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Análisis de la función del gen dmapA (AN4445) en el hongo Aspergillus 
nidulans"!
Resumen"

- 

En el hongo Aspergillus nidulans, la eliminación del gen cpsA (AN0842) reduce 
drásticamente la esporulación asexual o conidiación. Este gen codifica para una 
proteína conservada en los hongos y en los animales y la cual posee dos dominios 
de adenilación y un posible dominio de unión a DMAP1. En animales DMAP1 es 
una proteína asociada a la DNA-metiltransferasa 1, la cual participa en la 
regulación de la cromatina y la expresión genética. Para evaluar la posible 
funcionalidad del dominio de unión a DMAP1 presente en CpsA, se llevó a cabo la 
eliminación del único gen presente en el genoma de A. nidulans que codifica para 
una proteína ortóloga de DMAP1, al cual hemos denominado dmapA. Los 
resultados muestran que dmapA es un gen esencial, cuya eliminación sólo fue 
posible en un estado heterocariótico. Los defectos en la conidiación y la 
producción de pigmentos observados en los heterocariones con la mutación 
∆dmapA sugieren que la remodelación de la cromatina juega un papel central en la 
regulación de genes relacionados con la diferenciación celular y el metabolismo 

secundario en A. nidulans. 

!



Introducción"!
Aspergillus nidulans como organismo modelo y su relación con otros 

hongos"

El hongo filamentoso Aspergillus nidulans (Eidam) G. Winter, es un hongo 
homotálico de la familia Aspergillaceae (orden Eurotiales, clase Eurotiomycetes) 
del phylum Ascomycota (Houbraken & Samson, 2011). A. nidulans ha sido un 
importante organismo modelo por más de 50 años, entre sus ventajas 
encontramos que su ciclo de vida presenta tanto una fase sexual como una 
asexual, lo cual permite propagar el hongo fácilmente y analizar la progenie de 
cruzas de diferentes cepas (Pontecorvo et al., 1953). Su genoma tiene un tamaño 
aproximado de 30 MB (mega bases), y se encuentra secuenciado, ensamblado y 

mapeado en ocho cromosomas (Galagan et al., 2005). 

 Los hongos miembros de la familia Aspergillaceae, a la cual pertenece A.            

nidulans son principalmente saprobios y habitan en los suelos. Algunas especies 
tienen un impacto positivo en actividades humanas, al utilizarse durante los 
diferentes procesos de fermentación para la producción de alimentos, antibióticos, 
ácidos orgánicos y enzimas. Entre las especies de importancia industrial podemos 
encontrar a A. niger, A. oryzae, A. sojae,  Penicillium chrysogenum, P. roqueforti y 
P. camberti (Houbraken et al., 2014). Por otra parte especies como A. fumigatus, 
A. parasiticus y A. flavus, son patógenos oportunistas en personas 
inmunosuprimidas (Haas, 2011) y a su vez contaminan reservas de semillas y 
alimentos ya que producen toxinas; entre ellas las aflatoxinas que son potentes 

agentes carcinógenos (Moretti et al., 2013).       

 Tradicionalmente la taxonomía de los aspergilli y en general de los hongos            

se ha realizado con base en caracteres morfológicos tales como, el aspecto de las 
colonias, conidióforos, conidiosporas, ascomas y ascosporas, así como algunos 
caracteres fisiológicos (Taylor et al., 2000). Actualmente este enfoque se ha 
combinado junto con el análisis del espectro de metabolitos secundarios que 
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producen los hongos y el uso de secuencias de DNA, lo cual promete ser una 
herramienta útil para resolver la compleja taxonomía en este género (Samson & 

Varga, 2009). 

!

 Recientemente se resolvió que el hongo P. chrysogenum de la familia            

Aspergillaceae esta conformado por un complejo de varias especies, todas muy 
similares morfológicamente las cuales, fueron identificadas mediante un análisis 
filogenético multigénico, demostrando la existencia cuatro especies: P. 
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Figura 1. Relación filogenética entre algunas secciones de los aspergilli. Árbol 
construido con base en la secuencia de 10 genes, ver trabajo de Geiser et al. (2008). En 
la parte superior de las ramas se muestran valores de bootstrap obtenidos por el método 
de máxima parsimonia y debajo de las ramas la probabilidad posterior bayesiana. A la 
derecha se muestra el tipo de ascoma que producen durante la fase sexual cada una de 
las secciones de aspergilli aquí mostradas, las secciones sin ilustración no se les ha 
encontrado una fase sexual (figura modificada de Geiser et al. (2008). Las ilustraciones 
y descripciones de los ascomas fueron tomadas de Dyer & O'Gorman (2011).



chrysogenum, P. rubens (especie a la que pertenece cepa original de Alexander 
Flemming), P. chainii y P. floyeri, estas dos últimas descritas como nuevas (Browne 
et al., 2013). !

! Se encontraron 30 registros, entre sinónimos y subespecies para A.           
nidulans (ver material suplementario), una parte de esta sinonimia se debe al uso 
de un sistema de nomenclatura dual, en el cual se describían por separado tanto 
la fase asexual (A. nidulans), como la sexual (Emericella nidulans) de los hongos. 
Este sistema fue abolido debido a su complejidad y se acordó dar prioridad al 
primer nombre válido dado a una especie o nombrarlo conforme al género más 
reconocido, sin embargo se permite hacer referencia al antiguo nombre en 
minúscula, para resaltar el tipo de ascoma (ver tipos de ascoma en la figura 1) que 

produce el hongo (Hawksworth et al., 2011). 

 Mediante análisis filogenéticos para uno o varios genes, análisis de            

metabolitos secundarios y evaluación del crecimiento a diferentes temperaturas, 
se han encontrado diferencias entre las variedades descritas de A. nidulans 
(Matsuzawa et al., 2012), con base en estos criterios estos hongos podrían ser 
separados en un complejo de especies con una cercana relación filogenética 

dentro de la sección Nidulantes de los aspergilli (Peterson, 2008). 

La taxonomía y correcta identificación de algunas cepas de importancia industrial 
se ha realizado por este método, pero siguen existiendo complicaciones, por 
ejemplo, la cepa A. nidulans var. roseus utilizada para la producción del 
antifúngico equinocandina B, mostró mas cercanía con A. rugulosus, aunque 
también se piensa que esta cepa puede ser un híbrido entre este hongo y A. 
nidulans,  debido a que A. nidulans var. roseus es capaz de formar heterocariones 
estables con ambas especies (Toth et al., 2011). Por otra parte, las cepas 
utilizadas para la investigación en laboratorios, así como la cepa silvestre FGSC 
A4 que han sido secuenciadas y analizadas filogenéticamente, continúan 

agrupadas como A. nidulans (Matsuzawa et al., 2012; Toth et al., 2011).    
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Ciclo de vida de Aspergillus nidulans!

Durante la fase asexual o conidiación se forman los conidióforos, estructuras 
especializadas generadas a partir del micelio, que es una red de hifas o células 
fúngicas multinucleadas con forma de filamentos interconectados y que en 
ascomicetos están delimitadas por septos con cuerpos de Woronin. !

! Cuando el micelio es expuesto al aire (Adams et al., 1998; Clutterbuck,           
1969; Timberlake & Clutterbuck, 1994) se induce la conidiación, la cual inicia a 
partir de un una hifa delimitada por dos septos denominada célula pie o basal. De 
este compartimento se genera una hifa aérea denominada pedicelo, la cual al 
terminar su crecimiento apical se hincha, formando la vesícula (Adams & Yu, 
1998). En la vesícula ocurren múltiples divisiones nucleares y posteriormente se 
forman las métulas a partir de gemaciones uninucleadas (Adams et al., 1998; 
Clutterbuck, 1969; Etxebeste et al., 2010). En la parte terminal de las métulas 
ocurren otras dos gemaciones que originan a las fiálides, también uninucleadas 
(Fischer & Timberlake, 1995). A partir de las fiálides se producen, por mitosis 

sucesivas, las esporas asexuales, o conidiosporas, o conidios de modo que los 

mas jóvenes se encuentran cercanos a las fiálides (Clutterbuck, 1969; Timberlake 
& Clutterbuck, 1994).  

 La fase sexual ocurre generalmente después de la conidiación, en            

condiciones de hipoxia y en ausencia de luz (Axelrod et al., 1973). Durante esta 
fase se desarrollan los ascomas esféricos, también denominados cleistotecios. La 
formación de las células de Hülle (Elliott, 1960) indica el inicio del ciclo sexual. 
Estas crecen agrupadas en forma de nido, en donde se forma el primordio 
(Hermann et al., 1983) generado a partir del tejido ascógeno o himenio, del cual se 
formarán hifas ascógenas con forma de gancho conocidas como uncínulos. En la 
penúltima célula del uncínulo se forma la célula madre del asca que es dicariótica 
y posteriormente ocurren la cariogamia y la meiosis (Elliott, 1960).El asca contiene 
cuatro núcleos después de la meiosis, los cuales se dividen mitóticamente 
generando ocho núcleos, que posteriormente dan lugar a ocho ascosporas. Cada 
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núcleo de las ascosporas pasa por otra división mitótica para producir ascosporas 
maduras binucleadas. La ascogénesis se repite al fusionarse la célula apical y 
basal del primer uncínulo, generando un segundo uncínulo, repitiendo el proceso 
de formación de las ascosporas (Casselton & Zolan, 2002; Martinelli, 1994). !

! Durante la maduración del primordio cleistotecial se forma una red de hifas           
estériles las cuales rodean al tejido ascógeno y forman el peridio o pared del 
cleistotecio, el cual al culminar su maduración se melaniza, adquiriendo una 
coloración oscura y tornándose rígido (Yoon, 2002). Los cleistotecios pueden 
contener de mil a diez mil ascosporas aproximadamente, dependiendo si son 
producto de una autocruza o híbridos generados a partir de la cruza de dos cepas 

distintas (Pöggelker, 2006). 

 A. nidulans también presenta un ciclo parasexual, el cual en la naturaleza            

ofrece a los hongos la posibilidad de generar variación genética a partir de una 

ruta mitótica (Pontecorvo & Kafer, 1958). El ciclo parasexual se inicia cuando los 

núcleos haploides de una hifa en estado heterocariótico se fusionan formando un 
diploide, genéticamente estable, el cual puede continuar con el desarrollo sexual y 

asexual (Pontecorvo et al., 1953; Roper, 1952). 

 En ciertas condiciones al dividirse, algunos núcleos diploides pueden perder            

cromosomas generando núcleos aneuploides inestables, los cuales durante 
mitosis sucesivas  pueden llegar a haploidizarse (Kafer, 1961) restaurando el 

número cromosómico normal (n=8) del hongo, pero con cromosomas heredados al 

azar de las 2 cepas parentales (Todd et al., 2007). 

!
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Figura 2. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans. A partir de la germinación de esporas 
(asexuales o sexuales) puede iniciar el crecimiento vegetativo del micelio. Dependiendo 
de las condiciones ambientales el micelio puede diferenciarse hacia el desarrollo 
asexual, sexual o parasexual. Si hay nutrientes en el medio las esporas sexuales (en 
morado) o asexuales (verde) germinan a través un tubo germinal que crece apicalmente 
y forma un conjunto de células tubulares multinucleadas (círculos blancos)  o micelio. 
Cuando el micelio se expone al aire, ocurre la diferenciación celular que culmina con la 
formación de los conidióforos que originan conidios uninucleados. Después del ciclo 
asexual suele ocurrir el ciclo sexual, el cual se caracteriza por la aparición de células 
Hülle y la formación de los cleistotecios que contienen las ascosporas. El ciclo 
parasexual es una fase donde se fusionan dos micelios diferentes, formando un micelio 
heterocariótico, el cual contiene dos tipos de núcleos diferentes (círculos blancos y 
negros). Los núcleos de un heterocarión se pueden fusionar y formar un diploide 
estable. Tanto el micelio heterocariótico como el micelio diploide pueden continuar con el 
desarrollo asexual y sexual (Figura modificada de Bayram y Braus, 2011).!



El Metabolismo Secundario y La Diferenciación Celular en Hongos 
Filamentosos"

Un aspecto importante sobre de la biología de los hongos es el metabolismo 
secundario,  cuyos productos generalmente no se requieren para el crecimiento 
primario de los organismos. Los metabolitos secundarios generalmente se 
producen durante la fase estacionaria (Calvo et al., 2002) del crecimiento de los 

microorganismos, o en condiciones de estrés. Estas condiciones también son 

favorables para los procesos de diferenciación celular, tales como la esporulación 

asexual y la generación de cuerpos fructíferos (Brakhage, 2013). 

 La mayor parte de los compuestos derivados del metabolismo secundario            

son producidos por dos tipos de enzimas: las sintetasas peptídicas no ribosomales 
(NRPS) (Finking & Marahiel, 2004) y las policétido sintasas (PKS) (Keating & 
Walsh, 1999). Estos dos tipos de enzimas muestran similitud en la arquitectura 
modular de sus dominios catalíticos, pero además tienen en común la regulación a 
través de la unión covalente del cofactor 4-fosfopanteteína a una serina de un 
dominio denominado de tiolación o de proteína acarreadora de acilos (ACP) 
(Walsh et al., 1997). Dicha reacción regulatoria es catalizada por enzimas de la 

familia de las 4-fosfopanteteinil transferasas (PPT) (Lambalot et al., 1996). 

 La eliminación de la PPT CfwA/NpgA en A. nidulans elimina la producción            

de pigmentos de las conidiosporas y de compuestos producidos por las PKS, tales 
como la esterigmatocistina (Guzmán-de-Peña et al., 1998), así como compuestos 

derivados de las NRPS, tales como la penicilina (Keszenman-Pereyra et al., 2003) 

y los sideróforos. CfwA/NpgA también se requiere para la síntesis de lisina, función 
conservada en todos los hongos. Se ha propuesto que la PPT CfwA/NpgA y sus 

ortólogos participan en la activación de todas las PKS y NRPS. Esta enzima es 

esencial para la patogenicidad en ciertos hongos (Horbach et al., 2009) y también 
es necesaria para la producción de señales para la diferenciación celular en A. 
nidulans y posiblemente otros hongos. Por lo anterior se ha propuesto que las PPT 
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de la familia CfwA/NpgA constituyen un blanco apropiado para el desarrollo de 

fármacos antifúngicos (Horbach et al., 2009; Márquez-Fernández et al., 2007). 

La proteína CpsA como un posible blanco de CfwA 

En A. nidulans encontramos que el gen AN0842 codifica para un ortólogo de la 
proteína CPS1 del hongo fitopatógeno Cochliobolus heterostrophus, cuya 
eliminación atenúa la virulencia en los ascomicetos fitopatógenos C. 
heterostrophus, C. victoriae  y Gibberella zeae, por lo que se ha propuesto que 
CPS1 funciona como un factor de la virulencia general en los hongos  
fitopatógenos. El análisis de la secuencia de aminoácidos de CPS1 indica dos 
dominios de adenilación y un posible dominio de tiolación (Lu et al., 2003), que 
podría ser sustrato de las PPT de la familia CfwA.!

! Un análisis in silico del ortólogo AN0842/cpsA en A. nidulans mostró que           
esta proteína además de conservar ambos dominios de adenilación, también 
posee un dominio de unión a DMAP1. Las mutantes carentes del gen cpsA crecen 
de manera similar a una cepa silvestre en medio mínimo y no se encuentran 
afectadas en el ciclo sexual. Sin embargo, muestran graves defectos en la 

esporulación asexual además de acumular un pigmento café-rojizo, lo que indica 

una desregulación en su metabolismo secundario (Ramos-Balderas et al., en 
preparación). !

Las proteínas de la familia Cps1/DIP2 se encuentran conservadas en los 
animales y los hongos"

La proteína CPS1 de C. heterostrophus se encuentra conservada (ver figura 3) en 

los hongos (excepto basidiomicetos) y en los metazoarios (Lu et al., 2003), 

teniendo como ortóloga en esté último taxón a la proteína que interactúa con Disco 
2 (DIP2 con las isoformas A, B y C). DIP2 se expresa en bajos niveles durante el 
desarrollo embrionario en los organismos modelo Drosophila melanogaster y Mus 
musculus, y muestra patrones de expresión específicos durante el desarrollo del 
sistema nervioso (Mukhopadhyay et al., 2002). También se ha detectado su 
expresión en tejidos reproductivos (endometrio) donde se le asocia con 
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oscilaciones hormonales del ciclo menstrual, así como en tejidos no reproductivos 
y en el torrente sanguíneo (Khorram et al., 2004). !

! Se ha demostrado que DIP2A interactúa en la membrana celular con la           
proteína similar a la folistanina 1 (FSTL1/FRP) (Ouchi et al., 2010), y poco 
después se demostró que funciona como un receptor de tipo I para FSTL1. DIP2A 
también participa en la comunicación en tejidos del sistema cardiovascular 
(Tanaka et al., 2010).  DIP2A posee tres dominios: un dominio de unión a DMAP1 
y dos dominios de adenilación del tipo  crotonobetaneína-CoA ligasa/carnitina-
Coenzima-A ligasa (CaiC) y acetil-Coenzima-A ligasa. Estos dominios se 
encuentran en varias proteínas que unen AMP (adenosín monofosfato) a ácidos 
grasos y otros sustratos.  

 La isoforma DIP2B se ha asociado con algunos tipos de retraso mental en            

humanos. En 41 personas con este padecimiento se encontró una inserción de 
varias copias de la secuencia CGG (denominada región frágil sensible a folato 
(FRA12A) en el promotor de DIP2B, lo cual reduce los niveles de expresión de 
DIP2B cuando este sitio se encuentra metilado, y la elevan cuando el sitio no esta 
metilado, esto sugiere que deficiencias en la expresión de DIP2B en el cerebro, 
son una posible causa de los problemas neurocognitivos asociados con la 

mutación FRA12A  (Winnepenninckx et al., 2007). !

! Aunque las proteínas de la familia Cps1/DIP2 parecen haber adquirido           
funciones distintas según el Phylum y la distancia evolutiva de los organismos, se 
desconocen las funciones específicas que llevan a cabo, mientras que los análisis 
bioinformáticos a nivel de secuencia de aminoácidos de la proteína y la evidencia 
experimental sobre sus funciones como un receptor  no concuerdan del todo 

(Tanaka et al., 2010). Tampoco se sabe si el dominio de unión a la proteína 

asociada a la DNA-metiltransferasa 1 (DMAP1) presente en CpsA y otras 
proteínas ortólogas es funcional y tenga relación con cambios en el estado de la 
cromatina y la regulación genética.!
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Figura 3. Las proteínas de la familia Cps1/Dip2 se encuentran conservadas en  el 
grupo de los Opistokonta. Proteínas con una estructura similar a CPS1/DIP2, se 
alinearon con el algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) en el programa Seaview (Gouy et al., 
2010). Posteriormente se seleccionaron los bloques conservados con el programa 
GBlocks (Castresana, 2000; Talavera & Castresana, 2007) usando los parámetros más 
estrictos. El árbol se construyó usando el método de máxima verosimilitud con el 
algoritmo PhyML (Guindon et al., 2010), usando el modelo de sustitución de 
aminoácidos LG (Le & Gascuel, 2008). Los números en las ramas son valores de 1000 
repeticiones de bootstrap. La topología de las ramas se cálculo con el método de 
intercambio del vecino más cercano (Nearest Neighbour Interchange, NNI) (Li et al., 
1996). La reconstrucción del árbol inicial se realizó con el algoritmo BioNeighbour 
Joining (BioNJ) (Gascuel, 1997). El árbol se modificó con el programa FigTree (http://
tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Se indica la especie y la isoforma (en algunos casos) 
a la que pertenece cada proteína. En la parte derecha se muestran los 4 grupos en los 
que se resuelve el árbol: rojo para animales (Metazoa), anaranjado para 
coanoflagelados (Choanozoa) y en verde y en azul se resaltan dos Phyla 
correspondientes al reino Fungi.



