estd a menos de
3 kb del gen rowc-1c (JGI id:5550).

En las regiones adyacentes a los genes tipo mcwc-1b, ademds de no identificarse nin-
guno de los genes asociados al par mcwc-1a/mcwc-1c, se conservan dos genes en posible
sintenia, un factor de elongacién de la transcripcion (TEF-1v) y una dipeptidil pepti-
dasa S9, aunque solo aparece uno de los dos en las proximidades de wcoB'y rowc-1b
(Tabla 3.2).

3.3.5. Anadlisis filogenético de las proteinas Mcwc-1

Se realiz6 un édrbol filogenético con las proteinas Mcwc-1 y representantes de sus po-
sibles homologos en otros grupos de hongos. Las secuencias de aminodcidos utilizadas
pertenecen a cigomicetos, quitridios, ascomicetos y basidiomicetos (Tabla 2.7). Los ali-
neamientos se realizaron con T-Coffee y Muscle, editindose posteriormente en Jalview
para eliminar huecos, menos los provocados por la secuencia utilizada como grupo ex-
terno (véase més abajo).

Como no existen proteinas Wc-1 fuera de hongos, como grupo externo se utilizé la
proteina FSUBUS de la cianobacteria Microcoleus vaginatus, que se obtiene como mejor
resultado fuera de hongos en un BLAST realizado con la secuencia de Mcwc-1a. Esta
proteina contiene tres dominios PAS en conformacion parecida a la de las proteinas Wc-
1, aunque el resto de la proteina no presenta homologia.

El arbol filogenético obtenido para las proteinas de cigomicetos es similar a andlisis
previos (Figura 1.10) [69], con una agrupacion bastante clara de las proteinas homologas
a Mcwec-1b por un lado y del par Mcwc-1a/Mcwece-1c por otro (Figura 3.15). Dentro de
cigomicetos, en todos los casos las proteinas de R. oryzae y P. crystallinus se encuen-
tran mas proximas a las de M. circinelloides que a las de P. blakesleeanus. El resto de
divisiones principales también se observan claramente, separdndose las proteinas de as-
comicetos, de basidiomicetos y las de quitridios, siendo las proteinas de los ascomicetos
las més lejanas a las de cigomicetos. En cuanto a la cercania con basidiomicetos y quitri-
dios, los valores de bootstrap obtenidos no son muy altos por lo que no puede concluirse
rotundamente si las proteinas Wc-1 de cigomicetos se encuentran mds cercanas a las de
quitridios que a las de basidiomicetos, aunque la mayor similitud de secuencia (Tabla 3.1)
sugiere que se encuentran mas cercanas a quitridios.
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0,1
pumm FSUBUS
0,76 LreA
|
- —
i = WcoB
0.96
Rowc-1b
0,95
0,69_
460 Mcwc-1b
|
L]
0,95 |
0,4 e — | 0\WC-]C
0,94 m Mcwc-1c
. |
—\\COA
0,7
MadA
0,9
b, o - Rowc-1a
B M. circinelloides | M Cianobacterias 0,7
B B Ascomicetos
B P blakesleeanus | M Basidiomicetos
B R. Oryzae m

Figura 3.15. Filogenia de las proteinas tipo Wc-1 en hongos.

Arbol filogenético resumen de las proteinas tipo Wc-1 en hongos, utilizando la proteina
F5UBUS de la cianobacteria Microcoleus vaginatus como grupo externo. El alineamiento se
realiz6 con T-Coffee, afiadiendo Muscle y MAFFT, con las secuencias indicadas (ver resumen de
las secuencias en la Tabla 2.7). Se edit6 en Jalview para eliminar huecos y se analiz6 con PhyML
con 200 réplicas. Se indican los porcentajes de bootstrap sobre las divisiones, apareciendo en
color rojo aquellos que estdn por encima del 70 %.
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3.4. Expresion de los genes mcwc-1

La regulacion de los genes we-1 varia segin el organismo, encontrdndose tanto ejem-
plos de induccién como de represion por la luz. Asi, por ejemplo, los genes wc-1 de
los ascomicetos N. crassa 'y Tuber borchii se transcriben intensamente tras la ilumina-
cion [3,15], mientras que el gen cwe-1 del basidiomiceto C. neoformans se expresa débil
y constitutivamente [136, 198], y el gen madA del cigomiceto P. blakesleeanus se inhibe

ligeramente por la luz [138].

Para caracterizar la regulacion por la luz de los genes mcwc-1 de M. circinelloides se
analizaron los niveles de sus mRNAs por medio de hibridacion tipo Northern. En estos
experimentos, RNA total de micelios de la estirpe silvestre R7B, crecidos primero en
oscuridad durante 48 horas (tiempo 0), y posteriormente iluminados durante diferentes
tiempos (5, 10, 20, 30 y 60 minutos), se hibridaron con sondas de cada uno de los genes
mcwc-1'y de los genes carotenogénicos carRP 'y carB (Tabla 2.8 y Figura 3.16).

La acumulaciéon de mRNAs de los genes mcwc-1 mostré patrones claramente distintos
en respuesta a la luz (Figura 3.16). Asi, mientras que los niveles de mcwc-1a'y mewc-1b
no variaron de manera significativa tras la iluminacion, los niveles de mcwc-1c aumen-
taron considerablemente tras solo 5 minutos de iluminacién, precediendo a la induccién

de los genes carB 'y carRP (Figura 3.16).

Minutos 0 5 10 20 30 60

en luz
mewe-1a . .. . -
1,0 1,2 1,2 08 0,9 09
mewe-1b
1,0 09 14 11 0,8 14
e -
1,0 63 52 35 47 31
09
e
285 ARNr
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Figura 3.16. Expresion de los genes mcwc-1,
carB'y carRP en fondo silvestre.

RNA aislado de micelios de la estirpe R7B,
silvestre para la carotenogénesis, crecidos so-
bre medio sélido (MMC pH 4,5) durante 48
horas en oscuridad (tiempo 0) y posterior-
mente iluminados con luz blanca el tiempo
indicado, se hibridé de manera sucesiva con
sondas especificas para cada gen (Tabla 2.8).
Como control de carga se hibridé con una
sonda del ARNr 28S.

Las cantidades relativas de transcritos
mcwe-1 se indican bajo de cada calle. Los
valores estdn normalizados con el control de
carga y corresponden a la sefial de cada mues-
tra en la luz respecto a la muestra de oscuri-
dad.



3.5. Generacion de mutantes simples mcwc-1A

3.5. Generacion de mutantes simples mcwc-1A

La estrategia genética cldsica para determinar la funcién de un gen es la generacioén o
el aislamiento de sus mutantes. Por esa razén, para determinar la funcién de los genes
mcwc-1, se generaron los correspondientes mutantes nulos mediante reemplazamiento
de la mayor parte de cada gen por el marcador de seleccion pyrG. Para ello, se cons-
truyeron vectores de interrupcion que contenian el gen pyrG flanqueado por suficiente
secuencia adyacente a los genes mcwc-1 como para permitir la recombinacién homdlo-
ga [218,251]. Estos plasmidos se denominaron pMAT1113 para mcwc-1a, pMAT1120
para mcwce-1b y pMAT1128 para mcwce-1c. Como las transformaciones se realizaron con
fragmentos lineales, los plasmidos se digirieron con las enzimas de restriccion adecua-
das para liberar los fragmentos disefiados. En las Figuras 3.17, 3.19 y 3.21 se muestran
las construcciones, indicando las enzimas y cebadores utilizados en su generacién. Co-
mo estirpe receptora se us6 MU402 [225], que es silvestre para la carotenogénesis y el
fototropismo pero auxotrofa para uracilo y leucina (pyrG™ leuA).

3.5.1. Aislamiento de mutantes homocariontes

Las diferentes transformaciones, con los fragmentos de interrupciéon de cada uno de
los genes mcwc-1, produjeron 21 transformantes ura* para mcwc-1a, 67 para mcwce-1b'y

35 para mcwe-1c.

Los transformantes de M. circinelloides son normalmente heterocariontes, debido a
la presencia de varios nucleos en los protoplastos y a que el DNA no se integra en to-
dos los nicleos. La obtencién de transformantes homocariontes requiere varios ciclos de
crecimiento vegetativo en medio selectivo, para favorecer la pérdida de los nuicleos no
transformados. Tras varios ciclos de crecimiento en medio MMC, selectivo para ura®, se
aislo un transformante homocarionte para el gen mewc-1a (MU242), tres para mcwc-1b
(MU244, MU245 y MU246) y dos para mcwe-1c (MU247 y MU248). También se ob-
tuvo un transformante heterocarionte para el gen mcwc-1a que no se consiguié llevar a
homocariosis (MU243).

3.5.2. Comprobaciéon de las interrupciones mediante hibridaciones tipo

Southern

Con el objetivo de comprobar la correcta interrupcion de los genes mcewce-1 'y descartar
la posible existencia de integraciones ectopicas adicionales del fragmento de interrup-
cion, se analiz6é el DNA de los transformantes seleccionados mediante experimentos de
hibridacién tipo Southern.
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3.5.2 Comprobacion de las interrupciones mediante Southern

En el caso de mcwc-1a, se digirié el DNA de MU242 con Sacl y, tras la electroforesis,
se hibrid6 con dos sondas del gen mcwc-1a (sondas a y b) (Tabla 2.8 y Figura 2.1). La
sonda a debia reconocer tanto el alelo silvestre como la version delecionada, producien-
do fragmentos de tamafio conocido y distintos segtn la estirpe, mientras que la sonda
b era especifica de la zona delecionada y solo debia hibridar con fragmentos derivados
del alelo silvestre (Tabla 3.3 y Figura 3.17). Las hibridaciones sucesivas con ambas son-
das produjeron los patrones de fragmentos esperados, confirmando la sustitucion, en el
mutante MU?242, de 1,4 kb del gen mcwc-1a por el gen pyrG (Tabla 3.3 y Figura 3.18).

En el caso de mcwc-1b, se digirié el DNA de MU244, MU245 y MU246 con EcoRI
y se hibrid6 con las sondas ¢ y d del gen mcwc-1b (Tabla 2.8 y Figura 2.1). La sonda ¢
distingue entre el alelo silvestre del gen (fragmentos de hibridacion de 2,0 kb y 1,3 kb)
y la version delecionada (fragmento de hibridacién de 5,3 kb) (Tabla 3.3 y Figura 3.19).
Todas las estirpes mostraron el fragmento esperado de 5,3 kb, sugiriendo que el gen habia
sido delecionado. La hibridacién con la sonda d, que reconoce solo la zona delecionada,
confirmo la delecién del gen mcwc-1b en los tres transformantes, ya que no aparecieron
sefnales de hibridacion en ninguno de los transformantes (Figura 3.20).

Por tltimo, para el gen mewce-1c, se digirié el DNA de los transformantes MU247 y
MU248 con Spel y se hibrid6 con las dos sondas del gen mcwce-1c (e y f) (Tabla 2.8
y Figura 2.1). Ambos transformantes mostraron tnicamente la banda esperada de 8,6
kb, correspondiente al reemplazamiento de la version silvestre por el alelo mutado, que
se confirmé por la ausencia de hibridacién con la sonda f, que reconoce solo la regién
delecionada del gen (Tabla 3.3 y Figuras 3.21 y 3.22).

Tabla 3.3. Fragmentos esperados y obtenidos en las hibridaciones tipo Southern de los mutantes

mewe-1A
Fragmentos Esperados (kb)) Fragmentos

Gen Sonda ) ) Obtenidos Estirpe

Silvestre Delecién (kb)

b

2,0y1,3 53 53 MU244
mewc-1b MuU245
d 1,3 Ausencia Ausencia MU246

6,6 8,6 8,6
mcwc-1c¢ MU247
f 6,6 Ausencia Ausencia MU248
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[Apal/Puvit] [Apal/Puvil]
pPMAT1113 B
Sphi g Puvil
mcwc-1a silvestre #
Sacl
sondaa  sondab
sacl 5,4 Kb Sac| 12 Kb
' N " Sacl
[Apal/Puvil] [Apal/Puvi]
mcwc-Ta delecionado #
Sacl
4,7 Kb
Sacl Sacl

== delecién
B ov W PAs GATA ZnF/4gat ***' Delecién | sondas
== control positivo

Figura 3.17. Esquemas de la interrupcioén de mcwc-1a.

Arriba: Esquema del gen mcwc-Ia en la estirpe silvestre y del fragmento del plidsmido
pMAT1113 utilizado en la interrupcion, obtenido mediante digestion con Sphl 'y Puvll.

Abajo: Esquema del gen mcwc-1a tras la recombinacion homoéloga con el fragmento de reem-
plazamiento.

Se indican las posiciones de las sondas a y b, los puntos de corte mas relevantes y los tamafios
de los fragmentos esperados en las hibridaciones tipo Southern (digestion Sacl).

MU402
MU242
MU402
MU242

= 23,1kb = Figura 3.18. Hibridacién tipo Southern del mu-
tante mcewc-1aA.

DNA genémico de las estirpes MU402 (re-
- 94kb = cipiente) y MU242 (mcwce-1al), digerido con
Sacl, se hibrid6 con las sondas a y b (Figura 2.1
y Tabla 2.8). Los tamaifios de los fragmentos del
= 6,6kb = - marcador molecular (\ + Hind1Il) se indican en-

tre las dos imédgenes. Los tamaios esperados se
muestran en la Tabla 3.3 y Figura 3.17.

- 4,4kb =

Sonda a Sonda b
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Puy| Pl BaMH e esessessneseansanesn P2 BAMHI Sacl

mcwc-1b silvestre mmwmmmmmm,

:EcoRl EcoRI
son‘_da [4
: ) sonda d
r r— U
EcoRI 2,0Kb - EcoRl 1,3 Kb EcoRI

mcwe-Tb delecion  wwmmmmmm

EcoRI 5,3 Kb EcoRI

) == delecién
M ov W PAs GATA ZnF/4gat **** Delecién | sondas
== control positivo

Figura 3.19. Esquemas de la interrupcién de mcwc-1b.

Se indican las posiciones de las sondas ¢ y d, los cebadores utilizados en la interrupcion, los
puntos de corte mas relevantes, y los tamafios de los fragmentos esperados en las hibridaciones
tipo Southern (digestién EcoRI).

Arriba: Esquema del gen mcwc-1b en la estirpe silvestre y del fragmento del plasmido
PMAT1120 utilizado en la interrupcion, obtenido mediante digestion con Sacl y Puvl.

Abajo: Esquema del gen mcwc-1b tras la recombinacion homoéloga con el fragmento de reem-
plazamiento.

MU402
MU244
MU245
MU246
MU402
MU244
MuU245
MU246

=~ 6,6 kb = Figura 3.20. Hibridacién tipo Southern de
- los mutantes mcwc-1bA.
e 44Kb = DNA genémico de las estirpes MU402

(recipiente) y MU244-6 (mcwc-1bA), dige-
rido con EcoRl, se hibrid6 con las sondas ¢
y d (Figura 2.1 y Tabla 2.8). Los tamafios
de los fragmentos del marcador molecular

= 23kb = (X + HindIIl) se indican entre las dos ima-
=~ 2,0kb = genes. Los tamafios esperados se muestran
en la Tabla 3.3 y Figura 3.19.
-
Sonda ¢ Sonda d
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LR I I I I I I 1 1 I I I 1 I I 1 1 I I 1 I |

, PMAT1132 P7-BamHl .. ciiiiiiiiiiiiiiiiiieniienennen, PO7BAMHI

1
Sacl

mcwec-T1c¢ silvestre

‘Clal Clal Sphl
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Figura 3.21. Esquemas de la interrupcién de mcwc-Ic.

