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Introduccion.

1.- El hongo filamentoso Aspergillus nidulans como modelo de

estudio del desarrollo.

El crecimiento y desarrollo de los hongos filamentosos conlleva la adquisicién de
morfologiasyfunciones especializadas. El tipo celular que define a este grupo de organismos
esla hifavegetativa. Estaestructuratubularse extiende rapidamente sobre diversos sustratos
permitiendo su colonizacidn, a la vez que realiza la deteccién de estimulos de naturaleza
variada. La transduccidn de estimulos especificos induce una reprogramacion genética que, en
determinados casos, deriva en la diferenciaciéon celular y la generaciéon de estructuras
reproductivas (Casseltony Zolan, 2002). Conocerlos genesylos mecanismos moleculares que
regulan esa diferenciacién celular es de interés para diversos campos como la medicinaola
agricultura (Fisher et al., 2012) y para ello, uno de los modelos mas 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 nimero de genes es el predicho por la base de datos

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

encontrabadisponible en la AspGD pero dichos datos y su actualizacién han quedado a cargo

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

Son varias las caracteristicas que han convertido a A. nidulans en un hongo filamentoso
modelo ampliamente estudiado. Es una especie préxima evolutivamente a otras de gran
impacto econémico como A. oryzae, A. fumigatus o A. flavus. Es capaz de formar esporas
sexuales mediante meiosis y su naturaleza homotalica permite el cruce sexual de dos cepas
con igual o diferente dotacidén genética (Paoletti et al., 2007). Ademas, existen, multiples

técnicas de biologia molecular y celular adaptadas y aplicadas de forma rutinaria a este
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organismo. Técnicas de secuenciacidon masiva como el RNA-seq también han sido introducidas
enel estudiodel crecimiento, diferenciaciény respuesta adiferentes estimulos de A. nidulans
(ver, porejemplo, (Alkahyyat et al., 2015;Garzia et al., 2013)). Esta técnica ofrece la posibilidad
de realizar un andlisis cuantitativo de todos los transcritos producidos por una cepa o tipo
celular en un momento y condiciones determinadas, permitiendo un analisis detallado del
transcriptomay lacomparacién de los patrones de expresidn entre diferentes muestras. Asi, el
RNA-seq, no sélo permite cuantificar la cantidad de un transcrito, también permite detectar,
por ejemplo, fendmenos de splicing alternativo o SNP (de las siglas eninglés: single nucleotide
polymorphism), lapresenciadeintronesy exoneso elinicioyfinal de untranscrito (Shendure,
2008). Ademas, presenta mayor sensibilidad y reproducibilidad, y un rango dindmico mas
amplio que otras técnicas de analisis transcriptémico como los microarray, permitiendo un

andlisis mas preciso de la expresion y la regulacidon 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 expansion
isotrdopica (extensién entodaslas direcciones), se establece un punto de polaridad en laespora
(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 aun pero, es en este
puntodonde emerge el tubo de germinacién. La geminacién requiere del transporte al punto
de polaridad de los materiales y maquinaria molecular para la fabricacién de la membrana

plasmatica y también la pared celular (Harris y Momany, 2004).
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La extensidn apical (por la punta) del tubo de germinacion genera una estructura
tubular, haploide y sincitial denominada hifa vegetativa (ver seccion 3.1), la cual, estd
compartimentalizada a través de la formacién de septos, tabiques porosos que permiten un

intercambio selectivo de nutrientesy otros compuestos entre dichos compartimentos ((Harris,

2001) y referencial alli 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 coloniay se aumenta la velocidad a la que el sustrato es
colonizado. Pordetras de lazona periférica, sin embargo, se establece gradualmente un patrén

opuesto de crecimiento, conunaumentode la frecuenciade ramificacion y la fusién entre las

hifas.

Es en lasregiones interiores del micelio donde se induce el desarrollo asexual tras la
deteccidn de determinados estimulos (ver seccidon 4.1). Las primeras evidencias fenotipicas del
inicio del desarrollo asexual son observables aproximadamente 16 horas después de la
germinacion, siendo necesarias alrededor de ocho horas adicionales para culminar la
formacién del conidiéforo (Figura 1.1B) ((Adams et al., 1998); ver seccién 4.2 de esta
Introduccidn). La dispersion de las esporas asexuales a nuevos nichos da comienzo a nuevos

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

La reproduccion asexual precede al ciclo sexual. Se conocen numerosos reguladores
del ciclosexual, cuyo objetivo es la formacidon de esporas meidticas denominadas ascosporas
(Figura1.1B) (Dyery O'Gorman, 2012). El proceso comienza con la fusidn (anastomosis) de dos
hifas homocaridticas, hifas enlas que todos los nicleos contienen el mismo material genético,

y la generacién de unahifa heterocariética, donde conviven en un mismo citoplasma nucleos
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con dotacidn genética diferente. Dos nucleos de la hifa heterocarionte se fusionan en una
estructura llamada crozier, dando lugar a un ntcleo diploide transitorio. A continuacion, el
nucleo diploide se divide primero por meiosis y después por mitosis paradar lugar, finalmente,
a 8 ascosporas contenidas en una estructura denominada asca (Todd et al., 2007b). El cuerpo
fructifero donde se encuentra el conjunto de ascas se denomina cleistotecio y se encuentra
habitualmente rodeado de grupos de células llamadas células Hille, las cuales, podrian
proporcionan azlcaresy otros nutrientes al cleistotecio (Figura 1.1B) (Dyery O'Gorman, 2012).
Cada cleistotecio contiene cientos de ascas, cada una con ocho ascosporas binucleadas y
haploides. Porlotanto, el nUmero de ascosporas contenido en cada cleistotecio puede llegar a

superar las 10000 (Todd et al., 2007b).

La formacién del heterocarionte por anastomosis de hifas homocariéticas es la base
del ciclo parasexual (Figura 1.1B). Tal y como ocurre en el crozier, los nucleos haploides del
heterocarionte se fusionan (cariogamia) y dan lugar a estirpes diploides (Glass et al., 2000).
Una pérdidaaleatoriade cromosomas causaria la haploidizacidn y el restablecimiento de una

dotacidon cromosdmica haploide (Todd et al., 2007a).
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Figura 1.1. Ciclode vida de A. nidulans. A) Morfogénesis de la hifa vegetativa. Tras una etapa
inicial de crecimiento isotrépico, se selecciona un punto de polaridad dentro de una espora
(conidiospora mononucleada o una ascospora binucleada). En este punto emerge el tubo de
germinacion, que crece por la adicién en el dpice de los materiales que forman la membrana
plasmatica y la pared celular. Posteriormente, las ramificaciones originan nuevos puntos de
crecimiento polar, permitiendo la extensién de las hifas en diferentes direcciones. B) Ciclo de
vidade 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 generacién de
conidiéforos, estructuras que portan miles de conidios o esporas asexuales. El ciclo sexual
comienzacon la fusién de dos hifas homocariéticas (anastomosis) y la generacion de una hifa
heterocarionte. La fusion de dos nucleos en una estructura llamada crozier genera un nucleo
diploide transitorio que a continuacién se divide por meiosis primero y mitosis después. El
proceso culminacon la produccidn de ascosporas, esporas binucleadas y haploides contenidas
en sacos denominados ascas. Cada asca contiene 8 ascosporas. Finalmente, en el ciclo
parasexual se genera un heterocarionte por fusion de dos hifas. La cariogamia o fusién de
nucleosdentro del heterocarionte da lugar al diploide (2n). Posteriormente se puede dar un
proceso de haploidizacion donde la pérdida de cromosomas es, en principio, aleatoria. Asi, se
puede llegaraalcanzaruna variabilidad genética comparable a la de los descendientes de un
proceso de division meidtico (sexual), y terminar con la generacion de nucleos haploides.
Modificado a partir de (Momany, 2002;Todd et al., 2007b).
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2.2. Desarrollo vy metabolitos secundarios.

La formacién de las estructuras reproductivas se basa en complejos mecanismos de
regulacidony esdestacable larelacién que estos mecanismos mantienen con la produccidn de
metabolitos secundarios (MMSS) (Fox y Howlett, 2008). Los MMSS son moléculas de bajo peso
moleculary estructuralmente heterogéneas que, adiferencia de los metabolitos primarios, no
son directamente necesarias para garantizar el crecimiento de los organismos que los
producen (Brakhage, 2013). Las enzimas necesarias parala sintesis de MMSS estan codificadas
enelgenomay una particularidad de estos genes es que estan 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
presenciade al menos ungen que codificauna 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 categorias en funciéon de la relacién que tienen
con el desarrollo: 1) los metabolitos que promueven lainduccidn o represidn de procesos de
desarrollo (por ejemplo, compuestos derivados del acido linoleico; ver seccidn 4.1), 2) los
pigmentos requeridos para las estructuras esporogénicas (por ejemplo, las melaninas,
requeridas para la formacién y laintegridad tanto de esporas asexuales como sexuales), y 3)
los metabolitos toxicos o micotoxinas secretados durante el proceso de esporulaciéon (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 mds conocidos en A. nidulans y hongos
filamentosos de micotoxina cuya sintesis estd asociada al desarrollo es el de la
esterigmatocistina. Ha sido comprobado que la actividad de diversos reguladores del
desarrollo controlala produccién de este metabolito (ver referencias e n (Calvo y Cary, 2015)).

La activacion del cluster de la sterigmatocistina esta regulada por LaeA, una supuesta

8



Introduccion.

metiltransferasa que estd consideradacomo regulador maestro del metabolismo secundario.
LaeAes, a suvez, parte del complejo velvet que participa en el balance entre ciclos asexual y
sexual (ver seccién 4.1), uniendo de esta manera el control del desarrollo y la sintesis de
micotoxinas. También ha sido descrito que cepas aconidiales como el mutante nulo en fluG
(verseccién 4.3.2) presentan alteraciones en la biosintesis de esterigmatocistina (Hicks et al.,

1997).

3.- Crecimiento apical y comunicacién punta-nicleo en hifas

vegetativas.

La extensidn apical de las hifas vegetativas constituye el mecanismo principal parala
colonizacién de un sustrato por parte de los hongos filamentosos. Este mecanismo de
crecimiento requiere la acumulacion asimétrica de los componentes de la pared celulary la
membrana plasmatica en la punta, asi como de la maquinaria encargada de su transporte,
sintesisy ensamblaje. Las hifas vegetativas, por otro lado, son reprogramadas en respuesta a
diferentes estimulos y ha sido descrito que algunas de las rutas de transduccidn
correspondientes comunican la punta de las hifas con la regulacidn transcripcional en los

nucleos (Etxebeste y Espeso, 2016).

3.1. Polarizacion y extension apical de las hifas vegetativas.

El crecimiento apical de las hifas vegetativas implica la coordinacién de los
citoesqueletos de actina y tubulina, sus respectivos motores moleculares y la formacion,
traficoy fusion de vesiculas de transporte que contienen los cargos correspondientes (Figura
1.2) (Bartnicki-Garcia, 2002;Riquelme, 2013). El trafico de vesiculas puede ocurrir en dos
direcciones. Por una parte, el transporte acropetal dirige las vesiculas secretoras o de
exocitosis hacia el apice. La exocitosis es la uUltima etapa de la ruta secretora, y por lo tanto

proporciona cargos especificos 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 internalizacién de la
membrana. En hifas vegetativas este proceso ocurre masivamente en el subdpice (en morado
en la Figura 1.2) (Araujo-Bazan et al., 2008b). Existe un equilibrio entre ambos procesos, de
modo que la exocitosis, mayoritariaen el apice de la punta, y la endocitosis, predominante en
el subdpice, se acoplan para sostener el crecimiento polar (Figura 1.2) (Schultzhaus y Shaw,

2015).

Endocitosis

=
<=@ =
Exocitotsis
Microtubulo
Anillo subapical
de actina \ \
Trafico intracelular P Trafico exocitico » Endocitosis

—>Transporte acropetal

O Macrovesiculas secretoras O Vesicula endocitica
<= Transporte basipetal

@ Microvesiculas secretoras ® Endosoma

Figura 1.2. Representacionde la region apical en hifas vegetativas de A. nidulans. Se indican
la direccién del transporte acropetal y basipetal, asi como las zonas donde la exocitosis y
endocitosis son mayoritarias. El transporte acropetal dirige las vesiculas secretoras (se ha
propuesto que hay vesiculas de diferente tamafio, denominadas macro- y microvesiculas,
respectivamente) hacia el dpice a través de los filamentos de tubulina y actina. El transporte
basipetal dirige las vesiculas endociticas hacia zonas distales de la hifa para su procesamientoy
la reutilizacién de componentes especificos. Este proceso se daa través de los endosomas, que
pueden desplazarse bidireccionalmente. Algunas de las proteinas endocitadas en el subdpice,
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 trafico 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 subdpice y dpice mediante los motores
moleculares correspondientes o miosinas (Berepiki et al, 2011). Por otro lado, los
microtubulos (MMTT), filamentos tubulares que se componen de heterodimeros de tubulina a
y B, permiten un transporte bidireccional a lo largo de la hifa vegetativa. En la interfase vy,
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
catastrofe) hacia el dpice (Konzack et al.,, 2005;Zekert y Fischer, 2009). Los MMTT son
utilizados por los motores moleculares para el transporte a larga distancia de organulos,
vesiculas, complejos de RNAy proteinas 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
dineina transita hacia el extremo minus (transporte basipetal) (Steinberg, 2007;Xiang et al.,

2015).

Asi, los cargos procesados en el reticulo endopldsmico y aparato de Golgi son
transportados a lo largo de los MMTT por quinesinas hasta que serian transferidos a los
filamentos de actina (Takeshita et al., 2014). Intercalado entre los filamentos de actina en el
apice, el Spitzenkérper (Spk) o cuerpo apical actuaria como centro suministrador de vesiculas
exociticas (Figura 1.2), sincronizando el flujo de éstas hacialamembrana apical y su fusién con
esta, paso final del proceso de exocitosis que estaria controlado por el complejo exocisto

(Schultzhaus y Shaw, 2015).

En el sentido contrario, los componentes de lamembrana plasmaticay la pared celular
se incorporan a vesiculas endociticas para su reciclaje. La mayoria del material endocitado se

incorporaa los endosomas, compartimientos membranosos que transportan los cargos hacia

11
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zonas distales hasta su fusién 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 lavia de exocitosis, acoplando asila exocitosis y laendocitosis, y manteniendo la tasa

de exocitosis requerida para sostener la rapida extensién de las hifas (Penalva, 2010).

3.2. Funcion de sefalizacion de la punta en hifas vegetativas.

Debido al crecimiento polarizado, lapuntaeslaprimeraregiéon de las hifas vegetativas
en establecer contacto con la superficie que serd posteriormente colonizada. Por ello, se
propuso que la punta de las hifas podria jugar un papel importante en la pros peccién del
nuevo entornoy la evaluacién de las condiciones de crecimiento (Harris, 2009). Esta hipotética
funcidén sensora, por otro lado, requeriria la transduccién de las sefiales recibidas al nucleo,

donde se ejecutaria la respuesta de adaptacion (Etxebeste y Espeso, 2016).

En los ultimos afos 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 sintesis de efectores (moléculas secretadas por hongos patégenos, las cuales,
modulan la interaccién entre el hongo y el hospedador; (Lo et al., 2015)) con la dindmica
basipetal de losendosomas en el patégeno del maiz Ustilago maydis (Bielska et al., 2014). Los
tres ejemplos restantes han sido descritos en A. nidulans. El primer caso corresponde a la
respuestaadeterminadas condiciones de estréssalino, en la cual, dos proteinas denominadas
Calmodulinay Calcineurina, respectivamente, transmitirian las sefiales recibidas en la punta al
FT CrzA, siendo éste importado del citoplasma al nucleo para regular los genes diana
(Hernandez-Ortiz y Espeso, aceptado). El segundo ejemplo corresponde a un mddulo
sefalizador, 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 launidondel mdédulo alamembrana, forman uncomplejolocalizado 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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nucleo, donde controla la actividad transcripcional de VeA, un FT dependiente de laluz que
equilibra los ciclos de desarrollo sexual y asexual asi como el metabolismo secundario (ver
apartado 4.1) (Calvo y Cary, 2015), y Ste12/SteA, un FT esencial para la reproduccion sexual
(Vallimetal., 2000). El tercery ultimo caso conocido hasta ahora en A. nidulans corresponde a
la ruta de transduccidn que se ha estudiado en esta tesis doctoral, la cual, controla el
desarrollo asexual. Porello, lainformacidn disponible serdampliadaenlaseccién 4.3.2 de esta

Introduccion.

4.- Control genético y molecular del desarrollo asexual.

4.1. Estimulos inductores de la conidiacion.

La exposicion del micelio al aire es el principal desencadenante de los cambios
morfoldgicos que derivan en la formacion del conidioforo en A. nidulans (Morton, 1961). En
base a las evidencias obtenidas en diferentes trabajos, se ha propuesto que lainduccién de la
conidiacion en estas condiciones es consecuencia de la acumulacién en la superficie de las
hifas de un metabolito de caracterenddgeno o autorregulador (Roncal y Ugalde, 2003;Ugalde,
2006). Asi, la actividad de la proteina FluG (ver seccion 4.3.2) estd ligada a la sintesis del
meroterpenoide deshidroaustinol (Rodriguez-Urra et al., 2012), molécula cuyo papel en la
induccién de la conidiacién seria equivalente al de la conidioge nona en Penicillium cyclopium
(Roncal et al., 2002). La sintesis del deshidroaustinol estd regulada por un cluster del
metabolismo secundario (Lo et al., 2012;Nielsen et al., 2011). El deshidroaustinol participa en
la induccidon de la conidiacidon a través de la formacidn de un aducto con un segundo
compuesto denominado diorcinol, el cual impide laformacidn de cristales de deshidroaustinol
y, por lotanto, permitirialaacumulaciény funcidn de sefializacién enla superficie de las hifas
aéreas (Rodriguez-Urraet al., 2012). Estos dos metabolitos no serian los Unicos necesarios para

inducir el desarrollo asexual, ya que, se ha propuesto la existencia de al menos un tercer
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compuesto cuya sintesis ha sido relacionada con los productos de los genes flb (ver seccion
4.3.2) ((Etxebeste et al.,, 2008) y referencias alli citadas). Sin embargo, se desconoce la

naturaleza de este metabolito.

Otras moléculas denominadas oxilipinas, familiade MMSS que se sintetizan a partir de
los cidos grasos poliinsaturados, actian como sefiales autorreguladoras en el desarrollo del
hongo (Tsitsigiannis y Keller, 2007). Los factores psiA, psiBy psiC, los cuales son sintetizados
por los productos de los genes ppoA, ppoBy ppoC, ejercen una funcién 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 lainduccion
de la conidiacién. Entre ellas, la 3-octanona es la principal inductora, y su sintesis parece

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

Estimulos adicionales, ademas del aire, son capaces de promover la conidiacion en A.
nidulans. Uno de ellos es la luz. La proteina VeA actia como regulador central de la
transduccién de dicha sefial, ya que, integra tanto la sefial de luz roja (Mooney y Yager, 1990)
como la de luz azul (Purschwitz et al., 2008). VeA es capaz de variar rdpidamente su
localizacién subcelular y formar diferentes complejos proteicos, combinando asi diferentes
funcionessensorialesy reguladoras (Calvo et al., 2016). Respectoa su localizacién, VeA se sitla
mayoritariamente en los nucleos de las hifas vegetativas cuando estas se encuentran en
oscuridad (Stinnett et al., 2007). Sin embargo, su transporte al nucleo se ve impedido por la
iluminacién y, en presencia de luz, VeA se distribuye tanto en el nucleoplasma como en el

citoplasma (Stinnett et al., 2007).

En el ndcleo, VeA participaen dos complejos proteicos a través de los cuales regula el
metabolismo secundarioy los ciclos de desarrollo sexualy 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 ortdlogos de los reguladores “White-
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collar” de N. crassa (Corrochano, 2007;Rodriguez-Romero et al., 2010). Se forma asi un
complejo proteico nuclear sensible a laluz (Bayram et al., 2010). Actualmente se desconoce
como actia el complejo VeA-FphA-LreA-LreB a nivel molecular. Por otra parte, VeA
interacciona con otros dos elementos, LaeA y VelB, formando en el nicleo un complejo
denominado complejovelvet que es esencial en lacoordinacién del metabolismo secundario y
el desarrollo (Bayramy Braus, 2012). En conjunto, laregulacién 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 nimero de cleistotecios (Adams et al., 1998). Sin
embargo, las cepas con la mutacion veAl, la cual causa que la proteina se encuentre
predominantemente en el citoplasma independientemente de la presencia de iluminacién
(Stinnett et al., 2007), desarrollan principalmente conidiéforos y presentan una fase sexual
retardadatanto en presenciade iluminacién como en oscuridad (Kafer, 1965). Todas las cepas
utilizadas en este trabajo contienen la mutacién veAl, limitando asi la dependencia del
desarrollo asexual con respectoalaluze induciendo laformacion de conidiéforos 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
nitrégeno genera conidiéforos en medio sumergido, lo cual no ocurre cuando el medio de
crecimiento estd adecuadamente suplementado (Skromne et al., 1995). Por su lado, la falta de
una fuente de carbono causa la producciéon de estructuras similares a fidlidas que generan
cadenas cortas de conidios en la punta (Skromne et al., 1995). La formacién de conidiéforos
que incluyen todos los tipos celulares (ver siguiente seccidon) también es inducida al cultivar
una cepa silvestre o determinados mutantes aconidiales en medio liquido o sélido que
contiene concentraciones elevadas de sales de fosfato o sodio (Lee y Adams, 1996). La
induccidn en estas condiciones podria deberse a la activacién de una ruta de sefializacién
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alternativa (Virginia et al, 2000) que transdujera dichas sefales directamente a los
reguladores del desarrollo del conidiéforo descritos en el apartado 4.3.1. Sin embargo, e sta

hipétesis no ha sido estudiada en detalle.

4.2. Desarrollo del conidiéforo.

La generacion del conidiéforoimplicalasintesis de diferentes tipos celulares, cada uno
en un momento y posicion determinados (Figura 1.3) (Mims et al., 1988). Para ello, se

combinan ciclos de crecimiento isotrépico y polarizado, asi como procesos de gemacion.

El desarrollo del conidiéforo se inicia con la formacion de la célula pie en un
compartimento distal de lahifavegetativa (Figura 1.3) (Adamset al., 1998). A continuacion, tal
y como se describe en (Etxebeste et al., 2010), el tallo emerge a partir de la célula piey se
extiendeapicalmente. Aellole sigueunaetapade crecimientoisotrépico en lapunta del tallo,
la cual ocurre aproximadamente 6 horas después de lainduccidén y da lugar a una estructura
globular llamada vesicula. La vesicula alberga multiples divisiones nucleares y constituye la
base para multiples puntos de gemacién de células llamadas métulas (Figura 1.3). Emergen

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

La métulase extiende apicalmente portiempo limitado y experimenta unadivisidon que
dalugar a dos nuevas gemas apicales ofialidas. Este proceso tiene lugar aproximadamente 10
horas después de lainduccién del desarrollo del conidiéforo (Figura 1.3). Cad a fidlida produce,
de forma basipetal, unacadenade hastacien conidios, de modo que los conidios jovenes estan
cerca de lafidlidamientras que los conidios maduros estan situados en el extremo contrario de
la cadena. Un conidiéforo maduro esvisible alrededorde 15 horas después de lainduccién del

desarrollo y puede albergar mas de 10 000 conidios (Etxebeste et al., 2010).
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Figura 1.3. Produccidon de conidios en A. nidulans. Tras un cambio de las condiciones
ambientales, el crecimiento polar se inhibe en determinadas hifas vegetativas y se generala
célulapie enunaregiondistal (lejanaala punta). El talloemerge de la célula pie y se extiende
apicalmente hasta alcanzar una longitud definida. El crecimiento isotrépico de la punta del
tallogeneralavesicula. Tras multiples divisiones nucleares, los nlcleos se acumulanen la zona
superior de la vesicula, de la cual emergen aproximadamente 60 métulas mononucleadas.
Después de una fase de extensién polar limitada de la métula, ésta se divide en dos fidlidas.
Cada fialida genera, de forma basipetal, cadenas largas de conidios. Modificado a partir de
(Oiartzabal-Arano et al., 2016).

4.3. Control genético de la conidiacién.

A nivel genético, el control de la reproduccién asexual ha sido tradicionalmente
dividido endosrutas principales. La primera de ellas, o ruta de induccién temprana (UDA, del
inglés: upstream developmental activation pathway), es la encargada de la transduccién de
sefiales ambientales y la induccién de la conidiacidon. La segunda de ellas, o ruta central de
conidiacion (CDP, del inglés: central developmental pathway), controla la mayoria de cambios
morfoldgicos necesarios para la generacién del conidiéforo (Etxebeste et al., 2010). El primer
gen especifico de la ruta CDP es br/A (CDP) y su activacion 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 actyan también tras la
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induccién de la ruta CDP, ya que por ejemplo, el UDA FIbB (ver seccién 4.3.2) se localiza

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

4.3.1. Ruta central dela conidiacion.

El FT brlA constituye el elemento central de laruta CDP. Se trata del primer gen que es
comun a todos los estimulos inductores y cuya activacién es imprescindible para que se
materialicen la mayoria de cambios morfolégicos necesarios paralageneracion del conidiéforo
(Yu et al., 2006). El gen brlA codificaun FT con dos dominios de dedo de zinctipo C,H, (Adams
et al., 1988;Adams et al., 1990). Su delecidén impide la conidiacién bloqueando la transicion
entre el crecimiento polar del tallo y la expansién isotrépica de su punta para generar la
vesicula (Clutterbuck, 1969). Por ello, el fenotipo del mutante nulo de brlA ha sido definido
como bristle, debido a que el desarrollo del conidiéforo queda bloqueado en el tallo, dando
una apariencia de cerdas o pelos gruesos (Clutterbuck, 1969). Por el contrario, la
sobreexpresién de brlA en hifas vegetativas dacomo resultado la produccién de conidios en la

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

La transcripcidon de brlA puede dar lugar a dos transcritos, brlAa 'y brlA8 (Han et al.,
1993;Prade y Timberlake, 1993). Los datos sugieren que briAB es necesario en las etapas
tempranas del desarrollo, mientras que brlAa se requeriria en etapas posteriores. brlA8
codificael mismo polipéptido que brlAa, pero, con 23 aminoacidos adicionales en la regién N-
terminal (Fischer y Kiies, 2006). Sin embargo, actualmente se desconoce el mecanismo de
accion de cada uno de los péptidos derivados de dichos transcritos, asi como la relacién
funcional entre ellos o el modo en que estos 23 aminoacidos adicionales pueden afectarala

funcidn transcripcional de BrlA.

Como elemento central de laruta CDP y esencial para la consecucién de los cambios
morfolégicos descritos, BrlA controla la transcripcion de un amplio nimero 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 diferenciacion de las fidlidas (Andrianopoulos y Timberlake, 1991;Sewall et al.,
1990a). Su activacion conlleva la de otros genes necesarios para la conidiacién, como wetA,
requerido para la sintesis de componentes esenciales de la pared celular de los conidios
(Marshally Timberlake, 1991;Sewall et al., 1990b). Estos tres genes, briA, abaAy wetA, forman
el eje central de la ruta CDP y en coordinacién con otros elementos permiten un correcto
control espacial y temporal de la reproduccién asexual (Boylan et al., 1987;Mirabito et al.,
1989). La correcta regulacidn de este eje central, sinembargo, implicatambién el control de su
expresion a través de bucles de regulacion especificos. Asi, se sugirié que AbaA ejerce una
represién de laexpresién brlA cuando estd presente en bajas concentraciones, aunque a altas

concentraciones ejerce un papel positivo (Aguirre, 1993).

StuAy MedA (Clutterbuck, 1969) se consideranreguladores auxiliares de la ruta CDP y
codifican proteinas que afectan a la expresion de brlA y abaA ((Adams et al., 1998) y
referencias alli citadas). Se ha propuesto que StuA controla la correcta expresidn espacial de
abaA y brlA, mientras que MedA ejerceria un control temporal (Adams et al., 1998).
Mutaciones en stuAy medA dan lugar a cepas que mantienen la capacidad de formar conidios
viables, pero donde los conidiéforos presentan varias alteraciones morfoldgicas (Clutterbuck,
1969). Finalmente, VosA, otro FTde la ruta CDP, actua aguas abajode BrlAy es esencial parala
maduracién de los conidios y la biogénesis de la trealosa, un disacarido que permite el
almacenamiento de energiay la estabilizacion y proteccidn de estructuras de membrana (Niy
Yu, 2007). vosA se expresa durante la formacién de conidios (fases finales de la

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

4.3.2. Rutade Induccién temprana.

La ruta UDA incluye multiples proteinas que garantizan en hifas vegetativas la correcta
transduccién de las sefales inductoras al promotor de brlA (Etxebeste et al., 2010;Wieser et

al., 1994). Los mutantes de pérdida de funcion de casi todos los genes UDA presentan un
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fenotipo aconidial o de conidiacién retardada cominmente denominado fluffy, caracterizado
por un aspecto algodonoso de las coloniasy causado por ladisminucién, retraso o ausencia de

la expresion de briA.

El primer elemento conocido en la ruta es fluG (Figura 1.4) (Lee y Adams, 1994;Lee y
Adams, 1996). Ademas de ser necesario para la sintesis de un metabolito extracelular
requeridoenlainduccionde laconidiacién (verapartado 4.1), se ha propuesto que FluG ejerce
directa o indirectamente dos funciones clave para la activacion de los genes UDA conocidos
como flb-s (del inglés: fluffy, low briA expression) (Etxebeste et al., 2010). Por un lado,
bloqueariael crecimiento vegetativo através de laactivacion de FIbA, una proteina que regula
la sefializacién mediada porel complejo G heterotrimérico compuesto por FadA, GpgA y SfaD
(Rosen et al., 1999;Yu, 2006). Por el otro lado, levantaria la represidon ejercida por la proteina
SfgA, un FT del tipo Zn(I1),Cyss, sobre la expresion de los flb-s (Figura 1.4) (Seo et al., 2006).
Una vez levantadadicharepresién, los productos de los genes flb podrian inducir la expresion
de brlA. El establecimiento de un marco temporal para la expresiéon de los genes flb y la
actividad de las proteinas correspondientes, asicomo ladeterminacion de los compartimentos
subcelulares donde desempenarian su actividad, ha permitido durante los ultimos afios
profundizar en los mecanismos moleculares a través de los cuales la ruta UDA controla la

expresion de brilA (Etxebeste et al., 2010;0Oiartzabal-Arano et al., 2016;Park y Yu, 2012).
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Figura 1.4. Modelo genético para el control de la expresion de briA y el desarrollo de
conididforos. Los genes fluG, sfgA, fIbA, flbB, fIbC, flbDy fIbE componen la ruta de induccidn
temprana (UDA). fluG se sitla aguas arriba de los genes flb y la proteina que codifica realiza
dos funciones principales para la activaciéon de éstos. Por un lado, inhibe el crecimiento
vegetativo activando a fIbA y, por el otro lado, levanta la represién ejercida por la proteina
SfgA, permitiendo laactivacion de laexpresion de brlA. Paraello, las proteinas FIbB/FIbE/FIbD
actuarian coordinadamente mientras que FIbC se situaria en una sub-ruta diferente que
ejerceria su actividad transcripcional directamente sobre brlA. Tras la activacion de briA, la
ruta CDP, cuyo eje estd formado también por abaA y wetA, regula la formacién del
conidioforo. Modificado a partir de la tesis doctoral de la Dra. Herrero-Garcia (Herrero-Garcia,
2013).

FlIbCesun FT que contiene dos dominios de unidona DNA del tipo C,H,. Su localizacién
subcelular es nuclear, con una distribucion homogénea en todos los nucleos de la hifa
vegetativa (Kwonetal., 2010). Es capaz de unir directamenteal promotorde brlA, habiéndose
propuesto que a nivel genético actla en una sub-ruta diferente a la definida por fIbB, fIbE y

flbD (ver parrafo siguiente).

FIbB es un FT de tipo bZIP (del inglés, basic leucine zipper; cremallera de leucina)
esencial para la induccion de la conidiacion (Adams et al., 1998;Etxebeste et al., 2008) y que
presenta en hifas vegetativas una localizacion subcelular muy caracteristica. Por un lado, se

localiza en el apice de las hifas, siendo excluido del anillo de endocitosis, y, por el otro lado,
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también se acumula en los ndcleos. Sin embargo, la localizacidn nuclear de FIbB sigue un
gradiente de concentracién. Es el ndcleo mds apical, el mds cercano a la punta, el que muestra
mayor concentracion de FlIbB (Etxebeste et al., 2008). Este UDA constituye el primer ejemplo
conocidode un FT localizado enlapuntade las hifas de hongos filamentosos (Etxebeste et al.,
2008) vy, en base a ello, se ha propuesto que desempefia un papel sensorial en esta region
((Oiartzabal-Arano et al., 2016) y referencias alli citadas). Dicha localizacién apical es actino-
dependiente, mientras que los MMTT no parecen desempeiar un papel esencial (Herrero-
Garcia et al., 2015). Es observable desde la emergencia del tubo de la germinula en una
espora, y se mantiene durante todo el ciclo celularsiempre que la hifa se extienda apicalmente

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

El transporte acropetal y la acumulacién apical de FIbB dependen de la actividad FIbE
(Garzia et al., 2009;Herrero-Garcia et al., 2015). Experimentos preliminares llevaron a
proponer que ambas proteinas actuaban al mismo nivel en la ruta UDA, demostrandose
finalmente que interaccionan en la punta de las hifas vegetativas (Garzia et al., 2009). Dicha
interaccion parece estar mediada por los dominios bZIP y C-terminal de FIbB, siendo
desconocidos aunlosdominios de FIbE necesarios (Herrero-Garcia et al., 2015). Los resultados
obtenidos hastaahoraindican que cualquieralteracion genéticaque causaunareduccidonen la
acumulacién apical de FIbB inhibe su actividad transcripcional y la capacidad de producir
esporas asexuales. Por ello, es importante conocer los mecanismos que permiten la
acumulacién apical de FIbBy cémo esta poblacion se comunica con la nuclear (Herrero-Garcia

etal., 2015).

El etiquetado de FIbB con el epitopo fotoconvertible Dendra2 permitié demostrar que
FIbB migra desde la punta de la hifa vegetativa a los nucleos (Herrero-Garcia et al., 2015). Su
dominio bZIP tiene capacidad de unién a DNA y reconoce in vitro secuencias diana similares a

las descritas previamente paralos 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 oxidativo (Asano et al.,
2007;Castillo et al., 2002). En el nucleo, FIbBinduce laexpresion flbD, el cual codifica un FT de
la familia c-Myb (Wieser y Adams, 1995). Posteriormente, ambos factores activan
conjuntamente laexpresién de brlA por unién directa a su promotor (Garzia et al., 2010). FIbD
muestra una localizacidn nuclearen hifas vegetativasy FIbB es incapaz de unir al promotor de
briA enun fondo genéticonulo en flbD (Garzia et al., 2010). Estos resultados indican que FlbD
podria jugar un papel importante enlaactividad transcripcional de FIbB, pero se desconoce si
lo hace permitiendo su acumulacién nuclear, su unién a DNA o ambas. Tampoco se ha
analizadossilaactividad transcripcional de FIbB se limita al control de la expresion de brlA o si
hay otros procesos celulares que se ven alterados como consecuencia de lainhibicion de la

conidiacidn descrita en el mutante Af/bB.
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Objetivos.

Objetivos:

Dos sonlos puntos principalesentornoalos cuales se agrupan los objetivos experimentales de

esta tesis doctoral:

1)

Identificar, y enlos casos de interés, caracterizar los procesos celulares desregulados
en ausencia de actividad FIbB mas alla de la inhibicidn de flbDy brlA, ya descrita en

estudios anteriores.

Realizar una primer analisis experimental del mecanismo de transporte basipetal de
FIbB centrdndose en dos tareas. Por un lado, el estudio del papel de sus dominios
funcionales. Por el otro lado, el andlisis del posible papel del factor de transcripcién
FIbD en la acumulacién nuclear de FlbB. Ello permitira profundizar en la relacién

funcional de ambos factores UDA en la induccién de la conidiacion.
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Materialesy métodos.

1.- Cepas, oligonucleétidos y plasmidos utilizados.

