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Introducción. 

 

3 
 

1.- El hongo filamentoso Aspergillus nidulans como modelo de 

estudio del desarrollo. 

El crecimiento y desarrollo de los hongos filamentosos conlleva la adquisición de 

morfologías y funciones especializadas. El tipo celular que define a este grupo de organismos 

es la hifa vegetativa. Esta estructura tubular se extiende rápidamente sobre diversos sustratos 

permitiendo su colonización, a la vez que realiza la detección de estímulos de naturaleza 

variada. La transducción de estímulos específicos induce una reprogramación genética que, en 

determinados casos, deriva en la diferenciación celular y la generación de estructuras 

reproductivas (Casselton y Zolan, 2002). Conocer los genes y los mecanismos moleculares que 

regulan esa diferenciación celular es de interés para diversos campos como la medicina o la 

agricultura (Fisher et al., 2012) y para ello, uno de los modelos más utilizados y mejor 

caracterizados ha sido el hongo Aspergillus nidulans (Martinelli y Kinghorn, 1994). 

Este Ascomiceto pertenece a la clase de los Eurotiomicetos y a la orden Eurotiales 

(Geiser et al., 2006). Su genoma consta de 30.48 millones de pares de bases organizados en 8 

cromosomas y 10 687 genes (el número de genes es el predicho por la base de datos 

Aspergillus Genome Database, www.aspgd.org). Hasta ahora, la secuencia de su genoma se 

encontraba disponible en la AspGD pero dichos datos y su actualización han quedado a cargo 

de la base de datos Fungal and Oomycete Genomics Resources (http://fungidb.org/fungidb/).  

Son varias las características que han convertido a A. nidulans en un hongo filamentoso 

modelo ampliamente estudiado. Es una especie próxima evolutivamente a otras de gran 

impacto económico como A. oryzae, A. fumigatus o A. flavus. Es capaz de formar esporas 

sexuales mediante meiosis y su naturaleza homotálica permite el cruce sexual de dos cepas 

con igual o diferente dotación genética (Paoletti et al., 2007). Además, existen, múltiples 

técnicas de biología molecular y celular adaptadas y aplicadas de forma rutinaria a este 

http://www.aspgd.org/
http://fungidb.org/fungidb/
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organismo. Técnicas de secuenciación masiva como el RNA-seq también han sido introducidas 

en el estudio del crecimiento, diferenciación y respuesta a diferentes estímulos de A. nidulans 

(ver, por ejemplo, (Alkahyyat et al., 2015;Garzia et al., 2013)). Esta técnica ofrece la posibilidad 

de realizar un análisis cuantitativo de todos los transcritos producidos por una cepa o tipo 

celular en un momento y condiciones determinadas, permitiendo un análisis detallado del 

transcriptoma y la comparación de los patrones de expresión entre diferentes muestras. Así, el 

RNA-seq, no sólo permite cuantificar la cantidad de un transcrito, también permite detectar, 

por ejemplo, fenómenos de splicing alternativo o SNP (de las siglas en inglés: single nucleotide 

polymorphism), la presencia de intrones y exones o el inicio y final de un transcrito (Shendure, 

2008). Además, presenta mayor sensibilidad y reproducibilidad, y un rango dinámico más 

amplio que otras técnicas de análisis transcriptómico como los microarray, permitiendo un 

análisis más preciso de la expresión y la regulación génica (Wang et al., 2009).  

2.- Ciclo de vida de A. nidulans.  

2.1. Fases del ciclo de vida. 

El ciclo de vida de A. nidulans se divide en cuatro fases: crecimiento vegetativo, ciclo 

asexual, ciclo sexual y ciclo parasexual (Figura 1.1) (Todd et al., 2007b). La fase de crecimiento 

vegetativo (fase invasiva) se inicia a partir de una espora haploide, que puede ser una 

conidiospora mononucleada o una ascospora binucleada. Después de una fase de expansión 

isotrópica (extensión en todas las direcciones), se establece un punto de polaridad en la espora 

(Figura 1.1A) (Momany, 2002). Los criterios en base a los cuales es seleccionado un punto 

determinado para el establecimiento de la polaridad son desconocidos aún pero, es en este 

punto donde emerge el tubo de germinación. La geminación requiere del transporte al punto 

de polaridad de los materiales y maquinaria molecular para la fabricación de la membrana 

plasmática y también la pared celular (Harris y Momany, 2004).  
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La extensión apical (por la punta) del tubo de germinación genera una estructura 

tubular, haploide y sincitial denominada hifa vegetativa (ver sección 3.1), la cual, está 

compartimentalizada a través de la formación de septos, tabiques porosos que permiten un 

intercambio selectivo de nutrientes y otros compuestos entre dichos compartimentos ((Harris, 

2001) y referencial allí citadas). Las hifas también generan ramificaciones, nuevos puntos de 

polaridad que pueden fusionarse mediante un proceso denominado anastomosis y formar un 

entramado de filamentos denominado micelio, el cual, se expande radialmente generando una 

colonia (Glass et al., 2004). Dentro de la colonia, las hifas periféricas presentan pocas 

ramificaciones y éstas evitan el contacto entre ellas (Hickey et al., 2002). De esta manera se 

promueve el crecimiento radial de la colonia y se aumenta la velocidad a la que el sustrato es 

colonizado. Por detrás de la zona periférica, sin embargo, se establece gradualmente un patrón 

opuesto de crecimiento, con un aumento de la frecuencia de ramificación y la fusión entre las 

hifas.  

Es en las regiones interiores del micelio donde se induce el desarrollo asexual tras la 

detección de determinados estímulos (ver sección 4.1). Las primeras evidencias fenotípicas del 

inicio del desarrollo asexual son observables aproximadamente 16 horas después de la 

germinación, siendo necesarias alrededor de ocho horas adicionales para culminar la 

formación del conidióforo (Figura 1.1B) ((Adams et al., 1998); ver sección 4.2 de esta 

Introducción). La dispersión de las esporas asexuales a nuevos nichos da comienzo a nuevos 

ciclos de crecimiento vegetativo y, por tanto, de colonización.  

La reproducción asexual precede al ciclo sexual. Se conocen numerosos reguladores 

del ciclo sexual, cuyo objetivo es la formación de esporas meióticas denominadas ascosporas 

(Figura 1.1B) (Dyer y O'Gorman, 2012). El proceso comienza con la fusión (anastomosis) de dos 

hifas homocarióticas, hifas en las que todos los núcleos contienen el mismo material genético, 

y la generación de una hifa heterocariótica, donde conviven en un mismo citoplasma núcleos 
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con dotación genética diferente. Dos núcleos de la hifa heterocarionte se fusionan en una 

estructura llamada crozier, dando lugar a un núcleo diploide transitorio. A continuación, el 

núcleo diploide se divide primero por meiosis y después por mitosis para dar lugar, finalmente, 

a 8 ascosporas contenidas en una estructura denominada asca (Todd et al., 2007b). El cuerpo 

fructífero donde se encuentra el conjunto de ascas se denomina cleistotecio y se encu entra 

habitualmente rodeado de grupos de células llamadas células Hülle, las cuales, podrían 

proporcionan azúcares y otros nutrientes al cleistotecio (Figura 1.1B) (Dyer y O'Gorman, 2012). 

Cada cleistotecio contiene cientos de ascas, cada una con ocho ascosporas binucleadas y 

haploides. Por lo tanto, el número de ascosporas contenido en cada cleistotecio  puede llegar a 

superar las 10 000 (Todd et al., 2007b). 

La formación del heterocarionte por anastomosis de hifas homocarióticas es la base 

del ciclo parasexual (Figura 1.1B). Tal y como ocurre en el crozier, los núcleos haploides del 

heterocarionte se fusionan (cariogamia) y dan lugar a estirpes diploides (Glass et al., 2000). 

Una pérdida aleatoria de cromosomas causaría la haploidización y el restablecimiento de una 

dotación cromosómica haploide (Todd et al., 2007a).  
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Figura 1.1. Ciclo de vida de A. nidulans. A) Morfogénesis de la hifa vegetativa. Tras una etapa 
inicial de crecimiento isotrópico, se selecciona un punto de polaridad dentro de una espora 
(conidiospora mononucleada o una ascospora binucleada). En este punto emerge el tubo de 
germinación, que crece por la adición en el ápice de los materiales que forman la membrana 
plasmática y la pared celular. Posteriormente, las ramificaciones originan nuevos puntos de 
crecimiento polar, permitiendo la extensión de las hifas en diferentes direcciones. B) Ciclo de 
vida de A. nidulans. Se divide en cuatro fases: crecimiento vegetativo (detallado en el panel A), 
ciclo asexual, ciclo sexual y ciclo parasexual. El ciclo asexual deriva en la generación de 
conidióforos, estructuras que portan miles de conidios o esporas asexuales. El ciclo sexual 
comienza con la fusión de dos hifas homocarióticas (anastomosis) y la generación de una hifa 
heterocarionte. La fusión de dos núcleos en una estructura llamada crozier genera un núcleo 
diploide transitorio que a continuación se divide por meiosis primero y mitosis después. El 
proceso culmina con la producción de ascosporas, esporas binucleadas y haploides contenidas 
en sacos denominados ascas. Cada asca contiene 8 ascosporas. Finalmente, e n el ciclo 
parasexual se genera un heterocarionte por fusión de dos hifas. La cariogamia o fusión de 
núcleos dentro del heterocarionte da lugar al diploide (2n). Posteriormente se puede dar un 
proceso de haploidización donde la pérdida de cromosomas es, en principio, aleatoria. Así, se 
puede llegar a alcanzar una variabilidad genética comparable a la de los descendientes de un 
proceso de división meiótico (sexual), y terminar con la generación de núcleos haploides. 

Modificado a partir de (Momany, 2002;Todd et al., 2007b). 
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2.2. Desarrollo y metabolitos secundarios. 

La formación de las estructuras reproductivas se basa en complejos mecanismos de 

regulación y es destacable la relación que estos mecanismos mantienen con la producción de 

metabolitos secundarios (MMSS) (Fox y Howlett, 2008). Los MMSS son moléculas de bajo peso 

molecular y estructuralmente heterogéneas que, a diferencia de los metabolitos primarios, no 

son directamente necesarias para garantizar el crecimiento de los organismos que los 

producen (Brakhage, 2013). Las enzimas necesarias para la síntesis de MMSS están codificadas 

en el genoma y una particularidad de estos genes es que están habitualmente localizados en 

agrupaciones o cluster-s de genes (ver anotaciones para cluster de MMSS en diferentes 

especies de Aspergillus en (Inglis et al., 2013)). Estas agrupaciones se caracterizan por la 

presencia de al menos un gen que codifica una policétido sintasa (PKS, de sus siglas en inglés, 

polyketide synthase) (Cox, 2007) o sintetasa de péptido no ribosomal  (NRPS, de sus siglas en 

inglés, nonribosomal peptide-synthetase) (von Dohren H., 2009).  

Los MMSS pueden clasificarse en tres categorías en función de la relación que tienen 

con el desarrollo: 1) los metabolitos que promueven la inducción o represión de procesos de 

desarrollo (por ejemplo, compuestos derivados del ácido linoleico; ver sección 4.1), 2) los 

pigmentos requeridos para las estructuras esporogénicas (por ejemplo, las melaninas, 

requeridas para la formación y la integridad tanto de esporas asexuales como sexuales), y 3)  

los metabolitos tóxicos o micotoxinas secretados durante el proceso de esporulación (Calvo et 

al., 2002). Varios estudios han propuesto que las micotoxinas sirven como un arsenal 

molecular que ayuda al hongo competir con otros organismos presentes en su entorno natural 

(Alkhayyat y Yu, 2014). Uno de los ejemplos más conocidos en A. nidulans y hongos 

filamentosos de micotoxina cuya síntesis está asociada al desarrollo es el de l a 

esterigmatocistina. Ha sido comprobado que la actividad de diversos reguladores del 

desarrollo controla la producción de este metabolito (ver referencias e n (Calvo y Cary, 2015)). 

La activación del cluster de la sterigmatocistina está regulada por LaeA, una supuesta 
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metiltransferasa que está considerada como regulador maestro del metabolismo secundario. 

LaeA es, a su vez, parte del complejo velvet que participa en el balance entre ciclos asexual y 

sexual (ver sección 4.1), uniendo de esta manera el control del desarrollo y la síntesis de 

micotoxinas. También ha sido descrito que cepas aconidiales como el mutante nulo en fluG 

(ver sección 4.3.2) presentan alteraciones en la biosíntesis de esterigmatocistina (Hicks et al., 

1997). 

3.- Crecimiento apical y comunicación punta-núcleo en hifas 

vegetativas. 

La extensión apical de las hifas vegetativas constituye el mecanismo principal para la 

colonización de un sustrato por parte de los hongos filamentosos. Este mecanismo de 

crecimiento requiere la acumulación asimétrica de los componentes de la pared celular y l a 

membrana plasmática en la punta, así como de la maquinaria encargada de su transporte, 

síntesis y ensamblaje. Las hifas vegetativas, por otro lado, son reprogramadas en respuesta a 

diferentes estímulos y ha sido descrito que algunas de las rutas de transducción 

correspondientes comunican la punta de las hifas con la regulación transcripcional en los 

núcleos (Etxebeste y Espeso, 2016).  

3.1. Polarización y extensión apical de las hifas vegetativas.  

El crecimiento apical de las hifas vegetativas implica la coordinación de los 

citoesqueletos de actina y tubulina, sus respectivos motores moleculares y la formación, 

tráfico y fusión de vesículas de transporte que contienen los cargos correspondientes (Figura 

1.2) (Bartnicki-Garcia, 2002;Riquelme, 2013). El tráfico de vesículas puede ocurrir en dos 

direcciones. Por una parte, el transporte acropetal dirige las vesículas secretoras o de 

exocitosis hacia el ápice. La exocitosis es la última etapa de la ruta secretora, y por lo tanto 

proporciona cargos específicos al sitio de crecimiento (Riquelme, 2013). Por otra parte, 
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endocitosis es el proceso opuesto a la exocitosis y se basa en la internalización de la 

membrana. En hifas vegetativas este proceso ocurre masivamente en el subápice (en morado 

en la Figura 1.2) (Araujo-Bazan et al., 2008b). Existe un equilibrio entre ambos procesos, de 

modo que la exocitosis, mayoritaria en el ápice de la punta, y la endocitosis, predominante en 

el subápice, se acoplan para sostener el crecimiento polar (Figura 1.2) (Schultzhaus y Shaw, 

2015).  

 

Figura 1.2. Representación de la región apical en hifas vegetativas de A. nidulans. Se indican 
la dirección del transporte acropetal y basipetal, así como las zonas donde  la exocitosis y 
endocitosis son mayoritarias. El transporte acropetal dirige las vesículas secretoras (se ha 
propuesto que hay vesículas de diferente tamaño, denominadas macro- y microvesículas, 
respectivamente) hacia el ápice a través de los filamentos de tubulina y actina. El transporte 
basipetal dirige las vesículas endocíticas hacia zonas distales de la hifa para su procesamiento y 
la reutilización de componentes específicos. Este proceso se da a través de los endosomas, que 
pueden desplazarse bidireccionalmente. Algunas de las proteínas endocitadas en el subápice, 
sin embargo (representado en color morado y flechas naranjas), son reincorporadas a la ruta 
secretora, como se indica a través de las flechas verdes discontinuas. Manteniendo un 
equilibrio entre los procesos de endocitosis y exocitosis, el tráfico intracelular permite una 
elevada velocidad de crecimiento. Modificado a partir de los modelos publicados por 

(Riquelme, 2013;Schultzhaus y Shaw, 2015;Taheri-Talesh et al., 2008). 
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El citoesqueleto de actina es esencial para el mantenimiento del crecimiento 

polarizado en las hifas vegetativas. Es precisamente en los filamentos de actina donde tiene 

lugar el transporte acropetal de cargos entre subápice y ápice mediante los motores 

moleculares correspondientes o miosinas (Berepiki et al., 2011). Por otro lado, los 

microtúbulos (MMTT), filamentos tubulares que se componen de heterodímeros de tubulina α 

y β, permiten un transporte bidireccional a lo largo de la hifa vegetativa. En la interfase y, 

aunque en menor medida también en mitosis, los MMTT generan largos filamentos que 

orientan sus extremos plus (extremo de ensamblaje, o crecimiento, y desensamblaje, o 

catástrofe) hacia el ápice (Konzack et al., 2005;Zekert y Fischer, 2009). Los MMTT son 

utilizados por los motores moleculares para el transporte a larga distancia de orgánulos, 

vesículas, complejos de RNA y proteínas membranosas (Figura 1.2) (Egan et al., 2012;Jansen et 

al., 2014). Se diferencian dos tipos de motores moleculares. Las quinesinas se desplazan hacia 

el extremo plus de los MMTT, lo cual coincide con el transporte acropetal, mientras que la 

dineína transita hacia el extremo minus (transporte basipetal)  (Steinberg, 2007;Xiang et al., 

2015). 

Así, los cargos procesados en el retículo endoplásmico y aparato de Golgi son 

transportados a lo largo de los MMTT por quinesinas hasta que serían transferidos a los 

filamentos de actina (Takeshita et al., 2014). Intercalado entre los filamentos de actina en el 

ápice, el Spitzenkörper (Spk) o cuerpo apical actuaría como centro suministrador de vesículas 

exocíticas (Figura 1.2), sincronizando el flujo de éstas hacia la membrana apical y su fusión con 

esta, paso final del proceso de exocitosis que estaría controlado por el complejo exocisto  

(Schultzhaus y Shaw, 2015).  

En el sentido contrario, los componentes de la membrana plasmática y la pared celular 

se incorporan a vesículas endocíticas para su reciclaje. La mayoría del material endocitado se 

incorpora a los endosomas, compartimientos membranosos que transportan los cargos hacia 
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zonas distales hasta su fusión con las vacuolas (Abenza et al., 2009;Abenza et al., 

2012;Penalva, 2010). Algunos de los materiales endocitados, sin embargo, se incorporan de 

nuevo a la vía de exocitosis, acoplando así la exocitosis y la endocitosis, y manteniendo la tasa 

de exocitosis requerida para sostener la rápida extensión de las hifas (Penalva, 2010). 

3.2. Función de señalización de la punta en hifas vegetativas. 

Debido al crecimiento polarizado, la punta es la primera región de las hifas vegetativas 

en establecer contacto con la superficie que será posteriormente colonizada. Por ello, se 

propuso que la punta de las hifas podría jugar un papel importante en la pros pección del 

nuevo entorno y la evaluación de las condiciones de crecimiento (Harris, 2009). Esta hipotética 

función sensora, por otro lado, requeriría la transducción de las señales recibidas al núcleo, 

donde se ejecutaría la respuesta de adaptación (Etxebeste y Espeso, 2016).  

En los últimos años se ha descrito la existencia de al menos cuatro mecanismos de este 

tipo en hifas vegetativas. Uno de ellos relaciona la actividad de determinadas quinasas que 

regulan la síntesis de efectores (moléculas secretadas por hongos patógenos, las cuales, 

modulan la interacción entre el hongo y el hospedador; (Lo et al., 2015)) con la dinámica 

basipetal de los endosomas en el patógeno del maíz Ustilago maydis (Bielska et al., 2014). Los 

tres ejemplos restantes han sido descritos en A. nidulans. El primer caso corresponde a la 

respuesta a determinadas condiciones de estrés salino, en la cual, dos proteínas denominadas 

Calmodulina y Calcineurina, respectivamente, transmitirían las señales recibidas en la punta al 

FT CrzA, siendo éste importado del citoplasma al núcleo para regular los genes diana 

(Hernandez-Ortiz y Espeso, aceptado). El segundo ejemplo corresponde a un módulo 

señalizador, el cual, regula el metabolismo secundario y el desarrollo sexual (Bayram et al., 

2012). Las quinasas Ste7/MkkB, Ste11/SteC y Fus3/MpkB, y el adaptador Ste50/SteD, el cual 

permite la unión del módulo a la membrana, forman un complejo localizado en la punta de las 

hifas y que migra a la periferia nuclear. De ellos, Fus3/MpkB es capaz de acumularse en el 
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núcleo, donde controla la actividad transcripcional de VeA, un FT dependiente de la luz que 

equilibra los ciclos de desarrollo sexual y asexual así como el metabolismo secundario (ver 

apartado 4.1) (Calvo y Cary, 2015), y Ste12/SteA, un FT esencial para la reproducción sexual 

(Vallim et al., 2000). El tercer y último caso conocido hasta ahora en A. nidulans corresponde a 

la ruta de transducción que se ha estudiado en esta tesis doctoral, la cual, controla el 

desarrollo asexual. Por ello, la información disponible será ampliada en la sección 4.3.2 de esta 

Introducción. 

4.- Control genético y molecular del desarrollo asexual.  

4.1. Estímulos inductores de la conidiación.  

La exposición del micelio al aire es el principal desencadenante de los cambios 

morfológicos que derivan en la formación del conidióforo en A. nidulans (Morton, 1961). En 

base a las evidencias obtenidas en diferentes trabajos, se ha propuesto que la inducción de la 

conidiación en estas condiciones es consecuencia de la acumulación en la superficie de las 

hifas de un metabolito de carácter endógeno o autorregulador (Roncal y Ugalde, 2003;Ugalde, 

2006). Así, la actividad de la proteína FluG (ver sección 4.3.2) está ligada a la síntesis del 

meroterpenoide deshidroaustinol (Rodriguez-Urra et al., 2012), molécula cuyo papel en la 

inducción de la conidiación sería equivalente al de la conidiogenona en Penicillium cyclopium 

(Roncal et al., 2002). La síntesis del deshidroaustinol está regulada por un cluster del 

metabolismo secundario (Lo et al., 2012;Nielsen et al., 2011). El deshidroaustinol participa en 

la inducción de la conidiación a través de la formación de un aducto con un segundo 

compuesto denominado diorcinol, el cual impide la formación de cristales de deshidroaustinol 

y, por lo tanto, permitiría la acumulación y función de señalización en la superficie de las hifas 

aéreas (Rodriguez-Urra et al., 2012). Estos dos metabolitos no serían los únicos necesarios para 

inducir el desarrollo asexual, ya que, se ha propuesto la existencia de al menos un tercer 
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compuesto cuya síntesis ha sido relacionada con los productos de los genes flb (ver sección 

4.3.2) ((Etxebeste et al., 2008) y referencias allí citadas). Sin embargo, se desconoce la 

naturaleza de este metabolito. 

Otras moléculas denominadas oxilipinas, familia de MMSS que se sintetizan a partir de 

los ácidos grasos poliinsaturados, actúan como señales autorreguladoras en el desarrollo del 

hongo (Tsitsigiannis y Keller, 2007). Los factores psiA, psiB y psiC, los cuales son sintetizados 

por los productos de los genes ppoA, ppoB y ppoC, ejercen una función moduladora de los 

ciclos de desarrollo sexual y asexual (Tsitsigiannis et al., 2005), primando uno de los dos ciclos 

frente al otro. Oxilipinas adicionales también ejercen un efecto importante sobre la inducción 

de la conidiación. Entre ellas, la 3-octanona es la principal inductora, y su síntesis parece 

aumentar al emerger el micelio al aire (Herrero-Garcia et al., 2011).  

Estímulos adicionales, además del aire, son capaces de promover la conidiación en A. 

nidulans. Uno de ellos es la luz. La proteína VeA actúa como regulador central de la 

transducción de dicha señal, ya que, integra tanto la señal de luz roja (Mooney y Yager, 1990) 

como la de luz azul (Purschwitz et al., 2008). VeA es capaz de variar rápidamente su 

localización subcelular y formar diferentes complejos proteicos,  combinando así diferentes 

funciones sensoriales y reguladoras (Calvo et al., 2016). Respecto a su localización, VeA se sitúa 

mayoritariamente en los núcleos de las hifas vegetativas cuando estas se encuentran en 

oscuridad (Stinnett et al., 2007). Sin embargo, su transporte al núcleo se ve impedido por la 

iluminación y, en presencia de luz, VeA se distribuye tanto en el nucleoplasma como en el 

citoplasma (Stinnett et al., 2007).  

En el núcleo, VeA participa en dos complejos proteicos a través de los cuales regula el  

metabolismo secundario y los ciclos de desarrollo sexual y asexual (Calvo et al., 2016). Por una 

parte, VeA interacciona con el fitocromo FphA, receptor de luz roja, el cual, a su vez 

interacciona con LreB-LreA, receptores de luz azul y ortólogos de los reguladores “White-
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collar” de N. crassa (Corrochano, 2007;Rodriguez-Romero et al., 2010). Se forma así un 

complejo proteico nuclear sensible a la luz (Bayram et al., 2010). Actualmente se desconoce 

cómo actúa el complejo VeA-FphA-LreA-LreB a nivel molecular. Por otra parte, VeA 

interacciona con otros dos elementos, LaeA y VelB, formando en el núcleo  un complejo 

denominado complejo velvet que es esencial en la coordinación del metabolismo secundario y 

el desarrollo (Bayram y Braus, 2012). En conjunto, la regulación dependiente de la luz ejercida 

por VeA deriva en que las cepas de A. nidulans con un alelo veA silvestre se desarrollen 

principalmente de forma asexual cuando las colonias se exponen a la luz, mientras que en la 

oscuridad el hongo desarrolla un mayor número de cleistotecios (Adams et al., 1998). Sin 

embargo, las cepas con la mutación veA1, la cual causa que la proteína se encuentre 

predominantemente en el citoplasma independientemente de la presencia de iluminación 

(Stinnett et al., 2007), desarrollan principalmente conidióforos y presentan una fase sexual 

retardada tanto en presencia de iluminación como en oscuridad (Kafer, 1965). Todas las cepas 

utilizadas en este trabajo contienen la mutación veA1, limitando así la dependencia del 

desarrollo asexual con respecto a la luz e induciendo la formación de conidióforos también en 

oscuridad. 

Tanto el estrés salino como el agotamiento de nutrientes también inducen el 

desarrollo asexual en A. nidulans (Lee y Adams, 1996;Skromne et al., 1995). El hambre de 

nitrógeno genera conidióforos en medio sumergido, lo cual no ocurre cuando el medio de 

crecimiento está adecuadamente suplementado (Skromne et al., 1995). Por su lado, la falta de 

una fuente de carbono causa la producción de estructuras similares a fiálidas que generan 

cadenas cortas de conidios en la punta (Skromne et al., 1995). La formación de conidióforos 

que incluyen todos los tipos celulares (ver siguiente sección) también es inducida al cultivar 

una cepa silvestre o determinados mutantes aconidiales en medio líquido o sólido que 

contiene concentraciones elevadas de sales de fosfato o sodio (Lee y Adams, 1996). La 

inducción en estas condiciones podría deberse a la activación de una ruta de señalización 
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alternativa (Virginia et al., 2000) que transdujera dichas señales directamente a los 

reguladores del desarrollo del conidióforo descritos en el apartado 4.3.1. Sin embargo, e sta 

hipótesis no ha sido estudiada en detalle. 

4.2. Desarrollo del conidióforo. 

La generación del conidióforo implica la síntesis de diferentes tipos celulares, cada uno 

en un momento y posición determinados (Figura 1.3) (Mims et al., 1988). Para ello, se 

combinan ciclos de crecimiento isotrópico y polarizado, así como procesos de gemación.  

El desarrollo del conidióforo se inicia con la formación de la célula pie en un 

compartimento distal de la hifa vegetativa (Figura 1.3) (Adams et al., 1998). A continuación, tal 

y como se describe en (Etxebeste et al., 2010), el tallo emerge a partir de la célula pie y se 

extiende apicalmente. A ello le sigue una etapa de crecimiento isotrópico en la punta del tallo, 

la cual ocurre aproximadamente 6 horas después de la inducción y da lugar a una estructura 

globular llamada vesícula. La vesícula alberga múltiples divisiones nucleares y constituye la 

base para múltiples puntos de gemación de células llamadas métulas (Figura 1.3). Emergen 

aproximadamente 60 métulas mononucleadas (Etxebeste et al., 2010).  

La métula se extiende apicalmente por tiempo limitado y experimenta una división que 

da lugar a dos nuevas gemas apicales o fiálidas. Este proceso tiene lugar aproximadamente 10 

horas después de la inducción del desarrollo del conidióforo (Figura 1.3). Cada fiálida produce, 

de forma basipetal, una cadena de hasta cien conidios, de modo que los conidios jóvenes están 

cerca de la fiálida mientras que los conidios maduros están situados en el extremo contrario de 

la cadena. Un conidióforo maduro es visible alrededor de 15 horas después de la inducción del 

desarrollo y puede albergar más de 10 000 conidios (Etxebeste et al., 2010).  
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Figura 1.3. Producción de conidios en A. nidulans. Tras un cambio de las condiciones 
ambientales, el crecimiento polar se inhibe en determinadas hifas vegetativas y se genera la 
célula pie en una región distal (lejana a la punta). El tallo emerge de la célula pie y se extiende 
apicalmente hasta alcanzar una longitud definida. El crecimiento isotrópico de la punta del 
tallo genera la vesícula. Tras múltiples divisiones nucleares, los núcleos se acumulan en la zona 
superior de la vesícula, de la cual emergen aproximadamente 60 métulas mononucleadas. 
Después de una fase de extensión polar limitada de la métula, ésta se divide en dos fiálidas. 
Cada fiálida genera, de forma basipetal, cadenas largas de conidios. Modificado a partir de 

(Oiartzabal-Arano et al., 2016). 

 

4.3. Control genético de la conidiación. 

A nivel genético, el control de la reproducción asexual ha sido tradicionalmente 

dividido en dos rutas principales. La primera de ellas, o ruta de inducción temprana (UDA, del 

inglés: upstream developmental activation pathway), es la encargada de la transducción de 

señales ambientales y la inducción de la conidiación. La segunda de ellas, o ruta central de 

conidiación (CDP, del inglés: central developmental pathway), controla la mayoría de cambios 

morfológicos necesarios para la generación del conidióforo (Etxebeste et al., 2010). El primer 

gen específico de la ruta CDP es brlA (CDP) y su activación marca la transferencia del control 

del desarrollo asexual de la ruta UDA a la ruta CDP (Mah y Yu, 2006). Sin embargo, aunque los 

UDA activan a brlA, se ha sugerido que factores de la ruta UDA actúan también tras la 
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inducción de la ruta CDP, ya que por ejemplo, el UDA FlbB (ver sección 4.3.2) se localiza 

también en la punta de las métulas (Etxebeste et al., 2009a).  

4.3.1. Ruta central de la conidiación. 

El FT brlA constituye el elemento central de la ruta CDP. Se trata del primer gen que es 

común a todos los estímulos inductores y cuya activación es imprescindible para que se 

materialicen la mayoría de cambios morfológicos necesarios para la generación del conidióforo 

(Yu et al., 2006). El gen brlA codifica un FT con dos dominios de dedo de zinc tipo C2H2 (Adams 

et al., 1988;Adams et al., 1990). Su deleción impide la conidiación bloqueando la transición 

entre el crecimiento polar del tallo y la expansión isotrópica de su punta para generar la 

vesícula (Clutterbuck, 1969). Por ello, el fenotipo del mutante nulo de brlA ha sido definido 

como bristle, debido a que el desarrollo del conidióforo queda bloqueado en el tallo, dando 

una apariencia de cerdas o pelos gruesos (Clutterbuck, 1969). Por el contrario, la 

sobreexpresión de brlA en hifas vegetativas da como resultado la producción de conidios en la 

punta de la hifa, emulando la funcionalidad de una fiálida (Adams et al., 1988). 

La transcripción de brlA puede dar lugar a dos transcritos, brlAα y brlAβ (Han et al., 

1993;Prade y Timberlake, 1993). Los datos sugieren que brlAβ es necesario en las etapas 

tempranas del desarrollo, mientras que brlAα se requeriría en etapas posteriores. brlAβ 

codifica el mismo polipéptido que brlAα, pero, con 23 aminoácidos adicionales en la región N-

terminal (Fischer y Kües, 2006). Sin embargo, actualmente se desconoce el mecanismo de 

acción de cada uno de los péptidos derivados de dichos transcritos, así como la relación 

funcional entre ellos o el modo en que estos 23 aminoácidos adicionales pueden afectar a la 

función transcripcional de BrlA.  

Como elemento central de la ruta CDP y esencial para la consecución de los cambios 

morfológicos descritos, BrlA controla la transcripción de un amplio número de genes 

(Twumasi-Boateng et al., 2009). Uno de ellos es abaA, el cual, codifica un FT tipo ATTS que 
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regula la diferenciación de las fiálidas (Andrianopoulos y Timberlake, 1991;Sewall et al., 

1990a). Su activación conlleva la de otros genes necesarios para la conidiación, como wetA, 

requerido para la síntesis de componentes esenciales de la pared celular de los conidios  

(Marshall y Timberlake, 1991;Sewall et al., 1990b). Estos tres genes, brlA, abaA y wetA, forman 

el eje central de la ruta CDP y en coordinación con otros elementos permiten un correcto 

control espacial y temporal de la reproducción asexual (Boylan et al., 1987;Mirabito et al., 

1989). La correcta regulación de este eje central, sin embargo, implica también el control de su 

expresión a través de bucles de regulación específicos. Así, se sugirió que AbaA ejerce una 

represión de la expresión brlA cuando está presente en bajas concentraciones, aunque a altas 

concentraciones ejerce un papel positivo (Aguirre, 1993). 

StuA y MedA (Clutterbuck, 1969) se consideran reguladores auxiliares de la ruta CDP y 

codifican proteínas que afectan a la expresión de brlA y abaA ((Adams et al., 1998) y 

referencias allí citadas). Se ha propuesto que StuA controla la correcta expresión espacial de 

abaA y brlA, mientras que MedA ejercería un control temporal (Adams et al., 1998). 

Mutaciones en stuA y medA dan lugar a cepas que mantienen la capacidad de formar conidios 

viables, pero donde los conidióforos presentan varias alteraciones morfológicas  (Clutterbuck, 

1969). Finalmente, VosA, otro FT de la ruta CDP, actúa aguas abajo de BrlA y es esencial para la 

maduración de los conidios y la biogénesis de la trealosa, un disacárido que permite el 

almacenamiento de energía y la estabilización y protección de estructuras de membrana (Ni y 

Yu, 2007). vosA se expresa durante la formación de conidios (fases finales de la 

conidiogénesis), activa a wetA y reprime a brlA para cerrar así el ciclo asexual  (Ni y Yu, 2007).  

4.3.2. Ruta de Inducción temprana.  

La ruta UDA incluye múltiples proteínas que garantizan en hifas vegetativas la correcta 

transducción de las señales inductoras al promotor de brlA (Etxebeste et al., 2010;Wieser et 

al., 1994). Los mutantes de pérdida de función de casi todos los genes UDA presentan un 
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fenotipo aconidial o de conidiación retardada comúnmente denominado fluffy, caracterizado 

por un aspecto algodonoso de las colonias y causado por la disminución, retraso o ausencia de 

la expresión de brlA.  

El primer elemento conocido en la ruta es fluG (Figura 1.4) (Lee y Adams, 1994;Lee y 

Adams, 1996). Además de ser necesario para la síntesis de un metabolito extracelular 

requerido en la inducción de la conidiación (ver apartado 4.1), se ha propuesto que FluG ejerce 

directa o indirectamente dos funciones clave para la activación de los genes UDA conocidos 

como flb-s (del inglés: fluffy, low brlA expression) (Etxebeste et al., 2010). Por un lado, 

bloquearía el crecimiento vegetativo a través de la activación de FlbA, una proteína que regula 

la señalización mediada por el complejo G heterotrimérico compuesto por FadA, GpgA y SfaD 

(Rosen et al., 1999;Yu, 2006). Por el otro lado, levantaría la represión ejercida por la proteína 

SfgA, un FT del tipo Zn(II)2Cys6, sobre la expresión de los flb-s (Figura 1.4) (Seo et al., 2006). 

Una vez levantada dicha represión, los productos de los genes flb podrían inducir la expresión 

de brlA. El establecimiento de un marco temporal para la expresión de los genes flb y la 

actividad de las proteínas correspondientes, así como la determinación de los compartimentos 

subcelulares donde desempeñarían su actividad, ha permitido durante los últimos años 

profundizar en los mecanismos moleculares a través de los cuales la ruta UDA controla la 

expresión de brlA (Etxebeste et al., 2010;Oiartzabal-Arano et al., 2016;Park y Yu, 2012). 
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Figura 1.4. Modelo genético para el control de la expresión de brlA y el desarrollo de 
conidióforos. Los genes fluG, sfgA, flbA, flbB, flbC, flbD y flbE componen la ruta de inducción 
temprana (UDA). fluG se sitúa aguas arriba de los genes flb y la proteína que codifica realiza 
dos funciones principales para la activación de éstos. Por un lado, inhibe el crecimiento 
vegetativo activando a flbA y, por el otro lado, levanta la represión ejercida por la proteína 
SfgA, permitiendo la activación de la expresión de brlA. Para ello, las proteínas FlbB/FlbE/FlbD 
actuarían coordinadamente mientras que FlbC se situaría en una sub-ruta diferente que 
ejercería su actividad transcripcional directamente sobre brlA. Tras la activación de brlA, la 
ruta CDP, cuyo eje está formado también por abaA y wetA, regula la formación del 
conidióforo. Modificado a partir de la tesis doctoral de la Dra. Herrero-Garcia (Herrero-Garcia, 

2013). 