Se indican las posiciones de las sondas e y f, los cebadores utilizados en la interrupcién, los
puntos de corte mds relevantes y los tamafios de los fragmentos esperados en las hibridaciones
tipo Southern (digestién Spel).

Arriba: Esquema del gen mcwc-Ic en la estirpe silvestre y del fragmento del pldsmido
pMAT1132 utilizado en la interrupcion, obtenido mediante digestion con Sacl 'y Sphl.

Abajo: Esquema del gen mcwc-1c tras la recombinacién homéloga con el fragmento de reem-
plazamiento.

N5 @ SIS - o
T 3 S 3 glglura 3.22. H1br1da01]0n At1p0 Southern
¢ los mutantes mcwc-1cA.
= = = A kb == > DNA genémico de las estirpes
MU402 (recipiente) y MU247-8 (mcwc-
— 9,4kb = 1cA), digerido con Spel, se hibridé con
las sondas e y f (Figura 2.1 y Tabla 2.8).
- - 6,6 kb = | s Los tamafios de los fragmentos del
marcador molecular (A + Hindlll) se
indican entre las dos imdgenes. Los
tamafios esperados se muestran en la
sonda e sonda f Tabla 3.3 y en la Figura 3.21.
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3.6. Fenotipos de los mutantes mcwc-1A

Una vez obtenidos los mutantes simples, se analizaron sus respuestas a la luz y se
compararon con las de la estirpe silvestre R7B, ya que posee el mismo fondo genético
que todos los mutantes en los genes mcwc-1.

3.6.1. La delecién del gen mcwc-1c afecta a la fotocarotenogénesis

La acumulacion de (-caroteno en los mutantes nulos mcwc-1aA (MU242) y mewc-
1bA (MU244, MU245 y MU246) fue similar a la de la estirpe silvestre, tanto en la oscu-
ridad como en la luz, con solo una ligera reduccion de la acumulacién de (3-caroteno en
la luz en la estirpe mutante para el gen mcwce-1a (MU242) (Figura 3.23). Por el contrario,
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Figura 3.23. Contenido en [3-caroteno de los mutantes mcwc-1A

Carotenos extraidos de los micelios de las estirpes indicadas, crecidas sobre medio sélido
(YNB + leucina pH 4,5) en condiciones de oscuridad (84 h en oscuridad) o luz (60 h en oscuridad
+ 24 h en luz). Se representan las medias & errores estdndar de 4 experimentos diferentes.

los micelios de los mutantes en mewc-1c (MU247 y MU?248) mostraban un claro defecto
en la induccién de la sintesis de carotenos por la luz, ya que los micelios iluminados,
tras el crecimiento en oscuridad, presentaban un color amarillo muy péalido. El anélisis
de la acumulacién de carotenos mostré que en la estirpe silvestre la iluminacion con luz
azul o blanca provocaba un incremento de ~21 veces en la acumulacién de 3-caroteno,
mientras que en el mutante mcwc-1cA el aumento era solo de 3 veces (Figura 3.23).
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3.6.1 La delecion de mcwc-1c afecta a la fotocarotenogénesis

Estos resultados demuestran que aunque el mutante mcwce-1cA sigue respondiendo a
la luz, la pérdida de este gen afecta gravemente a la respuesta fotocarotenogénica. Por
el contrario, la falta del gen mcwc-Ic no repercute en los niveles de [-caroteno en la
oscuridad, indicando que su funcién estd implicada directamente en la induccion de la
sintesis de carotenos por la luz (Figura 3.23).

Se confirmé que el fenotipo observado en el mutante mcwce-1cA (MU247) se debia
exclusivamente a la pérdida del gen mcwc-Ic al conseguir complementar su mutacién
mediante la introduccién de una copia silvestre del gen. La complementacién se reali-
z6 transformando el mutante MU247 (mcwc-1cA, leuA™) con el plasmido pMAT1131,
portador de un alelo silvestre del gen mcwc-1c¢ (Figura 3.24), utilizando como control el
plasmido pLEU4 [264], que solo contiene el gen marcador de seleccion leuA. La presen-
cia de los plasmidos en los distintos transformantes se confirmé mediante hibridaciones
tipo Southern (Figura 3.25).

Sal1 Pst! Figura 3.24. Esquema del pldsmido

pMAT1131.

Pldasmido usado en la complementacién
del mutante (MU247). Contiene una copia
del marcador leuA (fragmento Pstl de 4,4
kb procedente de pLEU4 [264]), clonada
en el sitio Pstl de pMAT1130, que porta
una copia silvestre de mcwc-1c. Ambos ge-
nes se encuentran bajo el control de sus res-
pectivos promotores. Se indican otros pun-
tos de corte de los sitios de clonacién de
pUCI18 (Kpn y Sall) para ayudar a orientar
Kpnl los fragmentos.

Kpn | leyq

pPMAT1131 = Pst|
12,6kb

El incremento de carotenos en respuesta a la luz en dos transformantes independien-
tes MU247 + pMAT1131 (1) y (2)) fue similar al de la estirpe silvestre control (R7B
+ pLEU4) (Figura 3.26). Ademads, la introduccién del plasmido pMAT1131 provocé un
incremento de la sintesis de carotenos en la oscuridad, en comparacién con la estirpe
control. Este incremento podria ser consecuencia de un mayor ndmero de copias del gen
mcwc-1c, ya que los transformantes presentan mds de una copia del gen por genoma,
como revela la hibridacion con la sonda del gen leuA, que detecta tanto la copia cro-
mosomica como la plasmidica de este gen (Figura 3.25). En ambos transformantes, las
sefnales de hibridacion de las copias plasmidicas del gen leuA eran de mayor intensidad
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3.6.2 La delecion de mcwc-1a provoca la pérdida del fototropismo

mcwc-1cA (MU247)

Silvestre +PMAT1131
Sonda leuA R7B +pLEU4 (1) (2)

leuA plasmidico

leuA gendémico

leuA plasmidico

mcwc-1cA (MU247)

Sonda mcwc-1c¢ Silvestre +pMAT1131
R7B +pLEU4 (1) (2)

mcwc-T1cplasmidico =t

mcwc-1cgenémico = -

Figura 3.25. Hibridacion tipo Southern del mutante mcwc-1c/A complementado.

DNA gendémico de las estirpes y transformantes indicados, digerido con Sall, se hibridé con
una sonda del gen leuA (arriba) y con la sonda f (Tabla 2.8 y Figura 2.1) del gen mcwc-1c (abajo).
La identidad de los fragmentos obtenidos en cada caso se indica a la izquierda de las imagenes,
estando de acuerdo con los tamafios esperados.

que las cromosomicas (Figura 3.25).

3.6.2. La delecion de mcwc-1a provoca la pérdida del fototropismo

Se estudi6 la respuesta fototropica en los mutantes mcwc-1A mediante iluminacion
lateral de los micelios. Los mutantes nulos mcwc-1bA (MU244) y mewce-1cA (MU247)
mostraron una respuesta fototrépica silvestre a las luces blanca, verde y azul. Sin embar-
go, el mutante nulo mewc-1aA (MU242) fue incapaz de responder a cualquiera de las
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3.6.2 La delecion de mcwc-1a provoca la pérdida del fototropismo
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Figura 3.26. Contenido en S-caroteno del mutante mcwc-1c¢A complementado.

Carotenos extraidos de los micelios de transformantes de la estirpe silvestre (R7B) y de la
estirpe mewce-1cA (MU247), portando el plasmido control (pLEU4) o pMAT1131. En el caso
del plasmido pMAT1131 se analizaron dos transformantes independientes (1 y 2). Los micelios
se crecieron sobre medio sélido (YNB pH 4,5) en condiciones de oscuridad (3 dias en oscuridad)
o luz (2 dias en oscuridad + 1 dia en luz). Se representan las medias + errores estindar de 4
experimentos diferentes.

longitudes de onda anteriores, creciendo sus esporangi¢foros de manera desordenada, tal
como ocurre en los micelios crecidos en la oscuridad (Figura 3.27A).

El fenotipo observado en el mutante mcwc-1aA (MU242) se debia exclusivamente a la
pérdida del gen mcwc-1a, como se confirmé mediante la complementacién con una co-
pia silvestre del gen. La complementacion se realizé transformando el mutante MU?242
(mewce-1al\, leuA”) con el plasmido pMAT1133, portador de un alelo silvestre del gen
mcwc-1a (Figura 3.29), y utilizando como control el plasmido pLEU4 [264]. La presen-
cia de los plasmidos en los distintos transformantes se confirmé mediante hibridaciones
tipo Southern (Figura 3.28).

En este experimento, los dos transformantes complementados (MU242 + pMAT1133)
orientaron sus esporangioforos hacia la fuente lateral de luz, mientras que los transfor-
mantes con el plasmido control (MU242 + pLEU4) continuaron mostrando el fenotipo

mutante de la estirpe parental (Figura 3.27B).

El conjunto de estos resultados indica que el gen mcwc-1a regula el fototropismo.
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3.6.2 La delecion de mcwc-1a provoca la pérdida del fototropismo

mcwc-1bA
(MU244)

Ty

Silvestre mcwc-TaA mcwc-1bA | mcwc-TcA

(R7B) (MU242) (MU244)
B) Luzblanca- Comlemen;acién

|'-_.'a' > : ]

= [ ) el

mcwc-TaA (MU242) mcwe-Tad (MU242) mcwe-1aA (MU242) mcwce-TaA (MU242)
+ pMAT1133(1) + pMAT1133(2) + pLEU4(1) + pLEU4(2)

Figura 3.27. Fototropismo en los mutantes mcwc-1A.

A) Esporangidforos de los mutantes mcwce-1A 'y de la estirpe silvestre R7B crecidos durante
3 dias, sobre medio s6lido PDA (pH 3,2) y con iluminacién unilateral (indicada por las fechas),
utilizando luces blanca, azul o verde.

B) Esporangitforos de los transformantes indicados crecidos durante 3 dias sobre medio sélido
YNB con iluminacién unilateral (indicada por las fechas).

Las fotografias se tomaron perpendicularmente a la superficie del micelio usando una lupa
binocular.
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3.7. Regulacion de la expresion génica por la luz en los mutantes simples mcwc-1A

Sonda mcwc-1a

Silvestre +pLEU4

231 R7B (1) (2)
i

el - — - -

Figura 3.28. Hibridacion tipo Southern del mutante mewc-1aA complementado

DNA genémico de las estirpes y de los transformantes independientes indicados, digerido con
Sphl, se hibrid6 con la sonda b (Tabla 2.8 y Figura 2.1) correspondiente a la region delecionada
de mcwc-1a. La identidad de los fragmentos que hibridan con la sonda se indica a ambos lados
de la imagen y confirma la presencia del plasmido pMAT1133 y la ausencia de la copia gendmica
del gen mcwc-1a en los transformantes analizados en la Figura 3.27. Tamafios esperados en la
hibridacién:

Silvestre: 17 kb (mcwc-1a gendmico).

MU242 y MU242+pLEU4: ausencia (mcwc-1al).

MU242 + pMAT1133: 13,4 kb (copia de mcwc-1a en el plasmido).

3.7. Regulacion de la expresion génica por la luz en los

mutantes simples mcwc-1A

Con el objetivo de obtener una vision general del papel de cada gen mcwc-1 en la re-
gulacion, tanto de los otros genes mcwc-1 como de los genes carotenogénicos (carB 'y
carRP), se estudi6 la acumulacion de mRNA en los mutantes mcwc-1A. Este andlisis
se realizé mediante hibridaciones tipo Northern, utilizando RNA total de micelios de la
estirpe silvestre R7B y de los tres mutantes mcwc-1A, crecidos durante 48 horas en os-
curidad (tiempo 0) e iluminados durante diferentes tiempos (5, 10, 20, 30 y 60 minutos).

La acumulacién de mRNA de mcwc-1a no se vio afectada por la pérdida de los genes
mcwc-1b o mewce-1c, indicando que su expresion no estd regulada por estos genes. De
forma similar, la falta de los genes mcwc-1a o mcwe-1c no afectd a la acumulacion de
mRNA del gen mcwc-1b (Figura 3.30), indicando que no participan en su regulacion. Sin
embargo, la ausencia del gen mcwc-1a afect6 a la induccion de la acumulacion de mRNA
del gen mcwc-1c¢ por la luz, mostrando niveles mucho menores en el mutante mcwc-1aA
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3.7. Regulacion de la expresion génica por la luz en los mutantes simples mcwce-1A

Pst | Figura 3.29. Esquema del pldsmido
BamHI e pMAT1133.
“q Pldsmido utilizado en la complemen-

tacion del mutante (MU242). Contiene

una copia del marcador de seleccion leuA

_< pstl (fragmento PstI de 4,4 kb procedente de
Sphl pLEU4 [264]), clonada en el sitio PstI de
pMAT1110 portador de una copia silvestre

%% de mcwc-1a. Ambos genes se encuentran
a bajo el control de sus respectivos promo-

PMAT1133
13,4 kb

-
. tores. Se indican otros puntos de corte de
los sitios de clonacién de pUCI18 (EcoRI y
\ BamHI d i los fi
ECORI amHI) para ayudar a orientar los fragmen-

tos.

que en la estirpe silvestre o en el mutante mcwc-1bA (Figura 3.30). Esto indica que el
gen mcwc-1a es un elemento clave para la induccion de la expresion del gen mcwe-1c
por la luz.

En M. circinelloides, la activacion de la carotenogénesis por la luz estd asociada a la
induccién de la acumulacién de transcritos de los genes estructurales carB'y carRP [323,
324]. Asi, se analizé la acumulacién de transcritos de estos genes en respuesta a la luz en
mutantes para cada uno de los genes mcwc-1. Los niveles de mensajero de carB 'y carRP
en el mutante mcwc-1cA fueron muy inferiores a los observados en la estirpe silvestre o
en el mutante en el gen mcwc-1b (Figura 3.30), apoyando los resultados de 1a medida de
carotenos en estos mutantes (Figura 3.23).

Sorprendentemente, el incremento de los niveles de transcritos de los genes carote-
nogénicos en respuesta a la luz también fue menor en el mutante mcwce-1a/\, que sin
embargo es practicamente silvestre para la fotocarotenogénesis (Apartado 3.6.1). Aun-
que la induccién es débil en ambos mutantes, mcwc-I1cA 'y mewce-1a/A, en el caso de
este ultimo parece suficiente para una sintesis normal de carotenos. La diferencia podria
deberse a los distintos patrones de acumulacién de los transcritos de los genes carote-
nogénicos, ya que en el mutante mcwc-IaA se incrementan mas tarde, pero parecen ir
aumentando lentamente, mientras que en el mutante mcwc-I1cA los niveles de mRNA
aumentan poco y disminuyen rdpidamente. En cualquier caso, este resultado apoya el
papel del gen mcwe-1c en la induccién por la luz de la expresién de carB 'y carRP. .
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3.8. Generacion de mutantes dobles mewce-1A crgAA

Silvestre (R7B) mcwc-1aA mcwc-1bA mecwece-1cA
Minutos 0 20 30 60 0 20 30 60 0 20 30 60 O 20 30 60
mcwc-Ta — e a— ——— N — W — —
mcwece-1b -
mcwece-1c¢

1
(i

Figura 3.30. Regulacion por luz de la acumulacion de mRNA de los genes mcwc-1, carB y
carRP en los mutantes mcwc-1A.

Micelios de la estirpe silvestre R7B y de los mutantes mcwc-laA (MU242), mcwce-1bA
(MU244) y mewce-1cA (MU247) se crecieron en medio s6lido YNB + leucina pH 4,5, duran-
te 48 horas en oscuridad (tiempo 0) seguido de los tiempos indicados bajo luz blanca. E1 RNA
extraido de cada muestra se hibrid6 sucesivamente con sondas especificas para cada gen (Ta-
bla 2.8). Como control de carga, la misma membrana se hibridé con una sonda correspondiente
al ARNr 28S.