1.1. Cepas de A. nidulans.

Las cepas utilizadas en este trabajo quedan recogidasenlaTabla2.1:

Cepa Genotipo Fuente
BD1 biAl; veAl (Kafer, 1965)
TTA127.4 pabaAl, yA2; AfluG::trpC; veAl (Lee y Adams, 1994)
BD142 pyrG89; argB2; pyroA4, AnkuA:argB; veAl, | (Garziaet al.,2009)
AfIbE::pyrG*
BD143 pyrG89; argB2; AflbB::pyrG¥, pyroA4, (Etxebesteetal., 2008)
AnkuA::argB; veAl
BD167 pyrG89; argB2; flbB::gfp::pyrG”, pyroA4, (Etxebesteetal., 2008)
AnkuA::argB; veAl
BD177 pyrG8; argB2; AflbB::riboB”, pabaB22, pyroA4, (Garziaet al., 2009)
AnkuA::argB; veAl, riboB2
BD178 pyrG89; argB2; pabaB22, pyroA4, AnkuA::argB; (Garziaet al., 2009)
veAl, AfIbE::riboBA ¥ riboB2
BD185 pyrG89; argB2; gfp::flbB, pyroA4, AnkuA::argB; (Etxebesteetal., 2009a)
veAl
BD197 pyrG89; argB2; pyroAd4, AnkuA:argB; veAl, | (Garziaet al.,2010)
AfIbD::pyrG”
BD209 pyrG89; argB2; flbB::gfp::pyrG”, pabaB22, pyroA4, | (Garziaet al., 2010)
AnkuA::argB; veAl, riboB2, AflbD::riboB” d
BD246 pyrG89; argB2; pyroA4, (Garziaet al., 2010)
AnkuA::argB; veAl, fIbD::gfp::pyrG"
BD271 pyrG89; argB2; pabaB22, | (Garziaet al., 2010)
pyroA*::[alcA(p)::fIbD]::pyroA4*, AnkuA::argB;
veAl, riboB2, BflbD::riboB”
BD375 pyrG89; argB2; pyroA4, AnkuA:.argB; veAl, | Dr.Garzia
flbD::HA;,::pyrG¥
BD376 pyrG89; argB2; pyroA4, AnkuA::argB; veAl, | Dr.Garzia, (Oiartzabal-
DbriA::pyrG”Y Aranoet al., 2015)
MAD2666 argB2; pyroA4, AnkuA::argB; veAl (Markina-Inarrairaeguiet
al., 2011)
Cepaconstruida
mediante la
transformacién del
fragmento pyrG” enel
locus pyrG de la cepa
MAD1425 (pyrG89).
BD388 pyrG89; gfp::flbB, inoB2, pyroA4; | Dr. Etxebeste, (Herrero-
hhoA::mCh::pyroA; veAl Garcia et al., 2015)
BD407 pyrG89; argB2; fIbB™ ¥ ..qfp::pyrGY, pyroA4, | Este estudio, (Herrero-
AnkuA::argB; veAl Garcia et al., 2015)
BD429 pyrG89; argB2; pyroA4, AnkuA::argB; | (Etxebesteetal., 2012)

AgmcA::pyrGY; veAl
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BD455 pyrG89;  argB2;  gfp:flIbB****¥ — pyroA4, | Este estudio, (Herrero-
AnkuA::argB; veAl Garcia et al., 2015)

BD549 pyrG89; argB2; pyroA4, AnkuA::argB; | Este estudio
AANn8910::pyrG”; veAl

BD551 pyrG89; argB2; AflbB::riboB”Y, pabaB22, pyroA4, | Este estudio
AnkuA::argB; 08910::pyrG™; veAl, riboB2

BD552 pyrG89; argB2; pyroA4, AnkuA::argB; | Este estudio
DAN2578:pyrGY; veAl

BD554 pyrG89; argB2; AflbB::riboBY, pabaB22, pyroA4, | Este estudio
AnkuA::argB; AAn2578::pyrGAf; veAl, riboB2

BD557 pyrG89;  AdbaA::pyrG”; argB2, pyroA4, | Este estudio
AnkuA::argB; veAl

BD558 pyrG89; NOdbaA::pyrG”Y; argB2; AflbB::riboBY, | Este estudio, (Oiartzabal-
pabaB22, pyroA4, AnkuA::argB; veAl, riboB2 Aranoet al., 2015)

BD565 pyrG89; AdbaG:pyrG”; argB2; pyroA4, | Este estudio
AnkuA::argB; veAl

BD567 pyrG89; AdbaG::pyrGY: argB2; AflbB::riboB”Y, | Este estudio, (Oiartzabal-
pabaB22, pyroA4, AnkuA::argB; veAl, riboB2 Aranoet al., 2015)

BD570 pyrG89; AcipB::pyrGAT , argB2; pyroA4, | Este estudio
AnkuA::argB; veAl

BD571 pyrG89; AcipB:pyrGY; argB2; AflbB::riboBY, | Este estudio, (Oiartzabal-
pabaB22, pyroA4, AnkuA::argB; veAl, riboB2 Aranoet al., 2015)

BD614 pyrG89; argB2; pyroA4, AnkuA::argB; A(An2030- Este estudio, (Oiartzabal-
An2038)::pyrG”; veAl Arano et al., 2015)

BD636 pyrG89; argB2;  AflbB::riboB”, pabaB22, | Este estudio, (Herrero-
pyroA’::[gpdA™::gfp::fIbB A7) ::pyroA*, Garcia et al., 2015)
AnkuA::argB; veAl, riboB2

BD679 pyrG89; argB2, AurdA::pyrG”; pyroA4, | Este estudio, (Oiartzabal-
AnkuA::argB; veAl Aranoet al., 2015)

BD682 pyrG89; argB2, AurdA::pyrG”: AflbB::riboB”, | Este estudio, (Oiartzabal-
pabaB22, pyroA4, AnkuA::argB; veAl, riboB2 Aranoet al., 2015)

BD699 pyrG89;  argB2;  flbB:gfp::pyrG”,  pyroA4, | Dr. Etxebeste, (Herrero-
AnkuA::argB; hhoA::mCh::pyroA; veAl Garcia et al., 2015)

BD702 pyrG89; argB2; fIbB™ " ¥ ..qfp::pyrGY, pyroA4, | Este estudio, (Herrero-
AnkuA::argB; hhoA::mCh::pyroA; veAl Garcia et al., 2015)

BD705 pyrG89;  argB2;  gfp::flbB™7***¥  pyroA4, | Este estudio, (Herrero-
AnkuA::argB; hhoA::mCh::pyroA; veAl Garcia et al., 2015)

BD717 pyrG89; argB2; AfIbB::riboBm, pabaB22, Dr. Etxebeste, (Herrero-
pyroA*::[gpdA™::gfp::fIbB].::pyroA4*, Garcia et al., 2015)
AnkuA::argB; hhoA::mrfp::pyrG”; veAl, riboB2

BD719 pyrG8; argB2; AflbB::riboB”; pabaB22, Este estudio, (Herrero-
pyroA’::[gpdA™"::gfp::fIbB 745N --nyroA4*, Garcia et al., 2015)
AnkuA::argB; hhoA:mrfp::pyrGY; veAl, riboB2

BD789 pyrG89;  argB2,  urdA:gfp::pyrG”;  pyroA4, | Este estudio
AnkuA::argB; veAl

BD792 pyrG89; argB2, urdA:gfp::pyrG’; AflbB:riboB”, | Este estudio
pabaB22, pyroA4, AnkuA::argB; veAl, riboB2

BD796 pyrG89; AdbaD::pyrG”; argB2;  pyroA4, | Este estudio, (Oiartzabal-
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AnkuA::argB; veAl

Aranoet al., 2015)

BD798 pyrG89; AdbaD::pyrG”; argB2; AflbB::riboB”, | Este estudio, (Oiartzabal-
pabaB22, pyroA4, AnkuA::argB; veAl, riboB2 Aranoet al., 2015)

BD801 pyrG89; Adbal::pyrG”; argB2; pyroA4, | Este estudio, (Oiartzabal-
AnkuA::argB; veAl Arano et al., 2015)

BD804 pyrG89; Adbal::pyrG”Y; argB2; AflbB::riboBY, | Este estudio, (Oiartzabal-
pabaB22, pyroA4, AnkuA::argB; veAl, riboB2 Aranoet al., 2015)

BD808 pyrG89; argB;  flbB:gfp::pyrG”, pyroA4, | Dr. Etxebeste
AnkuA::argB; kapA31; veAl

BD836 pyrG89; argB2, urdA+,,ecom,,,,; pyroA4, AnkuA::argB; | (Oiartzabal-Aranoetal.,
veAl 2015)

BD845 pyrG8; argB2; flbB::gfp::pyrG”, pabaB22, pyroA4, | Este estudio
AnkuA::argB; hhoA::mCh::pyroA; veAl, riboB2,
AflbD::riboB”

BD852 pyrG89; argB2;  flbB::gfp::pyrG’, pabaB22, | Este estudio
pyroA’:[alcA(p)::fIbD]::pyroA4* AnkuA::argB;
veAl, riboB2, AflbD::riboB” d

BD914 pyrG89; argB2; pyroAd, AnkuA::argB; veAl, | Esteestudio
flbDp::gpdA™::fIbD::gfp::pyrG"

MAD1425 pyrG89; argB2; pyroA4, AnkuA::argB; veAl (Nayaket al., 2006)

MAD1545 pyrG89; argB2; pyroA4, AnkuA:argB, kapA31;| (Araujo-Bazanetal.,

veAl

2009)

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

1.2. Oligonucleétidos.

Los oligonucledtidos utilizados son los siguientes (Tabla 2.2):

Nombre Secuencia(5’-3’) Objetivo

FOR.An0676 CCAATGCGGCAATAACGTTG Cuantificacién Real-Time
PCR de la expresion de
mipA

REV.An0676 CCTCCAAGTTTCCATCCTGAC Cuantificacién Real-Time
PCR de la expresion de
mipA

PRB.An0676 ATTCCGTGCTCGAGACATAGCTGTTG Cuantificacién Real-Time
PCR de la expresion de
mipA

2030-GSP3 TAAAATTTAGTACGGCTGAGGGGAAACC Obtencién cepa
A(An2030-
An2038)::pyrGY

2030-GSP4 GCTTTGGGCAGACGACCTCG Obtencién cepa
A(An2030-
An2038)::pyrGY

2030-SMP1 GGTTTCCCCTCAGCCGTACTAAATTTTAACCGG | Obtencidoncepa

TCGCCTCAAACAATGCTCT A(An2030-

An2038)::pyrGY

2038-GFP2 CCAGCTTTGATCAGTTCCATTCATCGTATCAAC | Obtencidncepa
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GTCTGAGAGGAGGCACTGATGCG

A(An2030-
An2038)::pyrG¥

2038-PP2 GTTGATACGATGAATGGAACTGATCAAAGCTG | Obtencién cepa
G A(An2030-
An2038)::pyrG¥
2038-PP1 CAGGTCCTGTTCAGAACGCAGCC Obtencién cepa
A(An2030-
An2038)::pyrG¥
An2578-PP1 GTGCCTAGGACTCAAACATGTTTGCC Obtencién cepa
DMAN2578::pyrGY
An2578-PP2 CATTGTGAGTCTCGAGATTGTATAAATGATTGA | Obtencién cepa

AGTCTAAGC

AAN2578::pyrGY

An2578-GSP3

TAAAAATACGTGGCTTCTGCTGATAGAGGG

Obtencién cepa
DAN2578::pyrGY

An2578-GSP4

GCTGTCAGCCTCATTGCGACCC

Obtencién cepa
DAN2578::pyrGY

An2578-SMP1

GCTTAGACTTCAATCATTTATACAATCTCGAGA
CTCACAATGACCGGTCGCCTCAAACAATGCTCT

Obtencién cepa
AAN2578::pyrGY

An2578-GFP2

CCCTCTATCAGCAGAAGCCACGTATTTTTAGTC
TGAGAGGAGGCACTGATGCG

Obtencién cepa
DMAN2578::pyrGY

4394-PP1 GAGAGTTTACCCATGCAGCGAGCTCCG Obtencién cepa
AurdA::pyrGY
4394-PP2 CATTGCGTCGATAAAGAGTCGATGTTTCTCTGT | Obtenciéncepa
CTCTGTAGC AurdA::pyrGY
4394-SMP1 GCTACAGAGACAGAGAAACATCGACTCTTTAT | Obtencidoncepa
CGACGCAATGACCGGTCGCCTCAAACAATGCT AurdA::pyrGA d
CT
4394-GFP2 GCTGCCGTCTCACCATGCTCTTGGCTAGTCTGA | Obtencidoncepa
GAGGAGGCACTGATGCG AurdA::pyrGY
4394-GSP3 TAGCCAAGAGCATGGTGAGACGGCAGC Obtencién cepa
AurdA::pyrGY
4394-GSP4 GCAACGGATCGACGAAGGAGGGC Obtencién cepa
AurdA::pyrGY
An4394Up GGCCTCTGCAGCAGTGTGG Generacidonsonda urdA
para hibridacién
Northern-blot
An4394Dw GAAAGATAGCGGTCGTGAAGCTGC Generacidon sonda urdA
para hibridacién
Northern-blot
FOR.An6542 AGTTGCTGCTCTCGTTATCG Cuantificacion Real-Time
PCR de la expresionde
actA
REV.An6542 CTTCTGACCCATACCGATCATG Cuantificacion Real-Time
PCR de la expresionde
actA
PRB.ANn6542 TGCCGTCTTCCCCTCCATTGTC Cuantificacion Real-Time
PCR de la expresidonde
actA
An7895-PP1 GTGAGCCAACCTTTGTAAAGAGCAACGG Obtencién cepa
AcipB::pyrGY
An7895-PP2 CATATAAAGGCGGTTCTGGGAGAAGTATATCG | Obtenciéncepa
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AGG AcipB::pyrGAf

An7895-GSP3 TGATTGTCTCACCTGTGGACCTGC Obtencién cepa
AcipB::pyrGY

An7895-GSP4 GAGGGTGCTAAGTTCATGGCAGACG Obtencién cepa
AcipB::pyrGA d

An7895-SMP1 CCTCGATATACTTCTCCCAGAACCGCCTTTATAT | Obtencidncepa
GACCGGTCGCCTCAAACAATGCTCT AcipB::pyrGY

An7895-GFP2 GCAGGTCCACAGGTGAGACAATCAGTCTGAGA | Obtencidn cepa
GGAGGCACTGATGCG AcipB::pyrGY

FOR.An7895 CAAGGCAATCTACGAGGACTAC Cuantificacion Real-Time
PCR de la expresion de
An7895

REV.An7895 TCTCTAATCCCTTCCCAGCC Cuantificacion Real-Time
PCR de la expresidonde
An7895

PRB.An7895 TCGTTCATCCCTGCCCCTGTC Cuantificacion Real-Time
PCR de la expresidonde
An7895

An7895cDNAForw | CCTCGATATACTTCTCCCAGAACCGC Secuenciaciénde cipB
para disefio de ensayo
gPCR

An7895cDNARev GAAGGCCTATACTAGCAGGTCCACAGG Secuenciacion de cipB
para disefio de ensayo
gPCR

CipB-Fw CGCAAGCCTTTTCTTCGCAGC Generacidon sondacipB
para hibridacién
Northern-blot

CipB-Rev CTCTCTAATCCCTTCCCAGCCACG Generacidn sondacipB
para hibridacién
Northern-blot

An7896-PP1 GCTATGGGAAATGTGCAATCCAGG Obtencién cepa
AdbaA::pyrGY

An7896-PP2 CATCGTCTAGCTGGGGTTCCTGAATC Obtencién cepa

AdbaA::pyrGY

An7896-GSP3

TAGAAATTAAGACGGCCTTTTTCCTTTCTTG

Obtencién cepa
AdbaA::pyrGY

An7896-GSP4

GGCATTGACGGTCCACTGGG

Obtencién cepa
AdbaA::pyrGY

An7896-SMP1

CGATTCAGGAACCCCAGCTAGACGATGACCGG
TCGCCTCAAACAATGCTCT

Obtencién cepa
AdbaA::pyrGY

An7896-GFP2

CAAGAAAGGAAAAAGGCCGTCTTAATTTCTAG
TCTGAGAGGAGGCACTGATGCG

Obtencién cepa
AdbaA::pyrGY

FOR.An7896

GCAGGAAATTGTGGACTTGAC

Cuantificacién Real-Time
PCR de la expresionde
An7896

REV.An7896

AAAGAGGAATGGGCGTTAGAG

Cuantificacion Real-Time
PCR de la expresidonde
An7896

PRB.An7896

TGCACCTTCAACGAGTTCAAATGCGATA

Cuantificacion Real-Time
PCR de la expresidonde
An7896
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An7896cDNAForw

CGATTCAGGAACCCCAGCTAGACG

Secuenciaciénde dbaA
para disefio de ensayo
gPCR

An7896cDNARev

CATTTAACAAGAAAGGAAAAAGGCCGTC

Secuenciacién de dbaA
para disefio de ensayo
gPCR

An7896Forwardll

CCCGTTGAACTGACAATGCCG

Secuenciaciénde dbaA
para disefio de ensayo
gPCR

An7898-PP1*

CAAAGGGTGCCTCGGCATAGACG

Obtencién cepa
AdbaD::pyrGY

An7898-PP2

CATGTTGACCGTGGTGTATTTTGAGAAGTCG

Obtencién cepa
AdbaD::pyrGY

An7898-GSP3

TGATCGAGTGTTTAATGGAAAAAGTTCATATIG
ATTTCGC

Obtencién cepa
AdbaD::pyrGY

An7898-GSP4*

CCGCCGAATGTTCACCCATCG

Obtencién cepa
AdbaD::pyrGY

An7898-SMP1

CGACTTCTCAAAATACACCACGGTCAACATGAC
CGGTCGCCTCAAACAATGCTCT

Obtencién cepa
AdbaD::pyrGY

An7898-GFP2

GCGAAATCAATATGAACTTTTTCCATTAAACAC
TCGATCAGTCTGAGAGGAGGCACTGATGCG

Obtencién cepa
AdbaD::pyrGY

An7898-Fw

GACCTCCTGCCCCTCCTCC

GeneracionsondadbaD
para hibridacién
Northern-blot

An7898-Rv

CCGAAGAAACCCGAGAGCAGC

GeneracionsondadbaD
para hibridacién
Northern-blot

An7901-PP1

CTAGTCCTATAATCTCGTCCCTTCCCTTCG

Obtencién cepa
AdbaG::pyrGY

An7901-PP2

CATGGTGTCTGTGCCTGGC

Obtencién cepa
AdbaG::pyrGY

An7901-GSP3

TAGTCCAGCTGAATTAGCACTAACTTATATAGG
CTCC

Obtencién cepa
AdbaG::pyrGY

An7901-GSP4

CTTTGAGCAATCCCAGGGTTTCCG

Obtencién cepa
AdbaG::pyrGY

An7901-SMPyrG1

GCCAGGCACAGACACCATGACCGGTCGCCTCA
AACAATGCTCT

Obtencién cepa
AdbaG::pyrGY

An7901-GFP2

GGAGCCTATATAAGTTAGTGCTAATTCAGCTG
GACTAGTCTGAGAGGAGGCACTGATGCG

Obtencién cepa
AdbaG::pyrGY

FOR.An7901

GCAGATCGAAAATAGTCCTTTGG

Cuantificacion Real-Time
PCR de la expresionde
dbaG

REV.An7901

ACCAGGGGAAGGGCTAATA

Cuantificacion Real-Time
PCR de la expresionde
dbaG

PRB.An7901

ACCGGATGGTGCAGAATAATGGAATGT

Cuantificacion Real-Time
PCR de la expresidonde
dbaG

An7901cDNAForw

GTTTATCTCCGCGGGCTCC

Secuenciacionde dbaG
para disefio de ensayo
qPCR
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An7901cDNARev

GACTGCGATTCAGCAAGCG

Secuenciaciénde dbaG
para disefio de ensayo
gPCR

An7901Forwardll

GGCGGCTATCTTGCAGATCG

Secuenciaciénde dbaG
para disefio de ensayo
gPCR

An7902-PP1

GGGTGTTGGGCAGTGGGAAGC

Obtencién cepa
AdbaH::pyrGY

An7902-PP2

CATCGTAGGGATGATTTGGTAATTAATCG

Obtencién cepa
AdbaH::pyrGY

An7902-GSP3

TAGTGTTTGGTGTTGAAATATTATCAGAGGGTC
ATCG

Obtencién cepa
AdbaH::pyrGY

An7902-GSP4

CGAACCTATGGTCCACAGACTCGG

Obtencién cepa
AdbaH::pyrGY

An7902-SMP1

CGATTAATTACCAAATCATCCCTACGATGACCG
GTCGCCTCAAACAATGCTCT

Obtencién cepa
AdbaH::pyrGY

An7902-GFP2

CGATGACCCTCTGATAATATTTCAACACCAAAC
ACTAGTCTGAGAGGAGGCACTGATGCG

Obtencién cepa
AdbaH::pyrGY

An7903-PP1 CTTTTCGTCGCCGGTAGAGGTAGG Obtencién cepa
Adbal::pyrGY
An7903-PP2 CATTTTCCTGCCTGTTCTAGTGCG Obtencién cepa

Adbal::pyrGY

An7903-GSP3

TGATGTCCTTTACCTCAGCTTTTGTTITGC

Obtencién cepa
Adbal::pyrGY

An7903-GSP4

GTCACCCACAAGGCCTGTTCC

Obtencién cepa
Adbal::pyrGY

An7903-SMP1

CGCACTAGAACAGGCAGGAAAATGACCGGTC

Obtencién cepa

GCCTCAAACAATGCTCT Adbal::pyrGY
An7903-GFP2 GCAAACAAAAGCTGAGGTAAAGGACATCAGTC | Obtencién cepa
TGAGAGGAGGCACTGATGCG Adbal::pyrGY

An8910-PP1 GAGGACTTCGGCGTATGAGCTCC Obtencién cepa
DMAN8910::pyrGY
An8910-PP2 CATGATAATGTTTACTTGCAGTGCAGGATACGC | Obtencidncepa

DNAN8910::pyrGY

An8910-SMP1

GCGTATCCTGCACTGCAAGTAAACATTATCATG
ACCGGTCGCCTCAAACAATGCTCT

Obtencién cepa
AAN8910::pyrGY

An8910-GFP2

GGACATCGTAGACGCAGAGATGCTCAGTCTGA
GAGGAGGCACTGATGCG

Obtencién cepa
DMAN8910::pyrG”Y

An8910-GSP3

TGAGCATCTCTGCGTCTACGATGTCC

Obtencién cepa
DNAN8910::pyrGY

An8910-GSP4

CAACCATGCTATCCTCTGCAGTGATCCC

Obtencién cepa
AAN8910::pyrGY

brlAprobe sens.

CCATGCAGATCAGCCCTC

Generacion sonda brlA
para hibridacién
Northern-blot

brlAprobe antis.

CGGAATTCGTAAACTGAACGGTGCTCTGG

Generacion sonda brlA
para hibridacién
Northern-blot

GST-FIbB1

CGGGATCCATGACTTCGATCAGTAGTAGGC

Generacidonsonda flbB
para hibridacién
Northern-blot
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GST-FIbB2

CGGAATTCCTGTCAGGTCATGAATACATCG

Generacidnsonda flbB
para hibridacion
Northern-blot

NsdD-Fw

GGATCATCTCCCCGCTATTGG

GeneracionsondansdD
para hibridacién
Northern-blot

NsdD-Rv

GGTGCCCGAAGGAACCTGTAACC

GeneracionsondansdD
para hibridacién
Northern-blot

hhoA-GSP5

CTACAGTTGAGCCTATGCACAAG

Construccionde
hhoA::mCh/mRFP::pyroA A
(cortesiadel Dr. Eduardo
Espeso)

hhoA-GSP6

GGCCTTCTTGTTCTTAGCAGTC

Construccidonde
hhoA::mCh/mRFP::pyroA A
(cortesiadel Dr. Eduardo
Espeso)

hhoA-GSP3

ACAGGCAGCCTGGCTTGG

Construccidonde
hhoA::mCh/mRFP::pyroA A
(cortesiadel Dr. Eduardo
Espeso)

hhoA-GSP4

GCAACAGTCGACAGCACAGC

Construccidonde
hhoA::mCh/mRFP::p yroAAf
(cortesiadel Dr. Eduardo
Espeso)

hhoA-GSP3’

CCAAGCCAGGCTGCCTGTCTGTCTGAGAGGAG
GCACTGATGC

Construccidonde
hhoA::mCh/mRFP::pyroA A
(cortesiadel Dr. Eduardo
Espeso)

hhoA-GSP6’

GACTGCTAAGAACAAGAAGGCCGGAGCTGGT
GCAGGCGCTGGAGCC

Construccidonde
hhoA::mCh/mRFP::pyroA A
(cortesiadel Dr. Eduardo
Espeso)

fIoB-NLS(+1)

GGGCAACCTGCCGCAGCAAGAGGACCAAAAC
cC

Insercion de mutaciones
(K67A;R68A) en sefial de
localizacién nuclear
(NLS).

flbB-NLS(-1) GGGTTTTGGTCCTCTTGCTGCGGCAGGTTGCCC | Insercidn de mutaciones
(K67A;R68A) en sefial de
localizacion nuclear
(NLS).

urdA gfp GSP1 GTGTTGCCACCTGCTGTCTCTCCTCC Obtencién cepa
urdA::GFP::pyrGY

urdA gfp GSP2 TGGCGATTGAATGAAAGATAGCGGTCG Obtencién cepa
urdA::GFP::pyrG"

urdA gfp GFP1 CGACCGCTATCTTTCATTCAATCGCCAGGAGCT | Obtenciéncepa

GGTGCAGGCGCTGGAGCC urdA::GFP::pyrG*

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

flbB (Sek3) GGCGCTGGAGGACAGGC Secuenciacién de flbB
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FIbB-GSP1 CCTCTTGTGGATGCACTCTGGAATGTGGGC Obtencién cepa
flbB::GFP::pyrG"
FIbB-GSP2 TGAATACATCGTCTCATCAGCATGCCGGGT Obtencién cepa
flbB::GFP::pyrG"
FIbB-GSP3 TGACCTGACAGCTCGCTTTTTTTCTGAGCTTTCT | Obencidncepa
AATGC flbB::GFP::pyrGY
FIbB-GSP4 GAAAGGTGCGTGGGTTCGAATCCCACC Obtencién cepa
flbB::GFP::pyrGY
FIbB-GFP1 TCCCGGCATGCTGATGAGACGATGTATTCAGG | Obtenciéncepa
AGCTGGTGCAGGCGCTGGAGCC flbB::GFP::pyrG¥
FIbB-GFP2 GCATTAGAAAGCTCAGAAAAAAAGCGAGCTGT | Obtencidoncepa
CAGGTCAGTCTGAGAGGAGGCACTGATGCG fIbB::GFP::pyrGA J
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Secuenciacionde
insertos cipB, dbaAy
dbaGen plasmido pGEM-
T-easy
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG Secuenciaciénde
insertos cipB, dbaAy
dbaGen plasmido pGEM-
T-easy

Tabla 2.2: Lista de oligonucleoétidos utilizados durante larealizacidn de esta tesis doctoral.

1.3. Plasmidos.

1.3.1. Plasmidos utilizados parala expresion de proteinas en Eschericia coli.

> pGEX-2T (Pharmacia): Se utilizé parala expresion en E. coli de |la proteina Glutation S-
Transferasa (GST) (control) y fusiones de GST a la parte amino terminal de las
proteinas. Este plasmido se utiliz6 como base para la generacién de los plasmidos
descritos a continuacion.

» pGEX-FIbB1-426: Plasmido que integrael cDNA completo de flbB para la expresion en
E.coli de la fusion GST::FIbB (Herrero-Garcia et al., 2015).

> PpGEX-FIbB 67-140: Plasmido que integra la region del cDNA correspondiente al
dominio bZIP de FIbB (Herrero-Garcia et al., 2015).

> pPGEX-FIbB 1-426'°** 194 Construccidn generada por Elixabet Perez-de-Nanclares-
Arregi que contiene unadoble mutacién (L104A; E105A) en laregion definida como de

dimerizacion (DIM) dentro del dominio bZIP de FIbB (Herrero-Garcia et al., 2015).
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>

PGEX-FIbB 1-426™%¢% A Construccién generada por el Dr. Oier Etxebeste que
contiene unadoble mutacion (N86A; R87A) en laregidn definidacomo de uniéon a DNA
(DBD) dentro del dominio bZIP de FlbB.

PGEX-FIbB 1-426¢"* *4): Construccidn que incluye una doble mutacidn (K67A; R68A)
en la sefal de localizacién nuclear (NLS) (Herrero-Garcia et al., 2015).

PGEX-FIbB 1-426'“**"; Construccion que contiene una sustitucidn de la cisteina en la

posicién 382 de FIbB por una alanina (Herrero-Garcia et al., 2015).

El plasmido pGEX-FIbB 1-426 fue generado porla Dra. Herrero-Garcia, y el plasmido pGEX-

FIbB 67-140 por el Dr. Oier Etxebeste.

1.3.2. Plasmidos utilizados en A. nidulans.

>

pBSK-pyroA*::GFP::FIbB 1-426: Plasmido construido por el Dr. Etxebeste (Herrero-
Garcia et al., 2015), el cual, se integra por recombinacion en el locus pyroA. Su
transformaciéon en una cepa de genotipo pyroA4 genera dos copias del gen, una
pyroA4 truncaday otra pyroA silvestre. Esta Ultima confiere el fenotipo pyroA®.
pBSK-pyroA*::GFP::FIbB 1-426"¢"* ***4: p|asmido generado a partir del anteriory que
contiene ladoble mutacién (K67A;R68A). Fue generado con los oligonucleétidos flbB-
NLS(+1) y flbB-NLS(-1) (ver Tabla 2.2) mediante el protocolo descrito en la seccién 5.2
de este capitulo.

mini,,

pgpdA™"::GFP::FIbB 1-426-pyroA*: Plasmido con la secuencia correspondiente a la

mini

quimera GFP::FIbB bajo el promotor constitutivo gpdA™" (Pantazopoulou y Penalva,
2009). Este plasmido, generado por la Dra. Herrero-Garcia (Herrero-Garcia et al.,
2015), se integra por recombinacion en el locus pyroA.

pgpdA™::GFP::FIbB 1-426""% **"_pyroA*: Plasmido construido a partir del molde
anteriory que contiene ladoble sustitucion (K67A; R68A). Fue generado utilizando los
oligonucledtidos 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. Plasmidos utilizados en secuenciaciones de DNA.

A través de la comparacion entre la secuencia gendmica de un gen y su cDNA, el objetivo
fue confirmar la correcta anotacidn de las secuencias codificantes de aquellos genes cuya
expresion se pretendia analizar por gPCR (ver apartado 5.7) y poder disefiar asi las

correspondientes sondas y oligonucledtidos.

e pGEM-An7895cDNA: Una muestrade RNA total extraida a partir de una cepa AflbB6 h
despuésde inducirlaconidiacién fue el molde paraamplificarel cDNA del gen An7895
con los oligonucleétidos An7895cDNAForw y An7895cDNARev. Este fondo genéticoy
las condiciones de extraccion de RNA (apartado 5.4) garantizaban la presencia del
transcrito correspondiente, en base a los resultados de RNA-seq de los que se
disponia. Parala amplificacion se utilizé el kit One Step SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit
Il (Takara). Posteriormente, el cDNA se ligd en el plasmido pGEM-T-easy (Promega) y
se secuencio utilizando los oligonucledtidos T7y SP6. Por otro lado, la amplificacién
por PCR a partir del DNA gendémico (gDNA) de la cepa BD1 dio como resultado un
fragmento de igual tamafio al producto amplificado a partir de la muestra de RNA,
confirmando la ausencia de intrones previamente establecida en el experimento de
secuenciacion masiva de RNA. Por todo ello, no se realizé la secuenciacion de dicho
fragmento de DNA proveniente del gDNA.

e pGEM-An7896cDNA y pGEM-An7896DNA: A partir de la misma muestra de RNA y
utilizando los oligonucleétidos An7896cDNAForw y An7896cDNARev, se amplifico el
cDNA del gen An7896. En paralelo, y a partir de una muestra de gDNA de la cepa BD1,
se amplificd la secuencia gendmica correspondiente que tenia un tamafio mayor.
Ambos se introdujeron en plasmidos pGEM-T-easy para ser secuenciados con los
oligonucledtidos T7, SP6 y An7896Forwardll.

e pGEM-An7901cDNA y pGEM-An7901DNA: Los oligonucleétidos An7901cDNAForw y
An7901cDNARev se emplearon paraanalizar la secuencia codificante del gen An7901.
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Los oligonucledtidos utilizados para secuenciar el inserto fueron T7, SP6 y

An7901Forwardll.

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

Las cepas de A. nidulans se cultivaron siguiendo los protocolos estandarizados del
Laboratorio de Bioquimica Il (Pontecorvo et al.,, 1953). La composicion de los medios se
describe en la Tabla 2.4. De forma generalizada, se utilizaron medio minimo (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 nitrogeno, respectivamente, y los suplementos
adecuados para cada cepa (ver Tabla 2.3). Sin embargo, en casos especificos que serdn
adecuadamente indicados se utilizaron sacarosa (1 M), etanol (1% (v/v)) o treonina (100 mM),
y NaNOj; (70 mM) como fuentes de carbonoy nitrégeno alternativos. Los cultivos se incubaron

preferentemente a 37°Cy en casos especificos a 25 o0 30°C.

El desarrolloasexualse indujo a través de un procedimiento inicialmente descrito por
(Lawy Timberlake, 1980) y (Aguirre, 1993). 10° conidios/mLse cultivaron a 37°C durante 18 h y
200 rpmen MMA con los nutrientes necesarios. Tras este periodo, se filtraron a vacio alicuotas
de 15 mL sobre membranas de nitrocelulosa (d, = 0,45um; didmetro membrana = 47mm;
Scharlab). Las membranas se depositaron en placas de MMA sélido suplementado con los

nutrientes requeridos, las cuales fueron cultivadas durante 6, 12, 24y 48 h.
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Disoluciones

(Esterilizadas en autoclave a 110°C durante 20
min).

Preparacion (por litro)

Disolucidn de elementos traza (1000x)

22.0 g ZnSQO,.7H,0;

11.0 g H3BOs3;

5.0 g MnCl,.4H,0;

5.0 g FeS0,.2H,0;

1.6 g CoCl,.6H,0;

1.6 g CuS0,.5H,0;

1.1 g (NH4)sMo0;0,4.4H,0;
50.0 g Na,EDTA;

Ajustar el pH a 6.8 con KOH.

Disolucidon de sales y elementos traza (50x)

26.0 g de KCI;

26.0 g de MgS0,.7H,0;

76.0 g de KH,PO,;

50 mL de solucién de elementos traza.

Disolucién de glucosa (10x)

200.0 g glucosa.

Disolucién de sacarosa (10x)

300.0 g sacarosa.

Disolucién de tartrato amanico (100x)

92.0 g tartrato amoénico.

Disolucién de MgS0O, (20x)

10.4 g MgS0,.7H,0.

Disolucién de treonina (10x)
(Utilizadoenla induccion de alcA(p) en
medioliquido).

120.0 g treonina (1000mM).

NaH,PO,5M

599.9 g NaH,PO,,

Suplementos

Preparacion (por litro)

Biotina (10 000x)

0.1 g biotina.

Acido p-aminobenzoico (PABA) (1000x)

2.0 g 4cido p-aminobenzoico. Esterilizado por
autoclave.

Piridoxina (vitamina B6) (1000x)

0.5 g piridoxina. Esterilizado por filtracién.

Inositol (100x)

12.0 g inositol. Esterilizado por autoclave.

Uracilo y uridina

Pesados en el momento de afadir al medio:
0.56 mg/mLde uraciloy 1.22 mg/mLde
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).

Preparacion (por litro)

Medio minimo con tartrato amonico (MMA)

20 mL de solucionde salesy elementos traza;
Ajustar el pH a 6.8 con NaOH;

15.0 g agar (s6lo para medio sélido);
Esterilizado en autoclave;

Afiadir 100 mL solucién de glucosa;
Afadir 10 mL de solucién de
amaonico.

tartrato

Medio completo sélido (MCA)

MMA + 5.0 g extracto levadura

Medio minimo con nitrato (MMA-nitrato)

6.0 g NaNOg;

1.5 g KH,PO,

0.5 g KCl;

15.0 g agar (s6lo para medio sélido);
1.0 mL elementos traza;

Ajustarel pHa6.8;

Esterilizado en autoclave;

Afiadir 100 mL solucién de glucosa;
Afadir 50 mL de solucién de MgSO,.

Medio de regeneracién (MMR)
Medio de regeneracién TOP (MMR-TOP)

20 mL de solucionde salesy elementos traza;
342.0 g sacarosa (1 M);

Ajustar el pHa 6.8 con NaOH;

15.0 g agar (6.0 g para MMR-TOP);
Esterilizado en autoclave;

Afiadir 100 mL solucién de glucosa;

Afadir 10 mL de solucién de tartrato
amoénico.

Medio de Fermentaciéon (MFA)

20 mLsolucién de salesy elementos traza;
25.0 g Corn Steep Liquor (CSL; Sigma-Aldrich);
Ajustarel pH a 6.8 con NaOH;

Esterilizado en autoclave;

Afiadir 100 mL solucién de sacarosa;

Afadir 10 mL de solucidn de tartrato
amanico.

Medioinductordel promotorde la alcohol
deshidrogenasa, alcA(p) (MMT + 5Y)
(Mediosdlido)

20 mL de solucion de salesy elementos traza;
12.0 g treonina (100mM);

5.0 g extractode levadura;

Ajustarel pHa 6.8 con NaOH;

15.0 g agar;

Esterilizado en autoclave;

Afadir 10 mL de solucion de tartrato
amanico.

Watch Minimal Medium (WMM)

1 mLde elementostraza(1/1000);

0.5 g KCI (17 mM);

0.5 g MgS0,-7H,0 (5 mM);

Ajustarel pH a 6.8 con NaOH;
Esterilizado en autoclave;

Afiadir5 mL NaH,PO,5M (25 mM) + 5mL
soluciénde glucosa (0.1%) + 10 mL de
solucién de tartrato amanico (5 mM).

Tabla 2.4: Medios de cultivo para cepas de A.

nidulans.
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La sobreexpresion de genes bajo promotor alcA se indujo utilizando treonina (100mM)
o etanol (1% (v/v)) como fuentes de carbono, mientras que se inhibid utilizando D-glucosa (2%
(p/v)). Para la induccion en medio liquido, como se describe a continuacion, se combind el
método de crecimiento estandar utilizado en el Laboratorio de Bioquimica Il con el protocolo
descrito en (Wieser y Adams, 1995). Las cepas primero se cultivaron a 37°C (10° conidios/mL)
durante 18 h en MMA con glucosa. Tras este periodo, los micelios de las cepas se recogieron
por filtracidn, se lavaron con MMA que contenia lafuente de carbonoinductoray se cultivaron
eneste medioinductor durante 22 h. La morfologia del micelioylageneracién de conidiéforos
fueron analizadas utilizando un microscopio Optiphot (Nikon), en modo de contraste de fasesy

tomando las imagenes con una cdmara Nikon FX-35DX.

Los analisis fenotipicos en condiciones de estrés se llevaron a cabo afiadiendo NaH,PO,

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

3.- Recuento de conidios y cleistotecios.

El recuento de conidiosporas (conidios/cm?) se realizé segtin el método descrito por
(Etxebeste et al., 2012). Las cepas en MMA sélido se cultivaron a 37°C durante 72 h. Después
se midié el didmetro de las colonias, se recogieron los conidios, se cuantificé el numero total y

se dividié por el drea de la colonia, obteniendo el nimero de conidios por cm®.

El recuento de cleistotecios se realizé siguiendo el protocolo descrito por (Herrero-
Garcia, 2013), el cual estd basado a suvez en el método desarrollado por (Baidya et al., 2011).
Después de cultivar las cepas en MMA sélido a 37°C durante 156 h, se recogieron discos de 8
mm de didmetro de cada placay se pulverizé etanol (70%) sobre la superficie del disco para
eliminar los conidios y facilitar la visualizacién de cleistotecios. La cuantificacién de los

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

estandarde la media(sem, porsussiglas eninglés) obtenidos a partir de tres réplicas por cada

cepay condicién analizada.

4.- Transformacion de protoplastos de A. nidulans.

La obtencién y posterior transformacién de los protoplastos se realizd en base al

método estandar del Laboratorio de Bioquimica Il (Etxebeste, 2008), un protocolo modificado

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

requeridas en este protocolo se recoge en la Tabla 2.5.

Solucion

Composicion

Solucion 2 (50 mL)
MgS0,.7H,0 (1.2 M)

14.9 g MgS0,.7H,0;

1.8 mL Na,HPO, (0.2 M);

0.7 mL NaH,P0O, (0.2 M);

Enrasada hasta 50 mL con agua destilada y
esterilizada por filtracion.

Solucion 5 (100 mL)
Sorbitol (0.6 M)
TrisHCI (0.1 M)

10.9 g Sorbitol;

10 mL TrisHCI (1 M, pH = 7.5);

Enrasada con agua destilada hasta 100mL y
esterilizada por autoclavado.

Solucion 6 (100 mL)
Sorbitol (1 M)
TrisHCI (0.01 M)

18.22 g Sorbitol;

1 mLTrisHCI (1M, pH=7.5);

Enrasada con agua destilada hasta 100 mLy
esterilizada por autoclavado.

Solucion 7 (100 mL)
Sorbitol ( 1M)
TrisHCI (0.01 M)
CaCl, (0.01 M)

18.22 g Sorbitol;

1 mLTrisHCI (1M, pH=7.5);

1 mLCaCl, (1 M)

Enrasada con agua destilada hasta 100 mLy
esterilizada por autoclavado.

Solucion 8 (50 mL)
PEG (0.1 M)
TrisHCI (0.01 M)
CaCl, (0.01 M)

30.0 g PEG (polietilenglicol, PEG6000, Fluka);
0.5 mLTrisHCI (1 M, pH=7.5);

0.5 mL CaCl, (1M);

Afadir 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 obtencion y transformacidon de protoplastos de A.

nidulans.
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La suspension de conidiosporas de la cepa a transformar se inoculé en 300 mL de
MMA liquido (10° conidios/mL) con las fuentes de carbono y nitrégeno estandar y los
suplementos necesarios. El micelio se cultivé durante 16 h a 30°C en agitacién (200 rpm) y se
recolectd porfiltracion utilizando Miracloth estéril (EMD Millipore). Aunamuestra de 1.5-2.0g
de micelio humedo se le afiadieron 10 mL de Solucién 2 vy, tras mezclar, 300 mg/g de
Glucanex® (Novozymes), una enzima litica de la pared celular utilizada para obtener
protoplastos. La mezcla se incubd en un matraz Erlenmeyer de 100 mLa 30°Cy 110 rpm hasta
gue se observdlaaparicion de abundantes protoplastos libres (aproximadamente 90 min), tras

lo cual, se procedié a su purificacion y lavado.

La mezclade digestion se transfirid aun tubo de polipropileno de 50 mL, se diluyd ala
mitad afiadiendo Solucidn 2 y se dividié en dos tubos (10 mL/tubo). Posteriormente, a cada
tubo se anadieron lentamente 10 mL de Solucién 5, evitando que las dos soluciones se
entremezclaran y formando asi dos fases claramente diferenciadas. La soluciéon bifasica se
centrifugd durante 10 min a 4000 rpm y 4°C en una centrifuga Sorvall™ Biofuge primo R
(Thermo Fisher Scientific) utilizando un rotor basculante (referencia: 75007591), tras lo cual se
observé la banda de protoplastos generada en la interfase. Esta fue recogida con una pipeta
Pasteur estéril y transferida a otro tubo de 50 mL, donde se diluyd anadiendo Solucidn 6 en
unarelacién de 2 volimenes de Solucidn 6 por cada volumen de suspensién de protoplastos.
Una segunda centrifugaciéon en las mismas condiciones provocd la precipitacion de los
protoplastos, que fueron resuspendidos suavementeen 1 mL de solucién 6y transferidos a un
tubode 1.5 mL. Se lavaron mediante una centrifugacién de 3 min a 4000 rpm, y finalmente se
resuspendieron en la cantidad adecuada de solucién 7 para obtener alrededor de 10’

protoplastos/mL.

El proceso de transformacién comenzd mezclando en un tubo de 50 mL, 50 uL de Solucidn

8, el volumen correspondiente de DNA paralatransformacion (X uL) completado con Solucidn
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7 hasta los 50 pL (50-X pL), y el volumen de la suspensidon de protoplastos equivalente a
alrededor de 2.10° protoplastos. Tras 20 min a 0°C, se afiadié 1 mL de Solucidn 8y se incubd a
temperaturaambiente durante 5 min. Despuésse afiadieron 3-5 mL de Solucién 7y alrededor
de 15 mL medio MMR-TOP (mismo procedimiento de preparacidon que el MMR Unicamente
cambia la concentracién de agar que en este caso es 6 g/L de agar) precalentado a 50°C.
Finalmente, se mezcld y se repartié todo el volumen sobre la superficie de 3 placas de MMR
selectivo, es decir, placas sin el suplemento asociado al marcador de auxotrofia utilizado en la
transformacién. A modo de control, se siguid el mismo procedimiento con un tubo sin DNA. El
volumen de este control fue dividido entre una placa de MMR selectivo (control negativo;
ausenciade colonias) y unaplaca de MMR no-selectivo (conteniendo el suplemento asociado

al marcador de seleccidn utilizado). En esta Ultima placa debia observarse un césped.

Cuando el DNA sintético no poseia marcador de seleccién se transformé con él una
cepa en la que el gen diana habia sido previamente reemplazado por pyrGY (ver siguiente
seccion). La seleccidn de los transformantes deficientes en la biosintesis de pirimidinas se
realizé utilizando la sensibilidad que produce un alelo silvestre pyrGfrente al compuesto acido
5-fluororético (5-FOA; Apollo Scientific). Asi, las placas con medio selectivo contenian 2 mg/mL
de 5-FOA vy uridina/uracilo (ver Tabla 2.3), con el objetivo de permitir el crecimiento
Unicamente de aquellas colonias con fenotipo pyrG, es decir, aquellas que supuestamente

habian adquirido la construccion.

5.- Aislamiento y manipulacion de acidos nucleicos.

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

nidulans.

Los fragmentos lineales de DNA parala generacién de mutantes nulosy etiquetado de

genes se obtuvieron a través de latécnica de la PCR de fusidn (Yang et al., 2004), una técnica
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estandarizada en el Laboratorio de Bioquimica Il (Figura 2.1). En el primer caso, el fragmento
sintético de DNA contenia el promotor (5 -UTR) y terminador (3'-UTR) del gen cuyo nulo se
gueria generarfusionados al marcador de auxotrofia. Parala construccién del etiquetadoenel
extremo C-terminal, el fragmento de DNA a transformar contenia la region 3’ del ORF, el

epitopo mas el marcador de seleccidny, por ultimo, el terminador (3’ -UTR).

A PP1 SMP1 GSP3 B GSP1 GFP1 GSP3
Lwmoter - yarader - 4 lisades ORF + mommmmgp- 4 Terminador
PP2 - P4 - ‘ > GSP4
GFP2 a9 GSP2 GFP2
Proceso de fusién por PCR
Proceso de fusion por PCR
PP1
Promotor Terminador GSP1
- - " Terminador
Recombinacién A GSP4 ORF m» =
i o GSP4
[ Recombinacién
-  Promolor suemREe,. Terminador
Promotor RF Terminador
Reemplazamiento génico
Reemplazamiento génico
—&Qmmf_%

Promotor ORF Tw» Terminador

Figura 2.1. Esquema representativo de los procedimientos seguidos para la delecién de
genesy el etiquetado en el extremo C-terminal. A) Generacidon de mutantes nulos. Cada uno
de los fragmentos a fusionar se amplificd por separado. Por un lado, el promotor y el
terminador del gen que se queria delecionar se amplificaron mediante los oligonucledtidos
PP1/PP2 y GSP3/GSP4, respectivamente, y el por otro lado, se amplificé el marcador de
seleccion (en morado) mediante los oligonucledtidos SMP1/GFP2. Estos oligonucleétidos
portaban, respectivamente, regiones complementarias al final del promotory principio del
terminador con los que posteriormente se fusionaria. El fragmento de fusién se generé
utilizando los oligonucleétidos PP1/GSP4y un doble suceso de recombinacion homadloga en el
locus diana permitid generarel alelo nulo, siendo el marcador de seleccidon el que sustituyé el
gen original (en azul). B) Etiguetado en C-terminal. Por un lado, se amplificaron
aproximadamente 1.5 kb del extremo 3’ del ORF (en azul) y el terminador del gen que se
queria etiquetar mediante los oligonucledtidos GSP1/GSP2 y GSP3/GSP4, respectivamente, y
por el otro lado, se amplifico el epitopo (TAG, enverde) junto con el marcadorde seleccion (en
morado) utilizando los oligonucledtidos GFP1/GFP2. Los siguientes pasos parala obtencién del
etiquetado en C-terminal fueron idénticos alos descritos parala generacién del mutante nulo.