 

FlbC es un FT que contiene dos dominios de unión a DNA del tipo C2H2. Su localización 

subcelular es nuclear, con una distribución homogénea en todos los núcleos de la hifa 

vegetativa (Kwon et al., 2010). Es capaz de unir directamente al promotor de brlA, habiéndose 

propuesto que a nivel genético actúa en una sub-ruta diferente a la definida por flbB, flbE y 

flbD (ver párrafo siguiente). 

FlbB es un FT de tipo bZIP (del inglés, basic leucine zipper; cremallera de leucina) 

esencial para la inducción de la conidiación (Adams et al., 1998;Etxebeste et al., 2008) y que 

presenta en hifas vegetativas una localización subcelular muy característica. Por un lado, se 

localiza en el ápice de las hifas, siendo excluído del anillo de endocitosis, y, por el otro lado, 
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también se acumula en los núcleos. Sin embargo, la localización nuclear de FlbB sigue un 

gradiente de concentración. Es el núcleo más apical, el más cercano a la punta, el que muestra 

mayor concentración de FlbB (Etxebeste et al., 2008). Este UDA constituye el primer ejemplo 

conocido de un FT localizado en la punta de las hifas de hongos filamentosos (Etxebeste et al., 

2008) y, en base a ello, se ha propuesto que desempeña un papel sensorial en esta región 

((Oiartzabal-Arano et al., 2016) y referencias allí citadas). Dicha localización apical es actino-

dependiente, mientras que los MMTT no parecen desempeñar un papel esencial (Herrero-

Garcia et al., 2015). Es observable desde la emergencia del tubo de la germínula en una 

espora, y se mantiene durante todo el ciclo celular siempre que la hifa se extienda apicalmente 

(Etxebeste et al., 2009a;Perez-de-Nanclares-Arregi y Etxebeste, 2014). 

El transporte acropetal y la acumulación apical de FlbB dependen de la actividad FlbE 

(Garzia et al., 2009;Herrero-Garcia et al., 2015). Experimentos preliminares llevaron a 

proponer que ambas proteínas actuaban al mismo nivel en la ruta UDA, demostrándose 

finalmente que interaccionan en la punta de las hifas vegetativas (Garzia et al., 2009). Dicha 

interacción parece estar mediada por los dominios bZIP y C-terminal de FlbB, siendo 

desconocidos aún los dominios de FlbE necesarios (Herrero-Garcia et al., 2015). Los resultados 

obtenidos hasta ahora indican que cualquier alteración genética que causa una reducción en la 

acumulación apical de FlbB inhibe su actividad transcripcional y la capacidad de producir 

esporas asexuales. Por ello, es importante conocer los mecanismos que permiten la 

acumulación apical de FlbB y cómo esta población se comunica con la nuclear (Herrero-Garcia 

et al., 2015).  

El etiquetado de FlbB con el epítopo fotoconvertible Dendra2 permitió demostrar que 

FlbB migra desde la punta de la hifa vegetativa a los núcleos (Herrero-Garcia et al., 2015). Su 

dominio bZIP tiene capacidad de unión a DNA y reconoce in vitro secuencias diana similares a 

las descritas previamente para los factores de la familia AP-1 (Etxebeste et al., 2009a), FFTT del 
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tipo bZIP que activan la respuesta celular en condiciones de estrés oxi dativo (Asano et al., 

2007;Castillo et al., 2002). En el núcleo, FlbB induce la expresión flbD, el cual codifica un FT de 

la familia c-Myb (Wieser y Adams, 1995). Posteriormente, ambos factores activan 

conjuntamente la expresión de brlA por unión directa a su promotor (Garzia et al., 2010). FlbD 

muestra una localización nuclear en hifas vegetativas y FlbB es incapaz de unir al promotor de 

brlA en un fondo genético nulo en flbD (Garzia et al., 2010). Estos resultados indican que FlbD 

podría jugar un papel importante en la actividad transcripcional de FlbB, pero se desconoce si 

lo hace permitiendo su acumulación nuclear, su unión a DNA o ambas. Tampoco se ha 

analizado si la actividad transcripcional de FlbB se limita al control de la expresión de brlA o si 

hay otros procesos celulares que se ven alterados como consecuencia de la inhibición de la 

conidiación descrita en el mutante ΔflbB. 
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Objetivos:  

Dos son los puntos principales en torno a los cuales se agrupan los objetivos experimentales de 

esta tesis doctoral: 

1) Identificar, y en los casos de interés, caracterizar los procesos celulares desregulados 

en ausencia de actividad FlbB más allá de la inhibición de flbD y brlA, ya descrita en 

estudios anteriores. 

 

2) Realizar una primer análisis experimental del mecanismo de transporte basipetal de 

FlbB centrándose en dos tareas. Por un lado, el estudio del papel de sus dominios 

funcionales. Por el otro lado, el análisis del posible papel del factor de transcripción 

FlbD en la acumulación nuclear de FlbB. Ello permitirá profundizar en la relación 

funcional de ambos factores UDA en la inducción de la conidiación.  
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1.- Cepas, oligonucleótidos y plásmidos utilizados. 

1.1. Cepas de A. nidulans. 

Las cepas utilizadas en este trabajo quedan recogidas en la Tabla 2.1: 

Cepa Genotipo Fuente 

BD1  biA1; veA1 (Kafer, 1965) 

TTA127.4 pabaA1, yA2; ΔfluG::trpC; veA1 (Lee y Adams, 1994) 
BD142  pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1, 

∆flbE::pyrGAf 
(Garzia et al., 2009) 

BD143  pyrG89; argB2; ∆flbB::pyrGAf, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; veA1 

(Etxebeste et al., 2008) 

BD167  
 

pyrG89; argB2; flbB::gfp::pyrGAf, pyroA4, 
∆nkuA::argB; veA1 

(Etxebeste et al., 2008) 

BD177  
 

pyrG8; argB2; ∆flbB::riboBAf, pabaB22, pyroA4, 
∆nkuA::argB; veA1, riboB2 

(Garzia et al., 2009) 

BD178  pyrG89; argB2; pabaB22, pyroA4, ΔnkuA::argB; 
veA1, ΔflbE::riboBAf, riboB2 

(Garzia et al., 2009) 

BD185  
 

pyrG89; argB2; gfp::flbB, pyroA4, ΔnkuA::argB; 
veA1 

(Etxebeste et al., 2009a) 

BD197  pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1, 
ΔflbD::pyrGAf 

(Garzia et al., 2010) 

BD209 pyrG89; argB2; flbB::gfp::pyrGAf, pabaB22, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; veA1, riboB2, ΔflbD::riboBAf 

(Garzia et al., 2010) 

BD246 pyrG89; argB2; pyroA4,  
ΔnkuA::argB;  veA1, flbD::gfp::pyrGAf 

(Garzia et al., 2010) 

BD271 pyrG89; argB2; pabaB22, 
pyroA+::[alcA(p)::flbD]::pyroA4*,  ΔnkuA::argB; 
veA1, riboB2, ΔflbD::riboBAf 

 

(Garzia et al., 2010) 

BD375 pyrG89; argB2; pyroA4, ∆nkuA::argB; veA1, 
flbD::HA3x::pyrGAf 

Dr. Garzia 

BD376  
 

pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1, 
ΔbrlA::pyrGAf 

Dr. Garzia, (Oiartzabal-
Arano et al., 2015) 

MAD2666 argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1 (Markina-Inarrairaegui et 
al., 2011) 
Cepa construida 
mediante  la 
transformación del 
fragmento pyrGAf en el 
locus pyrG de la cepa 
MAD1425 (pyrG89). 

BD388 pyrG89; gfp::flbB, inoB2, pyroA4; 
hhoA::mCh::pyroA; veA1 

Dr. Etxebeste, (Herrero-
Garcia et al., 2015) 

BD407 pyrG89; argB2; flbB(K67A;R68A)::gfp::pyrGAf, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; veA1 

Este estudio, (Herrero-
Garcia et al., 2015) 

BD429 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; 
ΔgmcA::pyrGAf; veA1 

(Etxebeste et al., 2012) 
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BD455 pyrG89; argB2; gfp::flbB(K67A;R68A), pyroA4, 
ΔnkuA::argB; veA1 

Este estudio, (Herrero-
Garcia et al., 2015) 

BD549 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB;  
ΔAn8910::pyrGAf; veA1 

Este estudio 

BD551 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22,  pyroA4, 
ΔnkuA::argB; Δ8910::pyrGAf; veA1, riboB2 

Este estudio 

BD552 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; 
ΔAn2578::pyrGAf;  veA1    

Este estudio 

BD554 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22,  pyroA4, 
ΔnkuA::argB; ΔAn2578::pyrGAf; veA1, riboB2 

Este estudio 

BD557 pyrG89; ΔdbaA::pyrGAf; argB2,  pyroA4, 
ΔnkuA::argB; veA1 

Este estudio 

BD558 
 

pyrG89; ΔdbaA::pyrGAf; argB2; ΔflbB::riboBAf, 
pabaB22, pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1, riboB2 

Este estudio, (Oiartzabal-
Arano et al., 2015) 

BD565 pyrG89; ΔdbaG::pyrGAf; argB2;  pyroA4, 
ΔnkuA::argB; veA1 

Este estudio 

BD567 
 

pyrG89; ΔdbaG::pyrGAf; argB2; ΔflbB::riboBAf, 
pabaB22,  pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1, riboB2 

Este estudio, (Oiartzabal-
Arano et al., 2015) 

BD570 pyrG89; ΔcipB::pyrGAf; argB2;  pyroA4, 
ΔnkuA::argB; veA1 

Este estudio 

BD571 pyrG89; ΔcipB::pyrGAf; argB2; ΔflbB::riboBAf, 
pabaB22,  pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1, riboB2 

Este estudio, (Oiartzabal-
Arano et al., 2015) 

BD614 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; Δ(An2030- 
An2038)::pyrGAf; veA1 

Este estudio, (Oiartzabal-
Arano et al., 2015) 

BD636 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22,  
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(K67A;R68A)]1x::pyroA*, 
ΔnkuA::argB; veA1, riboB2 

Este estudio, (Herrero-
Garcia et al., 2015) 

BD679 pyrG89; argB2, ∆urdA::pyrGAf; pyroA4, 
∆nkuA::argB; veA1 

Este estudio, (Oiartzabal-
Arano et al., 2015) 

BD682 pyrG89; argB2, ∆urdA::pyrGAf; ∆flbB::riboBAf, 
pabaB22, pyroA4, ∆nkuA::argB; veA1, riboB2 

Este estudio, (Oiartzabal-
Arano et al., 2015) 

BD699 
 

pyrG89; argB2; flbB::gfp::pyrGAf, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; hhoA::mCh::pyroA; veA1 

Dr. Etxebeste, (Herrero-
Garcia et al., 2015) 

BD702 pyrG89; argB2; flbB(K67A;R68A)::gfp::pyrGAf, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; hhoA::mCh::pyroA; veA1 

Este estudio, (Herrero-
Garcia et al., 2015) 
 

BD705 pyrG89; argB2; gfp::flbB(K67A;R68A), pyroA4,  
ΔnkuA::argB; hhoA::mCh::pyroA; veA1 

Este estudio, (Herrero-
Garcia et al., 2015) 
 

BD717 
 

pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; hhoA::mrfp::pyrGAf; veA1, riboB2 

Dr. Etxebeste, (Herrero-
Garcia et al., 2015) 
 

BD719 pyrG8; argB2;  ΔflbB::riboBAf; pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(K67A;R68A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; hhoA::mrfp::pyrGAf; veA1, riboB2 

Este estudio, (Herrero-
Garcia et al., 2015) 
 

BD789 pyrG89; argB2, urdA::gfp::pyrGAf; pyroA4,  
ΔnkuA::argB; veA1  

Este estudio 

BD792 pyrG89; argB2, urdA::gfp::pyrGAf; ΔflbB::riboBAf, 
pabaB22, pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1, riboB2  

 

Este estudio 

BD796 pyrG89; ΔdbaD::pyrGAf; argB2; pyroA4, Este estudio, (Oiartzabal-
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ΔnkuA::argB; veA1 Arano et al., 2015) 

BD798 pyrG89; ΔdbaD::pyrGAf; argB2; ΔflbB::riboBAf, 
pabaB22, pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1, riboB2 

Este estudio, (Oiartzabal-
Arano et al., 2015) 

BD801 pyrG89; ΔdbaI::pyrGAf; argB2; pyroA4, 
ΔnkuA::argB; veA1 

Este estudio, (Oiartzabal-
Arano et al., 2015) 

BD804 pyrG89; ΔdbaI::pyrGAf; argB2; ΔflbB::riboBAf, 
pabaB22,  pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1, riboB2 

Este estudio, (Oiartzabal-
Arano et al., 2015) 

BD808 pyrG89; argB; flbB::gfp::pyrGAf, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; kapA31; veA1 

Dr. Etxebeste 

BD836 pyrG89; argB2, urdA+
(recomp.); pyroA4, ∆nkuA::argB; 

veA1 
(Oiartzabal-Arano et al., 
2015) 

BD845  pyrG8; argB2; flbB::gfp::pyrGAf, pabaB22, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; hhoA::mCh::pyroA; veA1, riboB2, 
ΔflbD::riboBAf 

Este estudio 

BD852 pyrG89; argB2; flbB::gfp::pyrGAf, pabaB22,  
pyroA+::[alcA(p)::flbD]::pyroA4*,  ΔnkuA::argB; 
veA1, riboB2, ΔflbD::riboBAf 

 

Este estudio 

BD914 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1, 
flbDp::gpdAmini::flbD::gfp::pyrGAf 

Este estudio 

MAD1425 
 

pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1 (Nayak et al., 2006) 

MAD1545  pyrG89; argB2;  pyroA4, ΔnkuA::argB, kapA31; 
veA1 

(Araujo-Bazan et al., 
2009) 

Tabla 2.1: Cepas de A. nidulans utilizadas durante la realización de esta tesis doctoral. 

1.2. Oligonucleótidos. 

Los oligonucleótidos utilizados son los siguientes (Tabla 2.2): 

Nombre Secuencia (5’-3’) Objetivo 
FOR.An0676 CCAATGCGGCAATAACGTTG Cuantificación Real-Time 

PCR de la expresión de 
mipA 

REV.An0676 CCTCCAAGTTTCCATCCTGAC Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
mipA 

PRB.An0676 ATTCCGTGCTCGAGACATAGCTGTTG Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
mipA 

2030‐GSP3 TAAAATTTAGTACGGCTGAGGGGAAACC Obtención cepa 
Δ(An2030-
An2038)::pyrGAf 

2030‐GSP4 GCTTTGGGCAGACGACCTCG Obtención cepa 
Δ(An2030-
An2038)::pyrGAf 

2030‐SMP1 GGTTTCCCCTCAGCCGTACTAAATTTTAACCGG
TCGCCTCAAACAATGCTCT 

Obtención cepa 
Δ(An2030-
An2038)::pyrGAf 

2038‐GFP2 CCAGCTTTGATCAGTTCCATTCATCGTATCAAC Obtención cepa 
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GTCTGAGAGGAGGCACTGATGCG Δ(An2030-
An2038)::pyrGAf 

2038‐PP2 GTTGATACGATGAATGGAACTGATCAAAGCTG
G 

Obtención cepa 
Δ(An2030-
An2038)::pyrGAf 

2038‐PP1 CAGGTCCTGTTCAGAACGCAGCC Obtención cepa 
Δ(An2030-
An2038)::pyrGAf 

An2578-PP1 GTGCCTAGGACTCAAACATGTTTGCC Obtención cepa 
ΔAn2578::pyrGAf 

An2578-PP2 CATTGTGAGTCTCGAGATTGTATAAATGATTGA
AGTCTAAGC 

Obtención cepa 
ΔAn2578::pyrGAf  

An2578-GSP3 TAAAAATACGTGGCTTCTGCTGATAGAGGG Obtención cepa 
ΔAn2578::pyrGAf  

An2578-GSP4 GCTGTCAGCCTCATTGCGACCC Obtención cepa 
ΔAn2578::pyrGAf  

An2578-SMP1 GCTTAGACTTCAATCATTTATACAATCTCGAGA
CTCACAATGACCGGTCGCCTCAAACAATGCTCT 

Obtención cepa 
ΔAn2578::pyrGAf  

An2578-GFP2 CCCTCTATCAGCAGAAGCCACGTATTTTTAGTC
TGAGAGGAGGCACTGATGCG 

Obtención cepa 
ΔAn2578::pyrGAf  

4394‐PP1 GAGAGTTTACCCATGCAGCGAGCTCCG Obtención cepa 
∆urdA::pyrGAf 

4394‐PP2 CATTGCGTCGATAAAGAGTCGATGTTTCTCTGT
CTCTGTAGC 

Obtención cepa 
∆urdA::pyrGAf  

4394‐SMP1 GCTACAGAGACAGAGAAACATCGACTCTTTAT
CGACGCAATGACCGGTCGCCTCAAACAATGCT
CT 

Obtención cepa 
∆urdA::pyrGAf  

4394‐GFP2 GCTGCCGTCTCACCATGCTCTTGGCTAGTCTGA
GAGGAGGCACTGATGCG 

Obtención cepa 
∆urdA::pyrGAf  

4394‐GSP3 TAGCCAAGAGCATGGTGAGACGGCAGC Obtención cepa 
∆urdA::pyrGAf  

4394‐GSP4 GCAACGGATCGACGAAGGAGGGC Obtención cepa 
∆urdA::pyrGAf  

An4394Up GGCCTCTGCAGCAGTGTGG Generación sonda urdA  
para hibridación 
Northern-blot 

An4394Dw GAAAGATAGCGGTCGTGAAGCTGC Generación sonda urdA 
para hibridación 
Northern-blot 

FOR.An6542 AGTTGCTGCTCTCGTTATCG Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
actA 

REV.An6542 CTTCTGACCCATACCGATCATG Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
actA 

PRB.An6542 TGCCGTCTTCCCCTCCATTGTC Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
actA 

An7895‐PP1 GTGAGCCAACCTTTGTAAAGAGCAACGG Obtención cepa 
ΔcipB::pyrGAf 

An7895‐PP2 CATATAAAGGCGGTTCTGGGAGAAGTATATCG Obtención cepa 
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AGG ΔcipB::pyrGAf  

An7895‐GSP3 TGATTGTCTCACCTGTGGACCTGC Obtención cepa 
ΔcipB::pyrGAf  

An7895‐GSP4 GAGGGTGCTAAGTTCATGGCAGACG Obtención cepa 
ΔcipB::pyrGAf  

An7895‐SMP1 CCTCGATATACTTCTCCCAGAACCGCCTTTATAT
GACCGGTCGCCTCAAACAATGCTCT 

Obtención cepa 
ΔcipB::pyrGAf  

An7895‐GFP2 GCAGGTCCACAGGTGAGACAATCAGTCTGAGA
GGAGGCACTGATGCG 

Obtención cepa 
ΔcipB::pyrGAf  

FOR.An7895 CAAGGCAATCTACGAGGACTAC Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
An7895 

REV.An7895 TCTCTAATCCCTTCCCAGCC Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
An7895 

PRB.An7895 TCGTTCATCCCTGCCCCTGTC 
 

Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
An7895 

An7895cDNAForw CCTCGATATACTTCTCCCAGAACCGC Secuenciación de cipB 
para diseño de ensayo 
qPCR 

An7895cDNARev GAAGGCCTATACTAGCAGGTCCACAGG Secuenciación de cipB 
para diseño de ensayo 
qPCR  

CipB-Fw CGCAAGCCTTTTCTTCGCAGC Generación sonda cipB 
para hibridación 
Northern-blot 

CipB-Rev CTCTCTAATCCCTTCCCAGCCACG Generación sonda cipB 
para hibridación 
Northern-blot 

An7896‐PP1 GCTATGGGAAATGTGCAATCCAGG Obtención cepa 
ΔdbaA::pyrGAf 

An7896‐PP2 CATCGTCTAGCTGGGGTTCCTGAATC 
 

Obtención cepa 
ΔdbaA::pyrGAf  

An7896‐GSP3 TAGAAATTAAGACGGCCTTTTTCCTTTCTTG Obtención cepa 
ΔdbaA::pyrGAf  

An7896‐GSP4 GGCATTGACGGTCCACTGGG Obtención cepa 
ΔdbaA::pyrGAf  

An7896‐SMP1 CGATTCAGGAACCCCAGCTAGACGATGACCGG
TCGCCTCAAACAATGCTCT 

Obtención cepa 
ΔdbaA::pyrGAf  

An7896‐GFP2 CAAGAAAGGAAAAAGGCCGTCTTAATTTCTAG
TCTGAGAGGAGGCACTGATGCG 

Obtención cepa 
ΔdbaA::pyrGAf  

FOR.An7896 GCAGGAAATTGTGGACTTGAC Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
An7896 

REV.An7896 AAAGAGGAATGGGCGTTAGAG Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
An7896 

PRB.An7896 TGCACCTTCAACGAGTTCAAATGCGATA Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
An7896 
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An7896cDNAForw CGATTCAGGAACCCCAGCTAGACG Secuenciación de dbaA 
para diseño de ensayo 
qPCR 

An7896cDNARev CATTTAACAAGAAAGGAAAAAGGCCGTC Secuenciación de dbaA 
para diseño de ensayo 
qPCR 

An7896ForwardII CCCGTTGAACTGACAATGCCG Secuenciación de dbaA 
para diseño de ensayo 
qPCR 

An7898‐PP1* CAAAGGGTGCCTCGGCATAGACG Obtención cepa 
ΔdbaD::pyrGAf 

An7898‐PP2 CATGTTGACCGTGGTGTATTTTGAGAAGTCG Obtención cepa 
ΔdbaD::pyrGAf 

An7898‐GSP3 TGATCGAGTGTTTAATGGAAAAAGTTCATATTG
ATTTCGC 

Obtención cepa 
ΔdbaD::pyrGAf 

An7898‐GSP4* CCGCCGAATGTTCACCCATCG Obtención cepa 
ΔdbaD::pyrGAf 

An7898‐SMP1 CGACTTCTCAAAATACACCACGGTCAACATGAC
CGGTCGCCTCAAACAATGCTCT 

Obtención cepa 
ΔdbaD::pyrGAf 

An7898‐GFP2 GCGAAATCAATATGAACTTTTTCCATTAAACAC
TCGATCAGTCTGAGAGGAGGCACTGATGCG 

Obtención cepa 
ΔdbaD::pyrGAf 

An7898-Fw GACCTCCTGCCCCTCCTCC Generación sonda dbaD 
para hibridación 
Northern-blot  

An7898-Rv CCGAAGAAACCCGAGAGCAGC Generación sonda dbaD 
para hibridación 
Northern-blot 

An7901‐PP1 CTAGTCCTATAATCTCGTCCCTTCCCTTCG Obtención cepa 
ΔdbaG::pyrGAf 

An7901‐PP2 CATGGTGTCTGTGCCTGGC Obtención cepa 
ΔdbaG::pyrGAf 

An7901‐GSP3 TAGTCCAGCTGAATTAGCACTAACTTATATAGG
CTCC 

Obtención cepa 
ΔdbaG::pyrGAf 

An7901‐GSP4 CTTTGAGCAATCCCAGGGTTTCCG Obtención cepa 
ΔdbaG::pyrGAf 

An7901‐SMPyrG1 GCCAGGCACAGACACCATGACCGGTCGCCTCA
AACAATGCTCT 

Obtención cepa 
ΔdbaG::pyrGAf 

An7901‐GFP2 GGAGCCTATATAAGTTAGTGCTAATTCAGCTG
GACTAGTCTGAGAGGAGGCACTGATGCG 

Obtención cepa 
ΔdbaG::pyrGAf 

FOR.An7901 GCAGATCGAAAATAGTCCTTTGG Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
dbaG 

REV.An7901 ACCAGGGGAAGGGCTAATA Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
dbaG 

PRB.An7901 ACCGGATGGTGCAGAATAATGGAATGT Cuantificación Real-Time 
PCR de la expresión de 
dbaG 

An7901cDNAForw GTTTATCTCCGCGGGCTCC Secuenciación de dbaG 
para diseño de ensayo 
qPCR 
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An7901cDNARev GACTGCGATTCAGCAAGCG Secuenciación de dbaG 
para diseño de ensayo 
qPCR 

An7901ForwardII GGCGGCTATCTTGCAGATCG Secuenciación de dbaG 
para diseño de ensayo 
qPCR 

An7902‐PP1 GGGTGTTGGGCAGTGGGAAGC Obtención cepa 
ΔdbaH::pyrGAf 

An7902‐PP2 CATCGTAGGGATGATTTGGTAATTAATCG Obtención cepa 
ΔdbaH::pyrGAf 

An7902‐GSP3 TAGTGTTTGGTGTTGAAATATTATCAGAGGGTC
ATCG 

Obtención cepa 
ΔdbaH::pyrGAf 

An7902‐GSP4 CGAACCTATGGTCCACAGACTCGG Obtención cepa 
ΔdbaH::pyrGAf 

An7902‐SMP1 CGATTAATTACCAAATCATCCCTACGATGACCG
GTCGCCTCAAACAATGCTCT 

Obtención cepa 
ΔdbaH::pyrGAf 

An7902‐GFP2 CGATGACCCTCTGATAATATTTCAACACCAAAC
ACTAGTCTGAGAGGAGGCACTGATGCG 

Obtención cepa 
ΔdbaH::pyrGAf 

An7903‐PP1 CTTTTCGTCGCCGGTAGAGGTAGG Obtención cepa 
ΔdbaI::pyrGAf 

An7903‐PP2 CATTTTCCTGCCTGTTCTAGTGCG Obtención cepa 
ΔdbaI::pyrGAf 

An7903‐GSP3 TGATGTCCTTTACCTCAGCTTTTGTTTGC Obtención cepa 
ΔdbaI::pyrGAf 

An7903‐GSP4 GTCACCCACAAGGCCTGTTCC Obtención cepa 
ΔdbaI::pyrGAf 

An7903‐SMP1 CGCACTAGAACAGGCAGGAAAATGACCGGTC
GCCTCAAACAATGCTCT 

Obtención cepa 
ΔdbaI::pyrGAf 

An7903‐GFP2 GCAAACAAAAGCTGAGGTAAAGGACATCAGTC
TGAGAGGAGGCACTGATGCG 

Obtención cepa 
ΔdbaI::pyrGAf 

An8910-PP1 GAGGACTTCGGCGTATGAGCTCC Obtención cepa 
ΔAn8910::pyrGAf 

An8910-PP2 CATGATAATGTTTACTTGCAGTGCAGGATACGC Obtención cepa 
ΔAn8910::pyrGAf 

An8910-SMP1 GCGTATCCTGCACTGCAAGTAAACATTATCATG
ACCGGTCGCCTCAAACAATGCTCT 

Obtención cepa 
ΔAn8910::pyrGAf 

An8910-GFP2 GGACATCGTAGACGCAGAGATGCTCAGTCTGA
GAGGAGGCACTGATGCG 

Obtención cepa 
ΔAn8910::pyrGAf 

An8910-GSP3 TGAGCATCTCTGCGTCTACGATGTCC Obtención cepa 
ΔAn8910::pyrGAf 

An8910-GSP4 CAACCATGCTATCCTCTGCAGTGATCCC Obtención cepa 
ΔAn8910::pyrGAf 

brlAprobe sens. CCATGCAGATCAGCCCTC Generación sonda brlA  
para hibridación 
Northern-blot 

brlAprobe antis. CGGAATTCGTAAACTGAACGGTGCTCTGG Generación sonda brlA 
para hibridación 
Northern-blot 

GST‐FlbB1 CGGGATCCATGACTTCGATCAGTAGTAGGC Generación sonda flbB 
para hibridación 
Northern-blot 
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GST‐FlbB2 CGGAATTCCTGTCAGGTCATGAATACATCG Generación sonda flbB 
para hibridación 
Northern-blot 

NsdD-Fw GGATCATCTCCCCGCTATTGG Generación sonda nsdD 
para hibridación 
Northern-blot 

NsdD-Rv GGTGCCCGAAGGAACCTGTAACC Generación sonda nsdD 
para hibridación 
Northern-blot 

hhoA-GSP5 CTACAGTTGAGCCTATGCACAAG Construcción de 
hhoA::mCh/mRFP::pyroA

Af 
(cortesía del Dr. Eduardo 
Espeso) 

hhoA-GSP6 GGCCTTCTTGTTCTTAGCAGTC Construcción de 
hhoA::mCh/mRFP::pyroA

Af 
(cortesía del Dr. Eduardo 
Espeso) 

hhoA-GSP3 ACAGGCAGCCTGGCTTGG Construcción de 
hhoA::mCh/mRFP::pyroA

Af 
(cortesía del Dr. Eduardo 
Espeso) 

hhoA-GSP4 GCAACAGTCGACAGCACAGC Construcción de 
hhoA::mCh/mRFP::pyroA

Af 
(cortesía del Dr. Eduardo 
Espeso) 

hhoA-GSP3´ CCAAGCCAGGCTGCCTGTCTGTCTGAGAGGAG
GCACTGATGC 

Construcción de 
hhoA::mCh/mRFP::pyroA

Af 
(cortesía del Dr. Eduardo 
Espeso) 

hhoA-GSP6´ GACTGCTAAGAACAAGAAGGCCGGAGCTGGT
GCAGGCGCTGGAGCC 

Construcción de 
hhoA::mCh/mRFP::pyroA

Af 
(cortesía del Dr. Eduardo 
Espeso) 

flbB-NLS(+1) GGGCAACCTGCCGCAGCAAGAGGACCAAAAC
CC 

Inserción de mutaciones 
(K67A;R68A) en señal de  
localización nuclear 
(NLS). 

flbB-NLS(-1) GGGTTTTGGTCCTCTTGCTGCGGCAGGTTGCCC Inserción de mutaciones 
(K67A;R68A) en señal de 
localización nuclear 
(NLS). 

urdA gfp GSP1 GTGTTGCCACCTGCTGTCTCTCCTCC Obtención cepa 
urdA::GFP::pyrGAf 

urdA gfp GSP2 TGGCGATTGAATGAAAGATAGCGGTCG Obtención cepa 
urdA::GFP::pyrGAf 

urdA gfp GFP1 CGACCGCTATCTTTCATTCAATCGCCAGGAGCT
GGTGCAGGCGCTGGAGCC 

Obtención cepa 
urdA::GFP::pyrGAf 

flbB-PP1 GTTTTCTGGTCCTCGGTCAACCGGTGG Obtención cepa 
GFP::flbB(K67A;R68A) 

flbB (Sek3)  GGCGCTGGAGGACAGGC Secuenciación de flbB  
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FlbB-GSP1 CCTCTTGTGGATGCACTCTGGAATGTGGGC Obtención cepa 
flbB::GFP::pyrGAf 

FlbB-GSP2 TGAATACATCGTCTCATCAGCATGCCGGGT Obtención cepa 
flbB::GFP::pyrGAf 

FlbB-GSP3 TGACCTGACAGCTCGCTTTTTTTCTGAGCTTTCT
AATGC 

Obención cepa  
flbB::GFP::pyrGAf 

FlbB-GSP4 GAAAGGTGCGTGGGTTCGAATCCCACC Obtención cepa  
flbB::GFP::pyrGAf 

FlbB-GFP1 TCCCGGCATGCTGATGAGACGATGTATTCAGG
AGCTGGTGCAGGCGCTGGAGCC 

Obtención cepa 
flbB::GFP::pyrGAf 

FlbB-GFP2 GCATTAGAAAGCTCAGAAAAAAAGCGAGCTGT
CAGGTCAGTCTGAGAGGAGGCACTGATGCG 

Obtención cepa 
flbB::GFP::pyrGAf 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG  Secuenciación de 
insertos cipB, dbaA y 
dbaG en plásmido pGEM-
T-easy 

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG Secuenciación de 
insertos cipB, dbaA y 
dbaG en plásmido pGEM-
T-easy 

Tabla 2.2: Lista de oligonucleótidos utilizados durante la realización de esta tesis doctoral. 

1.3. Plásmidos. 

1.3.1. Plásmidos utilizados para la expresión de proteínas en Eschericia coli. 

 pGEX-2T (Pharmacia): Se utilizó para la expresión en E. coli de la proteína Glutation S-

Transferasa (GST) (control) y fusiones de GST a la parte amino terminal de las 

proteínas. Este plásmido se utilizó como base para la generación de los plásmidos 

descritos a continuación. 

 pGEX-FlbB1-426: Plásmido que integra el cDNA completo de flbB para la expresión en 

E.coli de la fusión GST::FlbB (Herrero-Garcia et al., 2015).  

 pGEX-FlbB 67-140: Plásmido que integra la región del cDNA correspondiente al 

dominio bZIP de FlbB (Herrero-Garcia et al., 2015). 

 pGEX-FlbB 1-426(L104A; E105A): Construcción generada por Elixabet Perez-de-Nanclares-

Arregi que contiene una doble mutación (L104A; E105A) en la región definida como de 

dimerización (DIM) dentro del dominio bZIP de FlbB (Herrero-Garcia et al., 2015).  
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 pGEX-FlbB 1-426(N86A; R87A): Construcción generada por el Dr. Oier Etxebeste que 

contiene una doble mutación (N86A; R87A)  en la región definida como de unión a DNA 

(DBD) dentro del dominio bZIP de FlbB. 

 pGEX-FlbB 1-426(K67A; R68A): Construcción que incluye una doble mutación (K67A; R68A)  

en la señal de localización nuclear (NLS) (Herrero-Garcia et al., 2015). 

 pGEX-FlbB 1-426(C382A): Construcción que contiene una sustitución de la cisteína en la 

posición 382 de FlbB por una alanina (Herrero-Garcia et al., 2015). 

El plásmido pGEX-FlbB 1-426 fue generado por la Dra. Herrero-Garcia, y el plásmido pGEX-

FlbB 67-140 por el Dr. Oier Etxebeste. 

1.3.2.  Plásmidos utilizados en A. nidulans. 

 pBSK-pyroA*::GFP::FlbB 1-426: Plásmido construido por el Dr. Etxebeste (Herrero-

Garcia et al., 2015), el cual, se integra por recombinación en el locus pyroA. Su 

transformación en una cepa de genotipo pyroA4 genera dos copias del gen, una 

pyroA4 truncada y otra pyroA silvestre. Esta última confiere el fenotipo pyroA+.  

 pBSK-pyroA*::GFP::FlbB 1-426(K67A; R68A): Plásmido generado a partir del anterior y que 

contiene la doble mutación (K67A;R68A). Fue generado con los oligonucleótidos flbB-

NLS(+1) y flbB-NLS(-1) (ver Tabla 2.2) mediante el protocolo descrito en la sección 5.2 

de este capítulo. 

 pgpdAmini::GFP::FlbB 1-426-pyroA*: Plásmido con la secuencia correspondiente a la 

quimera GFP::FlbB bajo el promotor constitutivo gpdAmini (Pantazopoulou y Penalva, 

2009). Este plásmido, generado por la Dra. Herrero-Garcia (Herrero-Garcia et al., 

2015), se integra por recombinación en el locus pyroA.   

 pgpdAmini::GFP::FlbB 1-426(K67A; R68A)-pyroA*: Plásmido construido a partir del molde 

anterior y que contiene la doble sustitución (K67A; R68A). Fue  generado utilizando los 

oligonucleótidos flbB-NLS(+1) y flbB-NLS(-1) (ver Tabla 2.2), siguiendo el protocolo del 

apartado 5.2. 
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1.3.3. Plásmidos utilizados en secuenciaciones de DNA.  

A través de la comparación entre la secuencia genómica de un gen y su cDNA, el objetivo 

fue confirmar la correcta anotación de las secuencias codificantes de aquellos genes cuya 

expresión se pretendía analizar por qPCR (ver apartado 5.7) y poder diseñar as í las 

correspondientes sondas y oligonucleótidos.  

 pGEM-An7895cDNA: Una muestra de RNA total extraída a partir de una cepa ∆flbB 6 h 

después de inducir la conidiación fue el molde para amplificar el cDNA del gen An7895 

con los oligonucleótidos An7895cDNAForw y An7895cDNARev. Este fondo genético y 

las condiciones de extracción de RNA (apartado 5.4)  garantizaban la presencia del 

tránscrito correspondiente, en base a los resultados de RNA-seq de los que se 

disponía. Para la amplificación se utilizó el kit One Step SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit 

II (Takara). Posteriormente, el cDNA se ligó en el plásmido pGEM-T-easy (Promega) y 

se secuenció utilizando los oligonucleótidos T7 y SP6. Por otro lado, la amplificación 

por PCR a partir del DNA genómico (gDNA) de la cepa BD1 dio como resultado un 

fragmento de igual tamaño al producto amplificado a partir de la muestra de RNA, 

confirmando la ausencia de intrones previamente establecida en el experimento de 

secuenciación masiva de RNA. Por todo ello, no se realizó la secuenciación de dicho 

fragmento de DNA proveniente del gDNA.  

 pGEM-An7896cDNA y pGEM-An7896DNA: A partir de la misma muestra de RNA y 

utilizando los oligonucleótidos An7896cDNAForw y An7896cDNARev, se amplificó el 

cDNA del gen An7896. En paralelo, y a partir de una muestra de gDNA de la cepa BD1, 

se amplificó la secuencia genómica correspondiente que tenía un tamaño mayor.  