3.8. Generacion de mutantes dobles mcwc-1A crgAA

Como el gen crgA es un represor de la carotenogénesis cuya ausencia provoca, tanto
en luz como en oscuridad, la sobreacumulacion de carotenos y la sobreexpresion de carB
y carRP [218], se decidi6 estudiar las posibles interacciones entre los genes mcwce-1'y
crgA. Para ello, se generaron mutantes dobles para crgA y cada uno de los genes mcwc-1,
interrumpiendo los genes mcwc-1 en un mutante crgAA. Asi, se transform6 una estirpe
crgAA pyrG- (MU223) utilizando los mismos fragmentos de restriccién que en la gene-
racion de los mutantes simples mewce-1A (Figuras 3.17, 3.19 y 3.21 del Apartado 3.5).
Estos fragmentos contenian el gen pyrG flanqueado por secuencias de cada uno de los
genes mcwc-1, para permitir la recombinacién homoéloga y la sustitucion de estos genes
por el gen pyrG.
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3.8.1 Aislamiento de mutantes homocariontes

3.8.1. Aislamiento de mutantes homocariontes

Se obtuvo un total de 28 transformantes ura* para el gen mcwc-1a, 14 para mewc-1b
y 74 para mcwc-1c. Los transformantes iniciales se crecieron en medio selectivo durante
varios ciclos vegetativos hasta que se consiguieron transformantes homocariontes para
cada gen. Estos fueron: la estirpe MU251 para la interrupcion del gen mcwc-1a, los
mutantes MU252 y MU253 para la del gen mcwc-1b, y MU254 y MU255 para la del gen

mcwc-1c.

3.8.2. Comprobacién de las interrupciones mediante Southern

En todos los casos se comprob6, mediante hibridaciones tipo Southern, la delecion tan-
to de los genes mcwc-1 como del gen crgA en los transformantes homocariontes (Figu-
ras 3.31, 3.32 y 3.33). Para comprobar las interrupciones de los genes mcwc-1 se realiza-
ron las mismas digestiones y se utilizaron las mismas sondas que para la caracterizacion
de las interrupciones en fondo silvestre (resumen de las sondas utilizadas y de los frag-
mentos esperados en las Tablas 2.8 y 3.3). El andlisis de los fragmentos de hibridacién
obtenidos demostré la interrupcién de cada gen mewce-1 en los transformantes correspon-
dientes, lo que ademds quedo claramente patente por la coincidencia de los patrones de
bandas de hibridacion entre los transformantes y los correspondientes mutantes sencillos
para cada gen mcwe-1 (Figuras 3.31, 3.32 y 3.33), cuando se utilizaron las sondas de los
genes mcwc-1 (a, b, ¢, d, e y f). Para comprobar que las estirpes continuaban portando
la delecion del gen crgA, las membranas se rehibridaron con la sonda del gen crgA (son-
da g) correspondiente a la region delecionada en el mutante MU?223, observiandose que
todos los mutantes carecian del gen crgA (Figuras 3.31, 3.32 y 3.33)

3.9. Estudio de la fotocarotenogénesis en los mutantes
mcwc-1A crgAA

La acumulacion de carotenos en respuesta a la luz se estudié en los dobles mutantes
mewe-1A crgAA, comparandolas con la estirpe silvestre (MU241) y un mutante crgAA
(MU221), para determinar si existian interacciones entre crgA y alguno de los genes
mcwc-1 en la regulacion de la sintesis de carotenos (Figura 3.34).

3.9.1. Los genes mcwc-1a y mcwc-1c no participan en la regulacion de
la carotenogénesis por crgA.
La acumulacién de 3-caroteno en la estirpe mewce-1a/ crgAA fue similar a la del mu-
tante simple crgA/A, confirmando que el gen mcwc-1a no regula la acumulacion de ca-

rotenos (Figura 3.34). Sin embargo, la acumulacién de carotenos en los mutantes mcwc-
1cA crgAA mostraba diferencias respecto a la del mutante simple crgAA. Aunque ambos
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3.9.1 Genes mcwc-1a 'y mewce-1c en la regulacion de crgA
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Figura 3.32. Hibridacion tipo Southern de los dobles mutantes mcwc-1bA crgAA

DNA genémico de las estirpes silvestre (R7B), recipiente (MU223), mutante simple mcwc-
1bA (MU244) y dobles mutantes mcwe-1bA crgAA (MU252-3), se digirié con EcoRI y se
hibridé con las sondas ¢ y d de mcwce-1b'y g de crgA (ver Tablas 2.8 y 3.3).

Las posiciones y tamafios de los fragmentos del marcador de tamafios (GeneRuler 1 kb DNA
Ladder, Fermentas) se indican a la derecha de la imagen.
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3.9.2 El gen mcwc-1b en la regulacion de crgA
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Figura 3.33. Hibridacion tipo Southern de los mutantes mcwc-1cA crgAA

DNA gendmico de las estirpes silvestre (R7B), recipiente (MU223), del mutante simple mcwc-
IcA (MU247) y de los dobles mutantes mcwc-1cA crgAA (MU254-5), se digirié con Spel y se
hibrid6 con las sondas e y f de mcwc-1c'y g de crgA (ver Tablas 2.8 y 3.3).

Las posiciones y tamafios de los fragmentos del marcador de tamafios (GeneRuler 1 kb DNA
Ladder, Fermentas) se indican a la derecha de la imagen.

tipos de estirpes presentaban niveles similares de carotenos en la oscuridad, los mutantes
mewce-1cA crgAA solo fueron capaces de incrementarlos ligeramente en respuesta a la
iluminacion, al contrario de lo que ocurre en el mutante simple crgAA, donde los niveles
se duplican (Figura 3.34).

Estos resultados indican que los mutantes dobles mcwc-1cA crgAA, al igual que los
mutantes simples mcwc-1cA, son deficientes en la induccién por luz de la carotenogé-
nesis y sugieren la presencia de una ruta de induccién por luz mediada por mcwce-Ic e
independiente de la ruta de represion mediada por crgA.

3.9.2. El gen mcwc-1b es necesario para la regulacion de la
carotenogénesis por crgA

Sorprendentemente, los mutantes dobles mcwc-1bA crgAA presentaron un fenotipo
silvestre respecto a la carotenogénesis, mostrando niveles de (3-caroteno, en oscuridad
y luz, muy parecidos a los de la estirpe silvestre. Segin estos datos, la pérdida del gen
mcwc-1b suprime completamente el efecto de la mutacién de crgA, recuperdndose el
fenotipo silvestre tanto en oscuridad como en luz (Figura 3.34).
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3.9.2 El gen mcwc-1b en la regulacion de crgA

Oscuridad
B Luz Blanca

B-caroteno ( pg/g micelio peso seco)

MU241 MU221  MU251 MU252 MU253 MU254 MU255
Silvestre mcwe-1ad mewce-1bA mecwc-1cA

(W RITATVA
CIgAL

Figura 3.34. Contenido de -caroteno en los mutantes mewc-1A crgAA.

Carotenos extraidos de los micelios de las estirpes indicadas, crecidas sobre medio s6lido
(YNB pH 4.,5), en condiciones de oscuridad (48 h en oscuridad) o luz (24 h en oscuridad + 24 h
en luz). Se representan las medias + errores estindar de 4 experimentos diferentes.

El papel de mcwc-1b en la regulacion por crgA se confirmé con el aislamiento de una
estirpe en la que se suprimia el fenotipo crgA~ (MU256). El mutante supresor MU256 se
aislo fortuitamente debido a su fenotipo silvestre, color blanco en la oscuridad, en una
siembra de esporas de la estirpe MU223 (crgAA pyrG’), cuyas colonias son normalmente
amarillas en la oscuridad. Los genes mcwc-1b 'y crgA de este mutante supresor se anali-
zaron mediante secuenciacién e hibridaciones tipo Southern, confirmdndose por un lado
la delecion del gen crgA, y por otro la existencia de una delecién de 47 pb en la zona de
union entre el exén 3 y el intrén 3 del gen mcewc-1b (Figuras 3.35 y 3.40). Esta mutacién
genera un codon sin sentido prematuro que produce una proteina truncada, con solo el
dominio LOV (Figura 3.40). Ademas, mediante amplificacién por PCR, se confirmé que
esta delecion era exclusiva del mutante MU256 y que no estaba presente en la estirpe
parental MU?223 (Figura 3.36).

De nuevo se recurri6 a la complementacion para demostrar que la mutacion en el gen
mcwc-1b era la responsable del fenotipo supresor. Para ello, se reintrodujo una copia
silvestre del gen mcwc-1b en el mutante supresor MU256 (mcwce-1bA crgAA pyrG)
utilizando el pldsmido pMAT1148 (Figura 3.37), que contenia una copia silvestre del
gen mcwc-1b, con su promotor, y el marcador de seleccion pyrG.
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3.9.2 El gen mcwc-1b en la regulacion de crgA
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Figura 3.35. Hibridacién tipo Southern
del mutante supresor MU256.

DNA genémico de las estirpes indica-
das, digerido con EcoRI, se hibridé con
las sondas g (crgA) y d (mcwc-1b). Frag-
mentos esperados en la hibridacion:

Sonda g: banda de 3,8 kb en el silves-
tre, ausencia de fragmento en el mutante
crgAA.

Sonda d: 1,3 kb en una estirpe silvestre
para el gen mcwc-1b.

Figura 3.36. Amplificaciéon por PCR del
gen mcwc-1b en las estirpes supresora
(MU256) y parental (MU223).

DNA gendémico de las estirpes indica-
das se amplific6 con cebadores especificos
del gen mewc-1b (mewce-1b-ml 'y mewc-1b-
p9). Los fragmentos obtenidos en cada caso
corresponden a la version silvestre del gen
(552 pb) y a la version mutante con una de-
lecién de 47 pb (505 pb).

M: Las posiciones de los fragmentos de
500 y 600 pb del marcador de tamaiios (Ge-
neRuler 1 kb DNA Ladder, Fermentas) se
indican a la izquierda de la imagen.
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BamHlI

sacl Pyre Figura 3.37. Plasmido pMAT1148.

Pldsmido usado en la complemen-
tacion del mutante mcwc-1b~ crgAA
(MU256). Contiene una copia silvestre
pMAT1148 —[Hindlli/Smal] del gen mcwe-1b clonada en el sitio

9,6kb Smal de pEPM1 [22], que porta el mar-
cador de seleccion pyrG. El gen mcwc-
1b se purifico del plasmido pMAT1118
por digestion con HindIll y Sacl (frag-
mento de 3,4 Kb). Ambos genes se en-
/ cuentran bajo el control de sus respecti-
[Smal/Sacl] VOS promotores.

La mayor parte de los 101 transformantes iniciales mostraron el fenotipo silvestre de
la estirpe recipiente en la oscuridad (color blanco), pero 11 de ellos presentaban tonos
amarillentos, desde amarillo palido hasta intenso, lo que sugeria la complementacion del
fenotipo supresor. Se sembraron esporas de dos de los transformantes més amarillos (T1
y T2) y se analiz6 el contenido en [3-caroteno de las colonias amarillas obtenidas, obser-
vandose, en ambos casos, niveles de (3-caroteno superiores a los de la estirpe supresora,
aunque no se llegaron a alcanzar las cantidades del mutante crgAA (Figura 3.38).

De los dos transformantes analizados, el transformante T1 presentaba niveles de ca-
rotenos mds parecidos a la estirpe mutante crgA™, 1o que puede estar relacionado con el
numero de copias del plasmido pMAT 1148, como sugiri6 la amplificaciéon por PCR del
gen mcwc-1b en los transformantes T1 y T2. Los cebadores utilizados amplificaban tan-
to el alelo cromosdmico (mutante) como plasmidico (silvestre), permitiendo diferenciar
uno del otro debido a la delecion de 47 pb presente en el mutante. Los resultados de esta
amplificacién mostraron que la cantidad de alelo silvestre es mayor en el transformante
T1 que en T2 (Figura 3.39). Por tanto, la introduccion del alelo silvestre de mcwc-1b
restaura parcialmente el fenotipo mutante crgA-, tanto en oscuridad como en luz (Figu-
ra 3.38), siendo probable que la restauracion parcial sea consecuencia de un bajo ndmero
de copias del mismo.

Estos resultados indican que el fenotipo silvestre observado en la estirpe supresora
MU256 se debe a la presencia del alelo mutante de mcwc-1b, y que el fenotipo crgA”
depende de la presencia de un alelo funcional del gen mcwc-1b.
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Figura 3.38. Acumulacion de carotenos en transformantes mcwc-1b" crgAA (MU256) comple-

mentados.

Contenido de carotenos en micelios de las estirpes indicadas, crecidas sobre medio sélido
(YNB pH 3,2), en condiciones de oscuridad (84 h en oscuridad) o luz (60 h en oscuridad + 24 h
en luz). Se representan las medias + errores estindar de 4 experimentos diferentes.
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Figura 3.39. Amplificacién del gen
mcwc-1b en los transformantes T1 y
T2.

DNA de las estirpes indicadas se am-
plificé con cebadores especificos del
gen mcwce-1b (mewce-1b-ml 'y mcwce-
1b-p9). Los fragmentos obtenidos en
cada caso corresponden a la version sil-
vestre del gen (552 pb) y a la versién
mutante con una delecién de 47 pb (505
pb).

M: Las posiciones de los fragmentos
de 500 y 600 pb del marcador de tama-
fios (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Fer-
mentas) se indican a la izquierda de la
imagen.
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-2 TTATGGATCCGTTTCAATCTTTGGGT CAATTCAACCCGCAAAT CTATGAGAGCAGCAAT GTGCCGCCGTCCTCTGATAAG
MBPEQELECOENEBQEYESENNEPESEDE

79 TTGTTCTCGTTCAGTGGGTTCCAAGCT GGACTGATGACAAACCAGACAT CCTCCATGCAGGCACCGAGCGCCAATTTACA
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159 GCAGCAACAGCCCAGGCCACATAGCATACCGTCGCAACAGCATTTTATACAGCAACCACAGCAGCCATTTATACCGCCTC
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239 AACAAGCACCATCGCAACCGCAATTGCAGCATGCCATGATGCAGCCCTCAGGCACAGCAT CCATGAACCACTTCTTGCCC
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319 TCTGCTCCACCGCCAGTACTGCCTCCATCGTCCGCAT CCAATCAAGCCGACAGCGGCCGCT ATTCAGGCATGTATGCCAA
SIHPEPELEPESsESsHEIOEIEiGEYEiEYEN

309 CACGGGCTTTGATATGCTCTCCATCTTATCGCGCGTGGCT AATAGGTACACTGTATTGCATGACAT CTACCGCCGCCTGE
MO NMLISIESIRVINN
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Figura 3.40. Delecion presente en el gen mcwce-1b del mutante supresor MU256 (mcwce-1b
crgAA).

La region delecionada del gen mcwc-1b en el mutante MU256 se indica recuadrada en verde.
Los aminoécidos del hipotético extremo carboxilo de la proteina truncada resultante se indican
bajo la secuencia aminoacidica silvestre, recuadrados en verde. El dominio LOV se representa
recuadrado en rojo. También se indican los cebadores utilizados en las Figuras 3.36 y 3.39
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3.10. Regulacion por luz en los mutantes mcwc-1A crgAA

3.10. Regulacién por luz en los mutantes mcwc-1A crgAA

Las medidas de 3-caroteno en los mutantes dobles mcwc-1A crgAA sugieren la exis-
tencia de dos rutas de regulacion independientes mediadas por distintos genes mcwc-1.
Para determinar si estas rutas estdn actuando a nivel de transcripcion se analizé la expre-
sién génica de carB, carRP y mcwc-1c en los mutantes dobles.