5.2. Mutagénesis dirigida de FIbB.

Para la generacion de las cepas que expresaban las quimeras mutantes GFP::FIbB*®"*
RO8) FIbB::GFP ARy gnd A™::GFP::FIbB™®7* ¥ se utilizé un protocolo estandarizado de
mutagénesis previamente descrito por (Herrero-Garciaetal., 2015). En primerlugar, utilizando

como molde los plasmidos pBSK-pyroA *::GFP::FIbB 1-426 (Figura 2.2A) o pgpdA™"::GFP::FIbB
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1-426-pyroA4* (Figura 2.3), y los oligonucledtidos flbB-NLS(+1) y flbB-NLS(-1), se realizaron
PCRs para introducir las mutaciones puntuales (K67A; R68A). Los oligonucledtidos, con una
longitud de unos 30 pb cada unoy siendo complementarios entre si, incluian las sustituciones

nucleotidicas necesarias en su zona central.

Finalizadalareaccidn, se confirmd laamplificacién del molde mediante electroforesis
de agarosa. Debido ala presencia en el producto de PCR de plasmidos mutantes, parentales
(sinmutacion) e hibridos (unacadenamutante y la otra parental), éste se digirid con la enzima
de restriccion Dpnl, la cual, digiere el DNA metilado y hemimetilado (moléculas de molde e
hibridas). Ello permitio el aislamiento de los plasmidos mutantes, los cuales, fueron utilizados
para transformar E. coli. Tras la extraccion plasmidica de un grupo de colonias bacterianas se
confirmd lapresencia de las mutaciones requeridas mediante secuenciacidn. Estos plasmidos
fueron utilizados para generar las cepas arriba descritas del modo expuesto en la Figura 2.2y

2.3:
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Construccion de la cepa GFP::FIbB" ™%,

floB-NLS(+1)

fbB-NLS(-1)

PCR mutagénica
——

B ETA Resy

1) PCR mutagénica.

2) Digestion con Dpnl para
excluir los plasmidos
parentales e hibridos.

3) Transformacién de E.coli.

4) Extraccion de ADN
plasmidico.

5) Secuenciacion para
confirmar la presencia de las
mutaciones.

pyroA* pyroA*

pBSK-pyroA*:GFP::FIbB pBSK-pyroA*::GFP::FIbB*“™ f4

flbB-PP1 gf ﬂbB(Ksm R68A) gff; ﬂbBlK67A R68A)
— flbB-GSP4 -
_——PCR Atum 1) Transformacion.
pyr 2) Seleccion con FOA.
3) Sourthern-Blot

Cepa AflbB::pyrG (BD143);

pBSK-pyroA*::GFP::FIbB"*"*

locus flbB
Construccion de la cepa FIbB**"*::GFP.
il fibBGFP1 flbB-GSP3
gfp ) ==
flbB-GSP4
pBSK-pyroA*:GFP::FIbB"*"* * pFNO3 (gfp::pyrG*™) DNAg de una cepa silvestre
‘ 3xPCR
flbB-GSP1
> PR—
ﬂbB (K67A; R68A) gfp'.'.py,.GNum 3‘_UTR ﬂbB-GSP4
‘ PCR de fusién
-Transformacion.

-Seleccion del fenotipo pyrG+.
-Sourthern-Blot.
-Secuenciacion para confirmar
mutaciones.

flbB" ™ ReaA»..:gfi'..,pyrGAIum
\@> l

Cepa silvestre; locus flbB 1B

Figura 2.2. Procedimiento para la generaciéon de los plasmidos y cepas que expresen bajo
promotor nativo chimeras de GFP y FIbB con mutaciones puntuales en el dominio NLS. A)
Construccion de la cepa GFP::FIbB*®"” "% Se generd a partir de la transformacion del
fragmento flbB’::gfp::flbB*®7% %N .. 3 UTR en una cepa AfIbB. El fragmento fue amplificado a
partir del plasmido pBSK-pyroA*::GFP::FIoB*®***** mediante los oligonucleétidos fIbB-PP1y
flbB-GSP4. Debido a la falta de marcador genético, la seleccién de transformantes se realizé
utilizando 5-FOA. B) Construccion de la cepa FIbB::GFP™®"" %84 e generd a partir de la
transformacién con el fragmento flbB*¢7* *¥4...qfp::pyrG¥“™::3'- UTR, previamente construido
mediante lafusién de los siguientes tres fragmentos (i) uno de 1.5kb con la regién 3’ del gen,
amplificado con los oligonucleétidos flbB-GSP1 y flbB-GSP2 a partir del pladsmido mutante
pBSK-pyroA*::GFP::FIbB™®7*R". (ii) gfp::pyrG"™ (oligonucledtidos flbB-GFP1y flbB-GFP2) y
(iii) laregion 3’-UTR de flbB (oligonucleétidos flbB-GSP3 y flbB-GSP4) (Yang et al., 2004).
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flbB-NLS(-1) ;
—— 1) PCR mutagénica.
2) Digestién con Dpnl para
— excluir plasmidos parentales
flbB-NLS(+1) e hibridos.

PCR 3) Transformacién de E.coli.
mutagénica 4) Extraccion de ADN
plasmidico.
, 5) Secuenciacioén para
pgpdA™"::GFP::FIbB-pyroA* confirmar la presencia de las
mutaciones.
PdA™™::GFP::FIbB" ™ ****-pyrdA*
B 0A+ dA™ gfp fIbB"A e roA4*
I
— py! gp s 4 py!
Cepa receptora; 1)Transfqrmacic’>n de la cepa re_ceptora
locus pyroA 2) Seleccioén basado en el fenotipo pyroA+.

3) Southern-blot.

Figura 2.3. Construccién de la cepa gpdA™"::GFP:fIbB*®****¥ |3 cepa expresando la
quimera GFP::FIbB*®”*"%" pajo promotor gpdA™ se generd a partir de la recombinacién del
plasmido mutante correspondiente en el locus pyroA de la cepa BD177 (AflbB).

5.3. Extraccion de DNA gendmico de A. nidulans.

La extraccion de DNA se realizd 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
concentracion final de 10° conidios/mL, e incubado a 37°C y 250 rpm durante 15 h. Tras ello, el
micelio de cadacultivo se recolectéd mediantefiltraciéon (Miracloth), y se liofilizé durante 15-18
h (Cryodos; Telstar). Cada muestra de micelio liofilizado se pulverizé con una bola de acero
inoxidable de 3.2 mm de didmetro (Next Advance) mediante un pulso de un minuto en el

homogenizador (Mini-Beadbeater; Biospec).

El micelio pulverizado fue resuspendido en ImLde solucién de lisis (25 mM Tris-HCl pH
= 8.0, 0.25 M sacarosa 'y 20 mM EDTA). La suspension se homogeneizd, se anadieron 100 pL de
SDS 10% y el extracto fungico se incubé durante 15 mina 65°C. Posteriormente, se le afiadio 1
mL de la mezcla fenol/SEVAG (fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1)) y se agité

vigorosamente durante 10 min para asi eliminar proteinas y otros compuestos orgdnicos. En
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ese momento, una centrifugacidon durante 5 min a 13 000 rpm permitid la separacién de las
fasesacuosay organica. La fase acuosa (fase superior)fue recogiday sometida nuevamente al
mismo proceso con la mezcla fenol/SEVAG. En la nueva fase acuosa recogida, el gDNA se
precipité afadiendo 0.1 y 0.6 volumenes de acetato sddico (3 M, pH = 6.0) e isopropanol,
respectivamente. Se incubd 15 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 13 000 rpm
durante 5 min para sedimentar el gDNA precipitado. El precipitado se lavd con 1 mL de etanol
al 80% y tras una nueva centrifugacion enlas mismas condiciones, se secd y se resuspendid en
300-500 plL de agua milli-Qautoclavada. Paraeliminar la posible contaminaciéon de RNA, cada
muestrase incubd con 5 mg/mLde RNasa-A (Sigma-Aldrich) a 37°C durante 60 min y después,
el gDNA se precipitd nuevamente con acetato sddico e isopropanol. Tras lavar nuevamente el
gDNA sedimentado con 0.5 mL de una solucién de etanol al 80% y secarlo, se resuspendio en

100-200 pL de agua milli-Q, almacendandolo a -20°C hasta su utilizacién.

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

Northern-blot.

Para la extraccion de RNA total se utilizo el protocolo estandar del Laboratorio de
Bioquimicall (Garzia, 2011). Las muestras cultivadas como se describe en el apartado 2 de este
capitulo se congelaron y pulverizaron en mortero con nitrégeno liquido, evitando en todo
momento su descongelacion. Aproximadamente 150-200 mg de cada muestra pulverizada se
transfiridaun tubode 2 mL y se afiadié 1 mL de solucidn TriReagent (Sigma-Aldrich) por tubo,
humedeciendo toda la muestra. Después, las muestras se incubaron 5 min a temperatura
ambiente, invirtiéndolas periddicamente. Se afiadieron 0.2 mL de cloroformo por tuboy se
dejaronreposar3 minde nuevoatemperaturaambiente. 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 solucion TriReagent. Tras transferir la nueva fase acuosa a tubos de 2 mL, se afiadieron
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0.5 mLdeisopropanol yse incubd durante 10 min a temperatura ambiente. Su centrifugacién
a 12 000 g, durante 10 mina 4°C, precipitd el RNA. Posteriormente, se eliminé el sobrenadante
por vacio y se afiadié 1mL de una solucién 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 volvié a eliminar el sobrenadante con vacio. Finalmente, se
disolvieronlas muestras en 80-150 uL de agua tratada con DEPCy se incubd durante 10-15 min
a 55-60°C para disolver bien el precipitado. La medida de la absorbancia a 260 nm en el
espectrofotometro NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) permitid
calcular la concentraciéon de RNA total extraido de cada muestra, mientras que se realizé 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 continuacion (Garzia, 2011), en el que se utiliza el kit DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche), fue modificado a partir del
descrito por (Sambrook et al., 1989). EIl gDNA fue digerido con la enzima de restriccion
escogiday los diferentes productos de ladigestion separados en un gel de agarosa (0.8% p/v).
Tras ello, se expuso el gel bajo radiacion UV (312 nm; TFX-20.M; Vilber Lourmat) durante 10
min. Después, se desnaturalizé el DNA durante 45 min en solucidn desnaturalizante (1.5M
NaCl, 0.5 M NaOH) y neutralizé mediante dos bafios de 30min en solucién neutralizante (0.5 M
Tris, 3 M NaCl, ajustado a pH = 7.5 con HCI). La desnaturalizacion permite que posteriormente
lashebras de gDNA generen hibridos con la sonda. Se lavé el gel con solucidn 2xSSC (SSC 20X:
3 M NaCl y 300 mM citrato trisddico, ajustado a pH = 7.0 con HCI) y finalmente se realizo la
transferenciadel DNA auna membrana de nylon cargada positivamente (Roche). Para ello se
siguid el protocolo estandarizado de transferencia por capilaridad (Sambrook et al., 1989)

utilizando la solucién de transferencia SSC (20X).
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Se fijé 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 hibridacién (Labnet). La pre-hibridacion se
realizé en solucidon Church a 42°C (para 200 mL: 2 g BSA, 400 uL EDTA 0.5 M, 70 mL SDS 20%,
30 mLH,0, 100 mL (Na,HPO, + NaH,P0O,) 1 M pH7) (Church y Gilbert, 1984) y durante 2 h, para
posteriormente proceder con la hibridacién de una sonda especifica de DNA marcada con
digoxigenina-dUTP. Paralageneracion de lasonda, se utilizé alrededorde 1 ug de DNA diluido
en 16 pL. Primero fue desnaturalizado a 95°C durante 10min y se dejoé enfriar en hielo 5 min.
Tras ello, se afiadieron 4 L de solucién DIG-High Prime (Roche) y se incubd la mezcla a 37°C
durante aproximadamente 16 h. La reaccién fue inactivada anadiendo 2 uL de EDTA (0.2 M; pH
= 8.0) y calentando a 65°C durante 10 min. Finalmente, 5 pL de la mezcla de la sonda fueron
desnaturalizados a 95°C durante 5miny enfriados 1 min en hieloantes de anadirlos al tubo de

hibridacion. La hibridacidon con la sonda se realizo durante toda la noche a 42°C.

Una vez transcurrido el tiempo de hibridacién se efectuaron dos bafios 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, lamembranase lavé durante 5min en una soluciéon de lavado (0.1
M dacido 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 incubé 30 min en solucién bloqueante (stock
10x en el kit de Roche diluido en una solucion de acido maléico: 0.1 M acido maléico, 0.15 M
NaCl y ajustada a pH =7.5 con NaOH). Se repitid la incubacién pero, en este caso, afiadiendo
anti-digoxigenina (75 mU/mL) a un volumen total de 20 mL de solucidn bloqueante (1x) para
detectar los nucledtidos de la sonda marcados con la molécula esteroide DIG. Se limpid
nuevamente durante 15 min dos veces en una solucion de lavado y, tras ello, se equilibrd la
membrana durante 5min ensolucién de deteccidn, compuesta por Trizma base (0.1 M, Sigma-

Aldrich) y NaCl (0.1 M), y ajustada a pH =9.5 con HCI.
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Para inducirlareacciénluminiscente, lamembranase puso en contacto con el reactivo
CSPD (Roche) durante 5 min, seguido de unaincubacién durante 10min a 37°C. Finalmente, se

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

5.6. Experimentos de Northern-blot.

Se siguié el método descrito por (Garzia, 2011). Las muestras de RNA se separaron
realizando unaelectroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa (1.2%)/formaldehido. Para
la preparacién de un gel de 200 mL se fundieron 2.4 g de agarosa en 144 mL de agua tratada
con DEPC, y se afiadieron a continuacién 20 mL de MOPS 10x (0.4 M MOPS, Sigma-Aldrich; 0.1
M acetato sddico; 0.01 M EDTA). Finalmente, cuando la temperatura de la solucién habia
bajado a 42-48°C, se anadieron 36 mL de formaldehido (36,5-38%, Sigma-Aldrich), dejando

solidificar el gel.

Las muestras se prepararon afadiendo el volumen correspondiente a 7 ug de RNA
total (XuL) (apartado 5.4), completado hasta los 10 pL con agua tratada con DEPC, a una
mezcla con 12.5 pL de N,N-dimetil formamida, 4 uL de formaldehido (36,5-38%), y 2.5 uL de
MOPS (10x). Tras incubar las mezclas durante 10 min a 60°C, se les anadié tampdn de carga, se
cargaron enel gely éste se resolvid a10-30 V en solucién MOPS (1x) durante 15-16 h. El gel se
tifd en bromuro de etidio paracomprobarla calidady la cantidad relativa de cada muestra de
RNA, y después de desteiiirlo con bafios de agua, se efectud la transferencia siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 5.5. Tras la transferencia, se enjuagd la membrana 5 min en
SSC 2x, se secd sobre papel de filtro, y se fijo mediante exposicidén 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 is6topo radioactivo a-
P*?. Para ello se utilizd el Random Primed DNA Labeling Kit (Roche), siguiendo las instrucciones
del fabricante. La membrana se incubd 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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temperaturaambiente conunasolucidon con 2xSSCy 0.1% SDS y, posteriormente, dos lavados
a 55°C con una solucion con 0.2x SSCy 0.1% SDS. Después de los lavados se monitorizé lasefial
radioactiva del filtro con un contador Geigery se detectd con una pantalla BAS-MS (Fujifilm)
utilizando un equipo Phosphorimager Fujifilm FLA-3000. Las imagenes se procesaron y
analizaron con los programas informaticos Multi Gauge V3.0 (Fujifilm) o Image J, este ultimo

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 Quimicas de la

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

5.7. RT-qPCR.

Las muestras de RNA total de tres réplicas bioldgicas independientes se trataron con
DNAsal 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), segun lasinstrucciones del fabricante y efectuandose una reaccion sin la retro-
transcriptasa (RT) como control para cada muestra de RNA (control RT-). La reaccién gPCR 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 sondasy oligonucleétidos se disefiaron especificamente para el estudio mediante
gPCR de la expresidn de cada gen (Tabla 2.2) (IDT primers and ZEN double quenched probes;

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

RNA-seq y la secuenciacidon de los cDNAs correspondientes a los genes An7895, An7896 y
An7901. Antes de utilizarlas en el estudio, se verificé la eficiencia de cada conjunto de sonday

oligonucleétidos con la realizacion una curva patréon (no mostrado).

Las reacciones qPCR se realizaron en un equipo ABI 7900 HT system (Applied
Biosystems) afiadiendo a cada pocillo 5 pL de la mezcla 2x Brilliant I| QPCRMasterMix (Agilent

Technologies), 20ng de cDNA, 500 nM de los oligonucleétidos y 250nM de la sonda, todo ello
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para un volumentotal porreaccion de 10 pl. Las condiciones de los ciclos térmicos fueron las
siguientes: un pasoinicial a95°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 transcripcion fueron expresados en valores Act (Ctgen- Ctreferencia),
los cuales representan la expresion de cada gen de interés corregido con la expresion de los

genes enddgenos de referencia (actA; mipA) (Tabla 2.2).

6.- Técnicas de biologia molecular para E. coli.

6.1. Condiciones v medio de cultivo.

E. coli se cultivé en medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989), el cual, estd
compuesto por Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5g/Ly NaCl 5 g/L (pH = 7.5, ajustado con
NaOH y esterilizado por autoclave). En caso de medio sélido se afiadid agar 1.5% (p/v). Para la
seleccidn de transformantes resistentes aampicilina, el antibidtico (en forma de sal sddica) se
afiadié en una concentracion final de 100 pg/mL mientras que en caso de seleccion de
recombinantes porausenciade actividad f—galactosidasa, se afiadieron al medio, ademas de
ampicilina, X-gal e IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) en una concentracién final de 83

mM vy 0.1 mM, respectivamente.

6.2. Transformacion de E. coli.

La transformacion de células competentes de las cepas DH1y DH5a de E. coli se realizd
utilizando la técnica del shock térmico (Sambrook et al., 1989). Para ello, se mezclaron 100uL
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 incubd posteriormente a 37°C durante 2 min y se volvié a
dejarenhielodurante 1 min. Tras afiadir 1 mL de medio LB liquido al tubo, la mezcla se incubé
a 37°C y 250 rpm durante 1 h vy, finalmente, volimenes variables de la mezcla de

transformacion fueron inoculados sobre medio LB sélido suplementado con ampicilina.
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6.3. Extraccion de DNA plasmidico.

Las colonias bacterianas seleccionadas fueroninoculadas en 10mL de medio LB liquido
suplementado con ampicilinay se cultivaron a 37°Cy 250 rpm durante 15 h. La extraccion del
DNA plasmidico se realizé medianteel kit GenElute™ Plasmid MiniPrep Kit (Sigma-Aldrich) y |a
correcta extraccidn fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa (0.8% p/v) en

solucién TAE (1x).

6.4. Expresion de proteinas recombinantes en E. coli.

La expresionse llevd a cabo utilizando el protocolo estandarizado descrito por (Garzia,
2011), con algunas modificaciones. Primero, la cepa DH1 fue transformada con el plasmido
adecuado. Tras ello, labacteriase cultivé en 10 mL de medio LB con ampicilina a 37°C durante
16 h (200 rpm) y después, se diluyé 1 mL del cultivo en un volumen final de 50 mL del mismo
medio selectivo. La dilucidn se incubd a 37°C hasta que alcanzé una ODgy, = 0.5-0.8. Entonces
se afiadid IPTG a una concentracion final de 0.1 mMy se incubé durante 24 h a 15°C. Una vez
transcurrido este tiempo, se centrifugd el cultivo a 4000 rpm y 4°C durante 10 min, se retir6 el
sobrenadanteylas células sedimentadas se resuspendieron en 15 mL de PBS (de las siglas en
inglés: phosphate-buffered saline, 140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na,HPO4, 1.8 mM
K,HPO,, 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 sonicacién (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 fusién deseada en el sobrenadante se
confirmd mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y tincién con Coomassie Bio-safe

(Bio-Rad) de las muestras recogidas durante todo el proceso.
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7.- Aislamiento y manipulaciéon de proteinas de A. nidulans.

7.1. Extraccion de proteina 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 valido Unicamente para la deteccion de proteinas por Western-blot
mientras que el segundo (método 2) permite obtener extractos que pueden ser utilizados en
ensayos de retencidn de proteina (pull-down). En ambos procedimientos se partié de cultivos
en medio MFA liquido (10° conidios/mL) cultivados a 37°C durante 16h. El micelio filtrado se
congeld en nitrégeno liquido, se liofilizd y finalmente, se pulverizé a 4°C mediante dos pulsos

de 4s en el homogeneizador de muestras.

Método 1:

Aproximadamente 6-7 mg de micelio pulverizado de cada muestra fueron
resuspendidos en 1 mL de tampdn de lisis (0.2 M NaOH y 0.2% B-mercaptoetanol en H,0). Las
proteinas se precipitaron afadiendo acido tricloroacético (TCA) en una concentracion final del
7.5% (v/v) y posterior incubacién en hielo durante 10 min. Seguidamente, las muestras se
centrifugaron dosvecesa14 000 rpm vy 4°C durante 5 miny se retird el sobrenadante. Sobre el
precipitado se afiadieron 100 pL de Tris Base (1 M) y 200 uL de Tampon de Ruptura (62.5 mM
Tris-HCI pH = 6.8, 2% SDS (p/v), 5% B-mercaptoetanol (v/v), 6 M urea, 0.05% azul de
bromofenol (p/v)), y la suspension se homogeneizd con agitacion por vortex. Antes de
cargarlas enun gel de SDS-poliacrilamida, las muestras se hirvieron durante 2 min a 90°Cy se

centrifugaron 1 min a 13 000 rpm.

Método 2:

200-250 mg de miceliofiltrado fueron liofilizados, pulverizados, resuspendidosen 1 mL

de tampdn A50 (25 mM HEPES, pH 7.5; 50 mM KCl; 5 mM MgCl,; 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 mezclandose continuamente por inversién en un agitador tipo noria.
Transcurrido este tiempo las muestras se centrifugaron 30 min a 14 000 rpm y 4°C, se recogio
el sobrenadante y se midié la concentracién de proteina mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976). Aunque una parte de este extracto proteico de A. nidulans se precipité (ver
parrafo siguiente), el resto se guardd a -80°C para su manipulaciéon en posteriores

experimentos.

Para los ensayos de Western-blot se precipitaron 100 pug de proteina afiadiendo TCA en
una concentracion final del 10% (v/v) e incubando la mezcla en hielo durante 10min. Las
proteinas se sedimentaron centrifugando 5 min a 14 000 rpm y 4°C, y se lavaron
sucesivamente con dos mezclas Etanol/Eter 1:1y 1:3, respectivamente, centrifugando tras
cadalavadoa 14 000 rpm, 5 miny 4°C. Se elimind el sobrenadante por vacio. Finalmente, cada
precipitado de proteinas se secd por evaporacion del remanente de solucién de lavado y se
resuspendid en 40 pL de tampdn de ruptura. Los extractos proteicos desnaturalizados se
calentaron a 95°C durante 5 min, como paso previo a su carga y analisis por electroforesis en

gel de SDS-poliacrilamida.

7.2. Inmunodeteccion de proteinas mediante la técnica de Western-

blot.

El protocolo de inmunodeteccién utilizado en este trabajo se basa en el descrito por
(Herrero-Garcia, 2013). La separacién de los extractos proteicos se realizd mediante
electroforesis en geles desnaturalizantes de SDS-poliacrilamida al 10% (p/v) (sistema
MiniProtean 3 de Bio-Rad) (Laemmli, 1970). Cada muestra se cargd en dos geles diferentes.
Uno de ellos se tifid con la tincién Biosafe Coomasie (Bio-Rad) para visualizar las bandas
correspondientes acada proteina 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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deteccidn del antigeno o epitopo requerido. Los anticuerpos primarios utilizados fueron el
monoclonal de ratén anti-GFP de Roche (1:1000), anti-actina fungica de ICN Biomedical
generado en ratén (1:5000), anti-HXQ de conejo (1:80000) (Chemicon) o el monoclonal de
raton anti-HA de Santa Cruz (1:1000). Como anticuerpos secundarios, conjugados a la
peroxidasa de rabano, se utilizaron sueros de cabra contra inmunoglobulinas 1gG de ratén
(1:2500) (Jackson) o conejo (1:10000) (Sigma-Aldrich), dependiendo del anticuerpo primario
utilizado. La reaccion quimioluminiscente se activé mediante Clarity™ Western ECL Blotting
Substrate (Bio-Rad) ylaimagen de lareaccion quimioluminiscente se capturd 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 imdagenes.

8.- Ensayos de retencion de proteinas mediante la técnica de pull-
down.

Los experimentos de retencidon de proteina (pull-down) se realizaron utilizando
quimeras de GST y FIbB expresadas en E. coli y extractos proteicos totales de A. nidulans
obtenidos a través del método de extraccion nimero 2 descrito en la seccién 7.1. Primero, la
proteina de fusion de la fraccién soluble del extracto de E. coli fue afiadida a la resina de
glutatiéon-sefarosa (GE Healthcare) que previamente fue lavada dos veces con disolucion PBS
incluyendoinhibidores de proteasas. Las centrifugaciones de los lavados se realizaron a 5000
rom, 2 min a 4°C. La mezcla se incubd durante 1 h a 4°C en un agitador rotador y
posteriormente, la resina con la proteina GST unida se lavé con PBS conteniendo tritén al 1%
(v/v). Este proceso sirvid para retirar las proteinas de E. coli que pudieran haberse quedado
atrapadas inespecificamente enlaresina. Después, se afiadieron 2mg del extracto proteico de
la cepade A. nidulans que expresabalaproteinaetiquetada de interés y se incubé durante 40
min a 4°C. Una vez transcurrido ese tiempo, la resina que contenia los posibles complejos de

interaccién fue lavada con PBS con triton 1%, (v/v) para finalmente resuspenderla en tampon
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de ruptura (62.5 mM Tris-HCl pH = 6.8, 2% SDS (p/v), 5% B-mercaptoetanol (v/v), 6 M urea,
0.05% (p/v) azul de bromofenol). La muestra se analizd en geles desnaturalizantes de SDS-
poliacrilamida con tincion Coomasie, y Western-blot (ver apartado 7.2) para determinar la

capacidad de laproteina de fusidon de E. coli para retenerlaproteinade A. nidulans de interés.

9.- Co-cultivos de A. nidulansy 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 denomind co-cultivos segun el
término utilizado por (Schroeckh et al., 2009) (verFigura 2.4). Dichos co-cultivos se prepararon
a partir de dos disoluciones pre-incubadas independientemente. Los conidios de las cepas de
A. nidulans (10’ esp/mL) fueron incubados en MMA-nitrato a 37°C 'y a 200 rpm durante 4 hy
las células de bacteria (10° células/mL) fueronincubadas en LB a 30°C y a 200 rpm durante una
hora. Se utilizé nitrato como fuente de nitrégeno de los pre-cultivos de A. nidulans con la
intencién de reproducirlas condiciones de cultivo utilizadas por (Gerke et al., 2012). Después,
los conidios se diluyeron en tubos de 1.5 mL a 10° conidios por mililitro, y se afiadieron
concentraciones crecientes de células bacterianas a cada tubo (0, 10’, 2.5 x 10’ y 5.0 x10’
células/mL), enunvolumen total de 0.5mL. También se prepararon tubos control utilizando el
mismo rango de concentraciones de células bacterianas, pero sin la adiciéon de conidios.
Finalmente, 10 uL de cada mezcla(2.0x 10* conidios) fueroninoculados en el centro de placas
LB adecuadamente suplementadas con los nutrientes asociados a las auxotrofias de las cepas
de A. nidulans utilizadas. Las fotografias 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 agitacion porvortexy las células bacterianas se cuantificaron utilizando un
hemocitémetro. Todos los resultados corresponden ala mediay el error estdndar de la media

(sem) de tres réplicas bioldgicas y nueve réplicas técnicas por cepa.
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Figura 2.4. Disefio experimental para los co-cultivos de conidios de A. nidulans y células de
M. luteus. Tras el cultivoindependientede A.nidulans (10’ esp/mL) y M. luteus (10° células/mL)
en 10mL de MMA-nitrato y LB, respectivamente, se combinaron distintas concentraciones
relativas de ambos tipos celulares en unvolumen total de 0.5 mLy se inocularon 10 puL de cada
mezclaen placas LB suplementadas con los nutrientes requeridos por las cepas de A. nidulans
utilizadas.

10.- Analisis de la localizacion subcelular de proteinas mediante

microscopia de fluorescencia.

Los analisis de localizaciéon subcelular de proteinas mediante microscopia de
fluorescenciase realizaron utilizando los siguientes microscopios: (1) Un microscopio invertido
DMI6B000B (Leica) equipado con un filtro TX2 (excitacion, 562 nm; emision, 624 nm; Leica) para
la deteccién de mCh o mRFP y un filtro GFP-3035B (excitacion, 470 nm; emision, 525 nm;
Semrock Brigthline) para la deteccidon de la fluorescencia emitida por GFP, una ldmpara
externa EL6000 para la excitacion de epifluorescenciay un objetivo HCX 63x 1.4N.A.; o (2) un
microscopioinvertido Axio ObserverZ1(Zeiss), equipado conunalente deinmersiénen aceite

63x Plan-Apochromat 1.4 y los filtros nimero 38 (Fluorescencia verde: excitacion, 470 nm;
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emision, 525 nm) y 43 (fluorescencia roja: excitacion, 545 nm; emision, 605 nm). En ambos
casos se utilizaron placas de 8 pocillos (Cat. No. 80821; Ibidi), inoculando las conidiosporas en

300 pL de WMM por pocillo (Penalva, 2005) (ver Tabla 2.4) e incubando a 25°C durante 18 h.

Para estudiar el efecto de la sobreexpresién de genes con el promotor alcA se
utilizaron distintas fuentes de carbono. Porunlado, para la induccidon con etanol, se cultivé A.
nidulans en un medio con etanol (1%) mas glucosa (0.05% p/v) durante 18 h a 25°Cy por otro
lado, para la induccién con treonina, primero se cultivé durante 18 h en medio con glucosa
(0.1% p/v) para cambiartras elloa un medio contreonina (100 mM). Los resultados obtenidos
en medio inductor se compararon siempre con los obtenidos con un control que contenia

glucosa (medio represor).

La dependencia del transporte de proteinas especificas con respecto a los MMTT se
analizo sustituyendo el medio de cultivo por medio fresco con Benomilo (3 pg/mL; Sigma-
Aldrich). Transcurridos 5min se comenzdé atomar fotografiasy tras ello, se retird el medio para
afladir nuevamente medio fresco que permitiera analizar si el transporte de la proteina

estudiada era recuperado tras la eliminacién de la droga.

Finalmente, para el analisis de la localizacion subcelular de proteinas durante el
desarrollo de conididforos, se inocularon placas de Petri (Cat. No. 81151; Ibidi) con medio
minimo sélido fundido. Una vez solidificado, se retird parte del medio sélido y se inocularon
esporasde la cepaa analizaren la conjuncidn entre la base de la placay el medio sélido. Tras
la incubacidn durante 16-24 h a 37°C, se afiadié medio liquido sin fuente de nitrégeno (para
mantener las condiciones inductoras), precalentado a 37°C, a la zona de la placa vacia y se

analizé la muestra.

El programa de libre acceso ImagelJ fue el utilizado parala visualizacion, procesamiento
y cuantificaciéon de lafluorescenciade las imagenes. Las graficas 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 nucleo de cada hifa con el objetivo de calcular las
relaciones de fluorescencia entre estas dos regiones. La cuantificacién de la fluorescencia se
realizé en al menos de 10 hifas de cada cepa y la significancia estadistica entre diferentes

cepas se evalué mediante la funcion prueba t (dos colas) (Office Excel, Microsoft).

11.- Herramientas bioinformaticas para el analisis de secuencias

gendmicas y proteicas: alineamientos y conservacion.

Las secuencias para el disefio de experimentos de biologia 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 gendmicas equivalentes de diferentes especies
también se realizaron utilizando la primera base de datos. Las blisquedas de similitud entre las

proteinas, sin embargo, se efectuaron en el portal ExPASy ( http://expasy.org) con el algoritmo

BLAST.

Para comparar dos secuencias de nucleétidos 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) vy \visualizados con el programa GeneDoc (version 2.6.003;

http://www.psc.edu/biomed/genedoc). Los anélisis filogenéticos se realizaron utilizando el

programa MEGA3.1 (Kumar et al., 2004).

12.- Secuenciacion masiva de RNA (RNA-seq).

La recogida de muestras, con dos réplicas bioldgicas por cepa y condicién, y la

extraccion del RNA total, fueron realizadas porel Dr. A. Garzia (actualmente en la universidad
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Rockefeller, Nueva York, EEUU) mientras que el procesamiento de los datos (demultiplexado,
mapeo, expresion diferencial y analisis de ontologia génica, ver secciones siguientes) fue
realizado por LifeSequencing S.L y confirmado posteriormente por el propio Dr. Garzia. A

continuacion se explica brevemente el procedimiento seguido.

12.1. Aislamiento de RNA, construcciéon de la libreria de mRNA, y
secuenciacion Illumina.

La extraccidon del RNA total se realizé 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 concentracién 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
pg) fue tratada con DNasa y enriquecida en RNA mensajero (mRNA) utilizando etiquetas
oligo(dT), de acuerdo con el protocolo estandarde Illumina (llumina). Las muestras de RNA con
poly(A) (0.2-1pg) fueron divididas en fragmentos mas pequefios (200-500bp; la media de
todasla librerias es aproximadamente de 280 pb) y fueron utilizadas para sintetizar la libreria
de cDNA. La secuenciacién se realizd con el método pair-end-read, modo 2x 76-base, en un

secuenciador GAllx (Illumina), corriendo cuatro muestras por calle (multiplexing).

12.2. Demultiplexado, mapeo respecto al genoma de referencia y

cuantificacion de los datos de secuenciacion.

El demultiplexado de las secuencias se realizé utilizando un software de libre acceso

que fue descargado del enlace http://brianknaus.com/. La calidad de las lecturas se verificd

mediante el programa fastQC, seleccionando aquellas con valores por encima de Q30. El

mapeo se ejecutd con la version 2.0.9 del software TopHat ( http://tophat.cbch.umd.edu/), de

acceso libre, siguiendo los pasos del protocolo desarrollado por (Trapnell et al., 2012). La

version s07-m02-r07 del genoma anotado de A. nidulans (http://www.aspergillusgenome.org/)
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fue empleadacomoreferencia (archivo gtp) para mapearlos resultados del RNA-seq (archivos

en formato FASTAQ).

La versién 2.1.1de Cufflinks (Cuffdiff) fue utilizada parala estimacién de la abundancia
de lostranscritosy el analisis de las diferencias de expresidn génica. Los valores cuantitativos y
normalizados de las lecturas de cada gen se proporcionaron segun el nimero de fragmentos
por kilobase de exén por millén de fragmentos mapeados (FPKM por sus siglas en inglés) que
mapearon en él. Para determinar la significancia en la diferencia de expresién de un gen
especifico en dos fondos genéticos, Cuffdiff calculé el valorp (el valor p no corregido del test t)
y elvalorq (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 correccion
Benjamini-Hochberg (Benjamini et al., 2001) para multiples pruebas. En este caso, los valores
de g entre 0y 0.05 indican cambios significativos. Las representaciones graficas de los

resultados se generaron mediante el programa cummeRbund.

12.3. Analisis de Ontologia génica (GO).

EL analisis GO se realizd 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).
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Modificaciones en el perfil de expresién génicade A. nidulans causadas por laausenciadel
factor de transcripcion FlbB.

1.- Introduccion.

El gen fIbB codifica un FT que activa la conidiacién a través de la unién directa al
promotor de briA (ver seccion 4.3.2 en la Introduccién). Sin embargo, se desconoce si puede
desempefiar alguna funcidn sobre otras rutas. Con la intencién de disponer de una visién
general de los procesos celulares alterados en ausencia de actividad FIbB, se decidié realizar un
andlisis transcriptdmico masivo. Asi, se utilizd la secuenciacion de RNA o RNA-seq (Garziaetal.,
2013;Mortazavi et al., 2008;Wang et al., 2010;Yu et al., 2011) para secuenciar y comparar los

transcriptomas de una cepa nulaen el gen flbBy su cepa isogénica silvestre (WT).

Antes de la secuenciacién, y con el objetivo de seleccionar las fases del desarrollo
adecuadas para los analisis, se realizdo mediantelatécnicade Northern-blot un estudio horario
de la expresion de genes UDA (fIbB, fIbD, fIbCy fluG) y CDP (briA, abaA y wetA) durante el
crecimiento vegetativo (18-24 h) y el desarrollo asexual (1-13 h después de la induccidn)
(Figura 3.1). Los resultados mostraron la maxima expresidn de los genes UDA tras 18-19 h de
crecimiento vegetativo (rectanguloamarilloen Figura3.1) y 4-5 h despuésde lainducciénde la
conidiacion (rectangulorojoen la Figura 3.1). Este segundo pico de expresion UDA precedia a

la activacion de los genes CDP (rectangulo azul en Figura 3.1).

Considerando la presencia de dos picos de expresién UDA, se decidid realizar dos
comparaciones transcriptémicas. La primera comparacién transcriptomica entre la cepa AflbB
y su cepaisogénicasilvestre se realizd tras 19 h de cultivoen MMA liquido (VG, delas siglasen
inglés: vegetative growth), mientras que lasegunda compard los transcriptomas de las mismas
cepas5 h despuésdefiltrarel micelioy depositarloen MMA sélido. Corresponde, porlo tanto,
a fases tempranas de la conidiacion (AD, de las siglas en inglés: asexual development). Debe

tenerse en cuentaque en este segundo punto de analisis, las muestras recogidas compararon
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el perfil de expresidon de unacepasilvestre, la cual es capaz generar esporas asexuales, con el

de una cepa (AflbB) incapaz de iniciar el programa de desarrollo asexual.
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Figura 3.1. Andlisis horario mediante la técnica de Northern-blot de la expresion de genes
UDA (fIbB, fIbD, fIbCy fluG) y CDP (brlA, abaA y wetA) durante el crecimiento vegetativo (18-
24 h) y el desarrollo asexual (1-13 h después de la induccidn). El rectangulo discontinuo
amarillo sefala los tiempos de méxima expresién de los genes UDA durante el crecimiento
vegetativo. El rectangulo discontinuo rojo sefiala el pico de expresidon de los genes UDA
durante el desarrollo asexual, mientras que el rectangulo azul sefiala la induccién de la
expresion de los genes CDP. Los niveles de RNA ribosdmico, rRNA, se muestran a modo de
control de carga. Experimento realizado por los Drs. A. Garzia, E. Herrero-Garcia y E.A. Espeso.

Tras la secuenciacidn, se comprobd 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 capitulo engloba los resultados generales del
experimento de secuenciacién, centrandose en la identificacidon de procesos celulares que
podrian verse alterados en ausencia de actividad FIbB. Ello permitira centrar los experimentos

gue se presentaran y discutiran en el capitulo cuatro.
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2.- Genes significativamente desregulados en ausencia de

actividad FlbB.

En la secuenciacion 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 observé que de los 10 943 transcritos predichos para A. nidulans en el
Aspergillus Genome Database, 9763 (89.2% del total) se expresaban enla cepa silvestre en VG
y 10059 (91.9%) en fase AD. En el caso de la cepa AflbB, 9866 (90.1%) genes se expresaron en
lafase VGy 9988 (91.3%) en lafase AD. S6lo 199 genes se expresaron de formaexclusiva en la
cepasilvestrey 302 genes en el mutante nulode fIbB. En términos generales, se pudo concluir
que casi todo el conjunto de genes codificados por el genoma de A. nidulans se expresé al

considerar ambas etapas del desarrollo y fondos genéticos.

2.1. FIbB v su posible funcién como activador transcripcional.

El mapeode las lecturas indicéd que los genes expresados en ambas cepas, silvestre y
AflbB, fueron 9564 (87.4%) enla fase VG y 9812 (89.7%) en lafase AD. El pardmetro FPKM para
cada gen yen cada fase de desarrolloindica el valor cuantitativoy normalizado de las lecturas
(representael nivel de expresion). La diferencia de expresion de cada uno de estos genes se
analizd cuantitativamente a través del parametro log,FC (Fold change). Los genes cuya
expresion disminuiaen ausencia de FIbB mostraron valores superiores a cero (log,FC>0) y los
genes cuyaexpresionaumentabaen ausenciade FIbB mostraron valores negativos (log,FC<0).
Asimismo, se considerd el cambio de expresion significativo cuando el valor del parametro q
era inferior a 0.05 (ver capitulo 2, apartado 12.2). Todos los valores (FPKM), las diferencias

(log,FC) y significancias (valorq) en laexpresién de genes se presentaron clasificados en tablas
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(Oiartzabal-Arano et al., 2015) y se resumen en las graficas Vulcano que se muestran en la

Figura 3.2B.

A

B WT Vs AfibB

VG AD

-log,,(p-value)
N

-10 -5 0 5 10 -10 -5 0 5 10

log,(fold change) log,(fold change)

inhibicion de ia expresion en ausencia de FibB

enVGyAD

Gen C C Gen Ci Cox i
AN6413  Chromosome 1 263852]JAN9165  Chromosome VI 231317 VG y AD ——

AN6401 Chromosome I 298404 BAN3230 Chromosome VI 1392710

AN6373 Chromosome I 381489 WAN3228 Chromosome VI 1402956 —

!