Ambos se introdujeron en plásmidos pGEM-T-easy para ser secuenciados con los 

oligonucleótidos T7, SP6 y An7896ForwardII.  

 pGEM-An7901cDNA y pGEM-An7901DNA: Los oligonucleótidos An7901cDNAForw y 

An7901cDNARev se emplearon para analizar la secuencia codificante del gen An7901. 
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Los oligonucleótidos utilizados para secuenciar el inserto fueron T7, SP6 y 

An7901ForwardII. 

2.- Condiciones y medios de cultivo para A. nidulans.  

Las cepas de A. nidulans se cultivaron siguiendo los protocolos estandarizados del 

Laboratorio de Bioquímica II (Pontecorvo et al., 1953). La composición de los medios se 

describe en la Tabla 2.4. De forma generalizada, se utilizaron medio mínimo (MMA) o medio 

completo (MCA; MMA + 5 g/L extracto de levadura) con D-glucosa (2% p/v) y tartrato de 

amonio (5 mM) como fuentes de carbono y nitrógeno, respectivamente, y los suplementos 

adecuados para cada cepa (ver Tabla 2.3). Sin embargo, en casos específicos que serán 

adecuadamente indicados se utilizaron sacarosa (1 M), etanol (1% (v/v)) o treonina (100 mM), 

y NaNO3 (70 mM) como fuentes de carbono y nitrógeno alternativos. Los cultivos se incubaron 

preferentemente a 37°C y en casos específicos a 25 o 30°C.  

El desarrollo asexual se indujo a través de un procedimiento inicialmente descrito por 

(Law y Timberlake, 1980) y (Aguirre, 1993). 106 conidios/mL se cultivaron a 37°C durante 18 h y 

200 rpm en MMA con los nutrientes necesarios. Tras este periodo, se filtraron a vacío alícuotas 

de 15 mL sobre membranas de nitrocelulosa (dp = 0,45µm; diámetro membrana = 47mm; 

Scharlab). Las membranas se depositaron en placas de MMA sólido suplementado con los 

nutrientes requeridos, las cuales fueron cultivadas durante 6, 12, 24 y 48 h. 
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Disoluciones 
(Esteril izadas en autoclave a 110°C durante 20 

 min). 

Preparación (por litro) 

Disolución de elementos traza (1000x) 22.0 g ZnSO4.7H2O;  
11.0 g H3BO3; 
5.0 g MnCl2.4H2O; 
5.0 g FeSO4.2H2O; 
1.6 g CoCl2.6H2O; 
1.6 g CuSO4.5H2O; 
1.1 g (NH4)6Mo7O24.4H2O; 
50.0  g Na2EDTA; 
Ajustar el pH a 6.8 con KOH. 

Disolución de sales y elementos traza (50x) 26.0 g de KCl;    
26.0 g de MgSO4.7H2O; 
76.0 g de KH2PO4; 
50 mL de solución de elementos traza. 

Disolución de glucosa (10x) 200.0 g glucosa. 

Disolución de sacarosa (10x)   300.0 g sacarosa. 
Disolución de tartrato amónico (100x)  92.0 g tartrato amónico. 

Disolución de MgSO4 (20x) 10.4 g MgSO4.7H2O. 

Disolución de treonina (10x) 
(Utilizado en la  inducción de alcA(p) en 
medio líquido). 

120.0 g treonina (1000mM). 

NaH2PO4 5M 599.9 g NaH2PO4. 

Suplementos Preparación (por litro) 
Biotina (10 000x) 0.1 g biotina. 

Ácido p-aminobenzoico (PABA) (1000x) 2.0 g ácido p-aminobenzoico. Esterilizado por 
autoclave. 

Piridoxina (vitamina B6) (1000x) 0.5 g piridoxina. Esterilizado por filtración. 

Inositol (100x) 12.0 g inositol. Esterilizado por autoclave. 
Uracilo y uridina Pesados en el momento de añadir al medio: 

0.56 mg/mL de uracilo y 1.22 mg/mL de 
uridina en el medio. 

Tabla 2.3: Disoluciones y suplementos de partida utilizados. 
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Medios de cultivo (Esterilizados en autoclave 
a 110°C durante 20 min). 

Preparación (por litro) 

Medio mínimo con tartrato amónico (MMA) 20 mL de solución de sales y elementos traza; 
Ajustar el pH a 6.8 con NaOH; 
15.0 g agar (sólo para medio sólido); 
Esterilizado en autoclave; 
Añadir 100 mL solución de glucosa; 
Añadir 10 mL de solución de tartrato 
amónico. 

Medio completo sólido (MCA)  MMA + 5.0 g extracto levadura 
Medio mínimo con nitrato (MMA-nitrato) 6.0 g NaNO3; 

1.5 g KH2PO4 
0.5 g KCl; 
15.0 g agar (sólo para medio sólido); 
1.0 mL elementos traza; 
Ajustar el pH a 6.8; 
Esterilizado en autoclave; 
Añadir 100 mL solución de glucosa; 
Añadir 50 mL de solución de MgSO4. 

Medio de regeneración (MMR) 
Medio de regeneración TOP (MMR-TOP) 

20 mL de solución de sales y elementos traza; 
342.0 g sacarosa (1 M); 
Ajustar el pH a 6.8 con NaOH; 
15.0 g agar (6.0 g para MMR-TOP); 
Esterilizado en autoclave; 
Añadir 100 mL solución de glucosa; 
Añadir 10 mL de solución de tartrato 
amónico. 

Medio de Fermentación (MFA) 20 mL solución de sales y elementos traza; 
25.0 g Corn Steep Liquor (CSL; Sigma-Aldrich); 
Ajustar el pH a 6.8 con NaOH; 
Esterilizado en autoclave; 
Añadir 100 mL solución de sacarosa; 
Añadir 10 mL de solución de tartrato 
amónico. 

Medio inductor del promotor de la alcohol 
deshidrogenasa, alcA(p) (MMT + 5Y) 
(Medio sólido) 

20 mL de solución de sales y elementos traza; 
12.0 g treonina (100mM); 
5.0 g extracto de levadura; 
Ajustar el pH a 6.8 con NaOH; 
15.0 g agar; 
Esterilizado en autoclave; 
Añadir 10 mL de solución de tartrato 
amónico. 

Watch Minimal Medium (WMM)  1 mL de elementos traza (1/1000); 
0.5 g KCl (17 mM); 
0.5 g MgSO4·7H2O (5 mM); 
Ajustar el pH a 6.8 con NaOH;  
Esterilizado en autoclave; 
Añadir 5 mL NaH2PO4 5 M  (25 mM) + 5 mL 
solución de glucosa (0.1%) + 10 mL de 
solución de tartrato amónico (5 mM). 

Tabla 2.4: Medios de cultivo para cepas de A. nidulans. 
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La sobreexpresión de genes bajo promotor alcA se indujo utilizando treonina (100mM) 

o etanol (1% (v/v)) como fuentes de carbono, mientras que se inhibió utilizando D-glucosa (2% 

(p/v)). Para la inducción en medio líquido, como se describe a continuación, se combinó el 

método de crecimiento estándar utilizado en el Laboratorio de Bioquímica II con el protocolo 

descrito en (Wieser y Adams, 1995). Las cepas primero se cultivaron a 37°C (106 conidios/mL) 

durante 18 h en MMA con glucosa. Tras este periodo, los micelios de las cepas se recogieron 

por filtración, se lavaron con MMA que contenía la fuente de carbono inductora y se cultivaron 

en este medio inductor durante 22 h. La morfología del micelio y la generación de conidióforos 

fueron analizadas utilizando un microscopio Optiphot (Nikon), en modo de contraste de  fases y 

tomando las imágenes con una cámara Nikon FX-35DX. 

Los análisis fenotípicos en condiciones de estrés se llevaron a cabo añadiendo NaH2PO4 

(0.5 M), sacarosa (1 M), sorbitol (1.2 M), NaCl (0.8 M) o cicloheximida (20 μg/mL de medio).  

3.- Recuento de conidios y cleistotecios. 

El recuento de conidiosporas (conidios/cm2) se realizó según el método descrito por 

(Etxebeste et al., 2012). Las cepas en MMA sólido se cultivaron a 37°C durante 72 h. Después 

se midió el diámetro de las colonias, se recogieron los conidios, se cuantificó el número total y 

se dividió por el área de la colonia, obteniendo el número de conidios por cm 2.  

El recuento de cleistotecios se realizó siguiendo el protocolo descrito por (Herrero-

Garcia, 2013), el cual está basado a su vez en el método desarrollado por (Baidya et al., 2011). 

Después de cultivar las cepas en MMA sólido a 37°C durante 156 h, se recogieron discos de 8 

mm de diámetro de cada placa y se pulverizó etanol (70%) sobre la superficie del disco para 

eliminar los conidios y facilitar la visualización de cleistotecios. La cuantificación de los 

cleistotecios se realizó con una lupa binocular a 20x aumentos.  
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Los resultados proporcionados en ambos casos fueron los valores medios y error 

estándar de la media (sem, por sus siglas en inglés) obtenidos a partir de tres réplicas por cada 

cepa y condición analizada.  

4.- Transformación de protoplastos de A. nidulans. 

La obtención y posterior transformación de los protoplastos se realizó en base al 

método estándar del Laboratorio de Bioquímica II (Etxebeste, 2008), un protocolo modificado 

a partir del descrito por (Tilburn et al., 1983). La composición de todas las disoluciones 

requeridas en este protocolo se recoge en la Tabla 2.5. 

Solución Composición 
Solución 2 (50 mL) 
MgSO4.7H2O (1.2 M) 

14.9 g MgSO4.7H2O; 
1.8 mL Na2HPO4 (0.2 M); 
0.7 mL NaH2PO4 (0.2 M); 
Enrasada hasta 50 mL con agua destilada y 
esterilizada por filtración. 

Solución 5 (100 mL) 
Sorbitol (0.6 M) 
TrisHCl (0.1 M) 

10.9 g Sorbitol; 
10 mL TrisHCl (1 M, pH = 7.5); 
Enrasada con agua destilada hasta 100mL y 
esterilizada por autoclavado. 

Solución 6 (100 mL) 
Sorbitol (1 M) 
TrisHCl (0.01 M) 

18.22 g Sorbitol; 
1 mL TrisHCl (1 M, pH = 7.5); 
Enrasada con agua destilada hasta 100 mL y 
esterilizada por autoclavado. 

Solución 7 (100 mL) 
Sorbitol ( 1M) 
TrisHCl (0.01 M)  
CaCl2 (0.01 M) 

18.22 g Sorbitol; 
1 mL TrisHCl (1 M, pH = 7.5); 
1 mL CaCl2 (1 M) 
Enrasada con agua destilada hasta 100 mL y 
esterilizada por autoclavado. 

Solución 8 (50 mL) 
PEG (0.1 M) 
TrisHCl (0.01 M) 
CaCl2 (0.01 M) 

30.0 g PEG (polietilenglicol, PEG6000, Fluka); 
0.5 mL TrisHCl (1 M, pH = 7.5); 
0.5 mL CaCl2 (1M); 
Añadir 5 mL de agua destilada, fundir el PEG 
en el microondas y enrasar hasta 50 mL con 
agua destilada. Esterilizar por autoclavado. 

Tabla 2.5: Soluciones empleadas en la obtención y transformación de protoplastos de  A. 

nidulans. 
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La suspensión de conidiosporas de la cepa a transformar se inoculó en 300 mL de 

MMA líquido (106 conidios/mL) con las fuentes de carbono y nitrógeno estándar y los 

suplementos necesarios. El micelio se cultivó durante 16 h a 30°C en agitación (200 rpm) y se 

recolectó por filtración utilizando Miracloth estéril (EMD Millipore). A una muestra de 1.5-2.0 g 

de micelio húmedo se le añadieron 10 mL de Solución 2 y, tras mezclar, 300 mg/g de 

Glucanex® (Novozymes), una enzima lítica de la pared celular utilizada para obtener 

protoplastos. La mezcla se incubó en un matraz Erlenmeyer de 100 mL a 30°C y 110 rpm hasta 

que se observó la aparición de abundantes protoplastos libres (aproximadamente 90 min), tras 

lo cual, se procedió a su purificación y lavado. 

La mezcla de digestión se transfirió a un tubo de polipropileno de 50 mL, se diluyó a la 

mitad añadiendo Solución 2 y se dividió en dos tubos (10 mL/tubo). Posteriormente, a cada 

tubo se añadieron lentamente 10 mL de Solución 5, evitando que las dos soluciones se 

entremezclaran y formando así dos fases claramente diferenciadas. La solución bifásica se 

centrifugó durante 10 min a 4000 rpm y 4°C en una centrífuga Sorvall™ Biofuge primo R 

(Thermo Fisher Scientific) utilizando un rotor basculante (referencia: 75007591), tras lo cual se 

observó la banda de protoplastos generada en la interfase. Ésta fue recogida con una pipeta 

Pasteur estéril y transferida a otro tubo de 50 mL, donde se diluyó añadiendo Solución 6 en 

una relación de 2 volúmenes de Solución 6 por cada volumen de suspensión de protoplastos. 

Una segunda centrifugación en las mismas condiciones provocó la precipitación de los 

protoplastos, que fueron resuspendidos suavemente en 1 mL de solución 6 y transferidos a un 

tubo de 1.5 mL. Se lavaron mediante una centrifugación de 3 min a 4000 rpm, y finalmente se 

resuspendieron en la cantidad adecuada de solución 7 para obtener alrededor de 107 

protoplastos/mL.  

El proceso de transformación comenzó mezclando en un tubo de 50 mL, 50 µL de Solución 

8, el volumen correspondiente de DNA para la transformación (X µL) completado con Solución 
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7 hasta los 50 µL (50-X µL), y el volumen de la suspensión de protoplastos equivalente a 

alrededor de 2.106 protoplastos. Tras 20 min a 0°C, se añadió 1 mL de Solución 8 y se incubó a 

temperatura ambiente durante 5 min. Después se añadieron 3-5 mL de Solución 7 y alrededor 

de 15 mL medio MMR-TOP (mismo procedimiento de preparación que el MMR únicamente 

cambia la concentración de agar que en este caso es 6 g/L de agar) precalentado a 50°C. 

Finalmente, se mezcló y se repartió todo el volumen sobre la superficie de 3 placas de MMR 

selectivo, es decir, placas sin el suplemento asociado al marcador de auxotrofía utilizado en la 

transformación. A modo de control, se siguió el mismo procedimiento con un tubo sin DNA.  El 

volumen de este control fue dividido entre una placa de MMR selectivo (control negativo; 

ausencia de colonias) y una placa de MMR no-selectivo (conteniendo el suplemento asociado 

al marcador de selección utilizado). En esta última placa debía observarse un céspe d. 

Cuando el DNA sintético no poseía marcador de selección se transformó con él una 

cepa en la que el gen diana había sido previamente reemplazado por pyrGAf (ver siguiente 

sección). La selección de los transformantes deficientes en la biosíntesis de pirimidinas se 

realizó utilizando la sensibilidad que produce un alelo silvestre pyrG frente al compuesto ácido 

5-fluororótico (5-FOA; Apollo Scientific). Así, las placas con medio selectivo contenían 2 mg/mL 

de 5-FOA y uridina/uracilo (ver Tabla 2.3), con el objetivo de permitir el crecimiento 

únicamente de aquellas colonias con fenotipo pyrG-, es decir, aquellas que supuestamente 

habían adquirido la construcción. 

5.- Aislamiento y manipulación de ácidos nucleicos.  

5.1. Construcción de mutantes nulos y etiquetado de genes de A. 

nidulans. 

Los fragmentos lineales de DNA para la generación de mutantes nulos y etiquetado de 

genes se obtuvieron a través de la técnica de la PCR de fusión (Yang et al., 2004), una técnica 
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estandarizada en el Laboratorio de Bioquímica II (Figura 2.1). En el primer caso, el fragmento 

sintético de DNA contenía el promotor (5’-UTR) y terminador (3’-UTR) del gen cuyo nulo se 

quería generar fusionados al marcador de auxotrofía. Para la construcción del etiquetado en el 

extremo C-terminal, el fragmento de DNA a transformar contenía la región 3´ del ORF, el 

epítopo más el marcador de selección y, por último, el terminador (3’-UTR).  

 

Figura 2.1. Esquema representativo de los procedimientos seguidos para la deleción de 
genes y el etiquetado en el extremo C-terminal. A) Generación de mutantes nulos. Cada uno 
de los fragmentos a fusionar se amplificó por separado. Por un lado, el promoto r y el 
terminador del gen que se quería delecionar se amplificaron mediante los oligonucleótidos 
PP1/PP2 y GSP3/GSP4, respectivamente, y el por otro lado, se amplificó el marcador de 
selección (en morado) mediante los oligonucleótidos SMP1/GFP2. Estos oligonucleótidos 
portaban, respectivamente, regiones complementarias al final del promotor y principio del 
terminador con los que posteriormente se fusionaría. El fragmento de fusión se generó 
utilizando los oligonucleótidos PP1/GSP4 y un doble suceso de recombinación homóloga en el 
locus diana permitió generar el alelo nulo, siendo el marcador de selección el que sustituyó el 
gen original (en azúl). B) Etiquetado en C-terminal. Por un lado, se amplificaron 
aproximadamente 1.5 kb del extremo 3’ del ORF (en azúl ) y el terminador del gen que se 
quería etiquetar mediante los oligonucleótidos GSP1/GSP2 y GSP3/GSP4, respectivamente, y 
por el otro lado, se amplificó el epítopo (TAG, en verde) junto con el marcador de selección (en 
morado) utilizando los oligonucleótidos GFP1/GFP2. Los siguientes pasos para la obtención del 

etiquetado en C-terminal fueron idénticos a los descritos para la generación del mutante nulo.  

 

5.2. Mutagénesis dirigida de FlbB.  

Para la generación de las cepas que expresaban las quimeras mutantes GFP::FlbB(K67A; 

R68A), FlbB::GFP(K67A; R68A) y gpdAmini::GFP::FlbB(K67A; R68A) se utilizó un protocolo estandarizado de 

mutagénesis previamente descrito por (Herrero-Garcia et al., 2015). En primer lugar, utilizando 

como molde los plásmidos pBSK-pyroA*::GFP::FlbB 1-426 (Figura 2.2A) o pgpdAmini::GFP::FlbB 
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1-426-pyroA4* (Figura 2.3), y los oligonucleótidos flbB-NLS(+1) y flbB-NLS(-1), se realizaron 

PCRs para introducir las mutaciones puntuales (K67A; R68A). Los oligonucleótidos, con una 

longitud de unos 30 pb cada uno y siendo complementarios entre sí, incluían las sustituciones 

nucleotídicas necesarias en su zona central. 

Finalizada la reacción, se confirmó la amplificación del molde mediante electroforesis 

de agarosa. Debido a la presencia en el producto de PCR de plásmidos mutantes, parentales 

(sin mutación) e híbridos (una cadena mutante y la otra parental), éste se digirió con la enzima 

de restricción DpnI, la cual, digiere el DNA metilado y hemimetilado (moléculas de molde e 

híbridas). Ello permitió el aislamiento de los plásmidos mutantes, los cuales, fueron utilizados 

para transformar E. coli. Tras la extracción plasmídica de un grupo de colonias bacterianas se 

confirmó la presencia de las mutaciones requeridas mediante secuenciación. Estos plásmidos 

fueron utilizados para generar las cepas arriba descritas del modo expuesto en la Figura 2.2 y 

2.3: 
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Figura 2.2. Procedimiento para la generación de los plásmidos y cepas que expresen bajo 
promotor nativo chimeras de GFP y FlbB con mutaciones puntuales en el dominio NLS. A) 
Construcción de la cepa GFP::FlbB(K67A; R68A). Se generó a partir de la transformación del 
fragmento flbBp::gfp::flbB(K67A; R68A)::3´- UTR en una cepa ΔflbB. El fragmento fue amplificado a 
partir del plásmido pBSK-pyroA*::GFP::FlbB(K67A; R68A) mediante los oligonucleótidos flbB-PP1 y 
flbB-GSP4. Debido a la falta de marcador genético, la selección de transformantes se realizó 
utilizando 5-FOA. B) Construcción de la cepa FlbB::GFP (K67A; R68A). Se generó a partir de la 
transformación con el fragmento flbB(K67A; R68A)::gfp::pyrGAfum::3´- UTR, previamente construido 
mediante la fusión de los siguientes tres fragmentos (i) uno de 1.5kb con la región 3’ del gen, 
amplificado con los oligonucleótidos flbB-GSP1 y flbB-GSP2 a partir del plásmido mutante 
pBSK-pyroA*::GFP::FlbB(K67A; R68A); (ii) gfp::pyrGAfum (oligonucleótidos flbB-GFP1 y flbB-GFP2) y 

(iii) la región 3´-UTR de flbB (oligonucleótidos flbB-GSP3 y flbB-GSP4) (Yang et al., 2004).  
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Figura 2.3. Construcción de la cepa gpdAmini::GFP::flbB(K67A;R68A). La cepa expresando la 
quimera GFP::FlbB(K67A; R68A) bajo promotor gpdAmin se generó a partir de la recombinación del 

plásmido mutante correspondiente en el locus pyroA de la cepa BD177 (ΔflbB). 

 

5.3. Extracción de DNA genómico de A. nidulans. 

La extracción de DNA se realizó siguiendo el método estandarizado descrito por 

(Herrero-Garcia, 2013). Primero se prepararon matraces Erlenmeyer de 100 mL con 30 mL de 

MMA suplementado con los nutrientes adecuados. El medio fue inoculado con una 

concentración final de 106 conidios/mL, e incubado a 37°C y 250 rpm durante 15 h. Tras ello, el 

micelio de cada cultivo se recolectó mediante filtración (Miracloth), y se liofilizó durante 15-18 

h (Cryodos; Telstar). Cada muestra de micelio liofilizado se pulverizó con una bola de acero 

inoxidable de 3.2 mm de diámetro (Next Advance) mediante un pulso de un minuto en el 

homogenizador (Mini-Beadbeater; Biospec). 

El micelio pulverizado fue resuspendido en 1mL de solución de lisis (25 mM Tris -HCl pH 

= 8.0, 0.25 M sacarosa y 20 mM EDTA). La suspensión se homogeneizó, se añadieron 100 μL de 

SDS 10% y el extracto fúngico se incubó durante 15 min a 65°C. Posteriorme nte, se le añadió 1 

mL de la mezcla fenol/SEVAG (fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1)) y se agitó 

vigorosamente durante 10 min para así eliminar proteínas y otros compuestos orgánicos. En 



Materiales y métodos. 

 

53 
 

ese momento, una centrifugación durante 5 min a 13 000 rpm permitió la separación de las 

fases acuosa y orgánica. La fase acuosa (fase superior) fue recogida y sometida nuevamente al 

mismo proceso con la mezcla fenol/SEVAG. En la nueva fase acuosa recogida, el gDNA se 

precipitó añadiendo 0.1 y 0.6 volúmenes de acetato sódico (3 M, pH = 6.0) e isopropanol, 

respectivamente. Se incubó 15 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 13 000 rpm 

durante 5 min para sedimentar el gDNA precipitado. El precipitado se lavó con 1 mL de etanol 

al 80% y tras una nueva centrifugación en las mismas condiciones, se secó y se resuspendió en 

300-500 μL de agua milli-Q autoclavada. Para eliminar la posible contaminación de RNA, cada 

muestra se incubó con 5 mg/mL de RNasa-A (Sigma-Aldrich) a 37°C durante 60 min y después, 

el gDNA se precipitó nuevamente con acetato sódico e isopropanol. Tras lavar nuevamente el 

gDNA sedimentado con 0.5 mL de una solución de etanol al 80% y secarlo, se resuspendió en 

100-200 µL de agua milli-Q, almacenándolo a -20°C hasta su utilización. 

5.4. Extracción de RNA total de A. nidulans para experimentos de 

Northern-blot. 

Para la extracción de RNA total se utilizó el protocolo estándar de l Laboratorio de 

Bioquímica II (Garzia, 2011). Las muestras cultivadas como se describe en el apartado 2 de este 

capítulo se congelaron y pulverizaron en mortero con nitrógeno líquido, evitando en todo 

momento su descongelación. Aproximadamente 150-200 mg de cada muestra pulverizada se 

transfirió a un tubo de 2 mL y se añadió 1 mL de solución TriReagent (Sigma-Aldrich) por tubo, 

humedeciendo toda la muestra. Después, las muestras se incubaron 5 min a temperatura 

ambiente, invirtiéndolas periódicamente. Se añadieron 0.2 mL de cloroformo por tubo y se 

dejaron reposar 3 min de nuevo a temperatura ambiente. Una vez concluido este periodo, las 

muestras se centrifugaron a 12 000 g y 4°C durante 15 min y se transfirieron las fases acuosas 

correspondientes a tubos nuevos de 2 mL, repitiéndose el proceso una segunda vez con 0.75 

mL de solución TriReagent. Tras transferir la nueva fase acuosa a tubos de 2 mL, se añadieron 
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0.5 mL de isopropanol y se incubó durante 10 min a temperatura ambiente. Su centrifugación 

a 12 000 g, durante 10 min a 4°C, precipitó el RNA. Posteriormente, se eliminó el sobrenadante 

por vacío y se añadió 1mL de una solución al 75% (v/v) de etanol/agua tratada con DEPC 

(Dietilpirocarbonato, Sigma-Aldrich) libre de RNasas. Se centrifugaron las muestras a 7500 g, 

durante 5 min a 4°C, y se volvió a eliminar el sobrenadante con vacío. Finalmente, se 

disolvieron las muestras en 80-150 µL de agua tratada con DEPC y se incubó durante 10-15 min 

a 55-60°C para disolver bien el precipitado. La medida de la absorbancia a 260 nm en el 

espectrofotómetro NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) permitió 

calcular la concentración de RNA total extraído de cada muestra, mientras que se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa para confirmar la integridad de las muestras de RNA. 

5.5. Experimentos de Southern-blot.  

El método que se describe a continuación (Garzia, 2011), en el que se utiliza el kit DIG 

High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II (Roche), fue modificado a partir del 

descrito por (Sambrook et al., 1989). El gDNA fue digerido con la enzima de restricción 

escogida y los diferentes productos de la digestión separados en un gel de agarosa (0.8% p/v). 

Tras ello, se expuso el gel bajo radiación UV (312 nm; TFX-20.M; Vilber Lourmat) durante 10 

min. Después, se desnaturalizó el DNA durante 45 min en solución desnaturalizante (1.5 M 

NaCl, 0.5 M NaOH) y neutralizó mediante dos baños de 30min en solución neutralizante (0.5 M 

Tris, 3 M NaCl, ajustado a pH = 7.5 con HCl). La desnaturalización permite que posteriormente 

las hebras de gDNA generen híbridos con la sonda. Se lavó el gel con solución 2xSSC (SSC 20X: 

3 M NaCl y 300 mM citrato trisódico, ajustado a pH = 7.0 con HCl) y finalmente se realizó la 

transferencia del DNA a una membrana de nylon cargada positivamente (Roche). Para ello se 

siguió el protocolo estandarizado de transferencia por capilaridad (Sambrook et al., 1989) 

utilizando la solución de transferencia SSC (20X).   

https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjvhpvF5-rKAhVMNxQKHfPIASAQFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.nanodrop.com%2Fproductnd2000coverview.aspx&usg=AFQjCNGbTFjRZFvnu2uBt4BqxooxFqLTYg
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Se fijó el DNA a la membrana tras dos exposiciones de 120 mJ a 254 nm (BLX-E254; 

Vilber Lourmat) y ésta se introdujo en un tubo de hibridación (Labnet). La pre -hibridación se 

realizó en solución Church a 42°C (para 200 mL: 2 g BSA, 400 µL EDTA 0.5 M, 70 mL SDS 20%, 

30 mL H2O, 100 mL (Na2HPO4 + NaH2PO4) 1 M pH7) (Church y Gilbert, 1984) y durante 2 h, para 

posteriormente proceder con la hibridación de una sonda específica de DNA marcada con 

digoxigenina-dUTP. Para la generación de la sonda, se utilizó alrededor de 1 μg de DNA diluido 

en 16 μL. Primero fue desnaturalizado a 95°C durante 10min y se dejó enfriar en hielo 5 min. 

Tras ello, se añadieron 4 μL de solución DIG-High Prime (Roche) y se incubó la mezcla a 37°C 

durante aproximadamente 16 h. La reacción fue inactivada añadiendo 2 μL de EDTA (0.2 M; pH 

= 8.0) y calentando a 65°C durante 10 min. Finalmente, 5 µL de la mezcla de la sonda fueron 

desnaturalizados a 95°C durante 5min y enfriados 1 min en hielo antes de añadirlos al tubo de 

hibridación. La hibridación con la sonda se realizó durante toda la noche a 42°C.   

Una vez transcurrido el tiempo de hibridación se efectuaron dos baños de 5 min a 

temperatura ambiente en SSC 2x y SDS 0.1%, seguidos de otros dos de 15 min a 65°C en SSC 

0.5x y SDS 0.1%. Finalmente, la membrana se lavó durante 5min en una solución de lavado (0.1 

M ácido maléico, 0.15 M NaCl y 0.3% tween 20 (Acros Organics), ajustada a pH = 7.5 con  

NaOH). Realizados los lavados, la membrana se incubó 30 min en solución bloqueante (stock 

10x en el kit de Roche diluido en una solución de ácido maléico: 0.1 M ácido maléico, 0.15 M 

NaCl y ajustada a pH = 7.5 con NaOH). Se repitió la incubación pero, en este caso, añadiendo 

anti-digoxigenina (75 mU/mL) a un volumen total de 20 mL de solución bloqueante (1x) para 

detectar los nucleótidos de la sonda marcados con la molécula esteroide DIG. Se limpió 

nuevamente durante 15 min dos veces en una solución de lavado y, tras ello, se equilibró la 

membrana durante 5min en solución de detección, compuesta por Trizma base (0.1 M, Sigma-

Aldrich) y NaCl (0.1 M), y ajustada a pH = 9.5 con HCl.  
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Para inducir la reacción luminiscente, la membrana se puso en contacto con el reactivo 

CSPD (Roche) durante 5 min, seguido de una incubación durante 10min a 37°C. Finalmente, se 

expuso la membrana para obtener los resultados (Chemidoc; Bio-Rad). 

5.6. Experimentos de Northern-blot.  

Se siguió el método descrito por (Garzia, 2011). Las muestras de RNA se separaron 

realizando una electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa (1.2%)/formaldehido. Para 

la preparación de un gel de 200 mL se fundieron 2.4 g de agarosa en 144 mL de agua tratada 

con DEPC, y se añadieron a continuación 20 mL de MOPS 10x (0.4 M MOPS, Sigma-Aldrich; 0.1 

M acetato sódico; 0.01 M EDTA). Finalmente, cuando la temperatura de la solución había 

bajado a 42-48°C, se añadieron 36 mL de formaldehido (36,5-38%, Sigma-Aldrich), dejando 

solidificar el gel.  

Las muestras se prepararon añadiendo el volumen correspondiente a 7 µg de RNA 

total (XµL) (apartado 5.4), completado hasta los 10 µL con agua tratada con DEPC, a una 

mezcla con 12.5 µL de N,N-dimetil formamida, 4 µL de formaldehido (36,5-38%), y 2.5 µL de 

MOPS (10x). Tras incubar las mezclas durante 10 min a 60°C, se les añadió tampón de carga, se 

cargaron en el gel y éste se resolvió a 10-30 V en solución MOPS (1x) durante 15-16 h. El gel se 

tiñó en bromuro de etidio para comprobar la calidad y la cantidad relativa de cada muestra de 

RNA, y después de desteñirlo con baños de agua, se efectuó la transferencia siguiendo el 

protocolo descrito en el apartado 5.5. Tras la transferencia, se enjuagó la membrana 5 min en 

SSC 2x, se secó sobre papel de filtro, y se fijó mediante exposición bajo luz ultravioleta (tres 

exposiciones de 120 mJ a 254 nm). Posteriormente, se mantuvo 2 h a 80°C.  

La sonda de DNA fue marcada con dCTP, la cual incorporaba el isótopo radioactivo α-

P32. Para ello se utilizó el Random Primed DNA Labeling Kit (Roche), siguiendo las instrucciones 

del fabricante. La membrana se incubó 16 h a 55°C con la sonda radioactiva y para retirar los 

restos de sonda no hibridada se realizaron diferentes lavados. En primer lugar, dos lavados a 
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temperatura ambiente con una solución con 2x SSC y 0.1% SDS y, posteriormente, dos lavados 

a 55°C con una solución con 0.2x SSC y 0.1% SDS. Después de los lavados se monitorizó la señal 

radioactiva del filtro con un contador Geiger y se detectó con una pantalla BAS-MS (Fujifilm) 

utilizando un equipo Phosphorimager Fujifilm FLA-3000. Las imágenes se procesaron y 

analizaron con los programas informáticos Multi Gauge V3.0 (Fujifilm) o Image J, este último 

de libre acceso (http://imagej.nih.gov/ij; U. S. National Institutes of Health). Debido a la 

imposibilidad de trabajar con muestras radioactivas en la Facultad de Ciencias Químicas de la 

UPV/EHU, las hibridaciones y revelados los realizó el Dr. Eduardo A. Espeso (CIB-CSIC). 

5.7. RT-qPCR. 

Las muestras de RNA total de tres réplicas biológicas independientes se trataron con 

DNAsa I libre de RNAsas y se purificaron utilizando el kit RNeasy Mini de Qiagen. El cDNA fue 

sintetizado utilizando el kit AffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthesis Kit (Agilent 

Technologies), según las instrucciones del fabricante y efectuándose una reacción sin la retro-

transcriptasa (RT) como control para cada muestra de RNA (control RT-). La reacción qPCR de 

cada cDNA fue realizada por triplicado, al igual que en el caso de los controles RT- y las 

reacciones control sin el cDNA (controles NTC, del inglés, no template controls). 

Las sondas y oligonucleótidos se diseñaron específicamente para el estudio mediante 

qPCR de la expresión de cada gen (Tabla 2.2) (IDT primers and ZEN double quenched probes; 

IDT, http://eu.idtdna.com/site), basándose para ello en los resultados del experimento de 

RNA-seq y la secuenciación de los cDNAs correspondientes a los genes An7895, An7896 y 

An7901. Antes de utilizarlas en el estudio, se verificó la eficiencia de cada conjunto de sonda y 

oligonucleótidos con la realización una curva patrón (no mostrado). 

Las reacciones qPCR se realizaron en un equipo ABI 7900 HT system (Applied 

Biosystems) añadiendo a cada pocillo 5 µL de la mezcla 2x Brilliant II QPCRMasterMix (Agilent 

Technologies), 20 ng de cDNA, 500 nM de los oligonucleótidos y 250nM de la sonda, todo ello 

http://imagej.nih.gov/ij
http://eu.idtdna.com/site
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para un volumen total por reacción de 10 µL. Las condiciones de los ciclos térmicos fueron las 

siguientes: un paso inicial a 95°C durante 2 min, 40 ciclos de 20 s a 95°C y un paso final durante 

1 min a 60°C. Los niveles de transcripción fueron expresados en valores Δct (Ctgen- Ctreferencia), 

los cuales representan la expresión de cada gen de interés corregido con la expresión de los 

genes endógenos de referencia (actA; mipA) (Tabla 2.2). 

6.- Técnicas de biología molecular para E. coli.  

6.1. Condiciones y medio de cultivo.  

E. coli se cultivó en medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989), el cual, está 

compuesto por Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 5 g/L (pH = 7.5, ajustado con 

NaOH y esterilizado por autoclave). En caso de medio sólido se añadió agar 1.5% (p/v). Para la 

selección de transformantes resistentes a ampicilina, el antibiótico (en forma de sal sódica) se 

añadió en una concentración final de 100 μg/mL mientras que en caso de selección de 

recombinantes por ausencia de actividad β–galactosidasa, se añadieron al medio, además de 

ampicilina, X-gal e IPTG (Isopropil-β-D-tiogalactopiranósido) en una concentración final de 83 

mM y 0.1 mM, respectivamente. 