Las 5-metilcitosina DNA metil-transferasas 

El estado transcripcional de la cromatina depende del estado de metilación del 
DNA, el cual es modificado mediante las enzimas DNA metil-transferasas (Dnmt). 
Las Dnmt agregan un grupo metilo (–CH3) a las citosinas en la posición cinco, 
transformándolas en 5-metilcitosina (m5C), en regiones del DNA ricas en citosina y 
guanina. Este mecanismo se encuentra conservado en los metazoarios y las 
angiospermas, así como algunos hongos y protistas. La metilación del DNA tiene 
una función en el silenciamiento de genes (Goll & Bestor, 2005). !

 Existen dos clases de Dnmt divididas en 5 familias. Las Dnmt, como Dnmt3,            

establecen patrones de metilación de novo durante el desarrollo de los organismos 
(Okano et al., 1998). Otras como Dnmt1 (Bestor et al., 1988; Gruenbaum et al., 
1983) y las Dnmt2 (Yoder & Bestor, 1998) mantienen los patrones de metilación 
durante la división celular. La cuarta familia, se encuentra únicamente en 
angiospermas y agrupa a las Cromometilasas (CMT) (Henikoff & Comai, 1998), las 
cuales metilan el DNA bajo el contexto CpNpG (Jackson et al., 2002) y su función 
no se ha esclarecido del todo. Sin embargo, se sabe que contribuyen a la 
inactivación de transposones y a silenciarlos por metilación. (Goll & Bestor, 2005). !

! Algunas Dnmt de hongos como RID, pertenecen a una quinta familia           
exclusiva de hongos que participa en un mecanismo de silenciamiento de genes 
conocido como repetición de mutaciones puntuales inducidas (RIP) Freitag et al. 
(2002) el cual inactiva genes duplicados al insertar mutaciones de transición en el 
contexto C:G a A:T en ambas copias del gen (Cambareri et al., 1989). Se piensa 
que este mecanismo funciona como defensa contra elementos móviles del DNA o 
transposones.	   

 En general los hongos son organismos hipometilados; en levaduras no se             

ha detectado metilación del DNA (Lee et al., 2010) y en hongos filamentosos se ha 
podido detectar solamente en ciertas fases de la meiosis durante el desarrollo 
sexual en los hongos A. inmmersus (Kouzminova & Selker, 2001) y en N. crassa 
(Malagnac et al., 1997).  
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! El ortólogo de Dnmt1 (DmtA) en A. nidulans es esencial para la formación           
de las ascosporas o esporas sexuales y la eliminación de dmtA no produce ningún 
otro cambio en el fenotipo del hongo (Lee et al., 2008).!

!

!
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Figura 4. Esquema de las posibles interacciones entre las proteínas DmapA, CpsA 
y DmtA. A) La fosfopanteteneil transferasa CfwA y la acetil-CoenzimaA ligasa CpsA 
juegan un papel central en la regulación de la esporulación asexual y la eliminación de 
estas proteínas genera mutantes que comparten defectos en la conidiación. B) CpsA 
posee un posible dominio de unión a la proteína DmapA, objeto de este trabajo, la cual 
esta conservada en los eucariontes. C) DmapA podría formar parte de complejos 
remodeladores de la cromatina e interactuar con la DNA metiltransferasa DmtA, la cual 
participa en el proceso de maduración de las ascosporas. E) La apertura de la cromatina 
vía complejos remodeladores esta relacionada con la transcripción de algunos grupos de 
genes (clústeres de genes) del metabolismo secundario y la diferenciación celular en A. 
nidulans.!



La proteína asociada a la DNA-metiltransferasa 1 (DMAP1)"!
Las Dnmt interaccionan con otras proteínas implicadas en la remodelación de la 
cromatina, tales como la desacetilasa de histonas 2 (HDAC2) y la proteína 
asociada a la DNA-metiltransferasa 1 (DMAP1) (Rountree et al., 2000). !

 DMAP1 es una proteína de aproximadamente 467 aminoácidos que            

interactúa con la DNMT1 (DNA metiltransferasa 1), a través de los primeros 121 
aminoácidos de esta última. DMAP1 también posee un dominio SANT (Boyer et 
al., 2004) que es un módulo de unión a la región N-terminal de las histonas. 
DMAP1 es por si misma un represor de la transcripción, aunque también puede 
interactuar con otras proteínas como, TSG101 (Gen de susceptibilidad a tumores 
101) que es otro potente correpresor de la transcripción (Rountree et al., 2000). 
DMAP1 también conocida como el represor transcripcional mediado por “menage 
a trois 1” MAT1 (MMTR) y es capaz de interactuar con el complejo cdk7, ciclina H 
y MAT1 (CAK), el cual es a su vez es un subcomplejo de la maquinaria general de 
transcripción (TFIIH). De manera independiente, DMAP1/MMTR también regula 
negativamente el ciclo celular al evitar que la cinasa CAK fosforile a la ciclina 
dependiente de cinasas 1 (CDK1), una proteína importante para mediar la 
transición normal en las fases G2/M del ciclo celular (Shin et al., 2010).!

DMAP1 en los hongos"

Los ortólogos de DMAP1 en los hongos Schizosaccharomyces pombe y 
Saccharomyces cerevisiae (Eaf2 y Swc4) pertenecen a la subfamilia “Sick with 
Rats8” SWR1 del complejo remodelador de histonas dependiente de ATP INO80 
(Bao & Shen, 2011). !

 El complejo SWR1 regula diversos procesos, entre ellos la transcripción de            

genes (Bittner et al., 2004), el reclutamiento de la variante de histona H2AZ, la 
estabilidad cromosómica (Krogan et al., 2004) y la adaptación durante el punto de 
control del ciclo celular inducido por daño al DNA. Eaf2/Swc4 también forma parte 
del subcomplejo NuA4 descrito en levaduras, el cual acetila la región N-terminal de 
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las histonas H4 regulando la transcripción (Auger et al., 2008), la progresión del 
ciclo celular y la reparación del DNA (Negishi et al., 2009). !

!
Justificación"

Algunas proteínas de la familia DMAP1 se han estudiado en levaduras 

(Micialkiewicz & Chelstowska, 2008) y otros eucariontes. Sin embargo, su papel no 

ha sido evaluado en los hongos filamentosos, los cuales presentan diferencias en 
la función de los complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP y 
en las modificaciones postraduccionales de histonas, con respecto a la levadura y 

otros organismos eucariontes (Brosch et al., 2008). 

 En nuestro laboratorio se encontró que la proteína CpsA (AN0842) posee            

un posible dominio de unión a Dmap1 y dos dominios de adenilación. CpsA se 
requiere para la esporulación asexual (conidiación) y nos interesa conocer su 
mecanismo de acción (Ramos-Balderas et al., en preparación).!

! En este trabajo nos planteamos eliminar el gen AN4445 de A. nidulans, que           
codifica para un posible ortólogo de DMAP1, como un primer paso para determinar 
su función en la diferenciación celular de este organismo. 

!
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Objetivos"!!
Objetivo General"

Eliminar el gen AN4445 que codifica para un posible ortólogo de la proteína 
asociada a la metiltransferasa de DNA 1 (DMAP1) y caracterizar las mutantes.!

!
!

Objetivos Particulares"!
• Realizar un análisis in silico de la proteína AN4445, como posible ortólogo de 

DMAP1 en Aspergillus nidulans 

• Obtener cepas mutantes nulas para el gen AN4445 (dmapA). 

• Analizar el fenotipo de las mutantes ∆dmapA. 

!
!

Hipótesis"

En A. nidulans la carencia de la proteína CpsA (AN0842) disminuye la conidiación 
y altera la producción de pigmentos. Si la proteína AN4445 (DMAP1) participa en 
la misma vía misma de CpsA, entonces la carencia de AN4445 tendrá efectos 
negativos en la conidiación y alterará la producción de pigmentos.!

!!!!!!
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Materiales y Métodos"!
Análisis In silico!

Se buscaron los ortólogos a la proteína DMAP1 de Homo sapiens en las bases de 
datos genómicos de los aspergilli presente en el Broad Institute, por medio de un 
BLAST de proteínas (BLASTP) (Altschul et al., 1997) usando los parámetros 
estándar. También se realizaron búsquedas en el Gen Bank del NCBI usando el 
mismo algoritmo con los parámetros estándar utilizando los genomas de A. 
nidulans, A. fumigatus, S. cerevisiae, S. pombe, H.. sapiens, Caenorhabditis 
elegans y Arabidopsis thaliana. 

 Posteriormente las secuencias primarias de las proteínas hipotéticas            

obtenidas de las bases de datos se alinearon con el algoritmo T-Coffee (Magis et 
al., 2014; Notredame et al., 2000) y se refinó el alineamiento resultante con el 

algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004), usando la suite bioinformática UGENE con los 

parámetros estándar (Okonechnikov et al., 2012). Para otros análisis de los 

alineamientos se utilizó el programa Seaview (Gouy et al., 2010). La generación 
del modelo ab initio de la proteína DmapA se realizó con el servidor Phyre 2 
(Kelley & Sternberg, 2009) en modo intensivo. El modelo resultante de DmapA se 
alineó y comparó con la estructura homóloga de mayor similitud, utilizando 

programa MacPyMOL en su versión educativa (Schrödinger, 2010). 

Cepas empleadas, medios de cultivo y condiciones de crecimiento de 
Aspergillus nidulans 

Las cepas de A. nidulans se cultivaron en medio mínimo de Käfer (Kafer, 1977), 
con 1% de glucosa más los suplementos necesarios para el crecimiento de cada 
cepa. Para preparar medios de cultivo sólidos se adicionó 1.25 g de agar por cada 
100ml de medio de cultivo. Una vez sembradas las cepas se incubaron a 37 °C. El 
material utilizado y los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121 °C 
durante 20 minutos.!
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Cuadro 1. Cepas Utilizadas en este trabajo.!

!!
Eliminación del gen AN4445!!

La eliminación del gen AN4445 se hizo con la técnica de reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) de doble unión (Yu et al., 2004) para generar un amplicón lineal 
con el cual se transformó a A. nidulans por la técnica de electroporación de 
conidiosporas (Sánchez, 1996; Sánchez et al., 1998). Se diseñaron 
oligonucleótidos (ver cuadro 2) para amplificar 3 kb río arriba del ORF dmapA 
usando los oligonucleótidos dmapA 5’ For y dmapA 5’ Rev. Posteriormente con los 
oligonucleótidos dmapA 3’ For y dmapA 3’ Rev se amplificó la región río abajo del 
ORF dmapA. En la tercera reacción de PCR se amplificó el marcador selectivo 
AfpyrG de A. fumigatus con los oligonucleótidos PyrGforward y PyrGreverse. El 
amplicón final se generó con una reacción de PCR de doble unión, donde se 
usaron como molde los tres productos amplificados en las rondas de PCR antes 
descritas, para lo cual se usaron los oligonucleótidos anidados Nested For y 
Nested Rev. Los parámetros usados para las PCR de doble unión, PCR 
diagnósticas y las PCR de secuenciación se muestran a continuación (ver cuadros 
3 y 4). Todos los productos de PCR usados para reacciones de secuenciación, 
PCR subsecuentes y digestiones se analizaron por electroforesis en geles de 
agarosa al 1% y se extrajeron del gel de agarosa con el Kit de QIAGEN 
QIAQUICK ® GEL EXTRACTION KIT (50), de acuerdo con las instrucciones del 
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fabricante, excepto que en el paso final se utilizó agua destilada estéril, 
previamente calentada a 55 °C,  para eluír el DNA purificado.!

Cuadro 2. Oligonucleótidos usados en este trabajo.!

!
Cuadro 3. Condiciones de las PCR para los productos parciales del amplicón ∆dmapA.!

!
Cuadro 4. Condiciones de las PCR para generar el amplicón ∆dmapA, para la 
secuenciación del ORF silvestre dmapA y las reacciones de PCR diagnósticas de las 
cepas ∆dmapA.!
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Transformación por electroporación de Aspergillus nidulans!!
Se sembraron cinco placas con medio mínimo más suplementos (piridoxina, 
riboflavina, uridina y uracilo) de la cepa 11035 (ver cuadro 1) y se incubaron a 37 
°C durante 7 días. Una vez maduras las esporas, se rasparon de las cajas con una 
solución estéril de Tween 80 al 0.1 % con ayuda una asa triangular. En 
condiciones estériles, después de raspar la primera caja la suspensión se pasó a 
la segunda caja y así sucesivamente hasta colectar las esporas de todas las cajas. 
La suspensión final de esporas de las cajas se colectó en 1 tubo Falcon estéril de 
12 ml.  

 Las esporas se concentraron centrifugando los tubos durante 5 minutos a            

6000 rpm en una centrífuga clínica. El sobrenadante se desechó y se agregaron 
12 ml de agua estéril. Las esporas se resuspendieron con un vortex. Se volvió a 
centrifugar durante 5 minutos y se decantó el sobrenadante y se resuspendieron 
nuevamente las esporas en 12 ml de agua estéril. Este paso se repitió 5 veces. 
Finalmente las esporas limpias se resuspendieron en 2 ml de agua y se 
cuantificaron usando una cámara de Neubauer. !

! Se inoculó una concentración de 1x107 esporas en medio mínimo líquido           
más los suplementos (piridoxina, riboflavina, uridina y uracilo) y se incubaron en 
agitación (100 rpm) a 37 °C por dos horas. Las esporas se concentraron en dos 
botellas de propileno de 250 ml y se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 minutos 
a 4° C utilizando el rotor Beckman JA-14 y la centrífuga Beckman Avanti J-23. Se 
decantó el sobrenadante dejando aproximadamente 50 ml de medio para evitar la 
pérdida de esporas. Para lavar las esporas se agregaron 200 ml de agua estéril 
fría a cada frasco resuspendiendo las esporas y centrifugando nuevamente a 6000 
rpm. Este último paso se realizó dos veces. Después se decantó lo más posible de 
agua y se agregaron 12.5 ml de buffer de pretratamiento frío (100 ml de extracto 
de levadura y glucosa al 1%, HEPES 20 mM, ajustando a un pH de 8 con Tris 100 
mM) a cada tubo (total 25 ml). Se resuspendieron las esporas y se incubaron con 
agitación a 100 rpm y una temperatura de 30 °C durante una hora. !
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! Posteriormente se centrifugaron los frascos y se retiró el sobrenadante           
cuidadosamente con ayuda de una pipeta Pasteur. Finalmente se agregó 1 ml de 
buffer de electroporación frío (4 °C) (10 mM Tris-HCl  pH 7.5, 270 mM sacarosa, 1 
mM de acetato de litio, esterilizar por autoclave) a cada botella (2.5 ml si son dos 
botellas). Las esporas se resuspendieron con una pipeta Pasteur y se 
distribuyeron en microtubos de 1.5 ml incubados en hielo, en alícuotas de 200 µl, y 
se guardaron a una temperatura de -20 °C.!

! Para hacer la electroporación se descongelaron dos microtubos con           
conidios electrocompetentes y se hicieron alícuotas de un volumen de 50 µl más 
10 µl del producto de PCR con el que se va a transformar. Para el control negativo 
se usaron 50 µl de  conidios electrocompetentes más 10 µl de agua estéril. Ambos 
tubos se mezclaron con una micropipeta evitando hacer burbujas y se incubaron 
en hielo durante 15 minutos. La solución se pasó a una celda de electroporación 
(Cuvette Bio-Rad®) estéril de 0.2 cm. Los parámetros usados para electroporación 
fueron los siguientes: 1.0 kV, 400 W, 400 Ω y 2.5 µF. Se usó un Gene Pulser II y el 
Controlador Pulser II (Bio-Rad®, Hercules, CA). !

! Después de la electroporación, se agregó 1 ml de medio YEG (Extracto de           
levadura y glucosa al 1 %, agregar 100 µl de elementos traza, ajustar el pH a 6.5 y 
esterilizar en autoclave) frío a cada celda, se resuspendió con ayuda de la 
micropipeta y se pasó a tubos estériles de 10 ml. Para favorecer la obtención de 
transformantes heterocariones, a un tubo se le agregaron 30 µl de esporas sin 
electroporar. Los tubos se incubaron a 30 °C por hora y media a 100 rpm. Al final 
del periodo de incubación, cada tubo se plaqueó con ayuda de un asa de vidrio en 
tres placas con medio mínimo con piridoxina y riboflavina, pero sin uridina y 
uracilo, para seleccionar cepas protótrofas para uracilo y uridina (pyrG+) Se dejó 
secar el exceso de agua de las cajas y se incubaron a 37 °C durante 5 días.!

Extracción del DNA"!
Para extraer el DNA, se sembraron en medio mínimo de cultivo sólido pequeños 
cuadros de micelio cortado a partir de colonias en medio sólido y micelio, se 
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incubaron por cuarenta y ocho horas a 37 °C. Para colectar el micelio, se cortaron 
tiras delgadas de agar de las regiones periféricas de las colonias y posteriormente 
se cortó el micelio sobre un portaobjetos limpio y se colocó en microtubos de 1.5 µl 
previamente enfriados a 4 °C. Inmediatamente se congeló el micelio en nitrógeno 
líquido y se liofilizó al vacío durante tres horas y media usando una “Speed Vac 
SAVANT®. El micelio se pulverizó usando una espátula pequeña.!

 El micelio en polvo se resuspendió en 600 µl del buffer de extracción (EDTA            

50 mM SDS 0.2% y 1µl/ml de DEPC) y se calentó a 68 °C durante 30 minutos. 
Después se le agregaron 400 µl extra del buffer de extracción, ya que el agar 
absorbe el agua de la solución. Posteriormente se congelaron las muestras 
durante tres minutos en nitrógeno líquido y se centrifugaron a 12 000 rpm a 
temperatura ambiente durante 10 minutos. Se transfirió el sobrenadante a un tubo 
nuevo, se agregaron 200 µl de fenol-cloroformo (1:1) a 4 °C, se mezcló con vortex 
y se centrifugó durante 10 minutos a 12 000 rpm. Posteriormente se recuperó la 
fase acuosa y esta se precipitó con un volumen de isopropanol, mezclando 
cuidadosamente por inversión y se centrifugó nuevamente a 12 000 rpm durante 
10 minutos. Posteriormente se decantó el sobrenadante y se lavó el pellet dos 
veces con etanol al 70 % centrifugando por 5 minutos a 12 000 rpm. Finalmente se 
secó el pellet durante 5 minutos a 68 °C y se resuspendió el DNA en 100 µl de 
agua destilada estéril.!

!
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Resultados"!
El gen AN4445 codifica para un ortólogo de la proteína DMAP1"!