AN5939 Chromosome I 1737725 AN3226 Chromosome VI 1407003

AN6774  Chromosome I 3120967 lCYP631B1 Chromosome VI 1408873 ==

AN6788 Chromosome I 3170948 AN3206 Chromosome VI 1480835 e - — |— |
AN6812 Chromosome I 3260708 AN2955 Chromosome VI 2262553 S n— re——
AN6960 Chromosome I 3715298 §AN2954 Chromosome VI 2273441

AN6963 Chromosome I 3730062 @AN2941 Chromosome VI 2325927 (—

pepl Chromosome II 333193 AN2924 Chromosome VI 2380864 o

AN8046 Chromosome II 595244 @AN2912 Chromosome VI 2417460 [—

AN8155 Chromosome II 937766 falcs Chromosome VII 227576

trxB Chromosome II 1181567 QalcA Chromosome VII 230912 — | R—

AN4180 Chromosome II 1850398 WANB9I69 Chromosome VII 263224 —

AN4148 Chromosome II 1944776 AN11153 Chromosome VII 400280
AN3996  Chromosome II 2391335AN8910 Chromosome VII 481319
AN10505 Chromosome II 2469691 WAN1588 Chromosome VII 1265062

1l

AN3781 Chromosome II 3073518 agnE Chromosome VII 1324276

AN3526 Chromosome II 3886421 @AN1621 Chromosome VII 1379569

ppoC Chromosome III 237310AN1734 Chromosome VII 1745931 J— |

AN5027 Chromosome IIT 244930 @AN1920 Chromosome VII 2262137

AN4599 Chromosome III 1559647 §AN1941 Chromosome VII 2332402 I “ I" V" V"I

AN4394 Chromosome III 2165982 @AN2025 Chromosome VII 2615524
AN8774 Chromosome III 2849632 @AN2043 Chromosome VII 2682641
AN11120 Chromosome III 2864047 §AN2044 Chromosome VII 2686178
AN8661 Chromosome III 3221381 AN11864 Chromosome VII 2811586

AN8628  Chromosome Il 3326243[JAN2228  Chromosome VII 3264627 Inducci6n de la expresion en Induccién en VG/Inhibicién en AD

AN7385  Chromosome IV 119375[lAN2262  Chromosome VII 3365098 VGyAD

AN7269 Chromosome IV 482367 |AN2263 Chromosome VII 3367219

AN7267 Chromosome IV 485028 @AN2352 Chromosome VII 3656318 Gen Cromosoma Coordenada_Gen Cromosoma Coordenada
AN7266 Chromosome IV 486819 @AN2387 Chromosome VII 3762207 AN7893 Chromosome II 163722 ANS099 Chromosome II 752073
AN7265 Chromosome IV 488659 @AN2398 Chromosome VII 3799483 cipB Chromosome 11 1673541 AN8608 Chromosome III 3381106
AN7264 Chromosome IV 489843 AN10297 Chromosome VII 3813028 AN7896 Chromosome II 171086 gelD Chromosome VII 348173
AN7222 Chromosome IV 630008 WAN2407 Chromosome VII 3825982 AN7898 Chromosome II 1759391 AN2030 Chromosome VII 2638096
AN7181  Chromosome IV 757009 easA Chromosome VII 4288452 AN7899  Chromosome II 178094 AN2031  Chromosome VII 2639262
fibB Chromosome IV 1889783 easB Chromosome VII 4313089 AN7901 Chromosome II 182132 AN2032 Chromosome VII 2640607
AN7594 Chromosome IV 2079203 leasC Chromosome VII 4321940 AN7832 Chromosome IV 2807782 AN2033 Chromosome VII 2647940
AN12088 Chromosome IV 2710082 easD Chromosome VII 4323905 AN8308  Chromosome V 69779 AN2034 Chromosome VII 2649537
pgaC Chromosome V 142833 9AN2578  Chromosome VII 4414498 AN8366  Chromosome V 243479@AN2037  Chromosome VII 2663256
AN8367 Chromosome V 254351 @AN9300 Chromosome VIII 220918 AN9141 Chromosome VI 322063 @AN2038 Chromosome VII 2667020
AN8368 Chromosome V 255598 AN11210 Chromosome VIII 224076 AN11702 Chromosome VI 19772388 AN0493 Chromosome VIII 3382781

AN8369 Chromosome V 258021 @AN9380 Chromosome VIII 460350 AN8894 Chromosome VII 528278

AN8439 Chromosome V 485591 §AN1338 Chromosome VIII 791684

AN11079 Chromosome V 488126 @AN1322 Chromosome VIII 832620

AN8445 Chromosome V 505695 @AN1243 Chromosome VIII 1070769

AN8477 Chromosome V 607701 AN0903 Chromosome VIII 2117853

ANS5245  ChromosomeV  1616225[JANO546  Chromosome VII 3223452 Inhibicién en VG/Induccién en AD

AN5664 Chromosome V 2042315@ANO500 Chromosome VIII 3359678

AN5550 Chromosome V 2441648 AN0457 Chromosome VIII 3495941 Gen Cromosoma Coordenada

AN5487 Chromosome V 2648417 @flbD Chromosome VIII 4060949 AN6820 Chromosome 1 3277884

AN5444 Chromosome V 2799910 ivoB Chromosome VIII 4208565 AN3681 Chromosome II 3392941

AN5437 Chromosome V 2814273 @AN0230 Chromosome VIII 4210291 AN5033 Chromosome III 223936

AN5421 C v Cl VIII 4736178 AN7524 Chromosome IV 1831427

AN5330 Chromosome V 3129243 @AN0054 Chromosome VIII 4739984 AN1540 Chromosome VII 1104009

AN5329 Chromosome V 3130527 ANO0OS3 Chromosome VIII 4744983 AN2207 Chromosome VII 3205096

74



Modificaciones en el perfil de expresién génicade A. nidulans causadas por laausenciadel
factor de transcripcion FlbB.

Figura 3.2. Andlisis general los genes desregulados significativamente. A) Disefio
experimental y nimero de genes desregulados significativamente en cada condicién. Las
flechas negras sefialan los resultados de las dos comparaciones transcripcionales entre las
cepas AflbB y WT analizadas en este trabajo (19 h de crecimiento vegetativo, VG, y 5 h de
desarrollo asexual, AD). El color morado indica el nimero de genes significativamente
desregulados, el rojo el nUmero de genes cuya expresidn se inhibe en ausencia de actividad
FIbB, y el verde los genes que se inducen. B) Graficas Vulcano representando los cambios de
expresion al comparar la cepa AflbB y su cepa isogénica silvestre en VG (izquierda) y AD
(derecha), respectivamente. Los genes (puntos) con un cambio de expresién significativo se
muestran en rojo, y aquellos con cambios de expresién no significativos en negro. Los valores
log,FC>0correspondenalos genes cuyaexpresionse inhibe en lacepa AflbB, mientras que los
valores log,FC<0 corresponden a genes cuya expresion se induce en ese mismo fondo
genético. C) Listado de genes significativamente desregulados en ambas comparaciones (VGy
AD) y su distribucién cromosémica. En rojo y verde estan, respectivamente, los genes
reprimidos e inducidos en el fondo AflbB. Muchos de los genes inducidos en el fondo AfIbB se
hallan de forma practicamente contiguaen el genoma(colorverde en Chr ll). En azul estan los
genes inducidos en fondo AflbB en VG pero reprimidos en AD, de los cuales, la mayoria son
genes contiguosdel ChrVII. Por ultimo, en rosa estan representados los genes reprimidos en
fondo AflbB en VG pero inducidos en AD.

De un total de 9564 genes expresados en los dos fondos genéticos, 1168 presentaron
una expresion diferencial significativa en la fase VG (Figura 3.2A). De ellos, 1112 genes
disminuian la expresién en ausencia de FIbB (log,FC>0), mientras que 56 fueron inducidos
(log,FC<0). Por otro lado, 386 transcritos de un total de 9812 presentaron una expresion
diferencialsignificativaen AD, siendo 311 reprimidosy 75 inducidos en ausencia de FIbB. Estos
datos indicaron que el nimero de genes reprimidos en ausencia de FIbB en VG fue 3.6 veces
mas alto que los reprimidos en fase AD. Sin embargo, |la tasa de los genes inducidos en
ausencia de FIbB en VG frente AD fue de 0.75. Estos resultados llevaron a sugerir que la
actividad FlbB tenia un impacto directo o indirecto mas amplio en la activacién de procesos
celulares durante la etapa VG mientras que un supuesto papel represor parecia adquirir mas

importancia en AD.

De los 1168 (VG)y 386 (AD) genes desregulados significativamente, 139 eran comunes
a ambos andlisis (Figura 3.2C). De ellos, 110 genes estaban reprimidos en ausencia de FIbB

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 expresion (11 que estaban inducidos en VG, pero
reprimidosen ADy 6 con el comportamiento opuesto), la mayoria de los genes desregulados

significativamente disminuian laexpresion en ausenciade FIbB en ambas fases del desarrollo.

En términos generales, los resultados obtenidos sugirieron que la actividad FIbB influye

en la expresién de diferentes grupos de genes en cada etapa de desarrollo y que el FT tiene

potencialmente un papel mds amplio como activador transcripcional que como represor.

2.2. Los términos de ontologia génica (GO) y el perfil de expresion de

los genes desregulados significativamente permiten la identificacion

de procesos celulares alterados en ausencia de flbB.

La gran mayoria de los genes significativamente desregulados eran genes no
caracterizados hastala fecha, de modo que su clasificacion mediante los términos de ontologia
génica (GO: Gene Ontology) contribuyd aalcanzar una vision global de los procesos celulares y
funciones moleculares alterados en ausencia de actividad FIbB. Los paneles Ay B de la Figura
3.3 muestran cada uno dos tipos de andlisis GO. EI Componente Celular sugiere el
compartimento celular donde el producto del gen es probablemente activo y el Proceso
Bioldgico designa el proceso celular al que el producto del gen o genes contribuirian
(Ashburneretal., 2000). Hay untercer analisis, la Funcidon Molecular, que es definido como la
actividad bioquimica del producto del gen. Este andlisis también fue realizado en ambas fases
(VGy AD) pero no se ha afiadido en la Figura 3.3 porque los resultados no resaltaron ninguna

funcién molecular que estuviera claramente afectada en ausencia de FIbB.

Los resultados de ambos analisis GO aportaron datos similares en las dos
comparaciones. El analisis del Componente Celularenlos paneles3.3A (VG) y 3.3B (AD) sugirié
gue la mayor proporcidn de genes significativamente desregulados en el fondo nulo de flbB

estaban localizados en fracciones membranosas (29y 51%, respectivamente), enel nicleoyen
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localizaciones intracelulares. Por otro lado, los procesos bioldgicos mas severamente afectados
serian los de oxido-reduccion, el transporte transmembrana, y los procesos metabdlicos, asi
como laregulaciénde latranscripcidény la traduccién. En |la fase asexual, inducida mediante la
exposicion al aire, estas alteraciones podrian estar relacionadas con la presencia de un entomo
oxidante y carente de nutrientes. En la fase vegetativa, sin embargo, estos procesos podrian

indicaruna predisposicion o preparacion de lacélulaa ése cambio de entorno (ver Discusion).

El mapa de calor en la Figura 3.3C se generd agrupando los genes significativamente
mas desregulados por perfiles de expresion (PE) similares, lo cual, podria indicar una funcion
comun o un mismo intervalo temporal donde desempefiar sus funciones. Los perfiles de

expresion de tres grupos se analizan en profundidad en los paneles 3.3D, 3.3Ey 3.3F.

El grupo PE1 (Figura 3.3D) engloba genes que aumentan significativamente su
expresion en un fondo AflbB en ambas fases del desarrollo, pero sobre todo en la fase AD.
Incluye muchos de los genes del metabolismo secundario que se analizardn en el siguiente
capitulo de esta tesis doctoral. Los grupos PE2 y PE3, por el contrario, engloban genes cuya
transcripcién esta fuertemente reprimida en el mutante nulo de flbB (Figuras 3.3E y 3.3F,
respectivamente). Los genes del perfil PE2 exhiben niveles mas altos de expresién en el fondo
silvestre tantoen VG como en AD. Sinembargo, los genes del grupo PE3 presentan baja o muy
baja expresién en VG pero, son activados al principio de desarrollo del conidiéforo. Algunas de
las proteinas que desempenan funciones especificas en el control del desarrollo asexual son

codificadas porlos genes que muestran este perfil de expresién PE3, como por ejemplo, briA.
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Figura 3.3. Clasificacion 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
expresion génica estadisticamente mas significativos (205 genes en total) segun las
correccionestestty Benjamini-Hochberg (Benjamini et al., 2001). Esta representacién agrupa
jerarquicamente los genes por su similitud en los cambios de expresién, los cuales a su vez,
estan clasificados mediante la puntuacidn bruta Z-score de los valores log,FPKM. Tres grupos
de genes con similares perfiles de expresidn se analizan en detalle en los paneles D, Ey F. Las
graficas en estos panelesrepresentanlosvaloreslogy, (FPKM+ 1) para cada genencada cepay
el etapa del desarrollo.

2.3. Analisis de los genes Top20: funciones celulares cuantitativamente

mas desreguladas en ausencia de FIbB.

Las tablas Top20 engloban los genes mas desregulados, es decir, los 20 genes que
tienenlosvalores mas altos (reprimidos en ausencia de FlbB; log,FC>0) y mas bajos (inducidos
en ausencia de FIbB; log,FC<0) de log,FC en cada fase de desarrollo. Se podrian considerar
como genes candidatos para ser estudiados funcionalmente en profundidad. Con el objetivo
de obtenerinformacién mas detalladasobre lafuncién que las proteinas que derivan de estos
genes pudieran tener en el control del desarrollo y/o otros procesos celulares, se acudid ala
AspGD vy laAspergillus Comparative Database. Aquellos genes que codifican proteinas sin una

funcidn predicha se muestran con el término “desconocido”.

En un primer analisis de la Tabla 3.1, se pudo observar la presencia de genes
practicamente contiguos en el genoma, los cuales, pertenecen a dos cluster metabélicos. Por
un lado, el cluster dba (An7893-An7903), recientemente caracterizado y cuyo nombre proviene
de las siglaseninglés derivative of benzaldehyde (Gerke et al., 2012) (Figura 3.3D). Por el otro,
el cluster An2030-An2038 (Ahuja et al., 2012). Una primera aproximacién al efecto que la
delecidnde flbBtiene sobre el metabolismo secundario se realizaenlasiguiente seccién (3.1),
mientras que en el siguiente capitulo de estatesis doctoral se analizardan mas en detalle estos

dos cluster metabdlicos (capitulo 4). En un segundo andlisis, este capitulo también intenta
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explicarlos resultados obtenidos conlos genesimplicados en el desarrollo asexual (como por

ejemplo, brlA, ivoB, ivoC, rodA, y An4394) (seccidn 3.2).

Top Gen Valor Valor log>FC Funcion predicha
AflbB WT VG
VG
Genes cuya expresion es reprimida en la cepa AflbB
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 ANO0546 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 Transcripcién implicado en regulacién del
desarrollo del conidiéforo
13 AN3557 0,98 62,70 6,00 Desconocido
14 agnE 0,20 11,68 5,90 a-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
metalicos
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 Regulacion positiva de la esporulacion asexual
Top Gen Valor Valor log.FC Funcion predicha
AflbB WT VG
VG

Genes cuya expresion es inducida en la cepa AfIbB

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-B-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 transcripcion con funcién en el control del
metabolismo secundario
13 AN7896 44,34 2,76 -4,01 Factor de transcripcién miembro del cluster dba

14 AN2037 558,34 41,44 -3,75 Oxidorreductasa de union 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 transcripcion miembro del cluster dba

19 furE 514,57 64,50 -3,00 Proteina homdloga 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 Valor log,FC funcion predicha
AflbB WT AD
AD
Genes cuya expresion es reprimida en la cepa AfIbB
1 AN6401 1,97 929,35 8,89 Hidrofobina
2 agnE 0,12 32,10 8,08 o-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 especifica del conidiéforo
7 abnC 0,30 45,06 7,22 Proteina con actividad arabinan endo-1,5-a-L-
arabinosidasa
8 ANO0587 0,10 12,16 6,92 Hsp70 de familia chaperona
9 AN8890 0,14 16,95 6,90 Actividad catalitica y de fijacién 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 biosintesis 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
conidiéforo
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 nucledtido, actividad oxidorreductasa,
actividad transferasa
20 AN3304 0,11 6,22 5,85 Transportador de acido y-aminobutirico (GABA)
Top Gen Valor Valor log>FC Funcion predicha
AflbB WT AD
AD

Genes cuya expresion es inducida en la cepa AfIbB

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  ANO0528 381,75 14,08 -4,76 Papel en transporte transmembrana
5

AN7832 208,22 8,63 -4,59 Fijador de flavinadenin dinucledtido, actividad
oxidorreductasa

AN7898 156,95 6,76 -4,54 Papel en transporte transmembrana
AN11584 222,26 9,58 -4,54 Desconocido
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 ANB8366 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 metabdlico
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 transcripcion 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

[e BN o))

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 log,FC, tanto para la fase VG
como para AD. Se incluyen los valores FPKM en cada cepa y condicién asi como la descripcién
(enlos casos en los que existe una prediccién) de su posible funcién.
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Antesde procedercon el andlisisfuncional de un gen determinado o grupos de genes
que pudieran ser de interés, se intenté confirmar su desregulacion en fondo AflbB mediante
otro método transcriptémico distinto al RNA-seq. Ello contribuyd a evitar falsos positivos, ya
que los valores ajustados en la correlacién de alguna de las réplicas biolégicas (ver Anexo 1)
podian haberrepercutidoen lareproducibilidad de determinados resultados. Por ejemplo, se
observd que 175 genes que podrian codificar helicasas y proteinas nucleolares presentaban
una represion significativa de su expresion en la fase VG y el fondo AflbB (no mostrado). Sin
embargo, no se pudo confirmar mediante Northern-blot |a desregulacién de AN5931 (el cual,
codificaunaHelicasade RNA ATP-dependiente, ortélogo de Dbp2p de S. cerevisiae) observada
en los resultados de RNA-seq, por lo que no se profundizé en el estudio de estos genes. En
otros casos, la ausencia de un fenotipo de interés para el mutante nulo fue razén suficiente
para no proceder con un analisis funcional mas detallado. Porejemplo, se generaron cepas con
delecionesde losgenes An2578y An8910, Top 1y 2, respectivamente, de los genes reprimidos
en AflbB 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 secuenciacion coinciden cualitativamente con lo
publicado anteriormente, porlo que se dieron por buenos. Entérminos generales, se concluyé
gue los resultados del RNA-seq deben analizarse de forma orientativa y deben confirmarse
mediante técnicas transcripcionalesy andlisis funcionales adicionales para definir las lineas de
estudio a seguir. Finalmente, afiadir que no puede ser descartado un papel importante en la
conidiacion y/o otros procesos celulares para genes desregulados en ausencia de actividad

FIbB pero con valores menores de log,FC.
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3.- Resultados del RNA-seq correspondientes a procesos

biolégicos especificos.

3.1. La ausencia de flbB y la expresion de genes del metabolismo

secundario.

La actividad de MMSS especificos es necesaria en la induccién del desarrollo asexual
(Calvo et al., 2002;Rodriguez-Urra et al., 2012;Roncal et al., 2002). Los resultados de la Tabla
3.1y laFigura3.3D motivaron el estudio de la posible presencia de genes significativamente
desregulados situados de forma contigua en el genoma y que podrian codificar funciones
tipicas de un cluster metabdlico. 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, estdn
significativamentedesregulados en las fases VG y/o AD. Se incluyen ademas los genes de los
cluster del MMSS correspondientes que también estdn significativamente inducidos o
reprimidos. En total, se identificaron cuatro cluster de genes que mostraban cambios de
expresion significativos en al menos cuatro de los genes que los componian. Estos cuatro
cluster vienen definidos por las siguientes PKS/NRPSs: An2545/easA y An2547/easB, que
codificanuna NRPSy 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 sintesis de la
Aspernidina A (Ahuja et al., 2012;Yaegashi et al., 2013); An7903/pkeA/dbal, una PKS que
pertenece aun cluster implicado en lasintesis del violaceol (Nielsen et al., 2011) y el derivado
del benzaldehido 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 nivelesde expresidn de los genes del cluster de la emericelamida (EAS) (An2545-
An2549) (Chiangetal., 2008) cayeron significativamente en el mutante nulo de flbB, tanto en
VG como AD (Figura 4A, 4B). Las EASs son depsipéptidos ciclicos, péptidos en los que uno o
mas enlaces amidahan sido reemplazados por enlaces éster. En este caso, el cluster controlala
sintesis 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 antibidtica limitada contra una cepa de

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (Chiang et al., 2008;0h et al., 2007).

La expresidon de genes especificos del cluster de la Aspernidina A también estd
aparentemente reprimida significativamente en fondo genético AfIbB (Figura 3.4A, 3.4B). La
Aspernidina A es un alcaloide que muestra efectos antiproliferativos moderados contra
diferentes lineas 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
Souzaet al., 2013). Tanto en el caso de la Emericellamida A como en el de la Aspernidina A se

desconoce relaciéon alguna con los genes UDA o el desarrollo asexual.

Los resultados obtenidos en el estudio de los cluster An2030-An2038 y dba se

describirdn de forma mas detallada en el siguiente capitulo.
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A
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Figura 3.4. Desregulacion de cluster metabdlicos en un fondo genético AflbB. A) Tabla que
muestra los genes que, codificando enzimas PKS y NRPS, estdn significativamente
desregulados en ausencia de FIbB en fases VG y/o AD. El color rojo indica represién en
ausencia de actividad FIbB (log,FC>0) mientras que el color verde corresponde a genes
inducidos (log,FC<0). La tabla también muestra aquellos genes que, perteneciendo a un
determinado cluster, estan significativamente desregulados en fondo genético AflbB. B) Patrén
de expresion de los cluster metabdlicos con al menos cuatro genes significativamente
desregulados en las etapas VG y/o AD. Se indica la posicidn de cada PKS o NRPS y también el
primery Ultimo gen de cada cluster. Los genes que no estan significativamente desregulados
estanennegro. La extension 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 analisis in silico
fueron utilizados como referencia parael cluster dba. La extensién del cluster An2030-An2038
fue comparada con los limites establecidos en (Khaldi et al., 2010) y modificada de acuerdo
con nuestros analisis in silico.
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3.2. La ausencia de actividad FIbB deriva en la inhibicion de genes

implicados en el desarrollo asexual.

El estudio de los cambios de expresién de genesimplicados en el desarrollo asexual se
realizé con el objetivo de corroborar y/o ampliar el modelo de control genético de la
conidiacién propuesto por Garziay colaboradores (Garzia et al., 2010). Para ello, se estudiaron
los valores FPKM de los genes reguladores de la conidiacion previamente conocidos,
dividiéndolos en dos grupos: por un lado, aquellos que se expresan antes de la activacion de
briA (ruta UDA), y porel otro lado, aguellos que se expresan posteriormente a la activacién de

briA (ruta CDP) (Tabla 3.2).

Dentro de la ruta UDA, se identificaron cinco genes cuya expresidn se reprimia en
ausenciade FIbB: An4394, fIbD, afeA, tmpA y tmpB. La caracterizacion funcional de An4394 se
describird en el siguiente capitulo, ya que, ésta no habia sido realizada previamente. La
expresion de fIbD 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 observé que laexpresion de los genes afeA, tmpA y tmpB estaba influenciada
por la actividad FIbB, siempre a falta de confirmar los datos del RNA-seq mediante Northern-
blot o gPCR. tmpAYy afeA codifican, respectivamente, una flavoenzima transmembranay una
enzima formadora de adenilato (cataliza la condensacién entre un acido carboxilico y un
fosfato) que participan en la sintesis una sefial extracelular necesaria para la esporulacién e
independiente de aquella ligada a la actividad FluG (Soid-Raggi et al., 2006;Soid-Raggi et al.,
2016). Tanto TmpA como AfeA actuarian enla mismavia (Soid-Raggi et al., 2016). El gen tmpB,
por su parte, también codifica una enzima formadora de adenilato necesaria para la

conidiacidon (Soid-Raggietal., 2016). A pesar de que su expresidn es reprimida en ausencia de
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flbB enlafase AD, sus valores FPKMson tan bajos que no permitenrealizaruna interpretacion

fiable de los resultados (Tabla 3.2).

Locus Tipo Valor Valor log,FC VG Sig Valor Valor log2FC AD Sig
FPKM FPKM VG FPKM FPKM AD
en en en en
AflbB WT AflbB WT
VG VG AD AD
Ruta UDA
Proteina pertenecientea la 18,8 218,7 3,54 39,5 235,8 2,58
superfamilia de enzimas
adenilato formadoras
fadA/An0651 Proteina G Heterotrimérica, 59,6 135,7 1,19 no 62,7 49,3 -0,35 no
subunidad a
fIbA/An5893 Reguladorde la 64,7 40,1 -0,69 no 32,7 29,9 -0,13 no
sefializacion de proteinas G
FT bzIP 21 153,3 6,18 ISl 30 1076 5,18 =l
fIbC/An2421 FT C2H2 69,8 2239 1,68 no 365,4 213,55 -0,78 no
FT c-MYB 4,0 103,1 4,70 BBl 65 61,3 3,22 [si |
fIbE/An0721 Interactorde FIbB 80,2 101,6 0,34 no 37,1 42,5 0,20 no
fluG/An4819 Necesario para la sintesis 16,2 36,3 1,17 no 22,0 25,4 0,21 no
del metabolito inductor
ganB/An1016 Proteina G Heterotrimérica, 71,4 134,6 0,91 no 111,8 70,7 -0,66 no
subunidad a
gpgA/An2742 Proteina G Heterotrimérica, 257,9 327,6 0,34 no 190,7 128,7 -0,57 no
subunidady
sfaD/An0081 Proteina G Heterotrimérica, 148,2 118,6 -0,32 no 137,4 81,0 -0,76 no
subunidad B
sfgA/An8129 TF tipo Gal4 Zn(I1)2Cys6, 51,2 88,1 0,78 no 38,6 59,7 0,63 no
regulador negativo de la
conidiacion
Flavoproteina 2,8 25,4 3,17 9,4 32,2 1,78
transmembana
Proteina pertenecientea la 0,0 0,0 0,00 no 0,0 3,8 1,80x10308
superfamilia de enzimas
adenilato formadoras
Regulacién positiva de la 3,8 143,5 5,23 2,6 66,1 4,68
esporulacién asexual;
Regulaciénde la
transcripcién
Ruta CDP
FT TEA/ATTS 1,7 8,8 2,37 - 1,0 1,5 0,58 no
FT C2H2 3,1 5,6 0,85 no 0,3 25,2 6,36 -
dewA/An8006 Hidrofobina 0,0 1,3 1,80x103% 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
Fenol oxidasa 0,7 8,3 3,66 1,1 214,5 7,64
Citocromo P450 0,1 0,0 1,80x103°® no 0,1 6,8 6,01
medA/An6230 Desconocido 80,7 57,3 -0,49 no 52,2 36,2 -0,53 no
Hidrofobina 3,2 3,0 -0,09 no 0,9 93,0 6,62 -
stuA/An5836 FT APSES 143,7 190,5 0,41 no 122,3 157,8 0,37 no
vosA/An1959 FT similara Velvet 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
p-difenol oxidasa 14,5 47,3 1,70 - 13,3 11,3 -0,24 no

Tabla 3.2. Valores FPKM vy log,FC de genes que codifican proteinas reguladoras de la
conidiacion. Aquellos genes significativamente desregulados han sido resaltados en negrita,
indicando mediante el color rojo su represién en ausencia de actividad FIbB (log2FC>0).
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En cuanto a la ruta CDP, la expresion de brlA, primer gen de dicha ruta, se reprimié
completamenteenausenciade flbB (véase el perfilde expresién PE3 en la Figura 3.3F). Pese a
gue losvalores FPKM correspondientes a este gen en la fase AD no son muy altos (Tabla 3.2),
la completa represién en su fondo nulo confirmé la necesidad de FIbB en el proceso de
activacion de brlA una vez que la conidiacién ha sido inducida mediante la exposicion del

micelio al aire (Garzia et al., 2010).

Por otro lado, el patrén de expresiéon observado paralos genes ivoB e ivoC, los cuales
codifican una enzima fenol oxidasay un citocromo P450 necesarios para la pigmentacion del
conidiéforo, mostré que la expresion de ivoB precede a la de ivoC (Birse y Clutterbuck,
1991;Garzia et al., 2013;Kelly et al., 2009). La disminucidon de su transcripcion podria ser
consecuenciadirectadel cambio de expresién de los genes brlAy abaA en el fondo nulo flbB
(Tabla3.2), ya que ha sido demostrado que laexpresion de ivoBdepende de dichas actividades

(Birse y Clutterbuck, 1991).

Finalmente, segun nuestros resultados de secuenciacidn, la expresion de rodA, que
codificaunahidrofobina (HPh),también estaria significativamente reprimida en la cepa AflbB
(Tabla 3.2). Las proteinas HPhs contienen dominios compuestos por 8 cisteinas que, a través
de la formacién de puentes disulfuro, crean monocapas anfipaticas que se encuentran en la
superficie de las conidias fungicas, aumentando la hidrofobicidad de estas (de Groot et al.,
2009). El genomade A. nidulans contiene seis genes que codifican HPh-s (de Groot et al., 2009)
y ha sido demostrado que estas proteinas estdn involucradas en la formacién de un
recubrimiento hidrofébico (o capa rodlet; (Beever y Dempsey, 1978)) en la superficie de las
esporas (Grunbacher et al., 2014). Tres de esos genes (An6401 y An7539, ademas de rodA)

estarian desregulados de manera significativa en ausencia de fIbB.

Es conocido que la expresién de rodA depende marcadamente de BrlA (Chang y

Timberlake, 1993). Por ello, ladestacada disminucion en laexpresion de rodA observada en la
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comparacién AD es probablemente también una consecuencia de laincapacidad para inducir
brlA en el mutante nulo de flIbB. La transcripcién de An6401/dewC es reprimida en la cepa
AflbB en ambas fases del desarrollo pero, esta hidrofobina parecia ser principalmente
necesariaen AD porque fue el gen cuantitativamente mds reprimido en el fondo AflbB (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 conidiéforo, algo que es sustentado por los resultados
obtenidos por Griinbachery colaboradores (Grunbacher et al., 2014), los cuales, describieron
la induccién de An6401/dewC durante el desarrollo asexual junto con una menor

hidrofobicidad de las células fungicas para su mutante nulo.

En general, estos resultados sugieren que FlbB influye, tanto en VG y AD, en la
expresion de los genes que codifican HPh-s, las cuales, son necesarias para la generacién del
recubrimiento hidrofdbico de las esporas. Sin embargo, hay que tener en cuenta que estos

resultados no han sido confirmados mediante Northern-blot o gPCR.

3.3. Analisis de una posible regulacion positiva ejercida por FIbB sobre

su propia transcripcion.

Los resultados de la secuenciacién presentados en la seccidén anterior apoyan el
modelo de control del desarrollo asexual previamente propuesto por Garzia y colaboradores,
segun el cual FIbB controlaria la expresién de flbDy ambos FFTT regularian conjuntamente a
brlA (Garziaet al., 2010). Sin embargo, resultados experimentales obtenidos tanto con formas
truncadas de FIbB como con ciertos mutantes puntuales permitieron detectar una marcada
disminucidon enlos niveles de proteina FIbB o alteracion en los niveles de transcrito en dichos

fondos genéticos mutantes.

Primero, el estudio mediante Northern-blot de la expresién de los alelos mutantes

fIbB100 (G456A; causando la sustitucién Gly70Arg en la proteina) y flbB102 (C1255T, A1257;
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causando la sustitucién Pro305Leuy un cambio en el marco de lectura en la posicidon 306 de la
proteina seguida por una sefal “stop”) (Etxebeste et al., 2008) mostrd que ésta sufria una
notable represion en comparacién con la forma silvestre, siendo destacable la ausencia del
pico de expresidn caracteristico de flbB 4-6 h después de la induccion de la conidiacion
(Herrero-Garcia, 2013). Resultados similares fueron obtenidos tras mutar el codén que codifica
la metionina iniciadora de FIbB a ATC, la cual no deberia afectar a la expresion pero, siala
traduccion debido ala sustitucion Metllle. En segundo lugar, la concentracién de las quimeras
truncadas en el extremo C-terminal GFP::FIbB (1-361), (1-341), (1-321) y (1-294) fue
marcadamente inferior a la concentracidon de la forma silvestre, siendo imposible detectar
dichas formas en experimentos de Western-blot o microscopia de fluorescencia (Herrero-
Garcia et al., 2015). También se observé el mismo efecto sobre los niveles de proteina FIbB en
los mutantes puntuales C382A y (L104A; E105A) (Herrero-Garcia et al., 2015). En estos ultimos
casos no se puede descartaralgln problemaconlatraduccidn o procesamiento de la proteina,
porloque se deberiarealizaruna verificacion de la expresién por Northern-blot. En cualquier
caso, todos estos resultados llevaron a plantear la posibilidad de que FIbB pudiera regular por
unioén directa a su promotor (conjuntamente con FIbD o no) su propia expresién y, en
consecuencia, los niveles de proteinay su actividad. En este sentido, se localizdé una secuencia
TTACCTAT enlas coordenadas -424 a -432 del promotorde flbB (Herrero-Garcia, 2013), la cual,
esparecidaa la secuencia PLD (TTACGTAA), diana definida paralos FFTT tipo bZIP de la familia

AP-1(Toda et al., 1992) y unida in vitro por el dominio bZIP de FIbB (Etxebeste et al., 2009a).

Sin embargo, el mapeo de las lecturas de RNA-seq en el locus fIbB (visualizacion a
través del software IGV; Broad Institute) indica claramente que en ausencia de actividad FlbB
(y por consiguiente ausenciatambién de actividad FIbD; (Garziaetal., 2010)) existe uninido de
la transcripciony que la secuencia5” del mRNA, incluidala presenciade unintrdn, se mantiene

con respectoal fondo genéticosilvestre (Figura 3.5). Estas observaciones sugieren que deben
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serotros FFTT los que unan al promotorde flbB y controlen su transcripcién, y que los efectos
descritos en estaseccién se deben aotras causas que seran planteadas en la Discusién de este

capitulo.
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Figura 3.5. Mapeo de las lecturas de secuenciacidn en el locus fIbB. La transcripcidon de fIbB es
iniciada en la cepa AfIbB tanto en VG (A) como en AD (B). Los recuadros negros sefalan la
region 5’-UTR del mRNA.

91



Modificaciones en el perfil de expresién génicade A. nidulans causadas por laausenciadel
factor de transcripcion FlbB.

4.- Discusion.

Los FFTT se han clasificado tipicamente como "activadores" o "represores" seguln
induzcan o repriman la expresion de sus genes diana. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
gue un numero significativo de ellos puede realizar una funcién dual, actuando como
activadores orepresores dependiendo del contexto (organizacién del promotor, presencia de
co-reguladores, etcétera) o sefal (fosforilacidn, porejemplo) que determine en cadamomento
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 FIbB tiene sobre la expresién génicay determinados procesos

celulares.

Ademas, lasecuenciacidn de los transcriptomas de la cepasilvestre y el mutante AfIbB,
junto con el andlisis de los términos GO, han permitido identificar los procesos de oxido-
reduccidon como los aparentemente mds desregulados en ambas comparaciones realizadas. En
el caso de la fase AD, dicha desregulacidn podria deberse a una hipotética relacion entre las
proteinas necesarias para neutralizar el ambiente oxidante que predomina al inducirse el
desarrollo asexual mediante la exposicion de los cultivos al aire y los reguladores de la
diferenciacion (FIbB). Previamente, varios autores sugirieron que las alteraciones en la
concentracién de especies reactivas de oxigeno (ROS) juegan un papel importante en los
procesos de diferenciacién, 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 mds abundante entre los genes significativamente desregulados enfase ADen una

cepasilvestre sea el de oxido-reduccion (Garzia et al., 2013) apoya esta posibilidad.

Sin embargo, los procesos de oxido-reduccidon también parecen verse fuertemente
afectados en fase VG en el fondo AflbB, lo cual podria indicar que 1) dichas reacciones son

necesarias para el mantenimiento de procesos celulares especificos requeridos durante el
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crecimiento vegetativo, o 2) que mediante la induccion de la expresion de los genes
correspondientes las hifas vegetativas estdn preparadas para los cambios oxidativos vy
morfolégicos 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 liqguido estandar o bajo condiciones de estrés salino (el Unico cambio
descrito es una ligera mayor ramificacion; (Etxebeste et al., 2009a)). Por ello, se podria
proponer que al igual que las proteinas UDA estdn presentes en fase vegetativa y parecen
sefalizar la conidiacion 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 podrian estarlo. Aunque a falta de experimentos que lo confirmaran, los resultados
del RNA-seq apoyarian esta relacién. 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
expresion 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
produccidn de conidios y en conidios maduros (Navarro et al., 1996;Navarro y Aguirre, 1998).
Ademas, enlafase VG, hay una represién significativa de su transcripcién en ausencia de flbB.
En cualquier caso, el andlisis de estas hipodtesis requeriria, en primer lugar, confirmar dicha

desregulaciény, en segundo lugar, estudiar su posible relacién con la ruta UDA.

El RNA-seqtambién ofrece la posibilidad de cuantificar, a través de los valores FPKM,
los niveles de expresidon de cadageny 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 expresién (log,FC), generando las tablas Top. Dichas tablas han permitido centrar
el andlisis en el papel de FIbB en la regulacién de (1) cluster de MMSS y (2) los genes del
desarrollo. En el primer caso, los resultados sugieren que la represién del desarrollo asexual

provocaun cambio en laexpresion de cluster metabdlicos especificos. Sin embargo, al menos
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en los cluster aqui estudiados, no ha podido establecerse ninguna relaciéon entre ambos
procesos celulares (Chianget al., 2008;Yaegashi et al., 2013). Una caracteristica interesante de
los metabolitos ligados a estos cluster de genes fue, no obstante, que habian 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, ademas, la sintesis
del metabolito se identificé 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 pornuestro grupo fue sustentado porlos resultados obtenidos
en este trabajo (Garzia et al., 2010). El RNA-seq confirmé que la ausencia de FIbB resulta en
una represidonde laexpresion de brlA después de laexposicidon de las hifas al aire (Wieser et al.
1994) y flbD permanece como el principal gen de laruta UDA que muestrauna dependenda de
la actividad transcripcional de FlbB (Tabla 3.2). Sin embargo, el RNA-seq también aportd
nuevos datos acerca de la ruta UDA, indicando que fIbD quizas no sea el Unico gen de laruta
controlado por FIbB. Se observd que la ausencia de la actividad FIbB afecta a la expresién de
losgenes afeAytmpA, que son parte de una misma via relacionada con la sintesis de unaseal
extracelular de esporulacion (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 extracelularmentela deficienciaen el
metabolito de sefializacidn relacionado con FluG, por lo que se propuso que los factores Flb
eran parte de la misma ruta de sefalizacidon de la conidiacién que FIuG (Etxebeste et al.,
2008;Lee y Adams, 1996;Rodriguez-Urra et al., 2012). De confirmarse, nuestros resultados de
secuenciacion sugeririan que al menos genéticamente sihay una relacién entre ambas rutas de
sefializacién, las definidas por TmpA-AfeA y FluG-Flbs. También se identificé un gen, An4394,

cuyos ortélogos estan, segun las bases de datos, implicados en el control del desarrollo
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asexual. Elloampliaria el rango de posibles dianas genéticas de la actividad FIbB. Una primera

caracterizacion funcional de An4394 se presenta en el siguiente capitulo.

Finalmente, un andlisis detallado de las lecturas del RNA-seq y el inicio de la
transcripcién de flbB permite especularsobre laimportancia que tiene lafuncionalidad de FlbB
sobre sus propios niveles de expresién y/o proteina. Inicialmente, los resultados obtenidos en
el estudio de mutantes puntuales de FIbB o con truncamientos en su extremo C-terminal
llevaron a plantear la posibilidad de un mecanismo de autorregulacidn transcripcional por
unidndirectadel FIbB a su propio promotor. El andlisis de los datos de secuenciacion de RNA
indicd, no obstante, que hayinduccién de laexpresion de flbB en el fondo genético AflbB, por
lo que esta posibilidad fue descartada, al menos como mecanismo principal de control de su
expresion. Asi, la existencia de mutaciones especificas en fIbB que causan una profunda
disminucion de la concentracién de proteina mientras que la transcripcion es todavia
detectable (Herrero-Garcia et al., 2015), llevaron a analizar otras vias posibles de regulacién,
entre ellas la presencia de uORFs (del inglés, upstream open reading frame). Los uORFs son
ORFs localizados generalmente en la regién 5 del mRNA y compuestos por un codoén de
iniciacion (LAUG), como minimo un coddn adicional y un codén de terminacidn (Barbosaet al.,
2013;Hood et al., 2009). La presencia de uORFs en un locus determinado se correlaciona con
una menor eficiencia de traduccién y ratios proteina/mRNA significativamente mas bajos
(Calvo et al., 2009). Estos efectos son consecuencia de la regulacion que los uORFs pueden

realizarsobre laestabilidad delmRNA o su traduccidn (Baker y Parker, 2004;Hood et al., 2009).

Por ejemplo, brlA presentaun uORF en su promotor, el cual, juega un papel relevante
enel control de su transcripcidny, portanto, del desarrollo asexual en A. nidulans (Han et al.,
1993). De formasimilar, los uORFs también podrian jugarun papel importante en el control de
la concentracién de FlbB, constituyendo un nuevo ejemplo de este tipo de mecanismo de

regulacion. El Dr. M.S. Cortese identificd, mediante un buscador de ORFs
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(http://www.bioinformatics.org/sms2/orf find.html), doscodonesdeinicioen el promotor de

flbB. Cada uno de ellos tiene un coddn stop situado en fase 14 y 10 codones aguas abajo,
respectivamente. El segundo uORF se sitla en el intrén del promotor. Por lo tanto, este
segundo UORF no participaria en la regulacion del transcrito o la proteina a no ser que ese
intron se transcribiera en algin momento del desarrollo. Ademds, mediante la herramienta

bioinformatica 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 podria bloquear al
ribosoma y con ello la traduccién del ORF principal (no mostrado). De confirmarse, este
mecanismo aumentaria lacomplejidad del control de lasintesis FIbBy sugeriria que puede ser
regulada a nivel de traduccion. Estos mecanismos podrian limitar la relacion proteina/mRNA
de FIbB, ajustandola, porejemplo, a la cantidad disponible de FIbE y limitando la cantidad de
complejo FIbB/FIbE que pueda llegar a la punta de las hifas vegetativas y sefalizar alli la

conidiacion (Herrero-Garcia et al., 2015).