6.2. Transformación de E. coli.  

La transformación de células competentes de las cepas DH1 y DH5α de E. coli se realizó 

utilizando la técnica del shock térmico (Sambrook et al., 1989). Para ello, se mezclaron 100µL 

de células competentes con la cantidad adecuada de DNA en un tubo de 1.5 mL. La mezcla se 

mantuvo en hielo durante 15min, se incubó posteriormente a 37°C durante 2 min y se volvió a 

dejar en hielo durante 1 min. Tras añadir 1 mL de medio LB líquido al tubo, la mezcla se incubó 

a 37°C y 250 rpm durante 1 h y, finalmente, volúmenes variables de la mezcla de 

transformación fueron inoculados sobre medio LB sólido suplementado con ampicilina.  
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6.3. Extracción de DNA plasmídico.  

Las colonias bacterianas seleccionadas fueron inoculadas en 10 mL de medio LB líquido 

suplementado con ampicilina y se cultivaron a 37°C y 250 rpm durante 15 h. La extracción del 

DNA plasmídico se realizó mediante el kit GenEluteTM Plasmid MiniPrep Kit (Sigma-Aldrich) y la 

correcta extracción fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa (0.8% p/v) en 

solución TAE (1x). 

6.4. Expresión de proteínas recombinantes en E. coli.  

La expresión se llevó a cabo utilizando el protocolo estandarizado descrito por (Garzia, 

2011), con algunas modificaciones. Primero, la cepa DH1 fue transformada con el plásmido 

adecuado. Tras ello, la bacteria se cultivó en 10 mL de medio LB con ampicilina a 37°C durante 

16 h (200 rpm) y después, se diluyó 1 mL del cultivo en un volumen final de 50 mL del mismo 

medio selectivo. La dilución se incubó a 37°C hasta que alcanzó una OD600 = 0.5-0.8. Entonces 

se añadió IPTG a una concentración final de 0.1 mM y se incubó durante 24 h a 15°C. Una vez 

transcurrido este tiempo, se centrifugó el cultivo a 4000 rpm y 4°C durante 10 min, se retiró el 

sobrenadante y las células sedimentadas se resuspendieron en 15 mL de PBS (de las siglas en 

inglés: phosphate-buffered saline, 140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM 

K2HPO4, ajustada a pH = 7.3) suplementado con un coctel de inhibidores de proteasa 

(Complete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche). Las células fueron lisadas 

mediante sonicación (Labsonic P.; B. Braun Biotech), realizando 12 pulsos de 30 s a una 

amplitud del 95%. Finalmente, las mezclas se centrifugaron a 14 000 rpm y 4°C durante 25 min 

para recoger cada sobrenadante. La presencia de la fusión deseada en el sobrenadante se 

confirmó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y tinción con Coomassie Bio-safe 

(Bio-Rad) de las muestras recogidas durante todo el proceso.  
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7.- Aislamiento y manipulación de proteínas de A. nidulans.  

7.1. Extracción de proteína total. 

Los extractos proteicos de A. nidulans se obtuvieron utilizando dos protocolos 

distintos, ambos adaptados a partir de los descritos por (Herrero-Garcia, 2013). El primero de 

ellos (método 1) es válido únicamente para la detección de proteínas por Western-blot 

mientras que el segundo (método 2) permite obtener extractos que pueden ser utilizados en 

ensayos de retención de proteína (pull-down). En ambos procedimientos se partió de cultivos 

en medio MFA líquido (106 conidios/mL) cultivados a 37°C durante 16h. El micelio filtrado se 

congeló en nitrógeno líquido, se liofilizó y finalmente, se pulverizó a 4°C mediante dos pulsos 

de 4 s en el homogeneizador de muestras.  

Método 1: 

Aproximadamente 6-7 mg de micelio pulverizado de cada muestra fueron 

resuspendidos en 1 mL de tampón de lisis (0.2 M NaOH y 0.2% β-mercaptoetanol en H20). Las 

proteínas se precipitaron añadiendo ácido tricloroacético (TCA) en una concentración final del 

7.5% (v/v) y posterior incubación en hielo durante 10 min. Seguidamente, las muestras se 

centrifugaron dos veces a 14 000 rpm y 4°C durante 5 min y se retiró el sobrenadante. Sobre el 

precipitado se añadieron 100 μL de Tris Base (1 M) y 200 μL de Tampón de Ruptura (62.5 mM 

Tris-HCl pH = 6.8, 2% SDS (p/v), 5% β-mercaptoetanol (v/v), 6 M urea, 0.05% azul de 

bromofenol (p/v)), y la suspensión se homogeneizó con agitación por vortex. Antes de  

cargarlas en un gel de SDS-poliacrilamida, las muestras se hirvieron durante 2 min a 90°C y se 

centrifugaron 1 min a 13 000 rpm.  

Método 2: 

200-250 mg de micelio filtrado fueron liofilizados, pulverizados, resuspendidos en 1 mL 

de tampón A50 (25 mM HEPES, pH 7.5; 50 mM KCl; 5 mM MgCl 2; 0.1 mM EDTA; 10% Glicerol; 
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0.5 mM 1,4-ditiotreitol (DTT); cocktail de inhibidores de proteasas, (Roche)) e incubados 

durante 90 min a 4°C mezclándose continuamente por inversión en un agitador tipo noria. 

Transcurrido este tiempo las muestras se centrifugaron 30 min a 14 000 rpm y 4°C, se recogió 

el sobrenadante y se midió la concentración de proteína mediante el método de Bradford 

(Bradford, 1976). Aunque una parte de este extracto proteico de A. nidulans se precipitó (ver 

párrafo siguiente), el resto se guardó a -80°C para su manipulación en posteriores 

experimentos. 

Para los ensayos de Western-blot se precipitaron 100 μg de proteína añadiendo TCA en 

una concentración final del 10% (v/v) e  incubando la mezcla en hielo durante 10min. Las 

proteínas se sedimentaron centrifugando 5 min a 14 000 rpm y 4°C, y se lavaron 

sucesivamente con dos mezclas Etanol/Eter 1:1 y 1:3, respectivamente, centrifugando tras 

cada lavado a 14 000 rpm, 5 min y 4°C. Se eliminó el sobrenadante por vacío. Finalmente, cada 

precipitado de proteínas se secó por evaporación del remanente de solución de lavado y se 

resuspendió en 40 µL de tampón de ruptura. Los extractos proteicos desnaturalizados se 

calentaron a 95°C durante 5 min, como paso previo a su carga y análisis por electroforesis en 

gel de SDS-poliacrilamida. 

7.2. Inmunodetección de proteínas mediante la técnica de Western-

blot. 

El protocolo de inmunodetección utilizado en este trabajo se basa en el descrito por 

(Herrero-Garcia, 2013). La separación de los extractos proteicos se realizó mediante 

electroforesis en geles desnaturalizantes de SDS-poliacrilamida al 10% (p/v) (sistema 

MiniProtean 3 de Bio-Rad) (Laemmli, 1970). Cada muestra se cargó en dos geles diferentes. 

Uno de ellos se tiñó con la tinción Biosafe Coomasie (Bio-Rad) para visualizar las bandas 

correspondientes a cada proteína o grupo de éstas con la misma movilidad electroforética. El 

contenido del segundo gel fue transferido a una membrana de PVDF para proceder con la 
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detección del antígeno o epítopo requerido. Los anticuerpos primarios utilizados fueron el 

monoclonal de ratón anti-GFP de Roche (1:1000), anti-actina fúngica de ICN Biomedical 

generado en ratón (1:5000), anti-HXQ de conejo (1:80000) (Chemicon) o el monoclonal de 

ratón anti-HA de Santa Cruz (1:1000). Como anticuerpos secundarios, conjugados a la 

peroxidasa de rábano, se utilizaron sueros de cabra contra inmunoglobulinas IgG de ratón 

(1:2500) (Jackson) o conejo (1:10000) (Sigma-Aldrich), dependiendo del anticuerpo primario 

utilizado. La reacción quimioluminiscente se activó mediante Clarity™ Western ECL Blotting 

Substrate (Bio-Rad) y la imagen de la reacción quimioluminiscente se capturó con el dispositivo 

Chemidoc+ XRS system (Bio-Rad). También se utilizaron los programas Image Lab (Bio-Rad) e 

Image J, de libre acceso, para analizar las imágenes. 

8.- Ensayos de retención de proteínas mediante la técnica de pull-

down. 

Los experimentos de retención de proteína (pull-down) se realizaron utilizando 

quimeras de GST y FlbB expresadas en E. coli y extractos proteicos totales de A. nidulans 

obtenidos a través del método de extracción número 2 descrito en la sección 7.1. Primero, la 

proteína de fusión de la fracción soluble del extracto de E. coli fue añadida a la resina de 

glutatión-sefarosa (GE Healthcare) que previamente fue lavada dos veces con disolución PBS 

incluyendo inhibidores de proteasas. Las centrifugaciones de los lavados se realizaron a 5000 

rpm, 2 min a 4°C. La mezcla se incubó durante 1 h a 4°C en un agitador rotador y 

posteriormente, la resina con la proteína GST unida se lavó con PBS conteniendo tritón al 1% 

(v/v). Este proceso sirvió para retirar las proteínas de E. coli que pudieran haberse quedado 

atrapadas inespecíficamente en la resina. Después, se añadieron 2mg del extracto proteico de 

la cepa de A. nidulans que expresaba la proteína etiquetada de interés y se incubó durante 40 

min a 4°C. Una vez transcurrido ese tiempo, la resina que contenía los posibles complejos de 

interacción fue lavada con PBS con tritón 1%, (v/v) para finalmente resuspenderla en tampón 
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de ruptura (62.5 mM Tris-HCl pH = 6.8, 2% SDS (p/v), 5% β-mercaptoetanol (v/v), 6 M urea, 

0.05% (p/v) azul de bromofenol). La muestra se analizó en geles desnaturalizantes de SDS-

poliacrilamida con tinción Coomasie, y Western-blot (ver apartado 7.2) para determinar la 

capacidad de la proteína de fusión de E. coli para retener la proteína de A. nidulans de interés. 

9.- Co-cultivos de A. nidulans y Micrococcus luteus.  

Se prepararon y cultivaron mezclas con diferentes concentraciones relativas de 

conidios de A. nidulans y células de M. luteus, a las cuales se denominó co-cultivos según el 

término utilizado por (Schroeckh et al., 2009) (ver Figura 2.4). Dichos co-cultivos se prepararon 

a partir de dos disoluciones pre-incubadas independientemente. Los conidios de las cepas de 

A. nidulans (107 esp/mL) fueron incubados en MMA-nitrato a 37°C y a 200 rpm durante 4 h y 

las células de bacteria (108 células/mL) fueron incubadas en LB a 30°C y a 200 rpm durante una 

hora. Se utilizó nitrato como fuente de nitrógeno de los pre -cultivos de A. nidulans con la 

intención de reproducir las condiciones de cultivo utilizadas por (Gerke et al., 2012). Después, 

los conidios se diluyeron en tubos de 1.5 mL a 106 conidios por mililitro, y se añadieron 

concentraciones crecientes de células bacterianas a cada tubo (0, 107, 2.5 x 107 y 5.0 x107 

células/mL), en un volumen total de 0.5mL. También se prepararon tubos control utilizando el 

mismo rango de concentraciones de células bacterianas, pero sin la adición de conidios. 

Finalmente, 10 µL de cada mezcla (2.0 x 104 conidios) fueron inoculados en el centro de placas 

LB adecuadamente suplementadas con los nutrientes asociados a las auxotrofías de las cepas 

de A. nidulans utilizadas. Las fotografías de las placas se tomaron después de 48 h de cultivo a 

37°C. Tras ello, una muestra circular de 0.60 cm de la zona de co-cultivo (zona central) fue 

diseccionada de cada placa. Las células de cada muestra se resuspendieron en 2.5 mL de 

medio LB mediante agitación por vortex y las células bacterianas se cuantificaron utilizando un 

hemocitómetro. Todos los resultados corresponden a la media y el error estándar de la media 

(sem) de tres réplicas biológicas y nueve réplicas técnicas por cepa.  
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Figura 2.4. Diseño experimental para los co-cultivos de conidios de A. nidulans y células de 
M. luteus. Tras el cultivo independiente de A.nidulans (107esp/mL) y M. luteus (108 células/mL) 
en 10mL de MMA-nitrato y LB, respectivamente, se combinaron distintas concentraciones 
relativas de ambos tipos celulares en un volumen total de 0.5 mL y se inocularon 10 µL de cada 
mezcla en placas LB suplementadas con los nutrientes requeridos por las cepas de A. nidulans 
utilizadas. 
 

10.- Análisis de la localización subcelular de proteínas mediante 

microscopía de fluorescencia.  

Los análisis de localización subcelular de proteínas mediante microscopía de 

fluorescencia se realizaron utilizando los siguientes microscopios: (1) Un microscopio invertido 

DMI6000B (Leica) equipado con un filtro TX2 (excitación, 562 nm; emisión, 624 nm; Leica)  para 

la detección de mCh o mRFP y un filtro GFP-3035B (excitación, 470 nm; emisión, 525 nm; 

Semrock Brigthline) para la detección de la fluorescencia emitida por GFP, una lámpara 

externa EL6000 para la excitación de epifluorescencia y un objetivo HCX 63x 1.4N.A.;  o (2) un 

microscopio invertido Axio Observer Z1 (Zeiss), equipado con una lente de inmersión en aceite 

63x Plan-Apochromat 1.4 y los filtros número 38 (Fluorescencia verde: excitación, 470 nm; 
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emisión, 525 nm) y 43 (fluorescencia roja: excitación, 545 nm; emisión, 605 nm). En ambos 

casos se utilizaron placas de 8 pocillos (Cat. No. 80821; Ibidi), inoculando las conidiosporas en 

300 µL de WMM por pocillo (Penalva, 2005) (ver Tabla 2.4) e incubando a 25°C durante 18 h. 

Para estudiar el efecto de la sobreexpresión de genes con el promotor alcA se 

utilizaron distintas fuentes de carbono. Por un lado, para la inducción con etanol, se cult ivó A. 

nidulans en un medio con etanol (1%) más glucosa (0.05% p/v) durante 18 h a 25°C y por otro 

lado, para la inducción con treonina, primero se cultivó durante 18 h en medio con glucosa 

(0.1% p/v) para cambiar tras ello a un medio con treonina (100 mM). Los resultados obtenidos 

en medio inductor se compararon siempre con los obtenidos con un control que contenía 

glucosa (medio represor). 

La dependencia del transporte de proteínas específicas con respecto a los MMTT se 

analizó sustituyendo el medio de cultivo por medio fresco con Benomilo (3 µg/mL; Sigma-

Aldrich). Transcurridos 5min se comenzó a tomar fotografías y tras ello, se retiró el medio para 

añadir nuevamente medio fresco que permitiera analizar si el transporte de la proteína 

estudiada era recuperado tras la eliminación de la droga. 

Finalmente, para el análisis de la localización subcelular de proteínas durante el 

desarrollo de conidióforos, se inocularon placas de Petri (Cat. No. 81151; Ibidi) con medio 

mínimo sólido fundido. Una vez solidificado, se retiró parte del medio sólido y se inocularon 

esporas de la cepa a analizar en la conjunción entre la base de la placa y el medio sólido. Tras 

la incubación durante 16-24 h a 37°C, se añadió medio líquido sin fuente de nitrógeno (para 

mantener las condiciones inductoras), precalentado a 37°C, a la zona de la placa vacía y se 

analizó la muestra.  

El programa de libre acceso ImageJ fue el utilizado para la visualización, procesamiento 

y cuantificación de la fluorescencia de las imágenes. Las gráficas bidimensionales (intensidad 

de la fluorescencia respecto a longitud del segmento analizado) permitieron cuantificar la 
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fluorescencia de la punta y el primer núcleo de cada hifa con el objetivo de calcular  las 

relaciones de fluorescencia entre estas dos regiones. La cuantificación de la fluorescencia se 

realizó en al menos de 10 hifas de cada cepa y la significancia estadística entre diferentes 

cepas se evaluó mediante la función prueba t (dos colas) (Office  Excel, Microsoft).  

11.- Herramientas bioinformáticas para el análisis de secuencias 

genómicas y proteicas: alineamientos y conservación. 

Las secuencias para el diseño de experimentos de biología molecular utilizando el 

programa Vector NTI (Invitrogen) se obtuvieron a partir de las bases de datos del instituto 

Broad (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_group/MultiHome.html ) y 

del National Institute of Allergy and Infectious Diseases (http://www.aspergillusgenome.org/). 

Las sintenia o alineamiento de las regiones genómicas equivalentes de diferentes especies 

también se realizaron utilizando la primera base de datos. Las búsquedas de similitud entre las 

proteínas, sin embargo, se efectuaron en el portal ExPASy (http://expasy.org) con el algoritmo 

BLAST.  

Para comparar dos secuencias de nucleótidos se realizaron alineamientos con el 

programa Lalign (http://embnet.vital-it.ch/software/LALIGN_form.html). Por otro lado, los 

alineamientos de secuencias proteicas fueron realizados con el software ClustalW  (Thompson 

et al., 1997) y visualizados con el programa GeneDoc (versión 2.6.003; 

http://www.psc.edu/biomed/genedoc). Los análisis filogenéticos se realizaron utilizando el 

programa MEGA3.1 (Kumar et al., 2004).  

12.- Secuenciación masiva de RNA (RNA-seq).  

La recogida de muestras, con dos réplicas biológicas por cepa y condición, y la 

extracción del RNA total, fueron realizadas por el Dr. A. Garzia (actualmente en la universidad 

http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_group/MultiHome.html
http://www.aspergillusgenome.org/
http://expasy.org/
http://embnet.vital-it.ch/software/LALIGN_form.html
http://www.psc.edu/biomed/genedoc
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Rockefeller, Nueva York, EEUU) mientras que el procesamiento de los datos (demultiplexado, 

mapeo, expresión diferencial y análisis de ontología génica, ver secciones siguientes) fue 

realizado por LifeSequencing S.L y confirmado posteriormente por el propio Dr. Garzia. A 

continuación se explica brevemente el procedimiento seguido.   

12.1. Aislamiento de RNA, construcción de la librería de mRNA, y 

secuenciación Illumina. 

La extracción del RNA total se realizó utilizando TRIzol (Thermo Fisher Scientific) y 

siguiendo el protocolo de Invitrogen (Invitrogen) (Garzia et al., 2013). Las muestras se 

purificaron con el kit RNeasy Mini (QIAGEN). Posteriormente, la correcta concentración e 

integridad del RNA total fueron comprobadas mediante Nanodrop (Thermo Fisher Scientific) y 

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), respectivamente. Cada muestra de RNA total (20-50 

µg) fue tratada con DNasa y enriquecida en RNA mensajero (mRNA) utilizando etiquetas 

oligo(dT), de acuerdo con el protocolo estándar de Illumina (Ilumina). Las muestras de RNA con 

poly(A) (0.2–1µg) fueron divididas en fragmentos más pequeños (200–500bp; la media de 

todas la librerías es aproximadamente de 280 pb) y fueron utilizadas para sintetizar la librería 

de cDNA. La secuenciación se realizó con el método pair-end-read, modo 2x 76-base, en un 

secuenciador GAIIx (Illumina), corriendo cuatro muestras por calle (multiplexing).  

12.2. Demultiplexado, mapeo respecto al genoma de referencia y 

cuantificación de los datos de secuenciación.  

El demultiplexado de las secuencias se realizó utilizando un software de libre acceso 

que fue descargado del enlace http://brianknaus.com/. La calidad de las lecturas se verificó 

mediante el programa fastQC, seleccionando aquellas con valores por encima de Q30. El 

mapeo se ejecutó con la versión 2.0.9 del software TopHat (http://tophat.cbcb.umd.edu/), de 

acceso libre, siguiendo los pasos del protocolo desarrollado por (Trapnell et al., 2012). La 

versión s07-m02-r07 del genoma anotado de A. nidulans (http://www.aspergillusgenome.org/) 

http://brianknaus.com/
http://tophat.cbcb.umd.edu/
http://www.aspergillusgenome.org/


Materiales y métodos. 

68 
 

fue empleada como referencia (archivo gtp) para mapear los resultados del RNA-seq (archivos 

en formato FASTAQ).  

La versión 2.1.1 de Cufflinks (Cuffdiff) fue utilizada para la estimación de la abundancia 

de los tránscritos y el análisis de las diferencias de expresión génica. Los valores cuantitativos y 

normalizados de las lecturas de cada gen se proporcionaron según el número de fragmentos 

por kilobase de exón por millón de fragmentos mapeados (FPKM por sus siglas en inglés) que 

mapearon en él. Para determinar la significancia en la diferencia de e xpresión de un gen 

específico en dos fondos genéticos, Cuffdiff calculó el valor p (el valor p no corregido del test t) 

y el valor q (el valor p-ajustado mediante el FDR)  (FDR, de las siglas en inglés: false-discovery-

rate). La significancia depende de si  p es mayor que la tasa FDR después de una corrección 

Benjamini-Hochberg (Benjamini et al., 2001) para múltiples pruebas. En este caso, los valores 

de q entre 0 y 0.05 indican cambios significativos. Las representaciones gráficas de los 

resultados se generaron mediante el programa cummeRbund. 

12.3. Análisis de Ontología génica (GO). 

EL análisis GO se realizó utilizando el paquete topGO del Bioconductor project 

(http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/topGO.html ). Para identificar 

términos GO de los grupos de genes diferencialmente expresados, se obtuvieron las 

anotaciones de A. nidulans desde la base de datos AspGD 

(http://www.aspgd.org/download/go/gene association.aspgd.gz). 

 

 

 

http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/topGO.html).%20Para
http://www.aspgd.org/download/go/gene%20association.aspgd.gz
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1.- Introducción. 

El gen flbB codifica un FT que activa la conidiación a través de la unión directa al 

promotor de brlA (ver sección 4.3.2 en la Introducción). Sin embargo, se desconoce si puede 

desempeñar alguna función sobre otras rutas. Con la intención de disponer de una visión 

general de los procesos celulares alterados en ausencia de actividad FlbB, se decidió realizar un 

análisis transcriptómico masivo. Así, se utilizó la secuenciación de RNA o RNA-seq (Garzia et al., 

2013;Mortazavi et al., 2008;Wang et al., 2010;Yu et al., 2011) para secuenciar y comparar los 

transcriptomas de una cepa nula en el gen flbB y su cepa isogénica silvestre (WT).  

Antes de la secuenciación, y con el objetivo de seleccionar las fases del desarrollo 

adecuadas para los análisis, se realizó mediante la técnica de Northern-blot un estudio horario 

de la expresión de genes UDA (flbB, flbD, flbC y fluG) y CDP (brlA, abaA y wetA) durante el 

crecimiento vegetativo (18–24 h) y el desarrollo asexual (1-13 h después de la inducción) 

(Figura 3.1). Los resultados mostraron la máxima expresión de los genes UDA tras 18-19 h de 

crecimiento vegetativo (rectángulo amarillo en Figura 3.1) y 4-5 h después de la inducción de la 

conidiación (rectángulo rojo en la Figura 3.1). Este segundo pico de expresión UDA precedía a 

la activación de los genes CDP (rectángulo azul en Figura 3.1).  

Considerando la presencia de dos picos de expresión UDA, se decidió realizar dos 

comparaciones transcriptómicas. La primera comparación transcriptómica entre la cepa ΔflbB 

y su cepa isogénica silvestre se realizó tras 19 h de cultivo en MMA líquido (VG, de las siglas en 

inglés: vegetative growth), mientras que la segunda comparó los transcriptomas de las mismas 

cepas 5 h después de filtrar el micelio y depositarlo en MMA sólido. Corresponde, por lo tanto, 

a fases tempranas de la conidiación (AD, de las siglas en inglés: asexual development). Debe 

tenerse en cuenta que en este segundo punto de análisis, las muestras recogidas compararon 
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el perfil de expresión de una cepa silvestre, la cual es capaz generar esporas asexuales, con el 

de una cepa (ΔflbB) incapaz de iniciar el programa de desarrollo asexual.  

 

Figura 3.1. Análisis horario mediante la técnica de Northern-blot de la expresión de  genes 
UDA (flbB, flbD, flbC y fluG) y CDP (brlA, abaA y wetA) durante el crecimiento vegetativo (18-
24 h) y el desarrollo asexual (1-13 h después de la inducción). El rectángulo discontinuo 
amarillo señala los tiempos de máxima expresión de los genes UDA durante el crecimiento 
vegetativo. El rectángulo discontinuo rojo señala el pico de expresión de los genes UDA 
durante el desarrollo asexual, mientras que el rectángulo azul señala la inducción de la 
expresión de los genes CDP. Los niveles de RNA ribosómico, rRNA, se muestran a modo de 

control de carga. Experimento realizado por los Drs. A. Garzia, E. Herrero-García y E.A. Espeso.  

 

Tras la secuenciación, se comprobó la homogeneidad y reproducibilidad de las 

muestras tal y como se describe en el Anexo 1. Tras ello, se examinaron los resultados 

obtenidos en el RNA-seq. Este tercer capítulo engloba los resultados generales del 

experimento de secuenciación, centrándose en la identificación de procesos celulares que 

podrían verse alterados en ausencia de actividad FlbB. Ello permitirá centrar los experimentos 

que se presentarán y discutirán en el capítulo cuatro.  
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2.- Genes significativamente desregulados en ausencia de 

actividad FlbB. 

En la secuenciación se obtuvo un promedio de 8 856 181 lecturas de 72 pares de bases 

por muestra (70 849 449 lecturas para los 8 muestras), lo que equivale a cerca de 20.9 veces la 

longitud de genoma de A. nidulans por muestra (aproximadamente 167 veces la longitud del 

genoma con las 8 muestras). Dichas lecturas se mapearon con respecto al genoma de 

referencia y se observó que de los 10 943 transcritos predichos para A. nidulans en el 

Aspergillus Genome Database, 9763 (89.2% del total) se expresaban en la cepa silvestre en VG 

y 10 059 (91.9%) en fase AD. En el caso de la cepa ΔflbB, 9866 (90.1%) genes se expresaron en 

la fase VG y 9988 (91.3%) en la fase AD. Sólo 199 genes se expresaron de forma exclusiva en la 

cepa silvestre y 302 genes en el mutante nulo de flbB. En términos generales, se pudo concluir 

que casi todo el conjunto de genes codificados por el genoma de A. nidulans se expresó al 

considerar ambas etapas del desarrollo y fondos genéticos.  

2.1. FlbB y su posible función como activador transcripcional.  

El mapeo de las lecturas indicó que los genes expresados en ambas cepas, silvestre y 

ΔflbB, fueron 9564 (87.4%) en la fase VG y 9812 (89.7%) en la fase AD. El parámetro FPKM para 

cada gen y en cada fase de desarrollo indica el valor cuantitativo y normalizado de las lecturas 

(representa el nivel de expresión). La diferencia de expresión de cada uno de estos genes se 

analizó cuantitativamente a través del parámetro log2FC (Fold change). Los genes cuya 

expresión disminuía en ausencia de FlbB mostraron valores superiores a cero (log2FC>0) y los 

genes cuya expresión aumentaba en ausencia de FlbB mostraron valores negativos (log 2FC<0). 

Asimismo, se consideró el cambio de expresión significativo cuando el valor del parámetro q 

era inferior a 0.05 (ver capítulo 2, apartado 12.2). Todos los valores (FPKM), las diferencias 

(log2FC) y significancias (valor q) en la expresión de genes se presentaron clasificados en tablas  
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(Oiartzabal-Arano et al., 2015) y se resumen en las gráficas Vulcano que se muestran en la 

Figura 3.2B.  
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Figura 3.2. Análisis general los genes desregulados significativamente. A) Diseño 
experimental y número de genes desregulados significativamente en cada condición. Las 
flechas negras señalan los resultados de las dos comparaciones transcripcionales entre las 
cepas ΔflbB y WT analizadas en este trabajo (19 h de crecimiento vegetativo, VG, y 5 h de 
desarrollo asexual, AD). El color morado indica el número de genes significativamente 
desregulados, el rojo el número de genes cuya expresión se inhibe en ausencia de actividad 
FlbB, y el verde los genes que se inducen. B) Gráficas Vulcano representando los cambios de 
expresión al comparar la cepa ΔflbB y su cepa isogénica silvestre en VG (izquierda) y AD 
(derecha), respectivamente. Los genes (puntos) con un cambio de expresión significativo se 
muestran en rojo, y aquellos con cambios de expresión no significativos en negro. Los valores 
log2FC>0 corresponden a los genes cuya expresión se inhibe en la cepa ΔflbB, mientras que los 
valores log2FC<0 corresponden a genes cuya expresión se induce en ese mismo fondo 
genético. C) Listado de genes significativamente desregulados en ambas comparaciones (VG y 
AD) y su distribución cromosómica. En rojo y verde están, respectivamente , los genes 
reprimidos e inducidos en el fondo ΔflbB. Muchos de los genes inducidos en el fondo ΔflbB se 
hallan de forma prácticamente contigua en el genoma (color verde en Chr II). En azul están los 
genes inducidos en fondo ΔflbB en VG pero reprimidos en AD, de los cuales, la mayoría son 
genes contiguos del Chr VII. Por último, en rosa están representados los genes reprimidos en 

fondo ΔflbB en VG pero inducidos en AD. 

 

De un total de 9564 genes expresados en los dos fondos genéticos, 1168 presentaron 

una expresión diferencial significativa en la fase VG (Figura 3.2A). De ellos, 1112 genes 

disminuían la expresión en ausencia de FlbB (log2FC>0), mientras que 56 fueron inducidos 

(log2FC<0). Por otro lado, 386 transcritos de un total de 9812 presentaron una expresión 

diferencial significativa en AD, siendo 311 reprimidos y 75 inducidos en ausencia de FlbB. Estos 

datos indicaron que el número de genes reprimidos en ausencia de FlbB en VG fue 3.6 veces 

más alto que los reprimidos en fase AD. Sin embargo, la tasa de los genes inducidos en 

ausencia de FlbB en VG frente AD fue de 0.75. Estos resultados llevaron a sugerir que la 

actividad FlbB tenía un impacto directo o indirecto más amplio en la activación de procesos 

celulares durante la etapa VG mientras que un supuesto papel represor parecía adquirir más 

importancia en AD.  

De los 1168 (VG) y 386 (AD) genes desregulados significativamente, 139 eran comunes 

a ambos análisis (Figura 3.2C). De ellos, 110 genes estaban reprimidos en ausencia de FlbB 

tanto en VG como en AD, y 12 inducidos. En consecuencia, y aunque también se encontraron 
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genes con alternancia de perfiles de expresión (11 que estaban inducidos en VG, pero 

reprimidos en AD y 6 con el comportamiento opuesto), la mayoría de los genes desregulados 

significativamente disminuían la expresión en ausencia de FlbB en ambas fases del desarrollo.  

En términos generales, los resultados obtenidos sugirieron que la actividad FlbB influye 

en la expresión de diferentes grupos de genes en cada etapa de desarrollo y que el FT tiene 

potencialmente un papel más amplio como activador transcripcional que como represor.  

2.2. Los términos de ontología génica (GO) y el perfil de expresión de 

los genes desregulados significativamente permiten la identificación 

de procesos celulares alterados en ausencia de flbB. 

La gran mayoría de los genes significativamente desregulados eran genes no 

caracterizados hasta la fecha, de modo que su clasificación mediante los términos de ontología 

génica (GO: Gene Ontology) contribuyó a alcanzar una visión global de los procesos celulares y 

funciones moleculares alterados en ausencia de actividad FlbB. Los paneles A y B de la Figura 

3.3 muestran cada uno dos tipos de análisis GO. El Componente Celular sugiere el 

compartimento celular donde el producto del gen es probablemente activo y el Proceso 

Biológico designa el proceso celular al que el producto del gen o genes contribuirían 

(Ashburner et al., 2000). Hay un tercer análisis, la Función Molecular, que es definido como la 

actividad bioquímica del producto del gen. Este análisis también fue realizado en ambas fases 

(VG y AD) pero no se ha añadido en la Figura 3.3 porque los resultados no resaltaron ninguna 

función molecular que estuviera claramente afectada en ausencia de FlbB.  

Los resultados de ambos análisis GO aportaron datos similares en las dos 

comparaciones. El análisis del Componente Celular en los paneles 3.3A (VG) y 3.3B (AD) sugirió 

que la mayor proporción de genes significativamente desregulados en el fondo nulo de  flbB 

estaban localizados en fracciones membranosas (29 y 51%, respectivamente), en el núcleo y en 
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localizaciones intracelulares. Por otro lado, los procesos biológicos más severamente afectados 

serían los de oxido-reducción, el transporte transmembrana, y los procesos metabólicos, así 

como la regulación de la transcripción y la traducción. En la fase asexual, inducida mediante la 

exposición al aire, estas alteraciones podrían estar relacionadas con la presencia de un entorno 

oxidante y carente de nutrientes. En la fase vegetativa, sin embargo, estos procesos podrían 

indicar una predisposición o preparación de la célula a ése cambio de entorno (ver Discusión).   

El mapa de calor en la Figura 3.3C se generó agrupando los genes significativamente 

más desregulados por perfiles de expresión (PE) similares, lo cual, podría indicar una función 

común o un mismo intervalo temporal donde desempeñar sus funciones. Los perfiles de 

expresión de tres grupos se analizan en profundidad en los paneles 3.3D, 3.3E y 3.3F. 

El grupo PE1 (Figura 3.3D) engloba genes que aumentan significativamente su 

expresión en un fondo ΔflbB en ambas fases del desarrollo, pero sobre todo en la fase AD. 

Incluye muchos de los genes del metabolismo secundario que se analizarán en el siguiente 

capítulo de esta tesis doctoral. Los grupos PE2 y PE3, por el contrario, engloban genes cuya 

transcripción está fuertemente reprimida en el mutante nulo de flbB (Figuras 3.3E y 3.3F, 

respectivamente). Los genes del perfil PE2 exhiben niveles más altos de expresi ón en el fondo 

silvestre tanto en VG como en AD. Sin embargo, los genes del grupo PE3 presentan baja o muy 

baja expresión en VG pero, son activados al principio de desarrollo del conidióforo. Algunas de 

las proteínas que desempeñan funciones específicas en el control del desarrollo asexual son 

codificadas por los genes que muestran este perfil de expresión PE3, como por ejemplo, brlA.  
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Figura 3.3. Clasificación de los genes significativamente desregulados. A) y B) Términos GO 
asignados a los genes previamente no caracterizados y diferencialmente expresados en las 
comparaciones correspondientes a las fases VG y AD, respectivamente (Figuras ampliadas en 
el Anexo 2). C) Mapa de calor que incluye aquellos genes que exhiben los cambios de 
expresión génica estadísticamente más significativos (205 genes en total) según las 
correcciones test t y Benjamini-Hochberg (Benjamini et al., 2001). Esta representación agrupa 
jerárquicamente los genes por su similitud en los cambios de expresión, los cuales a su vez, 
están clasificados mediante la puntuación bruta Z-score de los valores log2FPKM. Tres grupos 
de genes con similares perfiles de expresión se analizan en detalle en los paneles D, E y F. Las 
gráficas en estos paneles representan los valores log10 (FPKM + 1) para cada gen en cada cepa y 

el etapa del desarrollo.  

 

2.3. Análisis de los genes Top20: funciones celulares cuantitativamente 

más desreguladas en ausencia de FlbB. 

Las tablas Top20 engloban los genes más desregulados, es decir, los 20 genes que 

tienen los valores más altos (reprimidos en ausencia de FlbB; log2FC>0) y más bajos (inducidos 

en ausencia de FlbB; log2FC<0) de log2FC en cada fase de desarrollo. Se podrían considerar 

como genes candidatos para ser estudiados funcionalmente en profundidad. Con el objetivo 

de obtener información más detallada sobre la función que las proteínas que derivan de estos 

genes pudieran tener en el control del desarrollo y/o otros procesos celulares, se acudió a la 

AspGD y la Aspergillus Comparative Database. Aquellos genes que codifican proteínas sin una 

función predicha se muestran con el término “desconocido”.  

En un primer análisis de la Tabla 3.1, se pudo observar la presencia de genes 

prácticamente contiguos en el genoma, los cuales, pertenecen a dos cluster metabólicos. Por 

un lado, el cluster dba (An7893-An7903), recientemente caracterizado y cuyo nombre proviene 

de las siglas en inglés derivative of benzaldehyde (Gerke et al., 2012) (Figura 3.3D). Por el otro, 

el cluster An2030-An2038 (Ahuja et al., 2012). Una primera aproximación al efecto que la 

deleción de flbB tiene sobre el metabolismo secundario se realiza en la siguiente sección (3.1), 

mientras que en el siguiente capítulo de esta tesis doctoral se analizarán más en detalle estos 

dos cluster metabólicos (capítulo 4). En un segundo análisis, este capítulo también intenta 
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explicar los resultados obtenidos con los genes implicados en el desarrollo asexual (como por 

ejemplo, brlA, ivoB, ivoC, rodA, y An4394) (sección 3.2). 