La búsqueda bioinformática de una proteína ortóloga de DMAP1 en el genoma de 

A. nidulans  se realizó por medio de un BLAST de proteínas (BLASTP) con los 

parámetros estándar (Altschul et al., 1997), en la base de datos del Broad Institute 
(ht tp: / /www.broadinst i tute.org/annotat ion/genome/aspergi l lus_group/
GenomesIndex.html). Como molde se utilizó la secuencia de la proteína DMAP1 
de H. sapiens, con el número de acceso en el NCBI (NP_001029196.1). El 
resultado de este análisis indicó la existencia de proteínas ortólogas para todos los 

aspergilli presentes en esta base de datos, con la excepción de A. nidulans (ver 

figura 5 A), por lo que se procedió a buscar en otras bases de datos.!
!

!
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Figura 5. Resultados de la búsqueda por pBLAST de los ortólogos de DMAP1 en 
los aspergilli. A) Se muestran el número de secuencias ortólogas a DMAP1 en la base 
de datos del Broad Institute en diferentes aspergilli. B) Se resaltan en rojo los genes 
ortólogos a dmap1, encontrados en la base AspGD para los aspergilli. Las flechas 
denotan la posición del gen, la dirección en la que se transcriben y su sintenia con 
respecto a otros genes aledaños.



!
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Figura 6. Alineamiento entre ortólogos de DMAP1. En la parte superior se 
indica la secuencia consenso y el número de posición del alineamiento. Se 
usaron las secuencias de los siguientes organismos modelo: Aspergillus 
nidulans, A. fumigatus, Saccharomyces cerevisiae, Schyzosaccharomyces 
pombe, Caenorhabditis elegans, Homo sapiens y Arabidopsis thaliana. El 
dominio SANT se resalta en los rectángulos azules y en rectángulos negros se 
delimitan los bloques conservados. Para alinear las secuencias se utilizó el 
algoritmo T-Coffee (Notredame et al., 2000) y posteriormente se refinó con 
MUSCLE (Edgar, 2004) en el programa UGENE (Okonechnikov et al., 2012). Los 
bloques conservados se determinaron con Gblocks usando los parámetros 
estándares (Castresana, 2000; Talavera & Castresana, 2007) en el programa 
Seaview (Gouy et al., 2010).!



! Por medio de un BLASTP (Altschul et al., 1997) en la base de datos del           
NCBI de proteínas no redundantes (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) se 
encontró la anotación de una secuencia de A. nidulans con una identidad de 32% 
y un “e-value” de 1x10-25 con respecto al alineamiento local con DMAP1 de Homo 
sapiens. El gen AN4445 pertenece a una anotación de la base de datos 
“Aspergillus Genome Database” (AspGD; http://www.aspergillusgenome.org), y 
tiene un tamaño de 1884 nucleótidos, el cual codifica para una proteína hipotética 
de 594 aminoácidos. La base AspGD también indica la existencia de genes 
ortólogos en diferentes especies de Aspergillus en la base (ver figura 5, panel B), 
por lo que seguramente existe un error en la anotación de este gen en la base de 
datos del Broad Institute.!

Cuadro 5. Matriz de identidad simple (excluyendo gaps) del alineamiento de la 
figura 6. Secuencias usadas Aspergillus nidulans, A. fumigatus, Saccharomyces 
cerevisiae, Schyzosaccharomyces pombe, Caenorhabditis elegans, Homo sapiens y 
Arabidopsis thaliana . La matriz se construyó en el programa UGENE (Okonechnikov et 
al., 2012).!

!
! Se realizó un alineamiento a nivel de secuencia primaria entre ortólogos de           
DmapA de diferentes organismos modelo y se encontró que las proteínas de 
hongos filamentosos poseen una mayor longitud (aproximadamente 100 
aminoácidos) con respecto a la secuencias de levaduras, plantas y metazoarios 
(ver figura 6). Todas las secuencias de proteínas ortólogas a DMAP1 muestran 
entre sí una identidad global con una media no mayor al 31 %; mientras que entre 
A. nidulans y A. flavus se observa una identidad del 72 %. !

�33



! Las proteínas de H. sapiens y C. elegans muestran una identidad del 36%.           
La proteína de la levadura S. pombe es 33 % idéntica con las de  A. flavus, y 31 % 
con S. cerevisiae. La proteína de la angiosperma A. thaliana guarda una mayor 
identidad con la de H. sapiens (29 %) y A. fumigatus (28 %) (ver cuadro 5). Las 
proteínas de la familia dmap1 cd11658 (Marchler-Bauer et al., 2013) comparten un 
dominio SANT (SWI3, ADA2, N-CoR y TFIIIB), el cual se piensa que funciona 
como un módulo de unión a las histonas y como un andamio para interacciones 
proteína-proteína (Aasland et al., 1996; Boyer et al., 2004). Este dominio se 
encuentra conservado en las proteínas mostradas en el alineamiento de la figura 

6. 

Comparación de los dominios SANT de DmapA y DMAP1"!
El alineamiento apareado del dominio SANT (98 aminoácidos) de las proteínas 
DMAP1 y DmapA, indicó que poseen un 36 % de identidad y una similitud de un 
55 %. El dominio SANT de dmapA, presenta una inserción de 18 aminoácidos con 
respecto a DMAP1 (ver figura 7 A). Utilizando el programa Phyre 2 (http://
www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) se generó un modelo de la 
proteína DmapA con la secuencia de aminoácidos anteriormente deducida. 517 de 
594 aminoácidos de la cadena polipeptídica fueron modelados ab initio y el resto 
de la cadena polipeptídica (77 aminoácidos) se modeló con base en un molde con 
el programa Phyre 2 (Kelley & Sternberg, 2009) con un nivel de confianza del 90 
%.!

! La secuencia molde que mostró el mayor nivel de homología (100 %) con           
respecto a DmapA fue el cristal del dominio SANT de la proteína DMAP1 de H. 
sapiens (http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=3HM5), la región 
alineada entre ambas secuencias arroja un valor de identidad del 41 %. Otras 
secuencias que también tuvieron valores altos de homología con DmapA con 
valores de entre 95.5 % y 97.9 % (no se muestra) fueron proteínas que pertenecen 
a la superfamilia Myb-SANT y las del tipo Homeodominio. Ambas familias tienen 
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en común una estructura conformada por tres alfa hélices pero a diferencia del 
dominio SANT, los dominios Myb y Homeodominio se unen directamente al DNA.!

 La comparación entre el cristal del dominio SANT de DMAP1 y la región            

modelada de DmapA determinó una compuesta por cuatro alfa hélices con una 
serie de aminoácidos aromáticos conservados en la parte central de las alfa 
hélices, posiblemente la tercer hélice alfa (de menor tamaño) puede adoptar otra 
conformación de lámina beta, según las predicciones estructurales realizadas por 
Phyre 2 (ver figura 7 B). !
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Figura 7. Alineamiento entre los dominios SANT de DmapA y DMAP1 A) 
Alineamiento en pares entre ambos dominios, los aminoácidos resaltados en amarillo 
corresponden a sitios idénticos, los aminoácidos en verde corresponden a los que tienen 
similitud en sus propiedades fisicoquímicas, los aminoácidos sin colorear denotan sitios 
diferentes, los “gaps” entre las secuencias se resaltan en guiones. El alineamiento se 
realizó con el algoritmo de Smith-Waterman. B) Alineamiento estructural entre los 
dominios SANT de DmapA y DMAP1 de H. Sapiens, en la parte superior e inferior se 
denota la estructura secundaria predecida para cada región del alineamiento, en rojo se 
denota la inserción con respecto al templado. Este alineamiento se realizo en el servidor 
Phyre 2.



 La región de la inserción en DmapA denotada en color amarillo en la            

representación del modelo en listones, no adopta una conformación ordenada en 
este modelo. Sin embargo el resto del dominio adopta prácticamente la misma 
disposición estructural que el molde DMAP1 (ver figura 8).!

 

!
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Figura 8. Dominio SANT de la proteína DMAP1 y un modelo de la región 
correspondiente de DmapA. A) Representación de listones del dominio SANT de 
DMAP1. B) Modelo del dominio SANT de la proteína DmapA. En rojo se colorean las 
cuatro alfa hélices que caracterizan al dominio SANT. C) Empalme entre ambos 
modelos. En azul se muestra a DMAP1 y a DmapA en verde; la región amarilla 
corresponde a la inserción que presenta DmapA con respecto a DMAP1. D) Ligero 
desfase del empalme de ambos modelos, los números indican el orden de cada hélice 
de amino (N-terminal) al carboxilo (C-terminal). Las proteínas se modelaron con el 
programa PyMOL.!



Confirmación de la existencia del gen dmapA en Aspergillus nidulans!!
Tomando como referencia la base AspGD, se obtuvo la secuencia de nucleótidos 
del gen AN4445 0.8 kb río arriba y 0.7 kb río abajo del ORF. Se diseñaron 
oligonucleótidos (ver cuadro 2) para amplificar por PCR (ver cuadro 4) este 
fragmento, utilizando como molde DNA genómico de la cepa silvestre CLK43 (ver 
cuadro 1).  

!
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Figura 9. Amplificación del gen AN445 (dmapA). A) Estrategia de amplificación del 
gen dmapA con los oligonucleótidos indicados, denotando el tamaño del amplicón 
teórico esperado, así como los patrones de restricción esperado. B) Producto de PCR 
purificado de 3.4 kb. C) Restricción del producto de PCR con las enzimas ClaI y PstI. El 
patrón de restricción de ClaI corresponde a dos bandas de 1.9 kb y 1.4 kb; PstI muestra 
un patrón con dos bandas de 2 kb y 1.3 kb. La primer banda de la parte superior del 
carril de ClaI es el amplicón sin digerir.



 Se obtuvo un producto de PCR con el tamaño teórico esperado, el cuál se            

purificó y se hicieron dos reacciones de restricción por separado usando las 
enzimas ClaI y PstI durante 3 horas a 37 °C. Una vez finalizadas las reacciones, 
estas se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Se obtuvo el 
patrón de restricción teórico esperado para ambas enzimas (ver figura 9C), 
posteriormente con los oligonucleótidos “Sec” (ver cuadro 2) se realizó una 
secuenciación parcial de la región 5’ y 3’ del gen (no se muestra), lo que confirmó 
la existencia de este gen en el genoma de A. nidulans y al cual se decidió nombrar 

dmapA.!

Eliminación del gen dmapA"!
Utilizando la técnica de PCR de doble fusión (Yu et al., 2004) se generó un 
amplicón lineal para eliminar por recombinación homóloga al gen silvestre dmapA. 
Se diseñaron oligonucleótidos (ver cuadro 2) y por reacciones de PCR (ver cuadro 
3) independientes se amplificaron fragmentos de DNA con una longitud 
aproximada de 2 kb de las regiones río arriba (5’) y rio abajo (3’) de la secuencia 
codificante del gen dmapA. En otra PCR (ver cuadro 3) se amplificó el marcador 
selectivo AfpyrG del hongo A. fumigatus a partir del plásmido pFN03 (ver figura 
10). Mediante una PCR final se obtuvo el amplicón 5’dmapA-AfpyrG-3’dmapA (ver 
figura 11). !

! La construcción anterior se usó para transformar A. nidulans por el método           
de electroporación de conidiosporas (Sánchez, 1996; Sánchez et al., 1998). Se 
utilizó a la cepa 11035 (ver cuadro 1), en la que el gen nkuA, que codifica para una 
proteína con actividad de recombinasa, ha sido reemplazado por el marcador 
selectivo argB. Al eliminar el gen nkuA se elimina la recombinación no homóloga, 
con lo cual se aumenta la frecuencia de eventos de integración de DNA deseados 
(Nayak et al., 2006). Las conidiosporas electroporadas se sembraron en medio 
carente de uridina y uracilo, seleccionando únicamente transformantes protótrofas 

(PyrG+), capaces de crecer en medio sin estos suplementos. Se obtuvieron 12 

colonias transformantes PyrG+ (protótrofas para uridina y uracilo), las cuales 
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después de 5 días de crecimiento mostraron fenotipos heterogéneos, con patrones 
irregulares de conidiación y crecimiento. Cuando se sembraron conidios de estas 
transformantes en medio nuevo para obtener colonias aisladas crecidas a partir de 

una espora (uninucleada), únicamente se obtuvieron colonias en zonas de las 

cajas Petri donde se sembró una alta densidad de conidios, sugiriendo que el gen 
dmapA es esencial. 

 Para lograr conservar estas transformantes y tener micelio en constante            

crecimiento, se cortó micelio joven (de la periferia de la colonia) con un bisturí y se 
transfirió a un medio nuevo con los suplementos necesarios, pero sin uridina y 
uracilo (ver cuadro 2). !
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Figura 10. Generación de los productos parciales de PCR para la construcción del 
amplicón ∆dmapA. A) Usando los pares de oligos representados por las flechas se 
amplificaron las regiones 5’ y 3‘ que flanquean al ORF silvestre dmapA. Los productos 
esperados corresponden a una longitud de 2 kb. B y C) Productos de PCR purificados 
de las regiones 5’ y 3’  que flanquean al ORF dmapA de 2 kb longitud. D) Mapa de 
restricción del plásmido pFN03 que contiene a el gen AfpyrG de A. fumigatus de una 
longitud de 2 kb. E) Producto de PCR purificado de 2 kb correspondiente al marcador 
AfpyrG.



 Después de una incubación de 3 días a 37 °C, se realizaron observaciones            

de las colonias. Estas mostraron nuevamente una esporulación irregular, por 
sectores. Algunas colonias resembradas presentaron una pigmentación roja y 
dificultad para crecer, otras colonias tuvieron un aspecto irregular (ver figura 12). 

 No fue posible seguir el protocolo normal para la extracción de DNA            

genómico, debido a que al inocular medio líquido con las esporas de las 
transformantes se obtuvo un crecimiento mínimo. Por lo tanto, se optó por extraer 
DNA genómico a partir de micelio crecido en medio sólido. Se seleccionaron las 
transformantes resaltadas con un asterisco rojo en la figura 12 (TJAC1-3 ) con 
base en los patrones de esporulación y crecimiento que mostraron. Se cortó el 
micelio de la zona de crecimiento en la periferia de las colonias seleccionadas y 
este se sembró en medio sólido nuevo. !

!
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Figura 11. Generación del producto final de PCR y estrategia de eliminación del 
gen dmapA. A) Reacción de PCR de doble unión para obtener el amplicón ∆dmapA. B) 
Producto de PCR final purificado con un tamaño de 4.7 kb. C) Esquema del evento de 
integración esperado en el cual se reemplaza el gen silvestre dmapA por el marcador 
AfpyrG, mediante la doble recombinación en las regiones homólogas que flanquean al 
ORF silvestre.



 Después de incubar 48 horas a temperatura ambiente el micelio se colectó,            

liofilizó y se le extrajo el DNA genómico (ver protocolo en materiales y métodos). 
Este DNA se utilizó para llevar a cabo reacciones de PCR diagnósticas (ver cuadro 
4), con el fin de comprobar la eliminación del gen dmapA en las transformantes 
obtenidas. El análisis por electroforesis de los amplicones de las 3 cepas demostró 
la integración del gen AfpyrG y la consecuente eliminación del ORF dmapA (ver 

figura 13) . 

!
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Figura 12. Transformantes obtenidas con la construcción para eliminar el gen 
dmapA. Se sembraron trozos de micelio de las transformantes originales en medio 
mínimo con los suplementos necesarios y se incubaron a 37 °C durante 3 días. La zona 
periférica de la colonia denota un crecimiento irregular y algunas colonias esporularon 
por sectores y generaron micelio de tipo algodonoso.



!
Las cepas ∆dmapA se encuentran en estado heterocariótico"!

El hecho de que no fue posible obtener colonias aisladas a partir de 12 
transformantes independientes y que estas solo pudieron propagarse mediante la 

resiembra de fragmentos de micelio, sugiere que las transformantes contienen 

núcleos silvestres (dmapA+) y mutantes (dmapA-) y que el crecimiento solo puede 
producirse en estado heterocariótico. Para comprobar este hecho, se utilizaron los 
oligonucleótidos Sec For y Sec Rev para amplificar por PCR el gen dmapA cien 
pares de bases (pb) antes del codón ATG de inicio de la traducción del gen y cien 
pares de bases después del codón de paro de la traducción.!

! Se usó como molde DNA genómico de las cepa silvestre (CLK43) (ver           
cuadro 1) como control,  y de las transformantes ∆dmapA TJAC1-3. Se obtuvieron 
amplicones de DNA con un tamaño aproximado de dos mil doscientas pares de 
bases (2.2 kb) para cada cepa, los cuales se purificaron con el Kit Qiagen y se les 
realizó una restricción con la enzima XhoI, y los productos de la digestión se 
analizaron por electroforesis en un gel de agarosa como puede verse en la figura 
14. !

! La digestión con XhoI del producto de PCR obtenido de una cepa silvestre           
(wt) generó bandas 1.5 y otra de 0.6 kb visiblemente tenue. Por  el contrario, la 
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Figura 13. Comprobación de la eliminación del gen dmapA. A) Reacción de PCR 
para amplificar el marcador AfpyrG integrado. B) La amplificación del marcador AfpyrG 
en aquellas cepas que tengan reemplazado el gen silvestre dmapA por dicho marcador 
con un tamaño de 2.2 kb. Como control negativo se utilizó DNA de la cepa silvestre (wt) 
CLK43.



digestión del producto de PCR obtenido a partir de las 3 transformantes 
analizadas generó 4 bandas de aproximadamente 1.5, 1.3, 0.8, y 0.6 kb, las 
cuales corresponden tanto con el patrón silvestre como con el patrón esperado 
para la eliminación del gen dmapA.!

 Este resultado muestra que las cepas transformantes se encuentran en            

estado heterocariótico y que contienen núcleos silvestres y núcleos en los cuales 
el gen dmapA ha sido eliminado. La intensidad de las diferentes bandas obtenidas 
con el DNA de las transformantes, sugiere que la proporción de núcleos silvestres 
y mutantes es variable en cada transformante, lo cual podría relacionarse con las 

distintas morfologías observadas en dichas transformantes. 

!
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Figura 14. Comprobación del estado heterocariótico de las transformantes 
obtenidas con el producto de PCR para eliminar el gen dmapA. A) El patrón de 
restricción esperado para una cepa silvestre (CLK43) es de dos fragmentos de 1.5 kb y 
650 pb. Para una cepa ∆dmapA la restricción esperada es de dos bandas de 1.3 kb y 
829 pb.  B) El patrón de 4 bandas en los carriles de las cepas TJAC1-3 muestra que las 
transformantes ∆dmapA se encuentran en estado heterocariótico.



Las cepas transformadas con la construcción para eliminar el gen dmapA 
presentan fenotipos variables e inestables genéticamente"!

Durante las resiembras subsecuentes de una misma cepa transformante se 
obtuvieron colonias con fenotipos diferentes. Por ejemplo colonias zonadas, con 
bandas concéntricas que delimitan regiones de esporulación con aspecto 
variegado y vetulino y zonas alternadas de crecimiento con un aspecto 
algodonoso y conidióforos sin pigmentar (ver Figura 15). !