La funcionalidad de estos supuestos UORFs podria ser evaluada a través de dos
estrategias principales. En primerlugar, se podria analizar mediante Northern-blot|aexpresion
de cada secuencia UORF de fIbB durante la induccién y progreso del desarrollo asexual,
permitiendo conoceren qué fase del desarrollo pudiera ser necesario cada uORF (Rodriguez-
Romero et al., 2015). En segundo lugar, la delecidn de cada uORF y el andlisis del fenotipo de
las cepas correspondientes también contribuirian aconocer suimportanciaen el control de los
niveles de FIbB. Este estudio se completaria con el analisis de los niveles de transcrito y
proteina de FlbB, FIbD y BrlA, asi como el analisis de la localizacion subcelular y dindmica de

FIbB.
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Desregulacion del metabolismo secundarioy el desarrollo sexualen ausenciade actividad de
FIbB.

1.- Introduccion.

El analisis general de los resultados de secuenciacion de RNA presentado en el capitulo
anterior permitié centrar el estudio en aquellos cluster del metabolismo secundario y genes
implicados en el control del desarrollo que estuvieran mas significativamente desregulados.
Cuatro fueron los cluster metabdlicos 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 estudiardan mas
detalladamente en este capitulo, centrando su andlisis en un hipotético papel enlainducciéno
control de la conidiacidn o la posible sintesis de metabolitos con actividad antimicrobiana. En
cuanto al desarrollo se refiere, el capitulo anterior se ce ntré en identificar posibles dianas de la
actividad transcripcional de FIbB dentro de las rutas UDA y CDP, asi como en la interpretacion
de los resultados obtenidos tomando como referencia los modelos genéticos previamente
existentes. El anadlisis permitié la identificacién de An4394 como un gen que podria ser
necesario paraejerceruna regulacién positiva de la esporulacién asexual. En este capitulo se

presenta un primer estudio funcional de dicho gen.

2.- Caracterizacion de los cluster génicos An2030-2038y dba.

2.1. Estudio del cluster An2030-2038.

Los genes del cluster An2030-2038 se hallaban entre los mds inducidos (Top20) en
ausenciade actividad FIbB en la fase VG (Tabla 3.1). Sin embargo, su patrén de expresion era
completamenteopuestoenla fase AD, siendo reprimidos en la cepa AflbB. Dichos resultados
sugerian que la actividad de FIbB podria reprimir, directa o indirectamente, la expresién del
cluster en la fase VG y activarla en la fase AD, vinculando su actividad con la sintesis de un

metabolito necesario para o durante el desarrollo asexual. La comparacién de los
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transcriptomas de la cepa silvestre en las fases VG y AD, donde se observaba una clara

induccién de este cluster en AD (Garzia et al., 2013), apoyaba esta posibilidad.

Andlisis bioinformaticos complementaron los resultados de secuenciacién para este
cluster. Por un lado, la sintenia mostré 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 conservacién del cluster An2030-2038 con otro de la especie
fungica Metarhizium robertsii (Figuras 4.1Ay 4.1B), una especie endémica del suelo (Bidochka
et al., 2001). M. robertsii es un hongo entomatopatdégeno (Lomer et al., 2001;Sasan vy
Bidochka, 2012), pero también es endéfito y estimula el desarrollo de la raiz de las plantas
(Sasan y Bidochka, 2012). La conservacion de cada gen del cluster An2030-2038 se represento
mediante drboles filogenéticos (Anexo 4) a partir de los cuales se conformé un sélo arbol
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 paralainduccion de la conidiacién o
gue, alternativamente, podria ser necesaria en etapas morfolégicas que tienen lugar
exclusivamente durante el desarrollo del conidiéforo en A. nidulans, pero no en las especies

incluidas en el analisis de la sintenia.

Antes de profundizar en el andlisis funcional de este grupo de genes, se intenté
confirmarsu desregulacién en el fondo genético AflbBmediante Northern-blot. No obstante, la
hibridacion con una sonda para An2038 no pudo confirmar dicha desregulacién al no
hibridarse ésta correctamente (no mostrado). Por ello, se decidié delecionar el cluster
completo con el objetivo de realizar un estudio preliminar sobre su posible relacién conla

conidiacion.
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Figura 4.1. Analisis de la conservacion del cluster metabdlico An2030/An2038 y analisis del
fenotipo generado por la deleciéon del mismo (AAn2030-An2038). A) La parte superior
muestra los resultados del analisis de la sintenia, obtenidos a partir de la base de datos
Aspergillus Comparative Database. En este andlisis se puede observar laausenciadel clusteren
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 analisis de la base de
datos NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), obtenidos segin el algoritmo Blast, donde
se observa la conservacion del cluster An2030-An2038 en el genoma de M. robertsii. B) Arbol
filogenético (obtenido con el software Mega) emparejando los genes An2030/2038 con sus
ortélogos en M. robertsii. C) Fenotipo de la cepa AAn2030-An2038 (derecha) en comparacion
con el parental silvestre (izquierda) en MMA utilizando glucosa (1y 2%), y MMA (glucosa) con
H,PO, (0.5M), sacarosa (1 M), sorbitol (1.2 M), NaCl (0.8 M) o cicloheximida (20 pg/mL) como
condiciones de estrés. Barra de escala=2cm.

Para la generaciéon de lacepa AAn2030-2038 se siguié el protocolo del apartado 5.1 del
capitulo 2 (Figura 2.1A). El fragmento sintético atransformar contenia el promotor (5’ -UTR) de
An2038y el terminador (3’-UTR) de An2030 fusionados al marcador de auxotrofia pyrG¥*™. La
construccidn se utilizé paratransformar protoplastos de una cepa silvestre (Yang et al., 2004).

El fenotipo transformante se analizé en MMA y se comparé con el de la cepa silvestre, sin
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llegar a observarse cambios significativos en la produccidn de conidios en condiciones de
estrés osmatico o salino, ni en MMA con cicloheximida (de Souza et al., 1998;Hellauer et al.,
2002), uninhibidorde la traduccion de mRNA producido por la bacteria Streptomyces griseus
(Figura 4.1C).

Considerando los resultados obtenidos, no se pudo asociar la actividad del cluster
An2030-An2038 directamente alabiogénesis del conidiéforo o a la respuestaalas condiciones

de estrés analizadas en este trabajo.

2.2. La induccion de la expresion del cluster metabdlico 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 masinducidos en ausenciade FlbB, tanto en fase VG como AD (ver
Tablas Top20 en capitulo anterior). Ademads, todos los genes del cluster estaban incluidos en el
perfil de expresion PE1 (Figura 3.3D), el cual agrupaba genes en los que la expresion
aumentabasignificativamente en un fondo AflbB en ambas fases de crecimiento, pero sobre

todo en lafase AD. Por todo ello, se decidié profundizar en su andlisis.

2.2.1. Conservaciondel cluster dba.

Los estudiosiniciales se centraron en el analisis bioinformatico de la conservacién del
cluster dba. De hecho, la extensidn del cluster se redefinié en base alos resultados in silico que
se muestran a continuacion. Estos 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 andlisis los genes entre An7893y An7903.
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Figura 4.2. Analisis bioinformatico 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 andlisis Blast, con la conservacién total del cluster dba en el genoma de T. stipitatus y
una conservacion parcial en el genomade C. immitis. B) Andlisis filogenético (software MEGA)

gue empareja los genes del cluster dba con los genes ortdlogos de T. stipitatus.

El andlisis de la sintenia mostré que el cluster no se conserva en otras especies del

género Aspergillus (Figura4.2A). Los Blast de cada gen del cluster, por otro lado, indicaron que
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todos ellos conservan la posicion y orientacidn respecto a sus ortélogos 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 conservacion
de cada gendel cluster dba se analizéd mediante arboles filogenéticos (Anexo 5) a partir de los
cuales se conformd un solo arbol emparejando cada uno con su ortélogo correspondiente de
T. stipitatus (Figura4.2B). También se hallaron cluster metabdlicos en los patégenos humanos
Coccidioides immitis y C. posadasii que contienen ortélogos de la mayor parte de los genes
dba.Sinembargo, estos genes muestran una posicidn y orientacion relativa diferente (Figura

4.2A).

2.2.2. Confirmacion de la induccion del cluster dba en un fondo genético nulo en
flbB.

Se confirmd mediante qPCR la induccidn 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 Topl de los genes inducidos en fondo genético AflbB en fase AD. An7896/dbaA y
An7901/dbaG, por otro lado, son genes que codifican dos FFTT cuya funcién es regular la
expresiondelrestode genesdel cluster dba (Gerke etal., 2012). La expresion de lostres genes
enlafase VG fue estudiadaenlos fondos genéticos silvestre, AflbBy también AfluG y AbrlA. De
este modo, se comprobd que en estos mutantes UDA y CDP la expresidn de los genes dba
aumentaba (Figura 4.3A), ya que mostraban valores significativamente menores de ACt (=

Ctgen-Ctreferencia) respecto a la cepa silvestre (P <0.05 en todos los casos).

Por otro lado, se utilizd la técnica de Northern-blot para seguir la expresion de los
genes An7895/cipB y An7898/dbaD (este Uultimo codifica un supuesto transportador
transmembrana) en distintos fondos genéticos (WT, AflbB, AflbD y AAn4394; ver mas adelante)
y a diferentes tiempos (0, 6, 12, 24 h) del desarrollo. Los resultados muestran que ambos

genesson fuertemente desregulados en las cepas mutantes analizadas (Figura 4.3B). Es decir,
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elaumentode laexpresion de los genes dba, sobre todo en fase VG (0 h) y primeras fases de
desarrolloasexual (6, 12 h), no ocurre Unicamente en el fondo genético AfIbB, sino que se da
también en las cepas AflbDy AAn4394 (Figura 4.3B). Los resultados sugieren que la induccién
del cluster dba descritainicialmente para el mutante nulo flbB no es especifica de esta cepa, y

es extensible a mutantes aconidiales en genes de la ruta UDA.
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Figura 4.3. Expresion de los genes dba. A) Analisis qPCR de la expresién de los genes
An7895/cipB, An7896/dbaA y An7901/dbaG en los fondo genéticos WT, AfibB, AbrlA, y AfluG.
Los valores ACt (= Ctgen— Cteontror) fueron calculados como valores medios de tres replicados
junto con el error estdndar de la media (sem, de sus siglas en inglés, standard error of the
meaning). B) Experimentos Northern-blot mostrando la expresion de flbB, An7895/cipB, y
An7898/dbaD en las cepas WT, AflbB, AflbD, y AAn4394/urdA y en diferentes etapas del
desarrollo asexual. Los rRNAs se muestran como control de carga y los graficos indican las
relaciones entre el promedio de la intensidad de pixeles de cada banda de Northern-blot
respectoa su correspondiente banda de rRNA (ribosomal grande). Las graficas 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 fenotipico de los mutantes nulos enlos genes dba.
Se generaron mutantes nulos de los genes del cluster dba tanto en un fondo genético
silvestre como en fondo AflbB. Un primer analisis en MMA no mostrd ninguna diferencia

fenotipicaen ninguno de los mutantes con respecto asus parentales (Figura4.4A), tampoco en
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las condiciones de estrés osmotico (sacarosa 1 M, sorbitol 1.2 M) o salino (H,PO, 0.5 M)
analizadas (no mostrado). Sinembargo, en MMA con cicloheximida se observaron diferencias
fenotipicassignificativas entre el parental AflbBy los dobles nulos AflbB;Adba (Figuras 4.4B y

4.4C).
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Figura 4.4. Caracterizacion fenotipica de los mutantes nulos en los genes del cluster dba. A)
Fenotiposen MMA de los mutantes nulosenlos genes dba tanto en el fondo genético silvestre
como en AflbB. B) Fenotipos y didmetro de las cepas AflbB, AflbB;AAn7895, AflbB;AANn7896'y
AfIbB;AANn7901 (en columnas) en MMA (fila superior) y MMA con concentraciones crecientes
de cicloheximida (filas 2, 3y 4). Barra de escala=2cm

La cicloheximida es un inhibidor de la traduccién (Osherov y May, 2000) y su efecto

respecto al cluster dba podria serequivalenteal generado porel mutante nulo AcsnE, donde la

expresion de los genes dba estd activada (Gerke et al., 2012). CsnE es parte del signalosoma

106



Desregulacion del metabolismo secundarioy el desarrollo sexualen ausenciade actividad de
FIbB.

COP9 (CSN), un complejo reguladorde las ubiquitinaligasas, y su delecion 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 pg/mL). Un aumento de
concentracién de este compuesto provocé ladisminucion del didmetro de lacoloniaenlacepa
parental AflbB. Sin embargo, los dobles nulos mostraron ser mas tolerantes, de modo que al
aumentar su concentracion, ladisminucién del didmetro de lacoloniaeramenor (Figura 4.4B).
Concretamente, el diametro en los dobles nulos respecto al parental AflbB fue
aproximadamente un 33% mayor en medios con concentraciones de cicloheximida de 20 0 100
pg/mL (P < 0.05 en todos los casos; n = 3 para cada cepa). La figura muestra Gnicamente las
cepas de fondo genético AflbB porque en este caso tampoco se observaron diferencias
resefables al comparar el parental silvestre y los correspondientes mutantes nulos en genes
dba. Por lo tanto, los cambios fenotipicos observados podrian ser un efecto combinado de la
ausencia de actividad UDA, la cual induce la expresion de los genes del cluster, y probable

ausencia de actividad dba causada por la delecidon de genes del cluster (ver Discusion).

2.2.4. La viabilidad de A. nidulans ante la bacteria M. luteus aumenta como
consecuencia de la expresion del cluster dba.

La caracterizacién realizada por (Gerke et al., 2012) mostré que el cluster dba esta
implicado enlasintesis del MS 2,4-dihidroxi-3-metil-6-(2-oxopropil) benzaldehido (DHMBA).
Este compuesto presenta actividad bioldgica 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 intencién de analizar si la activacién del cluster dba observada en el mutante
AfIbB podia ser biolégicamente relevante en situaciones de competencia con la bacteria M.
luteus, se realizaron co-cultivos de ambas especies. Para ello, las cepas AflbB y AflbB; Adba 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 capitulo 2, Figura 2.3). Se seleccionaron las relaciones
Optimas para el estudio de dicha competencia. En la Figura 4.5 se muestran los resultad os
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 incubacion, las hifas de la
cepa AflbB 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 AflbB;
Adba permanecieron mayormente sumergidas en esta zona. La concentracién de células
bacterianas en la regién de co-cultivo con la cepa parental AflbB (3.7 x 10°® + 1.2 x 10°
células/cm?) fue 10veces menor que en el caso de los dobles mutantes AflbB; AdbaD 'y AflbB;
Adbal (2.9x 10’ £0.5x 10’ y 2.8 x 10” + 0.7 x 10° células bacterianas/cm?, respectivamente; P
< 0.05; n =9 para cada cepa; cambio significativo en ambas comparaciones). El experimento
fue realizado con la mayoria de dobles mutantes AflbB; Adba, observandose fenotipos
similares (Anexo 6). Los resultados obtenidos sugieren, por tanto, que la pérdida de actividad
FIbB y UDA induce la expresién del cluster dba, resultando en un aumento de la actividad

antibidtica, probablemente debida a una mayor produccion de DHMBA.
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A

Concentracion de M. luteus
(relativa a la concentracion
de conidios de A. nidulans)
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AflbB
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AflbB
Adbal

M. luteus
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Células de M. luteus lcm®
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AflbB AflbB AflbB
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Figura 4.5. Co-cultivos de A. nidulans y M. luteus. A) Comparacion fenotipica entre las cepas
AfIbB (linea 1), AflbB; AdbaD (linea 2), y AflbB; Adbal (linea 3) después de 48 h de cultivo junto
con M. luteus en un medio LB apropiadamente suplementado. La punta de flecha negraindica
la regién de co-cultivo. Las relaciones entre las concentraciones de células bacterianas y
conidios estan indicadas, mostrando como controles las placas que no contienen o que
contienen solamenteel correspondienteindculo de bacteriau hongo. Barra de escala, 2 cm. B)
Promedio de nimero de células de M. luteus después de 48h de co-cultivo con los mutantes
AfIbB (azul), AflbB; AdbaD (rojo), y AflbB; Adbal (verde). El gréfico ilustra la media de tres
réplicas bioldgicas y nueve réplicas técnicas + sem.
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3.- flbB es necesario para la correcta expresion 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 transcripcién de An4394 se reprime fuertemente en el fondo genético AflbB, tanto
en fase VG (Tabla 3.1, Top20) como en AD, por lo que fue incluido dentro del perfil de
expresion PE2 junto con fIbD (Figura 3.3E). Para obtener mas informacién en torno a An4394,

se acudio a la base de datos AspGD (www.aspgd.org). La secuencia predicha coincidié con la

obtenidaenel experimento de RNA-seq. Ademas, la base de datos indicaba que los ortdlogos
de An4394 estaban involucrados en la regulacidon positiva del desarrollo asexual (Tabla 3.1,
Top20). Concretamente, su ortdlogo en A. oryzae, EcdR (gen AO090023000902), es un FT del
tipo bHLH (de las siglas en inglés: basic helix-loop-helix) que actia como regulador temprano

del desarrollo asexual (Jin et al., 2011a).

Los alineamientos de secuencia entre An4394y EcdR (43.1% de identidad global de
acuerdo con (Jin et al., 2011a)) mostraron que la homologia no sélo se limita al supuesto
dominio bHLH de EcdR (flechas negras en la Figura 4.6A), cuya extensién abarca los residuos
150-211 (Jin et al., 2011a). Los residuos conservados se extienden a lo largo de toda la
proteina, lo cual es confirmado por el alineamiento de An4394 con ortdlogos de distintas
especies fungicas (Figura 4.6B). Ademas, la sintenia indicé que el locus An4394 estaba
conservadoenregiones equivalentes del genoma de otras especies del género Aspergilli (no
mostrado). Estos resultados preliminares sugerian una relacion de An4394 con el control del

desarrollo asexual. Por ello, se decidié profundizar en su estudio.
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Figura 4.6. Alineamiento de secuencias de los ortélogos de An4394. A) Alineamiento de las
secuencias de An4393y EcdR. B) Alineamiento de las secuencias de los ortélogos 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 extension del dominio bHLH de EcdR en
ambos alineamientos se indica medianteflechas negrasy fue delimitado de acuerdo con (Jin et
al., 2011a). Ambos alineamientos (Ay B) se obtuvieron utilizando el software Genedoc (version
2.7.000).
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3.2. La expresion del gen An4394 se reprime en los mutantes UDA.

La expresion del gen An4394 fue estudiada en diversos fondos genéticos (WT, AfibB,
AfIbE, AfIbD, AgmcA, y AbrlA) y fases del desarrollo mediante experimentos de Northern-blot
(Figura4.7). Primero, el analisis se centré en lacepa silvestre, donde los resultados mostraron
que habia un aumento ensuexpresion despuésde lainduccion de laconidiacion (6h), seguido
por una represiénalas24 y 48 h (Figura4.7A).Sin embargo, a diferencia de los resultados del
RNA-seq, no se detectd transcripcion de An4394 en fase VG (0 h). Esta observacién coincide
con los resultados descritos por Sibthorp y colaboradores, que describieron valores bajos de
RPKM (lecturas porKilobase de exdn por Milldn de fragmentos mapeados) para An4394, tanto
en MMA como en MCA (Sibthorp et al., 2013). La baja expresion de An4394 en fase VG fue
apoyadatambién porlaincapacidad de detectar la quimera An4394::GFP en hifas vegetativas
(Figura 4.7C) o en experimentos de Western-blot (no mostrado). Esta quimera presentd una
localizacién nuclear en estudios de microscopia de fluorescencia Unicamente después de
inducir la conidiacidn, pero no se pudo asociar dicha localizacién a un tipo celular especifico
(Figura 4.7C). En cualquier caso, estos resultados preliminares sugieren que la expresién de
An4394 es baja en fase VG y, por lo tanto, se acepté el resultado del Northern-blot como

correcto.

La mismaimagen (Figura 4.7A) confirma la represion de la expresion de An4394 en la
cepa AfIbB, observandose asimismo que dicha represion se mantenia en otros mutantes nulos
de genes UDA como fIbE, fIbD, y gmcA (Etxebeste et al., 2012) (Figura 4.7B). Sin embargo, la
transcripciéon de An4394 aumenta en el fondo AbrlA, sugiriendo que mientras la via UDA
induce laexpresion de An4394, lavia CDP participaensurepresion. No se ha profundizado en
esta posibilidad. Finalmente, el mantenimiento del pico de expresion de flbB en una cepa
AAN4394 en comparacién con la cepa parental silvestre (ver Figura 4.3B) confirmdé que An4394

se encuentra corriente abajo de los genes flb en la ruta UDA.
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Figura 4.7. Regulacion de la expresion de An4394 y localizacion de la quimera An4394::GFP.
A) Northern-blot mostrando la expresién del gen An4394 en los fondos genéticos silvestre,
AfIbB y AfIbE. B) Northern-blot mostrando la expresion de An4394 en los fondos genéticos
silvestre, AflbB, AflbD, AgmcA, y AbrlA. C) Localizacidn subcelular de An4394::GFP antes y
después de inducir el desarrollo asexual. Barra de escala =5 um.

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 caracterizacion
fenotipica de su mutante nulo (Figura 4.8A). La delecién de An4394 se realizo6 tanto en fondo
genético silvestre como en fondo AflbB. La produccién de conidios de la cepa AAn4394 (3.6 x
10° + 2.2 x 10° conidios/cm?) fue 27 veces menor que la de la cepa parental silvestre (9.6 x 10°
+ 2.2 x 10° conidios/cm?) (Figura 4.8A, 48 h y 72 h, y 4.8B, arriba). En cuanto al desarrollo
sexual, se observd un inicio prematuro del proceso respecto a la cepa silvestre (Figura 4.8A),
con una producciéon abundante de células Hiille después de sélo 4 dias de cultivo a 372C
(Figura 4.8A, 96h). Después de 7 dias, el mutante nulo de An4394 produjo cleistotecios
maduros que contenian ascosporas viables (2515 + 157 cleistotecio/cm’) (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 habia iniciado el desarrollo de cleistotecios después de 7 dias de
cultivo (478 + 67 cleistotecios/cm?) (Figura 4.8B, parte inferior). No obstante, estas estructuras

sexuales eran inmaduras y no contenian ascosporas (no mostrado).

Se confirmd que el fenotipo de la cepa AAn4394 era causado exclusivamente por la
delecidon de este genal observarque lainsercién del alelo silvestre del gen en su propio locus
(apartados 5.2 y 5.3 del capitulo 2) causaba larecuperacion del fenotipo silvestre y los niveles
de expresion de An4394 (Figura 4.8D, 4.8E). Considerando el papel UDA-dependiente de
An4394 en laregulacidn del desarrollo en A. nidulans, se decidié utilizar la designacion UrdA

(UDA-dependent regulator of development in A. nidulans) (Oiartzabal-Arano et al., 2015).
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Figura 4.8. Caracterizacion funcional de An4394. A) Fenotipo del mutante AAn4394 en MMA
después de 48, 72y 96 h de cultivo a 372C. Barra de escala, 3 cm. Los aumentos muestran el
elevado numero de células Hiille producidos por el mutante nulo de An4394 (punta de flecha
negra, derecha) en comparacién con la cepa silvestre (izquierda) después de 96 h de cultivo.
Barra de escala, 0.2 cm. B) Produccién de conidios y cleistotecios de las cepas parentales (WTy
AflbB) y mutantes nulos de An4394 en ambos fondos genéticos en placas de MMA después de
72y 156 h de cultivo a 379C, respectivamente. Los valores son la media de tres réplicas mas
sem. C) (1) Fenotipo del mutante nulo An4394 después de 7 dias de cultivo en MMA. (2) Los
cleistotecios fueron aislados, (3) lisados mecanicamente, y las ascosporas se cultivaron en
MMA durante 48h adicionales a temperatura ambiente. (4) Fenotipo de las colonias de
AANn4394 germinadas a partir de las ascosporas. Barras de escala, (1) 0.2 cm; (2) 100 um; (3)
0.3 mm; (4) 3 mm. D) Fenotipo de los transformantes de la cepa AAn4394 en los que se ha
integrado una copia silvestre de urdA. Se muestran imagenes correspondientes a placas de
medio de regeneracién que contienen FOA (izquierda) o carecen de él (derecha) Barra de
escala, 2.5 cm. E) Experimento de Northern-blot mostrando la recuperacion del nivel de
expresion de An4394 en una de las cepas revertientes.
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3.4. La expresion de nsdD en el mutante nulo de urd4A no varia

significativamente.

El modelo de control genético del desarrollo en A. nidulans presentado por (Lee et al.,
2014) proponiaque los factores Flb activan la conidiacion desplazando a la proteina NsdD del
promotor de briA. Es decir, (Lee et al., 2014) propusieron que, ademas de ser un regulador
positivode laproduccién de cleistotecios (Han et al., 2001), NsdD teniauna funcién inhibidora
de la conidiacion. Ladelecidn de urdA provocaba efectos fenotipicos opuestos ala delecidn de
nsdD, por lo que se analizd la posibilidad de una hipotética induccion de la expresion de nsdD
en el mutante nulo de urdA. Ello podria apoyar la interpretacién de que UrdA y la ruta UDA
reprimiesen latranscripcién de nsdD. Con este objetivo se realizaron nuevos experimentos de
Northern-blot. Porunlado, se analizd laexpresiéon de urdA durante el desarrollo sexual (SD; de
las siglas en inglés; sexual development), sin que el transcrito correspondiente pudiera ser
detectado (Figura 4.9A). Este resultado sugiere que UrdA no juega un papel relevante en la
formacién de los tipos celulares que componen los cleistotecios. Por otra parte, no se
observaron diferencias notables en los niveles de expresién de nsdD en el fondo genético
AurdA (Figura 4.9B) (la hibridacidon de la sonda brlA se utilizé como control). Por ello, se
concluyd que la expresién de nsdD no estd sujeta al control de urdA y que la activacion
prematura del desarrollo sexual que se describié para el mutante nulo de urdA no era
consecuencia de una induccién temprana de nsdD.

En resumen, los resultados sugieren que urdA codifica un FTsituado aguas abajo de los
Flb-s en la via de induccion del desarrollo asexual y que se requiere no sélo para el correcto

desarrollo de conidiéforos, sino también para la inhibicién del desarrollo sexual.
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Figura 4.9. Expresion de urdA y nsdD durante morfogénesisy desarrollo. A) Expresion de urdA
durante el crecimiento vegetativo (12, 18, y 24 h, VG), asi como en los ciclos de desarrollo
asexual (6, 12, 24, y 48 h, AD) y sexual (24, 48, 72,y 96 h, SD). B) Expresion de brlA y nsdD en
las cepas WT, AfIbB, AflbD, y AAn4394/urdA, 0, 6, 12 y 24 horas después de la induccion del
desarrollo asexual.

4.- Discusion.

Los resultados de este capitulo han confirmado que la actividad FIbB se requiere en
procesos que van mas alld de lainduccién de la expresidn brlA. Por un lado, la caracterizaciéon
del cluster metabdlico dba harelacionado lainhibicidon del desarrollo asexual con la sintesis de
moléculas con actividad biolégica. Por otro lado, se ha demostrado que FIbB y la ruta UDA
puedentenerun papel clave enlasincronizacidon de dos programas de desarrollo mutuamente

excluyentes como son los ciclos de reproducciéon asexual y sexual.

La caracterizacion de los cluster metabdlicos, en un principio, se centrd en el analisis
de la relacién de éstos con la conidiacidon. También en el caso del cluster An2030-2038, porque
previamente habiasido descrito que unacepaque sobreexpresaba pbcR, el cual codificaun FT,
mostrabauna inhibicion de laexpresion del cluster An2030-2038 y una reduccién en el nimero
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 encontré ninguna relacion evidente
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de este cluster con el desarrollo asexual. Por otro lado, hay que tener en cuenta que su
actividad estd relacionada con la sintesis de derivados del benzaldehido (Ahuja et al., 2012),
gue son compuestos antimicrobianos de amplio espectro que se emplean como bactericidas,
fungicidas y algicidas (Subramanyam et al., 2009). Por eso, se podria plantear como hipdtesis
gue la funcién de las proteinas codificadas por los genes de este cluster puede estar
relacionada con una hipotéticaactividad antimicrobiana, como posteriormente se planted con

el cluster dba.

La activacionde los genes dba se describid 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 suinduccion en el mutante nulo del gen que
codifica la subunidad CsnE del signalosoma, un complejo multimérico implicado en la
degradacion de proteinas (Nahlik et al., 2010). En ambos estudios, los autores describieron una
induccién simultaneade los genes del cluster de dba y los genes del cluster adyacente, el del
acido orselinico. En consecuencia, en un principio, se propuso que la regulacion de ambas
agrupaciones podria estarvinculaday que podrian cooperaren laproduccién 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 expresién del cluster dba pero no la del
cluster del acido orselinico, sugiriendo una regulacién independiente para ambos. Aunque el
significado bioldgico de esta observacién sigue siendo desconocido, estudios recientes sobre el
papel de los cluster de MMSS sugieren que una misma PKS puede participar en la sintesis de
diferentes metabolitos (Zaehleet al., 2014). Esta ideaha sido conceptualizada bajo el término
“promiscuidad de las PKSs” y contribuiria al aumento de la diversidad de MMSS (Fischer,
2014). En este sentido, una hipotética colaboracion entre las actividades de diferentes cluster
metabdlicos también contribuiria a aumentar todavia mas el nimero de metabolitos activos

producidos por cada especie fungica.
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Los estudios bioinformaticos sugieren ademas que los dos cluster metabdlicos tienen
un origendiferente, yaque, el cluster dba, perono el del acido orselinico, estd completamente
conservado en T. stipitatus. La presencia de este cluster en el genoma de ambas especies
parece serconsecuenciade un proceso de transferencia horizontal de genes (HGT; de las siglas
en inglés; horizontal gene transfer), hipotesis que apoyan publicaciones recientes y la baja
conservaciondel clusterdba en los genomas de especies del género Aspergilli (Nguyen et al.,
2015). Ademads, 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 AflbB permitié un mayor crecimiento del hongo, se interpretaron en el
contexto de unaalteracion de lacantidad/actividad de las proteinas, ya que | a cicloheximida es
un inhibidorde latraduccién (Osherovy May, 2000). El efecto de suadicién sobre la expresion
del cluster dba podria serequivalente al generado porladelecidn de csnE, ya que, esta inhibe
la actividad del signalosoma COP9 y la degradacién de proteinas. Asi, aunque en sentido
opuesto, ambos casos incidirian sobre la cantidad y actividad de las proteinas sintetizadas, lo
gue podria inducirlaexpresiénde los genes del cluster. En este caso, la ausencia de actividad
FIbBjunto a la adicidn de cicloheximida al MMA podrian intensificar el efecto de activacidony
provocar la sintesis de metabolitos cuya actividad antimicrobiana también originaria cierta
inhibicion de su propio crecimiento. La molécula DHMBA caracterizada por (Gerke et al., 2012)
no tiene actividad anti-fungica conocida, pero otras moléculas derivadas del benzaldehidoy
relacionadas con la expresion del cluster dba en determinadas condiciones de crecimiento
podrian tenerla.

Por otro lado, se observé que FIbBy la ruta UDA son importantes en la coordinacién de

los programas de desarrollo asexual y sexual. Esta funcidn se ejerce a través de UrdA, ya que,
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la ausenciade este hipotético reguladortranscripcionalinduce prematuramente el ciclo sexual
e inhibe la produccién 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 expresiéon de nsdD.

Jin y colaboradores propusieron que el ortélogo de UrdA en A. oryzae, EcdR, es
reprimido porsuinteraccion con la proteinaScIR (Jinetal., 2011a), un FT HLH que promueve la
formacién de esclerocios, masas compactas de micelio desarrolladas para resistir en
condiciones desfavorables y que, seglin se ha sugerido, podrian representar un vestigio de la
produccidn cleistotecios (Geiser et al., 1996;Jin et al., 2011b). Sin embargo, la expresion del
supuesto ortélogo de sclR en A. nidulans, An7170, no varia significativamente en ausencia de
flbB. Esto sugiere que laruta UDA inhibe el desarrollo sexual a través de la activacion de urdA
perono larepresiéon de laexpresién de An7170. En cualquiercaso,aunque ladianagenéticade
la actividad UrdA sigue siendo desconocida, la existencia de proteinas que unen la via UDA con
la reproduccién sexual encaja con la idea de que hay proteinas especificas y metabolitos
endogenos dedicados a la coordinacién de los programas morfogenéticos, lo cual, permitiria
moldearlacoloniaflngicayoptimizarla adaptacion a las condiciones ambientales (Parky Yu,
2012;Rodriguez-Romero et al., 2010;Ugalde y Rodriguez-Urra, 2014). Este tema sera

desarrollado en la Discusién general.
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Estudiode la funcionde FIbDenlaacumulaciénde FIbBen el ntcleo.

1.- Introduccion.

FIbB presenta una localizacion subcelular muy caracteristica, siendo detectado en la
punta y los nucleos mas apicales de la hifa (ver seccion 4.3 en la Introducciéon). FIbB migra
desde la punta de la hifa alos nlcleos vy, tras acumularse en ellos siguiendo un gradiente de
concentracién, realiza su actividad transcripcional junto a FIbD (Garzia et al., 2010;Herrero-
Garcia et al., 2015). Sin embargo, el mecanismo que controla dicho transporte basipetal es
todavia desconocido. Con el objetivo de avanzar en su elucidacidn, se abrieron dos lineas de
trabajo. Por un lado, se analizaron los dominios funcionales de FIbB con el fin de encontrar
alguna sefial interna que participara en su acumulacién nuclear. Por otro lado, y teniendo en
cuentala relacién funcional de los productos de fIbBy fIbD, la dependencia transcripcional del
segundo respecto al primero, asi como resultados preliminares que describian una
deslocalizacion de FIbB en ausencia de actividad FlbD (Garzia et al., 2010;Herrero-Garcia,

2013), se decidid profundizar en el posible papel de FIbD en la acumulacién nuclear de FIbB.

2.- Una seiial de localizacién nuclear bipartita situada en el

extremo N-terminal participa en la acumulaciéon de FIbB en el
nucleo.

El algoritmo NLStradamus (http://www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/)

predijolapresenciade una NLS entre los residuos K57-R96 de FIbB. 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 regién entre los aminoacidos K57 y G70. La secuencia, (57)KK-
X(8)-KRRG(70) (color verde en la Figura 5.1A y 5.1B), estd ampliamente conservada entre los

ortélogos de FIbB (Cortese et al., 2011), sugiriendo que es importante para su actividad.
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Un estudio previo que analizé la cepa BD14, la cual contiene el alelo mutante flbB100
(G70R), permitié obtenerinformacion preliminar sobre este dominio (Etxebeste et al., 2009a).
A pesarde hallarse fueradel dominio bZIP de regulacién transcripcional, lamutacién generaba
un fenotipo aconidial y provocaba una disminucién clara de la capacidad del bZIP para unir a
DNA. Con el objetivo de obtener mas informacién sobre el papel que esta supuesta NLS
pudiera ejercer en la actividad de FIbB y, mas concretamente, en su importacién nuclear, se
mutaron a alaninados de sus residuos altamente conservados: K67 y R68. La sustitucidon de los
codones correspondientes paralageneracion de las cepas GFP::FIbB¢7AR68N f|ppKE7AREEA). Grp
y gpdA™::GFP::FIbB*®7**¢®" se realizé de acuerdo con lo descrito en el apartado 5.2 del
capitulo 2 y fue confirmada mediante secuenciacién. La presencia de las mutaciones K67A y
R68A en la NLS se indicard mediante un asterisco (NLS*).

Las tres cepas mostraron un fenotipo aconidial similar al del mutante nulo de flbB
(Figura 5.1C). Se concluyd, por tanto, que la sustitucion de K67 y R68 por alaninas causa una
pérdida de funcién de FIbB, independientemente del etiquetado en los extremos N- o C-
terminal y el tipo de promotor utilizado.

Posteriormente, se estudiod el efecto que estas mutaciones tenian en la localizacidn
subcelular de FIbB. En ambas cepas mutantes, GFP::FIbB™*" (Anexo 7) y FIbB™*"::GFP, FIbB se
situabaenla puntade lahifa(Figura5.1D). Sinembargo, se observé unafuerte disminucién de
laintensidad fluorescente en el nicleo apical, marcado en este caso mediante unafusidn de la
histona H1 con la proteina fluorescente mCh (HhoA::mCh) (Figura 5.1D). La relacién entre la
intensidad de la fluorescencia en la puntay el ndcleo mas apical (N1) aumenté 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).

mini

La expresidon de fIbBbajo el promotor gpdA™" modificd su disposicién dentro de la hifa
(Perez-de-Nanclares-Arregiy Etxebeste, 2014). La acumulacién nuclear de FIbB no mantuvo su

caracteristico gradiente de concentracién y FIbB se localizé entodos los nicleos, también en el
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caso de la cepa gpdA™::GFP::FIbB™=". Sin embargo, su fluorescencia en el nucleo apical
disminuy® significativamente en comparacion con la forma silvestre gpdA™"::GFP::FIbB (en
este caso, el marcaje de los nucleos se realizé a través de la quimera HhoA::mRFP) (Figura
5.1E). La relacién entre fluorescencias de la puntay el nucleo apical aumenté de 1.03+£0.22 a
1.31 £ 0.48 (n = 20; p < 0.05). También se midié un aumento significativo en los niveles
citopldsmicos de FlbB. La relacidon de la fluorescencia de la punta frente al citoplasma
disminuyd 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 relacién entre las fluorescencias del ntcleo apical y el citoplasma se

redujo de 4.28 +0.97 2 2.35 £ 0.54 (n =20; p < 0.05).

Estas variaciones causadas por las mutaciones K67A y R68A permiten sugerir que la
acumulacién de FIbBen el citoplasma podria serdebida a una inhibicidn en el transporte a los
nucleos. Por tanto, el conjunto de resultados obtenidos sugiere que una NLS, donde los

residuos K67 y R68 jugarian un papel importante, dirige a FIbB a los nucleos.
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Figura 5.1. Analisis del dominio NLS de FIbB. Ay B) Posicién de los dominios funcionales de
FIbB analizados por (Herrero-Garcia et al., 2015). Se indican las tres regiones principales: el
dominio bZIP, la regién intermedia (subrayada en rojo en el panel B) y la regién C-terminal,
similaralaregion equivalentede lafamiliade FFTT del tipo bZIP AP-1(gris) (Glovery Harrison,
1995), la cual modula la respuesta al estrés oxidativo (Asano et al., 2007;Castillo et al., 2002).
El colorverde indicael dominio NLS, el color rojo el dominio de uniéna DNA (DBD, de las siglas
delinglés: DNA binding domain)y el colorazul el dominio de dimerizacion (DIM). Los residuos
del dominio NLS mutados a alanina estan en negrita y subrayados. C) Fenotipo de las cepas
FIbB™®7::GFP, GFP::FIbB™*" v gpdA™"::GFP::FIbB™*” después de 72 h de cultivo en placas
MMA. Las cepas FIbB::GFP, AflbB 'y gpdA™::GFP::FIbB se utilizaron como controles. Barra de
escala= 2cm. D y E) Localizacién subcelular de la quimera FIbB™*"::GFP, expresada tanto bajo
promotor flbB° como gpdA™", en cepas que también expresan las quimeras HhoA::mCh o
HhoA::mRFP, respectivamente, como marcadores de los nucleos. Barra de escala =5 um.
También se muestran los diagramas de intensidad fluorescente verde y roja alo largo de las
regiones indicadas (unidades arbitrarias).

3.- La delecidn de fIbD modifica la localizacion subcelular de FIbB

y permite el estudio de su movilidad en el citoplasma.

Resultados preliminares mostraron que la localizacién subcelular de FlbB::GFP,
expresadabajo promotor nativo, podria sufririmportantes alteraciones en un fondo ge nético
AflbD (Herrero-Garcia, 2013). La acumulacién nuclear de FIbB parecia verse claramente
reducidafrente ala observadaenun fondo genético silvestre (Figura 5.2A). Este extremo fue
confirmado utilizando la quimera HhoA::mCh como marcador de nucleos (Figura 5.2A). La
relacion entre intensidad de la fluorescencia en la punta respecto a la del nucleo apical
aumento de 1.50+0.40 en el fondo silvestre a 13.90 £ 3.00 en el mutante nulo de fIbD (n =10

hifas; p <0.05, cambio significativo; Figura 5.2A).

La deleciénde flbD permitié ademas seguir el movimiento citoplasmico de FIbB::GFP
(Figura 5.2By C), algo que no es posible estudiar en un fondo genético silvestre. Para ello se
registraron en el microscopio secuencias de imagenes mediante el modo Stream adquisition
(80 imagenes secuenciales con una exposiciéon de 500 ms cada una). Estos registros
permitieron obtener quimogramas, los cuales representan laintensidad de la fluorescencia en

cada una delas imagenesalolargode unalineatrazada, permitiendo seguirel movimiento de
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los patches citoplasmicos de FIbB. El eje Y en los quimogramas representalaescala de tiempo,
mientras que el eje X indica la longitud del segmento analizado (o posicion del patch en la
hifa). Asi, las estructuras estaticas o vagamente méviles aparecen como lineas verticales,

mientras que los puntos moviles se observan como lineas diagonales.
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Figura 5.2. Localizacion subcelulary movimiento citoplasmico de FIbB::GFP en fondo nulo de
flbD. A) Localizacion de FIbB::GFP en unfondo genético AflbD. Ladelecién de flbD provoca una
reduccién significativa en la acumulacién nuclear de FIbB. Las graficas de la derecha
representan la intensidad de la fluorescencia verde y/o roja alo largo de las lineas trazadas
(unidades arbitrarias). Barrade escala= 5 um. B) Movimiento citoplasmico de FIbB::GFP en un
fondo genético AflbD. Se muestran dos hifas a modo de ejemplo, con sus respectivos
qguimogramas ala derecha. El diagrama indicalas trayectorias de transporte basipetal (flechas
negras) y acropetal (flecha roja). Barra de escala =5 um. C) Estudio de la trayectoria de
FIbB::GFP en un fondo genético AflbD en medio que contiene benomilo como agente inhibidor
del transporte MT-dependiente. La verticalidad de las trayectorias sugiere una inhibicién del
movimiento citoplasmico de FIbB. Barra de escala =5 um.