 

Top  Gen Valor 
∆flbB 

VG 

Valor 
WT VG 

log2FC  Función predicha   

Genes cuya expresión es reprimida en la cepa ΔflbB    

1 AN2578 3,37 1307,97 8,60 Actividad peroxidasa   

2 AN8910 0,06 19,98 8,30 Policétido sintasa (PKS)   

3 trxB 0,92 147,25 7,32 Tiorredoxina reductasa   

4 AN2941 0,95 115,28 6,93 Desconocido    

5 AN7266 2,28 204,04 6,49 Desconocido    

6 AN0546 0,36 32,10 6,48 Desconocido    

7 AN11210 0,50 43,85 6,45 Desconocido    

8 AN10473 0,16 13,52 6,44 Desconocido    

9 AN10505 0,10 8,57 6,42 Hidrolasa de ramnogalacturonano insaturado 

10 AN11990 0,76 63,25 6,37 Desconocido    

11 AN5664 0,47 35,93 6,26 Desconocido    

12 flbB 2,12 153,27 6,18 Factor de Transcripción implicado en regulación del 
desarrollo del conidióforo 

13 AN3557 0,98 62,70 6,00 Desconocido    

14 agnE 0,20 11,68 5,90 α-1,3-glucanasa   

15 AN3228 0,12 6,93 5,87 Preniltransferasa   

16 AN11215 1,53 71,75 5,55 Actividad transportadora transmembrana de iones 
metálicos  

17 AN2352 0,48 22,58 5,55 Desconocido    

18 AN8445 3,08 127,78 5,37 Aminopeptidase Y   

19 AN11313 3,53 141,02 5,32 Desconocido    

20 AN4394 3,82 143,46 5,23 Regulación positiva de la esporulación asexual 

Top  Gen Valor 
∆flbB 

VG 

Valor 
WT VG 

log2FC  Función predicha   

Genes cuya expresión es inducida en la cepa ΔflbB    

1 AN2034 187,30 3,12 -5,91 Desconocido   

2 AN7898 18,23 0,31 -5,87 Papel en el transporte transmembrana   

3 gelD 501,96 9,38 -5,74 1,3-β-transglicosidasa   

4 AN8308 530,99 12,35 -5,43 Desconocido    

5 AN2035 6,09 0,15 -5,33 Policétido sintasa    

6 cipB 323,65 8,23 -5,30 Oxidorreductasa   

7 AN2032 10,68 0,40 -4,73 Policétido sintasa   

8 AN2031 48,36 2,00 -4,60 Desconocido    

9 AN2033 66,93 3,66 -4,19 Actividad monooxigenasa   

10 AN2038 71,01 3,90 -4,19 Actividad oxidorreductasa   

11 AN2030 244,00 13,74 -4,15 Oxidorreductasa   

12 AN2036 27,90 1,63 -4,09 Factor de transcripción con función en el control del 
metabolismo secundario 

13 AN7896 44,34 2,76 -4,01 Factor de transcripción miembro del cluster dba 

14 AN2037 558,34 41,44 -3,75 Oxidorreductasa de unión a NAD  

15 AN8099 70,91 6,03 -3,56 Oxalato decarboxilasa   

16 AN7796 116,56 13,19 -3,14 Papel en transporte transmembrana  

17 AN11702 268,14 30,67 -3,13 Desconocido    

18 AN7901 15,78 1,94 -3,02 Factor de transcripción miembro del cluster dba 

19 furE 514,57 64,50 -3,00 Proteína homóloga al transportador de uracilo Fur4p de 
S. cerevisiae 

20 AN6782 15,10 1,91 -2,99 Actividad simporte sodio/dicarboxilato  
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Top  Gen Valor 
∆flbB 

AD  

Valor 
WT AD 

log2FC  función predicha   

Genes cuya expresión es reprimida en la cepa ΔflbB    

1 AN6401 1,97 929,35 8,89 Hidrofobina    

2 agnE 0,12 32,10 8,08 α-1,3-glucanasa   

3 AN1941 1,60 398,07 7,96 Proteina anclada a glicosilfosfatidilinositol (GPI) 

4 AN3227 0,11 24,18 7,80 Actividad monoxigenasa     

5 AN5370 0,11 21,79 7,69 Papel en transporte transmembrana   

6 ivoB 1,07 214,46 7,64 Fenol oxidasa específica del conidióforo   

7 abnC 0,30 45,06 7,22 Proteina con actividad arabinan endo-1,5-α-L-
arabinosidasa  

8 AN0587 0,10 12,16 6,92 Hsp70 de familia chaperona  

9 AN8890 0,14 16,95 6,90 Actividad catalítica y de fijación de carbohidratos 

10 AN2578 8,19 804,59 6,62 Actividad peroxidasa   

11 rodA 0,95 93,00 6,62 Hidrofobina implicada en el desarrollo de conidios  

12 easC 0,46 45,18 6,61 Aciltransferasa requerida para biosíntesis de 
emericelamida  

13 AN8774 0,11 9,16 6,41 Desconocido    

14 brlA 0,31 25,22 6,36 Factor de transcripcion regulador del desarrollo del 
conidióforo  

15 AN3247 0,26 20,83 6,35 Fijador de ATP, actividad ATPasa  

16 AN7385 0,29 21,55 6,20 Fosfatidilserina decarboxilasa  

17 AN3228 0,86 56,93 6,05 Preniltransferasa   

18 ivoC 0,11 6,81 6,01 Citocromo P450   

19 AN3339 0,17 10,20 5,87 Fijador de nucleótido, actividad oxidorreductasa, 
actividad transferasa  

20 AN3304 0,11 6,22 5,85 Transportador de ácido γ-aminobutírico (GABA)  

Top  Gen Valor 
∆flbB 

AD  

Valor 
WT AD 

log2FC  Función predicha   

Genes cuya expresión es inducida en la cepa ΔflbB    

1 cipB 6287,20 53,25 -6,88 Oxidorreductasa   

2 AN7900 69,54 1,98 -5,14 Oxidorreductasa   

3 AN7893 284,06 10,12 -4,81 Actividad oxidorreductasa   

4 AN0528 381,75 14,08 -4,76 Papel en transporte transmembrana   

5 AN7832 208,22 8,63 -4,59 Fijador de flavín adenín dinucleótido, actividad 
oxidorreductasa 

6 AN7898 156,95 6,76 -4,54 Papel en transporte transmembrana   

7 AN11584 222,26 9,58 -4,54 Desconocido    

8 AN7899 103,42 4,99 -4,37 Esterasa/lipasa   

9 AN7894 532,06 27,54 -4,27 Desconocido    

10 AN7897 71,03 3,79 -4,23 Actividad monooxigenasa   

11 AN7903 7,38 0,40 -4,20 Policétido sintasa   

12 AN8366 1365,44 96,15 -3,83 Papel en transporte transmembrana  

13 AN3567 112,27 8,81 -3,67 Desconocido    

14 AN8308 3496,21 285,41 -3,61 Desconocido    

15 AN2593 4,51 0,40 -3,48 Dominio de actividad oxidorreductasa y papel en 
proceso metabólico 

16 AN8593 28,86 2,72 -3,40 Actividad hidrolasa   

17 AN7333 8,35 0,86 -3,28 Desconocido    

18 AN7901 18,75 2,01 -3,22 Factor de transcripción miembro del cluster dba 

19 AN7902 38,96 4,22 -3,21 Monooxigenasa fijadora de FAD  

20 AN11702 2563,91 283,34 -3,18 Desconocido    

Tabla 3.1. Tablas Top20 que incluyen los genes con mayores (reprimidos en fondo nulo de 
flbB) o menores (inducidos en dicho fondo genético) valores log2FC, tanto para la fase VG 
como para AD. Se incluyen los valores FPKM en cada cepa y condición así como la descripción 

(en los casos en los que existe una predicción) de su posible función.  
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Antes de proceder con el análisis funcional de un gen determinado o grupos de genes 

que pudieran ser de interés, se intentó confirmar su desregulación en fondo ΔflbB mediante 

otro método transcriptómico distinto al RNA-seq. Ello contribuyó a evitar falsos positivos, ya 

que los valores ajustados en la correlación de alguna de las réplicas biológicas (ver Anexo 1) 

podían haber repercutido en la reproducibilidad de determinados resultados. Por ejemplo, se 

observó que 175 genes que podrían codificar helicasas y proteínas nucleolares presentaban 

una represión significativa de su expresión en la fase VG y el fondo ΔflbB (no mostrado). Sin 

embargo, no se pudo confirmar mediante Northern-blot la desregulación de AN5931 (el cual, 

codifica una Helicasa de RNA ATP-dependiente, ortólogo de Dbp2p de S. cerevisiae) observada 

en los resultados de RNA-seq, por lo que no se profundizó en el estudio de estos genes. En 

otros casos, la ausencia de un fenotipo de interés para el mutante nulo fue razón suficiente 

para no proceder con un análisis funcional más detallado. Por ejemplo, se generaron cepas con 

deleciones de los genes An2578 y An8910, Top 1 y 2, respectivamente, de los genes reprimidos 

en ΔflbB en fase VG (Tabla 3.1). Los mutantes mostraron un fenotipo silvestre en las 

condiciones analizadas (Anexo 3). Finalmente, en el caso de los factores que controlan el 

desarrollo asexual, los resultados de secuenciación coinciden cualitativamente con lo 

publicado anteriormente, por lo que se dieron por buenos. En términos generales, se concluyó 

que los resultados del RNA-seq deben analizarse de forma orientativa y deben confirmarse 

mediante técnicas transcripcionales y análisis funcionales adicionales para definir las líneas de 

estudio a seguir. Finalmente, añadir que no puede ser descartado un papel importante en la 

conidiación y/o otros procesos celulares para genes desregulados en ausencia de actividad 

FlbB pero con valores menores de log2FC.  
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3.- Resultados del RNA-seq correspondientes a procesos 

biológicos específicos. 

3.1. La ausencia de flbB y la expresión de genes del metabolismo 

secundario.  

La actividad de MMSS específicos es necesaria en la inducción del desarrollo asexual 

(Calvo et al., 2002;Rodriguez-Urra et al., 2012;Roncal et al., 2002). Los resultados de la Tabla 

3.1 y la Figura 3.3D motivaron el estudio de la posible presencia de genes significativamente 

desregulados situados de forma contigua en el genoma y que podrían codificar funciones 

típicas de un cluster metabólico. Para ello, se utilizaron como referencia los genes que 

codifican PKS y NRPSs (Ahuja et al., 2012). 

La Figura 3.4A muestra los genes que, codificando PKSs y NRPSs, están 

significativamente desregulados en las fases VG y/o AD. Se incluyen además los genes de los 

cluster del MMSS correspondientes que también están significativamente inducidos o 

reprimidos. En total, se identificaron cuatro cluster de genes que mostraban cambios de 

expresión significativos en al menos cuatro de los genes que los componían. Estos cuatro 

cluster vienen definidos por las siguientes PKS/NRPSs: An2545/easA y An2547/easB, que 

codifican una NRPS y una PKS, respectivamente, del cluster de la emericelamida (Alves et al., 

2016;Chiang et al., 2008); An3230/pkfA, que codifica una PKS implicada en la síntesis de la 

Aspernidina A (Ahuja et al., 2012;Yaegashi et al., 2013); An7903/pkeA/dbaI, una PKS que 

pertenece a un cluster implicado en la síntesis del violaceol (Nielsen et al., 2011) y el derivado 

del benzaldehído DHMBA (Ahuja et al., 2012;Gerke et al., 2012) y las PKSs que son codificadas 

por los genes An2032/pkhA y An2035/pkhB (Ahuja et al., 2012), ambas dentro de un mismo 

cluster. 
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Los niveles de expresión de los genes del cluster de la emericelamida (EAS) (An2545-

An2549) (Chiang et al., 2008) cayeron significativamente en el mutante nulo de flbB, tanto en 

VG como AD (Figura 4A, 4B). Las EASs son depsipéptidos cíclicos, péptidos en los que uno o 

más enlaces amida han sido reemplazados por enlaces éster. En este caso, el cluster controla la 

síntesis de la Emericelamida A (Chiang et al., 2008). Este compuesto fue identificado por 

primera vez tras realizar un co-cultivo del hongo de origen marino Emericella parvathecia 

(referido a la forma sexual o forma teleomorfa de Aspergillus) y el actinomiceto marino 

Salinispora Arenicola, y tiene una actividad antibiótica limitada contra una cepa de 

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (Chiang et al., 2008;Oh et al., 2007).  

La expresión de genes específicos del cluster de la Aspernidina A también está 

aparentemente reprimida significativamente en fondo genético ΔflbB (Figura 3.4A, 3.4B). La 

Aspernidina A es un alcaloide que muestra efectos antiproliferativos moderados contra 

diferentes líneas celulares tumorales (Scherlach et al., 2010). Es sintetizado por el cluster 

definido por An3230/pkfA. Este cluster se induce en el mutante nulo del gen mpkA, el cual 

codifica una MAPK (de sus siglas en inglés, mitogen-activated protein kinase) (Ahuja et al., 

2012;Yaegashi et al., 2013) y cuya ausencia genera defectos de crecimiento moderados (De 

Souza et al., 2013). Tanto en el caso de la Emericellamida A como en el de la Aspernidina A se 

desconoce relación alguna con los genes UDA o el desarrollo asexual.  

Los resultados obtenidos en el estudio de los cluster An2030-An2038 y dba se 

describirán de forma más detallada en el siguiente capítulo. 
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Figura 3.4. Desregulación de cluster metabólicos en un fondo genético ΔflbB.  A) Tabla que 
muestra los genes que, codificando enzimas PKS y NRPS, están significativamente 
desregulados en ausencia de FlbB en fases VG y/o AD. El color rojo indica represión en 
ausencia de actividad FlbB (log2FC>0) mientras que el color verde corresponde a genes 
inducidos (log2FC<0). La tabla también muestra aquellos genes que, perteneciendo a un 
determinado cluster, están significativamente desregulados en fondo genético ΔflbB. B) Patrón 
de expresión de los cluster metabólicos con al menos cuatro genes significativamente 
desregulados en las etapas VG y/o AD. Se indica la posición de cada PKS o NRPS y también el 
primer y último gen de cada cluster. Los genes que no están significativamente desregulados 
están en negro. La extensión de los cluster de MMSS definidos por las enzimas An2545/easA y 
An2547/easB o An3230/pkfA fueron delimitados de acuerdo con (Chiang et al., 2008) y (Khaldi 
et al., 2010). Los resultados publicados por (Gerke et al., 2012) y nuestros análisis in silico 
fueron utilizados como referencia para el cluster dba. La extensión del cluster An2030–An2038 
fue comparada con los límites establecidos en (Khaldi et al., 2010) y modificada de acuerdo 

con nuestros análisis in silico. 
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3.2. La ausencia de actividad FlbB deriva en la inhibición de genes 

implicados en el desarrollo asexual. 

El estudio de los cambios de expresión de genes implicados en el desarrollo asexual se 

realizó con el objetivo de corroborar y/o ampliar el modelo de  control genético de la 

conidiación propuesto por Garzia y colaboradores (Garzia et al., 2010). Para ello, se estudiaron 

los valores FPKM de los genes reguladores de la conidiación previamente conocidos, 

dividiéndolos en dos grupos: por un lado, aquellos que se expresan antes de la activación de 

brlA (ruta UDA), y por el otro lado, aquellos que se expresan posteriormente a la activación de 

brlA (ruta CDP) (Tabla 3.2).  

Dentro de la ruta UDA, se identificaron cinco genes cuya expresión se reprimía en 

ausencia de FlbB: An4394, flbD, afeA, tmpA y tmpB. La caracterización funcional de An4394 se 

describirá en el siguiente capítulo, ya que, ésta no había sido realizada previamente. La 

expresión de flbD fue, como se describe en el modelo de referencia (Garzia et al., 2010), 

fuertemente reprimida en el mutante nulo de flbB, tanto en VG como en AD (Tabla 3.2). 

Finalmente, se observó que la expresión de los genes afeA, tmpA y tmpB estaba influenciada 

por la actividad FlbB, siempre a falta de confirmar los datos del RNA-seq mediante Northern-

blot o qPCR. tmpA y afeA codifican, respectivamente, una flavoenzima transmembrana y una 

enzima formadora de adenilato (cataliza la condensación entre un ácido carboxílico y un 

fosfato) que participan en la síntesis una señal extracelular necesaria para la esporulación e 

independiente de aquella ligada a la actividad FluG (Soid-Raggi et al., 2006;Soid-Raggi et al., 

2016). Tanto TmpA como AfeA actuarían en la misma vía (Soid-Raggi et al., 2016). El gen tmpB, 

por su parte, también codifica una enzima formadora de adenilato necesaria para la 

conidiación (Soid-Raggi et al., 2016). A pesar de que su expresión es reprimida en ausencia de 
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flbB en la fase AD, sus valores FPKM son tan bajos que no permiten realizar una interpretación 

fiable de los resultados (Tabla 3.2).  

Locus Tipo Valor 

FPKM 

en 

Δf lbB  

VG 

Valor 

FPKM 

en 

WT 

VG 

log2FC VG Sig 

VG 

Valor 

FPKM 

en 

Δf lbB 

AD 

Valor 

FPKM 

en  

WT  

AD 

log2FC AD Sig 

AD 

Ruta UDA          

afeA/An0054 P roteína perteneciente a la 

superfamilia de enzimas 

adenilato formadoras 

18,8  218,7 3 ,54  si 39,5  235,8 2 ,58  si 

fadA/An0651 P roteína G Heterotrimérica, 

subunidad α 

59,6  135,7 1 ,19  no 62,7  49,3  -0 ,35  no 

flbA/An5893 Regulador de la 

señalización de proteínas G 

64,7  40,1  -0 ,69  no 32,7  29,9  -0 ,13  no 

f lbB/An7542 FT  bZIP  2 ,1  153,3 6 ,18  si 3,0  107,6  5 ,18  si 

flbC/An2421 FT  C 2H2 69,8  223,9 1 ,68  no 365,4  213,5  -0 ,78  no 

f lbD/An0279 FT  c -MYB  4 ,0  103,1 4 ,70  si 6,6  61,3  3 ,22  si 

flbE/An0721 Interac tor de FlbB 80,2  101,6 0 ,34  no 37,1  42,5  0 ,20  no 

fluG/An4819 Necesario para la s íntesis 

del metabolito inductor 

16,2  36,3  1 ,17  no 22,0  25,4  0 ,21  no 

ganB/An1016 P roteína G Heterotrimérica,  

subunidad α 

71,4  134,6 0 ,91  no 111,8  70,7  -0 ,66  no 

gpgA/An2742 P roteína G Heterotrimérica,  

subunidad γ 
257,9  327,6 0 ,34  no 190,7  128,7  -0 ,57  no 

s faD/An0081 P roteína G Heterotrimérica,  

subunidad β 
148,2  118,6 -0 ,32  no 137,4  81,0  -0 ,76  no 

s fgA/An8129 TF tipo Gal4  Zn(II)2Cys6, 

regulador negativo de la 

conidiación 

51,2  88,1  0 ,78  no 38,6  59,7  0 ,63  no 

tmpA/An0055 Flavoproteina 

transmembana 

2 ,8  25,4  3 ,17  si 9,4  32,2  1 ,78  si 

tmpB/An9129 P roteína perteneciente a la 

superfamilia de enzimas 

adenilato formadoras 

0 ,0  0 ,0  0 ,00  no 0 ,0  3 ,8  1 ,80x10 308 si 

urdA/AN4394 Regulac ión pos itiva de la 

esporulación asexual; 

Regulac ión de la 

transc ripción 

3 ,8  143,5 5 ,23  si 2,6  66,1  4 ,68  si 

Ruta CDP          

abaA/An0422 FT  TEA/ATTS  1 ,7  8 ,8  2 ,37  si 1,0  1 ,5  0 ,58  no 

brlA/An0973 FT  C 2H2  3 ,1  5 ,6  0 ,85  no 0 ,3  25,2  6 ,36  si 

dewA/An8006 Hidrofobina 0 ,0  1 ,3  1 ,80x10 308 no 0 ,3  1 ,1  1 ,96  no 

ivoA/An1057 NRPS 0 ,4  1 ,1  1 ,64  no 1 ,0  0 ,8  -0 ,40  no 

ivoB/An0231 Fenol oxidasa 0 ,7  8 ,3  3 ,66  si 1,1  214,5  7 ,64  si 

ivoC/An10573 C itocromo P450 0 ,1  0 ,0  1 ,80x10 308 no 0 ,1  6 ,8  6 ,01  si 

medA/An6230 Desconocido 80,7  57,3  -0 ,49  no 52,2  36,2  -0 ,53  no 

rodA/An8803 Hidrofobina 3 ,2  3 ,0  -0 ,09  no 0 ,9  93,0  6 ,62  si 

s tuA/An5836 FT  A PSES  143,7  190,5 0 ,41  no 122,3  157,8  0 ,37  no 

vosA/An1959 FT  s imilar a V elvet  11 ,7  34,8  1 ,58  no 10,4  10,1  -0 ,04  no 

wA/An8209 PKS 1 ,0  1 ,9  0 ,95  no 2 ,2  1 ,4  -0 ,68  no 

wetA/An1937 Desconocido 1 ,4  2 ,9  1 ,11  no 3 ,2  1 ,5  -1 ,10  no 

yA/An6635 p-difenol oxidasa 14,5  47,3  1 ,70  si 13,3  11,3  -0 ,24  no 

Tabla 3.2. Valores FPKM y log2FC de genes que codifican proteínas reguladoras de la 
conidiación. Aquellos genes significativamente desregulados han sido resaltados en negrita, 

indicando mediante el color rojo su represión en ausencia de actividad FlbB (log2FC>0). 
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En cuanto a la ruta CDP, la expresión de brlA, primer gen de dicha ruta, se reprimió 

completamente en ausencia de flbB (véase el perfil de expresión PE3 en la Figura 3.3F). Pese a 

que los valores FPKM correspondientes a este gen en la fase AD no son muy altos (Tabla 3.2), 

la completa represión en su fondo nulo confirmó la necesidad de FlbB en el proceso de 

activación de brlA una vez que la conidiación ha sido inducida mediante la exposición del 

micelio al aire (Garzia et al., 2010).  

Por otro lado, el patrón de expresión observado para los genes ivoB e ivoC, los cuales 

codifican una enzima fenol oxidasa y un citocromo P450 necesarios para la pigmentación del 

conidióforo, mostró que la expresión de ivoB precede a la de ivoC (Birse y Clutterbuck, 

1991;Garzia et al., 2013;Kelly et al., 2009). La disminución de su transcripción podría ser 

consecuencia directa del cambio de expresión de los genes brlA y abaA en el fondo nulo flbB 

(Tabla 3.2), ya que ha sido demostrado que la expresión de ivoB depende de dichas actividades 

(Birse y Clutterbuck, 1991). 

Finalmente, según nuestros resultados de secuenciación, la expresión de rodA, que 

codifica una hidrofobina (HPh), también estaría significativamente reprimida en la cepa ΔflbB 

(Tabla 3.2). Las proteínas HPhs contienen dominios compuestos por 8 cisteínas que, a través 

de la formación de puentes disulfuro, crean monocapas anfipáticas que se encuentran en la 

superficie de las conidias fúngicas, aumentando la hidrofobicidad de estas (de Groot et al., 

2009). El genoma de A. nidulans contiene seis genes que codifican HPh-s (de Groot et al., 2009) 

y ha sido demostrado que estas proteínas están involucradas en la formación de un 

recubrimiento hidrofóbico (o capa rodlet; (Beever y Dempsey, 1978)) en la superficie de las 

esporas (Grunbacher et al., 2014). Tres de esos genes (An6401 y An7539, además de rodA) 

estarían desregulados de manera significativa en ausencia de flbB. 

Es conocido que la expresión de rodA depende marcadamente de BrlA (Chang y 

Timberlake, 1993). Por ello, la destacada disminución en la expresión de rodA observada en la 
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comparación AD es probablemente también una consecuencia de la incapacidad para inducir 

brlA en el mutante nulo de  flbB. La transcripción de An6401/dewC es reprimida en la cepa 

ΔflbB en ambas fases del desarrollo pero, esta hidrofobina parecía ser principalmente 

necesaria en AD porque fue el gen cuantitativamente más reprimido en el fondo ΔflbB (Top 1) 

en esa fase (Tabla 3.1). Esto también sugiere un papel brlA-dependiente en el control de la 

hidrofobicidad de las células del conidióforo, algo que es sustentado por los resultados 

obtenidos por Grünbacher y colaboradores (Grunbacher et al., 2014), los cuales, describieron 

la inducción de An6401/dewC durante el desarrollo asexual junto con una menor 

hidrofobicidad de las células fúngicas para su mutante nulo.  

En general, estos resultados sugieren que FlbB influye, tanto en VG y AD, en la 

expresión de los genes que codifican HPh-s, las cuales, son necesarias para la generación del 

recubrimiento hidrofóbico de las esporas. Sin embargo, hay que tener en cuenta que estos 

resultados no han sido confirmados mediante Northern-blot o qPCR.  

3.3. Análisis de una posible regulación positiva ejercida por FlbB sobre 

su propia transcripción. 

Los resultados de la secuenciación presentados en la sección anterior apoyan el 

modelo de control del desarrollo asexual previamente propuesto por Garzia y colaboradores, 

según el cual FlbB controlaría la expresión de flbD y ambos FFTT regularían conjuntamente a 

brlA (Garzia et al., 2010). Sin embargo, resultados experimentales obtenidos tanto con formas 

truncadas de FlbB como con ciertos mutantes puntuales permitieron detectar una marcada 

disminución en los niveles de proteína FlbB o alteración en los niveles de tránscrito en dicho s 

fondos genéticos mutantes. 

Primero, el estudio mediante Northern-blot de la expresión de los alelos mutantes 

flbB100 (G456A; causando la sustitución Gly70Arg en la proteína) y  flbB102 (C1255T, Δ1257; 
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causando la sustitución Pro305Leu y un cambio en el marco de lectura en la posición 306 de la 

proteína seguida por una señal “stop”) (Etxebeste et al., 2008) mostró que ésta sufría una 

notable represión en comparación con la forma silvestre, siendo destacable la ausencia del 

pico de expresión característico de flbB 4-6 h después de la inducción de la conidiación 

(Herrero-Garcia, 2013). Resultados similares fueron obtenidos tras mutar el codón que codifica 

la metionina iniciadora de FlbB a ATC, la cual no debería afectar a la expresión pero, sí a la 

traducción debido a la sustitución Met1Ile. En segundo lugar, la concentración de las quimeras 

truncadas en el extremo C-terminal GFP::FlbB (1-361), (1-341), (1-321) y (1-294) fue 

marcadamente inferior a la concentración de la forma silvestre, siendo imposible detectar 

dichas formas en experimentos de Western-blot o microscopía de fluorescencia (Herrero-

Garcia et al., 2015). También se observó el mismo efecto sobre los niveles de proteína FlbB en 

los mutantes puntuales C382A y (L104A; E105A) (Herrero-Garcia et al., 2015). En estos últimos 

casos no se puede descartar algún problema con la traducción o procesamiento de la proteína, 

por lo que se debería realizar una verificación de la expresión por Northern-blot. En cualquier 

caso, todos estos resultados llevaron a plantear la posibilidad de que FlbB pudiera regular por 

unión directa a su promotor (conjuntamente con FlbD o no) su propia expresión y, en 

consecuencia, los niveles de proteína y su actividad. En este sentido, se localizó una secuencia 

TTACCTAT en las coordenadas -424 a -432 del promotor de flbB (Herrero-Garcia, 2013), la cual, 

es parecida a la secuencia PLD (TTACGTAA), diana definida para los FFTT tipo bZIP de la familia 

AP-1 (Toda et al., 1992) y unida in vitro por el dominio bZIP de FlbB (Etxebeste et al., 2009a).  

Sin embargo, el mapeo de las lecturas de RNA-seq en el locus flbB (visualización a 

través del software IGV; Broad Institute) indica claramente que en ausencia de actividad FlbB 

(y por consiguiente ausencia también de actividad FlbD; (Garzia et al., 2010)) existe un inicio de 

la transcripción y que la secuencia 5´ del mRNA, incluída la presencia de un intrón, se mantiene 

con respecto al fondo genético silvestre (Figura 3.5). Estas observaciones sugieren que deben 
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ser otros FFTT los que unan al promotor de flbB y controlen su transcripción, y que los efectos 

descritos en esta sección se deben a otras causas que serán planteadas en la Discusión de este 

capítulo.  

 

Figura 3.5. Mapeo de las lecturas de secuenciación en el locus flbB. La transcripción de flbB es 
iniciada en la cepa ΔflbB tanto en VG (A) como en AD (B). Los recuadros negros señalan la 

región 5´-UTR del mRNA. 
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4.- Discusión. 

Los FFTT se han clasificado típicamente como "activadores" o "represores" según 

induzcan o repriman la expresión de sus genes diana. Sin embargo, debe tenerse en cuenta 

que un número significativo de ellos puede realizar una función dual, actuando como 

activadores o represores dependiendo del contexto (organización del promotor, presencia de 

co-reguladores, etcétera) o señal (fosforilación, por ejemplo) que determine en cada momento 

su actividad (Boyle y Despres, 2010). En este sentido, el experimento de RNA-seq ha permitido 

obtener una perspectiva general del efecto principalmente represor pero también inductor 

que la ausencia de actividad FlbB tiene sobre la expresión génica y determinados procesos 

celulares.  

Además, la secuenciación de los transcriptomas de la cepa silvestre y el mutante ΔflbB, 

junto con el análisis de los términos GO, han permitido identificar los procesos de oxido -

reducción como los aparentemente más desregulados en ambas comparaciones realizadas. En 

el caso de la fase AD, dicha desregulación podría deberse a una hipotética relación entre las 

proteínas necesarias para neutralizar el ambiente oxidante que predomina al inducirse el 

desarrollo asexual mediante la exposición de los cultivos al aire y los reguladores de la 

diferenciación (FlbB). Previamente, varios autores sugirieron que las alteraciones en la 

concentración de especies reactivas de oxigeno (ROS) juegan un papel importante en los 

procesos de diferenciación, en general, y el desarrollo en hongos filamentosos, en concreto 

(Aguirre et al., 2005;Holmstrom y Finkel, 2014;Vargas-Perez et al., 2007). El hecho de que el 

término GO más abundante entre los genes significativamente desregulados en fase AD en una 

cepa silvestre sea el de oxido-reducción (Garzia et al., 2013) apoya esta posibilidad. 

Sin embargo, los procesos de oxido-reducción también parecen verse fuertemente 

afectados en fase VG en el fondo ΔflbB, lo cual podría indicar que 1) dichas reacciones son 

necesarias para el mantenimiento de procesos celulares específicos requeridos durante el 
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crecimiento vegetativo, o 2) que mediante la inducción de la expresión de los genes 

correspondientes las hifas vegetativas están preparadas para los cambios oxidativos y 

morfológicos que puedan ocurrir. En cuanto al primer caso, debe recordarse que el mutante 

nulo de flbB no muestra alteraciones aparentes en el crecimiento o integridad de las células 

vegetativas en cultivo líquido estándar o bajo condiciones de estrés salino (el único cambio 

descrito es una ligera mayor ramificación; (Etxebeste et al., 2009a)). Por ello, se podría 

proponer que al igual que las proteínas UDA están presentes en fase vegetativa y parecen 

señalizar la conidiación durante esta fase (Etxebeste et al., 2009a;Garzia et al., 2009;Garzia et 

al., 2010;Herrero-Garcia et al., 2015), los genes y procesos celulares controlados por ellos 

también podrían estarlo. Aunque a falta de experimentos que lo confirmaran, los resultados 

del RNA-seq apoyarían esta relación. Por ejemplo, el gen catA de la ruta HogA/SakA de 

respuesta a estrés, el cual codifica una catalasa (Navarro y Aguirre, 1998), presenta una 

expresión significativamente reprimida en una cepa silvestre en la fase AD respecto a la fase 

VG (Garzia et al., 2013) pero posteriormente aumenta de nuevo en las etapas finales de la 

producción de conidios y en conidios maduros (Navarro et al., 1996;Navarro y Aguirre, 1998). 

Además, en la fase VG, hay una represión significativa de su transcripción en ausencia de flbB. 

En cualquier caso, el análisis de estas hipótesis requeriría, en primer lugar, confirmar dicha 

desregulación y, en segundo lugar, estudiar su posible relación con la ruta UDA.  

El RNA-seq también ofrece la posibilidad de cuantificar, a través de los valores FPKM, 

los niveles de expresión de cada gen y comparar dichos niveles en diferentes fondos genéticos 

o puntos del ciclo de vida. Ello a su vez, permite priorizar aquellos genes con los mayores 

cambios de expresión (log2FC), generando las tablas Top. Dichas tablas han permitido centrar 

el análisis en el papel de FlbB en la regulación de (1) cluster de MMSS y (2) los genes del 

desarrollo. En el primer caso, los resultados sugieren que la represión del desarrollo asexual 

provoca un cambio en la expresión de cluster metabólicos específicos. Sin embargo, al menos 
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en los cluster aquí estudiados, no ha podido establecerse ninguna relación entre ambos 

procesos celulares (Chiang et al., 2008;Yaegashi et al., 2013). Una característica interesante de 

los metabolitos ligados a estos cluster de genes fue, no obstante, que habían mostrado 

actividad antimicrobiana (Emericelamida A) y antiproliferativa (Aspernidina A) (Oh et al., 

2007;Scherlach et al., 2010). En el caso particular de la Emericelamida A, además, la síntesis 

del metabolito se identificó en respuesta a un co-cultivo entre las especies E. parvathecia y S. 

Arenicola (Oh et al., 2007).  

En cuanto a los genes que codifican reguladores del desarrollo asexual, el modelo 

genético descrito previamente por nuestro grupo fue sustentado por los resultados obtenidos 

en este trabajo (Garzia et al., 2010). El RNA-seq confirmó que la ausencia de FlbB resulta en 

una represión de la expresión de brlA después de la exposición de las hifas al aire (Wieser et al. 

1994) y flbD permanece como el principal gen de la ruta UDA que muestra una dependencia de 

la actividad transcripcional de FlbB (Tabla 3.2). Sin embargo, el RNA-seq también aportó 

nuevos datos acerca de la ruta UDA, indicando que flbD quizás no sea el único gen de la ruta 

controlado por FlbB. Se observó que la ausencia de la actividad FlbB afecta a la expresión de 

los genes afeA y tmpA, que son parte de una misma vía relacionada con la síntesis de una señal 

extracelular de esporulación (Soid-Raggi et al., 2016). Esta ruta se ha definido como 

independiente a la de fluG (Soid-Raggi et al., 2006;Soid-Raggi et al., 2016). Sin embargo, los 

mutantes de los genes flb son capaces de complementar extracelularmente la deficiencia en el 

metabolito de señalización relacionado con FluG, por lo que se propuso que los factores Flb 

eran parte de la misma ruta de señalización de la conidiación que FluG (Etxebeste et al., 

2008;Lee y Adams, 1996;Rodriguez-Urra et al., 2012). De confirmarse, nuestros resultados de 

secuenciación sugerirían que al menos genéticamente sí hay una relación entre ambas rutas de 

señalización, las definidas por TmpA-AfeA y FluG-Flbs. También se identificó un gen, An4394, 

cuyos ortólogos están, según las bases de datos, implicados en el control del desarrollo 
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asexual. Ello ampliaría el rango de posibles dianas genéticas de la actividad FlbB. Una primera 

caracterización funcional de An4394 se presenta en el siguiente capítulo.  

Finalmente, un análisis detallado de las lecturas del RNA-seq y el inicio de la 

transcripción de flbB permite especular sobre la importancia que tiene la funcionalidad de FlbB 

sobre sus propios niveles de expresión y/o proteína. Inicialmente, los resultados obtenidos en 

el estudio de mutantes puntuales de FlbB o con truncamientos en su extremo C-terminal 

llevaron a plantear la posibilidad de un mecanismo de autorregulación transcripcional por 

unión directa del FlbB a su propio promotor. El análisis de los datos de secuenciación de RNA 

indicó, no obstante, que hay inducción de la expresión de flbB en el fondo genético ΔflbB, por 

lo que esta posibilidad fue descartada, al menos como mecanismo principal de control de su 

expresión. Así, la existencia de mutaciones específicas en flbB que causan una profunda 

disminución de la concentración de proteína mientras que la transcripción es todavía 

detectable (Herrero-Garcia et al., 2015), llevaron a analizar otras vías posibles de regulación, 

entre ellas la presencia de uORFs (del inglés, upstream open reading frame). Los uORFs son 

ORFs localizados generalmente en la región 5’ del mRNA y compuestos por un codón de 

iniciación (µAUG), como mínimo un codón adicional y un codón de terminación (Barbosa et al., 

2013;Hood et al., 2009). La presencia de uORFs en un locus determinado se correlaciona con 

una menor eficiencia de traducción y ratios proteína/mRNA significativamente más bajos 

(Calvo et al., 2009). Estos efectos son consecuencia de la regulación que los uORFs pueden 

realizar sobre la estabilidad del mRNA o su traducción (Baker y Parker, 2004;Hood et al., 2009).  