3.10.1. Expresion de los genes carB y carRP

El anélisis se llevd a cabo de manera similar al realizado en los mutantes simples
mcwe-1A (Apartado 3.7), pero afiadiéndose un mutante simple crgAA a la comparacion.
Este mutante sobreexpresa los genes carB y carRP, fundamentalmente en la oscuridad,
conservando la induccién por la luz [218]. En nuestro caso, se estudié la acumulacién
de RNA mensajero, en oscuridad y tras iluminacioén durante 20 y 60 minutos, mediante
hibridaciones tipo Northern.

Expresion en los mutantes mcwc-1aA crgAA y mcwc-1cA crgAA

En los mutantes mcwc-1aA crgAA 'y mewce-1cA crgAA, los niveles de los mRNAs
de los genes carotenogénicos son similares a los del mutante simple crgAA, esto es,
carB y carRP siguen sobreexpresandose, tanto en oscuridad como en luz (Figura 3.41),
y se inducen por la luz. Este resultado sugiere que en ausencia del gen crgA se recupera
la fotoinduccién de los genes carotenogénicos, que estaba severamente afectada en los
mutantes simples mcwce-1aA 'y mewe-1c/A (Figura 3.30).

Si cabe, es mds sorprendente el incremento de los niveles de mensajero de los genes
carotenogénicos en respuesta a la luz en el mutante mewc-1cA crgAA, ya que no estd
asociado a un incremento considerable en el contenido en carotenos (Figura 3.34). Este
resultado sugiere que la proteina Mcwc-1c podria participar en la sintesis de carotenos
en un paso posterior a la regulacion transcripcional de los genes carotenogénicos.

Expresion en el mutante mcwc-1bA crgAA

En el mutante doble mcwc-1bA crgAA, la acumulacién de mRNA de los genes caro-
tenogénicos fue similar a la que se observo en la estirpe silvestre, lo que es més evidente
cuando se comparan los niveles en la oscuridad de ambas estirpes (Figura 3.41). La ex-
presion de los genes carB y carRP en el mutante doble mcwe-1bA crgA/A concuerdan
con su fenotipo silvestre respecto a la carotenogénesis, y por lo tanto, la pérdida del
gen mcwc-1b suprime el efecto de la mutacion de crgA sobre la expresion de los genes
carotenogénicos, tanto en oscuridad como en luz.
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crgAA

Silvestre crgAA mcwc-1aA mcwc-1bA mcwc-1cA

Minutos

= B

carB

carRP

mecwc-1c¢

285 ARNr

MU241 MU221 MU251 MU252 MU255

Figura 3.41. Analisis de la acumulacion de transcritos de mcwc-1c, carB 'y carRP en los mutan-
tes mewce-1A crgAA.

Micelios de la estirpe silvestre MU241, del mutante simple crgAA (MU221), y de los mu-
tantes dobles mcwc-laA crgAA (MU251), mewe-1bA crgAA (MU252) y mewe-1cA crgAA
(MU255), crecidos en medio sélido (YNB pH 4,5) durante 48 horas en oscuridad (tiempo 0),
fueron iluminados con luz blanca el tiempo indicado (min). El RNA extraido de cada muestra se
hibrid6 sucesivamente con sondas para cada gen y para el control de carga ARNr 28S (Tabla 2.8
y Figura 2.1).

3.10.2. Expresion del gen mcwc-1c en los mutantes mcwce-1A crgAA

Los mutantes simple crgAA y doble mcwc-1aA crgAA acumulan mayores cantidades
de mensajero de mcwc-Ic que la estirpe silvestre, tanto en oscuridad como en luz, de
forma parecida a lo que ocurre en los genes carotenogénicos estructurales, indicando que
su expresion estd controlada por crgA. Asi mismo, y de nuevo de forma parecida a lo
que ocurre con los genes carotenogénicos, se observé una recuperacion del patrén de
expresion silvestre de mcwce-I1c en el mutante mcwe-1bA crgAA, indicando que crgA
regula la expresion de mcwe-1c a través de mewce-1b (Figura 3.41).
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3.11. Regulacion de la expresion de mcwce-1b por crgA

3.11. Regulacién de la expresion de mcwc-1b por crgA

3.11.1. Analisis de la regulacion a nivel transcripcional

Los andlisis de los mutantes mcwc-1bA crgAA, descritos en los apartados preceden-
tes, indicaban que crgA controla la carotenogénesis a través del gen mcwc-1b. Concreta-
mente, crgA deberia bloquear la funcién de mcwc-1b, a nivel transcripcional o postrans-
cripcional. Para determinar si el control se produce a nivel transcripcional, se analiz6 la
acumulacién de mRNA de mcwc-1b en el mutante crgAA y se comparé con la estirpe sil-
vestre, en oscuridad y tras iluminacién. Como se muestra en la hibridacién tipo Northern
de la Figura 3.42, los niveles de mensajero de mcwc-1b fueron similares en el silvestre y
en el mutante nulo crgAA, sugiriendo que la transcripcion de mcwc-1b no esta controlada
por crgA.

Silvestre

Minutos 0 20 60 0 20 60
en luz

mowc-1b | WS gt W W e

28S ARNr F . e e O

R7B

Figura 3.42. Acumulacién de transcritos del gen mcwc-1b en el mutante simple crgAA.

Micelios de la estirpe silvestre MU241 y del mutante simple crgAA (MU221), crecidos en
medio sélido (YNB pH 4,5) durante 48 horas en oscuridad (tiempo 0), fueron iluminados con
luz blanca el tiempo indicado. Se muestra la hibridacién con la sonda d (Tabla 2.8 y Figura 2.1),
especifica del gen mcwc-1b, y con la sonda del ARNr 28S como control de carga.

3.11.2. Analisis de la regulacion a nivel post-transcripcional

Una vez determinado que la regulacion de mwcw-1b no se produce a nivel transcrip-
cional, se analiz6 la proteina Mcwc-1b mediante inmunodeteccion tipo Western. Estos
andlisis fueron posibles gracias a la generacion previa de un anticuerpo monoespecifico
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3.11.2 Andlisis de la regulacion a nivel post-transcripcional

contra un péptido de 119 aminoécidos de la proteina, desde la isoleucina de la posi-
cién 284 a la cisteina de la posicion 402. Estos anticuerpos fueron purificados mediante
cromatografia de afinidad en columnas que contenian el mismo péptido (Pacific Immu-
nologic, ver Materiales y Métodos 2.8.5).

v 3 v 3
g ¢ ? g
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M @ S n E
115— — - g
anti-Mcwc-1b : - . -— -! ;—Banda inespecifica
82 —
|
64 —
anti-a-tubulina - —

1,9 0 0,78 1,55 0 0,89
Oscuridad Luz

® Mcwc-1b ubiquitilada © Mcwc-1b no ubiquitilada < Formas degradadas

Figura 3.43. Isoformas de la proteina Mcwc-1b en la estirpe silvestre y en el mutante crgAA.

Arriba: Extractos crudos de micelios de la estirpe silvestre (MU241) y de los mutantes simples
mewce-1bA (MU244+pLEU4) y crgAA (MU221), crecidos sobre medio sélido (YNB pH 4,5),
en condiciones de oscuridad (18 h en oscuridad) o luz (17h en oscuridad + 1h en luz), fueron
analizados mediante inmunodeteccion tipo Western usando anticuerpos monoespecificos anti-
Mcwec-1b. Los circulos indican formas de la proteina Mcwc-1b (rellenos: formas especificas de
la estirpe silvestre; vacio: forma presente en la estirpe silvestre y en el mutante crgAA). Los
triangulos indican posibles productos de degradacion de Mcwc-1b. M: marcador cuyos pesos
moleculares se indican a la izquierda de la imagen (kDa).

Abajo: Control de carga. Se muestra la misma membrana incubada con anticuerpos anti-a-
tubulina humana. Debajo de cada calle se indica la cantidad relativa de proteina Mcwec-1b, obte-
nida sumando las sefiales de todas las isoformas en la calle correspondiente y normalizando con
la sefial de la a-tubulina.

Los niveles de la proteina Mcwc-1b se analizaron en la estirpe silvestre y en el mu-
tante simple crgAA, en luz y en oscuridad, usando como control negativo el mutante
mcwc-1bA. En la estirpe silvestre, el anticuerpo reconoci6 tres formas proteicas, de 106,
115 y 125 kDa, correspondientes a la proteina Mcwc-1b, como sugiere su ausencia en el
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3.11.3 Modificaciones post-traduccionales de Mcwc-1b

mutante mcwc-1bA. Las tres isoformas de Mcwc-1b podrian deberse a variantes trans-
cripcionales del gen o a formas modificadas de la proteina. Ademds de estas isoformas
de Mcwc-1b, el anticuerpo reacciond con una proteina distinta a Mcwc-1b (interaccién
inespecifica), que se usé posteriormente como control de carga en algunos experimentos.
También se detectaron algunas bandas especificas de menor intensidad y tamafo, que
podrian corresponder a productos de degradacion. Por el contrario, en el mutante crgAA
no aparecieron las isoformas de 115 y 125 kDa, presentando unicamente la isoforma de
106 kDa (Figura 3.43). La desaparicion de las isoformas de 115 y 125 KDa en el mutante
nulo crgAA implica a crgA, directa o indirectamente, en su produccion.

Ademads, la luz no modificé ni la cantidad de proteina Mcwc-1b acumulada ni la abun-
dancia relativa de cada isoforma, tanto en la estirpe silvestre como en el mutante cgrAA
(Figura 3.43), sugiriendo que la luz no regula la aparicion de estas isoformas ni la abun-
dancia de la proteina.

3.11.3. Caracterizacion de las modificaciones post-traduccionales de la
proteina Mcwc-1b

Como se ha comentado anteriormente, el patrén de isoformas de Mcwc-1b observado
en la estirpe silvestre podria deberse a modificaciones post-traduccionales. Por ello, se
analizaron tres modificaciones que pueden afectar a la movilidad electroforética de las
proteinas: glicosilacion, fosforilacion y ubiquitilacion.

Analisis de N-glicosilacion

Para determinar si las isoformas eran consecuencia de un diferente estado de glicosi-
lacidn, se trataron extractos totales de proteina de la estirpe silvestre con N-glicosidasa
F, enzima que elimina los azicares unidos a proteinas a través de la cadena lateral de la
asparragina (N-glicosilacion), uno de los tipos de glicosilacidn de proteinas que aparecen
en hongos. El patrén de bandas obtenido tras el tratamiento fue idéntico al del control sin
glicosidasa (Figura 3.44), por lo que Mcwc-1b careceria de N-glicanos, lo que concuer-
da con su prediccion de localizacion nuclear y con la ausencia de péptido sefial para su
secrecion.

Analisis de fosforilacion

De forma equivalente al anélisis de N-glicosilacion, para determinar si la aparicién
de distintas isoformas dependia del estado de fosforilacidn, se trataron extractos totales
de proteina de la estirpe silvestre con la fosfatasa de A, enzima que elimina los grupos
fosfato unidos a proteinas a través de las cadenas laterales de serina, treonina o tirosina.
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Figura 3.44. Anilisis del estado de N-glicosilacién de Mcwc-1b.

Extractos crudos extraidos de micelios de la estirpe silvestre (MU241) y del mutante sim-
ple mewce-1bA (MU244+pLEU4), crecidos sobre medio s6lido (YNB pH 4,5) en oscuridad (18
h), fueron tratados con N-Glicosidasa F y analizados mediante inmunodeteccién tipo Western,
usando el anticuerpo monoespecifico anti-Mcwec-1b. Los circulos indican formas de la proteina
Mcwec-1b (rellenos: formas especificas de la estirpe silvestre; vacio: forma presente en la estirpe
silvestre y en el mutante cgrAA). Flecha: proteina inespecifica utilizada como control de carga.

Este tratamiento no alter6 el nimero de isoformas de Mcwc-1b, pero si increment6 lige-
ramente la movilidad de todas ellas, sin afectar a la proteina inespecifica (Figura 3.45).
Este efecto desaparecié cuando se bloqued la actividad de la fosfatasa de A mediante el
tratamiento con EDTA, que secuestra los iones Mg*? necesarios para la actividad de la
enzima. Estos resultados sugirieron que las isoformas de Mcwc-1b en la estirpe silvestre
estan fosforiladas, aunque seguia sin explicarse la presencia de varias isoformas.

Analisis de ubiquitilacion

Las tres isoformas de Mcwc-1b difieren entre 9 y 10 kDa, una diferencia que es com-
patible con la adicién de moléculas de ubiquitina. Por esta razén, y porque CrgA posee
dominios tipicos de una ligasa de ubiquitina, se estudié también el estado de ubiquitila-
cion de la proteina Mcwc-1b.

En primer lugar, se inmunoprecipité6 Mcwc-1b a partir de extractos de la estirpe sil-
vestre y de los mutantes nulos crgAA y mewce-1bA, usando el mismo anticuerpo mo-
noespecifico que en los experimentos previos. El resultado de la inmunoprecipitacion se
analizé mediante inmunodeteccion tipo Western, incubando con el anticuerpo utilizado
en la inmunoprecipitacion, como control de la inmunoprecipitacion, y con anticuerpos
policlonales anti-ubiquitina humana para detectar la presencia de moléculas de ubiquiti-
na unidas a Mcwc-1b.

La incubacién con el anticuerpo anti-Mcwc-1b demostrd que la inmunoprecipitacion
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Figura 3.45. Andlisis del estado de fosforilaciéon de Mcwc-1b.

Extractos crudos extraidos de micelios de la estirpe silvestre (MU241) y del mutante simple
mcwce-1bA (MU244+pLLEU4), crecidos sobre medio sélido (YNB pH 4,5) en oscuridad (18 h),
fueron tratados con la Fosfatasa de \, con y sin inhibidor (S0mM EDTA), y analizados mediante
inmunodeteccion tipo Western, usando el anticuerpo monoespecifico anti-Mcwc-1b. Los circulos
indican formas de la proteina Mcwc-1b (rellenos: formas especificas de la estirpe silvestre; va-
cio: forma presente en la estirpe silvestre y en el mutante cgrAA). Flecha: proteina inespecifica
utilizada como control de carga.
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Figura 3.46. Anilisis del estado de ubiquitilacién de Mcwec-1b.

Extractos crudos extraidos de micelios de la estirpe silvestre (MU241) y de los mutantes
simples mcwc-1bA (MU244+pLEU4) y crgAA (MU221), crecidos sobre medio sélido (YNB
pH 4,5) en oscuridad (18 h), fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo monoespecifico anti-
Mcwec-1b y analizados mediante inmunodeteccion tipo Western, usando este mismo anticuerpo
(izquierda) y un anticuerpo policlonal contra ubiquitina humana (derecha).
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3.11.4 Anadlisis de la interaccion entre Mcwc-1b y CrgA

funcionaba correctamente, ya que se inmunoprecipitaron todas las isoformas de Mcwc-
1b, asi como la proteina inespecifica que reconoce el anticuerpo (Figura 3.46, izquierda).
Sin embargo, los anticuerpos anti-ubiquitina solo reconocieron las isoformas de 115 y
125 kDa presentes en la estirpe silvestre (Figura 3.46, derecha), sugiriendo la union de
una y dos moléculas de ubiquitina, respectivamente, a Mcwc-1b. Siguiendo el mismo
razonamiento, la isoforma de 106 kDa, que no fue reconocida por el anticuerpo anti-
ubiquitina, corresponderia a una forma no ubiquitilada de Mcwc-1b, pero con un tamafio
mayor del estimado a partir de la secuencia deducida de aminoécidos (88,2 kDa). Esta
diferencia de tamaifio podria deberse a otras modificaciones no analizadas, 0 a una movi-
lidad anormal de esta proteina en la electroforesis. Ademads, este andlisis aportd un dato
fundamental sobre la funcién de crgA, ya que la ausencia de las dos formas ubiquitiladas
en el mutante crgAA sugiere la implicacion de CrgA en la ubiquitilacion de Mcwc-1b.