Los quimogramas obtenidos en MMA para la cepa AflbD; FIbB::GFP mostraron, por un
lado, una linea estatica que corresponde a la fluorescencia de la punta de la hifa, la cual
disminuye amedida que avanzael quimograma, probablemente debido a |a larga exposicién a
la luz incidente (Figura 5.2B). Por otro lado, mostraron lineas 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 parecia reflejar un
movimiento MT-dependiente (Abenza et al., 2009;Pantazopoulou et al., 2014), por lo que se
decidid estudiar el movimiento de FIbB::GFP en el mismo fondo genético pero, enun medio de
cultivo que contuviera 3 ug/mL de benomilo, un compuesto que desorganiza los dimeros /B
de tubulina (Penalva, 2005). Los resultados de la Figura 5.2C muestran claramente lainhibicién
del movimiento citoplasmico de FIbB (trayectorias verticales en los quimogramas). Debe
sefialarse que trasla eliminacién de la droga del medio de cultivo, no se volvié a recuperar el
movimiento citoplasmatico de FIbB (no mostrado).

Los resultados expuestos en esta seccion sugieren que en ausencia de actividad FIbD,
FIbB no se acumula en el nucleo y permanece en el citoplasma moviéndose en ambas
direcciones a través de un mecanismo que parece ser dependiente de MMTT. Asi, el fondo
genético nulo en flIbD podria constituir una herramienta valida para tratar de identificar

proteinas que participen en el transporte basipetal de FIbB (ver siguiente capitulo).
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4.- El aumento de la expresionde fIbD induce el desarrollo asexual

y modifica la localizacion nuclear de FlbB.

Tras corroborar que la delecién de flbD provocaba una reduccién significativa en la
acumulacién nuclear de FIbB, se quiso analizar si su sobre-expresion causaba el efecto
contrario, y si la predictivamente mayor acumulacién nuclear de FIbB en estas condiciones
podria estar relacionada con la induccién prematura de la conidiacion descrita por Wiesery
colaboradores para la sobreexpresién de flbD (Wieser y Adams, 1995). Con ése objetivo se

generd una cepa alcA(p)::flbD (Garzia et al., 2010) que expresara la quimera FIbB::GFP.

4.1. La sobrexpresion de fIbD induce la conidiacién.

Para confirmar lainduccién prematura de la conidiacién debido a la sobre-expresion
de flbD (Wieser y Adams, 1995), primero, se reprodujo el experimento en medio liquido
realizado porlos citados autores (Figura5.3A). El estudio se realizé tal y como se describe enel
apartado 2 del capitulo 2 de esta tesis doctoral. Tras la incubacidon de las cepas FIbB::GFP,
alcA(p)::flbD y alcA(p)::flbD; FIbB::GFP en MMA, todas mantenian 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 observd que, al igual que en (Wieser y Adams, 1995), la
sobreexpresion de fIbD en hifas sumergidas dio lugar a la produccién de conidiéforos (Figura
5.3A). La cepa control FIbB::GFP generd un nimero escaso de conidiéforos tras la incubacion
en el medio inductor, pero dichos conidiéforos no contenian todos los tipos celulares vy,
ademads, generaban entre unayy tres fidlidas con un nimero limitado de conidios cada una de
ellas. Estamorfologiaesla tipicade las estructuras generadas en condiciones de agotamiento

de la fuente de carbono (Skromne et al., 1995).

4.2. Anadlisis en medio sélido.
Después de confirmar que la sobreexpresién de flbD induce la conidiacidon en medio

liguido, se analizd el efecto en placa (Figura 5.3B). En este caso, no obstante, también se
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analizaron las posibles diferencias fenotipicas que podian derivarse del uso de etanol o

treonina como fuentes de carbono inductoras.

La produccion de conidios enlacepa FIbB::GFP tras 72 h de cultivo fue similar en MCA
con etanol 1% (v/v) (2.6 x 10 + 4.6 x 10° conidios/cm?) y MCA con glucosa 2% (p/v) (2.7 x 10" +
7.9 x 10° conidios/cm?), aunque fenotipicamente se puedan observar méas 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; FIbB::GFP mostraron un comportamiento desigual en estos dos medios. En MCA
con glucosa 2% (p/v), la produccién de conidios fue significativamente mayor que en la cepa
silvestre (5.4 x 10’ + 6.4 x 10° conidios/cm’ para la cepa alcA(p)::flbD; y 5.9 x 10" + 7.7 x 10°
conidios/cm” para la cepa alcA(p)::fIbD; FIbB::GFP; n = 3 para cada cepa y p <0.05en ambos
casos). En MCA con etanol 1% (v/v), no obstante, no hubo un aumento significativo de su
concentracion (alcA(p)::flbD: 3.1 x 10" + 5.1 x 10° conidios/cm’; alcA(p)::fIbD; FIbB::GFP: 2.3 x
10’ + 5.5 x 10° conidios/cm?; n = 3 para cada cepa y p >0.05 en ambos casos). Finalmente, |a
concentracién de conidios fue cuantitativamente menor en medio con treonina (100mM) en
comparacion con los medios de cultivo anteriores, tanto en el caso de la cepa silvestre
FIbB::GFP como en el caso de las cepas bajo el promotor alcA. Sin embargo, hubo un aumento
significativo en la produccidn en las cepas alcA(p)::flbD (1.0 x 10’ +2.2 x 10° conidios/cm?) y
alcA(p)::flbD; FIbB::GFP (1.2 x 10" + 1.2 x 10° conidios/cm?) respecto al control FIbB::GFP (5.5 x

10° + 1.7 x 10° conidios/cm?; n = 3 para cada cepa; p < 0.05 en ambos casos).
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Figura 5.3. Efecto de la sobreexpresion de fIbD sobre la conidiacion. A) Generacion de
conidiéforos en hifas sumergidas al sobreexpresar flbD. La columna de la izquierda muestra el
fenotipo de las cepas FIbB::GFP, alcA(p)::flbD y alcA(p)::flbD; FIbB::GFP tras 18 horas de
incubacién en MMA (glucosaal 2% p/v como fuente de carbono). Lacolumnaderechamue stra
las imagenes de las mismas cepas tras incubarlas durante 22 h adicionales en MMA con
treonina (100mM) como fuente de carbono. Barra de escala, 30 um, y 15 um en las imagenes
ampliadas. B) Efecto de la sobreexpresion de flbD sobre la conidiacién en medio sdlido. Las
cepas arriba indicadas fueron cultivadas junto con el mutante AflbD en condiciones no
inductoras (MCA con glucosa al 2% p/v) y supuestamente inductoras (MCA con etanol al 1%,
v/vo 100mM de treonina). Las fotografias muestran los fenotipos tras 72 h de incubacién a 37
°Cy losdiagramas a laderecha muestran las respectivas concentraciones de conidios. Barra de
escala=2cm.
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Estos resultados indicaron que, en medio sélido, la induccién de alcA(p)::flbD con
treonina (100mM) daba lugar a una mayor produccion de conidios respecto a la cepa control,
por lo que esta fuente de carbono parecia apropiada para los analisis que se mostrardn en la
siguiente seccién. El uso del etanol 1% (v/v) como fuente de carbono inductora en este sistema
fue cuestionable, ya que la diferencia en la concentracién de conidios no era significativa
respectoalade lacepa silvestrey, ademas, se observaba un mayor nimero de hifas aéreas no

conidiantes respecto al medio con glucosa 2% (p/v).

4.3. Efecto de la sobreexpresion de flbD sobre la localizaciéon nuclear de
FlbB.

La localizacién de FIbB en la cepa alcA(p)::flbD; FIbB::GFP fue estudiada en cultivo
liquido estatico con cada una de las tres fuentes de carbono analizadas en la seccién anterior.
La cepa FIbB::GFP fue utilizada como control. En medio con glucosa 0.1% (p/v), la cepa
alcA(p)::flbD; FIbB::GFP presentd una localizacién de FIbB similar a la observada en la cepa
AfIbD; FIbB::GFP (Figuras 5.2A y 5.4A). Es decir, FIbB se detectaba en la punta de la hifa pero
habia una disminucidn significativa en su fluorescencia nuclear (Figura 5.4A), mostrando una
relacidn de intensidad fluorescente punta/N1 (se considerd la fluorescencia citoplasmatica
como fluorescenciadel ndcleo 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 contenia etanol (al 1%, v/v) y glucosa (al 0.05%,
p/v) como fuentes de carbono (Figura 5.4B). En este caso, la relacion de la intensidad
fluorescente punta/N1 (medida nuclear calculada en base a la intensidad citoplasmatica)
disminuyd 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 parrafo anterior. En este caso, fue en la cepa FIbB::GFP donde no habia
acumulacién nuclear mientras que en la cepa alcA(p)::flbD; FIbB::GFP, se recuperd la
localizacién nuclear de FIbB (Figura 5.4C). Asi, se calculéd un aumento en la relaciéon de la
intensidad fluorescente entre punta y nucleo apical de 1.07 + 0.15 de la cepa alcA(p)::flbD;
FIbB::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 considerd la fluorescencia citoplasmatica como

fluorescencia del nicleo apical.

Considerando los resultados mostrados en la figura 5.4 puede sugerirse que la
sobreexpresién de flbD en medio con treonina (100mM) causa un aumento de la localizacion
nuclearde FlIbB. Sinembargo, no puede relacionarse directamente, por el momento, la mayor
acumulacién nuclear de FIbB causada por la sobreexpresion de flbD con la produccidn de
conidiéforos descrita en la Figura 5.3A, ya que, en este Ultimo experimento no se observd
formacién algunade conidiéforos, probablemente como consecuenciade habers e realizado en

cultivo estatico.
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Figura 5.4. Localizacion subcelular de FIbB::GFP en cepas de fondo genético silvestre o
alcA(p)::fIbD. A) Localizacion en medio con glucosa 0.1% (p/v). Las gréficas inferiores muestran
el valor de la intensidad fluorescente a lo largo de la regidon analizada. La fluorescencia
citoplasmaticafue utilizadacomo medida de lafluorescenciadel nicleo apical enel casode no
detectar a FIbB en este. B) y C) Localizacion 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

pm.
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5.- Analisis preliminar de los dominios de FIbB necesarios en su

posible interaccion con FlbD.

Debidoa larelacion funcional que existe entre ambos FFTT respecto a lainduccidn de
la conidiacion y la existencia de mecanismos de regulacién transcripcional del desarrollo
eucariota basados en la interaccién entre FFTT de las familias bZIP y c-Myb (Tahirov et al.,
2002), se estudidlaposibleinteraccion entre FIbBy FIbD. Una primera aproximacioén la realizo
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 generd una cepa que
expresara, porunlado, una quimeraenlaque la mitad N-terminal de la proteina fluorescente
amarilla (YFPy) habia sido fusionada al extremo C-terminal de FIbB (FIbB::YFP,) vy, por el otro
lado, una segundaquimeraenlaque lamitad C-terminal de YFP (YFP.) habia sido fusionada al
extremo C-terminal de FIbD (FIbD::YFP.). Sin embargo, no se observé fluorescencia amarilla, la
cual hubiera correspondido a la proteina fluorescente reconstituida. Una segunda
aproximacion se basé en la técnica del pull-down, utilizando para ello una quimera GST::FIbB
expresadaenE. coli y extractos proteicos de unacepade A. nidulans que expresabalaquimera
FIbD::HA;, (Herrero-Garcia, 2013). En este caso, si se detectd una banda de retencion de
FIbD::HA;,. Debido aladisponibilidad de alelos de FIbB que portan mutaciones en cada uno de
sus dominios funcionales caracterizados, en esta tesis doctoral se ha analizado qué dominios
mediarian dicha retencién.

Utilizando como control la banda de FIbD::HA;, retenida por GST::FIbB, 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 FIbB (Figura5.5A). La cuantificacion de la relaciéon entre la intensidad de la banda
de Western-blot y la de tincion con Coommassie indicé que no habia una disminucion
significativa en la capacidad de las formas mutantes pararetener a FIbD::HA;, (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 FIbB no parecen alterar de forma
significativa la capacidad para retener a FIbD::HA;, respecto a la forma silvestre.

Se analizo también si el dominio bZIP de FIbB (residuos 67-140), situado en el extremo
N-terminal, era capaz de retener por si sélo a FlbD::HA;, (Figura 5.5B). Aunque se pudo
detectar la banda de retencién, la relaciéon entre intensidades de bandas (Westen-
blot/coommassie) disminuyd significativamente con respecto ala forma silvestre, de 0.80 +
0.25a0.39+0.23 (n =5; p <0.05). Debido a un papel menor del dominio NLS de FIbB en la
retencién de FlIbD::HA;, (ver parrafo anterior), se concluyd que el extremo C-terminal de FIbB
tiene un papel modulador, aunque no esencial, en dicha retencidn.

Finalmente, para definir mas en profundidad el papel deldominio C-terminal de FIbB, y
considerando la importancia de la cisteina en la posicidon 382 en la actividad de FIbB y su
interaccion con FIbE, se analizé el efecto causado porla mutacidon C382A (Herrero-Garciaetal.,
2015). A pesarde que se detecté labanda de retencién de FIbD::HA;,, debe tenerse en cuenta
que la afinidad de lafusion GST::FIbB(C382A) porlaresinade glutatidon sefarosa es claramente
menor que la de la forma GST::FIbB silvestre (Herrero-Garcia et al., 2015). Por ello, se
cuantificé la relacion de intensidades de bandas de Western-blot y tincién con Coomassie,
observandose un aumento significativo, de 0.60+ 0.11 en el caso de la quimerasilvestre a 1.22
1+ 0.29 en el caso de la forma mutante C382A (n =4 para cada fusién; p <0.05). Los resultados,
por tanto, llevaron a sugerir que la mutaciéon C382A podria aumentar la capacidad de
retencidon de FIbD::HA;,. En la Discusidn se especula sobre el significado bioldgico que esto

podria tener en el modelo de inducccidn de la esporulacion.
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Figura 5.5. Modificaciones enla retencion de FIbD::HA;, causadas por mutaciones especificas
en FIbB. A) Ensayo pull-down de GST y las quimeras GST::FlbB, GST::FIbB(DIM*),
GST::FIbB(DBD*) y GST::FIbB(NLS*) frente a extractos proteicos de una cepa que expresa la
quimera FIbD::HA;,. El gréfico a la derecha representa la relacion entre la intensidad de la
banda de Western-blot y la de tincion con Coomassie para cada una de las construcciones
ensayadas. Los valores son la media de tres medidas mas sem. B) Ensayo pull-down de GSTy
las quimeras GST::FIbB y GST::FIbB(67-140) frente a extractos proteicos de una cepa que
expresa la quimera FlbD::HA;,. Los valores en el grafico de la derecha corresponden a cinco
medidas para cada construccién. C) Ensayo pull-down de GST y las quimeras GST::FIbB y
GST::FIbB(C382A) frente a extractos proteicos de unacepa que expresa la quimera FlbD::HA;,.
Los valores en el grafico de la derecha corresponden a cuatro medidas para cada construccion.

138



Estudiode la funcionde FIbDenlaacumulaciénde FIbBen el ntcleo.

6.- Discusion.

Los resultados de este capitulo han confirmado que para su acumulacién en el nucleo
FIbBrequiere, poruna parte, unasefial de localizacién nuclear o NLS situada en el extremo N-
terminal (Herrero-Garcia et al., 2015) y, por otra parte, la actividad de FIbD, cuya ausencia
inhibe la acumulacién nuclear del bZIP.

La existenciade un dominio de FIbB que pudiera actuar como NLS abre una nueva via
de estudio respecto a su mecanismo de transporte. Las secuencias NLS son reconocidas por
proteinas especializadas Ilamadas carioferinas, las cuales, median el transporte de los FFTT al
nucleo através del complejo del poro nuclear (Freitas y Cunha, 2009;Markina-Inarrairaegui et
al., 2011). Por lotanto, la identificacion de la carioferina encargada de la importacion nuclear
de FIbB contribuiriaa la comprension del mecanismo de transporte basipetal. En eucariotas, el
heterodimero importina-a/B constituye una via de translocacidon nuclear bien caracterizada
(Fried y Kutay, 2003). La funcion de laimportina-a en ella es la de adaptador, une la proteina
que contiene la (NLS (del inglés: clasical NLS) a la importina-B1, que es quien facilita su
translocacion al nucleo (Goldfarb et al., 2004). Esta via, que requiere de la participacion de
proteinas auxiliares, facilitalaimportacién efectiva de los cargos a través de un mecanismo de
translocacion basado en un gradiente RanGDP/GTP entre el citoplasmay el ntcleo (Gorlichy
Kutay, 1999;Hood y Silver, 1998). Hay varias evidencias que hacen alaimportina-a, KapAen A.
nidulans,y, por extensidn alaimportina-B, KapB, candidatos parafacilitar el transporte de FIbB
al nucleo. Las NLS bipartitas consenso son reconocidas porlaimportina-a (Lange et al., 2007) y
la secuenciade lasupuesta NLS de FIbBtiene unaelevadasimilitud respecto adicho consenso.
Por ello, y aunque no se pueda descartar la unién con otras importinas, es posible que FIbB
interaccione con KapA. Ademas, KapAy KapB son las Unicas carioferinas de A. nidulans para las
cuales ha sido descrito un movimiento citopldsmico bidireccional, MT-dependiente, haciay
desde la punta de las hifas vegetativas (Etxebeste et al., 2013). Este movimiento recuerda al

descrito en esta tesis doctoral para FIbB en un fondo genético AflbD.
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Con el objetivo de analizar si la carioferina KapA juega un papel importante en el
transporte basipetal de FIbB y suimportacion al nucleo, se generd una cepa que expresara la
qguimera FIbB::GFP en un fondo genético kapA31 (Araujo-Bazan et al., 2009). El alelo kapA31
porta la mutacidon 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 sélido las cepas
portadores de la mutacién kapA31 mostraban ya un fenotipo fluffy a 37°C (Herrero-Garcia et
al., 2015). Sinembargo, los estudios de microscopia no permitieron concluirque laimportinaa
era necesaria para el importe nuclear de FIbB. A 37°C no se observaban diferencias
significativas en la localizacion de FIbB::GFP al comparar los fondos genéticos kapA31y kapA
silvestres, y ala temperaturarestrictivade 42°C, FIbB perdiasu localizacion nuclear también en
la cepa control kapA silvestre, lo cual impidid realizar ningln andlisis en profundidad (no

mostrado).

Un abordaje experimental posible para analizar la relevancia del dominio NLS y su
hipotética relacién con las importinas KapA y KapB seria aprovechar el aumento de la
movilidad citoplasmatica de FIbB observado en un fondo genético AflbD. El estudio de la
trayectoria de FIbB™*"::GFP en un fondo genético AflbD permitiria determinar si el dominio
NLS es necesario para el transporte basipetal de FIbB o solamente se requiereen el proceso de
importacion nuclear. En el mismofondo genético también seriainteresante analizar |la posible
colocalizacién de FIbB y KapA o KapB (Etxebeste et al., 2013). Una segunda posibilidad seria
analizar la posible interaccidn entre FIbB y KapA mediante experimentos de pull-down. Una
aproximacion similar fue utilizada por Araljo-Bazan y colaboradores para identificar a los
interactores de KapA (Araujo-Bazan et al., 2008a), sin que entre la lista de candidatos se
hallara FIbB. En este caso, seria interesante comprobar si FIbB es capaz de retener a KapA en

experimentos de pull-downy comparar dicha capacidad de retencién conladel mutante NLS*.
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Una posibilidad parcialmente exploradaes que FIbBfueraimportadaal ntcleo por otra
carioferina. En este sentido, se ha descrito que la carioferina Kapl también juega un papel
importante enladiferenciacidon asexual (Etxebeste et al., 2009b), ya que a pesar de que enla
cepa Akapl se detecte expresidon de brlA, la ausencia de este importador nuclear reduce
significativamentela produccion de conididforos. Se descartd, no obstante, que Kapl fuera el
importador principal de FIbB (Etxebeste et al., 2009b), porque la localizacidn de FIbB::GFP en
un fondo Akapl era similiar a la de una cepa silvestre. No se descarta que FIbB pueda ser
transportado al nucleo por mas de una carioferina, ya que, ha sido planteado en otros
organismos que el transporte de cargos mediante carioferinas puede serredundante (Fiserova

y Goldberg, 2010;Markina-Inarrairaegui et al., 2011).

De entre los elementos necesarios para la acumulacién nuclear de FIbB, el segundo
conocido es FlbD. Su ausencia inhibe significativamente la acumulacién nuclear de FIbB
mientras que su sobre-expresidn parece causar un aumento en ella en comparacion con la
cepa control. Sinembargo, en este ultimo caso, no se induce la formacion de conidiéforos en
las condiciones de cultivo utilizadas en estos experimentos de microscopia. Por ello, no se
puede afirmar que el aumento de la acumulacién nuclear de FIbB que se describe al
sobreexpresar flbD es el factor que desencadena la formacién de conidios (Wieser y Adams,
1995). La sobreexpresion de flbD en un fondo genético AflbB, no obstante, no es suficiente
para inducirlaconidiacion (Garziaetal., 2010), por lo que ambos factores estan implicados en
el proceso. Ademas, debe tenerse en cuentatambién que laexpresion constitutiva de flbBy la
subsiguiente acumulacion de este FTentodos los nlcleos no es suficiente paralaactivacion de
la conidiacién (Herrero-Garciaetal., 2015), lo cual, confiere un papel relevante a los nivelesy

actividad de FIbD en este proceso.

En cuanto a la posible interaccién entre los dos FFTT, los ensayos de pull-down

muestran que laquimera GST::FIbB expresadaen bacteriaretiene aFIbD::HA,. Sinembargo, la
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afinidad de FIbB por FIbD en las condiciones estudiadas es claramente menor que la que
presenta por FIbE (Herrero-Garcia et al.,, 2015), lo cual podria corresponderse con un
transporte inicial de FIbB a la punta mediado por FIbE, seguido de su acumulacién FlbD-
dependiente en el nldcleo. La capacidad de FIbB para retener a FIbD::HA;, parece aumentar
significativamente al introducir la mutacién C382A, al contrario de lo que ocurre con la
interaccion con FIbE, la cual disminuye en este fondo genético mutante (Herrero-Garcia et al.,
2015). Esta cisteinaesta completamente conservadaentre los ortélogos de FIbB y desempeiia
un papel clave en su localizacion y funcién (Cortese et al., 2011;Herrero-Garcia et al., 2015).
Las modificaciones en las cisteinas afectan, entre otras, ala formacion de puentes disulfuro y a
la conformacion (y por tanto, su actividad) de las proteinas, como ocurre en el caso de Papl
(Castilloetal., 2002). De la mismaforma, la actividad de FIbB podria depender de la formacion
de puentes de disulfuro que proporcionaran una conformacién determinada. Cambios en
dicha conformacién podrian regularlasinteracciones que establece este FT, determinando asi
su localizacién, dinamica y actividad transcripcional.

Para profundizar en el papel de ambos FT respecto a la activacidn de la conidiacidn,
seria interesante generar cepas que expresasen formas mutantes de FlbD. Las mutaciones de
estas cepas serian identificadas, su efecto sobre los niveles y localizacién de FIbD y FIbB
analizadayla capacidad de interaccion de las formas mutantes determinada en experimentos
de pull-down. Aquellas mutaciones que disminuyeran laacumulacién nuclear de FIbD deberian
acompafarse de una disminucién en la de FIbB, mientras que de aislar alguna mutaciéon que
aumentara la acumulacion nuclear de FlbD, ello también deberia aumentar los niveles
nuclearesde FIbB. El efecto de dichas mutaciones de FIbD sobre la afinidad entre ambos FFTTy
su localizacidn, junto con el estudio de la conidiacién en estas cepas, contribuirian a expandir
el conocimiento que se tiene sobre la relacion de ambos FFTT respecto a la induccién del

desarrollo asexual.
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Discusion general.

La conidiacion en A. nidulans estd regulada por dos vias genéticas principales, la ruta
central o CDP, encargada del desarrollo de los tipos celulares que forman el conidiéforo, y la
ruta UDA, que regulalainduccion de la ruta central (ver Introduccion). Dentro de la ruta UDA,
las proteinas FIbB, FIbE y FIbD se coordinan en un mecanismo de transduccién que se
caracterizapor lalocalizacién de FIbB en la punta de las hifas vegetativas, la cual depende de
FIbE, y su transporte basipetal y acumulacién en los nucleos, proceso que depende de la
actividad FIbD. Debido a estadireccionalidad enladinamicade FIbB, lalocalizacién enla punta
del complejo FIbB/FIbE es un requisito previo para la actividad transcripcional del bZIP en el
nucleo y, por lo tanto, la generacidén de conidios (Garzia et al., 2009;Herrero-Garcia et al.,
2015). Por otro lado, la dependencia con respecto a FIbD de la acumulacién nuclear de FIbBy
su actividad transcripcional sugiere la existencia de una relacién funcional compleja en el
control de la expresiéon de ambos FFTT y su unién al promotor de brl/A. Este control ejercido
por FIbBy FIbD sobre brlA establece, ademas, unarelaciénjerarquica con respectoal primer FT
de laruta CDP. Sinembargo, lainhibicidn de la expresion de brlA no es la Unica consecuencia
de la ausencia de actividad FIbB. 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 FIbB regula la expresién de urdA, un gen
necesario para la inhibicion del ciclo sexual. La dependencia de la expresidon de urdA con
respecto a la actividad UDA, por un lado, y el fenotipo de su mutante nulo, en el que se
observaunclaro desplazamiento del balance entre ciclo asexual y sexual hacia la produccion

de cleistotecios, porel otrolado, relacionanala ruta UDA con el control del desarrollo sexual.
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Este caso, por tanto, se sumaa otros previamenteyadescritos de metabolitos y proteinas que

controlan el balance entre ambos ciclos reproductivos.

Es conocido el caso de las moléculas lipogénicas psiA, psiBy psiC, colectivamente
denominadas “factores psi” (Tsitsigiannis et al., 2005). De los tres genes identificados como
genesde biosintesis de oxilipinas en A. nidulans (ver Introduccidn), el RNA-seq analizado en
estatesisdoctoral muestraque laexpresiénde unode ellos, ppoC, es inhibida en ausencia de
flbB, tanto enfase VG como AD. La delecidn de ppoC provoca una casi completaeliminacion de
la sintesis de la oxilipina psiBB, un aumento significativo de la produccidn de esporas meidticas
y una disminucidn del desarrollo de conidiosporas (Tsitsigiannis et al., 2004). Aunque no se
conoce hoy en dia relacién alguna entre la ruta UDA y el control del balance sexual/asexual a
travésde la sintesis de oxilipinas, la confirmacidn de estos resultados preliminares mediante
Northern-blot o qPCR sugeririauna posible dependencia de la ruta metabdlica con respecto a

la ruta UDA.

El caso de la proteinaVeAy 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 sidodescritoenlalntroduccion. Un ejemplo adicionales NsdD, un FT necesario para activar
el ciclosexual y que, a su vez, regula negativamente el desarrollo asexual a través de la unién
directa al promotor de briA (Lee et al., 2016). En el caso de UrdA, por su parte, los resultados
obtenidos sugieren que la activacion prematura del desarrollo sexual que se ha descrito para
su mutante nulo no es consecuenciade una induccién temprana de nsdD. Por lo tanto, podria
haber algln otro regulador del ciclo sexual jerdrquicamente supeditado a la actividad UrdA.
Esta hipotética diana es desconocida y podria avanzarse en su identificacion a través de la
combinacion de un ChlPseq (Chung et al., 2014), el cual, combina la técnica del ChiP con la
secuenciacién masiva de DNA asociado a proteinas, y la comparacidn transcriptomica de una

cepasilvestrey el mutante nulode urdA. Recientemente, ha sido publicada la caracterizacién
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funcional de OsaA, unreguladortranscripcional de lafamilia WOPR (Alkahyyat et al., 2015). La
delecidon de OsaA causa un fenotipo muy similar al del mutante AurdA, lo cual sugiere que
existentodavia mds elementos de coordinacién 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 relacién
entre la ausencia de actividad UDA vy la desregulacién de determinados cluster-s del
metabolismo secundario. En el caso de los genes del cluster dba, estosaumentan su expresion
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 AfIbB, en una mayor viabilidad celular frente a la
bacteria M. luteus, ya que, la delecién de cualquier gen del cluster en un fondo AflbB anula
este efecto. Esta hipdtesis esta apoyada por la observacién de que el DHMBA, el metabolito
asociado a este cluster, inhibe el crecimiento de dicha especie bacteriana (Gerke et al., 2012).
En cualquiercaso, no parece que el DHMBA sea un metabolito necesario para lainduccién de
la conidiacién o producido durante el proceso de esporulacién, como pudieran ser el
deshidroaustinol o la esterigmatocistina, respectivamente. Al contrario, tal y como se
argumenta en la Discusion del capitulo 4, la ausencia de actividad UDA y de conidiacion
parecen generar un desajuste morfoldgico que activaria la expresion de los genes del cluster

dba y la sintesis de metabolitos con una posible funcién de defensa.

En ambientes ricos en microorganismos potencialmente patégenos o que compitan
por un mismo nicho, lasupervivencia o patogenicidad de un organismo determinado depende
de la eficiente deteccién de estos agentes y la rapidez en las respuestas de ataque o defensa
(Ipcho et al., 2016;Netzker et al., 2015). Asi, estudios transcriptomicos han mostrado que los
hongos reaccionan a la presencia de bacterias activando la expresién 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, porejemplo, su cultivo con Streptomyces rapamicinicus induce un elevado nimero
de genes contiguos que incluyen, al menos, dos cluster del metabolismo secundario, los
definidos porlas PKS An7903 (dbal) 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 proteinas que predictivamente contienen un péptido sefial, lo que sugiere que
podrian ir ancladas a membranas celulares o que podrian incorporarse a la ruta de secrecion,
cuya maquinaria esta polarizada en A. nidulans y dirige los cargos hacia la punta de la hifa
(Markina-Inarrairaeguietal., 2013;Pantazopoulouy Penalva, 2009). Entre las proteinas de este
cluster, también se predice la presencia de una proteina, dbaD, transportadora de la
superfamilia MFS (de las siglas eninglés: major facilitator superfamily). La presencia de genes
gue codifican este tipo de transportadores es tipica en cluster-s del metabolismo secundario,
ya que, promueven el trafico de compuestos especificos entre organulos o participan en su
exportacién celular (Colemany Mylonakis, 2009). Considerando la actividad que el cluster dba
podria teneren la viabilidad de A. nidulans frente a otros microorganismoa competidore (M.
luteus), y debido al aumento de la expresion de sus genes en el mutante AfIbB, este fondo
genético podriaser el adecuado para estudiarlalocalizacién de las proteinas correspondientes

y el mecanismo a través del cual podria ser secretado el metabolito DHMBA.

Redes de regulacion transcripcional.

Mas alla de la participaciéon de urdA y el cluster dba en el control del desarrolloy el
metabolismo secundario, respectivamente, la técnica del RNA-seq y el disefio experimental
utilizado han proporcionado unavisién general de las relaciones que a nivel genético pueden
existirentre elementos de unamismao diferentes redes de regulacion. Entérminos generales,
el control de la expresién génicase rige porgrandesredes de regulacion interconectadas entre
si (Davidson, 2010;Peter y Davidson, 2011), donde los FFTT tienen un papel principal de
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coordinacion (Jothi et al., 2009). Para comprender el modelo de organizacion de estas redes
transcripcionales hay que considerar dos tipos principales de estructura, la “autocratica” y la
“democratica” (Bar-Yam et al., 2009). La estructura estrictamente jerarquica o “autocracia
molecular” se define como unaorganizacién en laque existen multiples niveles de genesy su
regulacidon esta jerarquizada (Deplancke et al., 2006;Yu y Gerstein, 2006). Una estructura
“democratica” fuertemente interconectada seria, sin embargo, aquella en la cual todos los
genes se regulan mutuamente (Bar-Yam et al, 2009;Jothi et al., 2009). Bar-Yam vy
colaboradores, junto conJothiy colaboradores, propusieron que las redes transcripcionales de
los sistemas celulares incorporaban caracteristicas de organizacion de ambos tipos de
estructuras (Bar-Yam et al., 2009;Jothi et al., 2009). Asi, en este modelo de redintermedio, hay
regulacion mutua, perotambién hay relaciones jerarquicas entre los genes. Esto significa que
unos pocos FFTT altamente influyentes, denominados reguladores globales, controlan,
directamente oatravésde otros FFTT, la expresion de un nimero elevado de genes, mientras
que la mayoria de FFTT, los reguladores especificos de ruta, regula la expresiéon de un nimero
limitado de genes. Por ello, el efecto de la delecidon de un gen es siempre relativo a su

importancia en lared o redes de las que forma parte y al nimero de genes regulados por él.

El tratamiento estadistico de los resultados de secuenciacidn sugiere que la ausencia
de actividad FIbB puede afectar significativamente alaexpresion de 1168 genesenlafase VGy
386 en la fase AD. De ellos, mas de 45 estdn anotados como genes que codifican FFTT.
Considerando que, segun Wortman y colaboradores, el genoma de A. nidulans codifica 490
posibles FFTT (Wortman et al., 2009), este nimero podriasuponer casi el 10% del total de FFTT
de este organismo. De los 45 FFTT, 20 pertenecen a la familia del tipo Zn(I1)2Cys6, los cuales
suelen actuar como reguladores especificos de rutay cuya actividad suele estar subordinada

con respecto ala de los reguladores globales (Todd y Andrianopoulos, 1997).
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Ademas de una confirmacidon experimental de los cambios en la expresidn de estos
FFTT en el mutante nulo de flbB, lacontinuacién de esta linea de trabajo deberia determinar si
estaregulaciéon puede ser porunidndirecta a los promotores de estos genes o si es indirecta.
Para ello, habria 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
inmunoprecipitaciéon de cromatina (ChlP; delinglés, chromatin immunoprecipitation) (Orlando
et al., 1997). También podrian emplearse técnicas masivas como el ChlPseq (Chung et al.,
2014), pudiendo ser utilizado para mapear de una forma precisa los sitios de unién a DNA de
cualquier FT de interés. La integracion de los resultados del ChiP-seq y los del RNA-seq
contribuiriaa determinarlasredes de regulacidon enlas que participaFIbB y el tipo de relacidn
(jerarquica o democratica) que presenta respecto a los FFTT que controlan dichas rutas.
Resultados previos y aquellos obtenidos en esta tesis doctoral han mostrado que FlbB
establece unarelacién dual con FIbD, ya que, controla su expresidn pero a su vez se coordina
con él para regular a brlA. El propio brlA y también urdA estan, sin embargo, sometidos al
control jerarquico de los UDAs. Entre los genes del cluster dba también se encuentran dbadA,
que codificaun FT tipo Zn(I1)2Cys6, y dbag, el cual, debido a su homologia con afu4g00710 de
A. fumigatus, probablemente también codifique un FT que pertenece a la misma familia de
reguladores transcripcionales (Gerke et al., 2012). Ambos, ademas de codificar reguladores
especificos de ruta (Todd y Andrianopoulos, 1997), estdn sometidos a la actividad UDA. Asi, se

puede proponer que FIbB participa en redes tanto democraticas como jerdrquicas.

Comunicacion punta-nucleo y regulacion transcripcional de Ila
conidiacion en A. nidulans.

La localizacién apical de FIbB es un requisito previo a lainduccién de la expresidn de
brlA enelnucleo (Herrero-Garciaetal., 2015). Su posterior migracién desde la punta al nucleo
comprende, a priori, dos etapas secuenciales: transporte basipetal e importacién al nucleo.

Esta tesis doctoral ofrece resultados preliminares, principalmente, en torno al papel en |la

150



Discusiéngeneral.

acumulacién nuclear de FIbB de uno de sus dominios funcionales (NLS) y el FT FIbD. Dichos
resultados se resumen, acontinuacién, en un modelo que se divide en dos etapas principales:
1) migraciéon de FIbB desde la punta de la hifa vegetativa y acumulaciéon en el nucleo y 2)

regulacion transcripcional.

Nucleo BB,y
TR, @

-

>
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Membrana plasmatica

Figura 6.1. Modelo para la dinamica basipetal y actividad transcripcional de FIbB en hifas
vegetativas. Se representan las dos etapas principales: 1) Migracion desde la punta de la hifa
vegetativa al ndcleo, la cual, es probablemente MT-dependiente. El dominio NLS de FIbB
(Herrero-Garcia et al., 2015) y FIbD juegan un papel central en la acumulacién nuclear. 2)
Regulacién transcripcional. Unién de FIbBy FIbD al promotorde briIA y control de su expresiéon
(Garzia et al., 2010).

Transporte basipetal y acumulacion nuclear de FlbB.

Los resultados obtenidos con las cepas que contienen las mutaciones K67A y R68A, asi
como la similitud de la secuencia situada entre los aminodacidos K57 y G70 con una secuencia
bipartitaconsenso de localizacidon nuclear, apoyan la hipdtesis de que dicho dominio de FlbB,
al que denominamos NLS, es clave en su acumulaciéon nuclear. Estas observaciones permiten
especular sobre una posible relacion funcional de FIbB con el dimero importina a/B,
KapA/KapBen A. nidulans, tal y como se sugiere en la Discusion del capitulo 5. Dicha hipotética
relacién podria desglosarse en dos opciones posibles. En primer lugar, el dimero KapA/KapB
podria sernecesario para el transporte punta-nucleo de FIbB. Esta posibilidad viene apoyada

por el hecho de que KapA y KapB muestran un movimiento citoplasmico simultaneo,
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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 dindmica citoplasmica, KapA y KapB podrian no ser
necesarios para el transporte basipetal de FIbB y limitarse a la importacién al nucleo.
Experimentos que ayudarian a determinar cual de las dos posibilidades es la real han sido

también propuestos en la Discusion del capitulo 5.

El primer caso estableceria nuevas similitudes en comparacién con otros tipos de
células polarizadas donde el papel desempefiado por las importinas-a/-B en el transporte
basipetal de largadistancia 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 existenciade FFTTy co-
reguladores sindpticos o localizados en el cono axonal que son también cargos de las
importinas-a y - (Ben-Yaakov et al., 2012;Panayotis et al., 2015). Dichos mecanismos de
sefalizacidn entrelos sitios de polaridad y el nicleo neuronal son esenciales en el control de
diversos procesosy respuestas celulares (Ji y Jaffrey, 2014;Karpova et al., 2012). En neuronas,
por ejemplo, el mRNA de laimportina-p se acumula de forma asimétrica en axones mientras
que la importina-a se encuentra en los axones en asociacidon constitutiva con el motor
retrogrado dineina. Después de unalesion, el mRNA de la importina- se traduce a nivel local
enelsitiodelalesionyestoconduce alaformacion de heterodimeros importina f1/a unidos
a ladineina, los cuales transportan activamente cargas de sefializacion al nucleo (Hanz et al.,
2003). De forma similar, KapA y KapB podrian también tener un papel importante en el
transporte a larga distancia de cargos entre punta y nucleos de las hifas de A. nidulans, através
delarecepcionde seiiales especificasy laformaciéon de complejos de sefalizaci 6n. A pesar de
las similitudes en la dindmica citoplasmatica de los homdlogos de las importinas-a y — en
hifasy neuronas (Etxebeste et al., 2013), el andlisis de esta hipdtesis requeriria la realizacién
de experimentos adicionales como lalocalizacion de los respectivos mRNAs o la identificacion
de posibles cargos de las fracciones citoplasmicas de ambas carioferinas.
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La movilidad citopldasmicade FIbB depende de la actividad FIbD, ya que esta aumenta
al delecionaraflbD. Porello, el fondo genético AflbD puede ofrecer una herramienta Util para
identificarelementos adicionales necesarios en el transporte basipetal del bZIP. Los resultados
obtenidos en estatesis doctoral muestran un movimiento bidireccional y sugieren que éste es
MT-dependiente. A pesarde latodavia limitadaintensidad enlafluorescencia de FIbB en este
fondo genético, su movimiento citopldsmico podria considerarse cualitativamente similar al
descrito para la dindmica subcelular de los endosomas que contienen la proteina RabA
(Abenza et al., 2009). Las GTPasas de familia Rab estan ancladas a la membrana mediante los
grupos prenilo de suextremo C-terminal y por su capacidad para reclutar, en la conformacién
unida a GTP, efectores especificos 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 poblacién de endosomas correspondiente podria transportar, a
su vez, poblaciones de KapAy KapB (Etxebeste et al., 2013). Asi, una hipotética relacion entre
el transporte basipetal de FIbB, las importinas KapA y KapBy el transporte en endosomas es

una posibilidad a estudiar en el futuro.

Debe considerarse, por otro parte, que la delecidn de fIbD deriva en la ausencia de la
acumulacién nuclear de FIbB mientras que su sobreexpresién parece aumentarla. La Unica
localizacién subcelular descrita hasta el momento para FIbD en hifas vegetativas es nuclear
(Garzia et al., 2010;Son et al., 2014), lo cual, lleva a sugerir que su papel no esta relacionado
con el transporte basipetal de FIbB, sino con su retencién en el nucleo. Ello, a su vez, abre la
puerta a una posible interaccidon entre ambos FFTT, la cual, se apoya por el momentoenla
capacidad de laquimera GST::FIbBde reteneraFlbD::HA;, en los ensayos de pull-down. Por lo
tanto, teniendo en cuenta estas observaciones, se propone que FIbB y FlbD podrian
interaccionarenel nicleo, pudiendo ser ése el mecanismo de retencion de FIbB. En cualquier
caso, esta hipotesis requeriria, en primer lugar, confirmar que la sobreexpresion de FlbD va
acompafada también de un aumento significativo de su propia localizacion nuclear.
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Control transcripcional de la expresion de brl/A através de FIbB y FIbD.