 En las cepas analizadas, se observaron tanto regiones con conidióforos de            

tipo silvestre como sectores con una densidad de esporas menor acompañados de 
pigmentación roja. Este fenotipo es similar al observado en cepas mutantes 

�44

Figura 15. Cambio en los patrones de esporulación de las transformantes TJAC1-3 
con respecto a la cepa parental 11035. Se cortó micelio de una colonia y se sembró 
en medio selectivo (ver cuadro 1) Las cepas se incubaron durante 5 días  a 37 °C y 
posteriormente se resembraron en medio nuevo dos veces más y se fotografiaron las 
colonias.



∆cpsA, así como la producción de pigmentos en la parte inferior de las cajas Petri. 
En la figura 16 se puede observar que las cepas TJAC1, TJAC2 y TJAC3, 
presentan una mayor deposición de pigmentos y metabolitos secundarios con 
respecto a la cepa parental 11035.!

!

! Otro fenotipo observado se caracterizó por un crecimiento lento de colonias           
sectorizadas con un aspecto algodonoso (figura 15 D), y la secreción de un 
exudado de aspecto rórido (figura 16 E). El micelio también presentó una 
esporulación retardada y de tipo variegada (figura 16 F) junto con la secreción de 
una mayor cantidad pigmento rojo que rodea a la colonia, nótese el agar 
oscurecido similar al observado en la figura 16. !
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Figura 16. Las cepas ∆dmapA presentan un incremento en la producción de 
pigmentos. Vista superior e inferior de las cajas Petri de la tercer resiembra mostradas 
en la figura anterior. Cepa silvestre 1035, cepas ∆dmapA (TJAC1-3) Las cepas se 
incubaron durante 5 días a 37 °C.



! En estas colonias hubo una  mayor producción de células de Hülle  y una           
producción exacerbada de cleistotecios de tamaño pequeño (no se muestra), 
posiblemente, producto de autocruzas de los núcleos silvestres para el gen 

dmapA. 

!
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Figura 17. Las cepas ∆dmapA presentan un incremento en la producción de 
pigmentos. Vista superior e inferior de las cajas Petri de la tercer resiembra mostradas 
en la figura anterior. Cepa silvestre 1035, cepas ∆dmapA (TJAC1-3) Las cepas se 
incubaron durante 5 días a 37 °C.



Discusión"!
Nuestros resultados muestran que el hongo A. nidulans posee una proteína 
ortóloga a DMAP1 de humanos. Esta posee varias inserciones de acuerdo con la 

posición consenso, la primera en la posición 123, antes del dominio SANT, con 

una extensión de 25 aminoácidos. En el dominio SANT se presenta una inserción 
de 15 aminoácidos que se encuentra en otros aspergilli. Hacia la región amino 
terminal otra inserción en los hongos va de la posición 361 a la 384. Otra inserción 
va de la posición consenso 397 a la 448. Y en la región amino terminal se 
encuentra otro grupo de inserciones importantes de menor tamaño. Cabe resaltar 
que esta zona es muy variable (ver material suplementario) en proteínas ortólogas 
presentes en otros aspergilli. Así DmapA es cerca de 115 aminoácidos mas grande 
que los ortólogos presentes en animales y levaduras (ver figura 6). La 
secuenciación parcial realizada en nuestro laboratorio (no se muestra) confirmó la 

existencia de dmapA. Sin embargo, es necesario secuenciar un cDNA para 

confirmar las posibles diferencias en la distribución de los sitios de splicing del gen 
que encontramos mediante el análisis in silico, en donde se obtuvieron versiones 

mas cortas de la proteína DmapA. Sin embargo, en todas se conserva el dominio 

SANT (ver material suplementario), importante para la función. !

! Nuestros resultados muestran que no es posible eliminar el gen dmapA en           
estado homocariótico, pero sí en estado heterocariótico, con lo cual se puede 

concluir que dmpA es un gen esencial en A. nidulans. 

 Las mutantes en estado heterocariótico forman dos poblaciones de conidios            

uninucleados; unos carentes del gen dmapA (dmapA-) pero con la capacidad de 
crecer en ausencia de uridina y uracilo (PyrG+) y otros incapaces de sintetizar 
estos compuestos (PyrG-), pero con un gen dmapA silvestre  (dmapA+). Siendo 
dmapA un gen esencial, ambos tipos de conidios son incapaces de crecer en un 
medio selectivo. Sin embargo, a alta densidad ambos tipos de conidios son 
capaces de germinar y crecer por un periodo muy corto durante el cual pueden 
establecer anastomosis y originar nuevamente un micelio heterocariótico capaz de 
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crecer en el medio selectivo. Una vez que la colonia logra establecerse y 
posteriormente conidiar ambos tipos de núcleos son nuevamente segregados 
durante la conidiación. !

!  La esencialidad de DmapA sugiere que al igual que en otros organismos,           
esta proteína se requiere para la activación de genes que participan en diferentes 
procesos del ciclo de vida de este hongo. En N. crassa se ha detectado que el gen 
NCU04002, ortólogo a dmapA, incrementa sus niveles de expresión durante las 

primeras fases del ciclo sexual (Wang et al., 2012). 

 Algunos genes que son esenciales en otros organismos, no lo son en            

ciertos hongos filamentosos. Así, la eliminación del gen de la histona  H1 no 
produce un fenotipo evidente (Ramón et al., 2000), mientras que la eliminación  de 
los genes que forma parte de la maquinaria de siRNA no altera la viabilidad celular 
(Alexander et al., 2008; Hammond et al., 2008). En el caso de las proteínas tipo 
Dnmt, algunas de la cuales contribuyen a la formación de esporas sexuales (Lee 
et al., 2008; Malagnac et al., 1997) o el silenciamiento de genes (Cambareri et al., 
1989), estas no son esenciales para la sobrevivencia de los hongos.!

Cuadro 6. Complejos remodeladores de histonas relacionados con dmapA/AN4445. 
Se encuentran subrayadas las subunidades que comparten ambos complejos; 
hipotéticamente AN4445/dmapA forma parte de dos de estos complejos. El cuadro se 
realizó con base en las anotaciones de la base AspGD.!
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! La parte esencial en las proteínas ortólogas a DmapA, entre ellas Eaf2 y           
Swc4, se encuentra hacia su extremo amino terminal en lo que comprende el 
dominio SANT (Micialkiewicz & Chelstowska, 2008). La letalidad de la eliminación 
del gen probablemente se deba a que su producto tiene un papel como proteína 

de andamiaje en diferentes complejos remodeladores de la cromatina, entre ellos 

NuA4 y SWR1 (Doyon & Cote, 2004; Doyon et al., 2004), los cuales en A. nidulans 

están compuestos por diferentes subunidades (ver cuadro 6). DmapA/Swc4 en A. 

nidulans se encuentra codificada por un gen único, de modo que su ausencia no 
permitiría remodelar el estado de la cromatina.!

 Los defectos en el crecimiento, la producción de conidios, pigmentos y            

estructuras asociadas a cuerpos fructíferos en las cepas con la mutación del gen 

dmapA, sugieren que la remodelación de la cromatina juega un papel central en la 

regulación de genes asociados a la diferenciación celular y el metabolismo 
secundario en A. nidulans. En el caso del metabolismo secundario, se sabe que 
varios clústeres de genes tienen una posición subtelomérica y que mutantes en la 
metiltransferasa LaeA no expresan estos clústeres, por lo que la producción de 
diversos metabolitos secundarios como la esterigmatocistina, la lovastatina y la 
penicilina se ve disminuida. Por el contrario, la sobreexpresión de LaeA dispara la 
expresión de los genes relacionados con la producción y la formación de estos 

compuestos (Bok & Keller, 2004). 

 !

! En un análisis para encontrar mutantes que supriman los efectos de la           
eliminación de LaeA, se encontró al gen esaA que codifica para la subunidad 
catalítica del complejo acetiltranferasa de histonas NuA4. En un fondo ∆laeA, la 
sobreexpresión de EsaA rescata la producción de metabolitos secundarios y en un 
fondo laeA silvestre la producción de metabolitos secundarios se ve incrementada 
notablemente. Además se activa la expresión de algunos clústeres silenciados 
cuya posición es subtelomérica. La acetilación de la histona 4 en la lisina 12 
(H4K12ac) coincide con la expresión de estos clústeres al relajar el estado de la 
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cromatina y exponer las regiones promotoras de los genes de estos clústeres. Por 

ello, se ha propuesto a esta marca epigenética como un indicador de la inducción 

del metabolismo secundario en los hongos (Soukup et al., 2012). 

 Las alteraciones en el metabolismo secundario podrían sugerir una posible            

interacción de DmapA con proteínas que forman parte de los complejos 
remodeladores de la cromatina Swr1 y de acetilación de histonas NuA4, así como 
de la maquinaria general de transcripción impedirían la expresión normal de 
clústeres de metabolismo secundario. 

 Es de hacer notar que los fenotipos de conidiación defectuosa en los            

heterocariones afectados en el gen dmapA son parecidos a los observados en las 
mutantes ∆cpsA, que están impedidas en el proceso de conidiación. Sin embargo 
esto no demuestra una relación directa entre CpsA y DmapA, la cual queda aún 
pendiente de demostrar. 

!
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Conclusiones"!
El gen AN4445 codifica para una proteína funcional que hemos denominado 
DmapA, la cual es ortóloga a DMAP1 y es esencial para la sobrevivencia de A. 

nidulans. 

 La eliminación del gen dmapA en estado heterocariótico tiene efectos            

pleiotrópicos, que afectan el crecimiento y la diferenciación del hongo. 

 Se encontró que las proteínas de la familia CPS1/DIP2 también se            

encuentran conservadas en hongos basales del phylum Zygomycota, así como en 
los coanoflagelados que filogenéticamente son más cercanos a los metazoarios 
(ver figura 2). Esto indica que esta proteína se originó antes de la divergencia de 
estos tres taxa (Fungi, Metazoa, Choanozoa), los cuales son agrupados en 
conjunto como Opistokonta.!

 Los defectos causados por la eliminación del gen ∆dmapA entre ellos, la            

disminución en la conidiación y la alteración en la producción de metabolitos 
secundarios, sugieren una relación de DmapA con la vía de la conidiación que 
regula CpsA.!

!
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Perspectivas"!
• ! Crear versiones truncas de la proteína DmapA permitiría establecer que       

dominios son importantes para su función y su relación con eventos de 
diferenciación celular en A. nidulans. 

•  Determinar si el dominio de unión a DmapA presente en la proteína CpsA es        

funcional y su importancia en la regulación de la conidiación y el metabolismo 
secundario, por medio de mutagénesis dirigida.!

• ! Establecer si DmapA y CpsA interaccionan mediante técnicas de       
bifluorescencia molecular. 

•  Estudiar la red de interacciones entre DmapA y CpsA y otras proteínas,        

mediante ensayos de co-precipitación de proteínas y espectrometría de masas.!

!
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Nombre Válido Sinónimos

1 Aspergillus nidulans (Eidam) G. Winter

2 Aspergillus heterothallicus Kwon-Chung, Fennell & Raper

4 Aspergillus nidulans mut. fertilion Henrard

5 Aspergillus nidulans var. acristatus Fennell & Raper

6 Aspergillus nidulans var. albus J.L. Yuill

7 Aspergillus nidulans var. cesarii Pinoy

8 Aspergillus nidulans var. dentatus D.K. Sandhu & R.S. Sandhu

9 Aspergillus nidulans var. echinulatus Fennell & Raper

10 Aspergillus nidulans var. fertilior Henrard

11 Aspergillus nidulans var. imminutus Henrard

12 Aspergillus nidulans var. latus Thom & Raper

13 Aspergillus nidulans var. nicollei (Pinoy) Pinoy

14 Aspergillus nidulans (Eidam) G. Winter

15 Aspergillus nidulellus Samson & W. Gams

16 Diplostephanus nidulans (Eidam) Langeron

17 Diplostephanus nidulans var. nicollei (Pinoy) Neveu-Lem

18 Diplostephanus nidulans (Eidam) Langeron

19 Emericella acristata (Fennell & Raper) Y. Horie

20 Emericella dentata (D.K. Sandhu & R.S. Sandhu) Y. Horie

21 Emericella echinulata (Fennell & Raper) Y. Horie

22 Emericella heterothallica (Kwon-Chung, Fennell & Raper) Malloch & Cain

23 Emericella nidulans (Eidam) Vuill

24 Emericella nidulans var. acristata Subram

25 Emericella nidulans var. dentata Subram

26 Emericella nidulans var. echinulata Godeas

27 Emericella nidulans var. lata (Thom & Raper) Subram

28 Emericella nidulans (Eidam) Vuill.

29 Sterigmatocystis nidulans Eidam

30 Sterigmatocystis nidulans var. nicollei Pinoy

31 Aspergillus nidulans var. roseus Boeck & Kastner

Cuadro S1. Sinonimia para Aspergillus nidulans, los nombres se obtuvieron del Index 
Fungorum, (http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp) realizando la búsqueda 
con el nombre de la fase asexual, Aspergillus nidulans y de la sexual Emericella 
nidulans.
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               1
Consenso       MAAADVRDM LDLPAEG-- QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --------- EGITRELYA LLGERAPPI AINENRYKG
A._nidulans    MAAADVRDM LDLPAEG-- QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --------- EGITRELFA LLGERAPPI AINENRYKG
A._versicolor  MAAADVRDM LDLPAEG-- QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --------- EGITRELFA LLGERAPPI AINENRYKG
A._sydowii     MAAADVRDM LDLPAEG-- QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --------- EGITRELFA LLGERAPPI AINENRYKG
A._flavus      MAAADVRDM LDLPAEG-- QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --------- EGITRELYA LLGERAPPI AINENRYKG
A._oryzae      MAAADVRDM LDLPAEG-- QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --------- EGITRELYA LLGERAPPI AINENRYKG
A._terreus     MAAADVRDM LDLPAEG-- QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --------- EGITRELYA LLGERAPPI AINENRYKG
A._niger       MAAADVRDM LDLPAEG-- QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --------- EGITRELYA LLGERAPPI AINENRYKG
A._clavatus    MAAADVRDM LDLPAEG-- QPRPHKKQK VVEKRPGWF GSVLDIQKY MDANNHDAT EGITRELYA LLGERAPPI AINENRYKG
A._fischeri    MAAADVRDM LDLPAEG-- QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --ETDVQAS EGITRELYA LLGERAPPI AINENRYKG
A._fumigatus   MAAADVRDM LDLPAEG-- QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --------- EGITRELYA LLGERAPPI AINENRYKG
A._glaucus     MAAADVRDM LDLPAEGQQ QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --------- EGITRELYA LLGERAPPI AINENRYKG
A._wentii      MAAADVRDM LDLPAEG-Q QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --------- EGITRELYA LLGERAPPI AINENRYKG
A._acidus      MAAADVRDM LDLPAEG-- QPRPHKKQK VVEKRP--- --------- --------- EGITRELYA LLGERAPPI AINENRYKG

              82
Consenso       RPKWMSKLR VRPWRMXPF TNXARSDGL VLRHWQRQX EXXXXPALE GX-EXEXDE XXK---XEX GAXKX---X XQEYXFAKY
A._nidulans    RPKWQTKAR VRPWRMTPF TNSARSDDL VLRHWQREP ESTNIPAIE DT-RAE-GE TK-----EQ GEHKT---A DREYPFAKY
A._versicolor  RPKWQTKAR VRPWRMNPF SNDARTDGL VLRHWERQS EATNAPAIE GP-ETE-DD QKK---EEQ GENKD--AE KQEYPFAKY
A._sydowii     RPKWQTKAR VRPWRMTPF SNDARTDDL VLRHWERQS EATNAPAIE GP-ETE-GD QTK---EEQ GEPKT--AE KQEYPFAKY
A._flavus      RPKWMSKLR VRPWRMAPF TNEARSDGL VLHHWQRQG DTVK-PALE GP-ETE-GE EQK---QDE GAPQT---P DQEYLFAKY
A._oryzae      RPKWMSKLR VRPWRMAPF TNEARSDGL VLHHWQRQG DTVK-PALE GP-ETE-GE EQK---QDE GAPQT---P DQEYLFAKY
A._terreus     RPKWMSKLR VRPWRMTPF TNSARSDDL VLHHWQRQP EPAK-PALE GS-EMEVDD QQK---PEE DASKP---L EQEYMFAKY
A._niger       RPKWTSKKR VQPWRMTPF INSARSDGL VLRHWQRQH ESAKVPALE GS-EMDVDE -KE---DNA DASTSDNVP QQDSLFAKY
A._clavatus    RPKWMNKLR VRPWQIAPF TNDARSDGL VLRHWQRRP EATTAQAPE GPSEMEVDG -AK---VED GAVKP---A DQTYSFAKY
A._fischeri    RPKWMSKLR VRPWQMNPF TNNARSDGL VLRHWQRQP ESANVPALE GASEMEVDE -AK---AEG GAAKP---- GQEYAFAKY
A._fumigatus   RPKWMSKLR VRPWQMTPF TNNARSDGL VLRHWQRQS ESAKAPALE GASEMEVDQ -AK---AGG GAATP---- EKEYPFAKY
A._glaucus     RPKWMSKLR VRPWSMAPF TNGARSDEL VLRHWQRQH DPTNAPALE GP-EAEKPE EKKEPEEEE GVPKP---R EQEYPFVKY
A._wentii      RPKWMSKLR VRPWQMSPF TNDARPDGL VLRHWQRQN EPSKLPALE GP-EMDVDE --K---NEE GAPKP---P EQEYSFAKY
A._acidus      RPKWTSKKR VQPWRMTPF INSARSDGL VLRHWQRQH ESAKVPALE GS-EMDVDE KKE---DNA DASTSDNVP QQDSIFAKY

             163
Consenso       NXKARVPXR YTDEEYNRH LKSDDWSRQ ETDYLMDLV EEYDLRWVV IADRYDFQP QPXDXXXNX -XALVPAKX YRTMEQMKA
A._nidulans    NIKLKFSNR YTTDEYNRH LRSEDWSRE ETDYLMDLV EEYDLRWVV IADRYDFQP QRVDNTEET SSALVPSKQ FRTMEQMKA
A._versicolor  NIKAKIPNR YTTDEYNRH LKSDEWSRE ETDYLMDLV EEYNLRWVV ISDRYDFQP QPIDNAESS -TALVPSKR YRTMEQMKA
A._sydowii     NIKAKLPNR YTTDEYNRH LKSDEWSRE ETDYLMDLV EEYNLRWVV ISDRYDFQP QPIDNTDSS -TALVPSKR YRTMEQMKA
A._flavus      NVKARVPRR YTDEEYNRH LKSDDWSRQ ETDYLMDLV EEYDLRWVV IADRYDFQP HPVDAETNN -SALVPANQ VRTMEHMKA
A._oryzae      NVKARVPRR YTDEEYNRH LKSDDWSRQ ETDYLMDLV EEYDLRWVV IADRYDFQP HPVDAETNN -SALVPANQ VRTMEHMKA
A._terreus     NIKARVPNR YTDDEYNRH LKSDDWSRE ETDYLMDIV EEYDLRWVV IADRYDFQP RSEDSTSNA -NALVPAKR YRTMEQMKS
A._niger       NIKARVPNR YTDEEYNRH LKNDDWTRQ ETDYLMDLV EEYDLRWVV IADRYDYQP HSVDGDSNN ASALVPAKQ YRTMEQMKS
A._clavatus    NVKAQVPRR YTDEEYNRH LKNDDWSRQ ETDYLMDLV EEYDLRWVV IADRYDFHP QPADSESNA -TALVPAKR YRTMEQMKA
A._fischeri    NVKPRVPRR YTDEEYNRH LKSDDWSRQ ETDYLMDLV EEYDLRWVV IADRYDFQP QPIDAEANA -TALVPAKR YRTMEQMKA
A._fumigatus   NVKPRVPRR YTDEEYNRH LKSDDWSRQ ETDYLMDLV EEYDLRWVV IADRYDFQP QPIDAEANA -TALVPAKQ YRTMEQMKA
A._glaucus     NVKARVPKR YNDDEYNRH LKNDDWPRQ ETDYLMDLA EEYDLRWVV IADRYDFQP QPIDVEANS -NALVPAKR YRTMEQMKA
A._wentii      NIKAKVPKR YTDEEYNRH LKSDDWSRQ ETDYLMDIV EEYDLRWVV IADRYDYQP QALDAEANA -SALVPAKR YRTMEQMKA
A._acidus      NIKARVPNR YTDEEYNRH LKNDDWTRQ ETDYLMDLV EEYDLRWVV IADRYDYQP HSVDGDSNN TSALVPAKQ YRTMEQMKS