Una de las funciones méas conocidas de la ubiquitilacién es el marcaje para degradacion
via proteosoma 26S. En este caso, segin las estimaciones obtenidas mediante andlisis
densitométrico de las sefiales en el experimento de Western (Figura 3.43), Mcwc-1b es
incluso mas abundante en la estirpe silvestre, donde aparecen formas ubiquitiladas, que
en el mutante crgA/A, donde solo se encuentra la forma no ubiquitilada, sugiriendo que
la adicion de estas ubiquitinas no marcan a la proteina para su degradacion.

3.11.4. Analisis de la interaccion entre Mcwc-1b y CrgA

Si CrgA ubiquitila directamente a Mcwc-1b, deberia entrar en contacto con ella en al-
gliin momento. Para determinar si esta interaccion tiene lugar, se realizaron experimentos
de co-inmunoprecipitacion, utilizando anticuerpo anti-Mcwc-1b para inmunoprecipitar
los posibles complejos Mcwc-1b-CrgA. Tras la inmunoprecipitacion, la presencia de la
proteina CrgA se analizé por inmunodeteccion tipo Western, incubando con tres anti-
cuerpos anti-CrgA diferentes [193,213]. Ninguno de los anticuerpos detecté la presencia
de CrgA, lo que sugiere una ausencia de interaccion directa entre ambas proteinas o bien
una interaccion muy débil (Figura 3.47). Estas conclusiones se vieron apoyadas por la au-
sencia de interaccion entre CrgA y Mcwc-1b en el sistema de dos hibridos de levadura,
experimentos que se realizaron en nuestro laboratorio, con posterioridad a la finalizacién
de este trabajo (Dr. Eusebio Navarro, comunicacion personal).
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Figura 3.47. Co-inmunoprecipitacion de Mcwc-1b y CrgA.

Extractos crudos extraidos de micelios de la estirpe silvestre (MU241) y de los mutantes
simples mcewe-1bA (MU244+pLEU4) y crgAA (MU221), crecidos sobre medio sélido (YNB
pH 4,5) en oscuridad (18 h), fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo monoespecifico anti-
Mcwec-1b, y analizados mediante inmunodeteccion tipo Western, usando este mismo anticuerpo
(izquierda) y tres anticuerpos contra CrgA (Materiales y Métodos 2.8.6 y 2.8.10), para detectar
la presencia de complejos Mcwc-1b-CrgA. Las proteinas de menor peso molecular que aparecen
en todos los geles corresponden a las cadenas pesadas del anticuerpo utilizado en la inmunopre-
cipitacidn.

122



4 Discusion

4.1. Genes mcwc-1 y sus homologos en otros cigomicetos

En hongos, como en la mayoria de organismos, la luz es una fuente de informacion
esencial. Los mecanismos moleculares implicados en las respuestas a la luz en hongos se
han caracterizado mds extensamente en el ascomiceto N. crassa, donde las proteinas Wc-
1 (fotorreceptor) y Wc-2 controlan las principales respuestas a la luz, con la excepcion
de la fotoadaptacion, que depende de Vivid [288].

Los mecanismos presentes en otros grupos de hongos parecen similares a los de N.
crassa. Asi, en basidiomicetos y cigomicetos los complejos WC también regulan la ma-
yoria de respuestas conocidas, aunque en estos dltimos el modelo se complica con la
aparicion de varias copias de los genes wc-1 'y we-2 por genoma. Los tres cigomicetos
secuenciados en el momento de la redaccion de esta memoria, P. blakesleeanus, M. cir-
cinelloides y R. oryzae, poseen tres genes de tipo we-1, con diferentes funciones, tanto
entre las distintas copias como entre organismos [138, 141,293,294]. En esta tesis iden-
tificamos y clonamos, previamente a la secuenciacién del genoma, los tres genes de M.
circinelloides con parecido a los genes wc-1 de otros hongos, a los que hemos denomina-
do mewc-1a, mcwce-1b'y mewc-1c. Junto con los andlisis realizados en P. blakesleeanus,
este trabajo, y otros posteriores llevados a cabo en nuestro laboratorio, constituyen los
estudios més completos que existen sobre la funcion de este tipo de genes en cigomicetos.

En P. blakesleeanus se han propuesto cuatro rutas de transduccion de la sefial lumino-
sa, distintas funcionalmente y constituidas por elementos especificos y compartidos por
las otras rutas [48, 50]. En todas ellas intervienen los genes madA y madB, reflejando el
papel clave de estos genes en la respuesta a la luz de este hongo. La clonacion de los tres
genes wc-1 en ese organismo demostrd que madA es uno de los genes we-1 [138], aunque
las funciones de los otros dos genes wc-1, wcoA 'y wecoB, se desconocen. La expresion
de los tres genes we-1 de P. blakesleeanus esta controlada por la luz, mientras que en
M. circinelloides la luz solamente afecta a la expresion de mewc-1c [138,279,294]. No
solo es diferente la regulacion de la expresion de los genes we-1 en M circinelloides 'y P.
blakesleeanus, sino que el grado de especializacion funcional también lo es, ya que en
P. blakesleeanus tanto la fotocarotenogénesis como el fototropismo dependen de madA,
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4.1. Genes mcwc-1 'y sus homologos en otros cigomicetos

sin la aparente participacion de wcoA o wcoB, mientras que en M. circinelloides el foto-
tropismo estad controlado por mcwc-1a, la fotocarotenogénesis por mcwc-I1c, y mcwc-1b
regula distintos procesos celulares, incluyendo la sintesis de carotenos, que dependen del
gen crgA [138,279,293,294].

Es dificil concretar relaciones de homologia sin especificar funciones conservadas. La
aparicion de tres genes wc-1 parece ser un evento propio de los cigomicetos, derivado de
duplicaciones previas ya presentes en el ancestro comun de estos organismos. Aunque es
facil separar a mcwc-1b'y weoB como provenientes de la misma duplicacion ancestral, es
un poco mds complicado diferenciar los posibles ortélogos de mcwce-1a'y mewce-1c en P.
blakesleeanus. Si nos fijamos en el arbol filogenético obtenido y en el grado de similitud
entre las correspondientes proteinas, el gen mcwc-1a se encontraria mas proximo a madA
(Figura 3.15 y Tabla 3.1).

Si comparamos las regiones gendmicas cercanas a los genes wc-1 en los tres genomas
de cigomicetos considerados, de nuevo es sencillo diferenciar dos grupos principales de
sintenia, derivados de la misma duplicacion ancestral. Seguin la anotacion generada por
el JGI y por el Broad Institute [141, 148, 149], por un lado se pueden agrupar los genes
mcwc-1b, wecoB'y rowc-1b (Rhizopus oryzae wc-1b), que comparten dos genes en sintenia
(Factor de elongacion de la traduccion 1-y y una dipeptidil peptidasa S9) (Tabla 3.2), y
por el otro los genes mcwc-1a, mcwce-1c, madA, wcoA, rowc-1a 'y rowc-1c, en los que se
reconoce un mayor nimero de genes conservados asociados a uno u otro gen de la pareja
de cada especie, o incluso a ambos, como en el caso de la MAPK, que aparece cerca
de mcwc-1a, de rowc-1a 'y de ambos genes de P. blakesleeanus (madA 'y wcoA). En este
segundo grupo, por lo tanto, los genes asociados se mezclan entre los dos miembros de la
pareja y no se puede asignar un conjunto de genes a mcwc-1a 'y otro mewc-1c (Tabla 3.2).

Llama la atencidn la presencia de un gen de la asociacidn crg/cig en sintenia con genes
wc-1 de P. blakesleeanus y R. oryzae, aunque a mayor distancia que el resto de genes
indicados (Tabla 3.2). Los genes crgA/cigC y crgB/cigA se encuentran agrupados y en
tdndem en M. circinelloides, por lo que encontrar uno de los miembros del par cerca de
un gen wc-1 podria verse como los restos de la presencia del par completo en el pasado.
En M. circinelloides, sin embargo, ninguno de los genes crg o cig se localiza cerca de
genes mcwc-1, aunque la presencia en P. blakesleeanus y R. oryzae podria indicar una
asociacién gendmica en el pasado.

Con los datos actuales parece que cada grupo de proteinas Wc-1 evolucioné de for-
ma diferente en cada cigomiceto, probablemente adquiriendo funciones especializadas
relacionadas con la regulacion por luz. Es por ello que, aunque podamos identificar posi-
bles ortélogos basdndonos en la historia evolutiva, no debemos extrapolar sus funciones
concretas en otros cigomicetos.
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4.2. Caracteristicas estructurales de los productos de los

genes mcwc-1

Las secuencias aminoacidicas, deducidas a partir de la secuencia de nucleétidos, y
las arquitecturas de las tres proteinas Mcwc-1, son similares pero no idénticas. Todas
presentan los dominios caracteristicos de las proteinas Wc-1, como el dominio LOV,
los dominios PAS, el dominio de localizacién nuclear y el dominio dedo de zinc tipo
GATA, a excepcidn de la proteina Mcwc-1b que carece de dominio dedo de zinc candnico
(Figuras 3.12 y 3.14). Los dominios LOV de las tres proteinas Mcwc-1 conservan los 11
aminodcidos esenciales para la interaccion con el croméforo [72], por 1o que es probable
que puedan unirlo y actuar como fotorreceptores, de forma similar a Wc-1 y Vivid en
N. crassa (Figura 3.13). Ademads, como es tipico de las proteinas Wc-1 de hongos, las
tres poseen el lazo extendido de 11 aminoécidos respecto a los dominios LOV de plantas,
entre las hélices A y C, sugiriendo el uso de FAD como croméforo, en vez de FMN como
en las fototropinas de plantas [45,58,73] (Figura 3.13).

Los otros dominios PAS de las proteinas Mcwc-1 podrian estar implicados en interac-
ciones proteina-proteina, como ocurre en caso de N. crassa, donde algunos de ellos estdn
implicados en la interaccion entre Wc-1 y Wc-2 para formar los complejos WC [14]
(Apartado 1.4.1). Por tanto, es probable que intervengan en las uniones entre Mcwc-
1 y Mcwc-2, o entre los hipotéticos complejos WC y otros componentes de la ruta de
transduccion de la sefal. La existencia de estos complejos en M. circinelloides esta apo-
yada por la demostracién de la interaccion de las proteinas MadA y MadB (homdlogos a
We-1 'y We-2, respectivamente) de P. blakesleeanus, tanto en estudios de doble hibrido
en levaduras como en experimentos de copurificaciéon en E. coli [279]. Sorprendente-
mente, a pesar de la existencia de 4 genes wc-2 y de 3 genes wc-1 en P. blakesleeanus,
no se han detectado interacciones entre las otras proteinas Wc-1/Wc-2 en este organis-
mo [279]. Este resultado puede deberse a las limitaciones de los sistemas heter6logos
de expresion utilizados en los experimentos, como pueden ser la falta de modificacio-
nes post-traduccionales especificas o de proteinas adicionales necesarias para la interac-
cién [279].

La secuencia y la organizacién en tindem de los dos dominios PAS centrales de las
proteinas tipo Wc-1 (PAS-B y PAS-C) son similares a los de las proteinas Period (Per) de
mamiferos, que son componentes del reloj circadiano en estos organismos [12,156]. Las
estructuras de las tres proteinas Per en ratéon (mPerl, mPer2 y mPer3) se han determina-
do recientemente [167], confirmandose la formaciéon de homodimeros mediados por las
superficies hoja-3 de sus dominios PAS-B, que en las proteinas Wc-1 se corresponden
con los dominios PAS-C (Figura 1.4). Los dos dominios PAS de las proteinas mPer me-
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4.2. Caracteristicas estructurales de los productos de los genes mcwc-1

dian interacciones homo- y heterodiméricas entre ellas, pero también con otras proteinas,
como los criptocromos y algunos factores transcripcionales [156,167,173,339].

El dominio LOV presente en las proteinas Wc-1 también adopta una estructura de
tipo PAS y se ha comprobado que puede mediar interacciones proteina-proteina, como
la formacion de dimeros en el caso de Vivid y We-1 [14,342,344]. Estas interacciones
dependen de los cambios conformacionales desencadenados en el dominio LOV tras la
iluminacion [342], lo que permitiria modificar la composicién de los complejos WC de
forma dependiente de la luz.

Las secuencias de aminoacidos deducidas de Mcwc-1a y Mcwc-1c presentan un do-
minio dedo de zinc tipo GATA canénico, que suele asociarse a factores transcripcionales
ya que puede unirse a DNA. Estos dominios no solo aparecen en proteinas tipo We-1,
sino también en proteinas Wc-2, habiéndose demostrado en N. crassa que el dominio de
Wec-2 es necesario para la induccién de la expresion génica por la luz, mientras que el
de Wc-1 solo es necesario para la regulacion de genes controlados por We-1 en la os-
curidad, como los del ritmo circadiano [57,58, 65, 185]. Ademads, las proteinas Wc-1 de
basidiomicetos carecen de este dominio, por lo que es probable que en estos organismos
la unidn al DNA se produzca a través del dominio presente en Wc-2 [136].

Mcwec-1b y sus posibles ortélogos WcoB y Rowc-1b carecen de una secuencia cand-
nica de dominio dedo de zinc tipo GATA, y tampoco se reconoce este dominio utilizando
HMMER contra las bases de datos de Pfam o SMART (véase Apartado 3.3.2). Sin em-
bargo, si se obtienen alineamientos con estructuras de dominios dedo de zinc tipo GATA
(Figura 3.14) utilizando programas (HHPred) que comparan estructuras de dominios. Es-
tos programas presentan una mayor sensibilidad para la bisqueda de homdélogos remotos
debido a que la estructura de un dominio estd mds conservada que su secuencia.

Los elementos caracteristicos de los dominios de dedo de zinc son los dos pares de
cisteinas que unen el d&tomo de zinc, separados por un nimero concreto de aminodcidos
(17-18 aminodcidos en plantas y hongos [185,310]). Los pares de cisteinas estdn con-
servados en Mcwc-1b, WcoB y Rowc-1b, apoyando la existencia de dominios dedo de
zinc, aunque la distancia que los separa es mayor de 18 aminodcidos. No obstante, en los
ultimos afios se ha visto que la composicion de aminoécidos alrededor de las cisteinas
es bastante flexible. Por ejemplo Wc-1y Wc-2 contienen residuos muy diferentes en po-
siciones que estdn conservadas en los dominios GATA de mamiferos [329]. Ademas, se
conocen dominios dedos de zinc tipo GATA que unen secuencias de DNA distintas a las
consenso y que se encuentran bastante alejados del modelo canénico, como el dedo de
zinc tipo GATA de MED-1 en C. elegans [195] (Figura 4.1).
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De todas formas, no se puede descartar que la secuencia de Mcwc-1b haya divergido
demasiado y realmente no exista ya un dominio dedo de zinc tipo GATA funcional. Se-
rian necesarios experimentos de mutagénesis, dirigidos a las cisteinas conservadas, para
determinar si la activacion de la transcripcion observada en el mutante crgA™ depende de
este hipotético dominio (véase Apartado 4.3.3). Sin embargo, es de destacar que HHPred
no detecta ningtin dominio dedo de zinc tipo GATA en los extremos C-terminales de las
proteinas Wc-1 de basidiomicetos, ni en las de quitridios sin dedo de zinc canénico (una
de las proteinas de S. punctatus tiene un dominio dedo de zinc tipo GATA canénico). Es
mas, todas ellas han perdido los pares de cisteinas que interaccionan con el zinc y sus
extremos C-terminales no alinean con el resto de proteinas Wc-1.