Por ejemplo, brlA presenta un uORF en su promotor, el cual, juega un papel relevante 

en el control de su transcripción y, por tanto, del desarrollo asexual en A. nidulans (Han et al., 

1993). De forma similar, los uORFs también podrían jugar un papel importante en el control de 

la concentración de FlbB, constituyendo un nuevo ejemplo de este tipo de mecanismo de 

regulación. El Dr. M.S. Cortese identificó, mediante un buscador de ORFs 
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(http://www.bioinformatics.org/sms2/orf_find.html), dos codones de inicio en el promotor de 

flbB. Cada uno de ellos tiene un codón stop situado en fase 14 y 10 codones aguas abajo, 

respectivamente. El segundo uORF se sitúa en el intrón del promotor. Por lo tanto, este 

segundo uORF no participaría en la regulación del transcrito o la proteína a no ser que ese 

intrón se transcribiera en algún momento del desarrollo. Además, mediante la herramienta 

bioinformática http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi, se predijo una estructura 

secundaria de horquilla en el primero de los supuestas uORFs, por lo que podría bloquear al 

ribosoma y con ello la traducción del ORF principal  (no mostrado). De confirmarse, este 

mecanismo aumentaría la complejidad del control de la síntesis FlbB y sugeriría que puede ser 

regulada a nivel de traducción. Estos mecanismos podrían limitar la relación proteína/mRNA 

de FlbB, ajustándola, por ejemplo, a la cantidad disponible de FlbE y limitando la cantidad de 

complejo FlbB/FlbE que pueda llegar a la punta de las hi fas vegetativas y señalizar allí la 

conidiación (Herrero-Garcia et al., 2015).  

La funcionalidad de estos supuestos uORFs podría ser evaluada a través de dos 

estrategias principales. En primer lugar, se podría analizar mediante Northern-blot la expresión 

de cada secuencia uORF de flbB durante la inducción y progreso del desarrollo asexual, 

permitiendo conocer en qué fase del desarrollo pudiera ser necesario cada uORF (Rodriguez-

Romero et al., 2015). En segundo lugar, la deleción de cada uORF y el análisis del fenotipo de 

las cepas correspondientes también contribuirían a conocer su importancia en el control de los 

niveles de FlbB. Este estudio se completaría con el análisis de los niveles de tránscrito y 

proteína de FlbB, FlbD y BrlA, así como el análisis de la localización subcelular y dinámica de 

FlbB. 

http://www.bioinformatics.org/sms2/orf_find.html
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi
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1.- Introducción.  

El análisis general de los resultados de secuenciación de RNA presentado en el capítulo 

anterior permitió centrar el estudio en aquellos cluster del metabolismo secundario y genes 

implicados en el control del desarrollo que estuvieran más significativamente desregulados. 

Cuatro fueron los cluster metabólicos principalmente desregulados en ausencia de flbB. De 

ellos, aquellos que abarcan los genes An2030-An2038 (Ahuja et al., 2012;Bromann et al., 2012) 

y An7893-An7903 (dba) (Gerke et al., 2012;Schroeckh et al., 2009) se estudiarán más 

detalladamente en este capítulo, centrando su análisis en un hipotético papel en la inducción o 

control de la conidiación o la posible síntesis de metabolitos con actividad antimicrobiana. En 

cuanto al desarrollo se refiere, el capítulo anterior se centró en identificar posibles dianas de la 

actividad transcripcional de FlbB dentro de las rutas UDA y CDP, así como en la interpretación 

de los resultados obtenidos tomando como referencia los modelos genéticos previamente 

existentes. El análisis permitió la identificación de An4394 como un gen que podría ser 

necesario para ejercer una regulación positiva de la esporulación asexual. En este capítulo se 

presenta un primer estudio funcional de dicho gen. 

2.- Caracterización de los cluster génicos An2030-2038 y dba.  

2.1. Estudio del cluster An2030-2038.  

Los genes del cluster An2030-2038 se hallaban entre los más inducidos (Top20) en 

ausencia de actividad FlbB en la fase VG (Tabla 3.1). Sin embargo, su patrón de expresión era 

completamente opuesto en la fase AD, siendo reprimidos en la cepa ΔflbB. Dichos resultados 

sugerían que la actividad de FlbB podría reprimir, directa o indirectamente, la expresión del 

cluster en la fase VG y activarla en la fase AD, vinculando su actividad con la síntesis de un 

metabolito necesario para o durante el desarrollo asexual. La comparación de los 
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transcriptomas de la cepa silvestre en las fases VG y AD, donde se observaba una clara 

inducción de este cluster en AD (Garzia et al., 2013), apoyaba esta posibilidad. 

Análisis bioinformáticos complementaron los resultados de secuenciación para este 

cluster. Por un lado, la sintenia mostró que no se conserva en otras especies del género 

Aspergillus como A. fumigatus, A. terreus, A. oryzae, A. flavus o A. niger (Figura 4.1A). Por otro 

lado, los Blast revelaron una alta conservación del cluster An2030-2038 con otro de la especie 

fúngica Metarhizium robertsii (Figuras 4.1A y 4.1B), una especie endémica del suelo (Bidochka 

et al., 2001). M. robertsii es un hongo entomatopatógeno (Lomer et al., 2001;Sasan y 

Bidochka, 2012), pero también es endófito y estimula el  desarrollo de la raíz de las plantas 

(Sasan y Bidochka, 2012). La conservación de cada gen del cluster An2030-2038 se representó 

mediante árboles filogenéticos (Anexo 4) a partir de los cuales se conformó un sólo árbol 

emparejando aquellos genes del cluster de A. nidulans respecto a los de M. robertsii (Figura 

4.1B).  

En resumen, la ausencia del cluster en el genoma de otros hongos conidiantes del 

género Aspergilli sugiere que su actividad no es necesaria para la inducción de la conidiación o 

que, alternativamente, podría ser necesaria en etapas morfológicas que tienen lugar 

exclusivamente durante el desarrollo del conidióforo en A. nidulans, pero no en las especies 

incluidas en el análisis de la sintenia.  

Antes de profundizar en el análisis funcional de este grupo de genes, se intentó 

confirmar su desregulación en el fondo genético ΔflbB mediante Northern-blot. No obstante, la 

hibridación con una sonda para An2038 no pudo confirmar dicha desregulación al no 

hibridarse ésta correctamente (no mostrado). Por ello, se decidió delecionar el cluster 

completo con el objetivo de realizar un estudio preliminar sobre su posible relación con la 

conidiación.  
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Figura 4.1. Análisis de la conservación del cluster metabólico An2030/An2038 y análisis del 
fenotipo generado por la deleción del mismo (ΔAn2030-An2038). A) La parte superior 
muestra los resultados del análisis de la sintenia, obtenidos a partir de la base de datos 
Aspergillus Comparative Database. En este análisis se puede observar la ausencia del cluster en 
otras especies del género Aspergillus. Los cuadrados grises oscuros representan las regiones 
del genoma de A. nidulans conservadas en los genomas de A. terreus, A. niger, A. oryzae, A. 
flavus y A. fumigatus. La parte inferior presenta los resultados de los análisis de la base de 
datos NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), obtenidos según el algoritmo Blast, donde 
se observa la conservación del cluster An2030-An2038 en el genoma de M. robertsii. B) Árbol 
filogenético (obtenido con el software Mega) emparejando los genes An2030/2038 con sus 
ortólogos en M. robertsii. C) Fenotipo de la cepa ΔAn2030-An2038 (derecha) en comparación 
con el parental silvestre (izquierda) en MMA utilizando glucosa (1 y 2%), y MMA (glucosa) con 
H2PO4

- (0.5 M), sacarosa (1 M), sorbitol (1.2 M), NaCl (0.8 M) o cicloheximida (20 μg/mL) como 
condiciones de estrés. Barra de escala = 2 cm. 
 
 

Para la generación de la cepa ΔAn2030-2038 se siguió el protocolo del apartado 5.1 del 

capítulo 2 (Figura 2.1A). El fragmento sintético a transformar contenía el promotor (5’-UTR) de 

An2038 y el terminador (3’-UTR) de An2030 fusionados al marcador de auxotrofía pyrGAfum. La 

construcción se utilizó para transformar protoplastos de una cepa silvestre (Yang et al., 2004). 

El fenotipo transformante se analizó en MMA y se comparó con el de la cepa silvestre, sin 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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llegar a observarse cambios significativos en la producción de conidios en condiciones de 

estrés osmótico o salino, ni en MMA con cicloheximida (de Souza et al., 1998;Hellauer et al., 

2002), un inhibidor de la traducción de mRNA producido por la bacteria Streptomyces griseus 

(Figura 4.1C).  

Considerando los resultados obtenidos, no se pudo asociar la activi dad del cluster 

An2030-An2038 directamente a la biogénesis del conidióforo o a la respuesta a las condiciones 

de estrés analizadas en este trabajo.  

2.2. La inducción de la expresión del cluster metabólico dba aumenta la 

viabilidad de A. nidulans ante la bacteria M. luteus. 

Los resultados del RNA-seq indicaron que los genes del cluster dba se hallaban entre 

aquellos significativamente más inducidos en ausencia de FlbB, tanto en fase VG como AD (ver 

Tablas Top20 en capítulo anterior). Además, todos los genes del cluster estaban incluidos en el 

perfil de expresión PE1 (Figura 3.3D), el cual agrupaba genes en los que la expresión 

aumentaba significativamente en un fondo ΔflbB en ambas fases de crecimiento, pero sobre 

todo en la fase AD. Por todo ello, se decidió profundizar en su análisis. 

2.2.1. Conservación del cluster dba.  

Los estudios iniciales se centraron en el análisis bioinformático de la conservación del 

cluster dba. De hecho, la extensión del cluster se redefinió en base a los resultados in silico que 

se muestran a continuación. Éstos modifican lo descrito por (Gerke et al., 2012), quienes 

definieron que el cluster dba abarcaba los genes entre An7896 y An7903. En este caso, se 

incluyen en los análisis los genes entre An7893 y An7903.  
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Figura 4.2. Análisis bioinformático de los genes del cluster dba. A) La parte superior muestra 
la ausencia del cluster en otras especies del género Aspergillus como A. terreus, A. niger, A. 
oryzae, A. flavus, y A. fumigatus. Las regiones conservadas del genoma de A. nidulans fueron 
representadas mediante cuadrados grises. La parte inferior del panel presenta los resultados 
de los análisis Blast, con la conservación total del cluster dba en el genoma de T. stipitatus y 
una conservación parcial en el genoma de C. immitis. B) Análisis filogenético (software MEGA) 

que empareja los genes del cluster dba con los genes ortólogos de T. stipitatus. 

 

El análisis de la sintenia mostró que el cluster no se conserva en otras especies del 

género Aspergillus (Figura 4.2A). Los Blast de cada gen del cluster, por otro lado, indicaron que 
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todos ellos conservan la posición y orientación respecto a sus ortólogos en otro cluster de 

Talaromyces stipitatus, un hongo del suelo que es caracterizado por su capacidad de secretar 

enzimas termoestables (Gruber et al., 1998;Larsen et al., 2015) (Figura 4.2A). La conservación 

de cada gen del cluster dba se analizó mediante árboles filogenéticos (Anexo 5) a partir de los 

cuales se conformó un solo árbol emparejando cada uno con su ortólogo correspondiente de 

T. stipitatus (Figura 4.2B). También se hallaron cluster metabólicos en los patógenos humanos 

Coccidioides immitis y C. posadasii que contienen ortólogos de la mayor parte de los genes 

dba. Sin embargo, estos genes muestran una posición y orientación relativa diferente (Figura 

4.2A).  

2.2.2. Confirmación de la inducción del cluster dba en un fondo genético nulo en 

flbB.  

Se confirmó mediante qPCR la inducción en la fase VG de los genes An7895/cipB, 

An7896/dbaA y An7901/dbaG (Figura 4.3A). An7895/cipB codifica una oxidorreductasa y es el 

gen Top1 de los genes inducidos en fondo genético ΔflbB en fase AD. An7896/dbaA y 

An7901/dbaG, por otro lado, son genes que codifican dos FFTT cuya función es regular la 

expresión del resto de genes del cluster dba (Gerke et al., 2012). La expresión de los tres genes 

en la fase VG fue estudiada en los fondos genéticos silvestre, ΔflbB y también ΔfluG y ΔbrlA. De 

este modo, se comprobó que en estos mutantes UDA y CDP la expresión de los genes dba 

aumentaba (Figura 4.3A), ya que mostraban valores significativamente menores de ΔCt (= 

Ctgen-Ctreferencia) respecto a la cepa silvestre (P < 0.05 en todos los casos). 

Por otro lado, se utilizó la técnica de Northern-blot para seguir la expresión de los 

genes An7895/cipB y An7898/dbaD (este último codifica un supuesto transportador 

transmembrana) en distintos fondos genéticos (WT, ΔflbB, ΔflbD y ΔAn4394; ver más adelante)  

y a diferentes tiempos (0, 6, 12, 24 h) del desarrollo. Los resultados muestran que ambos 

genes son fuertemente desregulados en las cepas mutantes analizadas (Figura 4.3B). Es decir, 
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el aumento de la expresión de los genes dba, sobre todo en fase VG (0 h) y primeras fases de 

desarrollo asexual (6, 12 h), no ocurre únicamente en el fondo genético ΔflbB, sino que se da 

también en las cepas ΔflbD y ΔAn4394 (Figura 4.3B). Los resultados sugieren que la inducción 

del cluster dba descrita inicialmente para el mutante nulo flbB no es específica de esta cepa, y 

es extensible a mutantes aconidiales en genes de la ruta UDA.  

 

Figura 4.3. Expresión de los genes dba. A) Análisis qPCR de la expresión de los genes 
An7895/cipB, An7896/dbaA y An7901/dbaG en los fondo genéticos WT, ΔflbB, ΔbrlA, y ΔfluG. 
Los valores ΔCt (= Ctgen– Ctcontrol) fueron calculados como valores medios de tres replicados 
junto con el error estándar de la media (sem, de sus siglas en inglés, standard error of the 
meaning). B) Experimentos Northern-blot mostrando la expresión de flbB, An7895/cipB, y 
An7898/dbaD en las cepas WT, ΔflbB, ΔflbD, y ΔAn4394/urdA y en diferentes etapas del 
desarrollo asexual. Los rRNAs se muestran como control de  carga y los gráficos indican las 
relaciones entre el promedio de la intensidad de pixeles de cada banda de Northern-blot 
respecto a su correspondiente banda de rRNA (ribosomal grande). Las gráficas se obtuvieron 
con Microsoft Excel, y el promedio de la intensidad de pixel para cada banda fue calculado 
mediante Image Gauge (version 4.0; Fujifilm). 

 

2.2.3. Estudio fenotípico de los mutantes nulos en los genes dba. 

Se generaron mutantes nulos de los genes del cluster dba tanto en un fondo genético 

silvestre como en fondo ΔflbB. Un primer análisis en MMA no mostró ninguna diferencia 

fenotípica en ninguno de los mutantes con respecto a sus parentales (Figura 4.4A), tampoco en 
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las condiciones de estrés osmótico (sacarosa 1 M, sorbitol 1.2 M) o salino (H2PO4
- 0.5 M) 

analizadas (no mostrado). Sin embargo, en MMA con cicloheximida se observaron diferencias 

fenotípicas significativas entre el parental ΔflbB y los dobles nulos ΔflbB;Δdba (Figuras 4.4B y 

4.4C). 

 

Figura 4.4. Caracterización fenotípica de los mutantes nulos en los genes del cluster dba. A) 
Fenotipos en MMA de los mutantes nulos en los genes dba tanto en el fondo genético silvestre 
como en ΔflbB. B) Fenotipos y diámetro de las cepas ΔflbB, ΔflbB;ΔAn7895, ΔflbB;ΔAn7896 y 
ΔflbB;ΔAn7901 (en columnas) en MMA (fila superior) y MMA con concentraciones crecientes 
de cicloheximida (filas 2, 3 y 4). Barra de escala = 2 cm 
 
 

La cicloheximida es un inhibidor de la traducción (Osherov y May, 2000) y su efecto 

respecto al cluster dba podría ser equivalente al generado por el mutante nulo ΔcsnE, donde la 

expresión de los genes dba está activada (Gerke et al., 2012). CsnE es parte del signalosoma 
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COP9 (CSN), un complejo regulador de las ubiquitina ligasas, y su deleción provoca cambios en 

el proteoma del hongo (Nahlik et al., 2010). La Figura 4.4B muestra los fenotipos observados 

en medio con concentraciones crecientes de cicloheximida (1-100 µg/mL). Un aumento de 

concentración de este compuesto provocó la disminución del diámetro de la colonia en la cepa 

parental ΔflbB. Sin embargo, los dobles nulos mostraron ser más tolerantes, de modo que al 

aumentar su concentración, la disminución del diámetro de la colonia era menor (Figura 4.4B). 

Concretamente, el diámetro en los dobles nulos respecto al parental ΔflbB fue 

aproximadamente un 33% mayor en medios con concentraciones de cicloheximida de 20 o 100 

μg/mL (P < 0.05 en todos los casos; n = 3 para cada cepa). La figura muestra únicamente las 

cepas de fondo genético ΔflbB porque en este caso tampoco se observaron diferencias 

reseñables al comparar el parental silvestre y los correspondientes mutantes nulos en genes 

dba. Por lo tanto, los cambios fenotípicos observados podrían ser un efecto combinado de la 

ausencia de actividad UDA, la cual induce la expresión de los genes del cluster, y probable 

ausencia de actividad dba causada por la deleción de genes del cluster (ver Discusión). 

2.2.4. La viabilidad de A. nidulans ante la bacteria M. luteus aumenta como 

consecuencia de la expresión del cluster dba. 

La caracterización realizada por (Gerke et al., 2012) mostró que el cluster dba está 

implicado en la síntesis del MS 2,4-dihidroxi-3-metil-6-(2-oxopropil) benzaldehido (DHMBA). 

Este compuesto presenta actividad biológica contra Microccocus luteus (Gerke et al., 2012), 

una bacteria que se encuentra en el suelo, polvo, agua y aire, y en diversos tejidos y 

secreciones corporales (Young et al., 2010).  

Con la intención de analizar si la activación del cluster dba observada en el mutante 

ΔflbB podía ser biológicamente relevante en situaciones de competencia con la bacteria M. 

luteus, se realizaron co-cultivos de ambas especies. Para ello, las cepas ΔflbB y ΔflbB; Δdba se 

cultivaron con M. luteus, inoculando cantidades relativas variables de conidios de A. nidulans y 
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células bacterianas (ver apartado 9 en capítulo 2, Figura 2.3). Se seleccionaron las relaciones 

óptimas para el estudio de dicha competencia. En la Figura 4.5 se muestran los resultados 

correspondientes a las relaciones 0/1 (sin células bacterianas; control) y 25/1 (25 células 

bacterianas por cada conidio de A. nidulans). Después de 48 h de incubación, las hifas de la 

cepa ΔflbB colonizaron la superficie de agar y formaron hifas aéreas en la zona cultivada con 

M. luteus (punta de flecha negra en Figura 4.5). Por el contrario, las hifas de las cepas ΔflbB; 

Δdba permanecieron mayormente sumergidas en esta zona. La concentración de células 

bacterianas en la región de co-cultivo con la cepa parental ΔflbB (3.7 x 108 ± 1.2 x 108 

células/cm2) fue 10 veces menor que en el caso de los dobles mutantes ΔflbB; ΔdbaD y ΔflbB; 

ΔdbaI (2. 9 x 109 ± 0.5 x 109 y 2.8 x 109 ± 0.7 x 109 células bacterianas/cm2, respectivamente; P 

< 0.05; n = 9 para cada cepa; cambio significativo en ambas comparaciones). El experimento 

fue realizado con la mayoría de dobles mutantes ΔflbB; Δdba, observándose fenotipos 

similares (Anexo 6). Los resultados obtenidos sugieren, por tanto, que la pérdida de actividad 

FlbB y UDA induce la expresión del cluster dba, resultando en un aumento de la actividad 

antibiótica, probablemente debida a una mayor producción de DHMBA. 
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Figura 4.5. Co-cultivos de A. nidulans y M. luteus. A) Comparación fenotípica entre las cepas 
ΔflbB (linea 1), ΔflbB; ΔdbaD (linea 2), y ΔflbB; ΔdbaI (linea 3) después de 48 h de cultivo junto 
con M. luteus en un medio LB apropiadamente suplementado. La punta de flecha negra indica 
la región de co-cultivo. Las relaciones entre las concentraciones de células bacterianas y 
conidios  están indicadas, mostrando como controles las placas que no contienen o que 
contienen solamente el correspondiente inóculo de bacteria u hongo. Barra de escala, 2 cm. B) 
Promedio de número de células de M. luteus después de 48h de co-cultivo con los mutantes 
ΔflbB (azúl), ΔflbB; ΔdbaD (rojo), y ΔflbB; ΔdbaI (verde). El gráfico ilustra la media de tres 
réplicas biológicas y nueve réplicas técnicas ± sem.  
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3.- flbB es necesario para la correcta expresión de An4394, el cual 

codifica un supuesto FT de tipo bHLH que inhibe el desarrollo 

sexual. 

3.1. An4394 es un regulador temprano del desarrollo asexual.  

La transcripción de An4394 se reprime fuertemente en el fondo genético ΔflbB, tanto 

en fase VG (Tabla 3.1, Top20) como en AD, por lo que fue incluido dentro del perfil de 

expresión PE2 junto con flbD (Figura 3.3E). Para obtener más información en torno a An4394, 

se acudió a la base de datos AspGD (www.aspgd.org). La secuencia predicha coincidió con la 

obtenida en el experimento de RNA-seq. Además, la base de datos indicaba que los ortólogos 

de An4394 estaban involucrados en la regulación positiva del desarrollo asexual (Tabla 3.1, 

Top20). Concretamente, su ortólogo en A. oryzae, EcdR (gen AO090023000902), es un FT del 

tipo bHLH (de las siglas en inglés: basic helix-loop-helix) que actúa como regulador temprano 

del desarrollo asexual (Jin et al., 2011a).  

Los alineamientos de secuencia entre An4394 y EcdR (43.1% de identidad global de 

acuerdo con (Jin et al., 2011a)) mostraron que la homología no sólo se limita al supuesto 

dominio bHLH de EcdR (flechas negras en la Figura 4.6A), cuya extensión abarca los residuos 

150-211 (Jin et al., 2011a). Los residuos conservados se extienden a lo largo de toda la 

proteína, lo cual es confirmado por el alineamiento de An4394 con ortólogos de distintas 

especies fúngicas (Figura 4.6B). Además, la sintenia indicó que  el locus An4394 estaba 

conservado en regiones equivalentes del genoma de otras especies del género Aspergilli (no 

mostrado). Estos resultados preliminares sugerían una relación de An4394 con el control del 

desarrollo asexual. Por ello, se decidió profundizar en su estudio. 

 

http://www.aspgd.org/
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Figura 4.6. Alineamiento de secuencias de los ortólogos de An4394. A) Alineamiento de las 
secuencias de An4393 y EcdR. B) Alineamiento de las secuencias de los ortólogos de An4394. 
Nomenclatura: Aver: Aspergillus versicolor; Asyd: A. sydowii; Afla: A. flavus; Ater: A. terreus; 
Anig: A. niger; Aaci: A. acidus; Aacu: A. aculeatus; Acar: A. carbonarius; Abra: A. brasiliensis; 
Acla: A. clavatus; Nfis: Neosartorya fischeri; Afum: A. fumigatus; Agla: A. glaucus; Atub: A. 
tubigensis; Awen: A. wentii; Azon: A. zonatus. La extensión del dominio bHLH de EcdR en 
ambos alineamientos se indica mediante flechas negras y fue delimitado de acuerdo con (Jin et 
al., 2011a). Ambos alineamientos (A y B) se obtuvieron utilizando el software Genedoc (version 
2.7.000). 
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3.2. La expresión del gen An4394 se reprime en los mutantes UDA. 

La expresión del gen An4394 fue estudiada en diversos fondos genéticos (WT, ΔflbB, 

ΔflbE, ΔflbD, ΔgmcA, y ΔbrlA) y fases del desarrollo mediante experimentos de Northern-blot 

(Figura 4.7). Primero, el análisis se centró en la cepa silvestre, donde los resultados mostraron 

que había un aumento en su expresión después de la inducción de la conidiación (6 h), seguido 

por una represión a las 24 y 48 h (Figura 4.7A). Sin embargo, a diferencia de los resultados del 

RNA-seq, no se detectó transcripción de  An4394 en fase VG (0 h). Esta observación coincide 

con los resultados descritos por Sibthorp y colaboradores, que describieron valores bajos de 

RPKM (lecturas por Kilobase de exón por Millón de fragmentos mapeados) para An4394, tanto 

en MMA como en MCA (Sibthorp et al., 2013). La baja expresión de An4394 en fase VG fue 

apoyada también por la incapacidad de detectar la quimera An4394::GFP en hifas vegetativas 

(Figura 4.7C) o en experimentos de Western-blot (no mostrado). Esta quimera presentó una 

localización nuclear en estudios de microscopía de fluorescencia únicamente después de 

inducir la conidiación, pero no se pudo asociar dicha localización a un tipo celular específico 

(Figura 4.7C). En cualquier caso, estos resultados preliminares sugieren que la expresión de 

An4394 es baja en fase VG y, por lo tanto, se aceptó el resultado del Northern-blot como 

correcto. 

La misma imagen (Figura 4.7A) confirma la represión de la expresión de An4394 en la 

cepa ΔflbB, observándose asimismo que dicha represión se mantenía en otros mutantes nulos 

de genes UDA como flbE, flbD, y gmcA (Etxebeste et al., 2012) (Figura 4.7B). Sin embargo, la 

transcripción de An4394 aumenta en el fondo ΔbrlA, sugiriendo que mientras la vía UDA 

induce la expresión de An4394, la vía CDP participa en su represión. No se ha profundizado en 

esta posibilidad. Finalmente, el mantenimiento del pico de expresión de flbB en una cepa 

ΔAn4394 en comparación con la cepa parental silvestre (ver Figura 4.3B) confirmó que An4394 

se encuentra corriente abajo de los genes flb en la ruta UDA. 
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Figura 4.7. Regulación de la expresión de An4394 y localización de la quimera An4394::GFP. 
A) Northern-blot mostrando la expresión del gen An4394 en los fondos genéticos silvestre, 
ΔflbB y ΔflbE. B) Northern-blot mostrando la expresión de An4394 en los fondos genéticos 
silvestre, ΔflbB, ΔflbD, ΔgmcA, y ΔbrlA. C) Localización subcelular de An4394::GFP antes y 
después de inducir el desarrollo asexual. Barra de escala = 5 µm.  

 

3.3. An4394 es un regulador de los ciclos de desarrollo asexual y 

sexual. 

El papel del gen An4394 en el desarrollo fue analizado mediante la caracterización 

fenotípica de su mutante nulo (Figura 4.8A). La deleción de An4394 se realizó tanto en fondo 

genético silvestre como en fondo ΔflbB. La producción de conidios de la cepa ΔAn4394 (3.6 x 

105 ± 2.2 x 105 conidios/cm2) fue 27 veces menor que la de la cepa parental silvestre (9.6 x 106 

± 2.2 x 106 conidios/cm2) (Figura 4.8A, 48 h y 72 h, y 4.8B, arriba). En cuanto al desarrollo 

sexual, se observó un inicio prematuro del proceso respecto a la cepa silvestre (Figura 4.8A), 

con una producción abundante de células Hülle después de sólo 4 días de cultivo a 37ºC 

(Figura 4.8A, 96h). Después de 7 días, el mutante nulo de  An4394 produjo cleistotecios 

maduros que contenían ascosporas viables (2515 ± 157 cleistotecio/cm2) (Figura 4.8B, abajo y 

4.8C), las cuales, germinaron y fueron capaces de crecer (ver el recuadro en la Figura 4.8C 
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correspondiente a 48 h de cultivo de ascosporas en MMA a temperatura ambiente). La cepa 

parental silvestre también había iniciado el desarrollo de cleistotecios después de 7 días de 

cultivo (478 ± 67 cleistotecios/cm2) (Figura 4.8B, parte inferior). No obstante, estas estructuras 

sexuales eran inmaduras y no contenían ascosporas (no mostrado).  

Se confirmó que el fenotipo de la cepa ΔAn4394 era causado exclusivamente por la 

deleción de este gen al observar que la inserción del alelo silvestre del gen en su propio locus 

(apartados 5.2 y 5.3 del capítulo 2) causaba la recuperación del fenotipo silvestre y los niveles 

de expresión de An4394 (Figura 4.8D, 4.8E). Considerando el papel UDA-dependiente de 

An4394 en la regulación del desarrollo en A. nidulans, se decidió utilizar la designación UrdA 

(UDA-dependent regulator of development in A. nidulans) (Oiartzabal-Arano et al., 2015). 
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Figura 4.8. Caracterización funcional de An4394. A) Fenotipo del mutante ΔAn4394 en MMA 
después de 48, 72 y 96 h de cultivo a 37ºC. Barra de escala, 3 cm. Los aumentos muestran el 
elevado número de células Hülle producidos por el mutante nulo de An4394 (punta de flecha 
negra, derecha) en comparación con la cepa silvestre (izquierda) después de 96 h de cultivo. 
Barra de escala, 0.2 cm. B) Producción de conidios y cleistotecios de las cepas parentales (WT y 
ΔflbB) y mutantes nulos de An4394 en ambos fondos genéticos en placas de MMA después de 
72 y 156 h de cultivo a 37ºC, respectivamente. Los valores son la media de tres réplicas más 
sem. C) (1) Fenotipo del mutante nulo An4394 después de 7 días de cultivo en MMA. (2) Los 
cleistotecios fueron aislados, (3) lisados mecánicamente, y las ascosporas se cultivaron en 
MMA durante 48h adicionales a temperatura ambiente. (4) Fenotipo de las colonias de 
ΔAn4394 germinadas a partir de las ascosporas. Barras de escala, (1) 0.2 cm; (2) 100 µm; (3) 
0.3 mm; (4) 3 mm. D) Fenotipo de los transformantes de la cepa ΔAn4394 en los que se ha 
integrado una copia silvestre de urdA. Se muestran imágenes correspondientes a placas de 
medio de regeneración que contienen FOA (izquierda) o carecen de él (derecha) Barra de 
escala, 2.5 cm. E) Experimento de Northern-blot mostrando la recuperación del nivel de 
expresión de An4394 en una de las cepas revertientes.  
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3.4. La expresión de nsdD en el mutante nulo de urdA no varía 

significativamente. 

El modelo de control genético del desarrollo en A. nidulans presentado por (Lee et al., 

2014) proponía que los factores Flb activan la conidiación desplazando a la proteína NsdD del 

promotor de brlA. Es decir, (Lee et al., 2014) propusieron que, además de ser un regulador 

positivo de la producción de cleistotecios (Han et al., 2001), NsdD tenía una función inhibidora 

de la conidiación. La deleción de urdA provocaba efectos fenotípicos opuestos a la deleción de 

nsdD, por lo que se analizó la posibilidad de una hipotética inducción de la expresión de nsdD 

en el mutante nulo de urdA. Ello podría apoyar la interpretación de que UrdA y la ruta UDA 

reprimiesen la transcripción de nsdD. Con este objetivo se realizaron nuevos experimentos de 

Northern-blot. Por un lado, se analizó la expresión de urdA durante el desarrollo sexual (SD; de 

las siglas en inglés; sexual development), sin que el tránscrito correspondiente pudiera ser 

detectado (Figura 4.9A). Este resultado sugiere que UrdA no juega un papel relevante en la 

formación de los tipos celulares que componen los cleistotecios. Por otra parte, no se 

observaron diferencias notables en los niveles de expresión de nsdD en el fondo genético 

ΔurdA (Figura 4.9B) (la hibridación de la sonda brlA se utilizó como control). Por ello, se 

concluyó que la expresión de nsdD no está sujeta al control de urdA y que la activación 

prematura del desarrollo sexual que se describió para el mutante nulo de urdA no era 

consecuencia de una inducción temprana de nsdD.  

En resumen, los resultados sugieren que urdA codifica un FT situado aguas abajo de los 

Flb-s en la vía de inducción del desarrollo asexual y que se requiere no sólo para el correcto 

desarrollo de conidióforos, sino también para la inhibición del desarrollo sexual. 
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Figura 4.9. Expresión de urdA y nsdD durante morfogénesis y desarrollo. A) Expresión de urdA 
durante el crecimiento vegetativo (12, 18, y 24 h, VG), así como en los ciclos de desarrollo 
asexual (6, 12, 24, y 48 h, AD) y sexual (24, 48, 72, y 96 h, SD). B) Expresión de brlA y nsdD en 
las cepas WT, ΔflbB, ΔflbD, y ΔAn4394/urdA, 0, 6, 12 y 24 horas después de la inducción del 
desarrollo asexual.  
 

4.- Discusión. 

Los resultados de este capítulo han confirmado que la actividad FlbB se requiere en 

procesos que van más allá de la inducción de la expresión brlA. Por un lado, la caracterización 

del cluster metabólico dba ha relacionado la inhibición del desarrollo asexual con la síntesis de 

moléculas con actividad biológica. Por otro lado, se ha demostrado que FlbB y la ruta UDA 

pueden tener un papel clave en la sincronización de dos programas de desarrollo mutuamente 

excluyentes como son los ciclos de reproducción asexual y sexual.  

La caracterización de los cluster metabólicos, en un principio, se centró en el análisis 

de la relación de éstos con la conidiación. También en el caso del cluster An2030-2038, porque 

previamente había sido descrito que una cepa que sobreexpresaba pbcR, el cual codifica un FT, 

mostraba una inhibición de la expresión del cluster An2030-2038 y una reducción en el número 

de conidios respecto a la cepa silvestre (Bromann et al., 2012). No obstante, en los estudios 

realizados y bajo las condiciones de estrés analizadas no se encontró ninguna relación evidente 
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de este cluster con el desarrollo asexual. Por otro lado, hay que tener en cuenta que su 

actividad está relacionada con la síntesis de derivados del benzaldehído (Ahuja et al., 2012), 

que son compuestos antimicrobianos de amplio espectro que se emplean como bactericidas, 

fungicidas y algicidas (Subramanyam et al., 2009). Por eso, se podría plantear como hipótesis 

que la función de las proteínas codificadas por los genes de este cluster puede estar 

relacionada con una hipotética actividad antimicrobiana, como posteriormente se planteó con 

el cluster dba.  

La activación de los genes dba se describió por primera vez a partir de muestras de A. 

nidulans cultivadas junto con la bacteria Streptomyces hygroscopicus (Schroeckh et al., 2009). 

Posteriormente, (Gerke et al., 2012) describieron su inducción en el mutante nulo del gen que 

codifica la subunidad CsnE del signalosoma, un complejo multimérico implicado en la 

degradación de proteínas (Nahlik et al., 2010). En ambos estudios, los autores describieron una 

inducción simultánea de los genes del cluster de dba y los genes del cluster adyacente, el del 

ácido orselínico. En consecuencia, en un principio, se propuso que la regulación de ambas 

agrupaciones podría estar vinculada y que podrían cooperar en la producción de MMSS (Gerke 

et al., 2012;Nielsen et al., 2011). Sin embargo, los datos de RNA-seq analizados en esta tesis 

doctoral muestran que la ausencia de flbB induce la expresión del cluster dba pero no la del 

cluster del ácido orselínico, sugiriendo una regulación independiente para ambos. Aunque el 

significado biológico de esta observación sigue siendo desconocido, estudios recientes sobre el 

papel de los cluster de MMSS sugieren que una misma PKS puede participar en la síntesis de 

diferentes metabolitos (Zaehle et al., 2014). Esta idea ha sido conceptualizada bajo el término 

“promiscuidad de las PKSs” y contribuiría al aumento de la diversidad de MMSS (Fischer, 

2014). En este sentido, una hipotética colaboración entre las actividades de diferentes cluster 

metabólicos también contribuiría a aumentar todavía más el número de metabolitos activos 

producidos por cada especie fúngica. 
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Los estudios bioinformáticos sugieren además que los dos cluster metabólicos tienen 

un origen diferente, ya que, el cluster dba, pero no el del ácido orselínico, está completamente 

conservado en T. stipitatus. La presencia de este cluster en el genoma de ambas especies 

parece ser consecuencia de un proceso de transferencia horizontal de genes (HGT; de las siglas 

en inglés; horizontal gene transfer), hipótesis que apoyan publicaciones recientes y la baja 

conservación del cluster dba en los genomas de especies del género Aspergilli (Nguyen et al., 

2015). Además, hay que recordar que el metabolito DHMBA, producido por el cluster dba, 

inhibe el crecimiento de la bacteria M. luteus (Gerke et al., 2012). Por lo tanto, es razonable 

sugerir que, al menos en este caso, el proceso de HGT ha transmitido ventajas selectivas 

(Keeling y Palmer, 2008;Marsit et al., 2015). 

