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Aspergillus nidulans onddoaren garapenaren kontrol genetikoa: FlpA
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1. SARRERA Al

Aspergillus nidulans onddo harizpitsuen garapen asexualaren kontrol genetikoa aztertzeko erabili ohi den

eredu organismoa da, besteak beste'. Aspergillus generoko onddoetan ugalketa asexuala konidio izeneko @B  Ernamuintzea & Arlfde;keFa
. . e s . o - . @ S — morfologikoa [
esporen ernamuintzearekin hasi, hifa i1zeneko egitura tubularren hazkuntzarekin jarraitu eta konidio berriak ®» —> e —— |
sortu eta zabaltzeaz arduratzen diren konidioforo izeneko egituren garapenarekin amaitzen da' (1A irudia). Konidioa Bermniriila . e
Hifa ' Konidiof
Konidioforo horien garapena bi bide genetikok kontrolatzen dute nagusiki (1A 1rudia, behean). UDA Hazkuntza begetatiboa it
L. , D : . v Garapen asexuala
(Upstream Developmental activation) bideak konidiazioa emango den ala ez erabakitzen du inguruneko W e e .
baldintzen arabera eta gutxienez hiru azpibidek definitzen dute?’. Horien artean FIbB, FIbC eta FIbD fibA ,
transkripzio faktoreei (TF) dagozkien geneak daude. Hauek ere beste gene batzuen espresioa kontrolatzen | e \ —_— 5
dute; besteak beste, CDP (Central Developmental Pathway) bigarren bide genetikoaren lehen elementua den L fibC - C briA ) i = f
briA genearena. BrlA-k, aldi berean, hainbat generen espresioa kontrolatzen du konidioforoen garapena [ AbB/DJE / t :
emateko beharrezko aldaketa morfologikoak ahalbidetzeko. ' 27277 UDA

UDA bideko generen bat genomatik ezabatzen bada, bri4-ren adierazpena inhibitu edo atzeratu egiten da.
Ondorioz, mutante horiek fluffy fenotipo akonidiala erakusten dute (1B 1rudia); AflbB mutantean gertatzen den
moduan. Hauek, ordea, H,PO,” kontzentrazio altuko medioetan garapen asexuala emateko gai dira, eta horrek,
garapen asexualerako beste bide genetiko baten edo gehiagoren existentzia iradokitzen du. Bide genetiko
alternatibo horiek identifikatzeko helburuarekin Af/bB fondo genetikodun hainbat mutante sortu ziren argi
ultramorez eragindako mutagenesi bidez eta H,PO,-dun medioan fenotipo akonidialak zituztenak isolatu
ziren; mutante hauek FLIP (fluffy in phosphate) ezizenarekin izendatu ziren®. Lan honetan FLIP57 anduia

Aspergillus nidulans AfIbB H>PO, AfIbB H>PO, AflbB

czaugarritu da. + mutazio ezezaguna
2. EMAITZAK
' WT: AfIbB: FLIP57: FLIP57.
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1. irudia. FLIP57 andui mutante akonidialaren genoman aurkitutako . . o . , ,
mutazioa, IGV software-a erabiliz. An10640/flpA genearen 347. kodoian G-T = 2. irudia. FLIP57 anduiaren fenotipo akonidiala 4n/0640 genean aurkitutako mutazioak eragiten duenaren froga.

ordezkapena; proteinan, glizina (Gly) baten ordez, amaierako (Stop) kodoi FLIP57 andui mutantearen zelulak aldacra basatia duen FipA::has,::pyrG konstrukzioarekin transformatuz AfIbB
bat. Proteinari (FlpA), beraz, azken 45 aminoazidoak faltako litzaizkioke eta ~ anduiaren fenotipoa berreskuratzen da (ikus lauki laranjak). AflbB anduiren zelulak FlpA®Y**™P: ha, ::pyrG
honek onddoaren hazkuntza/garapenean eragin dezake. konstrukzioarekin transformatuta, berriz, FLIP57 anduiaren fenotipo berdina lortzen da (ikus lauki berdeak).
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4. irudia. AflpA, Astk47 eta AflpB anduien fenotipoak, andui basati (WT) eta erabat akonidiala

[ Eurotiomycetes Lecanoromycetes [l Pezizomycetes Bl Dacrymycetes Mixiomycetes Mortierellomycetes , .. , , ..