4.3. Funciones de los genes mcwc-1

4.3.1. Control del fototropismo: mcwc-1a

En este trabajo se describe, por primera vez, que los esporangiéforos de M. circine-
lloides presentan fototropismo positivo a la luz azul y verde. El comportamiento de los
esporangi6foros frente a la luz verde se habia observado previamente en P. blakesleeanus
y sugeria la participacién de un fotorreceptor diferente al de la carotenogénesis, ya que
en la fotocarotenogénesis solo hay respuesta a la luz azul [100].

La respuesta a la luz verde en M. circinelloides se confirmé con la utilizacién de un
filtro de banda estrecha (524-540 nm) para eliminar una posible contribucién de la luz
azul. Esta respuesta frente a la luz verde lleva a preguntarse cudl es el fotorreceptor de
cigomicetos sensible a esta luz. En los genomas de M. circinelloides y de P. blakesleeanus
no se han encontrado fotorreceptores de luz verde, apareciendo dnicamente probables
receptores de luz azul, como las proteinas Wc-1 y los criptocromos. El andlisis de los
mutantes en los genes mcwc-1 ha mostrado que en M. circinelloides esta respuesta estd
controlada por el gen mcwc-1a (véase Apartado 3.6.2), al igual que en P. blakesleeanus 1o
estd por madA [138], por tanto, por genes tipo wc-1 en ambos casos. La proteina Wc-1 de
N. crassa responde a luz azul y UV cercano, en concordancia con el espectro de absorcion
del croméforo que une (FAD). Sin embargo se ha demostrado que los criptocromos de
plantas, que también utilizan flavinas como croméforos, pueden mediar respuestas a la
luz verde [182].

Otra posibilidad es que exista un fotorreceptor desconocido para la luz verde, que ten-

dria que actuar en conjuncién con Mcwc-1a debido a su papel esencial en el fototropismo.
En otros organismos se ha observado este tipo de agregaciones, con estimulos captados
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Figura 4.1. Alineamiento de dominios GATA-ZnF de Wc-1 de hongos

Alineamiento generado con 7-Coffee Expresso [7] (combinado con Muscle [85] y
MAFFT [154]) y representado con Jalview [331]. Los aminodcidos estdn sombreados segtn
sus propiedades fisicoquimicas siguiendo el cddigo de colores de Clustal X [174]. Las columnas
recuadradas en rojo indican los dos pares de cisteinas que coordinan el &tomo de zinc. Los iden-
tificadores de las secuencias de proteinas utilizadas en el alineamiento se indican a la izquierda y
corresponden a: M. circinelloides Mcwc-1a, Mcwc-1b y Mcwe-1c (JGI [148]); P. blakesleeanus
MadA, WcoA y WcoB, (Uniprot [6]); R. oryzae Rowc-1a, Rowc-1b, Rowc-1c (Broad Institu-
te) [141]; P. crystallinus Pcmada-1, Pcmada-3 (Uniprot [6]); N. crassa Wc-1_nc (Uniprot [6]);
E. nidulans LreA (Uniprot [6]); S. punctatus SPPG (Broad Institute [140]). Recuadradas en ver-
de se indican Mcwc-1b y sus homdlogos en P. blakesleeanus y R. oryzae. Las secuencias
recuadradas en azul corresponden a estructuras de dominios GATA-Zinc Finger depositadas en
PDB [25]: 4GAT_A (AreA, E. nidulans) [301], 2KEA_A(MED1, Caenorhabditis elegans) [195]
y IGNF_A (FOG, Mus musculus) [160]. Debajo de cada columna se indica el grado de conser-
vacion, la calidad del alineamiento y la secuencia consenso.
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4.3.1 Control del fototropismo: mcwc-1a

por distintas proteinas que reconducen la sefial hacia un sefializador central, como ocu-
rre en la regulacion de la esporulacion en A. nidulans, donde los fitocromos modulan la
actividad del complejo WC en funcion de la presencia de luz roja [18,90,239,266].

Ademads del fotorreceptor responsable, otro aspecto a estudiar serfa el propio mecanis-
mo molecular que produce el fototropismo. Las tres proteinas Mcwc-1 poseen sefiales de
localizacion nuclear y, como ocurre con We-1 en N. crassa, se espera que su localizacion
sea nuclear y que actien directamente como factores transcripcionales, por lo que no
es facil proponer un mecanismo dependiente de Wc-1 capaz de producir un crecimiento
diferencial en la pared de un esporangiéforo.

En los tallos de plantas, el fototropismo estd mediado por la presencia de auxina en las
células de la zona menos iluminada. La auxina activa bombas de protones en la membra-
na, lo que va a reducir el pH, produciendo la ruptura de puentes de H en la celulosa de
la pared y la activacion de las expansinas, unas enzimas capaces de reducir la rigidez de
la pared celular y catalizar su extension [155,335]. En este caso, es relativamente fécil
conseguir un crecimiento diferencial en el tallo variando los niveles de auxinas en las
células menos iluminadas respecto a las mas iluminadas, lo que se puede conseguir con
cambios en la transcipcion dependientes de la recepcion de luz en unas células y no en
otras.

Teniendo en cuenta que los esporangiéforos de P. blakesleeanus y M. circinelloides
estan formados por una sola célula, el mecanismo tiene que ser diferente al de plantas, ya
que es necesario que, de alguna forma, se pueda diferenciar entre lados opuestos de una
misma célula y, al mismo tiempo, identificar cual es el lado iluminado y cual el que esté
en sombra [98]. Sin embargo, en los genomas de cigomicetos solo se ha encontrado otro
hipotético fotorreceptor, un criptocromo de tipo DASH-cry, ademads de los tres genes wc-
1 [69,139]. Aunque en plantas los criptocromos participan en el fototropismo, el tipo de
criptocromo presente en cigomicetos apunta mas bien a un papel en la respuesta contra
el dafio fototoxico (Véase Apartado 1.3.1). Ademds, al igual que las proteinas Wc-1, los
criptocromos no son proteinas de membrana, por lo que seguiria faltando un elemento
activado en la pared capaz de indicar la direccién de la luz recibida.

Otra posibilidad podria ser un efecto directo de la luz sobre la membrana o la pared. Es
posible que la luz afecte a alguno de sus componentes, una molécula fotoldbil por ejem-
plo, que veria sus niveles reducidos en la zona mas iluminada. Esta situacion permitiria la
creacion de un gradiente de concentracién que podria influir en las tasas de crecimiento
de la pared, por ejemplo limitando el crecimiento en la zona iluminada o permitiendo el
crecimiento en la zona en sombra. No obstante, la funcién de cualquier proteina regulada
por la luz implicada en el fototropismo debe depender de la presencia de MadA en P.
blakesleeanus y de Mcwc-1a en M. circinelloides.
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Con este trabajo se han sentado las primeras bases de los procesos que gobiernan el
fototropismo en M. circinelloides, pero queda mucho por hacer y descubrir para poder
modelizar esta respuesta en cigomicetos a nivel molecular, siendo cuanto menos intrigan-
te la existencia de un mecanismo capaz de traducir diferencias en la iluminacién entre
las dos ‘caras’ de una célula.

4.3.2. Control de la induccién de la sintesis de carotenos por la luz:

mcwc-1c

Este trabajo ha confirmado, mediante andlisis de mutantes, el efecto de la luz azul en
la carotenogénesis en M. circinelloides, sugerido por estudios anteriores en N. crassa, P.
blakesleeanus [50, 185] y en el propio Mucor [323], ademads de analizar el papel de los
genes mcwc-1 en la regulacion de este proceso. Los micelios de los mutantes sencillos
en cualquiera de los genes mcwc-1 presentaron unos niveles de carotenos en la oscuridad
similares a los encontrados en la estirpe silvestre, indicando que no tienen un papel en
la acumulacion de carotenos en la oscuridad en fondo silvestre. Sin embargo, los mice-
lios iluminados de los mutantes mcwc-1cA fueron casi blancos, presentando un ligero
incremento en el contenido de carotenos con respecto a la oscuridad, mientras que los
mutantes mcwc-laA 'y mewe-1bA presentaron una induccion de la sintesis de carote-
nos similar a la estirpe silvestre (Figura 3.23). Este fenotipo de los mutantes mcwc-1cA
indica que el gen mcwc-Ic es el elemento clave en la induccion de la carotenogénesis
por luz (Figura 3.26). En concordancia con esta falta de respuesta a la luz, en relacién
con la acumulacién de carotenos, la acumulacion de mRNAs de los genes carotenogéni-
cos carB y carRP también esta afectada ya que los mutantes mcwc-1c/A presentan solo
una activacion residual en presencia de luz (Figura 3.30), probablemente debida a cierta
redundancia funcional entre las proteinas Mcwec-1.

Los micelios iluminados del mutante mcwc-Ia también mostraron bajos niveles de
transcritos de los genes carotenogénicos, pero en este caso resulté solo en una ligera
disminucién del contenido en carotenos (Figuras 3.23 y 3.30). Las diferencias en el con-
tenido de carotenos en la luz entre los mutantes en mcwc-Ia 'y mewc-1c podrian ser el
resultado de patrones diferentes de acumulacion de transcritos de los genes carotenogé-
nicos, ya que el mutante en mcwc-I1a mostrd niveles de transcritos bajos, pero que se
mantenian en el periodo de tiempo estudiado, mientras que los mutantes en mcwc-1c
mostraron un aumento transitorio en respuesta a la luz (Figura 3.30). Las discrepancias
entre los niveles de mRNA vy el contenido de caroteno pueden deberse a que estamos
estudiando dos respuestas que en el fondo tienen una base distinta. El analisis molecular
de la respuesta a la luz en este hongo y otros revela que la induccién de los genes ca-
rotenogénicos es una respuesta transitoria, relativamente rdpida en comparacién con la
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produccion de carotenos, que es el resultado de un proceso complejo con multiples eta-
pas. Esta discrepancia también se observa cuando se comparan los niveles de transcritos
de los genes carotenogénicos del mutante crgAA en la oscuridad, con los niveles de la
estirpe silvestre tras la induccién por luz. Aunque los niveles de transcritos en el mutante
crgAA en la oscuridad son muy inferiores a los de la estirpe silvestre tras un pulso de
luz, la acumulacién de carotenos es superior en el mutante [218] (Figuras 3.34 y 3.41).
Estas diferencias entre los niveles de ARNm de los genes carotenogénicos y la acumula-
cién de (3-carotenos también se ha observado en otros hongos, como N. crassa, pero el
mecanismo subyacente se desconoce [204,287]

Los datos obtenidos en esta tesis nos han llevado a proponer un modelo para explicar
la regulacion de la carotenogénesis por la luz en M. circinelloides, basado en los datos de
expresion de los genes mcwc-1, carB'y carRP y en la informacién disponible sobre com-
plejo WC de N. crassa [123,190] (Figura 4.2). En ese modelo, Mcwc-1a se encontraria
en el micelio de manera constitutiva, ya que su expresion es independiente de la ilumi-
nacion (la acumulacién de su mRNA es similar en oscuridad y luz). De forma similar
a lo que ocurre con Wc-1 en N. crassa, la luz induciria cambios post-traduccionales en
Mcwc-1a (cambios conformacionales en el dominio LOV y otras modificaciones, como
fosforilaciones), que en conjunto influirian en la composicién y estado de activacion de
los complejos WC. La proteina Mcwc-1a activada induciria rapidamente la transcripcion
del gen mcwc-1Ic, alcanzando niveles mdximos de mRNA en solo 5-10 minutos, prece-
diendo a la activacion de la transcripcion de los genes carotenogénicos (Figura 3.30).

En ausencia de mcwc-1a, la inducciéon de mewc-1c es muy débil pero, sin embargo,
es suficiente para conseguir niveles normales de carotenos en el micelio, quizds debido
a una dindmica mds lenta (escasa induccién de mcwc-1c pero mantenida durante mas
tiempo), que acabe produciendo suficiente cantidad de Mcwc-1c. Proteinas capaces de
activar la expresion de mcwc-1c en respuesta a la luz, aunque en menor medida o mas
lentamente, podrian ser Mcwc-1b o la propia Mcwc-1c. Mcwc-1b podria ser un buen
candidato, ya que también se expresa de forma constitutiva y estd presente en oscuridad
y luz a niveles similares (Figuras 3.30 y 3.43). También podria ocurrir que hubiese una
expresion minima de mcwce-1c en oscuridad que produjera suficiente proteina Mcwc-1
para inducir su propia transcripcion en respuesta a la luz.

La proteina Mcwc-1c recién sintetizada activaria la transcripcion de los genes caro-
tenogénicos [324], probablemente formando complejos con proteinas Wc-2, capaces de
unirse a los promotores de genes carotenogénicos. Aunque no hemos podido demostrar
si la proteina Mcwc-1c tiene que ser activada por la luz, la presencia de un dominio LOV
con los aminodcidos necesarios para la unién del croméforo apuntan en ese sentido. De
hecho, datos provisionales de mutantes en la cistenina 115, uno de los aminodcidos claves
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Mcwc-1a Mcwe-1b U ¢
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Carotenogénesis

Figura 4.2. Modelo de regulacion propuesto para las proteinas Mcwc-1s y CrgA

En verde (+) se indican activaciones, en rojo (-) inhibiciones. Las lineas continuas representan
procesos con evidencias experimentales, las discontinuas pasos de regulacion propuestos y en
proceso de estudio. Las flechas azules indican recepcion de luz. Los 6valos y circulos representan
proteinas (U: ubiquitina), los rectdngulos los genes correspondientes.

para la formacion del aducto excitado, apoyan esta hipétesis, ya que la transformacion de
mutantes mcwc-1c¢A con un alelo de mcwe-1c en el que se ha sustituido la cisteina 115
por alanina no recupera el fenotipo silvestre. Por lo tanto, la expresion de mcwc-1c no es
suficiente para la produccion de carotenos, siendo necesaria la presencia de un dominio
LOV funcional (resultados preliminares propios y posteriores del Dr. Eusebio Navarro).

El analisis del mutante mcwce-1cA crgA/A, en el que se produce una fuerte induccién
de los genes carotenogénicos tras la iluminacién, pero sin el correspondiente aumento en
carotenos (Figuras 3.34 y 3.41), aporta un revelador aspecto sobre la funciéon de Mcwc-
Ic en la regulacion de la carotenogénesis, que nos lleva a proponer su participaciénen un
punto de control posterior a la transcripcion (Figura 4.2). La activacion de la transcripcion
por la luz de los genes carB y carRP seguiria dependiendo de la presencia de Mcwc-
Ic, pero esta proteina seria también necesaria, directa o indirectamente, para el correcto
procesamiento de sus mensajeros o para su traduccion o para la activacion de las proteinas
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CarB y CarRP. Estos aspectos estdn actualmente siendo objeto de estudio en nuestro
grupo de investigacion.

Al menos otra proteina, ademds de Mcwc-1c, tiene que tener la capacidad de inducir
la expresion de carB y carRP en respuesta a la luz, aunque solo sea para generar la ex-
presién residual y transitoria observada en el mutante mcwc-1cA (Figura 3.30). No seria
extrafio, dado el parecido entre las tres proteinas Mcwc-1, que existiera cierto solapa-
miento o redundancia entre sus funciones y que Mcwc-1a y/o Mcwc-1b puedan inducir
la expresion de los genes carotenogénicos en respuesta a la iluminacién. Este solapamien-
to es particularmente evidente en un fondo genético donde no hay proteina CrgA, ya que
el mutante mcewc-1cA crgAA presenta un incremento de los niveles de transcritos de los
genes carotenogénicos en respuesta a la luz muy parecido al mutante sencillo crgAA.
A pesar de este incremento, practicamente no hay aumento del contenido de carotenos
en el mutante mewc-1cA crgAA en respuesta a la luz, a diferencia de lo que ocurre en
el mutante sencillo crgAA, apoyando el sugerido papel esencial del gen mcwc-Ic en la
sintesis de carotenos en niveles de control posteriores a la transcripcion. Debido al mayor
parecido entre los genes mcwc-1a 'y mcwe-1c es probable que la induccién de la trans-
cripcion de los genes carotenogénicos en mutantes en mcwc-1c sea debida a Mcwce-1a'y
no a Mcwec-1b, aunque seria necesaria la generacién de los dobles mutantes mcwc-1aA
mewce-1cA'y mewe-1bA mewce-1c/A para comprobarlo.