Los resultados obtenidos en MMA con cicloheximida, donde la ausencia de los genes 

dba en un fondo ΔflbB permitió un mayor crecimiento del hongo, se interpretaron en el 

contexto de una alteración de la cantidad/actividad de las proteínas, ya que l a cicloheximida es 

un inhibidor de la traducción (Osherov y May, 2000). El efecto de su adición sobre la expresión 

del cluster dba podría ser equivalente al generado por la deleción de csnE, ya que, esta inhibe 

la actividad del signalosoma COP9 y la degradación de proteínas. Así, aunque en sentido 

opuesto, ambos casos incidirían sobre la cantidad y actividad de las proteínas sintetizadas, lo 

que podría inducir la expresión de los genes del cluster. En este caso, la ausencia de actividad 

FlbB junto a la adición de cicloheximida al MMA podrían intensificar el efecto de activación y 

provocar la síntesis de metabolitos cuya actividad antimicrobiana también originaría cierta 

inhibición de su propio crecimiento. La molécula DHMBA caracterizada por (Gerke et al., 2012) 

no tiene actividad anti-fúngica conocida, pero otras moléculas derivadas del benzaldehido y 

relacionadas con la expresión del cluster dba en determinadas condiciones de crecimiento 

podrían tenerla.  

Por otro lado, se observó que FlbB y la ruta UDA son importantes en la coordinación de 

los programas de desarrollo asexual y sexual. Esta función se ejerce a través de UrdA, ya que, 
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la ausencia de este hipotético regulador transcripcional induce prematuramente el ciclo sexual 

e inhibe la producción de conidios. Es decir, se propone que UrdA conecta la ruta UDA con el 

control del desarrollo sexual, aunque nuestros resultados sugieren que esto no se produce a 

través del control de la expresión de nsdD.   

Jin y colaboradores propusieron que el ortólogo de UrdA en A. oryzae, EcdR, es 

reprimido por su interacción con la proteína SclR (Jin et al., 2011a), un FT HLH que promueve la 

formación de esclerocios, masas compactas de micelio desarrolladas para resistir en 

condiciones desfavorables y que, según se ha sugerido, podrían representar un vestigio de la 

producción cleistotecios (Geiser et al., 1996;Jin et al., 2011b). Sin embargo, la expresión del 

supuesto ortólogo de sclR en A. nidulans, An7170, no varía significativamente en ausencia de 

flbB. Esto sugiere que la ruta UDA inhibe el desarrollo sexual a través de la activación de urdA 

pero no la represión de la expresión de An7170. En cualquier caso, aunque la diana genética de 

la actividad UrdA sigue siendo desconocida, la existencia de proteínas que unen la vía UDA con 

la reproducción sexual encaja con la idea de que hay proteínas específicas y metabolitos 

endógenos dedicados a la coordinación de los programas morfogenéticos, lo cual, permitiría 

moldear la colonia fúngica y optimizar la adaptación a las condiciones ambientales (Park y Yu, 

2012;Rodriguez-Romero et al., 2010;Ugalde y Rodriguez-Urra, 2014). Este tema será 

desarrollado en la Discusión general.  
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1.- Introducción.  

FlbB presenta una localización subcelular muy característica, siendo detectado en la 

punta y los núcleos más apicales de la hifa (ver sección 4.3 en la Introducción). FlbB migra 

desde la punta de la hifa a los núcleos y, tras acumularse en ellos siguiendo un gradiente de 

concentración, realiza su actividad transcripcional junto a FlbD (Garzia et al., 2010;Herrero-

Garcia et al., 2015). Sin embargo, el mecanismo que controla dicho transporte basipetal es 

todavía desconocido. Con el objetivo de avanzar en su elucidación, se abrieron dos líneas de 

trabajo. Por un lado, se analizaron los dominios funcionales de FlbB con el fin de encontrar 

alguna señal interna que participara en su acumulación nuclear. Por otro lado, y teniendo en 

cuenta la relación funcional de los productos de flbB y flbD, la dependencia transcripcional del 

segundo respecto al primero, así como resultados preliminares que describían una 

deslocalización de FlbB en ausencia de actividad FlbD (Garzia et al., 2010;Herrero-Garcia, 

2013), se decidió profundizar en el posible papel de FlbD en la acumulación nuclear de FlbB.   

2.- Una señal de localización nuclear bipartita situada en el 

extremo N-terminal participa en la acumulación de FlbB en el 

núcleo.  

El algoritmo NLStradamus (http://www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/) 

predijo la presencia de una NLS entre los residuos K57-R96 de FlbB. Debido a su similitud con 

una NLS bipartita consenso (KR/KK-X(10-12)-KRRK) (Fontes et al., 2003), este dominio fue 

posteriormente acotado a la región entre los aminoácidos K57 y G70. La secuencia, (57)KK-

X(8)-KRRG(70) (color verde en la Figura 5.1A y 5.1B), está ampliamente conservada entre los 

ortólogos de FlbB (Cortese et al., 2011), sugiriendo que es importante para su actividad. 

http://www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/
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Un estudio previo que analizó la cepa BD14, la cual contiene el alelo mutante flbB100 

(G70R), permitió obtener información preliminar sobre este dominio (Etxebeste et al., 2009a). 

A pesar de hallarse fuera del dominio bZIP de regulación transcripcional, la mutación generaba 

un fenotipo aconidial y provocaba una disminución clara de la capacidad del bZIP para unir a  

DNA. Con el objetivo de obtener más información sobre el papel que esta supuesta NLS 

pudiera ejercer en la actividad de FlbB y, más concretamente, en su importación nuclear, se 

mutaron a alanina dos de sus residuos altamente conservados: K67 y R68. La sustitución de los 

codones correspondientes para la generación de las cepas GFP::FlbB (K67A;R68A), FlbB(K67A;R68A)::GFP 

y gpdAmini::GFP::FlbB(K67A;R68A) se realizó de acuerdo con lo descrito en el apartado 5.2 del 

capítulo 2 y fue confirmada mediante secuenciación. La presencia de las mutaciones K67A y 

R68A en la NLS se indicará mediante un asterisco (NLS*).  

Las tres cepas mostraron un fenotipo aconidial similar al del mutante nulo de flbB 

(Figura 5.1C). Se concluyó, por tanto, que la sustitución de K67 y R68 por alaninas causa una 

pérdida de función de FlbB, independientemente del etiquetado en los extremos N - o C-

terminal y el tipo de promotor utilizado.  

Posteriormente, se estudió el efecto que estas mutaciones tenían en la localización 

subcelular de FlbB. En ambas cepas mutantes, GFP::FlbB(NLS*) (Anexo 7) y FlbB(NLS*)::GFP, FlbB se 

situaba en la punta de la hifa (Figura 5.1D). Sin embargo, se observó una fuerte disminución de 

la intensidad fluorescente en el núcleo apical, marcado en este caso mediante una fusión de la 

histona H1 con la proteína fluorescente mCh (HhoA::mCh) (Figura 5.1D). La relación entre la 

intensidad de la fluorescencia en la punta y el núcleo más apical (N1) aumentó de 1.50 ± 0.40 

en la cepa silvestre a 2.60 ± 0.90 en el mutante NLS* (n = 20 hifas; p < 0.05; cambio 

significativo).  

La expresión de flbB bajo el promotor gpdAmini modificó su disposición dentro de la hifa 

(Perez-de-Nanclares-Arregi y Etxebeste, 2014). La acumulación nuclear de FlbB no mantuvo su 

característico gradiente de concentración y FlbB se localizó en todos los núcleos, también en el 
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caso de la cepa gpdAmini::GFP::FlbB(NLS*). Sin embargo, su fluorescencia en el núcleo apical 

disminuyó significativamente en comparación con la forma silvestre gpdAmini::GFP::FlbB (en 

este caso, el marcaje de los núcleos se realizó a través de la quimera HhoA::mRFP) (Figura 

5.1E). La relación entre fluorescencias de la punta y el núcleo apical aumentó de 1.03 ± 0.22 a 

1.31 ± 0.48 (n = 20; p < 0.05). También se midió un aumento significativo en los niveles 

citoplásmicos de FlbB. La relación de la fluorescencia de la punta frente al citoplasma 

disminuyó de 4.31 ± 0.89 en la cepa silvestre a 3.00 ± 1.05 en el mutante NLS* (n  = 20; p < 

0.05), mientras que la relación entre las fluorescencias del núcleo apical y el citoplasma se 

redujo de 4.28 ± 0.97 a 2.35 ± 0.54 (n = 20; p < 0.05).  

Estas variaciones causadas por las mutaciones K67A y R68A permiten sugerir que la 

acumulación de FlbB en el citoplasma podría ser debida a una inhibición en el transporte a los 

núcleos. Por tanto, el conjunto de resultados obtenidos sugiere que una NLS, donde los 

residuos K67 y R68 jugarían un papel importante, dirige a FlbB a los núcleos.  
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Figura 5.1. Análisis del dominio NLS de FlbB. A y B) Posición de los dominios funcionales de 
FlbB analizados por (Herrero-Garcia et al., 2015). Se indican las tres regiones principales: el 
dominio bZIP, la región intermedia (subrayada en rojo en el panel B) y la región C-terminal, 
similar a la región equivalente de la familia de FFTT del tipo bZIP AP-1 (gris) (Glover y Harrison, 
1995), la cual modula la respuesta al estrés oxidativo (Asano et al., 2007;Castillo et al., 2002). 
El color verde indica el dominio NLS, el color rojo el dominio de unión a DNA (DBD, de las siglas 
del inglés: DNA binding domain) y el color azul el dominio de dimerización (DIM). Los residuos 
del dominio NLS mutados a alanina están en negrita y subrayados. C) Fenotipo de las cepas 
FlbB(NLS*)::GFP, GFP::FlbB(NLS*) y gpdAmini::GFP::FlbB(NLS*) después de 72 h de cultivo en placas 
MMA. Las cepas FlbB::GFP, ΔflbB y gpdAmini::GFP::FlbB se utilizaron como controles. Barra de 
escala = 2 cm. D y E) Localización subcelular de la quimera FlbB(NLS*)::GFP, expresada tanto bajo 
promotor flbBp como gpdAmini, en cepas que también expresan las quimeras HhoA::mCh o 
HhoA::mRFP, respectivamente, como marcadores de los núcleos. Barra de escala = 5 µm. 
También se muestran los diagramas de intensidad fluorescente verde y roja a lo largo de las 
regiones indicadas (unidades arbitrarias). 
 

3.- La deleción de flbD modifica la localización subcelular de FlbB 

y permite el estudio de su movilidad en el citoplasma.  

Resultados preliminares mostraron que la localización subcelular de FlbB::GFP, 

expresada bajo promotor nativo, podría sufrir importantes alteraciones en un fondo ge nético 

ΔflbD (Herrero-Garcia, 2013). La acumulación nuclear de FlbB parecía verse claramente 

reducida frente a la observada en un fondo genético silvestre (Figura 5.2A). Este extremo fue 

confirmado utilizando la quimera HhoA::mCh como marcador de núcleos (Figura 5.2A). La 

relación entre intensidad de la fluorescencia en la punta respecto a la del núcleo apical 

aumentó de 1.50 ± 0.40 en el fondo silvestre a 13.90 ± 3.00 en el mutante nulo de flbD (n = 10 

hifas; p < 0.05, cambio significativo; Figura 5.2A).  

La deleción de flbD permitió además seguir el movimiento citoplásmico de FlbB::GFP 

(Figura 5.2B y C), algo que no es posible estudiar en un fondo genético silvestre. Para ello se 

registraron en el microscopio secuencias de imágenes mediante el modo Stream adquisition 

(80 imágenes secuenciales con una exposición de 500 ms cada una). Estos registros 

permitieron obtener quimogramas, los cuales representan la intensidad de la fluorescencia en 

cada una de las imágenes a lo largo de una línea trazada, permitiendo seguir el movimiento de 
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los patches citoplásmicos de FlbB. El eje Y en los quimogramas representa la escala de tiempo, 

mientras que el eje X indica la longitud del segmento analizado (o posición del patch en la 

hifa). Así, las estructuras estáticas o vagamente móviles aparecen como líneas verticales, 

mientras que los puntos móviles se observan como líneas diagonales.  
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Figura 5.2. Localización subcelular y movimiento citoplásmico de FlbB::GFP en fondo nulo de 
flbD. A) Localización de FlbB::GFP en un fondo genético ΔflbD. La deleción de flbD provoca una 
reducción significativa en la acumulación nuclear de FlbB. Las gráficas de la derecha 
representan la intensidad de la fluorescencia verde y/o roja a lo largo de las líneas trazadas 
(unidades arbitrarias). Barra de escala = 5 μm. B) Movimiento citoplásmico de FlbB::GFP en un 
fondo genético ΔflbD. Se muestran dos hifas a modo de ejemplo, con sus respectivos 
quimogramas a la derecha. El diagrama indica las trayectorias de transporte basipetal (flechas 
negras) y acropetal (flecha roja). Barra de escala = 5 μm. C) Estudio de la trayectoria de 
FlbB::GFP en un fondo genético ΔflbD en medio que contiene benomilo como agente inhibidor 
del transporte MT-dependiente. La verticalidad de las trayectorias sugiere una inhibición del 

movimiento citoplásmico de FlbB. Barra de escala = 5 μm. 

 

Los quimogramas obtenidos en MMA para la cepa ΔflbD; FlbB::GFP mostraron, por un 

lado, una línea estática que corresponde a la fluorescencia de la punta de la hifa, la cual 

disminuye a medida que avanza el quimograma, probablemente debido a la larga exposición a 

la luz incidente (Figura 5.2B). Por otro lado, mostraron líneas diagonales que se alejaban o 

acercaban a ella, indicando un transporte basipetal (flecha negra) o acropetal (flecha roja), 

respectivamente. El trazado y tipo de movimiento en ambas direcciones parecía reflejar un 

movimiento MT-dependiente (Abenza et al., 2009;Pantazopoulou et al., 2014), por lo que se 

decidió estudiar el movimiento de FlbB::GFP en el mismo fondo genético pero, en un medio de 

cultivo que contuviera 3 µg/mL de benomilo, un compuesto que desorganiza los dímeros α/β 

de tubulina (Penalva, 2005). Los resultados de la Figura 5.2C muestran claramente la inhibición 

del movimiento citoplásmico de FlbB (trayectorias verticales en los quimogramas). Debe 

señalarse que tras la eliminación de la droga del medio de cultivo, no se volvió a recuperar el 

movimiento citoplasmático de FlbB (no mostrado). 

Los resultados expuestos en esta sección sugieren que en ausencia de actividad FlbD, 

FlbB no se acumula en el núcleo y permanece en el citoplasma moviéndose en ambas 

direcciones a través de un mecanismo que parece ser dependiente de MMTT. Así, el fondo 

genético nulo en flbD podría constituir una herramienta válida para tratar de identificar 

proteínas que participen en el transporte basipetal de FlbB (ver siguiente capítulo).  
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4.- El aumento de la expresión de flbD induce el desarrollo asexual 

y modifica la localización nuclear de FlbB. 

Tras corroborar que la deleción de flbD provocaba una reducción significativa en la 

acumulación nuclear de FlbB, se quiso analizar si su sobre -expresión causaba el efecto 

contrario, y si la predictivamente mayor acumulación nuclear de FlbB en estas condiciones 

podría estar relacionada con la inducción prematura de la conidiación descrita por Wieser y 

colaboradores para la sobreexpresión de flbD (Wieser y Adams, 1995). Con ése objetivo se 

generó una cepa alcA(p)::flbD (Garzia et al., 2010) que expresara la quimera FlbB::GFP.  

4.1. La sobrexpresión de flbD induce la conidiación. 

Para confirmar la inducción prematura de la conidiación debido a la sobre-expresión 

de flbD (Wieser y Adams, 1995), primero, se reprodujo el experimento en medio líquido 

realizado por los citados autores (Figura 5.3A). El estudio se realizó tal y como se describe en el 

apartado 2 del capítulo 2 de esta tesis doctoral. Tras la incubación de las cepas FlbB::GFP, 

alcA(p)::flbD y alcA(p)::flbD; FlbB::GFP en MMA, todas mantenían un crecimiento vegetativo 

(Figura 5.3A). Sin embargo, tras la transferencia de las muestras al medio inductor (treonina 

100mM) y 22 horas de cultivo se observó que, al igual que en (Wieser y Adams, 1995), la 

sobreexpresión de flbD en hifas sumergidas dio lugar a la producción de conidióforos (Figura 

5.3A). La cepa control FlbB::GFP generó un número escaso de conidióforos tras la incubación 

en el medio inductor, pero dichos conidióforos no contenían todos los tipos celulares y, 

además, generaban entre una y tres fiálidas con un número limitado de conidi os cada una de 

ellas. Esta morfología es la típica de las estructuras generadas en condiciones de agotamiento 

de la fuente de carbono (Skromne et al., 1995).  

4.2. Análisis en medio sólido.  

Después de confirmar que la sobreexpresión de flbD induce la conidiación en medio 

líquido, se analizó el efecto en placa (Figura 5.3B). En este caso, no obstante, también se 
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analizaron las posibles diferencias fenotípicas que podían derivarse del uso de etanol o 

treonina como fuentes de carbono inductoras. 

La producción de conidios en la cepa FlbB::GFP tras 72 h de cultivo fue similar en MCA 

con etanol 1% (v/v) (2.6 x 107 ± 4.6 x 106 conidios/cm2) y MCA con glucosa 2% (p/v) (2.7 x 107 ± 

7.9 x 106 conidios/cm2), aunque fenotípicamente se puedan observar más hifas aéreas en 

medio con etanol 1% (v/v) (Figura 5.3B; filas 1 y 2). Sin embargo, las cepas alcA(p)::flbD y 

alcA(p)::flbD; FlbB::GFP mostraron un comportamiento desigual en estos dos medios. En MCA 

con glucosa 2% (p/v), la producción de conidios fue significativamente mayor que en la cepa 

silvestre (5.4 x 107 ± 6.4 x 106 conidios/cm2 para la cepa alcA(p)::flbD; y 5.9 x 107 ± 7.7 x 106 

conidios/cm2 para la cepa alcA(p)::flbD; FlbB::GFP; n = 3 para cada cepa y p < 0.05 en ambos 

casos). En MCA con etanol 1% (v/v), no obstante, no hubo un aumento significativo de su 

concentración (alcA(p)::flbD: 3.1 x 107 ± 5.1 x 106 conidios/cm2; alcA(p)::flbD; FlbB::GFP: 2.3 x 

107 ± 5.5 x 106 conidios/cm2; n = 3 para cada cepa y p > 0.05 en ambos casos). Finalmente, la 

concentración de conidios fue cuantitativamente menor en medio con treonina (100mM) en 

comparación con los medios de cultivo anteriores, tanto en el caso de la cepa silvestre 

FlbB::GFP como en el caso de las cepas bajo el promotor alcA. Sin embargo, hubo un aumento 

significativo en la producción en las cepas alcA(p)::flbD (1.0 x 107 ± 2.2 x 106 conidios/cm2) y 

alcA(p)::flbD; FlbB::GFP (1.2 x 107 ± 1.2 x 106 conidios/cm2) respecto al control FlbB::GFP (5.5 x 

106 ± 1.7 x 106 conidios/cm2; n = 3 para cada cepa; p < 0.05 en ambos casos). 
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Figura 5.3. Efecto de la sobreexpresión de flbD sobre la conidiación. A) Generación de 
conidióforos en hifas sumergidas al sobreexpresar flbD. La columna de la izquierda muestra el 
fenotipo de las cepas FlbB::GFP, alcA(p)::flbD y alcA(p)::flbD; FlbB::GFP tras 18 horas de 
incubación en MMA (glucosa al 2% p/v como fuente de carbono). La columna derecha mue stra 
las imágenes de las mismas cepas tras incubarlas durante 22 h adicionales en MMA con 
treonina (100mM) como fuente de carbono. Barra de escala, 30 µm, y 15 µm en las imágenes 
ampliadas. B) Efecto de la sobreexpresión de flbD sobre la conidiación en medio sólido. Las 
cepas arriba indicadas fueron cultivadas junto con el mutante ΔflbD en condiciones no 
inductoras (MCA con glucosa al 2% p/v) y supuestamente inductoras (MCA con etanol al 1%, 
v/v o 100mM de treonina). Las fotografías muestran los fenotipos tras 72 h de incubación a 37 
°C y los diagramas a la derecha muestran las respectivas concentraciones de conidios. Barra de 
escala = 2 cm. 
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Estos resultados indicaron que, en medio sólido, la inducción de alcA(p)::flbD con 

treonina (100mM) daba lugar a una mayor producción de conidios respecto a la cepa control, 

por lo que esta fuente de carbono parecía apropiada para los análisis que se mostrarán en la 

siguiente sección. El uso del etanol 1% (v/v) como fuente de carbono inductora en este sistema 

fue cuestionable, ya que la diferencia en la concentración de conidios no era significativa 

respecto a la de la cepa silvestre y, además, se observaba un mayor número de hifas aéreas no 

conidiantes respecto al medio con glucosa 2% (p/v).  

4.3. Efecto de la sobreexpresión de flbD sobre la localización nuclear de 

FlbB. 

 La localización de FlbB en la cepa alcA(p)::flbD; FlbB::GFP fue estudiada en cultivo 

líquido estático con cada una de las tres fuentes de carbono analizadas en la sección anterior. 

La cepa FlbB::GFP fue utilizada como control. En medio con glucosa 0.1% (p/v), la cepa 

alcA(p)::flbD; FlbB::GFP presentó una localización de FlbB similar a la observada en la cepa 

ΔflbD; FlbB::GFP (Figuras 5.2A y 5.4A). Es decir, FlbB se detectaba en la punta de la hifa pero 

había una disminución significativa en su fluorescencia nuclear (Figura 5.4A), mostrando una 

relación de intensidad fluorescente punta/N1 (se consideró la fluorescencia citoplasmática 

como fluorescencia del núcleo apical o N1) significativamente mayor (3.64 ± 1.09) que la de la 

cepa silvestre (1.29 ± 0.19; n = 15 en ambas cepas; p < 0.05; cambio significativo). Se 

obtuvieron resultados similares en medio que contenía etanol (al 1%, v/v) y glucosa (al 0.05%, 

p/v) como fuentes de carbono (Figura 5.4B). En este caso, la relación de la intensidad 

fluorescente punta/N1 (medida nuclear calculada en base a la intensidad citoplasmática) 

disminuyó de 4.46 ± 1.27 a 1.26 ± 0.21 de la cepa silvestre (n = 15 en ambas cepas; p < 0.05; 

cambio significativo). 
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 Los resultados obtenidos en medio con treonina (100mM) fueron opuestos a los 

descritos en el párrafo anterior. En este caso, fue en la cepa FlbB::GFP donde no había 

acumulación nuclear mientras que en la cepa alcA(p)::flbD; FlbB::GFP, se recuperó la 

localización nuclear de FlbB (Figura 5.4C). Así, se calculó un aumento en la relación de la 

intensidad fluorescente entre punta y núcleo apical de 1.07 ± 0.15 de la cepa alcA(p)::flbD; 

FlbB::GFP a 2.48 ± 0.55 de la cepa silvestre (n = 15 en ambas cepas; p < 0.05; cambio 

significativo). En la cepa silvestre se consideró la fluorescencia citoplasmática como 

fluorescencia del núcleo apical. 

Considerando los resultados mostrados en la figura 5.4 puede sugerirse que la 

sobreexpresión de flbD en medio con treonina (100mM) causa un aumento de la localización 

nuclear de FlbB. Sin embargo, no puede relacionarse directamente, por el momento, la mayor 

acumulación nuclear de FlbB causada por la sobreexpresión de flbD con la producción de 

conidióforos descrita en la Figura 5.3A, ya que, en este último experimento no se observó 

formación alguna de conidióforos, probablemente como consecuencia de haberse realizado en 

cultivo estático.  
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Figura 5.4. Localización subcelular de FlbB::GFP en cepas de fondo genético silvestre o 
alcA(p)::flbD. A) Localización en medio con glucosa 0.1% (p/v). Las gráficas inferiores muestran 
el valor de la intensidad fluorescente a lo largo de la región analizada. La fluorescencia 
citoplasmática fue utilizada como medida de la fluorescencia del núcleo apical en el caso de no 
detectar a FlbB en este. B) y C) Localización en medio con etanol (al 1% v/v) y  glucosa (al 
0.05%, p/v), o treonina (100mM), respectivamente. Barra de escala en todos los paneles = 5 
μm. 
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5.- Análisis preliminar de los dominios de FlbB necesarios en su 

posible interacción con FlbD. 

Debido a la relación funcional que existe entre ambos FFTT respecto a la inducción de 

la conidiación y la existencia de mecanismos de regulación transcripcional del desarrollo 

eucariota basados en la interacción entre FFTT de las familias bZIP y c-Myb (Tahirov et al., 

2002), se estudió la posible interacción entre FlbB y FlbD. Una primera aproximación la realizó 

el Dr. Etxebeste mediante la técnica BiFC (de sus siglas en inglés: bimolecular fluroescence 

complementation) (Hu et al., 2002;Takeshita et al., 2008). Para ello, se generó una cepa que 

expresara, por un lado, una quimera en la que la mitad N-terminal de la proteína fluorescente 

amarilla (YFPN) había sido fusionada al extremo C-terminal de FlbB (FlbB::YFPN) y, por el otro 

lado, una segunda quimera en la que la mitad C-terminal de YFP (YFPC) había sido fusionada al 

extremo C-terminal de FlbD (FlbD::YFPC). Sin embargo, no se observó fluorescencia amarilla, la 

cual hubiera correspondido a la proteína fluorescente reconstituida. Una segunda 

aproximación se basó en la técnica del pull-down, utilizando para ello una quimera GST::FlbB 

expresada en E. coli y extractos proteicos de una cepa de A. nidulans que expresaba la quimera 

FlbD::HA3x (Herrero-Garcia, 2013). En este caso, sí se detectó una banda de retención de 

FlbD::HA3x. Debido a la disponibilidad de alelos de FlbB que portan mutaciones en cada uno de 

sus dominios funcionales caracterizados, en esta tesis doctoral se ha analizado qué dominios 

mediarían dicha retención.  

 Utilizando como control la banda de FlbD::HA3x retenida por GST::FlbB, se emplearon 

las formas mutantes de los dominios DIM* (L104A; E105A), DBD*(N86A; R87A) y NLS* (K67A; 

R68A) (Figura 5.1A y 5.1B) para analizar la importancia de los dominios en el extremo N-

terminal de FlbB (Figura 5.5A). La cuantificación de la relación entre la intensidad de la banda 

de Western-blot y la de tinción con Coommassie indicó que no había una disminución 

significativa en la capacidad de las formas mutantes para retener a FlbD::HA3x (WT: 0.73 ± 0.24; 

DIM*: 0.66 ± 0.40; DBD*: 0.40 ± 0.24; NLS*: 0.54 ± 0.24; n = 3 y p > 0.05 en todos los casos) . Es 
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decir, las mutaciones analizadas en el extremo N-terminal de FlbB no parecen alterar de forma 

significativa la capacidad para retener a FlbD::HA3x respecto a la forma silvestre.  

Se analizó también si el dominio bZIP de FlbB (residuos 67-140), situado en el extremo 

N-terminal, era capaz de retener por sí sólo a FlbD::HA3x (Figura 5.5B). Aunque se pudo 

detectar la banda de retención, la relación entre intensidades de bandas (Westen -

blot/coommassie) disminuyó significativamente con respecto a la forma silvestre, de 0.80 ± 

0.25 a 0.39 ± 0.23 (n = 5; p < 0.05). Debido a un papel menor del dominio NLS de FlbB en la 

retención de FlbD::HA3x (ver párrafo anterior), se concluyó que el extremo C-terminal de FlbB 

tiene un papel modulador, aunque no esencial, en dicha retención. 

 Finalmente, para definir más en profundidad el papel del dominio C-terminal de FlbB, y 

considerando la importancia de la cisteína en la posición 382 en la actividad de FlbB y su 

interacción con FlbE, se analizó el efecto causado por la mutación C382A (Herrero-Garcia et al., 

2015). A pesar de que se detectó la banda de retención de FlbD::HA 3x, debe tenerse en cuenta 

que la afinidad de la fusión GST::FlbB(C382A) por la resina de glutatión sefarosa es claramente 

menor que la de la forma GST::FlbB silvestre (Herrero-Garcia et al., 2015). Por ello, se 

cuantificó la relación de intensidades de bandas de Western-blot y tinción con Coomassie, 

observándose un aumento significativo, de 0.60 ± 0.11 en el caso de la quimera silvestre a 1.22 

± 0.29 en el caso de la forma mutante C382A (n = 4 para cada fusión; p < 0.05). Los resultados, 

por tanto, llevaron a sugerir que la mutación C382A podría aumentar la capacidad de 

retención de FlbD::HA3x. En la Discusión se especula sobre el significado biológico que esto 

podría tener en el modelo de induccción de la esporulación. 
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Figura 5.5. Modificaciones en la retención de FlbD::HA3x causadas por mutaciones específicas 

en FlbB. A) Ensayo pull-down de GST y las quimeras GST::FlbB, GST::FlbB(DIM*), 

GST::FlbB(DBD*) y GST::FlbB(NLS*) frente a extractos proteicos de una cepa que expresa la 

quimera FlbD::HA3x. El gráfico a la derecha representa la relación entre la intensidad de la 

banda de Western-blot y la de tinción con Coomassie para cada una de las construcciones 

ensayadas. Los valores son la media de tres medidas más sem. B) Ensayo pull-down de GST y 

las quimeras GST::FlbB y GST::FlbB(67-140) frente a extractos proteicos de una cepa que 

expresa la quimera FlbD::HA3x. Los valores en el gráfico de la derecha corresponden a cinco 

medidas para cada construcción. C) Ensayo pull-down de GST y las quimeras GST::FlbB y 

GST::FlbB(C382A) frente a extractos proteicos de una cepa que expresa la quimera FlbD::HA3x.  

Los valores en el gráfico de la derecha corresponden a cuatro medidas para cada construcción.  
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6.- Discusión. 

Los resultados de este capítulo han confirmado que para su acumulación en el núcleo 

FlbB requiere, por una parte, una señal de localización nuclear o NLS situada en el extremo N-

terminal (Herrero-Garcia et al., 2015) y, por otra parte, la actividad de FlbD, cuya ausencia 

inhibe la acumulación nuclear del bZIP.  

La existencia de un dominio de FlbB que pudiera actuar como NLS abre una nueva vía 

de estudio respecto a su mecanismo de transporte. Las secuencias NLS son reconocidas por 

proteínas especializadas llamadas carioferinas, las cuales, median el transporte de los FFTT al 

núcleo a través del complejo del poro nuclear (Freitas y Cunha, 2009;Markina-Inarrairaegui et 

al., 2011). Por lo tanto, la identificación de la carioferina encargada de la importación nuclear 

de FlbB contribuiría a la comprensión del mecanismo de transporte basipetal. En eucariotas, el 

heterodímero importina-α/β constituye una vía de translocación nuclear bien caracterizada 

(Fried y Kutay, 2003). La función de la importina-α en ella es la de adaptador, une la proteína 

que contiene la CNLS (del inglés: clasical NLS) a la importina-β1, que es quien facilita su 

translocación al núcleo (Goldfarb et al., 2004). Esta vía, que requiere de la participación de 

proteínas auxiliares, facilita la importación efectiva de los cargos a través de un mecanismo de 

translocación basado en un gradiente RanGDP/GTP entre el citoplasma y el núcleo (Gorlich y 

Kutay, 1999;Hood y Silver, 1998). Hay varias evidencias que hacen a la importina-α, KapA en A. 

nidulans, y, por extensión a la importina-β, KapB, candidatos para facilitar el transporte de FlbB 

al núcleo. Las NLS bipartitas consenso son reconocidas por la importina-α (Lange et al., 2007) y 

la secuencia de la supuesta NLS de FlbB tiene una elevada similitud respecto a dicho consenso. 

Por ello, y aunque no se pueda descartar la unión con otras importinas, es posible que FlbB 

interaccione con KapA. Además, KapA y KapB son las únicas carioferinas de A. nidulans para las 

cuales ha sido descrito un movimiento citoplásmico bidireccional, MT-dependiente, hacia y 

desde la punta de las hifas vegetativas (Etxebeste et al., 2013). Este movimiento recuerda al 

descrito en esta tesis doctoral para FlbB en un fondo genético ΔflbD. 
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Con el objetivo de analizar si la carioferina KapA juega un papel importante en el 

transporte basipetal de FlbB y su importación al núcleo, se generó una cepa que expresara la 

quimera FlbB::GFP en un fondo genético kapA31 (Araujo-Bazan et al., 2009). El alelo kapA31 

porta la mutación S111F en la primera de las repeticiones Armadillo (Araujo-Bazan et al., 

2009), causando un fenotipo termosensible en el que la actividad KapA es inhibida a 

temperaturas restrictivas (42°C) pero es permitida a 25 o 30°C. En medio sólido las cepas 

portadores de la mutación kapA31 mostraban ya un fenotipo fluffy a 37°C (Herrero-Garcia et 

al., 2015). Sin embargo, los estudios de microscopía no permitieron concluir que la importina α 

era necesaria para el importe nuclear de FlbB. A 37°C no se observaban diferencias 

significativas en la localización de FlbB::GFP al comparar los fondos genéticos kapA31 y kapA 

silvestres, y a la temperatura restrictiva de 42°C, FlbB perdía su localización nuclear también en 

la cepa control kapA silvestre, lo cual impidió realizar ningún análisis en profundidad (no 

mostrado).  

Un abordaje experimental posible para analizar la relevancia del dominio NLS y su 

hipotética relación con las importinas KapA y KapB sería aprovechar el aumento de la 

movilidad citoplasmática de FlbB observado en un fondo genético ΔflbD. El estudio de la 

trayectoria de FlbB(NLS*)::GFP en un fondo genético ΔflbD permitiría determinar si el dominio 

NLS es necesario para el transporte basipetal de FlbB o solamente se requiere en el proceso de 

importación nuclear. En el mismo fondo genético también sería interesante analizar la posible 

colocalización de FlbB y KapA o KapB (Etxebeste et al., 2013). Una segunda posibilidad sería 

analizar la posible interacción entre FlbB y KapA mediante experimentos de pull-down. Una 

aproximación similar fue utilizada por Araújo-Bazán y colaboradores para identificar a los 

interactores de KapA (Araujo-Bazan et al., 2008a), sin que entre la lista de candidatos se 

hallara FlbB. En este caso, sería interesante comprobar si FlbB es capaz de retener a KapA en 

experimentos de pull-down y comparar dicha capacidad de retención con la del mutante NLS*.  
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Una posibilidad parcialmente explorada es que FlbB fuera importada al núcleo por otra 

carioferina. En este sentido, se ha descrito que la carioferina KapI también juega un papel 

importante en la diferenciación asexual (Etxebeste et al., 2009b), ya que a pesar de que en la 

cepa ΔkapI se detecte expresión de brlA, la ausencia de este importador nuclear reduce 

significativamente la producción de conidióforos. Se descartó, no obstante, que KapI fuera el 

importador principal de FlbB (Etxebeste et al., 2009b), porque la localización de FlbB::GFP en 

un fondo ΔkapI era similiar a la de una cepa silvestre. No se descarta que FlbB pueda ser 

transportado al núcleo por más de una carioferina, ya que, ha sido planteado en otros 

organismos que el transporte de cargos mediante carioferinas puede ser redundante (Fiserova 

y Goldberg, 2010;Markina-Inarrairaegui et al., 2011).  

De entre los elementos necesarios para la acumulación nuclear de FlbB, el segundo 

conocido es FlbD. Su ausencia inhibe significativamente la acumulación nuclear de FlbB 

mientras que su sobre-expresión parece causar un aumento en ella en comparación con la 

cepa control. Sin embargo, en este último caso, no se induce la formación de conidióforos en 

las condiciones de cultivo utilizadas en estos experimentos de microscopía. Por ello, no se 

puede afirmar que el aumento de la acumulación nuclear de FlbB que se describe al 

sobreexpresar flbD es el factor que desencadena la formación de conidios (Wieser y Adams, 

1995). La sobreexpresión de flbD en un fondo genético ΔflbB, no obstante, no es suficiente 

para inducir la conidiación (Garzia et al., 2010), por lo que ambos factores están implicados en 

el proceso. Además, debe tenerse en cuenta también que la expresión constitutiva de flbB y la 

subsiguiente acumulación de este FT en todos los núcleos no es suficiente para la activación de 

la conidiación (Herrero-Garcia et al., 2015), lo cual, confiere un papel relevante a los niveles y 

actividad de FlbD en este proceso.  