             244
Consenso       RYYFXAASM LALEHPPSE MSEAEFDLH EKMMKFDPX RERXRKELA ALQLNRTAD EVREEGILL EELKRITAN EQXFIXERR
A._nidulans    RYYFVAASM LALEHPPSE MSEAEFDLH ERMMKFDPE RERHRKELA ALQLNRTAD EVREETVLL EELKRITAN EQEFVTERR
A._versicolor  RYYNVAASM LALEHPPSE MSETEFDLH EKMMKFDAE RERHRKELA GLQLNRTAD EVREESILL EELKRITAN EQEFVNERR
A._sydowii     RYYNVAASI LALEHPPSE MSETEFDLH EKMMKFDAE RERHRKELA GLQLNRTAD EVREESILL EELKRITAN EQEFVNERR
A._flavus      RYYFVAASM LALEHPPSE MSEAEFDLH EKMMKFEPE RERARKELA ALQLERTAD AVREEGVLL EELKRITAN EQNFIAERR
A._oryzae      RYYFVAASM LALEHPPSE MSEAEFDLH EKMMKFEPE RERARKELA ALQLERTAD AVREEGVLL EELKRITAN EQNFIAERR
A._terreus     RYYFVAASM LALEHPPSE MSEAEFDLH EKMMKFDPE RERARKELA ALQLNRTAD EVREEGILL EELKRITAN EQDFISERR
A._niger       RYYFIAASM LALEHPPSE MSEAEFELH EKMLKFDAD RERSRKELA ALQLNRTAD EVREESVLL EELKRITAN EQDFITERR
A._clavatus    RYYFIAASM LALEHPPSE MSEAEFDLH EKMMKFDPD RERARKELA ALQLNRSAD EVREEGILL EELKRITSN EQNFITERR
A._fischeri    RYYFIAAST LALEHPPSE MSEAEFDLH EKMMKFDPD RERARKELA ALQLNRTAD EVREEGILL EELKRITSN EQNFMTERR
A._fumigatus   RYYFIAASM LALEHPPSE MSEAEFDLH EKMMKFDPD RERARKELA ALQLNRTAD EVREEGILL EELKRITSN EQNFMTERR
A._glaucus     RYYYIAATM LAFEHPPSE MSGTEFELH EKMLKFDPD RERVRKELA ALQLNRTAD EVREEGILL EELKRITAN EQNFIAERR
A._wentii      RYYFVSASM LALEHPPSE MSEAEFDLH EKMMKFDPD RERARKELA ALQLNRTAD EVREEGILL EELKRITAN EQNFISERR
A._acidus      RYYFIAASM LALEHPPSE MSEAEFELH EKMLKFDAD RERSRKELA ALQLNRTAD EVREESVLL EELKRITAN EQDFITERR

             325
Consenso       ELYSRLEVP ISVGNTTMY QSSQGLSQL LQTLLQADK SKKRRSILG PE-GAAPSP AGQTPX-PN APXSARD-S RADTPSXXX
A._nidulans    ELYSRLDVP ISVSNATNY HNSQGLSHL LQTLLQADK SKKRRSILG PD-GIAPTS GGQTPTIPN APGSARDSS RADTPNGGT
A._versicolor  ELYSRLDVP ISVGNATNY HNSQGLSHL LQTLLQADK SKKRRSLLG PE-GIVPTP GGQTPI-PN APGSARDSS RADTPSGGP
A._sydowii     ELYSRLDVP ISVGNATNY HNSQGLSHL LQTLLQADK SKKRRSLLG PE-GAVPTP GGQTPI-PN APGSARDSS RADTPSGGP
A._flavus      ELYSRLEVP ISVGNTTMY QSSQGLSQL LQTLLQADK SKKRRSILG PE-GAAPSP AAQTPA-PN A--NTRD-S RGETPSNAQ
A._oryzae      ELYSRLEVP ISVGNTTMY QSSQGLSQL LQTLLQADK SKKRRSILG PE-GAAPSP AAQTPA-PN A--NTRD-S RGETPSNAQ
A._terreus     ELYSRLEVP VSVGNTTMY QSSQGLSQL LQTLLQADK SKKRRSLLG PE-GAAPSP AGQTPA-PS A-GGARD-S RADTPSTAP
A._niger       ELYSRLEVP ISVGNTTMY QSSQGLSQL LQTLLQADK SKKRRSILG PEGGAAPSP AGATPA-PN APSSARD-S RADTPNATP
A._clavatus    ELYSRLEVP VSVGNTTMY QSSQGLSQL LQTLLQADK SKKRRSILG PE-GAAPSP AGQTPT-SN APTSARD-S RADTPSNAA
A._fischeri    ELYSRLEVP ISVGNTTMY QSSQGLSQL LQTLLQADK SKKRRSILG PE-AAAPSP AGQTPT-SN APTSARD-S RADTPSHAS
A._fumigatus   ELYSRLEVP ISVGNTTMY QSSQGLSQL LQTLLQADK SKKRRSILG PE-AAAPSP AGQTPT-SN APTSARD-S RADTPSHAS
A._glaucus     ELYSRLEVP ISVGNTAMY QSSQGLSQL LSTLLQADK SKKRRSILG PEGAAAPSP AGQTPT-TS GPASARD-S RAETPGQAP
A._wentii      ELYSRLEVP ISVGNTAMY QSSQGLSQL LQTLLQADK SKKRRSLVG PE-GAAPSP AGQTPA-SS APTNARE-S RADTPSTTP
A._acidus      ELYSRLEVP ISVGNTTMY QSSQGLSQL LQTLLQADK SKKRRSILG PEGGAAPSP AGATPA-PN APSSARD-S RADTPNATP
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             406
Consenso       -AAPTXKKA A-------- -----XAAA AAANKEXXQ QXXXTLTPA EEARYGVQH HDRLAPGVQ FRSDRAQKL TQAKSNVQT
A._nidulans    TQSTTTKKA A-------- --------- AAANREAAQ QAIRTLTPA EEARYGVQH HDRLAPGVQ FRSDRAQKL TQAKSHVQT
A._versicolor  AQPPTTKKA A-------- ------AAV AAANKEAAQ QAIKNLSPA EEARYGVQH HDRLAPGVQ FRSDRAQKL TQAKSHVQT
A._sydowii     AQPPTTKKA A-------- ------AAA AAANKEAAQ QAIKNLSPA EEARYGVQH HDRLAPGVQ FRSDRAQKL TQAKSHVQT
A._flavus      -AAPTNKKA A-------- -------AA AAANKEA-Q QSIRTLTPS EEARYGVQH HDRLAPGVQ FRSDRAQKL TQAKSNVQT
A._oryzae      -AAPTNKKA A-------- -------AA AAANKEA-Q QSIRTLTPS EEARYGVQH HDRLAPGVQ FRSDRAQKL TQAKSNVQT
A._terreus     -AAPTSKKA A-------- -----AAAA AAAKQQEAQ QTVRTLTPA EEAKYGVQH HERLAPSVQ FRSDRAQKL TQAKSNVQT
A._niger       AAAPTNKKA A-------- --AAAAAAA AAANKEAQQ QAVRTLTPA EEAKYGVQH HDRLAPGVQ FRSDRAQKL TQAKSNVQT
A._clavatus    -AAPTNKKA SNAAAAAAA AAASTAASS AAAAKEP-Q HTVKTLTAA EEARYGVQH HDRLAPGVQ FRSDRAQKL TQAKSNVQS
A._fischeri    -AGPSNKKG S-------- -----AAAA AAAAKEP-P QTVKTLTPA EEARYGVQH HDRLVPGVQ FRSDRAQKL TQAKSNVQS
A._fumigatus   -AGPSSKKG S-------- --------T AAAAKEP-P QTVKTLTPA EEARYGVQH HDRLVPGVQ FRSDRAQKL TQAKSNVQS
A._glaucus     --APATKKA A-------- -----AAAA AAANKEPQQ QPLKTLTAA EESRYGVQH HERLTPSVQ FRSDRPQKL THAKSNVQS
A._wentii      -AALSNKKA A-------- ------AAA AAATKDT-P PAAKTLTPA EEARYGVQH HERLAPSVQ FRSDRAQKL TQAKSNVQS
A._acidus      AAAPTNKKA A-------- --AAAAAAA AAANKEAQQ QAVRTLTPA EEAKYGVQH HDRLAPGVQ FRSDRAQKL TQAKSNVQT

             487
Consenso       QKLAAALAE LEXPLRLVM PTERVCKEF EKLIHSVNL LLDARKVSE KVESEIRVL EAAKEERER KAKEXXEKE K-PEVKXE-
A._nidulans    QKLASALAE LEVPLRLFM PTERVVKEF EKLIHSVNL LLDARKVAE KVESEIRVL EAAKEERER KAKELREKD K-PEVKSE-
A._versicolor  QKLASALAE LEIPLRLVM PTERVVKDF EKLIHSVNL LLEARKVSE KVESEIRVL ESAKEERER KAKELREKE K-PEVKSE-
A._sydowii     QKLASALAE LEIPLRLVM PTERVVKDF EKLIHSVNL LLEARKVAE KVESEIRVL ESAKEEREH KAKELREKE K-PEVKSE-
A._flavus      QKLAAALAE LEVPLRLVM PTERVCKEF EKLIHSVNL LLDARKVAE KVESEIRVL EAAKQERER KAKEAKEKE K-PEVKTE-
A._oryzae      QKLAAALAE LEVPLRLVM PTERVCKEF EKLIHSVNL LLDARKVAE KVESEIRVL EAAKQERER KAKEAKEKE K-PEVKTE-
A._terreus     QKLAAALAE LEVPLRLVM PTERVCKEF EKLIHSVNL LLDARKVSE KVESEIRVL EAAKEERER KEREAKEKE N-PQVKTE-
A._niger       QKLAAALAE LEVPLRLVM PTERVCKDF EKLIHSVNL LLEARKVSE KVESEIRVL EAAKEEREK KAKEALEKD SKPEVKSEQ
A._clavatus    QKLAAALAE LEIPPRLVM PTERVCKEF ERLIHSVNL LLDARKVSE KVESEIRVL ESAREERER KTKESKEKE K-PEVKAE-
A._fischeri    QKLATALSE LEIPPRLLM PTERVCKEF EKLIHSVNL LLDARKVSE KIESEIRVL EAAREERER KTKEVKDKG K-PEVKSE-
A._fumigatus   QKLATALAE LEIPPRLLM PTERVCKEF EKLIHSVNL LLDARKVSE KIESEIRVL EAAREERER KTKEVKDKG K-PEVKSE-
A._glaucus     QKLAAALAE LEVPPRLVM PTERLCKEF ERLIVSVNA LLDARKMGE KVESEIRVL EAAKEERER KEQEANEKE N-PQVKTE-
A._wentii      QKLAAALAE LEIPPRLVM PTERVCKDF EKLIHSVNL LLDARKVSE KVESEIRVL EAAREERQR KAGEVGGKE K-PEVKTE-
A._acidus      QKLAAALAE LEVPLRLVM PTERVCRDF EKLIHSVNL LLEARKVSE KVESEIRVL EAAKEEREK KAKEALEKD GKPEVKSEQ

             568
Consenso       QXDNXXPXA XXXXXXXX- XAXXAXXXX XXXXXXXGX XXXXXXA-G XXXXXXXXX -----XXXG XS-HKRSAS VLSNXSDKS
A._nidulans    QQDNDVPIP PAPAPV--- AAGDASQTG QPAKTNEGQ AELNGSSTT NNVADSEPS ---TQEQEG VS-HKRSAS VLSNGSDKS
A._versicolor  QQDDEAPIP PAPESA--- SAGGAPQTE KPASTGDGQ NDSSIPT-G DTVRGGEPS ---TGDQEG AS-HKRSAS VLSNGSDKS
A._sydowii     QQDDEAPIL PAPESA--- SAGGAHRTE KPPSTGDGQ PDSSISA-G DTVGGGEPS ---AGDQEG AS-HKRSAS VLSNGSDKS
A._flavus      QDDNPAPTA DVATESTS- AAAAALPSA EGQETAGGT EDKEAEA-G S-GDTGEAT -----AREG TS-QKRSAS VLSNTSDKS
A._oryzae      QDDNPAPTA DVATESTS- AAAAALPSA EGQETAGGT EDKEAEA-G S-GDTGEAT -----AREG TS-QKRSAS VLSNTSDKS
A._terreus     QDDNPAP-A PDPANSAVP APSTAETAT EASSGGTGN RAGNPDA-G ADGNTAQAS ---AKDQEA TS-HKRSAS VLSNSSDND
A._niger       QEDQPLPAA AAEEEEEAA GAGDAEGQE KGATDKSGE KAEGGAA-G EEG------ -------DV TS-HKRSAS VLSNASDKS
A._clavatus    ESEETAGGE NAHAA---- SSMGSIKTS GSGDEKTGP AAETGQQ-G ADADAGDP- -----EHEG AP-HKRSAS VLSNGSDKS
A._fischeri    EVENPDSTA GDS------ ATAAPAADE RADKGRQGA EDADQSA-G --------- -----DRDG VS-HKRSAS VLSNGSDKS
A._fumigatus   EVENSDSGA GDSASAA-- PTADERADE RADKGLQGA EDPDQST-G --------- -----DRDG VS-HKRSAS VLSNGSDKS
A._glaucus     SDHNDTSLA SAAPAESTD GANDGKDLA AAAPSVEGP EAGDGMA-G DAS------ --------- ---HKRSAS VLSNGSDKS
A._wentii      TDDNPVPPS GEPSDTAVH PTDAASVVE PTAEGQAGP AAEVGDKAG TEGDAAAAS AEAAQDQGG SALNKRSAS VLSNSSDKS
A._acidus      QEDQPLPAA AEE------ SAGDAEGQE KGATDESGE KAGGAGA-G EEG------ -------DG PS-HKRSAS VLSNASDKS

             649
Consenso       TKRQKK
A._nidulans    SKRQKK
A._versicolor  SKRQRK
A._sydowii     SKRQRK
A._flavus      TKRQKK
A._oryzae      TKRQKK
A._terreus     SKRQKK
A._niger       TKRQRK
A._clavatus    TKRQKK
A._fischeri    TKRQKK
A._fumigatus   TKRQKK
A._glaucus     TKRQKK
A._wentii      SKRQRR
A._acidus      TKRQRK

Figura S2. Alineamiento entre proteínas de la familia dmap1 en los aspergilli. Para 
alinear las secuencias se utilizó el algoritmo T-Coffee (Notredame et al., 2000) y 
posteriormente se refinó con MUSCLE (Edgar, 2004) en el programa UGENE 
(Okonechnikov et al., 2012) Los sitios variables se muestran en negro, mientras que el 
dominio de SANT en rojo. Los bloques variables se determinaron con Gblocks usando 
los parámetros más estrictos y seleccionando los sitios no resaltados(Castresana, 2000; 
Talavera & Castresana, 2007) en el programa Seaview (Gouy et al., 2010).
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                         1
Consenso                 LXXXXXXX XKTXXKLX SRAXKVAF XXAXXGCX XAGVVXVP ILXSXXXX LALTXXXX LKLDXXXX XGLXXGVL GXXXPXAX
A._queenslandica-2Clike  IQHHSSTL GKTYSKLA LRSQKVAF ASAFWGCL YAAIIPVA ILNSLGVT VAITSDTT VKEDPKRS IGLWHGIM GLVMPGAR
C._elegans               FHRFGTTA AKTYGKLH SRAGKVAF LAAFYGCL QAGVIPVP VLGNCGVK VALTSESC YKVDFKRE VGLWHAIL GQIVAGAV
D._melanogaster_2-D      LQRYGTNS FKTYGKLL SRAQKIAF ITAWYGCM FRGLVPLP ILSSCGIT VALTSEAC LKLDFKRE VGLWHSVL GQVMPAAQ
D._melanogaster_2A       LQRYGTNS FKTYGKLL SRAQKIAF ITAWYGCM FRGLVPLP ILSSCGIT VALTSEAC LKLDFKRE VGLWHSVL GQVMPAAQ
D._rerio_2_B-A           LARWGATQ AKTYGKLW SRSLKLAF WVAFYGCL LAEVIPVP ILGSCGVG LALTSEVC LKLDFKKD SGLWHGVL GHVMPGAL
G._gallus_2B             LQRWGTTQ AKTYGKLW SRSLKLAF MVAFYGCL LAEVIPVP ILGSCGIA LALTTEVC LKLDFKKD AGLWHGIL GHVMPGGM
M._musculus_2B1          LQRWGSTQ AKTYGKLW SRSLKLAF MVAFYGCL LAEVIPVP ILGSCGIA LALTSEIC LKLDFKKD AGLWHGMF GHVMPGGM
H._sapiens_2B            LQRWGTTQ AKTYGKLW SRSLKLAF MVAFYGCL LAEVIPVP ILGSCGIA LALTSEVC LKLDFKKD AGLWHGMF GHVMPGGM
G._gallus_2A             LQRWGTTQ PKTYGKLW SRSLKLAF MVAFYGCL LAELIPVP ILGSCGVT LALTTDAC QKLDFKRD AGLWHGVL GQIMPGAN
M_musculus_2A            LQLWGTTQ PKTYGKLW SRSLKLAF MVAFYGCL LAELVPVP ILGSCGVT LALTTDAC QKLDFKRD AGLWHGVL GQVMPGAS
D._rerio_2C              LLRWGAIA PKTYGKLW SRSLKLAF MVAFYGCL LAEVVPVP ILGSCGVT VALASDAC HKLDFKKG IGLWHSVQ GTAMPGAV
H._sapiens_2C            LQRWGTIS PKTYGKLW TRSMKVAF MAAFYGCL LAEVVPVP ILGSCGVT VALTSDAC HKLDFKKD VGLWHGIL GLVMPGAI
M._musculus_2C           LQRWGTIS PKTYGKLW TRSMKVAF MVAFYGCL LAEVVPVP ILGSCGVT VALTSDAC HKLDFKKD VGLWHGIL GLVMPGAI
M._brevicollis           LAWQCEQN PKTWTNLH ARARKIGF WEALLGCL AAGITAIP LLRMCNVY KVACNKET LKLLPTTY GFLWHGLL GMPLPGSA
M._circinelloides        LRFRSAKS GDSWEKLN ARAEKIAF IPALFGCF LAGVTAVP ILTLANIY LILTTDHN HRFEPRQQ IGLILSVL GFCMPKAS
R._oryzae                FRHRASSS QGTWEKLS ARAEKVAF TVAFLGCF LAGMVAVP ILRVAQAH LVLTTDSQ LKIEPRQQ LGLTVSIL WECTLDAH
S._rosetta               LTLRYSYV PNTWKMLR KQARAVSF AVAFHGAT MGGLIPVP LMSSCAVS IVISDTTM RKADVTTG PGMWVALA ASPLAGAY
N._crassa                LRHRGRNL PNTWDKLA SRAEKVAF AIALLGCF IAGVVAVP ILTSTQAH LALTTDNN LKLDPRQG VGMIWGVL GYPIPDAS
P._anserina              LRHRGRTI AKTWDKLA SRAEKVAF AIALLGCF IAGVVAVP ILTQTQAH LALTTDNN LKLDPRQG IGMIFGVL GYPIPDAT
F._graminearum           LRHRGRTI AKTWDKLA SRAEKVAF AIALLGCF IAGVVAVP ILTTTQAH LALTTDNN LKLDPRQG IGMILSVL GYPIPDAT
T._virens                LRHRARTT AKTWDKLA SRAEKVAF AIALLGCF IAGVVAVP ILTSTQAH LALTTENN LKLDPRQG VGMILSIL GYPIPDAT
S._sclerotiorum          LRHRGSAR AKTWEKLT SRAEKVAF AIALLGCF IAGVVAVP ILTSTQAH LALTTDNN LKLDPRQG IGMILGVL GFPIPDAT
A._niger                 LRHRARIH GKTWEKLA SRAEKVAF AVALMGCF IAGVVAVP ILTSTQAH LALTTENN LKLDPRQG IGMIIGVL GYPIPDAT
A._fumigatus             LRHRARVH PKTWEKLA SRAEKVAF AVALMGCF IAGVVAVP ILTSTQAH LALTTENN LKLDPRQG IGMILGVL GYPIPDAT
N._fischeri              LRHRARVH PKTWEKLA SRAEKVAF AVALMGCF IAGVVAVP ILTSTQAH LALTTENN LKLDPRQG IGMILGVL GYPIPDAT
A._nidulans              LRHRARTC GKTWEKLA SRAEKVAF AVALLGCF IAGVVAVP ILTSTQAH LALTTENN LKLDPRQG IGMILGVL GYPIPDAT
C._heterostrophus        LRHRSRTQ PRTWEKVA SRAEKVAF VVALMGCF IAGVVAVP ILTTTQAH LALTTDNN LKLDPRES AGLILSVL GYPIPDAT
Y._lipolytica            LRHRAKTN AATWEKLA SKAERVAF AVAILGCF LAGVVAVP IMHTTQIH LALTTEVT YKLDSRQS IGLIMGVL GYPLPDST
S._pombe                 LRYRGVHS AKTWEKLA SRAEKVAF VVSLFGCF IAGVVAVP ILTTTSAR LALTTDAN LKLDLRQA IGLILGVL WYPFVDAT
S._cerevisiae            LRGRFEHY DGTWDKLY LKAERVAF TIALLGCF ISGMAAVP VIKVTNSK FVLISNAC HRLDPTRS TGLIMGVL GFPIPDIT
K._lactis                LRARFQLY DRTWEKLY LRAEKVAF TVCLLGCF IAGMIAVP VIKSTNSK FILISENC YTLDPTRS TGLVFGVL GFPLPDST