Las primeras publicaciones sobre los genes flb ya mostraron una clara disminuciéon de
la expresién de brlA en sus mutantes de pérdidade funcion (flb') (Wieser et al., 1994). Trabajos
posteriores describieron que, tras 4-6 horas desde lainducciéon de la conidiacién, flbBy flbD
presentaban un pico de expresion que precedia a la de brlA (Etxebeste et al., 2008;Garzia et
al., 2010). Resultados basados en experimentos de unién proteina-DNA demostraon que tanto
FIbB como FlbD se unian a unfragmento de 300 nt-s del promotor de brlA (Garzia et al., 2010).
Una busquedadentro de este fragmento de promotor de secuencias similares a las consenso
paralauniénde FFTT del tipo bZIPy c-Myb permitié predecir posibles secuencias diana tanto
para FIbB como para FIbD, de modo que la hipotética diana de FIbB estaria situada entre las
dos posibles dianas de FIbD (Garzia et al., 2010). Sin embargo, la unién a dichas secuencias no
ha sido confirmadaaun (Garzia et al., 2010). El analisis mediante la técnica ChIP de esa regién
de 300 nt-s mostré que la uniéon de FIbB se inhibia en un fondo mutante AflbD (Garzia et al.,
2010), probablemente, tal y como se ha descrito en este trabajo, como consecuencia de la
ausenciade acumulacién nuclearde FIbB 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 analisis in vitro,
dicha unién a DNA podria indicar que FIbB y FIbD no se requieren el uno al otro para unir al
DNA. Teniendo en cuenta estas observaciones, junto al resto de resultados acerca de la
relaciénfuncional entre FIbBy FIbD obtenidas en esta tesis doctoral, se abre la posibilidad de
especular sobre diferentes modelos posibles de regulacién transcripcional o cooperatividad

entre ambos FFTT en el nucleo (Siggers y Gordan, 2014).

Uno de los modelos posibles que incluye la unidon a DNA sin interaccién entre los FFTT
eselbasado enlos FFTT pioneros (Zarety Carroll, 2011). Los FFTT pioneros reclutan complejos

de remodelacién de lacromatina que conducen al reposicionamiento del nucleosoma a fin de

154



Discusiéngeneral.

aumentar la accesibilidad y unién de otros FFTT que sin dicha remodelacién no podrian
acceder a sus sitios diana (Magnani et al., 2011;Soufi et al., 2015;Spitz y Furlong, 2012). Otro
escenario posible es el modelo de regulacion coordinado, el cual, ya ha sido previamente
propuesto para FFTT del tipo bZIP y c-Myb (Tahirov et al., 2002). Este modelo propone una
unién previa e independiente al DNA de cada FT y posterior interaccidon entre ambos FFTT
(Andronis et al., 2008;Tahirov et al., 2002). En el caso descrito por Tahirov et al. (2002), los
autores analizaron el sistemade regulacion transcripcional formado por las proteinas c-Myb y
B/EBPB, un c-Myb y un bZIP, respectivamente, que controlan conjuntamente la transcripcién
de genes especifica de células mieloides (Lipsick y Wang, 1999). Los autores describen la
cadena de eventos necesarios para lainduccién del gen diana. En primer lugar, la proteina c-
Myb une al DNAYy despuésel bZIP une el complejo c-Myb-DNA, generando el complejo bZIP-
cMYb-DNA. Este complejo requiere de la formacion de un bucle en el DNA que derivaen la

activacion sinérgica de la expresién del gen diana (Tahirov et al., 2002).

Para la elucidacidn del mecanismo transcripcional a través del cual FIbB y FlbD
controlan la expresion de brlA y conocer si hay unién a DNA antes o después de la hipotética
interaccién entre ellos habria que determinar, en primer lugar, la secuencia diana de cada FT
en el promotor de brlA. Para ello, habria 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 incluirian mutaciones en éstas y se repetirian los
experimentos de retardo en gel para confirmar la pérdida de unién (Espeso y Penalva, 1996).
La determinacién de las secuencias diana permitird no sélo realizar andlisis que se describiran
a continuacion sino ademds conocer su posicion relativa (“motif gramar” o “motif
possitioning”) en el promotor de brlA, un factor relevante en muchos mecanismos de
regulacion (Senger et al., 2004;Swanson et al., 2010;Tahirov et al., 2002). Conocer las
distancias entre ambas secuencias diana permitiria analizar, por ejemplo, si ambos FFTT se
situarian al mismo lado de la doble hebra o estudiar si podrian establecer una interaccién
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directa o necesitarian una conformacién especifica del DNA parainteraccionar (Spitzy Furlong,

2012).

La generacidn de cepas con mutaciones enlasdianas unidas por FIbB, FIbD o ambos en
el promotor de brlA permitiria analizar si la unidon de ambos FFTT al DNA es necesaria para su
retencidon en el nucleo, la relacidn de esta retencidn con su interaccidn y por supuesto, la
importanciade estaretenciénenlainduccién de laconidiacidn. Estos resultados, junto con los
obtenidos en los experimentos de mutagénesis de flbD (ver Discusion del Capitulo 5) y los
presentados en esta tesis doctoral podrian completar la caracterizacién del mecanismo de

union de FIbB y FIbD al promotor de brlA en la fase vegetativa.

Sinembargo, hay que teneren cuenta que la unién de FIbB y FIbD al promotor de brlA
descrita al inicio de esta seccion se analizo en hifas vegetativas (Garzia et al., 2010), es decir,
antes de lainduccion de la conidiacién. Por lo tanto, la unién 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 configuracién de los FFTT en el promotor de brl/A varie durante las
distintas fases de desarrollo, tal y como proponen (Lee etal., 2016). Por ello, seria conveniente
repetir los experimentos de ChIP utilizando muestras recogidas durante la reproduccién
asexual, paraversise mantienen lossitios de uniénde los FFTT o varia la afinidad de cada FFTT
por su diana en el promotor de brlA. Después de la induccién de la conidiacion, hay un
aumento en la transcripcion de flbB (Etxebeste et al., 2008) y los niveles de proteina FIbB
(comunicacién personal de Elixabet Perez de Nanclares Arregi). Ese aumento en los niveles de
proteina FIbB podria llevar a sugerir que la cantidad de proteina unida a DNA pudiese ser
critica para la induccién de la expresion de briA (modelo aditivo, es decir, la activacion es
proporcional a la concentracién del FT y el grado de ocupacién de sus sitios de unién en el
DNA) (Giorgetti et al., 2010). Pero laexpresion de brlA depende de la actividad de multitud de

FFTT (Lee et al., 2016). Por lo tanto, el aumento de la cantidad de FIbB y FIbD unidos a su
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promotor, combinado con la modificacién de los co-reguladores, podrian serlos modulares del

mecanismo de union a DNA, induciendo la sintesis del conidiéforo.

En resumen, el transporte basipetal se daria sobre filamentos de tubulina y la
acumulacién nuclearde FIbBrequiere, al menos, el dominio NLS de FIbBy una forma funcional
de FIbD. Una vez en el nucleo, ambos FFTT interaccionarian y unirian al promotor de br/A de
forma cooperativa, aunque se desconoce actualmente en qué orden tienen lugar estos
eventos. Ademas del control de la conidiacion, la actividad UDA esta 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

puedenobtenerde este trabajo son las siguientes:

1)

Una probable NLS es esencial paralaacumulacién nuclear de FIbB en hifas vegetativas.
Los nivelesde FIbD (probablemente en su forma nuclear) regulan la cantidad de FIbB
acumuladaenlosnucleos. Enausenciade FIbD, FIbBquedaen el citoplasmay describe
un movimiento bidireccional que aparentemente depende del citoesqueleto de
tubulina.

La actividad transcripcional de FIbB es necesaria no sélo para la induccién de la
conidiacién sino que actua sobre otras redes de regulacién adicionales.

La ausencia de fIbB desregula la transcripcion de diversos cluster del metabolismo
secundario. Laexpresién 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.

FIbB regula el balance entre los ciclos de reproduccién asexual y sexual através de
UrdA. La ausenciade urdA provoca una disminucién en laconidiaciéony unaumento en
la formacion de cleistotecios, por lo que se postula como un FT represor del ciclo

sexual.
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ANEXO 1. RNA-seq. Andlisis de la reproducibilidad de las
muestras.

El RNA-seq realiza un andlisis cuantitativo del transcriptomay en el caso de esta tesis
doctoral, dosfueron las réplicas bioldgicas realizadas por cepa (AflbBy WT) y condicién (VG y
AD). Debido al uso de duplicados, se comprobd la homogeneidad y reproducibilidad de las
muestras antes de empezar a examinar los resultados de secuenciacién. Para analizar la
homogeneidad se examind lagrafica de densidad, donde se representa la densidad de genes
respectoa losvalores FPKM(Figura 7.1A). Concretamente, laatencién se centré en comprobar
gue la distribucién de ladensidad de los genes respecto alos 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 pardmetro FPKM indica el valor cuantitativo y normalizado de las lecturas de cada
gen, es decir, es el pardmetro clave que representa el nivel de expresion de cada gen en cada
fase de desarrollo. Poreso, fue también empleado parael estudio de la reproducibilidad en las
réplicas biolégicas. Cada punto de cada grafica en la Figura 7.1B muestra los dos valores log,q
(FPKM + 1) para un gen determinado en cada réplica bioldgica (ejes X e Y), por cepay
condicién. En todos los casos, la correlacion fue igual o superior a 0.9 (ryg= 0.98 y ryp = 0.92
para la cepa silvestre y ryg = 0.90 y rap = 0.99 para la cepa nula en flbB). Las directrices

generales establecidas por el proyecto ENCODE (https://www.encodeproject.org) respecto a

los duplicados bioldgicos validaron las muestras analizadas al presentar estas correlacione s

iguales o superiores a 0.90.
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Figura 7.1. Validacidon de los resultados de secuenciacion. A) Grafica de densidad que
representa la densidad de los genes respecto a los valores FPKM para las cuatro muestras
analizadas. B) Analisis de la reproducibilidad de los replicados biolégicos. Los graficos
superiores representan las muestras correspondientes ala cepa silvestre (VG, izquierda, y AD,
derecha) y las gréficas inferiores son para las muestras de la cepa AflbB. Los ejes X e Y
representan los valores log,, (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, emparejd las secuencias de las fases VG y AD por separado. Porlotanto, se podria
deducir que la ausencia de flbB no cambia de forma significativa el perfil de expresién como
para perder las caracteristicas y similitudes esenciales de cada fase de desarrollo, no sélo en

VG sino también en la fase AD.
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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:

AAN2578 AAn8910

3 .
4
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s

AflbB AfIbB; AAn2578 AflbB; AAn8910

V..
| —_—

Figura 7.3. Fenotipo de las cepas AAn2578 y AAn8910 en comparacidon con los parentales
silvestre y AflbB. Las imagenes fueron tomadas tras 48 horas de cultivo a 372C en MMA.
Barra de escala=1cm.
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190



Anexos.

ANEXO 6:

Concentracion de M. luteus (relativa a la
concentracion de conidios de A. nidulans)

101 251 50/1

AflbB
AdbaA
+
M. luteus
AflbB
AdbaD
+
M. luteus
AflbB
AdbaG
+
M. luteus

= . . . .

Adbal

+
M. luteus

Figura 7.6. Comparacién fenotipica entre la cepa AfibB (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 flechanegrasindican la regién

de co-cultivo. Lasrelaciones entre las concentraciones de células bacterianas y conidios estan

AflbB
+

M. luteus

AflbB
AcipB
+
M. luteus

indicadas en cada columna. Barra de escala, 2 cm.
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ANEXO 7:

GFP:FIbB™®

Figura 7.7. Localizacién subcelular de la quimera mutante GFP::FIbB™*". Barra de escala = 10
pm.
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ANEXO 8:

GENETICS | INVESTIGATION

Beyond Asexual Development: Modifications in the
Gene Expression Profile Caused by the Absence of
the Aspergillus nidulans Transcription Factor FIbB

Elixabet Oiartzabal-Arano,*:' Aitor Garzia,*' Ana Gorostidi,' Unai Ugalde,* Eduardo A. Espeso,*

and Oier Etxebeste*?

*Department of Applied Chemistry, Faculty of Chemistry, University of The Basque Country, Manuel de Lardizabal, 3, 20018, San
Sebastian, Spain, TBiodonostia Research Institute, Genomic Platform, Doctor Begiristain, s/n, 20014, San Sebastian, Spain,
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ABSTRACT In the model fungus Aspergillus nidulans, asexual development is induced from vegetative hyphae by a set of early
regulators including the bZIP-type transcription factor FIbB. To determine the range of genes under the influence of the transcriptional
activity of FIbB and to characterize their role in fungal development, we sequenced and compared the transcriptomes of a AflbB
mutant and its isogenic wild-type strain at different developmental stages. Results confirmed the activating role of FlbB on downstream
regulators of conidiation such as flbD and brlA. However, FIbB has additional functions beyond the induction of asexual development.
Among the changes observed, absence of a functional FIbB caused induction of the dba cluster and synthesis of a secondary
metabolite with bactericidal properties. In addition, a new transcriptional target of FIbB was unveiled, urdA, that codes for a putative
transcription factor that represses premature sexual development. Taken together, our results indicate that the activators of asexual
development simultaneously exert a role on other cellular functions, including an inhibitory effect on the sexual cycle, and reinforce the

hypothesis that mutually exclusive metabolic and cellular patterns are associated with different morphogenetic programs.

KEYWORDS Aspergillus nidulans; mRNA sequencing; transcriptional regulation; development; secondary metabolite cluster

ELLULAR morphogenesis can be defined as programmed

gene expression changes that lead to the development
of specialized cell types. Basic eukaryotic morphogenetic
mechanisms are commonly studied using fungi as mo-
dels. Aspergillus nidulans is a nonpathogenic fungus that
is phylogenetically related to clinically important species
(A. fumigatus) as well as species with economical or indus-
trial value such as A. niger and A. oryzae. In addition, A.
nidulans is the main reference organism in basic studies of
asexual development (Etxebeste et al. 2010a; Park and Yu
2012). The production of asexual spores (conidia) is in-
duced in nonspecialized cells called vegetative hyphae and
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involves the biogenesis of a succession of cell types that
results in the generation of structures called conidiophores
(Mims et al. 1988).

A significant number of genes involved in asexual de-
velopment have been identified and characterized (Etxebeste
et al. 2010a; Ni et al. 2010; Park and Yu 2012). Some of them
are specific to the morphogenetic process and control the later
stages leading to conidia production. brlA, the first develop-
ment-specific transcription factor; abaA; and wetA constitute
the backbone of the central developmental pathway (CDP)
and regulate the expression of genes involved in the correct
spatiotemporal formation of the conidiophore cell types (Park
and Yu 2012).

The specialization of vegetative hyphae into asexual re-
productive structures is induced by exogenous and endoge-
nous stimuli (Fischer and Kiies 2006). This requires the
existence of an efficient genetic mechanism to guarantee that
these cues are correctly transduced into signals that activate
the CDP. This role is played by upstream developmental acti-
vators (UDAs) (Wieser et al. 1994; Etxebeste et al. 2010a),

Genetics, Vol. 199, 1127-1142  April 2015 1127
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Figure 1 Model for the induction of conidiophore development through FIbB. The bZIP transcription factor is retained at the tip of vegetative hyphae
through the interaction with FIbE (left). The complex may play a sensor role in the reception of inducing environmental signals, which would provoke
a modification of FIbB sequence (FIbB*) and its transport to the nucleus (right). There FIbB activates the expression of flbD, and then both factors jointly
induce the expression of brlA, the first conidiation-specific transcription factor. Updated from Etxebeste et al. (2010a).

a set of proteins that launch the initial morphogenetic trans-
formations leading to vesicle formation. Loss-of-function muta-
tions in UDA genes yield the “fluffy” phenotype, characterized
by the absence of brlA activation and thus cell differentiation
(Wieser et al. 1994).

A key UDA factor in the activation of brlA is FIbB, the first
transcription factor in A. nidulans detected at the tip of vege-
tative hyphae (Etxebeste et al. 2010a). Apical FIbB is thought
to act as a sensor mechanism involved in the transduction of
environmental signals to nuclei (Figure 1). Nuclear FIbB first
induces the expression of the cMyb-type UDA transcription
factor—coding gene fIbD, and then both factors jointly bind
brlA promoter to trigger conidiophore development.

To gain a better understanding of FIbB activity and iden-
tify new transcriptional targets, we sequenced the trans-
criptomes of a AflbB mutant and its isogenic wild-type (WT)
strain at specific stages of the A. nidulans life cycle. Results
indicate that FIbB has an important role not only in the
induction of the asexual process but also in the repression
of a premature induction of sexual development. The inabil-
ity to induce asexual development caused by the absence of
FIbB also results in an important variation in the expression
of secondary metabolite clusters and the production of an-
tibacterial metabolites.

Materials and Methods
Fungal strains and culture conditions

We used for the RNA-seq experiment A. nidulans strain BD143
(Etxebeste et al 2008) as an flbB null mutant and strain
MAD2666, which was provided by Dr. A. Markina-Iharrairaegui,
as the isogenic WT reference (Garzia et al. 2013). Vegetative cell
samples and those from the asexual stage were obtained as
described previously (Garzia et al 2013). Two biological repli-
cates were processed for each culture condition and strain.

1128 E. Oiartzabal-Arano et al.

Genomic cassettes for the generation of urdA, dba-
cluster or An2030/2038-cluster mutants were amplified
through the fusion-PCR technique (Yang et al. 2004). The
oligonucleotides and strains used are shown in sup-
porting information, File S1, Table S1 and Table S2,
respectively. Transformation of A. nidulans protoplasts fol-
lowed the protocol described by Tilburn et al. (1983). The
revertant strain for the null urdA mutant was generated by
transforming protoplasts of this strain with a genomic cas-
sette bearing the urdA ORF plus its promoter and the 3'-UTR
region. The selection of transformants was done using 5-
fluoroorotic acid (FOA; 2 mg/ml; Apollo Scientific, Chesh-
ire, UK), and the homologous recombination of the con-
struct at the urdA locus was confirmed by Southern blot.
Northern and Southern blot experiments (oligonucleotides
for probe generation are shown in Table S1) were done as
described previously (Garzia et al. 2009). Aspergillus minimal
medium (MMA) was prepared as described by Kafer
(1965). Saline or osmotic stress conditions were induced
by adding sodium dihydrogen phosphate (0.5 M), sucrose
(1 M), sorbitol (1.2 M), or NaCl (0.8 M) to MMA. Cyclo-
heximide (20 pg/ml) was used as an inhibitor of mRNA
translation.

Quantitative counts of conidia (in conidia/cm?) were
obtained after culturing strains in MMA at 37° for 72 hr.
Colony diameters were measured and spores collected and
quantified using a hemocytometer. Cleistothecia counts
were obtained after culturing strains in MMA for 156 hr.
The protocol described by Baidya et al. (2011) was fol-
lowed. Briefly, cores (8 mm in diameter) were collected
from each plate, and ethanol (70%) was sprayed onto
the core surface to facilitate visualization of cleistothecia
under the microscope. Results provided are the mean val-
ues of three replicates per strain and condition with the
standard error of the mean (SEM).
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Cocultures of A. nidulans and Micrococcus luteus were
prepared starting from solutions containing 107 A. nidulans
conidia or 108 bacterial cells per milliliter. Briefly, fungal
conidia and bacterial cells were independently cultured at
200 rpm for 4 hr at 37° or 1 hr at 30°, respectively. Fungal
conidia were diluted in Eppendorf tubes to 10° per milliliter,
and increasing concentrations of bacterial cells were added
to each tube (0, 107, 2.5 X 107, and 5.0 X107 cells/ml,
respectively). Control tubes containing only bacterial cells
were prepared using the same set of concentrations. Then
10 pl of each mixture (2.0 X 10* conidia) was point in-
oculated on Luria-Bertani (LB) plates adequately supple-
mented to support growth of the fungal strains assayed.
Photographs were acquired after 48 hr of culture. At this
time point, 0.60-cm plugs from the cultures were excised.
Cells were resuspended in 2.5 ml of LB medium by vortexing
for 30 sec. Bacterial cells were counted using a hemocytom-
eter. All results are the mean and SEM of three biological
and nine technical replicates per strain.

RNA isolation, mRNA library construction, and
Hllumina sequencing

Total RNA extraction from cell samples was performed
according to the Invitrogen protocol (Invitrogen, Carlsbad,
CA) based on TRIzol reagent (Garzia et al. 2013). An
RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA) was used for
RNA sample purification. The concentration and integrity
of total RNA were checked using a Nanodrop (Thermo
Fisher Scientificc Waltham, MA) and a Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA).

mRNA libraries were prepared from A. nidulans total RNA
samples following Illumina standard protocols (Ilumina,
San Diego, CA). Briefly, each total RNA sample (20-50 pg)
was treated with DNase and enriched for mRNA using
oligo(dT) tags. Samples of poly(A) RNA (0.2-1 pg) were
fragmented into smaller pieces (200-500 bp; mean for all
libraries is approximately 280 bp) and used to synthesize
cDNA. The ¢DNA library construction involved end repair,
A-tailing, adapter ligation, and library amplification fol-
lowed by cluster generation and sequencing. Sequencing
was performed in a pair-end-read, 2X 76-base mode on a
GAIIx Sequencer (Illumina) running four samples per lane
(multiplexing).

Demultiplexing, mapping, assembling, and quantifying
sequencing data

Sequences were demultiplexed with demultiplexing soft-
ware by Brian J. Knaus (http://brianknaus.com/). Reads
with quality values higher than Q30 in the fastQC program
were introduced for mapping. They were mapped using
Bowtie 2.0.0-beta5 (http://bowtie-bio.sourceforge.net/
index.shtml) using parameters by default. The Aspergillus
Genome Database (AspGD; http://www.aspergillusgenome.
org/) provided version s07-m02-107 of the annotated ge-
nome of A. nidulans, which was used as the template for
mapping.

Vegetative Asexual Development
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Figure 2 Northem blot analysis showing the hourly expression of selected UDA
genes (fIbB, fIbD, fibC, and fluG) and CDP genes (briA, abaA, and wetA), both
during vegetative growth (18-24 hr) and asexual development (1-13 hr after
the induction). The orange rectangles demark time points with the maximum
UDA expression. The red rectangles demark the expression peak for UDAs
during conidiophore development. The blue rectangles demark the inaease in
the accumulation of CDP transcripts. rRNAs are shown as loading control.

Gene expression analysis

Open-source software such as TopHat and Cuffdiff were used
for the mathematical analysis and comprehensive expression
analysis of high-throughput RNA sequencing data. To asso-
ciate with predicted genes, the reference for the gtp file
generated in previous mapping steps was provided in a FASTA
format by the AspGD. TopHat version 2.0.9 (http://tophat.
cbeb.umd.edu/) provided the preformatted mapping files that
were used as input files. The steps described followed the
protocol by Trapnell and colleagues (Trapnell et al. 2012;
Garzia et al. 2013).

Cufflinks version 2.1.1 was used for transcript assembly,
estimation of transcript abundance, and testing of differential
expression. The significance in the expression difference of
a specific gene in two genetic backgrounds was determined,
which calculates the P-value (the uncorrected P-value of the
test statistic) and the Q-value [the false-discovery-rate (FDR)-
adjusted P-value of the test statistic]. An expression difference
will be significant if P is greater than the FDR after Benjamini-
Hochberg correction (Benjamini et al. 2001) for multiple
testing (in our case, Q-values between 0 and 0.05 indicate
significant changes). Data were analyzed in the R statistical
language based on CummeRbund and pheatmap packages.

Gene ontology analysis

Gene ontology terms for each A. nidulans gene were obtained
from the AspGD (http://www.aspgd.org/download/go/gene
association.aspgd.gz) and were related with terms downloaded
in OBO from the Gene Ontology (GO) project (http://www.
geneontologyorg/ontology/obo_format_1_2/gene_ontology
ext.obo). The GO project provided a standardized set of
terms describing the molecular function of genes. We used
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Figure 3 Experimental approach and clustering of significantly deregulated genes. (A) Experimental design and general transcriptomic results. Strains
(AflbB and an isogenic WT strain) and time points selected [19 hr of vegetative growth (VG) and 5 hr of asexual development (AD)] are indicated. Black
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the topGO package from the Bioconductor project (http://
www.biocond uctor.org/packages/release/bioc/html/topGO.
html) to identify overrepresented GO terms from a set of dif-
ferentially expressed genes. Python (http://www.python.org/)
was used to prepare the data using rpy2 (http://rpy.sourceforge.
net/rpy2.html) to call R for the statistical analysis.

Nucleotide sequence accession number

Sequence reads were submitted to the NCBI Sequence Read
Archive (SRA) and deposited under Accession Numbers
SRX206691 for WT (Garzia et al. 2013) and SRX286239 for
AflbB strains.

Quantitative PCR (qPCR)

Total RNA samples from three independent biological replicates
were treated with RNase-free DNase I and purified with the
RNeasy Mini Kit (QIAGEN). First-strand cDNA was synthesized
using the AffinityScript Multiple Temperature ¢cDNA Synthesis
Kit (Agilent Technologies) under the manufacturer’s instruc-
tions. Each ¢cDNA sample was tested in triplicate and included
a control lacking reverse transcriptase.

Specific probes were designed and employed in qQPCR assays
(IDT primers and ZEN double-quenched probes; http://eu.
idtdna.com/site) (Table S1). These probes were designed taking
into consideration the sequences obtained from the RNA-seq
experiment, which coincided with those obtained in a second,
independent cDNA sequencing of An7895, An7896, and An7901
(Table S1). qPCR assays were performed in an ABI 7900 HT
system (Applied Biosystems, Foster, CA) by adding 5 pl of 2X
Brilliant II QPCR Master Mix (Agilent Technologies) to each well
containing 20 ng of the template cDNA, 500 nM of forward and
reverse primers, and 250 nM of the probe (total reaction volume
of 10 pl). Thermal cycling conditions were set as follows: an
initial step at 95° for 2 min and 40 cycles of 20 sec at 95° and
1 min at 60°. We included control reactions without template
[no template controls (NTCs)]. Transcript levels were expressed
in ACt values, which represent Cty,per — Clieference the difference
in the Ct of the target gene compared with reference genes
(actA; mipA).

Results

flbB deletion results in a broad transcriptional
down-regulation

To determine the appropriate time point to compare WT and
AflbB transcriptomes, we performed Northern blot analyses

of the expression of selected UDA genes (flbB, fIbD, flbC, and
fluG) and CDP genes (brlA, abaA, and wetA) all during veg-
etative growth (18-24 hr in Figure 2) and asexual develop-
ment (1-13 hr after induction). UDAs were most clearly
expressed after 18-19 hr of vegetative growth (orange rec-
tangles in Figure 2) and 4-5 hr after induction of conidiation
(red rectangles). The UDA expression peak observed at early
asexual development preceded the induction of CDP genes
(blue rectangles in Figure 2). Taking these results into con-
sideration, we performed two RNA-seq analyses separately
(Figure 3A). The first one analyzed vegetative hyphae
grown for 19 hr in supplemented liquid medium (the acro-
nym VG will be used), whereas the second one compared
the transcriptomes after filtering vegetative mycelia and cul-
turing them for 5 hr in an aerial environment (early stages
of asexual development; acronym AD). This meant that the
AD stage compared a strain developed asexually for 5 hr
(WT) with a second strain (AfIbB) that was incapable of
initiating asexual development.

Two biological replicates were analyzed per strain (an
fIbB null and its isogenic WT strain) and condition (VG and
AD). The density plot in Figure 3B shows a homogeneous
distribution of gene density in the genome across all sam-
ples, whereas the dendrogram in Figure 3C shows paired VG
and AD samples separately. The correlation values obtained
(rve = 0.90 and r,p, = 0.99 for the AflbB mutant and ryg = 0.98
and ryp = 0.92 for the WT strain) (Figure S1) followed the
general guidelines for biological duplicates (correlation must
be equal to or higher than 0.90; https://www.encodeproject.
org/) and thus validated our experimental approach.

Reads obtained for VG and AD conditions, corresponding
to both WT and AflbB genetic backgrounds, mapped for
9564 and 9812 genes, respectively, representing 87.4 and
89.7% of a total of 10,943 genes predicted by the AspGD
(File S1). Fragments per kilobase of exon per million frag-
ments mapped (FPKM) values for all predicted A. nidulans
genes in each strain and condition are shown in Table S3
(VG) and Table S4 (AD).

At VG, 1112 genes were up-regulated with FIbB activity
(higher transcript levels in a WT strain than in a AfIbB
strain; log, FC > 0), while only 56 were down-regulated
(log, FC < 0) (Figure 3A and red color in Figure 3D, Table S5).
In contrast, AD samples showed 311 genes up-regulated and
75 down-regulated when F1bB was present (Figure 3, A and D,
Table S6). Only 139 genes coincided in showing significant
differences in expression in both conditions (listed in Figure S2;

arrows indicate the two transcriptional comparisons analyzed in this work. Dotted arrow indicates a previous transcriptional comparison described by
Garzia et al. (2013). Purple indicates significantly deregulated genes, red is for FIbB up-regulated genes, and green is for FIbB down-regulated genes. (B)
Density plot for the distribution of FPKM values for all genes across the four samples analyzed. (C) Dendogram pairing VG and AD samples separately.
(D) Volcano graphs representing transcriptional comparisons between AflbB and its isogenic WT strain at VG (left) and at AD (right), respectively. Genes
(spots) with significant expression change are in red, and those with a nonsignificant expression change are in black. Log, FC > 0 values correspond to
up-regulated genes, while log, FC < 0 values correspond to down-regulated genes. (E) Heat-map illustration of a one-way hierarchical clustering
analysis of differential expression based on a t-test and Benjamini-Hochberg correction and ranked by Z-score of the log> RPKM, indicating genes that
exhibited the most statistically significant changes in gene expression over the course of the experiment (205 genes in total). Several clusters of genes
with similar expression profiles (EPs) were observed. Three of these EPs are indicated as F, G, and H and are presented in the corresponding panels,
which show logio (FPKM + 1) values in each strain and condition for genes from each EP.
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Table 1 Up-regulated and down-regulated top 20 genes in VG and AD stages

Value of Value of
Rank Gene AflbB VG WT VG Log, FC Description
Up-regulated
1 AN2578 3:37 1307.97 8.60 Predicted peroxidase activity
2 AN8910 0.06 19.98 8.30 Putative polyketide synthase (PKS)
3 trxB 0.92 147.25 7.32 Putative thioredoxin reductase
4 AN2941 0.95 115.28 6.93 Unknown
5 AN7266 2.28 204.04 6.49 Unknown
6 ANO546 0.36 32.10 6.48 Unknown
7 AN11210 0.50 43.85 6.45 Unknown
8 AN10473 0.16 13.52 6.44 Unknown
9 AN10505 0.10 8.57 6.42 Putative unsaturated rhamnogalacturonan hydrolase
10 AN11990 0.76 63.25 6.37 Unknown
1 AN5664 0.47 35.93 6.26 Unknown
12 flbB 242 153.27 6.18 Transcription factor involved in regulation of
conidiophore development
13 AN3557 0.98 62.70 6.00 Unknown
14 agnk 0.20 11.68 5.90 Putative a-1,3-glucanase
15 AN3228 0.12 6.93 5.87 Predicted prenyltransferase
16 AN11215 1.53 71.75 5:55 Predicted metal ion transmembrane transporter activity
17 AN2352 0.48 22.58 5:55 Unknown
18 AN8445 3.08 127.78 5.37 Putative aminopeptidase Y
19 AN11313 3.53 141.02 5.32 Unknown
20 AN4394 3.82 143.46 5:23 Putative positive regulation of asexual sporulation
Down-regulated
1 AN2034 187.30 3.12 —-5.91 Unknown
2 AN7898 18.23 0.31 —5.87 Predicted role in transmembrane transport
3 gelD 501.96 9.38 —5.74 Putative 1,3-B-transglycosidase
4 AN8308 530.99 12.35 —5.43 Unknown
5 AN2035 6.09 0.15 =533 Putative polyketide synthase
6 cipB 323.65 8.23 —5.30 Putative oxidoreductase
7 AN2032 10.68 0.40 —4.73 Putative polyketide synthase
8 AN2031 48.36 2.00 —4.60 a/B-Hydrolase
9 AN2033 66.93 3.66 -4.19 Predicted monooxygenase activity
10 AN2038 71.01 3.90 —4.19 Predicted oxidoreductase activity
1 AN2030 244.00 13.74 —4.15 Predicted oxidoreductase
12 AN2036 27.90 1.63 —4.09 Putative transcription factor; predicted role in secondary
metabolism
13 AN7896 44.34 2.76 —4.01 Transcription factor with a role in secondary metabolism
14 AN2037 558.34 41.44 -3.75 Predicted NAD binding oxidoreductase
15 AN8099 70.91 6.03 —3.56 Putative oxalate decarboxylase
16 AN7796 116.56 13.19 -3.14 Predicted role in transmembrane transport
17 AN11702 268.14 30.67 -3.13 Unknown
18 AN7901 15.78 1.94 -3.02 Putative fungal transcription factor
19 fur 514.57 64.50 —3.00 Protein with homology to the S. cerevisiae uracil
transporter Furdp
20 AN6782 15.10 1.91 —2.99 Predicted sodium:dicarboxylate symporter activity
Value of Value of
Rank Gene AflbB AD WT AD Log, FC Description
Up-regulated
AN6401 1.97 929.35 8.89 Putative hydrophobin
2 agnE 0.12 32.10 8.08 Putative alpha-1,3-glucanase
3 AN1941 1.60 398.07 7.96 Predicted glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored
protein
4 AN3227 0.1 24.18 7.80 Predicted monooxygenase activity
5 AN5370 0.11 21.79 7.69 Predicted role in transmembrane transport
6 ivoB 1.07 214.46 7.64 Conidiophore-specific phenol oxidase
F) abnC 0.30 45.06 7.22 Protein with arabinan endo-1,5-alpha-L-arabinosidase activity
8 AN0587 0.10 12.16 6.92 Putative Hsp70 family chaperone
9 AN8890 0.14 16.95 6.90 Predicted carbohydrate binding and catalytic activity
10 AN2578 8.19 804.59 6.62 Predicted peroxidase activity

(continued)
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Table 1, continued

Value of Value of
Rank Gene AflbB VG WT VG Log, FC Description
1 rodA 0.95 93.00 6.62 Hydrophobin involved in conidium development
12 easC 0.46 45.18 6.61 Putative acyltransferase required for emericellamide
biosynthesis
13 AN8774 0.11 9.16 6.41 Unknown
14 briA 0.31 25.22 6.36 Transcription factor regulator of conidiophore
development
15 AN3247 0.26 20.83 6.35 Predicted ATP binding, ATPase activity
16 AN7385 0.29 21.55 6.20 Putative phosphatidylserine decarboxylase
17 AN3228 0.86 56.93 6.05 Predicted prenyltransferase
18 ivoC 0.1 6.81 6.01 Putative cytochrome P450
19 AN3339 0.17 10.20 5.87 Predicted nucleotide binding, oxidoreductase activity,
transferase activity
20 AN3304 0.11 6.22 5.85 Putative GABA transporter
Down-regulated
1 cipB 6287.20 53.25 —6.88 Putative oxidoreductase
2 AN7900 69.54 1.98 -5.14 Predicted nudcleotide binding and oxidoreductase activity
3 AN7893 284.06 10.12 —4.81 Predicted oxidoreductase activity
4 AN0528 381.75 14.08 -4.76 Predicted role in transmembrane transport
5 AN7832 208.22 8.63 —4.59 Predicted flavin adenine dinucleotide binding
6 AN7898 156.95 6.76 —4.54 Predicted role in transmembrane transport
7 ANT11584 222.26 9.58 —4.54 Unknown
8 AN7899 103.42 4.99 —4.37 Esterase/lipase
9 AN7894 532.06 27.54 —4.27 Unknown
10 AN7897 71.03 3.79 —4.23 Predicted monooxygenase activity
1 AN7903 7.38 0.40 —4.20 Polyketide synthase
12 AN8366 1365.44 96.15 —3.83 Predicted role in transmembrane transport
13 AN3567 112.27 8.81 —-3.67 Unknown
14 AN8308 3496.21 285.41 -3.61 Unknown
15 AN2593 4.51 0.40 —3.48 Predicted monooxygenase activity
16 AN8593 28.86 2.72 —3.40 Predicted hydrolase activity
17 AN7333 8.35 0.86 -3.28 Unknown
18 AN7901 18.75 2.01 -3.22 Putative fungal transcription factor
19 AN7902 38.96 4.22 =321 FAD-binding monooxygenase
20 AN11702 2563.91 283.34 -3.18 Unknown

see also File S1). Overall, these results suggest that FIbB activ-
ity influences the expression of differentiated groups of genes
at each developmental stage and that the bZIP-type transcrip-
tion factor potentially has a broader role as a transcriptional
activator rather than as a suppressor.

Gene expression data point to a transcriptional activity
of FIbB beyond conidiation

To interpret the significance of changes in gene expression
occurring as a consequence of fIbB deletion, we sorted sig-
nificantly deregulated transcripts according to their expres-
sion profile (EP). Figure 3E shows a heat map corresponding
to the expression levels of significantly deregulated genes
included in Table S5 and Table S6. We focus here on three
EPs. Figure 3F corresponds to EP1, comprising genes signif-
icantly up-regulated in a AflbB background in both stages
but mainly in AD. EP1 includes some of the secondary me-
tabolism genes that will be analyzed later. Classes EP2 and
EP3 comprise transcripts strongly inhibited in the null fIbB
mutant (Figure 3, G and H). Those in Figure 3H belong to
class EP2 and display in the WT higher expression levels in
both VG and AD. Figure 3G shows class EP3, genes with low

or very low expression in VG that are induced at the begin-
ning of conidiophore development. Thus it could be inter-
preted that genes of class EP3 encode protein activities
required specifically during conidiation (see later).

We also analyzed the top 20 genes with the highest (up-
regulated by FIbB; log, FC > 0) and lowest (down-regulated
by FIbB; log, FC < 0) log, FC values at each developmental
stage (Table 1). Predictions of a function for most of these
genes were obtained from the AspGD and the Aspergillus Com-
parative Database. Those coding for proteins without predicted
function were placed in a group designated as “Unknown”
(Table 1). Among genes with a predicted/demonstrated func-
tion, we considered first those belonging to two clusters
involved in the biosynthesis of secondary metabolites: the re-
cently described dba cluster (An7893-An7903) (Gerke et al.
2012) (Figure 3F) and the An2030-An2038 cluster (Ahuja
et al. 2012). Finally, genes involved in development (ie., brlA,
ivoB, ivoC, rodA, and An4394) (Figure 3, G and H) were placed
in a third group. The existence of FIbB-regulated genes with low
log, FC values but having an important role in the control of
development and/or other cellular processes could not be dis-
carded. Nevertheless, we continued focusing our work on the
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analysis of the role of FIbB in the regulation of (1) secondary
metabolite clusters and (2) developmental genes.

FIbB is required for the expression of four secondary
metabolite clusters

The induction of asexual development requires the activity of
specific secondary metabolites (SMs) (Ugalde and Rodriguez-
Urra 2014). Genes and regulators of the biosynthesis of SMs
are usually grouped in clusters within the genome [see anno-
tation for clusters in different aspergilli in Inglis et al. (2013)].
Thus we analyzed our RNA-seq data to identify SM clusters
with a significantly modified expression pattern in a null fIbB
background. Table S7 shows significantly regulated polyketide
synthase (PKS) and non-ribosomal peptide synthetase (NRPS)
genes (File S1). The information in Table S7 also indicates that
there are four SM clusters with a significant expression change
(Figure 4): (1) the emericellamide (EAS) cluster (An2545-
An2549) (Chiang et al. 2008), which is significantly down-
regulated in the null fIbB mutant at both the VG and AD stages
(Table S5 and Table S6 and Figure 3H and Figure 4); (2) the
aspernidine A cluster, controlled by the PKS An3230/pkfA, in
which a limited number of genes were significantly down-
regulated in the absence of FIbB (Ahuja et al. 2012; Yaegashi
et al. 2013); (3) the An2030-An2038 cluster, which was sig-
nificantly down-regulated with a functional FIbB at VG but up-
regulated at AD (Table S5 and Table S6 and Figure S3, Figure
S4, and Figure S5); and (4) the recently characterized dba
cluster (An7893-An7903) (Gerke et al. 2012), which is involved
in the synthesis of the secondary metabolite 2,4-dihydroxy-3-
methyl-6-(2-oxopropyl) benzaldehyde (DHMBA) and is strongly
up-regulated in the absence of FIbB activity at both the VG and
AD (see the top 20 FIbB down-regulated genes in Table 1; see
also Figure 3F).

The expression behavior of the dba cluster was confirmed
through qPCR analysis for the VG stage and the following
cluster genes (Figure 5A): An7895/cipB, which is the top FIbB
down-regulated gene in AD, and An7896/dbaA and An7901/
dbaG, which code for the two transcriptional regulators that
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An2549

Figure 4 Expression pattem of A. nidu-

lans secondary metabolism gene clusters

that are significantly regulated at the VG
VG and early AD stages. The positions of PKSs
or NRPSs in each cluster are indicated as
well as the first and last gene names. Non-
significantly regulated genes are in black,
those down-regulated by FIbB activity are
in green, and those up-regulated are in
red. The extension of clusters defined
by An2545/easA and An2547/easB or
ve An3230/pkfA was delimited according to
Chiang et al. (2008) and Khaldi et al
(2010). Results published by Gerke et al.
(2012) and our in silico analyses were
used as the reference for the dba cluster.
VG  The extension of the An2030-An2038
cluster was compared with that of Khaldi
et al. (2010) and modified according to
our in silico analyses (not shown).

An2038

VG and AD

An3236

An7903/dbal

control the expression of the remaining dba genes (Gerke et al.
2012). We included in the analysis total RNA samples from
other UDA and CDP mutants, such as AfluG and AbrlA null
strains (Wieser et al. 1994; Adams et al. 1998). The signifi-
cantly lower ACt values (= Ctiarger — Clreference) cOmpared with
the WT strain confirmed the up-regulation of these three dba
genes in all aconidial strains assayed (P < 0.05 in all cases).

Synteny and BLAST analyses showed that the dba clus-
ter is not conserved in other aspergilli (Figure 5B and
Figure S6). However, all genes from An7893 to An7903
matched the position and orientation of their orthologs
in another gene cluster in Talaromyces stipitatus (Figure
5, B and C, and Figure S6), another soil fungus. We also
found metabolic clusters in human pathogens such as
Coccidioides immitis and C. posadasii, which contained
orthologs of most of the dba genes. However, those genes dis-
played different relative position and orientation compared to
the dba cluster (Figure 5B).