En cuanto a la posible interacción entre los dos FFTT, los ensayos de pull-down 

muestran que la quimera GST::FlbB expresada en bacteria retiene a FlbD::HA 3x. Sin embargo, la 
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afinidad de FlbB por FlbD en las condiciones estudiadas es claramente menor que la que 

presenta por FlbE (Herrero-Garcia et al., 2015), lo cual podría corresponderse con un 

transporte inicial de FlbB a la punta mediado por FlbE, seguido de su acumulación FlbD-

dependiente en el núcleo. La capacidad de FlbB para retener a FlbD::HA3x parece aumentar 

significativamente al introducir la mutación C382A, al contrario de lo que ocurre con la 

interacción con FlbE, la cual disminuye en este fondo genético mutante (Herrero-Garcia et al., 

2015). Esta cisteína está completamente conservada entre los ortólogos de FlbB y desempeña 

un papel clave en su localización y función (Cortese et al., 2011;Herrero-Garcia et al., 2015). 

Las modificaciones en las cisteínas afectan, entre otras, a la formación de puentes disulfuro y a 

la conformación (y por tanto, su actividad) de las proteínas, como ocurre en el caso de Pap1 

(Castillo et al., 2002). De la misma forma, la actividad de FlbB podría depender de la formación 

de puentes de disulfuro que proporcionaran una conformación determinada. Cambios en 

dicha conformación podrían regular las interacciones que establece este FT, determinando así 

su localización, dinámica y actividad transcripcional.  

Para profundizar en el papel de ambos FT respecto a la activación de la conidiación, 

sería interesante generar cepas que expresasen formas mutantes de FlbD. Las mutaciones de 

estas cepas serían identificadas, su efecto sobre los niveles y localización de FlbD y FlbB 

analizada y la capacidad de interacción de las formas mutantes determinada en experimentos 

de pull-down. Aquellas mutaciones que disminuyeran la acumulación nuclear de FlbD deberían 

acompañarse de una disminución en la de FlbB, mientras que de aislar alguna mutación que 

aumentara la acumulación nuclear de FlbD, ello también debería aumentar los niveles 

nucleares de FlbB. El efecto de dichas mutaciones de FlbD sobre la afinidad entre ambos FFTT y 

su localización, junto con el estudio de la conidiación en estas cepas, contribuirían a expandir 

el conocimiento que se tiene sobre la relación de ambos FFTT respecto a la inducción del 

desarrollo asexual.   
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Discusión general. 

La conidiación en A. nidulans está regulada por dos vías genéticas principales, la ruta 

central o CDP, encargada del desarrollo de los tipos celulares que forman el conidióforo, y la 

ruta UDA, que regula la inducción de la ruta central (ver Introducción). Dentro de la ruta UDA, 

las proteínas FlbB, FlbE y FlbD se coordinan en un mecanismo de transducción que se 

caracteriza por la localización de FlbB en la punta de las hifas vegetativas, la cual depende de 

FlbE, y su transporte basipetal y acumulación en los núcleos, proceso que depende  de la 

actividad FlbD. Debido a esta direccionalidad en la dinámica de FlbB, la localización en la punta 

del complejo FlbB/FlbE es un requisito previo para la actividad transcripcional del bZIP en el 

núcleo y, por lo tanto, la generación de  conidios (Garzia et al., 2009;Herrero-Garcia et al., 

2015). Por otro lado, la dependencia con respecto a FlbD de la acumulación nuclear de FlbB y 

su  actividad transcripcional sugiere la existencia de una relación funcional compleja en el 

control de la expresión de ambos FFTT y su unión al promotor de brlA. Este control ejercido 

por FlbB y FlbD sobre brlA establece, además, una relación jerárquica con respecto al primer FT 

de la ruta CDP. Sin embargo, la inhibición de la expresión de brlA no es la única consecuencia 

de la ausencia de actividad FlbB. En esta tesis doctoral se ha demostrado que son varios los 

procesos celulares alterados en el mutante nulo del bZIP. 

Balance entre ciclos reproductivos sexual y asexual. 

En primer lugar, se ha determinado que FlbB regula la expresión de urdA, un gen 

necesario para la inhibición del ciclo sexual. La dependencia de la expresión de urdA con 

respecto a la actividad UDA, por un lado, y el fenotipo de su mutante nulo, en el que se 

observa un claro desplazamiento del balance entre ciclo asexual y sexual hacia la producción 

de cleistotecios, por el otro lado, relacionan a la ruta UDA con el control del desarrollo sexual. 
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Este caso, por tanto, se suma a otros previamente ya descritos de metabolitos y proteínas que 

controlan el balance entre ambos ciclos reproductivos.  

Es conocido el caso de las moléculas lipogénicas psiA, psiB y psiC, colectivamente 

denominadas “factores psi” (Tsitsigiannis et al., 2005). De los tres genes identificados como 

genes de biosíntesis de oxilipinas en A. nidulans (ver Introducción), el RNA-seq analizado en 

esta tesis doctoral muestra que la expresión de uno de ellos, ppoC, es inhibida en ausencia de 

flbB, tanto en fase VG como AD. La deleción de ppoC provoca una casi completa eliminación de 

la síntesis de la oxilipina psiBβ, un aumento significativo de la producción de esporas meióticas 

y una disminución del desarrollo de conidiosporas (Tsitsigiannis et al., 2004). Aunque no se 

conoce hoy en día relación alguna entre la ruta UDA y el control del balance sexual/asexual a 

través de la síntesis de oxilipinas, la confirmación de estos resultados preliminares mediante 

Northern-blot o qPCR sugeriría una posible dependencia de la ruta metabólica con respecto a 

la ruta UDA. 

El caso de la proteína VeA y su control del balance entre los dos ciclos reproductivos a 

través del establecimiento de interacciones con otros tipos de reguladores y receptores de luz 

ha sido descrito en la Introducción. Un ejemplo adicional es NsdD, un FT necesario para activar 

el ciclo sexual y que, a su vez, regula negativamente el desarrollo asexual a través de la unión 

directa al promotor de brlA (Lee et al., 2016). En el caso de UrdA, por su parte, los resultados 

obtenidos sugieren que la activación prematura del desarrollo sexual que se ha descrito para 

su mutante nulo no es consecuencia de una inducción temprana de nsdD. Por lo tanto, podría 

haber algún otro regulador del ciclo sexual jerárquicamente supeditado a la actividad UrdA . 

Esta hipotética diana es desconocida y podría avanzarse en su identificación a través de la 

combinación de un ChIPseq (Chung et al., 2014), el cual, combina la técnica del ChiP con la 

secuenciación masiva de DNA asociado a proteínas, y la comparación transcriptómica de una 

cepa silvestre y el mutante nulo de urdA. Recientemente, ha sido publicada la caracterización 
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funcional de OsaA, un regulador transcripcional de la familia WOPR (Alkahyyat et al., 2015). La 

deleción de OsaA causa un fenotipo muy similar al del mutante ΔurdA, lo cual sugiere que 

existen todavía más elementos de coordinación entre las redes transcripcionales que controlan 

los ciclos reproductivos en A. nidulans.  

Ruta UDA y metabolismo secundario. 

En segundo lugar, los resultados obtenidos han permitido establecer una relación 

entre la ausencia de actividad UDA y la desregulación de determinados cluster-s del 

metabolismo secundario. En el caso de los genes del cluster dba, estos aumentan su expresión 

en ausencia de varios de los genes que codifican los factores de la ruta UDA . Ello parece 

derivar, al menos en el caso de la cepa ΔflbB, en una mayor viabilidad celular frente a la 

bacteria M. luteus, ya que, la deleción de cualquier gen del cluster en un fondo ΔflbB anula 

este efecto. Esta hipótesis está apoyada por la observación de que el DHMBA, el metabolito 

asociado a este cluster, inhibe el crecimiento de dicha especie bacteriana (Gerke et al., 2012). 

En cualquier caso, no parece que el DHMBA sea un metabolito necesario para la inducción de 

la conidiación o producido durante el proceso de esporulación, como pudieran ser el 

deshidroaustinol o la esterigmatocistina, respectivamente. Al contrario, tal y como se 

argumenta en la Discusión del capítulo 4, la ausencia de actividad UDA y de conidiación 

parecen generar un desajuste morfológico que activaría la expresión de los genes del cluster 

dba y la síntesis de metabolitos con una posible función de defensa.  

En ambientes ricos en microorganismos potencialmente patógenos o que compitan 

por un mismo nicho, la supervivencia o patogenicidad de un organismo determinado depende 

de la eficiente detección de estos agentes y la rapidez en las respuestas de ataque o defensa 

(Ipcho et al., 2016;Netzker et al., 2015). Así, estudios transcriptómicos han mostrado que los 

hongos reaccionan a la presencia de bacterias activando la expresión de los cluster del 

metabolismo secundario (Gkarmiri et al., 2015;Mathioni et al., 2013;Schroeckh et al., 2009). En 
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A. nidulans, por ejemplo, su cultivo con Streptomyces rapamicinicus induce un elevado número 

de genes contiguos que incluyen, al menos, dos cluster del metabolismo secundario, los 

definidos por las PKS An7903 (dbaI) y An7909 (orsA), y un supuesto tercer cluster definido por 

la NRPS An7884 (Schroeckh et al., 2009).  

Entre los genes que componen el cluster dba, tres de ellos (dbaB, dbaF y dbaH) 

codifican proteínas que predictivamente contienen un péptido señal, lo que sugiere que 

podrían ir ancladas a membranas celulares o que podrían incorporarse a la ruta de secreción, 

cuya maquinaria está polarizada en A. nidulans y dirige los cargos hacia la punta de la hifa 

(Markina-Inarrairaegui et al., 2013;Pantazopoulou y Penalva, 2009). Entre las proteínas de este 

cluster, también se predice la presencia de una proteína, dbaD, transportadora de la 

superfamilia MFS (de las siglas en inglés: major facilitator superfamily). La presencia de genes 

que codifican este tipo de transportadores es típica en cluster-s del metabolismo secundario, 

ya que, promueven el tráfico de compuestos específicos entre orgánulos o participan en su 

exportación celular (Coleman y Mylonakis, 2009). Considerando la actividad que el cluster dba 

podría tener en la viabilidad de A. nidulans frente a otros microorganismoa competidore (M. 

luteus), y debido al aumento de la expresión de sus genes en el mutante ΔflbB, este fondo 

genético podría ser el adecuado para estudiar la localización de las proteínas correspondientes 

y el mecanismo a través del cual podría ser secretado el metabolito DHMBA. 

Redes de regulación transcripcional. 

Más allá de la participación de urdA y el cluster dba en el control del desarrollo y el 

metabolismo secundario, respectivamente, la técnica del RNA-seq y el diseño experimental 

utilizado han proporcionado una visión general de las relaciones que a nivel genético pueden 

existir entre elementos de una misma o diferentes redes de regulación. En términos generales, 

el control de la expresión génica se rige por grandes redes de regulación interconectadas entre 

sí (Davidson, 2010;Peter y Davidson, 2011), donde los FFTT tienen un papel principal de 
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coordinación (Jothi et al., 2009). Para comprender el modelo de organización de estas redes 

transcripcionales hay que considerar dos tipos principales de estructura, la “autocrática” y la 

“democrática” (Bar-Yam et al., 2009). La estructura estrictamente jerárquica o “autocracia 

molecular” se define como una organización en la que existen múltiples niveles de genes y su 

regulación está jerarquizada (Deplancke et al., 2006;Yu y Gerstein, 2006). Una estructura 

“democrática” fuertemente interconectada sería, sin embargo, aquella en la cual todos los 

genes se regulan mutuamente (Bar-Yam et al., 2009;Jothi et al., 2009). Bar-Yam y 

colaboradores, junto con Jothi y colaboradores, propusieron que las redes transcripcionales de 

los sistemas celulares incorporaban características de organización de ambos tipos de 

estructuras (Bar-Yam et al., 2009;Jothi et al., 2009). Así, en este modelo de red intermedio, hay 

regulación mutua, pero también hay relaciones jerárquicas entre los genes. Esto significa que 

unos pocos FFTT altamente influyentes, denominados reguladores globales, controlan, 

directamente o a través de otros FFTT, la expresión de un número elevado de genes, mientras 

que la mayoría de FFTT, los reguladores específicos de ruta, regula la expresión de un número 

limitado de genes. Por ello, el efecto de la deleción de un gen es siempre relativo a su 

importancia en la red o redes de las que forma parte y al número de genes regulados por él.  

El tratamiento estadístico de los resultados de secuenciación sugiere que la ausencia 

de actividad FlbB puede afectar significativamente a la expresión de 1168 genes en la fase V G y 

386 en la fase AD. De ellos, más de 45 están anotados como genes que codifican FFTT. 

Considerando que, según Wortman y colaboradores, el genoma de A. nidulans codifica 490 

posibles FFTT (Wortman et al., 2009), este número podría suponer casi el 10% del total de FFTT 

de este organismo. De los 45 FFTT, 20 pertenecen a la familia del tipo Zn(II)2Cys6, los cuales 

suelen actuar como reguladores específicos de ruta y cuya actividad suele estar subordinada 

con respecto a la de los reguladores globales (Todd y Andrianopoulos, 1997).  
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Además de una confirmación experimental de los cambios en la expresión de estos 

FFTT en el mutante nulo de flbB, la continuación de esta línea de trabajo debería determinar si 

esta regulación puede ser por unión directa a los promotores de estos genes o si es indirecta. 

Para ello, habría que realizar de forma individual experimentos de retardo en gel (EMSA; del 

inglés, electrophoretic mobility shift assay) (Fried y Crothers, 1981;Garner y Revzin, 1981) o 

inmunoprecipitación de cromatina (ChIP; del inglés, chromatin immunoprecipitation) (Orlando 

et al., 1997). También podrían emplearse técnicas masivas como el ChIPseq (Chung et al., 

2014), pudiendo ser utilizado para mapear de una forma precisa los sitios de uni ón a DNA de 

cualquier FT de interés. La integración de los resultados del ChiP-seq y los del RNA-seq 

contribuiría a determinar las redes de regulación en las que participa FlbB y el tipo de relación 

(jerárquica o democrática) que presenta respecto a los FFTT que controlan dichas rutas. 

Resultados previos y aquellos obtenidos en esta tesis doctoral han mostrado que FlbB 

establece una relación dual con FlbD, ya que, controla su expresión pero a su vez se coordina 

con él para regular a brlA. El propio brlA y también urdA están, sin embargo, sometidos al 

control jerárquico de los UDAs. Entre los genes del cluster dba también se encuentran dbaA, 

que codifica un FT tipo Zn(II)2Cys6, y dbaG, el cual, debido a su homología con afu4g00710 de 

A. fumigatus, probablemente también codifique un FT que pertenece a la misma familia de 

reguladores transcripcionales (Gerke et al., 2012). Ambos, además de codificar reguladores 

específicos de ruta (Todd y Andrianopoulos, 1997), están sometidos a la actividad UDA. Así, se 

puede proponer que FlbB participa en redes tanto democráticas como jerárquicas. 

Comunicación punta-núcleo y regulación transcripcional de la 

conidiación en A. nidulans.  

La localización apical de FlbB es un requisito previo a la inducción de la expresión de 

brlA en el núcleo (Herrero-Garcia et al., 2015). Su posterior migración desde la punta al núcleo 

comprende, a priori, dos etapas secuenciales: transporte basipetal e importación al núcleo. 

Esta tesis doctoral ofrece resultados preliminares, principalmente, en torno al papel en la 
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acumulación nuclear de FlbB de uno de sus dominios funcionales (NLS) y el FT FlbD. Dichos 

resultados se resumen, a continuación, en un modelo que se divide en dos etapas principales: 

1) migración de FlbB desde la punta de la hifa vegetativa y acumulación en el núcleo y 2) 

regulación transcripcional.  

 

Figura 6.1. Modelo para la dinámica basipetal y actividad transcripcional de FlbB en hifas 
vegetativas. Se representan las dos etapas principales: 1) Migración desde la punta de la hifa 
vegetativa al núcleo, la cual, es probablemente MT-dependiente. El dominio NLS de FlbB 
(Herrero-Garcia et al., 2015) y FlbD juegan un papel central en la acumulación nuclear. 2) 
Regulación transcripcional. Unión de FlbB y FlbD al promotor de brlA y control de su expresión 

(Garzia et al., 2010).  

 

Transporte basipetal y acumulación nuclear de FlbB. 

Los resultados obtenidos con las cepas que contienen las mutaciones K67A y R68A, así 

como la similitud de la secuencia situada entre los aminoácidos K57 y G70 con una secuencia 

bipartita consenso de localización nuclear, apoyan la hipótesis de que dicho dominio de FlbB, 

al que denominamos NLS, es clave en su acumulación nuclear. Estas observaciones  permiten 

especular sobre una posible relación funcional de FlbB con el dímero importina α/β, 

KapA/KapB en A. nidulans, tal y como se sugiere en la Discusión del capítulo 5. Dicha hipotética 

relación podría desglosarse en dos opciones posibles. En primer lugar, el dímero KapA/KapB 

podría ser necesario para el transporte punta-núcleo de FlbB. Esta posibilidad viene apoyada 

por el hecho de que KapA y KapB muestran un movimiento citoplásmico simultáneo, 
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bidireccional y MT-dependiente entre zonas distales de las hifas y la punta (Etxebeste et al., 

2013). En segundo lugar, a pesar de su dinámica citoplásmica, KapA y KapB podrían no ser 

necesarios para el transporte basipetal de FlbB y limitarse a la importación al núcleo. 

Experimentos que ayudarían a determinar cuál de las dos posibilidades es la real han sido 

también propuestos en la Discusión del capítulo 5.  

El primer caso establecería nuevas similitudes en comparación con otros tipos de 

células polarizadas donde el papel desempeñado por las importinas-α/-β en el transporte 

basipetal de larga distancia de cargos juega un papel importante (Hanz et al., 2003;Thompson 

et al., 2004). Ello demuestra que la actividad de las carioferinas en eucariotas no se limita 

exclusivamente a la periferia nuclear. En neuronas se ha descrito la existencia de FFTT y co-

reguladores sinápticos o localizados en el cono axonal  que son también cargos de las 

importinas-α y –β (Ben-Yaakov et al., 2012;Panayotis et al., 2015). Dichos mecanismos de 

señalización entre los sitios de polaridad y el núcleo neuronal son esenciales en el control de 

diversos procesos y respuestas celulares (Ji y Jaffrey, 2014;Karpova et al., 2012). En neuronas, 

por ejemplo, el mRNA de la importina-β se acumula de forma asimétrica en axones mientras 

que la importina-α se encuentra en los axones en asociación constitutiva con el motor 

retrógrado dineina. Después de una lesión, el mRNA de la importina-β se traduce a nivel local 

en el sitio de la lesión y esto conduce a la formación de heterodímeros importina β1/α unidos 

a la dineina, los cuales transportan activamente cargas de señalización al núcl eo (Hanz et al., 

2003). De forma similar, KapA y KapB podrían también tener un papel importante en el 

transporte a larga distancia de cargos entre punta y núcleos de las hifas de A. nidulans, a través 

de la recepción de señales específicas y la formación de complejos de señalizaci ón. A pesar de 

las similitudes en la dinámica citoplasmática de los homólogos de las importinas-α y –β en 

hifas y neuronas (Etxebeste et al., 2013), el análisis de esta hipótesis requeriría la realización 

de experimentos adicionales como la localización de los respectivos mRNAs o la identificación 

de posibles cargos de las fracciones citoplásmicas de ambas carioferinas. 
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 La movilidad citoplásmica de FlbB depende de la actividad FlbD, ya que esta aumenta 

al delecionar a flbD. Por ello, el fondo genético ΔflbD puede ofrecer una herramienta útil para 

identificar elementos adicionales necesarios en el transporte basipetal del bZIP. Los resultados 

obtenidos en esta tesis doctoral muestran un movimiento bidireccional y sugieren que éste es 

MT-dependiente. A pesar de la todavía limitada intensidad en la fluorescencia de FlbB en este 

fondo genético, su movimiento citoplásmico podría considerarse cualitativamente similar al 

descrito para la dinámica subcelular de los endosomas que contienen la proteína RabA 

(Abenza et al., 2009). Las GTPasas de familia Rab están ancladas a la membrana mediante los 

grupos prenilo de su extremo C-terminal y por su capacidad para reclutar, en la conformación 

unida a GTP, efectores específicos a sus membranas, son los principales determinantes de la 

identidad de los endosomas (Behnia y Munro, 2005;Zerial y McBride, 2001). En el caso de 

RabA, ha sido propuesto que la población de endosomas correspondiente podría transportar, a 

su vez, poblaciones de KapA y KapB (Etxebeste et al., 2013). Así, una hipotética relación entre 

el transporte basipetal de FlbB, las importinas KapA y KapB y el transporte en endosomas es 

una posibilidad a estudiar en el futuro. 

Debe considerarse, por otro parte, que la deleción de flbD deriva en la ausencia de la 

acumulación nuclear de FlbB mientras que su sobreexpresión parece aumentarla.  La única 

localización subcelular descrita hasta el momento para FlbD en hifas vegetati vas es nuclear 

(Garzia et al., 2010;Son et al., 2014), lo cual, lleva a sugerir que su papel no está relacionado 

con el transporte basipetal de FlbB, sino con su retención en el núcleo. Ello, a su vez, abre la 

puerta a una posible interacción entre ambos FFTT, la cual, se apoya por el momento en la 

capacidad de la quimera GST::FlbB de retener a FlbD::HA3x en los ensayos de pull-down. Por lo 

tanto, teniendo en cuenta estas observaciones, se propone que FlbB y FlbD podrían 

interaccionar en el núcleo, pudiendo ser ése el mecanismo de retención de FlbB. En cualquier 

caso, esta hipótesis requeriría, en primer lugar, confirmar que la sobreexpresión de FlbD va 

acompañada también de un aumento significativo de su propia localización nuclear.   
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Control transcripcional de la expresión de brlA a través de FlbB y FlbD. 

Las primeras publicaciones sobre los genes flb ya mostraron una clara disminución de 

la expresión de brlA en sus mutantes de pérdida de función (flb-) (Wieser et al., 1994). Trabajos 

posteriores describieron que, tras 4-6 horas desde la inducción de la conidiación, flbB y flbD 

presentaban un pico de expresión que precedía a la de brlA (Etxebeste et al., 2008;Garzia et 

al., 2010). Resultados basados en experimentos de unión proteína-DNA demostraon que tanto 

FlbB como FlbD se unían a un fragmento de 300 nt-s del promotor de brlA (Garzia et al., 2010). 

Una búsqueda dentro de este fragmento de promotor de secuencias similares a las consenso 

para la unión de FFTT del tipo bZIP y c-Myb permitió predecir posibles secuencias diana tanto 

para FlbB como para FlbD, de modo que la hipotética diana de FlbB estaría situada entre las 

dos posibles dianas de FlbD (Garzia et al., 2010). Sin embargo, la unión a dichas secuencias no 

ha sido confirmada aún (Garzia et al., 2010). El análisis mediante la técnica ChIP de esa región 

de 300 nt-s mostró que la unión de FlbB se inhibía en un fondo mutante ΔflbD (Garzia et al., 

2010), probablemente, tal y como se ha descrito en este trabajo, como consecuencia de la 

ausencia de acumulación nuclear de FlbB en ese fondo genético. Los experimentos de EMSA, 

por su parte, mostraron que cada FT es capaz de unir al promotor de brlA de forma 

independiente (Garzia et al., 2010). Por lo tanto, aun siendo un resultado de análisis in vitro, 

dicha unión a DNA podría indicar que FlbB y FlbD no se requieren el uno al otro para unir al 

DNA. Teniendo en cuenta estas observaciones, junto al resto de resultados acerca de la 

relación funcional entre FlbB y FlbD obtenidas en esta tesis doctoral, se abre la posibilidad de 

especular sobre diferentes modelos posibles de regulación transcripcional  o cooperatividad 

entre ambos FFTT en el núcleo (Siggers y Gordan, 2014). 

Uno de los modelos posibles que incluye la unión a DNA sin interacción entre los FFTT 

es el basado en los FFTT pioneros (Zaret y Carroll, 2011). Los FFTT pioneros reclutan complejos 

de remodelación de la cromatina que conducen al reposicionamiento del nucleosoma a fin de 
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aumentar la accesibilidad y unión de otros FFTT que sin dicha remodelación no podrían 

acceder a sus sitios diana (Magnani et al., 2011;Soufi et al., 2015;Spitz y Furlong, 2012). Otro 

escenario posible es el modelo de regulación coordinado, el cual , ya ha sido previamente 

propuesto para FFTT del tipo bZIP y c-Myb (Tahirov et al., 2002). Este modelo propone una 

unión previa e independiente al DNA de cada FT y posterior interacción entre ambos FFTT 

(Andronis et al., 2008;Tahirov et al., 2002). En el caso descrito por Tahirov et al. (2002), los 

autores analizaron el sistema de regulación transcripcional formado por las proteínas c-Myb y 

B/EBPβ, un c-Myb y un bZIP, respectivamente, que controlan conjuntamente la transcripción 

de genes específica de células mieloides (Lipsick y Wang, 1999). Los autores describen la 

cadena de eventos necesarios para la inducción del gen diana. En primer lugar, la proteína c-

Myb une al DNA y después el bZIP une el complejo c-Myb-DNA, generando el complejo bZIP-

cMYb-DNA. Este complejo requiere de la formación de un bucle en el DNA que deriva en la 

activación sinérgica de la expresión del gen diana (Tahirov et al., 2002).  

Para la elucidación del mecanismo transcripcional a través del cual FlbB y FlbD 

controlan la expresión de brlA y conocer si hay unión a DNA antes o después de la hipotética 

interacción entre ellos habría que determinar, en primer lugar, la secuencia diana de cada FT 

en el promotor de brlA. Para ello, habría que acotar las secuencias dianas para cada FT 

mediante EMSA o ChIP, confirmando o no su coincidencia con las secuencias predichas. Una 

vez conocidas las dianas de cada FT, se incluirían mutaciones en éstas y se repetirían los 

experimentos de retardo en gel para confirmar la pérdida de unión (Espeso y Penalva, 1996). 

La determinación de las secuencias diana permitirá no sólo realizar análisis que se describirán 

a continuación sino además conocer su posición relativa (“motif gramar” o “motif 

possitioning”) en el promotor de brlA, un factor relevante en muchos mecanismos de 

regulación (Senger et al., 2004;Swanson et al., 2010;Tahirov et al., 2002). Conocer las 

distancias entre ambas secuencias diana permitiría analizar, por ejemplo, si ambos FFTT se 

situarían al mismo lado de la doble hebra o estudiar si podrían establecer una interacción 
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directa o necesitarían una conformación específica del DNA para interaccionar (Spitz y Furlong, 

2012).  

La generación de cepas con mutaciones en las dianas unidas por FlbB, FlbD o ambos en 

el promotor de brlA permitiría analizar si la unión de ambos FFTT al DNA es necesaria para su 

retención en el núcleo, la relación de esta retención con su interacción y por supuesto, la 

importancia de esta retención en la inducción de la conidiación. Estos resultados, junto con los 

obtenidos en los experimentos de mutagénesis de flbD (ver Discusión del Capítulo 5) y los 

presentados en esta tesis doctoral podrían completar la caracterización del mecanismo de 

unión de FlbB y FlbD al promotor de brlA en la fase vegetativa. 

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la unión de FlbB y FlbD al promotor de brlA 

descrita al inicio de esta sección se analizó en hifas vegetativas (Garzia et al., 2010), es decir, 

antes de la inducción de la conidiación. Por lo tanto, la unión de ambos FFTT al promotor del 

primer gen de la ruta CDP no es suficiente para reprogramar las hifas vegetativas. Una 

posibilidad es que la configuración de los FFTT en el promotor de brlA varíe durante las 

distintas fases de desarrollo, tal y como proponen (Lee et al., 2016). Por ello, sería conveniente 

repetir los experimentos de ChIP utilizando muestras recogidas durante la reproducción 

asexual, para ver si se mantienen los sitios de unión de los FFTT o varía la afinidad de cada FFTT 

por su diana en el promotor de brlA. Después de la inducción de la conidiación, hay un 

aumento en la transcripción de flbB (Etxebeste et al., 2008) y los niveles de proteína FlbB 

(comunicación personal de Elixabet Perez de Nanclares Arregi). Ese aumento en los niveles de 

proteína FlbB podría llevar a sugerir que la cantidad de proteína unida a DNA pudiese ser 

crítica para la inducción de la expresión de brlA (modelo aditivo, es decir, la activación es 

proporcional a la concentración del FT y el grado de ocupación de sus sitios de unión en el 

DNA) (Giorgetti et al., 2010). Pero la expresión de brlA depende de la actividad de multitud de 

FFTT (Lee et al., 2016). Por lo tanto, el aumento de la cantidad de FlbB y FlbD unidos a su 
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promotor, combinado con la modificación de los co-reguladores, podrían ser los modulares del 

mecanismo de unión a DNA, induciendo la síntesis del conidióforo.  

En resumen, el transporte basipetal se daría sobre filamentos de tubulina y la 

acumulación nuclear de FlbB requiere, al menos, el dominio NLS de FlbB y una forma funcional 

de FlbD. Una vez en el núcleo, ambos FFTT interaccionarían y unirían al promotor de brlA de 

forma cooperativa, aunque se desconoce actualmente en qué orden tienen lugar estos 

eventos. Además del control de la conidiación, la actividad UDA está relacionada a través de 

UrdA con el balance entre los ciclos sexual y asexual, y a través del cluster dba con el 

metabolismo secundario. 
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Conclusiones: 

Tras los experimentos realizados y los resultados obtenidos, las principales conclusiones que se 

pueden obtener de este trabajo son las siguientes: 

1) Una probable NLS es esencial para la acumulación nuclear de FlbB en hifas vegetativas. 

2) Los niveles de FlbD (probablemente en su forma nuclear)  regulan la cantidad de FlbB 

acumulada en los núcleos. En ausencia de FlbD, FlbB queda en el citoplasma y describe 

un movimiento bidireccional que aparentemente depende del citoesqueleto de 

tubulina. 

3) La actividad transcripcional de FlbB es necesaria no sólo para l a inducción de la 

conidiación sino que actúa sobre otras redes de regulación adicionales.  

4) La ausencia de flbB desregula la transcripción de diversos cluster del metabolismo 

secundario. La expresión del cluster dba, cuya presencia en el genoma de A. nidulans 

es probablemente consecuencia de un proceso de transferencia horizontal de genes 

desde T. stipitatus, aumenta la viabilidad de A. nidulans ante especies bacterianas 

como M. luteus. 

5) FlbB regula el balance entre los ciclos de reproducción asexual y sexual a través de 

UrdA. La ausencia de urdA provoca una disminución en la conidiación y un aumento en 

la formación de cleistotecios, por lo que se postula como un FT represor del ciclo 

sexual. 
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ANEXO 1. RNA-seq. Análisis de la reproducibilidad de las 

muestras. 

El RNA-seq realiza un análisis cuantitativo del transcriptoma y en el caso de esta tesis 

doctoral, dos fueron las réplicas biológicas realizadas por cepa (ΔflbB y WT) y condición (VG y 

AD). Debido al uso de duplicados, se comprobó la homogeneidad y reproducibilidad de las 

muestras antes de empezar a examinar los resultados de secuenciación. Para analizar la 

homogeneidad se examinó la gráfica de densidad, donde se representa la densidad de genes 

respecto a los valores FPKM (Figura 7.1A). Concretamente, la atención se centró en comprobar 

que la distribución de la densidad de los genes respecto a los valores FPKM fuese uniforme en 

las cuatro muestras, tal y como se puede observar en la Figura 7.1A. Ello permite concluir que 

las muestras formaban un grupo homogéneo de transcriptomas.  

El parámetro FPKM indica el valor cuantitativo y normalizado de las lecturas de cada 

gen, es decir, es el parámetro clave que representa el nivel de expresión de cada gen en cada 

fase de desarrollo. Por eso, fue también empleado para el estudio de la reproducibilidad en las 

réplicas biológicas. Cada punto de cada gráfica en la Figura 7.1B muestra los dos valores log10 

(FPKM + 1) para un gen determinado en cada réplica biológica (ejes X e Y), por cepa y 

condición. En todos los casos, la correlación fue igual o superior a 0.9 (rVG= 0.98 y rAD = 0.92 

para la cepa silvestre y rVG = 0.90 y rAD = 0.99 para la cepa nula en flbB). Las directrices 

generales establecidas por el proyecto ENCODE (https://www.encodeproject.org) respecto a 

los duplicados biológicos validaron las muestras analizadas al presentar estas correlacione s 

iguales o superiores a 0.90.  

https://www.encodeproject.org/
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Figura 7.1. Validación de los resultados de secuenciación.  A) Gráfica de densidad que 

representa la densidad de los genes respecto a los valores FPKM para las cuatro muestras 

analizadas. B) Análisis de la reproducibilidad de los replicados biológicos. Los gráficos 

superiores representan las muestras correspondientes a la cepa silvestre (VG, izquierda, y AD, 

derecha) y las gráficas inferiores son para las muestras de la cepa ΔflbB. Los ejes X e Y 

representan los valores log10 (FPKM + 1) de cada replicado. C) Dendograma con el 

emparejamiento de las secuenciaciones correspondientes a las muestras de las fases VG, por 

un lado, y AD, por el otro. 

 

Finalmente, el dendograma en la Figura 7.1C, el cual asocia secuencias por sus 

semejanzas, emparejó las secuencias de las fases VG y AD por separado. Por lo tanto, se podría 

deducir que la ausencia de flbB no cambia de forma significativa el perfil de expresión como 

para perder las características y similitudes esenciales de cada fase de desarrollo, no sólo en 

VG sino también en la fase AD. 
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ANEXO 2:  

 

Figura 7.2. Términos GO asignados a los genes previamente no caracterizados y 

diferencialmente expresados en las comparaciones correspondientes a las fases VG (A) y AD 

(B), respectivamente. 
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ANEXO 3: 

 

Figura 7.3. Fenotipo de las cepas ΔAn2578 y ΔAn8910 en comparación con los parentales 

silvestre y ΔflbB. Las imágenes fueron tomadas tras 48 horas de cultivo a 37ºC en MMA. 

Barra de escala = 1 cm. 
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ANEXO 4: 

 

Figura 7.4. Análisis filogenéticos (software MEGA) para cada uno de los genes del cluster 

An2030-2038. 
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ANEXO 5: 

 

Figura 7.5. Análisis filogenéticos (software MEGA) para cada uno de los genes del cluster 

dba. 
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ANEXO 6: 

 

Figura 7.6. Comparación fenotípica entre la cepa ΔflbB (linea 1; control) y dobles nulos de 

flbB y genes dba, después de 48 h cultivo junto con concentraciones crecientes de M. luteus 

en un medio LB apropiadamente suplementado. Las puntas de flecha negras indican la región 

de co-cultivo. Las relaciones entre las concentraciones de células bacterianas y conidios están 

indicadas en cada columna. Barra de escala, 2 cm. 
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ANEXO 7: 

 

Figura 7.7. Localización subcelular de la quimera mutante GFP::FlbB(NLS*). Barra de escala = 10 

µm. 
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ANEXO 8: 

 



Anexos. 

 

194 
 

 

 



Anexos. 

 

195 
 

 

 



Anexos. 

 

196 
 

 

 



Anexos. 

 

197 
 

 

 



Anexos. 

 

198 
 

 

 



Anexos. 

 

199 
 

 

 



Anexos. 

 

200 
 

 

 



Anexos. 

 

201 
 

 

 



Anexos. 

 

202 
 

 

 



Anexos. 

 

203 
 

 

 



Anexos. 

 

204 
 

 

 



Anexos. 

 

205 
 

 

 



Anexos. 

 

206 
 

 

 



Anexos. 

 

207 
 

 

 



Anexos. 

 

208 
 

 

 



Anexos. 

 

209 
 

 

 



Anexos. 

 

210 
 

 

 



Anexos. 

 

211 
 

 

 



Anexos. 

 

212 
 

 

 



Anexos. 

 

213 
 

 

 



Anexos. 

 

214 
 

 

 



Anexos. 

 

215 
 

 

 



Anexos. 

 

216 
 

 

 



Anexos. 

 

217 
 

 

 



Anexos. 

 

218 
 

 

 



Anexos. 

 

219 
 

 

 



Anexos. 

 

220 
 

 

 



Anexos. 

 

221 
 

 

 



Anexos. 

 

222 
 

 

 



Anexos. 

 

223 
 

 

 



Anexos. 

 

224 
 

 

 



Anexos. 

 

225 
 

 

 



Anexos. 

 

226 
 

 

 



Anexos. 

 

227 
 

 

 



Anexos. 

 

228 
 

 

 



Anexos. 

 

229 
 

 



Anexos. 

 

230 
 

 

 



Anexos. 

 

231 
 

 



Anexos. 

 

232 
 

 



Anexos. 

233 