4.3.3. Activacion de la carotenogénesis independientemente de la luz:
gen mcwc-1b

Una vez establecidas las bases del mecanismo de regulacion responsable de la induc-
cién de la carotenogénesis por la luz, en el que el gen mcwc-1c parece ser el elemento
clave, la atencién se centrd en el primer gen regulador de la carotenogénesis que se ha
caracterizado molecularmente, el gen crgA [218,220]. Este gen reprime la carotenogé-
nesis y, por tanto, se habia considerado la posibilidad de que estuviese actuando sobre
el mecanismo de regulacién implicado en la induccién por luz. Sin embargo, los mutan-
tes crgA/A, que muestran un contenido de carotenos elevadisimo en la oscuridad, muy
superior al de la estirpe silvestre en la luz, son capaces de responder a la luz incremen-
tdndolo ain mds, lo que sugiere que el mecanismo de regulacion por la luz sigue siendo
funcional en estos mutantes. Esta idea inicial se confirmé con la generacion y el andlisis
de los dobles mutantes crgAA mcwc-1cA. Aunque estos mutantes acumulan carotenos
en oscuridad en cantidades equivalentes a las de los mutantes con solo la delecién de
crgA, son incapaces de incrementar el contenido de carotenos en respuesta a la luz. Es-
te fenotipo de los mutantes crgAA mcwc-1cA indica la existencia de dos mecanismos
independientes de regulacion de la carotenogénesis: uno positivo dependiente de la luz,
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donde mcwc-1c es el elemento clave, y otro represor, en el que crgA es el elemento cla-
ve (Figura 4.2). También indica que el incremento de carotenos en la oscuridad en los
mutantes en el gen crgA no es consecuencia del incremento de expresion del activador
mcwe-1c (Figuras 3.34 y 3.41). Por tanto, todos los datos sugieren que crgA no regula
la carotenogénesis modulando la expresion de mcwce-1c. La ruta de regulacion de crgA
tampoco depende de mcwc-1a, ya que los mutantes crgAA mcwc-1aA conservan el fe-
notipo crgA-, tanto a nivel de acumulacion de carotenos como de expresion de carB 'y
carRP (Figura 3.41).

Sin embargo, el rescate del fenotipo silvestre en los mutantes crgAA mcwc-1bA indica
que crgA 'y mewc-1b participan en el mismo mecanismo de regulacion. El rescate es com-
pleto, siendo el fenotipo de los dobles mutantes crgAA mcwc-1bA totalmente silvestre,
no solo respecto a la respuesta carotenogénica, tanto para la acumulacion de carotenos
como para la regulaciéon génica, sino también para la esporulacién y el aspecto general
del micelio [219].

En trabajos previos se habia propuesto que CrgA tuviese actividad ligasa de ubiquiti-
na debido a la presencia de dominios RING-finger. En otros organismos se han descrito
ligasas de ubiquitina con importantes papeles en la regulacion de la respuesta a la luz,
siendo el caso mds estudiado el de la proteina COP1 (Constitutive photomorphogenesis
1) de Arabidopsis, un represor de la fotomorfogénesis en oscuridad. COP1 actda en el nd-
cleo ubiquitilando factores transcripcionales, como HYH y HYS, que regulan respuestas
a la luz formando homo y heterodimeros. La ubiquitilacién de estos factores conlleva su
degradacion en el proteosoma. COP1 se encuentra aguas abajo de criptocromos y fitocro-
mos en la cascada de sefializacion por luz pero, aunque se sabe que estos fotorreceptores
interaccionan directamente con COP1, no se conoce el mecanismo por el cual regulan su
actividad [131, 152].

De acuerdo con el mecanismo de accion de COP1, se propuso que CrgA deberia actuar
marcando a proteinas activadoras de la carotenogénesis para su degradacion en el proteo-
soma. Asi, en presencia de CrgA se destruiria el activador y no habria transcripcién de
los genes carotenogénicos, mientras que en su ausencia, el activador no se eliminaria y
permaneceria activado de forma constitutiva. El fenotipo de los mutantes crgAA mcwc-
1bA sugiere que el candidato evidente a ser la diana de CrgA es Mcwc-1b. Los andlisis
de la acumulacién de mRNA y de proteina de mcwc-1b, en fondo silvestre y en el mu-
tante crgA”, apoyan que crgA no regule la expresion de mcwc-1b a nivel transcripcional,
sino mediante ubiquitilacién de la proteina Mcwc-1b. En la estirpe silvestre aparecen
tres isoformas claras de Mcwc-1b de distinto peso molecular, dos de ellas ubiquitiladas
(con una y dos ubiquitinas), mientras que en el mutante crgA™ solo aparece la de menor
peso molecular, que no esta ubiquitilada. La forma no ubiquitilada de Mcwc-1b debe ser
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la forma capaz de activar la transcripcion de los genes carotenogénicos, mientras que la
presencia de formas ubiquitiladas en la célula bloquea de alguna manera esa capacidad.
A diferencia de lo que ocurre con otras proteinas, la ubiquitilacién de Mcwc-1b no pare-
ce estar asociada a degradacion, ya que no aparecen niveles mds bajos de proteina en la
estirpe silvestre que en el mutante crgA-, ni se observan formas con mds de dos moléculas
de ubiquitina, caracteristicas de la degradacion en el proteasoma (Figura 3.46). Estudios
posteriores con inhibidores del proteasoma han confirmado que la proteina ubiquitilada
no es degradada en el proteasoma [293].

La hipétesis de que CrgA ubiquitila directamente a Mcwc-1b implica que debe ha-
ber un contacto entre ambas proteinas. Sin embargo en los experimentos de coinmuno-
precipitacion y del sistema de dos hibridos de levaduras no se ha detectado interaccion
entre ambas proteinas [293]. Estos resultados negativos pueden deberse a que CrgA no
sea la ligasa que ubiquitila directamente a Mcwc-1b, o a que la interaccion sea transi-
toria 0 muy débil, como frecuentemente ocurre entre otras ligasas de ubiquitina y sus
sustratos [113, 147]. Tampoco pueden descartarse problemas asociados con los niveles
extremadamente bajos de CrgA, tanto en el micelio de M. circinelloides como en levadu-
ras [213].

Los experimentos de doble hibrido de levadura referidos anteriormente demostraron
que Mcwc-1b es capaz de interaccionar consigo misma [293], siendo probable que for-
me complejos WC constituidos por Mcwc-1b y alguna o varias de las proteinas Mcwc-2.
Al igual que ocurre en N. crassa [58], las proporciones de estas proteinas podrian va-
riar dependiendo del estado de activacién o de las modificaciones post-traduccionales
presentes en las distintas proteinas Mcwc, incluyendo Mcwc-1b, que sufre al menos fos-
forilaciones y ubiquitilaciones (Figuras 3.45 y 3.46). En N. crassa el estado fosforilado
de Wc-1 es importante en la regulacion de su activacion y de su vida media, aunque no
es el unico factor del que dependen (véase Apartado 1.4.3). En el caso de Mcwc-1b, se
ha demostrado que estd fosforilada en la oscuridad en fondo silvestre, tanto las formas
ubiquitiladas como la no ubiquitilada (Figura 3.45). Sin embargo, no se ha comprobado
lo que ocurre en el mutante crgAA, en el que Mcwec-1b se encuentra en su estado activo.
En el caso de Met4, un factor transcripcional de S. cerevisiae también regulado por oli-
goubiquitilacion (véase més adelante), la forma transcripcionalmente activa se encuentra
fosforilada y no ubiquitilada, mientras que las formas inactivas estdn ubiquitiladas y no
fosforiladas [151]. Seria interesante comprobar si se producen cambios en el estado de
fosforilacion inmediatamente después de la activacion de Mcwece-1b, o si la luz o el rit-
mo circadiano influyen de alguna manera, pero ese estudio no serd posible hasta que se
identifique la sefial de la que depende la activaciéon de Mcwc-1b.
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4.4. Posibles funciones de la ruta Mcwc-1b/CrgA

Aunque la distribucion de genes que cifran proteinas similares a crgA es muy amplia
en eucariotas, estas proteinas no aparecen en todos los hongos y, por ejemplo, no se
encuentran en el genoma de N. crassa, donde tampoco se han aislado mutantes sobrepro-
ductores de carotenos en oscuridad [118,234]. No obstante, en el también ascomiceto F.
oxysporum se ha identificado un homoélogo de crgA como responsable del fenotipo de,
o al menos parte de, los llamados mutantes carS [144,261]. Su comportamiento es si-
milar al de los mutantes crgA de M. circinelloides, ya que sobreexpresan los genes carB
y carRA en oscuridad, siendo capaces de responder igualmente a la iluminacién incre-
mentando atin mds su expresion [261]. La denominacién carS proviene de los mutantes
sobreproductores de carotenos en oscuridad identificados originariamente en P. blakes-
leeanus [214], y es por ese motivo que en F. oxysporum se le asigné ese mismo nombre,
aunque recientemente se ha descubierto que el gen carS$ de P. blakesleeanus no codifica
un homologo de crgA, sino una oxigenasa de (-caroteno que cataliza el primer paso en
la sintesis de varios apocarotenoides [305].

El fenotipo de los mutantes carS en Fusarium se ha estudiado con mayor profundi-
dad en la especie F. fujikuroi, préxima a F. oxysporum y con una ruta carotenogénica
similar [260,261]. En este organismo, la acumulacién de carotenos depende de la dis-
ponibilidad de nitrégeno en el medio, incrementdndose la produccién en condiciones de
ayuno de nitrégeno. Sin embargo, la induccién por luz de la carotenogénesis, tanto a
nivel de mRNA como de acumulacién de carotenos, es independiente de la disponibi-
lidad de nitrégeno [260]. Respecto a los mutantes carS, ademds de la sobreproduccion
de carotenos también estan afectadas rutas del metabolismo secundario dependientes del
nitrégeno, como la produccion de giberelinas o bikaverinas, sugiriendo un nexo comun
en la regulacion de ambas rutas [260]. Ademds, los mutantes en el Unico gen tipo wc-1
de F. fujikuroi, wcoA, también estan afectados en el metabolismo secundario dependiente
de nitrogeno [88], sugiriendo que wcoA podria ser diana de carS también en Fusarium,
pese a la distancia evolutiva entre cigomicetos y ascomicetos.

No obstante, existen claras diferencias en la regulacion dependiente de crgA/carS entre
ambas especies. En M. circinelloides la fotocarotenogénesis depende de mcw-1c (véanse
Apartados 3.6.1 y 3.7), pero en Fusarium los mutantes en wcoA siguen respondiendo a la
luz [88,269], no habiéndose identificado atin el fotorreceptor responsable. En los mutan-
tes carS de F. oxysporum no se incrementa el contenido en carotenos tras la iluminacion,
a pesar de la induccién de los genes carB 'y carRA [261], al contrario de lo que ocurre en
los mutantes crgA™ de M. circinelloides, que si lo incrementan (véase Apartado 3.9). Este
comportamiento de los mutantes carS de Fusarium podria deberse a una saturacion del
metabolismo de carotenos, a mecanismos compensatorios [261] o podria conectar a carS
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con la induccidn de la sintesis de carotenos por la luz, a diferencia de lo que ocurre con

crgA en M. circinelloides.

En M. circinelloides no se ha estudiado la respuesta carotenogénica en condiciones
de ayuno de nitrégeno, ni el fenotipo de los mutantes crgA respecto al metabolismo se-
cundario dependiente de nitrégeno. Los ultimos datos, provenientes de un estudio de
protedmica realizado recientemente en nuestro laboratorio, muestran la implicacion de
CrgA/Mcwc-1b en el metabolismo del carbono, en la sintesis de sider6foros, en el desa-
rrollo vegetativo y en las respuestas al estrés por dafio oxidativo [219]. Entre las pro-
teinas con mayores diferencias de expresion se encuentra MasA, una proteina similar a
NmrA de A. nidulans [5,219]. Las proteinas tipo NmrA contienen un dominio de tipo
Rossmann de unién a NAD(P)H/NAD(P)(+) y estdn implicadas en la regulacion del me-
tabolismo dependiente de nitrogeno en A. nidulans [5], del desarrollo en Dictyostelium
discoideum [230] y de la patogenicidad en Mangaporthe oryzae [337].

En A. nidulans, NmrA actia interaccionando con el factor transcripcional AreA [158,
171], que es el principal regulador del metabolismo de nitrogeno [168]. El dominio dedo
de zinc tipo GATA de AreA es el responsable tanto de la union a DNA como a la pro-
teina NmrA, siendo la eleccién entre uno u otro de tipo competitiva, de manera que la
asociacion a NmrA va a impedir la union al DNA e inhibir la actividad transcripcional de
AreA [158]. El dominio GATA de AreA es el mds parecido al hipotético dominio dedo
de zinc de Mcwc-1b (véanse Apartados 3.3.2 y 4.2), por lo que es tentador sugerir un
modo de accidn parecido para las proteinas Mcwc-1b y MasA en M. circinelloides.

A pesar de las similitudes en el fenotipo y en la arquitectura global de CarS y CrgA,
la baja identidad a nivel de secuencia que presentan y la existencia de diferencias en los
dominios que las conforman (solo se reconoce un dominio RF en CarS y el dominio
LON, interrumpido en CrgA pero no en CarS) hace dificil predecir si ambas proteinas
comparten mecanismos de accién parecidos [261].

Respecto a otros cigomicetos, nuestro grupo demostré que Blakeslea trispora contiene
un gen ort6logo a crgA que es capaz de complementar los mutantes crgAA de M. cir-
cinelloides, sugiriendo que deberia regular la sintesis de carotenos en B. trispora [250],
aspecto que no ha podido ser demostrado debido a las dificultades para manipular este
hongo. Tampoco ha podido demostrarse si la carotenogénesis en P. blakesleeanus esta
regulada por alguno de los genes similares a crgA (genes crg), ya que, en este hongo,
los rastreos realizados buscando mutantes en la carotenogénesis no han identificado mu-
tantes en ninguno de sus cuatro genes crg, lo que sugiere la existencia de diferencias
en la regulacion y/o funciones de los genes mwce-1b/wcob 'y crgA entre M. circinelloides
y P. blakesleeanus, o bien un mayor solapamiento de funciones entre las proteinas Crg
presentes en P. blakesleeanus. Al igual que P. blakesleeanus, M. circinelloides presenta
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4.4. Posibles funciones de la ruta Mcwc-1b/CrgA

otros tres genes con similitud a crgA. Sin embargo, sus funciones deben ser distintas a
las de crgA, ya que de otro modo no se hubiesen observado las importantes alteraciones
fenotipicas que muestran sus mutantes. Los ESTs de M. circinelloides secuenciados por
el JGI [148], junto con los estudios realizados en P. blakesleeanus [104] indican que,
aunque crgA estd regulado por la luz, es otro de sus posibles pardlogos, crgC, el mas
fuertemente inducido tras la iluminacién, siendo uno de los genes con mayor respuesta a
la luz en ambos cigomicetos. Queda, pues, por estudiar, el papel de los otros genes tipo
crgA presentes en cigomicetos, probablemente implicados en la regulacion por luz, y de
los que nada se sabe respecto a sus dianas 0 mecanismos de accion.