                        81
Consenso                 XXXVFXRT GLLGXVHX XXXYCXXL XXXNTLPX GDHVXLXY XXXXXXXX AXXXCXXX GXXXILXX XXXXXXLG LGFXXXCL
A._queenslandica-2Clike  VAVIYVRS GLLGFVHG IYLYGIVL VGHGKLPK GDHAALVY SPSLELIA AIYGCLYV GVVPVLTA HNLAKILG LGLVLWCF
C._elegans               VVVTYVRS GLIGFMHQ VGIYCCAL VPANHLPK GDHVALIF PPSIDLVA AFFGCLSA GLVPVLAP QNVSKLLG ISLVLWCL
D._melanogaster_2-D      MVVVYVRS GLLGFLHQ VGIYCLAL VPPNHLPK GDHVALIF PPGLDLLC AFYGCLYL GAIPILSI QPIIKLLG LGFVMWTL
D._melanogaster_2A       MVVVYVRS GLLGFLHQ VGIYCLAL VPPNHLPK GDHVALIF PPGLDLLC AFYGCLYL GAIPILSI QPIIKLLG LGFVMWTL
D._rerio_2_B-A           MCIVFTRT GLLGFVHQ VGLYCLAL VPANTLPK GDNVVLLY PPGIDLIA SFYGCLYA GCIPVLTT QTLMKTLG LGFVLWCL
G._gallus_2B             MCIVFVRS GLLGFVHQ VGVYCLAL VPANTLPK GDNVVLLY PPGIELIT AFYGCLYA GCIPVLTT QTLMRLLG LGFVLWCL
M._musculus_2B1          MCIVFIRS GLLGFVHQ VGVYCLAL VPANTLPK GDNVVLLY PPGIELIA AFYGCLYA GCIPVLTT QTLMRLLG LGFALWCL
H._sapiens_2B            MCIVFIRS GLLGFVHQ VGVYCLAL VPANTLPK GDNVVLLY PPGIELIA AFYGCLYA GCIPVLTS QTLMRLLG LGFALWCL
G._gallus_2A             VCVVFTRT GLLGFVHQ VGVYCLAL VPANTLPK GDHVALVY PPGVDLIA TFYGCLYA GCIPILTT QVITKLLG LGFALWCL
M_musculus_2A            VCVVFTRT GLLGFIHQ VGVYCLAL VPANTLPK GDHVALVY PPGVDLIA AFYGCLYC GCVPVLST QAITRLLG LGFALWCL
D._rerio_2C              VCVVFVRS GLLGFVHQ VGVYCLAL VPANTLPK GDHVALVY PPGLDLIA AFYGCLYA GCIPIMTS QMISKLLG LGFVLWCL
H._sapiens_2C            MCSVFIRT GLLGFVHQ VGVYCLAL VPANTLPK GDHVALVY PPGIDLIA AFYGCLYA GCVPIMTT QLICKLLG LGFVLWCL
M._musculus_2C           MCSVFIRT GLLGFVHQ VGVYCLAL VPANTLPK GDHVALVY PPGIDLIA AFYGCLYA GCVPIMTT QLICKLLG LGFVLWCL
M._brevicollis           FVVLYTRT GLYGTVHR VAPVLIGL IQDSDLPT GDRAILML PMSAAKVA AFHACLLL GVIPILTS DKGVKQLG VAHAWLYY
M._circinelloides        VAIVFLRT GLCGTIHG LRAYAIVF VKENGLPR GAKVLVMM PFGIDYIF CIYACLAM GVVPVLVN SGGDDVMG LGFLHALF
R._oryzae                ALRRFVRT GLLGTLHG LRVFTTLV VNQGILPR GEKVLLLL PFGIDLVR TLYACFVL GLVPVLVN AQSEDVLG LGLLHAAF
S._rosetta               VGVVFTRT GLLGCVNQ IRPFAMLL VEDNVLPR HDVVLVIV PPSPDLVA SFYACLLL GALPILTT QKHHQRVG LGLASWMY
N._crassa                LAIVYLRT GLLGTVHH LRVYCVMI TAPNALPR GDHVVLMY THSEEFVF AVHACINL GAIIILVN QDVDHLLG LGFIHTCL
P._anserina              LAVVFLRT GLLGTVHN LRLYCVMI TAPNSLPR GDHVVLMY THSEEFVF AVHACINL GVIVILVN QEVDHLLG LGFLHTCL
F._graminearum           LSVVFLRT GLLGTVHH LRLYCVMI TAPDTLPR GDHIILMY THSEEFVF AIHACISL GAIVILVN AEVDHLIG LGFIHTAL
T._virens                LAVVFLRT GLLGTVHH LRVYCVMI TAPNALPR GDHLVLMY THSEEFVF AVHAGINL GAVIILVN QDVDHLLG LGFVHTCL
S._sclerotiorum          LAVVFLRT GLLGTVHH LRVYCVMI TAPNTLPK GDHLILMY THSEDFVY ATHACFCL GATAILVN QDVDNLMG LGFIHSVL
A._niger                 LAVVFLRT GLLGCVHH LRVYCVLL TAPNTLPR GDHLVLMY THSEEYVY AVHACFCL GVVAIIVN SDVDHVLG LGFLHTCL
A._fumigatus             LAVVFLRT GLLGCVHH LRVYCVLL TAPNTLPR GDHLILMY THSEDYVY AVHACFCL GVVVILVN SDVDHVMG LGFLHTVL
N._fischeri              LAVVFLRT GLLGCVHH LRVYCVLL TAPNTLPR GDHLILMY THSEDYVY AVHACFCL GVVVILVN SDVDHVMG LGFLHTVL
A._nidulans              LAIVFLRT GLLGCVHH LRIYCVML TAPNTLPR GDHVILMY THSEDYVY AVHACFCL GVVVIIVN NDVDHVMG LGFLHTCL
C._heterostrophus        LAIVFLRT GLLGFVHH LRVYCVMI TAPNTLPR GDHLLLMY THSEEFVY AVHACFVL GAVCILVN ADVDHLMG LGFLHTCL
Y._lipolytica            LAIVFLRT GLLGFIHK VRVFCVLI TAPHTLPR GDHALLLY THSEDFVV AVYACMAL GIVAVLVN SETETSMG IGFLHTCA
S._pombe                 LAIVFLRT GLLGFIHQ VRVYCVLI CAPFTLPR GRVVVLMY THSEDFVY ALYACFYL GLIPILVN SEADTALG IGFFHTCL
S._cerevisiae            LCVVFMRT KLMGFVHK IQPMCILV VPRDTLPR GDPIIIMC ENSVEYVA MIMACLYC NLLVIFVD AKLHSLLG LGFMFSCL
K._lactis                VCVIFTRT KLMGFVHK IQPFCVLV VAPGSLPR GDRVIIMC QNSVEYVA IVITCLIC NFIVIFVD HKVHATLG LGFIQACL

Multiple Sequence Alignment Distance Matrix

Alignment file: /Users/JACC/Desktop/dmap1 aspergilli@Multiple alignment
Table content: Simple identity in percent

A._nidulansA._versicolorA._sydowiiA._flavusA._oryzaeA._terreusA._nigerA._clavatusA._fischeriA._fumigatusA._glaucusA._wentiiA._acidus
A._nidulans 100% 83% 82% 75% 75% 74% 74% 72% 73% 74% 69% 71% 73%

A._versicolor 83% 100% 96% 74% 74% 75% 74% 74% 74% 75% 71% 73% 74%
A._sydowii 82% 96% 100% 75% 75% 75% 74% 73% 74% 74% 71% 73% 74%
A._flavus 75% 74% 75% 100% 100% 81% 79% 78% 79% 79% 76% 78% 79%
A._oryzae 75% 74% 75% 100% 100% 81% 79% 78% 79% 79% 76% 78% 79%
A._terreus 74% 75% 75% 81% 81% 100% 79% 77% 79% 79% 76% 81% 79%
A._niger 74% 74% 74% 79% 79% 79% 100% 75% 77% 78% 75% 76% 98%

A._clavatus 72% 74% 73% 78% 78% 77% 75% 100% 83% 84% 76% 78% 75%
A._fischeri 73% 74% 74% 79% 79% 79% 77% 83% 100% 95% 77% 81% 77%

A._fumigatus 74% 75% 74% 79% 79% 79% 78% 84% 95% 100% 77% 81% 78%
A._glaucus 69% 71% 71% 76% 76% 76% 75% 76% 77% 77% 100% 76% 74%
A._wentii 71% 73% 73% 78% 78% 81% 76% 78% 81% 81% 76% 100% 77%
A._acidus 73% 74% 74% 79% 79% 79% 98% 75% 77% 78% 74% 77% 100%

Legend:  10% 25% 50% 70% 90%

Cuadro S2. Matriz de identidad simple (sin gaps) de las proteínas ortólogas a dmapA de 
los aspergilli. La matriz se construyó en el programa UGENE (Okonechnikov et al., 
2012).
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Figura S3. Selección de los sitios conservados de las proteínas Cps1/DIP2. Las 
secuencias se alinearon con el algoritmo T-Coffee (Notredame et al., 2000) y 
posteriormente se refinó con MUSCLE (Edgar, 2004) en el programa UGENE 
(Okonechnikov et al., 2012). Los sitios conservados se seleccionaron con Gblocks 
usando los parámetros más estrictos (Castresana, 2000; Talavera & Castresana, 2007) 
en el programa Seaview (Gouy et al., 2010).

                       161
Consenso                 XGXYPXXX XXXXSXYK XXDFXXXG LXXXAXXT XXXXXXNP XIXXXXXX PXXXXXDX XALRSGXX XXXXXXXI VNPETXXX
A._queenslandica-2Clike  SGVYPMLW LTVLSSGK IRDFGIVG LPSRAVSA AFGCRVNP MICFQGPE SSSVYVDS RALRSAKI VNGCQIVI VNPETKTP
C._elegans               SSVYPSLF LTTLSNLK VRDFAPLA LNNRAIST SFSSRVNA AICMQGAE PSTVYVDA RALRSGKL LPGVKIAI ANPETRGQ
D._melanogaster_2-D      IGVYPSLW LSTLSQHR VRDFQALG LNTRCVST SFGCRVNP AICVQGAE SAQVYVDM RALRSGKL LPGVKVII ANPETKGH
D._melanogaster_2A       IGVYPSLW LSTLSQHR VRDFQALG LNTRCVST SFGCRVNP AICVQGAE SAQVYVDM RALRSGKL LPGVKVII ANPETKGH
D._rerio_2_B-A           SSVYLPLW LSTLSQYK IRDFKDLG LSPRAVST AFGSRVNL AICLQGTD PSTVYVDM KSLRSGTM LPGVRVII VNPETKGP
G._gallus_2B             CSVYLSLW LSTVSQHK IRDFKDIG LSSRAVST TFGSRVNV AICLQGTD PTTVYVDL KSLRSGKI LPGVKVVI VNPETKGP
M._musculus_2B1          CSVYLFLW LATVNQYK IRDFKDIG LSPRAVST TFGSRVNV AICLQGTD PTTVYVDL KSLRSGKI LPGVKVVI VNPETKGP
H._sapiens_2B            CSVYLFLW LSTVNQYK IRDFKDIG LSPRAVST TFGSRVNV AICLQGTD PTTVYVDL KSLRSGKI LPGVKVVI VNPETKGP
G._gallus_2A             CSVYVSLW LSAVSQYK VRVFKDLG LSARAVST TFGCRVNV AICLQGTD PTTVYVDM RALRSGKI LPGVKVII AHTETKGP
M_musculus_2A            CSVYVSLW LSAVSQYK ARVFKDLG LPARAVST TFGCRVNV AICLQGTD PTTVYVDM RALRSGKI LPGVKVII AHTETKGP
D._rerio_2C              CSVYPALW LQAVSQFK VRDFKDVG LHPRAVST AFGCRVNL AICLQGTD PTTVYVDM RALRSGKI LPGVRIII ANPETKGP
H._sapiens_2C            CSVYPALW LLAVSQYK VRDFKDLG LHPRAVST SFGCRVNL AICLQGTD PTTVYVDM RALRSGKI LPGVRIII ANPETKGP
M._musculus_2C           CSVYPALW LLAVSQYK VRDFKDLG LHPRAVST SFGCRVNL AICLQGTD PTTVYVDM RALRSGKI LPGVRIII ANPETKGP
M._brevicollis           VPLFPQQW LELASREQ VDTTSATG MPSTALQT VLENRINP FLAGTMGP NQPVYVDA RLLQLGRL APAVQAVV VNTKTEAK
M._circinelloides        CGVYPACF FESLQRYK TKDFARQK LDKESINT VYSHAANP MVTTRSYE PIAISVDP YWLRSGIV PSNTMVAI VNPETLTI
R._oryzae                CGVYASAY FELISRNK CSTLSLSG LEREAINT VYSHPWNP MITTRSYE PISLIADF EWLRSGIV PTNTMIAI VNPETHTL
S._rosetta               LHLIPLLW LHLVAKLD VEVFKLMK LRRHALCP VLETRPNA FVSMVPPD RQQAFVDL LKLSLGEP VPGTKIAV LTPDKNAL
N._crassa                MGIYPVSL FLILSRYK IKDFDATG LDRTAINT VYSHVLNP MIASRSYE PIELHLDP KALRSGMV PVSTQIAI VNPESRML
P._anserina              MGIYPASL FLILSRYK IKDFATAG LDRTAINT VYSHVLNP MIASRSYE PIELWLDR KALRSGMV PVSTQIAI VNPETCML
F._graminearum           MGIYPMSL FVTLSRYK IKDFAGAG LDRTAINT VYSHVLNP MVASRSYE PIELWLDT QALRSGMV PVSTQIAI INPESRIH
T._virens                MGIYPISL FVTLSRYK IKDFAGAG LDRTAINT VYSHVLNP MIASRSYE PIELWLDT KALRSGMV PVSTQIAI VNPESRAH
S._sclerotiorum          MGIFPVSL FLTLSRYK IKDFAATG LDRTAINT VYSHVLNP MIASRSYE PIELWLDT QALRSGMV PVSTQIAI VNPESRCL
A._niger                 MGIYPMTL FVTLSRYK IKDFASAS LDRTAINI VYSHVLNP MVVTRSYE PVELWLDI RALRSGMV PVNTQIAI VNPETCTL
A._fumigatus             MGIYPMTL FVALSRYK IKDFASAS LDRTAINI VYSHVLNP MVVTRSYE PIELWLDL RSLRSGMV PVNTQVAI VNPETCTL
N._fischeri              MGIYPMTL FVALSRYK IKDFASAS LDRTAINI VYSHVLNP MVVTRSYE PIELWLDL RSLRSGMV PVNTQVAI VNPETCTL
A._nidulans              MGIYPMTL FLALSRYK IKDFAGAN LDRTAINI VYSHVLNP MIVTRSYE PVELWLDL RALRSGMV PVNTQIAI VNPETCTL
C._heterostrophus        MGIFPNIL FQTLSRYK IKDFAPAN LDPTAINT VYSHVLNP MVASRSYE PVELHLDV HALRSGMV PVSTQISI VNPETNQL
Y._lipolytica            LGVYPLTL FLAYSRYK VKDFLSTQ LSNTAISS LYCHTLNP MVASRSYE PIDLWLDP IALRSGMV PVGTRIAI VNPETRQL
S._pombe                 MGVFPLLL FQIISKYK IKDFVKHG LSPYAFST VYSNCLNP FISTRSYI PTPQLLDL RALRSGMV PVSTQLAI VNPDTREL
S._cerevisiae            LGIYPKEF LIGLQNLN VKDYSTIS LSCTQISY VYQHHFNP LISLRSYP PVDLYLDP FSLRSGVV PVCTDVSV VNPETLLP
K._lactis                VGIYPKDF LLGIQNLG VKDYSHLG VSSSQVNY VYEHHFNP FISMRSYP PVDIYLEP ICFRSGIV PVCTDVSI INPETLEP