B Leotiomycetes Dothideomycetes M Dothideomycetes M Tremellomycetes  MMucoromycetes  MPneumocystidomycetes 4 (AfIbB;AfIpA) erreferentziazko anduiekin batera. Hiru nulo sinpleek konidiatzeko arazoak
[ Xylonomycetes [l Sordariomycetes Agaricomycetes Pucciniomycetes Endogonomycetes Zoopagomycetes erakusten dltuZtea bamna ez nulo bikoitzak adina. Fenotlpo bera erakusten duwnez» ASp erg illus
I Taphrinomycetes Neolectomycetes [l Saccharomycetes [ Schizosaccharomycetes nidulansen kasuan ere hiru proteina hauek elkarrekintzak osa ditzaketela iradokitzen da.

. . : . L . . . FlpA . Stk47 FlpB ) ) ,
3. irudia. FlpA, Stk47 eta FlpB proteinen egitura hirudimentsionalaren aurreikuspenak eta proteina ~ “\ il S. irudia. FlpA, Stk47 eta FlpB proteinen
bakoitzari dagokion zuhaitz filogenetikoa. Schizosaccharomyces pombe onddoan, FlpA ustezko " N, <« | lokalizazio nuklearra erakusten duten
g g , L'lp \ N
ziklinaren ortologoak Stk47 eta FlpB-ren ortologoekin elkartuz lan egiten duela ikusi da>. |GEP = | [GFP * | [GFP mikroskopiako irudiak. Hiru proteinak

nukleoan kokatzean berriro ere hauen
artean interakzioak egon daitezkeela
iradoki liteke. Eskala barra: 5 pum.

Aspergillus nidulans espeziearekin duen hurbiltasun ebolutiboa dela eta, hiru proteinen
kontserbazioa aztertu da. Zuhaitzek, hiru proteinak onddo klase 1a guztietan kontserbatuta daudela
erakusten dute, usteko konplexu erregulatzaile honek funtzio garrantzitsua i1zan dezakeela iradokiz.
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+ Gure taldeak isolatutako FLIP mutanteen bildumak” A. nidulans-en hazkuntza eta garapenaren kontrolean parte hartzen 1. Etxebeste, Espeso, 2020. International Microbiology, 23(1), 5-22.
duten gene/proteina berrien identifikazioa ahalbidetzen du. 2. Otamendi et al., 2019. Cells, 8(12).

" flpA genearen 347. kodoiko G-T mutazioak eragiten du FLIP57 fenotipoa. 3. Oiartzabal-Arano et al., 2015. Genetics, 199(4), 1127-1142.

* Zerbitzari bioinformatikoen arabera, FlpA-k ziklina funtzioa 1zango luke eta Stk47 kinasarekin eta FlpB proteinekin 4. Basenko et al., 2018. J Fungi (Basel), 4(1).

konplexu bat osatuz lan egin lezake”.

_ . _ _ . _ _ S. Xie et al., 2021. Proceedings of the National Academy of Sciences, 118 (3).
* FlpA, Stk47 eta FlpB proteinak onddo erreinuko klase guztietan edo 1a guztietan leudeke kontserbaturik, beren funtzioa

garrantzitsua dela iradokiz.

5. ESKERRAK

* FlpA, Stkd7 eta FlpB-ren aktibitate galerak, hazkuntza eta garapenaren inhibizioa eragiten dute. Lan hau UPV/EHU-ko ikerketa taldeentzako deialdiaren barruko

finantzazioa (GIU19/014) eta Eusko Jaurlaritzako PIBA (PIBA 2020 1 0032)
eta Elkartek (KK-2019/00076) deialdietako finantzazioarekin burutu da.

Nulo bikoitzak eta hirukoitza sortuko dira proteina hauek elkarrekiko duten dependentzia funtzionalaren maila
determinatzeko, eta euren artean benetan elkarrekintzarik badagoen aztertzeko.