Fuera del reino de los hongos, la practica totalidad de los eucariotas presentan secuen-
cias similares a crgA en sus genomas, pero carecen de genes tipo wc-1/, exclusivos de
hongos, por lo que sus posibles dianas de ubiquitilacion deben ser diferentes. La con-
servacion de los genes crg en los distintos grupos de eucariotas sugiere que tiene una
funcién importante para la fisiologia de la célula eucaridtica, probablemente distinta a la
regulacion de la produccion de carotenos. El tnico organismo distinto a hongos donde
se han estudiado genes crg, aunque solo ligeramente, es el pez cebra (Danio rerio), en
el que casi todas sus las células pueden responder directamente a la luz [332]. En este
organismo, las principales clases funcionales reguladas por la luz son los genes del ritmo
circadiano, los de la reparacién del DNA y los de la respuesta a estrés (proteinas de cho-
que térmico y genes de respuesta al estrés oxidativo). Otras clases de genes inducidos por
luz son los pertenecientes al metabolismo del grupo hemo, muchos de ellos asociados a
la mitocondria, y los genes mitocondriales, lo que refuerza la relacién propuesta entre los
efectos toxicos producidos por la luz y el papel de la mitocondria en el metabolismo de
las ROS (especies reactivas de oxigeno) [63,332]. No obstante, entre los genes que pre-
sentan un incremento mayor de sus niveles de mRNA en respuesta a la luz se encuentran
los genes lonrfl-1'y lonrfl-2 [332], que son genes tipo crg. Aunque la funcion de estos
genes se desconoce, es interesante el hecho de que estén regulados directamente por el
factor transcripcional Tef (Thyrotroph embryonic factor), implicado en el metabolismo
de destoxificacion, principalmente en la reparacion del DNA vy la proteccion frente al
dafio oxidativo [106].

En el caso de M. circinelloides, la produccién de carotenos en respuesta a la luz, proba-
blemente con fines protectores frente al UV, o frente a las ROS generadas por dafio foto-
téxico, apuntan hacia unos papeles similares a los hipotetizados en peces, aunque como
ya hemos visto, CrgA también estd regulando otros procesos, como el metabolismo del
carbono, la esporulacion, el desarrollo de hifas aéreas o la sintesis de sider6foros [219].
Respecto a este dltimo, es de destacar que en hongos la ferroquelasa Hem15, una protei-
na implicada en la sintesis del grupo hemo en la mitocondria, es una diana conservada de
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4.5. Regulacion de la ruta CrgA/Mcwc-1b

la ruta de sefializacion de Wc-1 [137].

Desgraciadamente no existen muchos mds datos sobre esta familia de proteinas en
otros organismos, por lo que cabe esperar que contintien los estudios en pez cebra, ci-
gomicetos y Fusarium. El analisis del transcriptoma de los mutantes crgA /A, en realiza-
cién en nuestro laboratorio, ofrecerd una visiéon mas amplia de las rutas reguladas por
CrgA/Mcwc-1b y ayudard a comprobar si, y hasta qué punto, las reguladas por CrgA
solapan con las activadas por la luz en M. circinelloides y en D. rerio, y con las rutas
reguladas por CarS en Fusarium. Por dltimo, la existencia de proteinas Lonrfl implica-
das en la respuesta a la luz en peces aumenta el interés en esta via de transduccion, que
podria participar en respuestas de proteccion frente al dafio por luz desde muy temprano
en la evolucién de los eucariotas [318].

4.5. Regulacion de la ruta CrgA/Mcwc-1b

Actualmente se desconocen las sefiales a las que responde la ruta de regulacion de crgA
en M. circinelloides y de las que dependeria la ubiquitilacién/desubiquilaciéon de Mcwc-
1b. No se puede descartar que una de las sefiales sea la luz, pero si es asi, deberia ser en
unas condiciones que no se dan en el laboratorio. Por otro lado, también es posible que
Mcwec-1b actiie como fotorreceptor, ya que posee un dominio LOV canénico, aunque el
hecho de que Mcwc-1b esté activo en el mutante crgAA en la oscuridad, sin necesidad
de recibir luz, parece reducir la importancia de la luz en la regulaciéon de Mcwc-1b. Sin
embargo, como se ha indicado anteriormente, entre las clases funcionales reguladas por
Mcwec-1b se han identificado genes del metabolismo del carbono y de la sintesis de side-
roforos, ambos procesos dependientes de los niveles de oxigeno, sugiriendo un posible
papel de Mcwc-1b, y de su dominio LOV, en cambios entre metabolismo anaerobio y
aerobio [219].

En el modelo propuesto, la mono- y di-ubiquitilacién de Mcwc-1b provocaria su inac-
tivacion, mientras que la forma no ubiquitilada seria la responsable de la activacion de
los genes carotenogénicos y de la represion de la esporulaciéon en en el mutante cr-
gA [219,293]. Este tipo de regulacion, dependiente de oligo-ubiquitilacion se ha descrito
con bastante detalle en el factor transcripcional Met4 de S. cerevisiae, que controla la in-
duccién de genes del metabolismo de aminodcidos azufrados (metionina y cisteina) y de
compuestos derivados de ellos, como el glutatién [312]. Al igual que Mcwc-1b, la trans-
cripcion de los genes regulados por Met4 correlaciona con su estado de ubiquitilacion,
que en este caso depende del complejo Cdc34/SCFmet30 [151]. Met4 no es degradado,
ni su vida media se acorta, como consecuencia de la ubiquitilacién, pero su forma oligo-
ubiquitilada es transcripcionalmente inactiva, a pesar de mantener su capacidad de unién

139



4.5. Regulacion de la ruta CrgA/Mcwc-1b

a los promotores de sus genes diana [151]. En este caso, se ha demostrado que la acti-
vacion de Met4 depende de la concentracion de metionina del medio, de tal forma que
al someter células silvestres a condiciones de ayuno de metionina se produce una reduc-
cién temporal de la proporcién de formas ubiquitiladas, que coincide con la induccién
transitoria de los genes diana de Met4. El patrén de formas de Met4 en el momento de la
induccidn de los genes diana es muy similar al que aparece en el mutante met30 [151]. Se
ha propuesto que el bloqueo de la actividad de Met4 como consecuencia de la ubiquitila-
cion se deba a la imposibilidad de interaccidn con el también factor transcripcional Cbf1,
con el que Met4 forma complejos para iniciar la transcripcion, mientras que la activa-
cion de Met4 parece producida por una pérdida muy rapida de las formas ubiquitiladas,
probablemente mediante desubiquitilacién [151]. De forma anéloga, la ubiquitilacién de
Mcwece-1b podria estar impidiendo la formacion de complejos WC o la interacciéon con
otras proteinas.

Respecto a CrgA, se ha propuesto que los dominios LON sean capaces de unir RNA
y DNA [189, 197], acercando las LON-ATPasas mitocondriales a las zonas de inicio de
la transcripcion del DNA mitocondrial, posibilitando asi la interaccion y modificacién
de factores transcripcionales unidos en las cercanias [189, 197] (véase Apartado 1.7). Se
podria especular que CrgA se une a zonas cercanas a los promotores de los genes regula-
dos por las dianas de CrgA y que esa proximidad ayuda en la interaccidn y ubiquitilacién
de dichas dianas. Si esto fuese cierto para las proteinas tipo Crg, CrgA podria unirse a
zonas del genoma cercanas a los genes carotenogénicos, acercandose de esta manera a
Mcwec-1b, hipotéticamente unido al promotor de los genes carB y carRP. Esto podria
explicar que no se haya podido detectar interaccion entre CrgA y Mcwc-1b mediante dos
aproximaciones experimentales distintas: coinmunoprecipitacion (Figura 3.47) y sistema
de dos hibridos de levadura [293].

Los resultados obtenidos en este trabajo, asi como los datos aportados en P. blakesleea-
nus muestran que la regulacion de la expresion por la luz es mas compleja en cigomice-
tos que en otros grupos de hongos, como consecuencia de las duplicaciones gendmicas
producidas en su historia evolutiva [200]. De esta manera se generaron varias copias de
genes wc-1, que han evolucionado para especializarse en funciones distintas, al menos en
el caso de M. circinelloides. Ademds, estos resultados han permitido descubrir un nexo
de union entre la proteina CrgA y una proteina tipo Wc-1 (Mcwce-1b), lo que abre nuevas
posibilidades para el estudio de las rutas reguladas por proteinas Crg, tanto en hongos
como en otros eucariotas.
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5 Conclusiones

1. Se ha demostrado que los esporangioforos de M. circinelloides presentan fototro-
pismo positivo a luz azul y verde, mientras que la induccién de la sintesis de caro-
tenos depende dnicamente de la luz azul.

2. Se han clonado tres genes de tipo we-1 en M. circinelloides, denominados mcwc-
la, mcwc-1b 'y mewc-1c, que cifran proteinas que contienen dominios LOV con
todos los residuos esenciales para la unién del croméforo, incluyendo una extension
tipica de hongos que permite la unién a FAD.

3. Los tres genes no presentan el mismo patron de expresion en respuesta a la luz.
Asi, la expresion de los genes mcwce-1a y mewe-1b no estd regulada por la luz,
mientras que la expresion del gen mcwc-1c se induce fuertemente por la luz, siendo
su expresion previa a la de los genes carotenogénicos y dependiente de mcwc-1a.

4. Los genes mcwc-1 parecen proceder de dos duplicaciones sucesivas, la primera
habria dado lugar al gen mcwc-1b y al ancestro de los genes mcwc-1a 'y mewce-1c,
que serian el resultado de una duplicacion mas reciente.

5. Tras las duplicaciones génicas, estos genes han sufrido un proceso de especializa-
cion funcional, de tal forma que el gen mcwc-1a controla el fototropismo a luz azul
y verde, mcwc-1c controla la induccién de la sintesis de carotenos por la luz azul
y mcwc-1b participa en una ruta de regulacion de la carotenogénesis que no parece
depender de la luz.

6. El gen mcwc-1b es un activador de la carotenogénesis, y su producto, la protei-
na Mcwec-1b, esta regulado por ubiquitilacion independiente de degradacion. Las
formas no ubiquitiladas de Mcwec-1b provocan la activacion de la carotenogénesis
independientemente de la presencia de luz.

7. Se ha profundizado en el mecanismo molecular por el que el gen crgA reprime
la carotenogénesis, demostrandose que la proteina CrgA bloquea la funcion de la
proteina Mcwc-1b mediante su ubiquitilacion, lo que apoya su papel como ligasa
de ubiquitina.
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8. Se han establecido dos rutas de regulacion de la sintesis de carotenos, una de-
pendiente de la luz a través de mcwc-Ic y otra dependiente de crgA a través de

mcwce-1b.
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6 Anexo

Secuencias de las proteinas modificadas respecto a las presentes en las

bases de datos

Rhizopus oryzae RO3G_14273

MSFSNNGLEITNNQRPAILSGVYSNTGFDMVGILSRLINRPNQQIQLGPIDLSCS
FVVSDARQYDYPVVYCSPGFEKLTGYCQDEIVGKNCRFLQSPDGQVTGGSRRQH
TDNQAVYYLKSQLNQAKEHQASIINYKKGGQPFVNLITVIPLFSSSDGQVEYFVG
LQVDLVEQPNSILEKMKSENVVDDGVSLLDEYFRELPPAIDFNADMLSLLDHSAS
GISSESQIRKEWNQLVLNQTNDFIYVLSLKGTFLY VSDSSLSILEY QPHELFGKSLN
SICHPSDIIPVMREIKEKTTNNNMDSVVSVIFRIRRKHSGYMWIDCRGKLHMDQN
KARKCLVLCGREYPTYNLSYSQADMSKEAYWAKLSLSGLYLHVTEVCKEIVGF
TADTLLNESIYQYVENEAITKISSALQSVKETRNSMSVRHSLLNSKGDYVPVLSTF
YPGDRDRCIPLFILLQVRPVKDDNNTICCDSHTDSVNIFSELDVTRSTNWQYELHQ
LQQFNRKLREEIEKYMNPNKRSRKKIKEEGVKICANCQTKDSPEWRKGPNGPKE
LCNACGLRFAKLEKNNKK

Spizellomyces punctatus SPPG_02644

MFLLHQQIGRNQREHEEEKKKGYGSDSQHQKLQTMEPKPILGTAPTLVTKIPP
SVNLTGIYSATGFDLLGILSRVVHRPNPVIALGPVDLSCAFLVTDPRRPDNPIVYA
SETFSKLTGYSNAEVLNRNCRFLQAPDGQQEPGQARRYTDNAVVSQLKQAIDRN
EECQFTLINYKKGGEPFINLVTVVPVEYGRPGEVSFFVGFQVDLIDQPQAILDRMK
DGTYTINYQIAEQLDARQPAAMSDVAAFQQETFHLLSPVQAPKSPDYTPLPDAIE
NLVEDFDDFVHILSLRGLFLYAAPRSTKRLLEYTAEELMGHSLHEFVHPADFVSV
MRELRTSASTDTINIICRFRRKHSGYMYLEINGHTYDEDNNKRTKCFIMSGREKQV
TTLRVKNILLPGPDTSETWAKLSLEGLILYVCPNAVPIFGLYPEELVAKSLVEFLH
DSDHQACRDALQTIVNGQSVQNLRCRIAVKRGFSSAVLRFY ADGCTPRSTIFCQI
KAVEVGRTDPLDLKTLVEYEPLYEDGNLFDVMNEVRATSLHYELNQLRLHNKR
LREELDSIIAPIKKKTKPRVEALTQCAQCHTSYSPEWRKGPDNQRNLCNACGLRY
AKAMRNRASIG
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Allomyces macrogynus AMAG_13951

MDAATAAALRTPPTAAAAAAAARAASRRASGAQPPPSFQDFTVPAAATDPMA
LAASSSSLANTGYSPYGASGPYDPNGALISPTDPFMAV APPPPPPPPPPPPY GLRPT
PSPGLSGGPAPAPPRAPLCPRTSVPGLYSSTGFDMIGVLSKVASRPNPQVSIGPVD
MSCSFVVSDARKPDMPIVY VSDTFERLTGYSAGECVGKNCRFLQSPGLVNEGSH
RRYTDNASVSSMKQSIMSQRECQYTLINYRKGGEPFINLITITIPIAWGSDDDTDIAY
FVGFQVDLVEQPNAIMNRMKDGTYVVNYQIADAPVAVPRVLRPPPQESIPPVPA
VPAYARPAQQHHQPHQPHPMLTHPTTASLVLSANTTPLAAGGNNMDVDLAPLE
DAPPPGPGESVPPRPARLIVPDPRAGWRVGGGITSTATTTTTTPVTPAPTSGGGGG
SSGSGGVGHAPGHFAMDVTDLVGVRHAGEAADLFYRALVDQVDFVHVLSLKG
VFLYVSRDCQRVLEYDEAELIGKPLSQFCHPGDLVSVMRELKDSSTGLSAVHIVY
RIRRKRSGYMWMEVAGRCTQGEKSKGKKFVVLTGREKPVVRVHRADIARVGG
IRDASPDTTSGPVTVAGTPLAATSAAAAAARLVVGDPTAPLPTHGGADLWAKLA
LEGLFLHVSAEAPGLLGFTPAELVGKSLLDLVHIDDLPALRRALALVRAAHVVA
LPHRIKNKKGEYLSVTSALIPGNSAQPGGVRFALHRCSAATGDDAMPAIPGVPAL
VPMGGNGWGIRAAPALSVVEDADDLFDVLSPVRCTSWQYELHQLRLQNRRLRA
ELDEVDTATRSKKRQNTGNGAGVGSGSGGSSSSARAAGGGG
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