                       241
Consenso                 XXXXXXGE IWVXSLXV XGXXXETX EXXGLXXX PXDIEXSV XRXHXXIV PXXXNXXL XEHXXIVX XVXXV
A._queenslandica-2Clike  CAHTEIGE IWVSCLFV IGSVDESL TVRGYRYH PVDLEATV IRCHKNIV PVITTSLL EEHQVVAG IVVVA
C._elegans               CADSHLGE IWVASVFV VGALNESL VLRGMRYH PFDVESTV SKAHRFVV PAITSAVL EEHHLIVG VVVVV
D._melanogaster_2-D      CGDSHLGE IWVQAVYV VGAVDEVI SLRGMNYH PIDIENSV MRCHKKIV PLVTNTVL EDHQLIVG VVVVV
D._melanogaster_2A       CGDSHLGE IWVQAVYV VGAVDEVI SLRGMNYH PIDIENSV MRCHKKIV PLVTNTVL EDHQLIVG VVVVV
D._rerio_2_B-A           LGDSHLGE IWVNSLFV VGSLDETL ELRGLRYH PIDIETSV SRAHRSIV PLVTNVVL KEHHLIVG VVVIV
G._gallus_2B             LGDSHLGE IWVNSLYV VGALDETL ELRGLRYH PIDIETSV SRTHRSIV PLVTNVVL EEHYLIVG VVVVV
M._musculus_2B1          VGDSHLGE IWVNSLYV VGALDETL ELRGLRYH PIDIETSV SRVHRSIV PLVTNVVL EEHYLIVG VVVVV
H._sapiens_2B            VGDSHLGE IWVNSLYV VGALDETL ELRGLRYH PIDIETSV SRIHRSIV PLVTNVVL EEHYLIVG VVVVV
G._gallus_2A             LGDSHLGE IWVSSLYV VGSLDETL ELRGMRYH PIDIETSV IRAHKSIV ALVTNVVL EEHYLIVG VVVIV
M_musculus_2A            LGDSHLGE IWVSSLYV VGSLDETL ELRGMRYH PIDIETSV IRAHRSIV ALVTNVVL EEHYLVVG VVVIV
D._rerio_2C              IGDSHLGE IWVHSLYV VGALDEVM ELRGMKYH PIDIETSI IRAHRNIV PMVTNVVL EEHYLIVG VVVVV
H._sapiens_2C            LGDSHLGE IWVHSLYV VGALDEAM ELRGMRYH PIDIETSV IRAHKSVV PLVTNVVL EEHYLIVG VVVVV
M._musculus_2C           LGDSHLGE IWVHSLYV VGALDEAM ELRGMRYH PIDIETSV IRAHKSVV PLVTNVVL EEHYLIVG VVVVV
M._brevicollis           CTADGIGE LWFSSVYV TGHLEDCL LVDDRRFN PLDLEEAV ERCHPSLA PLVMRALL EKHDLQVD AIVVL
M._circinelloides        CPSNVVGE IWVSSLYV LGPANETI VRNGLIYF PIDVELSI ERCHPAIV PLVVNAVL DHHSFLVD TVIVV
R._oryzae                CPTHVIGE IWVSSLYV LGHLSEVI MSKGLLHF AVDVEETV ETCNANII PLIVSAIL ERHALLVD TVVIV
S._rosetta               CGAQQIGE ICVSSVFV VGNREDDV TQLGLRHH PVDIEDTI ERAFTFIA PRIISLCM NKHRVVVN AVMFL
N._crassa                CSDGEYGE IWVDSLFV LGSIGETF EINGLSHF PMDIEASV ERCHRVIV PVIVNAIL NEHQIIAD IVAFV
P._anserina              CSEGEFGE IWVDSVFV LGNIGETI EINGLSHF PMDIEFSV ERCHHSIV PVIVNAVL NEHQIVTD IVAFV
F._graminearum           CLDGEYGE IWVDSLFV LGNIGETF EINGLSHF PMDIENSV EKCHRNIV PVIVNAIL NEHQIIVD IVAFV
T._virens                CYDGEYGE IWVDSLFV LGSIGETF EINGLSHF PMDIELSV ERCHRNIV PVIVNAIL SEHQIVAD IVAFV
S._sclerotiorum          CHEGEYGE IWVESLFV LGSVGETF EINGLSHF PMDIESSI EKCHRNIV PVIVNAIL NEHQIVVD IVAFV
A._niger                 SHVGEYGE IWIQSLFV LGGIGETF EVNGLNHF PMDIEYSV ERCHRNIV PVIVDAIL NEHQVIAD IVAFV
A._fumigatus             SHVGEYGE IWIQSLFV LGGIGETF EVNGLNHF PMDIENSV EKCHRNVV PVIVDAIL GEHQVIAD IVAFV
N._fischeri              SHVGEYGE IWIQSLFV LGGIGETF EVNGLNHF PMDIENSV EKCHRNIV PVIVDAIL GEHQVIAD IVAFV
A._nidulans              SQVGEYGE IWIQSLFV LGGIGETF EVNGLNHF PMDIENSV EKCHRNIV PVIVNAIL NEHQVVAD IVAFV
C._heterostrophus        CLNGEYGE IWVQSLFV LGSIGDTF EVNGLNHF SMDIEQSV ERCHRNIV PVIVNAIL NEHQLVID IVSFV
Y._lipolytica            CKVGEFGE IWVWSLFV LGSLGATF ESLGLSHF PQDVENTI EGSHRHLV PVIASTVL DEHQLIIN VVAFI
S._pombe                 CRVGEYGE IWMRSLYV LGPIGETF EVNGLSHF PSDIEDTI ERSHPRIV PVVINSIL DEHQIIAD VVAFT
S._cerevisiae            CVDGEFGE IWCCSLFV LGSIHESI EILGLTHF VSDLERTV KDVHSDIT TLIVSELL NKHGVILD LCTFV
K._lactis                CYEKEIGE IWCCSLYV LGSISETI EVLGLTHF VSDLEMTV RRCHAAVT PLIVSALL KNHGIVVD MCTFI
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Porcentaje de Identidad

Cuadro S3. Matriz de identidad simple (sin gaps) de los sitios conservados de las 
proteínas Cps1/Dip2, de la figura S3. La matriz se construyó en el programa UGENE 
(Okonechnikov et al., 2012).
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Alignment: /Users/JACC/Desktop/Alineamientos tesis/Swc4/Posibles Variantes
Seaview [blocks=8 fontsize=8 LETTER] on Wed May 14 15:58:44 2014

                1
ORF dmapA       ATGGCTGC CGCCGATG TCCGCGAC ATGCTCGA CTTGCCCG CGGAGGGC CAACCGCG GCCTCATA AAAAGCAG AAGGTCGT GGAAAAGA
Exones AspGDB   ATGGCTGC CGCCGATG TCCGCGAC ATGCTCGA CTTGCCCG CGGAGGGC CAACCGCG GCCTCATA AAAAGCAG AAGGTCGT GGAAAAGA
Exones CADRE    ATGGCTGC CGCCGATG TCCGCGAC ATGCTCGA CTTGCCCG CGGAGGGC CAACCGCG GCCTCATA AAAAGCAG AAGGTCGT GGAAAAGA
KEGG            ATGGCTGC CGCCGATG TCCGCGAC ATGCTCGA CTTGCCCG CGGAGGGC CAACCGCG GCCTCATA AAAAGCAG AAGGTCGT GGAAAAGA
NetAsp          ATGGCTGC CGCCGATG TCCGCGAC ATGCTCGA CTTGCCCG CGGAGGGC CAACCGCG GCCTCATA AAAAGCAG AAGGTCGT GGAAAAGA
M ©todo Manual  ATGGCTGC CGCCGATG TCCGCGAC ATGCTCGA CTTGCCCG CGGAGGGC CAACCGCG GCCTCATA AAAAGCAG AAGGTCGT GGAAAAGA
Raspberry       ATGGCTGC CGCCGATG TCCGCGAC ATGCTCGA CTTGCCCG CGGAGGGC CAACCGCG GCCTCATA AAAAGCAG AAGGTCGT GGAAAAGA

               89
ORF dmapA       GGCCAGGT GCGTCCTT CGACTGTC GCAATAGA CGAATACT AACGCTTC TATAGAGG GCATCACC CGCGAGCT CTTTGCTC TTTTAGGA
Exones AspGDB   GGCCA--- -------- -------- -------- -------- -------- ----GAGG GCATCACC CGCGAGCT CTTTGCTC TTTTAGGA
Exones CADRE    GGCCA--- -------- -------- -------- -------- -------- ----GAGG GCATCACC CGCGAGCT CTTTGCTC TTTTAGGA
KEGG            GGCCA--- -------- -------- -------- -------- -------- ----GAGG GCATCACC CGCGAGCT CTTTGCTC TTTTAGGA
NetAsp          GGCCA--- -------- -------- -------- -------- -------- ----GAGG GCATCACC CGCGAGCT CTTTGCTC TTTTAGGA
M ©todo Manual  GGCC---- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- ----AGGA
Raspberry       GGCC---- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- ----AGGA

              177
ORF dmapA       GAACGAGC ACCTCCGA TCGCAATC AACGAGAA TAGATACA AGGGTCGG CCGAAATG GCAGACGA AAGCTCGT GTACGGCC TTGGTATG
Exones AspGDB   GAACGAGC ACCTCCGA TCGCAATC AACGAGAA TAGATACA AGGGTCGG CCGAAATG GCAGACGA AAGCTCGT GTACGGCC TTG-----
Exones CADRE    GAACGAGC ACCTCCGA TCGCAATC AACGAGAA TAGATACA AGGGTCGG CCGAAATG GCAGACGA AAGCTCGT GTACGGCC T-------
KEGG            GAACGAGC ACCTCCGA TCGCAATC AACGAGAA TAGATACA AGGGTCGG CCGAAATG GCAGACGA AAGCTCGT GTACGGCC T-------
NetAsp          GAACGAGC ACCTCCGA TCGCAATC AACGAGAA TAGATACA AGGGTCGG CCGAAATG GCAGACGA AAGCTCGT GTACGGCC TTG-----
M ©todo Manual  GAACGAGC ACCTCCGA TCGCAATC AACGAGAA TAGATACA AGGGTCGG CCGAAATG GCAGACGA AAGCTCGT GTACGGCC TT------
Raspberry       GAACGAGC ACCTCCGA TCGCAATC AACGAGAA TAGATACA AGGGTCGG CCGAAATG GCAGACGA AAGCTCGT GTACGGCC TTG-----

              265
ORF dmapA       CGATGACG ACTGAGAT CAGAGTGC TTCAGATG CTAATCAG AAACAAGG CGAATGAC ACCTTTCA CCAATAGC GCACGATC GGACGACC
Exones AspGDB   -------- -------- -------- -------- -------- -------G CGAATGAC ACCTTTCA CCAATAGC GCACGATC GGACGACC
Exones CADRE    -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -----TGC GCACGATC GGACGACC
KEGG            -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -----TGC GCACGATC GGACGACC
NetAsp          -------- -------- -------- -------- -------- -------G CGAATGAC ACCTTTCA CCAATAGC GCACGATC GGACGACC
M ©todo Manual  -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- ------GC GCACGATC GGACGACC
Raspberry       -------- -------- -------- -------- -------- -------G CGAATGAC ACCTTTCA CCAATAGC GCACGATC GGACGACC

              353
ORF dmapA       TTGTGCTA CGGCACTG GCAGAGAG AGCCCGAA TCGACGAA TATACCGG CTATCGAA GACACCAG AGCAGAGG GAGAGACG AAAGAGCA
Exones AspGDB   TTGTGCTA CGGCACTG GCAGAGAG AGCCCGAA TCGACGAA TATACCGG CTATCGAA GACACCAG AGCAGAGG GAGAGACG AAAGAGCA
Exones CADRE    TTGTGCTA CGGCACTG GCAGAGAG AGCCCGAA TCGACGAA TATACCGG CTATCGAA GACACCAG AGCAGAGG GAGAGACG AAAGAGCA
KEGG            TTGTGCTA CGGCACTG GCAGAGAG AGCCCGAA TCGACGAA TATACCGG CTATCGAA GACACCAG AGCAGAGG GAGAGACG AAAGAGCA
NetAsp          TTGTGCTA CGGCACTG GCAGAGAG AGCCCGAA TCGACGAA TATACCGG CTATCGAA GACACCAG AGCAGAGG GAGAGACG AAAGAGCA
M ©todo Manual  TTGTGCTA CGGCACTG GCAGAGAG AGCCCGAA TCGACGAA TATACCGG CTATCGAA GACACCAG AGCAGAGG GAGAGACG AAAGAGCA
Raspberry       TTGTGCTA CGGCACTG GCAGAGAG AGCCCGAA TCGACGAA TATACCGG CTATCGAA GACACCAG AGCAGAGG GAGAGACG AAAGAGCA

              441
ORF dmapA       AGGAGAAC ACAAAACT GCCGACCG AGAATACC CATTTGCG AAATATAA CATCAAAC TGAAGTTT TCCAACCG GTACACTA CGGACGAA
Exones AspGDB   AGGAGAAC ACAAAACT GCCGACCG AGAATACC CATTTGCG AAATATAA CATCAAAC TGAAGTTT TCCAACCG GTACACTA CGGACGAA
Exones CADRE    AGGAGAAC ACAAAACT GCCGACCG AGAATACC CATTTGCG AAATATAA CATCAAAC TGAAGTTT TCCAACCG GTACACTA CGGACGAA
KEGG            AGGAGAAC ACAAAACT GCCGACCG AGAATACC CATTTGCG AAATATAA CATCAAAC TGAAGTTT TCCAACCG GTACACTA CGGACGAA
NetAsp          AGGAGAAC ACAAAACT GCCGACCG AGAATACC CATTTGCG AAATATAA CATCAAAC TGAAGTTT TCCAACCG GTACACTA CGGACGAA
M ©todo Manual  AGGAGAAC ACAAAACT GCCGACCG AGAATACC CATTTGCG AAATATAA CATCAAAC TGAAGTTT TCCAACCG GTACACTA CGGACGAA
Raspberry       AGGAGAAC ACAAAACT GCCGACCG AGAATACC CATTTGCG AAATATAA CATCAAAC TGAAGTTT TCCAACCG GTACACTA CGGACGAA

              529
ORF dmapA       TATAACCG CCATCTGA GGAGCGAA GATTGGTC GCGAGAAG AGACAGAC TATTTGAT GGATTTGG TCGAGGAG TATGATCT CCGCTGGG
Exones AspGDB   TATAACCG CCATCTGA GGAGCGAA GATTGGTC GCGAGAAG AGACAGAC TATTTGAT GGATTTGG TCGAGGAG TATGATCT CCGCTGGG
Exones CADRE    TATAACCG CCATCTGA GGAGCGAA GATTGGTC GCGAGAAG AGACAGAC TATTTGAT GGATTTGG TCGAGGAG TATGATCT CCGCTGGG
KEGG            TATAACCG CCATCTGA GGAGCGAA GATTGGTC GCGAGAAG AGACAGAC TATTTGAT GGATTTGG TCGAGGAG TATGATCT CCGCTGGG
NetAsp          TATAACCG CCATCTGA GGAGCGAA GATTGGTC GCGAGAAG AGACAGAC TATTTGAT GGATTTGG TCGAGGAG TATGATCT CCGCTGGG
M ©todo Manual  TATAACCG CCATCTGA GGAGCGAA GATTGGTC GCGAGAAG AGACAGAC TATTTGAT GGATTTGG TCGAGGAG TATGATCT CCGCTGGG
Raspberry       TATAACCG CCATCTGA GGAGCGAA GATTGGTC GCGAGAAG AGACAGAC TATTTGAT GGATTTGG TCGAGGAG TATGATCT CCGCTGGG

              617
ORF dmapA       TGGTGATT GCCGATCG ATACGACT TCCAACCG CAACGCGT CGATAATA CAGAAGAG ACCTCAAG CGCACTGG TACCTAGC AAACAGTT
Exones AspGDB   TGGTGATT GCCGATCG ATACGACT TCCAACCG CAACGCGT CGATAATA CAGAAGAG ACCTCAAG CGCACTGG TACCTAGC AAACAGTT
Exones CADRE    TGGTGATT GCCGATCG ATACGACT TCCAACCG CAACGCGT CGATAATA CAGAAGAG ACCTCAAG CGCACTGG TACCTAGC AAACAGTT
KEGG            TGGTGATT GCCGATCG ATACGACT TCCAACCG CAACGCGT CGATAATA CAGAAGAG ACCTCAAG CGCACTGG TACCTAGC AAACAGTT
NetAsp          TGGTGATT GCCGATCG ATACGACT TCCAACCG CAACGCGT CGATAATA CAGAAGAG ACCTCAAG CGCACTGG TACCTAGC AAACAGTT
M ©todo Manual  TGGTGATT GCCGATCG ATACGACT TCCAACCG CAACGCGT CGATAATA CAGAAGAG ACCTCAAG CGCACTGG TACCTAGC AAACAGTT
Raspberry       TGGTGATT GCCGATCG ATACGACT TCCAACCG CAACGCGT CGATAATA CAGAAGAG ACCTCAAG CGCACTGG TACCTAGC AAACAGTT

              705
ORF dmapA       CAGAACGA TGGAGCAG ATGAAAGC CCGCTACT ATTTCGTC GCCGCCTC AATGCTCG CACTGGAA CACCCACC CTCCGAAA TGTCCGAG
Exones AspGDB   CAGAACGA TGGAGCAG ATGAAAGC CCGCTACT ATTTCGTC GCCGCCTC AATGCTCG CACTGGAA CACCCACC CTCCGAAA TGTCCGAG
Exones CADRE    CAGAACGA TGGAGCAG ATGAAAGC CCGCTACT ATTTCGTC GCCGCCTC AATGCTCG CACTGGAA CACCCACC CTCCGAAA TGTCCGAG
KEGG            CAGAACGA TGGAGCAG ATGAAAGC CCGCTACT ATTTCGTC GCCGCCTC AATGCTCG CACTGGAA CACCCACC CTCCGAAA TGTCCGAG
NetAsp          CAGAACGA TGGAGCAG ATGAAAGC CCGCTACT ATTTCGTC GCCGCCTC AATGCTCG CACTGGAA CACCCACC CTCCGAAA TGTCCGAG
M ©todo Manual  CAGAACGA TGGAGCAG ATGAAAGC CCGCTACT ATTTCGTC GCCGCCTC AATGCTCG CACTGGAA CACCCACC CTCCGAAA TGTCCGAG
Raspberry       CAGAACGA TGGAGCAG ATGAAAGC CCGCTACT ATTTCGTC GCCGCCTC AATGCTCG CACTGGAA CACCCACC CTCCGAAA TGTCCGAG

              793
ORF dmapA       GCGGAATT CGATCTGC ACGAAAGG ATGATGAA GTTCGATC CTGAGCGC GAACGCCA CCGCAAAG AACTCGCC GCCCTCCA GCTAAACC
Exones AspGDB   GCGGAATT CGATCTGC ACGAAAGG ATGATGAA GTTCGATC CTGAGCGC GAACGCCA CCGCAAAG AACTCGCC GCCCTCCA GCTAAACC
Exones CADRE    GCGGAATT CGATCTGC ACGAAAGG ATGATGAA GTTCGATC CTGAGCGC GAACGCCA CCGCAAAG AACTCGCC GCCCTCCA GCTAAACC
KEGG            GCGGAATT CGATCTGC ACGAAAGG ATGATGAA GTTCGATC CTGAGCGC GAACGCCA CCGCAAAG AACTCGCC GCCCTCCA GCTAAACC
NetAsp          GCGGAATT CGATCTGC ACGAAAGG ATGATGAA GTTCGATC CTGAGCGC GAACGCCA CCGCAAAG AACTCGCC GCCCTCCA GCTAAACC
M ©todo Manual  GCGGAATT CGATCTGC ACGAAAGG ATGATGAA GTTCGATC CTGAGCGC GAACGCCA CCGCAAAG AACTCGCC GCCCTCCA GCTAAACC
Raspberry       GCGGAATT CGATCTGC ACGAAAGG ATGATGAA GTTCGATC CTGAGCGC GAACGCCA CCGCAAAG AACTCGCC GCCCTCCA GCTAAACC
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              881
ORF dmapA       GCACAGCC GACGAAGT CCGTGAGG AAACCGTC CTCCTAGA AGAGCTCA AGAGGATC ACAGCCAA CGAGCAGG AATTCGTC ACCGAACG
Exones AspGDB   GCACAGCC GACGAAGT CCGTGAGG AAACCGTC CTCCTAGA AGAGCTCA AGAGGATC ACAGCCAA CGAGCAGG AATTCGTC ACCGAACG
Exones CADRE    GCACAGCC GACGAAGT CCGTGAGG AAACCGTC CTCCTAGA AGAGCTCA AGAGGATC ACAGCCAA CGAGCAGG AATTCGTC ACCGAACG
KEGG            GCACAGCC GACGAAGT CCGTGAGG AAACCGTC CTCCTAGA AGAGCTCA AGAGGATC ACAGCCAA CGAGCAGG AATTCGTC ACCGAACG
NetAsp          GCACAGCC GACGAAGT CCGTGAGG AAACCGTC CTCCTAGA AGAGCTCA AGAGGATC ACAGCCAA CGAGCAGG AATTCGTC ACCGAACG
M ©todo Manual  GCACAGCC GACGAAGT CCGTGAGG AAACCGTC CTCCTAGA AGAGCTCA AGAGGATC ACAGCCAA CGAGCAGG AATTCGTC ACCGAACG
Raspberry       GCACAGCC GACGAAGT CCGTGAGG AAACCGTC CTCCTAGA AGAGCTCA AGAGGATC ACAGCCAA CGAGCAGG AATTCGTC ACCGAACG

              969
ORF dmapA       CCGAGAAC TCTACTCC CGCCTCGA CGTCCCCA TCAGCGTC AGTAACGC TACAAACT ACCACAAC AGCCAGGG CCTCTCCC ATCTCCTC
Exones AspGDB   CCGAGAAC TCTACTCC CGCCTCGA CGTCCCCA TCAGCGTC AGTAACGC TACAAACT ACCACAAC AGCCAGGG CCTCTCCC ATCTCCTC
Exones CADRE    CCGAGAAC TCTACTCC CGCCTCGA CGTCCCCA TCAGCGTC AGTAACGC TACAAACT ACCACAAC AGCCAGGG CCTCTCCC ATCTCCTC
KEGG            CCGAGAAC TCTACTCC CGCCTCGA CGTCCCCA TCAGCGTC AGTAACGC TACAAACT ACCACAAC AGCCAGGG CCTCTCCC ATCTCCTC
NetAsp          CCGAGAAC TCTACTCC CGCCTCGA CGTCCCCA TCAGCGTC AGTAACGC TACAAACT ACCACAAC AGCCAGGG CCTCTCCC ATCTCCTC
M ©todo Manual  CCGAGAAC TCTACTCC CGCCTCGA CGTCCCCA TCAGCGTC AGTAACGC TACAAACT ACCACAAC AGCCAGGG CCTCTCCC ATCTCCTC
Raspberry       CCGAGAAC TCTACTCC CGCCTCGA CGTCCCCA TCAGCGTC AGTAACGC TACAAACT ACCACAAC AGCCAGGG CCTCTCCC ATCTCCTC

             1057
ORF dmapA       CAAACACT CCTTCAAG CTGACAAA AGCAAAAA ACGCCGCT CCATACTC GGCCCCGA TGGTATCG CTCCCACA TCCGGCGG CCAAACCC
Exones AspGDB   CAAACACT CCTTCAAG CTGACAAA AGCAAAAA ACGCCGCT CCATACTC GGCCCCGA TGGTATCG CTCCCACA TCCGGCGG CCAAACCC
Exones CADRE    CAAACACT CCTTCAAG CTGACAAA AGCAAAAA ACGCCGCT CCATACTC GGCCCCGA TGGTATCG CTCCCACA TCCGGCGG CCAAACCC
KEGG            CAAACACT CCTTCAAG CTGACAAA AGCAAAAA ACGCCGCT CCATACTC GGCCCCGA TGGTATCG CTCCCACA TCCGGCGG CCAAACCC
NetAsp          CAAACACT CCTTCAAG CTGACAAA AGCAAAAA ACGCCGCT CCATACTC GGCCCCGA TGGTATCG CTCCCACA TCCGGCGG CCAAACCC
M ©todo Manual  CAAACACT CCTTCAAG CTGACAAA AGCAAAAA ACGCCGCT CCATACTC GGCCCCGA TGGTATCG CTCCCACA TCCGGCGG CCAAACCC
Raspberry       CAAACACT CCTTCAAG CTGACAAA AGCAAAAA ACGCCGCT CCATACTC GGCCCCGA TGGTATCG CTCCCACA TCCGGCGG CCAAACCC

             1145
ORF dmapA       CCACTATT CCCAACGC CCCGGGTA GCGCCCGC GACAGCAG CAGAGCAG ACACTCCC AACGGCGG AACCACAC AATCTACA ACGACGAA
Exones AspGDB   CCACTATT CCCAACGC CCCGGGTA GCGCCCGC GACAGCAG CAGAGCAG ACACTCCC AACGGCGG AACCACAC AATCTACA ACGACGAA
Exones CADRE    CCACTATT CCCAACGC CCCGGGTA GCGCCCGC GACAGCAG CAGAGCAG ACACTCCC AACGGCGG AACCACAC AATCTACA ACGACGAA
KEGG            CCACTATT CCCAACGC CCCGGGTA GCGCCCGC GACAGCAG CAGAGCAG ACACTCCC AACGGCGG AACCACAC AATCTACA ACGACGAA
NetAsp          CCACTATT CCCAACGC CCCGGGTA GCGCCCGC GACAGCAG CAGAGCAG ACACTCCC AACGGCGG AACCACAC AATCTACA ACGACGAA
M ©todo Manual  CCACTATT CCCAACGC CCCGGGTA GCGCCCGC GACAGCAG CAGAGCAG ACACTCCC AACGGCGG AACCACAC AATCTACA ACGACGAA
Raspberry       CCACTATT CCCAACGC CCCGGGTA GCGCCCGC GACAGCAG CAGAGCAG ACACTCCC AACGGCGG AACCACAC AATCTACA ACGACGAA

             1233
ORF dmapA       GAAGGCCG CCGCTGCA GCCAACAG AGAAGCAG CGCAACAA GCAATCCG CACTCTCA CACCCGCC GAAGAAGC CCGATACG GCGTGCAG
Exones AspGDB   GAAGGCCG CCGCTGCA GCCAACAG AGAAGCAG CGCAACAA GCAATCCG CACTCTCA CACCCGCC GAAGAAGC CCGATACG GCGTGCAG
Exones CADRE    GAAGGCCG CCGCTGCA GCCAACAG AGAAGCAG CGCAACAA GCAATCCG CACTCTCA CACCCGCC GAAGAAGC CCGATACG GCGTGCAG
KEGG            GAAGGCCG CCGCTGCA GCCAACAG AGAAGCAG CGCAACAA GCAATCCG CACTCTCA CACCCGCC GAAGAAGC CCGATACG GCGTGCAG
NetAsp          GAAGGCCG CCGCTGCA GCCAACAG AGAAGCAG CGCAACAA GCAATCCG CACTCTCA CACCCGCC GAAGAAGC CCGATACG GCGTGCAG
M ©todo Manual  GAAGGCCG CCGCTGCA GCCAACAG AGAAGCAG CGCAACAA GCAATCCG CACTCTCA CACCCGCC GAAGAAGC CCGATACG GCGTGCAG
Raspberry       GAAGGCCG CCGCTGCA GCCAACAG AGAAGCAG CGCAACAA GCAATCCG CACTCTCA CACCCGCC GAAGAAGC CCGATACG GCGTGCAG

             1321
ORF dmapA       CACCACGA CCGTCTTG CACCAGGA GTGCAATT TCGGAGCG ACCGCGCG CAAAAGCT CACACAGG CGAAATCC CACGTACA GACTCAGA
Exones AspGDB   CACCACGA CCGTCTTG CACCAGGA GTGCAATT TCGGAGCG ACCGCGCG CAAAAGCT CACACAGG CGAAATCC CACGTACA GACTCAGA
Exones CADRE    CACCACGA CCGTCTTG CACCAGGA GTGCAATT TCGGAGCG ACCGCGCG CAAAAGCT CACACAGG CGAAATCC CACGTACA GACTCAGA
KEGG            CACCACGA CCGTCTTG CACCAGGA GTGCAATT TCGGAGCG ACCGCGCG CAAAAGCT CACACAGG CGAAATCC CACGTACA GACTCAGA
NetAsp          CACCACGA CCGTCTTG CACCAGGA GTGCAATT TCGGAGCG ACCGCGCG CAAAAGCT CACACAGG CGAAATCC CACGTACA GACTCAGA
M ©todo Manual  CACCACGA CCGTCTTG CACCAGGA GTGCAATT TCGGAGCG ACCGCGCG CAAAAGCT CACACAGG CGAAATCC CACGTACA GACTCAGA
Raspberry       CACCACGA CCGTCTTG CACCAGGA GTGCAATT TCGGAGCG ACCGCGCG CAAAAGCT CACACAGG CGAAATCC CACGTACA GACTCAGA

             1409
ORF dmapA       AACTTGCC TCTGCACT TGCTGAGC TCGAGGTA CCACTTCG TCTGTTCA TGCCGACA GAGCGCGT TGTGAAAG AATTTGAG AAACTGAT
Exones AspGDB   AACTTGCC TCTGCACT TGCTGAGC TCGAGGTA CCACTTCG TCTGTTCA TGCCGACA GAGCGCGT TGTGAAAG AATTTGAG AAACTGAT
Exones CADRE    AACTTGCC TCTGCACT TGCTGAGC TCGAGGTA CCACTTCG TCTGTTCA TGCCGACA GAGCGCGT TGTGAAAG AATTTGAG AAACTGAT
KEGG            AACTTGCC TCTGCACT TGCTGAGC TCGAGGTA CCACTTCG TCTGTTCA TGCCGACA GAGCGCGT TGTGAAAG AATTTGAG AAACTGAT
NetAsp          AACTTGCC TCTGCACT TGCTGAGC TCGAGGTA CCACTTCG TCTGTTCA TGCCGACA GAGCGCGT TGTGAAAG AATTTGAG AAACTGAT
M ©todo Manual  AACTTGCC TCTGCACT TGCTGAGC TCGAGGTA CCACTTCG TCTGTTCA TGCCGACA GAGCGCGT TGTGAAAG AATTTGAG AAACTGAT
Raspberry       AACTTGCC TCTGCACT TGCTGAGC TCGAGGTA CCACTTCG TCTGTTCA TGCCGACA GAGCGCGT TGTGAAAG AATTTGAG AAACTGAT

             1497
ORF dmapA       TCACTCCG TGAATCTT TTGCTGGA TGCCCGCA AGGTCGCT GAGAAGGT GGAGAGTG AAATTCGT GTGTTGGA GGCAGCGA AGGAGGAG
Exones AspGDB   TCACTCCG TGAATCTT TTGCTGGA TGCCCGCA AGGTCGCT GAGAAGGT GGAGAGTG AAATTCGT GTGTTGGA GGCAGCGA AGGAGGAG
Exones CADRE    TCACTCCG TGAATCTT TTGCTGGA TGCCCGCA AGGTCGCT GAGAAGGT GGAGAGTG AAATTCGT GTGTTGGA GGCAGCGA AGGAGGAG
KEGG            TCACTCCG TGAATCTT TTGCTGGA TGCCCGCA AGGTCGCT GAGAAGGT GGAGAGTG AAATTCGT GTGTTGGA GGCAGCGA AGGAGGAG
NetAsp          TCACTCCG TGAATCTT TTGCTGGA TGCCCGCA AGGTCGCT GAGAAGGT GGAGAGTG AAATTCGT GTGTTGGA GGCAGCGA AGGAGGAG
M ©todo Manual  TCACTCCG TGAATCTT TTGCTGGA TGCCCGCA AGGTCGCT GAGAAGGT GGAGAGTG AAATTCGT GTGTTGGA GGCAGCGA AGGAGGAG
Raspberry       TCACTCCG TGAATCTT TTGCTGGA TGCCCGCA AGGTCGCT GAGAAGGT GGAGAGTG AAATTCGT GTGTTGGA GGCAGCGA AGGAGGAG

             1585
ORF dmapA       CGGGAACG CAAGGCGA AGGAGTTA AGGGAGAA AGACAAGC CTGAAGTC AAGTCGGA GCAGCAGG ATAATGAT GTTCCCAT CCCACCAG
Exones AspGDB   CGGGAACG CAAGGCGA AGGAGTTA AGGGAGAA AGACAAGC CTGAAGTC AAGTCGGA GCAGCAGG ATAATGAT GTTCCCAT CCCACCAG
Exones CADRE    CGGGAACG CAAGGCGA AGGAGTTA AGGGAGAA AGACAAGC CTGAAGTC AAGTCGGA GCAGCAGG ATAATGAT GTTCCCAT CCCACCAG
KEGG            CGGGAACG CAAGGCGA AGGAGTTA AGGGAGAA AGACAAGC CTGAAGTC AAGTCGGA GCAGCAGG ATAATGAT GTTCCCAT CCCACCAG
NetAsp          CGGGAACG CAAGGCGA AGGAGTTA AGGGAGAA AGACAAGC CTGAAGT- -------- -------- -------- -------- --------
M ©todo Manual  CGGGAACG CAAGGCGA AGGAGTTA AGGGAGAA AGACAAGC CTGAAGTC AAGTCGGA GCAGCAGG ATAATGAT GTTCCCAT CCCACCAG
Raspberry       CGGGAACG CAAGGCGA AGGAGTTA AGGGAGAA AGACAAGC CTGAAGTC AAGTCGGA GCAGCAGG ATAATGAT GTTCCCAT CCCACCAG

             1673
ORF dmapA       CGCCTGCA CCTGTTGC CGCGGGTG ATGCTTCA CAGACTGG GCAACCTG CCAAAACG AATGAAGG ACAAGCAG AACTGAAT GGTTCATC
Exones AspGDB   CGCCTGCA CCTGTTGC CGCGGGTG ATGCTTCA CAGACTGG GCAACCTG CCAAAACG AATGAAGG ACAAGCAG AACTGAAT GGTTCATC
Exones CADRE    CGCCTGCA CCTGTTGC CGCGGGTG ATGCTTCA CAGACTGG GCAACCTG CCAAAACG AATGAAGG ACAAGCAG AACTGAAT GGTTCATC
KEGG            CGCCTGCA CCTGTTGC CGCGGGTG ATGCTTCA CAGACTGG GCAACCTG CCAAAACG AATGAAGG ACAAGCAG AACTGAAT GGTTCATC
NetAsp          -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- --------
M ©todo Manual  CGCCTGCA CCTGTTGC CGCGGGTG ATGCTTCA CAGACTGG GCAACCTG CCAAAACG AATGAAGG ACAAGCAG AACTGAAT GGTTCATC
Raspberry       CGCCTGCA CCTGTTGC CGCGGGTG ATGCTTCA CAGACTGG GCAACCTG CCAAAACG AATGAAGG ACAAGCAG AACTGAAT GGTTCATC
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             1761
ORF dmapA       TACTACCA ATAATGTT GCTGATAG TGAGCCGT CTACGCAA GAGCAAGA GGGCGTCT CGCATAAG CGTTCTGC TAGCGTGC TCAGTAAT
Exones AspGDB   TACTACCA ATAATGTT GCTGATAG TGAGCCGT CTACGCAA GAGCAAGA GGGCGTCT CGCATAAG CGTTCTGC TAGCGTGC TCAGTAAT
Exones CADRE    TACTACCA ATAATGTT GCTGATAG TGAGCCGT CTACGCAA GAGCAAGA GGGCGTCT CGCATAAG CGTTCTGC TAGCGTGC TCAGTAAT
KEGG            TACTACCA ATAATGTT GCTGATAG TGAGCCGT CTACGCAA GAGCAAGA GGGCGTCT CGCATAAG CGTTCTGC TAGCGTGC TCAGTAAT
NetAsp          -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- --AGTAAT
M ©todo Manual  TACTACCA ATAATGTT GCTGATAG TGAGCCGT CTACGCAA GAGCAAGA GGGCGTCT CGCATAAG CGTTCTGC TAGCGTGC TCAGTAAT
Raspberry       TACTACCA ATAATGTT GCTGATAG TGAGCCGT CTACGCAA GAGCAAGA GGGCGTCT CGCATAAG CGTTCTGC TAGCGTGC TCAGTAAT

             1849
ORF dmapA       GGGAGCGA CAAAAGCT CGAAGCGG CAGAAGAA ATGA
Exones AspGDB   GGGAGCGA CAAAAGCT CGAAGCGG CAGAAGAA ATGA
Exones CADRE    GGGAGCGA CAAAAGCT CGAAGCGG CAGAAGAA ATGA
KEGG            GGGAGCGA CAAAAGCT CGAAGCGG CAGAAGAA ATGA
NetAsp          GGGAGCGA CAAAAGCT CGAAGCGG CAGAAGAA ATGA
M ©todo Manual  GGGAGCGA CAAAAGCT CGAAGCGG CAGAAGAA ATGA
Raspberry       GGGAGCGA CAAAAGCT CGAAGCGG CAGAAGAA ATGA

Figura S4. Posibles sitios de “splicing” alternativo del ORF de dmapA. Se 
compararon distintas anotaciónes de la secuencia codificante obtenida en diferentes 
bases de datos, los guiónes denotan sitios de “splicing” altenativo. AspGD (http://
www.aspergillusgenome.org/cgi-bin/locus.pl?dbid=ASPL0000078236), CADRE 
(http://www.cadre-genomes.org.uk/index.html), KEGG (http://www.genome.jp/
kegg/), o por medio de análisis con software como: NetAspGene 1.0 Server (http://
www.cbs.dtu.dk/services/NetAspGene/), manualmente por medio de un alineamiento 
con otros ortólogos en aspergilli (no se muestra) y utilizando el servidor Softpberry 
(http://www.softberry.com/berry.phtml).
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