The metabolite linked to the activity of the dba cluster,
DHMBA, has shown biological activity against the bacterium
M. luteus (Gerke et al. 2012), an obligate aerobe found in
soil, dust, water, and air and in a number of body tissues and
secretions (Young et al. 2010). To verify the levels of acti-
vation and relevance of the dba cluster in the successful
competition of A. nidulans with bacterial species, we cocul-
tured AfIbB strains (in which expression of dba cluster genes
was induced as shown earlier) with M. luteus under exper-
imental conditions suited to accurate quantitative analysis
(bacteria/conidia = 25/1) (Figure 6A; see also Materials
and Methods). After 48 hr of incubation, AflbB hyphae colo-
nized the agar surface and formed aerial hyphae (black ar-
rowhead in Figure 6A) in sharp contrast to those of the
AflbB;Adba strains, which remained submerged in the co-
cultured region. Bacterial load in the parental AflbB strain
(3.69 X 108 = 1.23 X 108 cells/cm?) was 10-fold lower
than in double-null (AflbB;AdbaD and AflbB;Adbal) mutants
(2.89 X 102 = 0.51 X 10 and 2.75 X 10? * 0.65 X 107
bacterial cells/cm?, respectively; P = 3.24 X 1077 and
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Figure 5 Analysis of the dba cluster. (A) gPCR analysis of the expression of An7895/cipB, An7896/dbaA, and An7901/dbaG genes in the WT, AflbB,
AbrlA, and AfluG genetic backgrounds. ACt values (= Ctgene — Cteontrol) are given for VG samples of the selected strains as the mean values of three
replicates together with the SEM. (B) Synteny analyses obtained from the Aspergillus Comparative Database (top) showed the absence of the dba cluster
in other aspergilli such as A. terreus, A. niger, A. oryzae, A. flavus, and A. fumigatus. Dark gray squares designate regions conserved compared with the
A. nidulans genome. BLAST analyses showed the total conservation of the dba cluster in the T. stipitatus genome and partial conservation in the
C. immitis genome. (C) Phylogenetic tree (Mega software) linking dba cluster genes with T. stipitatus othologs.

4.88 X 1079 n = 9; significant change) (Figure 6B). A Taken together, the results show that the loss of FIbB activity
similar phenotype was observed when additional (AflbB;Adba)  modified the expression pattern of specific SM clusters (File S1)
double-null mutants were tested with increasing bacterial and that up-regulation of the dba cluster resulted in the pro-
concentrations (Figure S7). duction of secondary metabolites with antibiotic activity.
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Global analysis of FIbB activity in the regulation of
genes involved in asexual development

Considering that A. nidulans conidiation genes can be grouped
according to their participation in the upstream developmental
activation (UDA) or as brlA-dependent (CDP) factors, we sum-
marize the expression levels of these genes in Table 2. Within
the UDA pathway, we identified three putative targets for FIbB,
all of them up-regulated by the bZIP. The role of An4394 will
be analyzed separately later We focus here, first, on the ex-
pression of the cMyb-type UDA transcription factor—coding
gene flbD, which was, as expected, strongly inhibited in the
null fIbB background (Garzia et al. 2010) at both the VG and
AD stages (Figure 3H). The second FIbB up-regulated UDA
gene was tmpA, which encodes a transmembrane flavoenzyme
and was postulated to act in a parallel pathway to that of FluG-
FIbB (Soid-Raggi et al. 2006).

The expression of the first CDP gene, brlA, was com-
pletely inhibited in the absence of flbB at the AD stage
(see class EP3 in Figure 3G), confirming the requirement
of this transcription factor in the process of brlA activation
on exposure to air. Another significantly regulated CDP gene
is rodA, which codes for a hydrophobin (HPh) that is neces-
sary for the generation of the rodlet layer that covers conidia
(Stringer et al. 1991). The marked decrease in rodA expres-
sion observed in the AD comparison probably was a conse-
quence of the inability to induce brlA in the null flbB mutant
(Chang and Timberlake 1993). At this point, it is interesting
to note that besides rodA, there were additional significantly
deregulated genes that code for HPhs and CFEM hydropho-
bic proteins (Table S8 and File S1). All HPhs in A. nidulans
have been shown recently to be involved in HPh rodlet for-
mation on the surfaces of spores (Griinbacher et al. 2014). It
is worth mentioning that An6401/dewC is the top FIbB up-
regulated gene in AD, which suggests a BrlA-dependent role
for it at this stage of asexual development.

Finally, the expression pattern observed in this work for
ivoB and ivoC, which code for a phenol oxidase and a cyto-
chrome P450 required for conidiophore pigmentation, re-
spectively (Birse and Clutterbuck 1991), followed that
described previously in the literature, where ivoB expres-
sion preceded that of ivoC (Birse and Clutterbuck 1991;
Kelly et al. 2009; Garzia et al. 2013). The decrease in their
transcription might reflect the altered abaA and brlA ex-
pression in the null flbB background (Birse and Clutterbuck
1991). Overall, these results support the previous model
proposed by Garzia et al. (2010) that showed that FIbB
bound the brlA promoter jointly with FIbD to induce the
CDP pathway (see Discussion).

FIbB activity is required for the expression of An4394,

coding for a putative helix-loop-helix (HLH)-type
transcription factor that inhibits sexual development

The list of significantly regulated UDAs in Table 2 includes the
gene An4394. According to the RNA-seq data, An4394 displays
an EP2 expression profile (Figure 3H), which means that its
transcription is strongly inhibited in the AfIbB background at
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Figure 6 Cocultures of A. nidulans and M. luteus. (A) Phenotypical com-
parison between AflbB (line 1), AflbB;AdbaD (line 2), and AflbB;Adbal (line
3) strains after 48 hr of coculture with M. luteus in appropriately supple-
mented LB medium. Arrowheads indicate the cocultured region. The ratios
between bacterial cell and fungal conidia concentrations are indicated.
Control plates containing no bacterial cells or containing only the corre-
sponding bacterial inoculum are shown as controls. Scale bar, 2 cm. (B)
Average number of M. luteus cells after 48 hr of coculture with AflbB
(blue), AfibB;AdbaD (red), and AflbB;Adbal (green) mutants. The graph
illustrates the mean * SEM of three biological and nine technical replicates.

both the VG and AD (Table 2). In addition, the AspGD (www.
aspgd.org) indicated that its orthologs were involved in the
positive regulation of asexual development (see also Table
1). Thus we decided to evaluate a putative regulation of
An4394 expression by factors from the UDA or CDP pathways
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Table 2 FPKM (Fragments per kilobase of exon per million fragments mapped) values for genes involved in different aspects of

conidiophore development

Value of
Value of Value of log, Significant ~ AflbB  Valueof log, Significant
Locus Type AflbBVG WT VG FC VG VG AD WT AD FCAD AD
UDA pathway
fadA/An0651  Heterotrimeric G protein, 59.6 135.7 1.19 No 62.7 493 -0.35 No
subunit alpha
flbA/An5893  Regulator of G-protein 64.7 40.1 —0.69 No 327 299 -0.13 No
signaling
flbB/An7542  bZIP TF 2.1 153.3 6.18 Yes 3.0 107.6 5.18 Yes
flbC/An2421  C2H2 TF 69.8 2239 1.68 No 365.4 2135 -0.78 No
flbD/An0279 cMYB TF 4.0 103.1 4.70 Yes 6.6 61.3 3.22 Yes
fIbE/AN0721 Interactor of FIbB 80.2 101.6 0.34 No 371 425 0.20 No
fluG/An4819  Necessary for the 16.2 36.3 Tt No 220 254 0.21 No
synthesis of a inducer
metabolite
ganB/An1016  Heterotrimeric G protein, 714 134.6 0.91 No 1118 70.7 —0.66 No
subunit «
gpgA/An2742  Heterotrimeric G protein, 2579 3276 0.34 No 190.7 1287 —-0.57 No
subunit y
sfaD/An0081  Heterotrimeric G protein, 148.2 118.6 -0.32 No 1374 81.0 -0.76 No
subunit g
sfgA/An8129  Gal4-type Zn(lI)2Cys6 TF, 51.2 88.1 0.78 No 38.6 59.7 0.63 No
negative regulator of
conidiation
tmpA/ Transmembrane 28 25.4 3.17 Yes 9.4 322 1.78 Yes
An0055 flavoprotein
urdA/AN4394  Positive regulation of 38 143.5 523 Yes 26 66.1 4.68 Yes
asexual sporulation;
regulation of
transcription
CDP pathway
abaA/ TEA/ATTS TF 1.7 8.8 2.37 Yes 1.0 1.5 0.58 No
An0422
brlAAN0973  C2H2 TF 3.1 5.6 0.85 No 03 252 6.36 Yes
dewA/ Hydrophobin 0.0 1.3 1.79769 x 1038 No 0.3 1.1 1.96 No
An8006
VOAIAN1057  NRPS 0.4 1.1 1.64 No 1.0 0.8 —0.40 No
ivoB/An0231  Phenol oxidase 0.7 83 3.66 Yes 1.1 2145 7.64 Yes
ivo/ Cytochrome P450 0.1 0.0 —1.79769x 10308 No 0.1 6.8 6.01 Yes
An10573
medA/ Unknown 80.7 57.3 —0.49 No 52.2 36.2 —0.53 No
An6230
rodA/An8803 Hydrophobin 32 3.0 —0.09 No 0.9 93.0 6.62 Yes
StuA/An5836 ~ APSES TF 143.7 190.5 0.41 No 1223 157.8 0.37 No
vosA/An1959  Velvet-like TF 1.7 34.8 1.58 No 104 10.1 —0.04 No
wA/An8209 PKS 1.0 1.9 0.95 No 2:2 14 068 No
wetA/An1937  Unknown 14 2.9 1.1 No 3.2 1.5 -1.10 No
YA/An6635  p-Diphenol oxidase 14.5 47.3 1.70 Yes 133 113  -024 No

This table has been updated from Etxebeste et al. (2010b). Genes have been classified according to their participation in the UDA or CDP pathways. Expression levels in each
background and developmental stage, log, FC values for VG and AD comparisons, and the significance of the expression differential are included. Bold signifies genes

significantly up-requlated by FIbB activity

(Figure 7). Northern blots showed an increase in An4394 ex-
pression after the induction of conidiation, followed by its in-
hibition after 24 and 48 hr (Figure 7A, top). In contrast to our
RNA-seq results, the An4394 transcript was not detected in the
VG (0 hr) in these experiments. This observation is in agree-
ment with results described by Sibthorp et al (2013) that
reported low reads per kilobase per million mapped reads
(RPKM) levels for An4394 in either minimal or complete
Aspergillus culture medium. Furthermore, we were unable to

detect the An4394::GFP chimera in vegetative hyphae ei-
ther by fluorescence microscopy or by Western blot. These
results strongly support the view that An4394 expression is
low at the VG.

Northern blot experiments also confirmed the inhibi-
tion of An4394 expression in a null fIbB background (Fig-
ure 7A). The same effect was observed in null mutants of
UDA genes such as fIbE, fIbD, and gmcA (Etxebeste et al. 2012).
Interestingly, the An4394 transcript was overexpressed in the
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AbrlA background (Figure 7A, bottom). This suggested that
while the UDA pathway induced An4394 expression, the
CDP pathway inhibited it. The maintenance of the flbB expres-
sion peak in a AAn4394 strain compared with the parental WT
strain (Figure 7B) confirmed that An4394 is located down-
stream of known fIb genes in the UDA pathway. Furthermore,
we could confirm that the expression of two secondary metab-
olism genes from the dba cluster (An7895/cipB and An7898/
dbaD; see earlier) was strongly up-regulated not only in the
AflbB background but also in AflbD and AAn4394 strains.
These results and those in previous sections of this paper
strongly suggest that the up-regulation of the dba cluster ini-
tially described for the null fIbB mutant is not specific to this
strain.

To further understand the role of An4394 in A. nidulans
development, we characterized the phenotype of its deletion
mutant. Colonies of the AAn4394 strain showed a marked
inhibition of asexual development on MMA (Figure 8A;
48 and 72 hr). Conidia production in the AAn4394 strain
(3.6 X 10° = 2.2 X 105 conidia/cm?) was 27 times lower
than that in the parental WT strain (9.6 X 10° * 2.2 X 10°
conidia/cm?) (Figure 8B, top). Premature onset of the sex-
ual process also was observed, with profuse production of
Hiille cells after only 4 days of culture at 37° (Figure 8A; 96
hr and the magnifications following). After 7 days, the null
An4394 mutant produced mature cleistothecia containing
viable ascospores (2515 * 157 cleistothecia/cm?) (Figure
8B, bottom) that germinated and developed mycelia nor-
mally (see the inset in Figure 8C corresponding to 48 hr
of culture of ascospores in MMA at room temperature).
The parental WT strain had initiated the development of
cleistothecia after 7 days of culture (478 * 67 cleistothecia/
cm?) (Figure 8B, bottom), but these sexual structures were
immature and contained no ascospores (not shown). The re-
version of the AAn4394 phenotype in a revertant strain was
accompanied by a recovery of WT expression levels of An4394
and An7895/cipB strains (Figure S8; see also Materials and
Methods). This confirmed that the phenotype of the AAn4394
strain was the consequence of the deletion of this gene. Based
on the results shown, An4394 was named UrdA because of
its UDA-dependent role in the regulation of development in
A. nidulans (see Discussion).

The urdA transcript sequence obtained from our RNA-seq
approach matched the one predicted by the AspGD. Synteny
analyses using this database showed that urdA orthologs are
conserved at equivalent regions within the genomes of mul-
tiple aspergilli (not shown). The A. oryzae ortholog codes for
the HLH-type transcription factor EcdR (early conidiophore
development regulator) (Jin et al. 2011a). Sequence align-
ments for UrdA and EcdR, on the one hand [43.1% overall
identity according to Jin et al. (2011a)] (Figure 8D), or
UrdA and orthologs from closely related fungal species, on
the other hand (Figure S9), demonstrate that the homology
is not confined to the putative bHLH domain (black arrows
in Figure 8D) [the extension of the EcdR bHLH domain,
residues 150-211, was delimited by Jin et al. (2011a)].

1138 E. Oiartzabal-Arano et al.

A

WT AflbB AfIbE
Asexual e — . ————
induction E B 7
(h) 0 6 123448 0 6122448 0 6 122448
An4394 ‘Q‘ : S e
rRNA
& ? ae
g 70
%"z_‘g | I I 10
<EEF ——— — 00
WT AflbB AfibD  AgmcA _ AbriA
24| 06 1224|0 6 12 24
-
<? 4.0
<2 3.0
§E5 | 0
5;5 - - —— - I n I 0.0
B WT AfibB AflbD AAn4394
Asexual
induction — /|! /1| —1
(h) 3
An7895/
cipB
An7898/ g
dbaD

.|
Py
4
>

m
! 11 l“
1kl __ _1 1 @
i “l EF
e m NN I. . Il ll.n.a

100.0

Vs rRNA
ratio (a.u.)

fibB

Vs rRNA
ratio (a.u.)

dbaD

80.0
60.0
I 0.0
a 200
_,_! Ul vn_ . _I,..Il_ 00
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AfIbE (top), AflbD, AgmcA, and AbrlA (bottom) genetic backgrounds. (B)
Northern blot experiments showing the expression of flbB, An7895/cipB,
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ing control in both panels. The graphs show the ratios between the
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rRNA band. Graphs were obtained with Microsoft Excel, and the average
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Lee et al. (2014) have recently proposed that Flbs induce
conidiation by simultaneously suppressing the brlA down-
regulation caused by NsdD, a positive regulator of cleistothecia
production (Han et al. 2001). To analyze whether the genetic
relationship between Flbs and NsdD could be established
through UrdA, we performed new Northern blot experiments.
On the one hand, we could not detect the urdA transcript
during the sexual development (SD in Figure 8E, left), suggest-
ing that UrdA plays no role in sexual differentiation. On the
other hand, we observed no remarkable differences in nsdD
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strain (left) after 96 hr of culture. Scale
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AfibB) and And394 null mutants (in both
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plates after 72 and 156 hr of culture at
37°, respectively. Values are the mean of
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type of the An4394 null mutant after 7
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were isolated, (3) burst, and ascospores
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PE 68 alignment of UrdA and EcdR, which was
obtained using Genedoc software (version
180 2.7.000). The extension of the bHLH do-
main of EcdR is designated by black
arrows and was delimited according to
Jin et al. (2011a). (E) Northern blot experi-
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show the ratios between the average pixel
intensity of each Northern blot band and
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expression levels in a AurdA background (Figure 8E, right) (a
brlA probe was used as control), suggesting that the premature
triggering of sexual development described for the null urdA
mutant was not the consequence of an up-regulation of nsdD.
These results strongly suggest that nsdD expression is not sub-
ject to UrdA control.

Overall, UrdA codes for a putative transcription factor
located downstream of Flbs in the induction pathway and
required not only for the correct development of conidiophores
but also for the inhibition of sexual development (see later).
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Discussion

According to the currently accepted model of the transcrip-
tional activity of FIbB, it first induces the expression of flbD,
and subsequently, both factors jointly activate brlA (Garzia
et al. 2010). Results obtained in this work reinforce this
model (Figure 9). On the one hand, RNA-seq confirms that
the absence of FIbB results in a block of brlA expression after
exposure of the hyphae to air (Wieser et al. 1994). On the
other hand, flbD remains as the only known fIb gene show-
ing a transcriptional dependence on FIbB activity. Neverthe-
less, this work demonstrates that FIbB reaches beyond the
induction of brlA expression and has a key role in modulat-
ing the timing of mutually exclusive morphogenetic pro-
grams such as asexual and sexual reproductive cycles (Figure
9). This function is exerted through UrdA because the absence
of this hypothetical transcriptional regulator prematurely indu-
ces the sexual cycle and inhibits conidia production. Thus we
propose that UrdA connects the UDA pathway with the control
of sexual development.

A recent report provided experimental evidence of a func-
tional link between the UDA pathway and the positive
regulator of sexual development NsdD (Lee et al. 2014). Be-
cause nsdD deletion bypassed the need of UDAs (but not CDPs)
for conidia production, the authors proposed that NsdD also
down-regulated brlA expression to inhibit the asexual program.
Our results show that UrdA does not control nsdD expression,
suggesting that sexual and asexual developmental pathways
are coordinated at different levels (Figure 9). Jin et al
(2011a) indicated that the A. oryzae ortholog of UrdA, EcdR,
is required for early asexual development and proposed that it
was repressed by its interaction with SclR, an additional HLH-
type transcription factor that promotes sclerotial formation (Jin
et al. 2011b). However, expression of the putative ortholog of
sclR, An7170, is not significantly altered when fIbB is deleted.
This suggests that the UDA pathway inhibits sexual develop-
ment through the activation of urdA but not the inhibition of
An7170. Although identification of the genetic target(s) of
UrdA activity remains elusive, the existence of proteins linking
the UDA pathway with sexual reproduction fits with the idea
that specific proteins and endogenous metabolites coordinate
the morphogenetic programs to shape the fungal colony and
suit the environmental conditions (Rodriguez-Romero et al.
2010; Park and Yu 2012; Ugalde and Rodriguez-Urra 2014).

It is known that development is tightly linked with the
production of SMs. Activation of a particular developmental
pathway entails the induction of specific SM clusters. In this
work, we show experimental evidence of an up-regulation of
the dba cluster resulting from deletion of UDA and CDP
genes such as flbB, flbD, fluG, urdA, and brlA (Figure 9).
An induction of the dba cluster also has been reported, on
the one hand, when the signalosome, a multimeric complex
involved in protein degradation, lacks the subunit CsnE
(Gerke et al. 2012) and, on the other hand, on physical
contact with the bacterium Streptomyces hygroscopicus
(Schroeckh et al. 2009). In these two studies, the authors
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Figure 9 Knownroles of FIbB in the genetic control of asexual and sexual
development as well as secondary metabolite production.

described a simultaneous up-regulation of dba genes and genes
from the adjacent orsellinic acid cluster. Consequently, it was
proposed that the regulation of both clusters might be linked
and that they might cooperate in the production of SMs
(Nielsen et al. 2011; Gerke et al. 2012). However, our RNA-
seq data show that the deletion of fIbB up-regulates the dba
cluster but not the orsellinic acid cluster, suggesting an inde-
pendent regulation for both gene clusters. Although the bio-
logical meaning of this observation remains unknown, recent
studies on the role of SM clusters suggest that different metab-
olites can be generated by the same PKS (Zaehle et al. 2014).
This has been defined as the promiscuity of PKSs and may
contribute to the increase in SM diversity (Fischer 2014).
Conservation of the dba cluster between A. nidulans and
T. stipitatus seems to be the consequence of a horizontal
gene-transfer (HGT) process. Although we could not identify
transposable elements, this hypothesis is supported by the ab-
sence of an equivalent cluster in other aspergilli and its location
near a telomere on chromosome II (Milani et al. 2012). This
hypothetical HGT process could have implications on the ca-
pability of these two fungal species to survive in an ecological
niche in competition with other microorganisms. In fact, the
metabolite DHMBA, produced by the dba cluster, inhibits
growth of the bacterium M. luteus (Gerke et al 2012). There-
fore, it is reasonable to suggest that induction of the dba cluster
could be a response to biotic stress conditions. In this context,
the absence of an active signalosome (Gerke et al. 2012) could
simulate specific effects caused by the competition with other
microorganisms and thus activate the production of defense
metabolites such as DHMBA. Similarly, the block in asexual
development caused by the absence of UDA activity (Etxebeste
et al. 2010a) could be construed by the fungus as a signal for
the synthesis of a chemical compound with biological activity.
Overall, this work analyzed two remarkable examples on
how developmental and metabolic processes are unbalanced
when UDA activities are absent. However, the large number of
purportedly deregulated genes identified in our RNA-seq
comparisons points to the existence of multiple cellular
processes influenced by FIbB activity. GO functional enrich-
ment analyses (not shown) indicate that oxidation-reduction,
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transmembrane transport, and metabolic processes, as well as
the regulation of transcription and translation, are importantly
affected. It can be inferred, therefore, that the direct or indirect
influence of UDAs on all these processes falls within the wide
scope of processes involved in the cellular transition from
vegetative hypha to formation of the conidiophore. This opens
a new holistic outlook to the study of regulatory networks
during development.
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Summary

In Aspergillus nidulans, asexual differentiation
requires the presence of the transcription factor FIbB
at the cell tip and apical nuclei. Understanding the
relationship between these two pools is crucial for
elucidating the biochemical processes mediating
conidia production. Tip-to-nucleus communication
was demonstrated by photo-convertible FlbB::Den-
dra2 visualization. Tip localization of FIbB depends on
Cys382 in the C-terminus and the bZIP DNA-binding
domain in the N-terminus. FIbE, a critical FIbB interac-
tor, binds the bZIP domain. Furthermore, the absence
of FIbE results in loss of tip localization but not nuclear
accumulation. fIbE deletion also abrogates transcrip-
tional activity indicating that FIbB gains transcrip-
tional competence from interactions with FIbE at the
tip. Finally, a bipartite nuclear localization signal is
required for nuclear localization of FIbB. Those motifs
of FIbB may play various roles in the sequence of
events necessary for the distribution and activation of
this transcriptionally active developmental factor. The
tip accumulation, FIbE-dependent activation, trans-
port and nuclear import sketch out a process of relay-
ing an environmentally triggered signal from the tip to
the nuclei. As the first known instance of transcription
factor-mediated tip-to-nucleus communication in fila-
mentous fungi, this provides a general framework for
analyses focused on elucidating the set of molecular
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mechanisms coupling apical signals to transcriptional
events.

Introduction

Cell polarity is implicated in differentiation, proliferation and
morphogenesis of both unicellular and multicellular organ-
isms (Li and Gundersen, 2008). Polarization can increase
the distance between the polarity site and the nucleus to
several micrometers or even centimeters. Such distances
have led to the development of mechanisms for facilitating
pole-to-nucleus transduction of signals, such as synapse-
to-nucleus transport of transcription factors (TFs) in
neurons (Ben-Yaakov et al., 2012).

Vegetative cells, also called hyphae, are the character-
istic polar cells of filamentous fungi, eukaryotic organisms
comprising many agriculturally, industrially and clinically
important species. Hyphae are non-specialized multinu-
cleated cells that extend by polarized delivery of cell wall
and plasma membrane components to the tip (Gierz and
Bartnicki-Garcia, 2001; Riquelme, 2013; Takeshita et al.,
2014; Penalva, 2015). Polarized extension of hyphae is
maintained by the coupling of endocytic and exocytic
machineries at the cell apex (Ara jo-Baz n etal., 2008;
Taheri-Talesh et al., 2008; Upadhyay and Shaw, 2008).
This mode of cellular growth is sustained until specific
stimuli induce the generation of asexual reproductive
structures called conidiophores. Production of conidia,
asexual spores, constitutes the main vehicle of propaga-
tion in filamentous fungi. Two genetic pathways control
asexual development in the filamentous fungal model
Aspergillus nidulans. The central developmental pathway
(CDP) controls the formation of conidia, whereas the
upstream developmental activators (UDAs) sense the
environment and induce the expression of the first CDP
regulator, brlA (Adams et al., 1988; Yu et al., 2006).

UDA activity is tightly coupled with the machinery that
sustains hyphal growth. The bZIP TF FIbB is transported to
the tip of vegetative hyphae in an actin-dependent manner
and subsequently forms a complex with FIbE, also an UDA
member (Garzia et al., 2009; 2010). Besides the tip, FIbB
also accumulates in nuclei, with the highest concentration
found in the most apical nucleus and steadily decreasing
quantities in successive nuclei (Etxebeste et al., 2008). In
this work, we have analyzed the relationship between the
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apical and nuclear pools of FIbB, the existence of a tip-to-
nucleus retrograde transport of the TF and factors contrib-
uting to the preferential localization within the apical
nucleus. We show that tip localization of FIbB is a pre-
requisite for its competence for induction of br/A expres-
sion. Furthermore, a bipartite nuclear localization signal
(NLS) is required for nuclear accumulation of FIbB,
whereas the bZIP domain mediates the interaction with
FIbE and apical localization. A C-terminal cysteine residue
also contributes to tip localization and is necessary for the
interaction between FIbB and FIbE. Taken together, these
results show that nuclei are asymmetrically fed with a
transcriptionally active pool of FIbB originating at the tip,
reinforcing the hypothesis that the tip-to-nucleus commu-
nication in hyphae is a key event controlling developmental
transitions in filamentous fungi.

Results

Increasing FIbB levels modify the pattern of nuclear but
not apical localization

The specific cellular distribution of FIbB could be the result
of low levels of the protein (Etxebeste et al., 2010). To
investigate this phenomenon further, we altered the
pattern of flbB expression within vegetative hyphae
through constitutive upregulation driven by the gpdA™
promoter (Pantazopoulou and Pe alva, 2009). We gener-
ated AflbB strains containing one, two or multiple copies
of the pgpdA™™::GFP::FIbB plasmid respectively (1x, 2x
or nx in Fig. 1, respectively). FIbB accumulated at the tip
of hyphae and preferentially at the most apical nucleus in
strains expressing either GFP::FIbB or FIbB::GFP chime-
ras driven by the endogenous flbB promoter, flbB”
(Etxebeste et al., 2008; Fig. 1A). In contrast, fluorescent
chimeras of FIbB driven by gpdA™ promoter maintained
the localization at the tip of the cell (asterisks in Fig. 1A)
but showed loss of the preferential accumulation at the
most apical nucleus. Higher levels of the GFP::FIbB
fusion were detected by Western blot as the number of
integrated pgpdA™™::GFP::FIbB plasmid copies increased
(Fig. 1B). This was accompanied by an increase in the
nuclear pool of GFP::FIbB. All nuclei in a cell compartment
presented a 1:1 fluorescence intensity ratio between the
first and the second nuclei [mean + standard deviation
(SD): 1.02 £ 0.10; 1.08 £ 0.09; and 1.02 £+ 0.16 for strains
expressing one, two or multiple copies of the plasmid,
respectively], compared to a ratio of 1.48+ 0.25 in the
GFP::FIbB strain driven by the native promoter (n=15
hyphae; Fig. 1C). Even so, the apical fluorescence levels
did not increase proportionally to nuclear intensity. The
ratio between first (apical) nucleus and tip fluorescence
increased significantly, giving values of 0.96 +£0.22,
1.39 £0.44 and 1.78 £ 0.35 for single, double and multi-

ple copy strains, respectively, compared to a ratio of
0.64 + 0.18 in the reference strain (n= 15 hyphae of each
strain; Fig. 1C; P <0.05 between single copy and multi-
copy strains).

Increasing nuclear levels of the gpdA™-driven
GFP::FIbB chimera did not have an appreciable effect in
conidia production of strains containing one or two copies
of the pgpdA™::GFP:FIbB plasmid (Fig. 1D). These
strains produced 7.00x 107 +0.75x 10" and 7.42 x
107+ 1.16 x 107 conidia cm 2, respectively, similar to the
6.03 x 107 + 1.23 x 107 conidia cm2 collected for the WT
strain (P>0.05 in both comparisons). In the multiple
copy strain, we measured a significant reduction in
the quantity of conidia relative to the WT strain
(1.32 x 107 £ 0.22 x 10° conidia cm2; P < 0.05). However,
the phenotype of the multicopy strain was not fluffy and
exhibited conidia production sufficient to suggest that FIbB
was still able to induce briA expression.

Taken together, these results show that nuclear locali-
zation of FIbB is not restricted among nuclei in a cell
compartment but apical accumulation is limited, suggest-
ing the importance of this compartment for the transcrip-
tional activity of FIbB.

A bipartite NLS domain is required for the nuclear
accumulation of FIbB

In silico analyses revealed the presence of a putative NLS
within residues K57-R96. This region was further
restricted to amino acids from K57 to K72 due to the fact
that it encompasses all the observed sequence similari-
ties with consensus bipartite NLSs. In FIbB, we found a
KK-X(8)-KRRG motif (green color in Fig. 2A and B), which
is widely conserved within FIbB orthologs (Cortese et al.,
2011), and is in a good match to the KR/KK-X(10-12)-
KRRK bipartite-NLS consensus sequence (Fontes et al.,
2003). In a previous work, we showed that the Gly residue
(G70) within this hypothetic NLS served to increase the
DNA-binding efficiency of FIbB (Etxebeste et al., 2009). In
the present work, we have analyzed the role of this
domain in the nuclear import of FIbB. With this aim, we
replaced amino acids K67 and R68 (Fig. 2B) by alanines
and studied the effect of these mutations on the localiza-
tion of FIbB. For simplicity, the acronym NLS* will be used
for K67A;R68A mutants.

GFP::FIbBMS*  FIbBNS*::GFP and gpdA™::GFP-
::FIbB™S)" strains showed an aconidial phenotype similar
to that of the null flbB mutant (FIbB™-S*::GFP is shown in
Fig. 2C). Thus, substitutions of K67 and R68 with alanine
strongly affected the function of FIbB. In both GFP-
::FIbBMS*) and FIbB™-$*)::GFP strains, FIbB was detected
at the tip (the latter strain is compared with the wild-type
(WT) chimera in Fig. 2D). However, nuclear accumulation
of FIbB was strongly reduced in the NLS* mutant, being

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 98, 607-624
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Fig. 1. Overriding the asymmetric nuclear distribution of FIbB by constitutive expression.

A. Subcellular localization of GFP::FIbB in cells from strains expressing one, two or multiple copies of the pgpdA™"::GFP::FIbB plasmid. Scale
bar =5 pm.

B. Western blot showing protein levels of the GFP::FIbB fusion in strains carrying different copies of pgpdA™::GFP::FIbB. GFP::FIbB protein is
barely detected when expressed by flbB” compared with gpdA™" (exposure time: 1 min). a-actin was used as loading control.

C. Comparison of the fluorescence levels of the first two nuclei (left graph; 1.48 + 0.25, 1.02 + 0.10, 1.09 + 0.09 and 1.02 + 0.16, respectively)
or the first nucleus and the tip (right graph; 0.64 + 0.18, 0.96 + 0.22, 1.39 + 0.44 and 1.78 + 0.35, respectively) in cells of each strain. Values
are the mean of fifteen measurements plus SD.

D. Phenotypes of gpdA™"-driven GFP::FIbB strains after 72 h of incubation. Scale bar =2 cm. The graph on the right shows a quantification of
the conidial production for each strain. Values (6.03 x 107 + 1.23 x 107, 4.31 x 107 + 0.65 x 107, 7.00 x 107 + 0.75 x 107, 7.42 x 10" + 1.16 x 10’
and 1.32 x 107 + 0.22 x 107) are the mean of three replicates plus s.e.m.

x 10" conidialem”
e N B O ©

—_—— WT GFP::FIbB_1x 2x nx
gpdA™™::GFP::FIbB

barely detectable at the most apical nucleus, as indicated nucleus increased from 1.03 +£ 0.22to0 1.31 £ 0.48 (n = 20;
by colocalization analyses with a mCherry or mRFP- P <0.05; Fig. 2E). Furthermore, we measured a signifi-
tagged Histone H1 (Fig. 2D). Measurements of the fluo- cant increase in the cytoplasmic levels of FIbB. The tip
rescence intensity ratio between the tip and the most versus cytoplasm fluorescence ratio decreased from
apical nucleus showed anincrease from 1.50 + 0.40 in the 4.31 £0.89 in the WT to 3.00 + 1.05 in the NLS* mutant
WT to 2.60 £ 0.90 in the NLS* mutant (n=20 hyphae; (n=20; P<0.05), whereas the apical nucleus versus
P <0.05). cytoplasm ratio decreased from 4.28 + 0.97 in the WT to

The nuclear fluorescence of the gpdA™-driven GFP- 2.35+0.54 in the NLS* mutant (n=20; P < 0.05). This
::FIbB™S% chimera was significantly altered compared to can be interpreted as free FIbB protein accumulating in
the WT, as the ratio between the tip and the apical the cytoplasm due to a reduced transport into the nuclei.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 98, 607-624
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Fig. 2. Defining the NLS in FlbB.
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A. Domain architecture of FIbB. Localization of the FIbB domains analyzed in this work along the length of the protein. The three main
regions, bZIP, intermediate (red underline) and AP1-like (gray), are indicated. Green color indicates the nuclear localization signal (NLS)
domain, red color the DNA binding domains (DBD) and blue color the dimerization (DIM) domain.

B. FIbB sequence with the domains and residues analyzed in this work highlighted. Residues mutated to alanines are bold and underlined.
C. Phenotype of FIbB:GFP, AflbB and FIbB™-**::GFP strains after 72 h of culture in MMA plates. Scale bar =2 cm.

D and E. Subcellular localization of GFP-tagged FIbB™-** chimeras, driven either by flbB® or gpdA™" promoters, in strains expressing
HhoA::mCherry or HhoA:mRFP chimeras respectively. Scale bar =5 um. Green and red fluorescence intensity plots (arbitrary units) are also

shown.
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Fig. 3. Effect of fIbE deletion on FIbB localization and activity.
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A. Left: Phenotype of AflbE;gpdA™"::GFP::FIbB strains, bearing an increasing number of pgpdA™™::GFP::FIbB copies, compared with the
parental AfIbE or gpdA™"::GFP::FIbB strains. Scale bar = 2 cm. Right: Conidia production per square centimeter by the strains on the left

panel. Values are the mean of three replicates plus s.e.m.

B. Western blot assay showing the levels of FIbB protein. «-actin was used as loading control.
C. GFP:FIbB localization in absence of FIbE activity. Arrowheads indicate the cell tip and arrows indicate nuclei. Scale bar =5 um.
D. Northern blot assay showing flbB and brlA expression levels in AflbE;gpdA™"::GFP::FIbB strains. rRNA is used as loading control.

These results are consistent with the participation of resi-
dues K67 and R68 in a NLS sequence that targets FIbB to
nuclei.

Transit of FIbB through the tip is a prerequisite for
induction of development

The fact that a reduction in nuclear import had no major
effect on the apical localization of FIbB led us to investi-
gate the effect of constitutive expression of FIbB in the
absence of its apical partner FIbE. AfIbE strains carrying
one, three and multiple (> 3) copies of the gpdA™"-driven
GFP::FIbB chimera were generated. Regardless of
increasing levels of FIbB, colonies of these strains dis-
played the same aconidial phenotype as the recipient
AfIbE strain (Fig. 3A and B). To understand the cause of
the aconidial phenotype, we investigated the subcellular
localization of FIbB in these mutant strains. In the absence
of FIbE, the gpdA™-overexpressed FIbB was found in all
nuclei, but it was not detected at the tip of hyphae
(Fig. 3C). This change in FIbB localization was consist-
ently observed irrespective of the number of copies of the
gpdA™™: gfp:: flbB construct contained in each strain.

To explain why an increased nuclear pool of FIbB did
not result in a higher production of conidia, we analyzed
the pattern of expression of the major regulator of conidi-
ation, briA. Fig. 3D shows the negligible ability of gpdA™"-

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 98, 607-624
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driven FIbB to induce brlA expression in a null flbE
background. These outcomes demonstrate that high
doses of nuclear FIbB cannot rescue the aconidial phe-
notype caused by the deletion of fIbE. The loss of apical
migration of FIbB in this background must fail to generate
a transcriptionally active form of the TF.

Improvement of FIbB detection by fluorescence micros-
copy in gpdA™-driven strains allowed us to update our
analysis of the role of the cytoskeleton in FIbB dynamics.
Our previous studies supported an actin-dependent locali-
zation for FIbB (Garzia et al., 2009). To confirm this and
extend the knowledge of FIbB trafficking dynamics, cells
from the single gpdA™":GFP::FIbB copy strain were
exposed to latrunculin B or benomyl in liquid media fol-
lowing standardized protocols (Ara jo-Baz n et al., 2008;
Taheri-Talesh etal., 2008). Exposing to latrunculin B
caused the loss of FIbB apical localization, which could be
observed from the first minutes of drug application
(Fig. 4A, left). In these conditions, an accumulation of
FIbB was observed at the subapical region (see the mag-
nifications and surface plots in Fig. 4A). On the other
hand, the addition of benomy! did not cause the loss of the
apical accumulation of FIbB, as previously reported by us
(Garzia et al., 2009; Fig. 4A, right). However, the results
obtained in medium containing benomy! did not clarify if
FIbB accumulated at the tip because of being at that
location before the addition of the drug. Thus, hyphae of
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Fig. 4. Role of actin and microtubule cytoskeletons in FIbB migration to the apex.

A. Localization of a gpdA™-driven GFP::FIbB chimera in MMA containing 100 uM latrunculin B (left) or 2.4 pg mi™* benomyl (right).
Magnifications (5x) and surface plots show the subapical accumulation of FIbB caused by the addition of latrunculin B. Scale bars =5 pm.

B. GFP::FIbB localization in cells of the same strain in medium containing both drugs (left) or after the shift to medium containing only
benomyl (right). Scale bar=5 pm.

C. Stream-image captures showing gpdA™"-driven GFP::FIbB patches moving in anterograde and retrograde directions in wild-type and AflbE
backgrounds. Arrowheads indicate mobile patches (up) and tips (down). Scale bar in all panels =5 pm. The dotted lines indicate the regions
analyzed in the kymographs in panel D.
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Fig. 5. Retrograde movement of FlbB::Dendra2 from the tip to nuclei. Green, red fluorescence and merged images are shown before and at
0, 5 and 10 min after selective photo-conversion of the tip (blue color within the dotted circle in top panel). Plots next to each set of images
represent fluorescence intensity (arbitrary units) along the hypha. After photo-conversion, the tip-to-nuclei redistribution of the red fluorescence
of FIbB::Dendra2 was studied. Photo-conversion was achieved by reducing UV light intensity to 80% of the maximum and using 2500 ms
expositions (Perez-de-Nanclares-Arregi and Etxebeste, 2014). White arrows and arrowheads indicate the tip and nuclei respectively. Scale

bar =5 um (applies to all images).

the same strain were exposed to both drugs simultane-
ously for 30 min, which caused the loss of apical localiza-
tion of FIbB and a characteristic swelling of the tip
(Fig. 4B, left). After that, medium was removed and
replaced by one containing only benomyl (Fig. 4B, right).
Under these conditions, the restoration of polar extension
was accompanied by apical accumulation of FIbB. These
results suggested that actin filaments are essential for
FIbB traffic from the subapex to the apex while microtu-
bules seem to play a non-essential role.

Despite the actin dependence of its apical localization,
some FIbB patches could be tracked in both anterograde
and retrograde directions in cells constitutively expressing
the GFP:FIbB chimera (Fig.4C; see kymographs in
Fig. 4D). However, the movement of FIbB was severely
inhibited in the AflbE background and no accumulation
was visible at the apex over time. Overall, the results
described here suggest that the actin-dependent, FIbE-
mediated presence of FIbB at the hyphal tip is a precon-
dition for the acquisition of competency for transcriptional
functions in nuclei.

The above results suggested a tip-to-nucleus retrograde
movement of FIbB. To analyze this possibility, we used a
strain expressing a gpdA™"-driven chimera of FIbB fused
to the green-to-red photo-convertible fluorescent protein
Dendra2 (Chudakov etal., 2007; Perez-de-Nanclares-
Arregi and Etxebeste, 2014). Green fluorescence was
detected at the tip and all nuclei before photo-conversion
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while red fluorescence was undetectable (Fig. 5). Then, a
diaphragm slider (Carl Zeiss) was used to reduce the field
of view and irradiate the tip (blue color within the dotted
circle in Fig. 5) to induce the green-to-red conversion of the
corresponding Dendra2 pool (Perez-de-Nanclares-Arregi
and Etxebeste, 2014). Photo-conversion conditions
allowed the normal maintenance of hyphal growth, a pre-
requisite for the tip localization of FIbB. Finally, the dia-
phragm was reopened to follow the redistribution of the red
fluorescence within the hypha, which corresponds to the
photo-converted pool of FIbB. After photo-conversion of
FIbB::Dendra2, red fluorescence was detectable at the tip
butnotinnuclei (t= 0 minutes, Fig. 5). The accumulation of
red fluorescence in nuclei 10 min after photo-conversion
showed that FIbB must migrate from the tip to nuclei in
retrograde pattern.

The C-terminal region of FIbB is essential for its
accumulation at the tip

To identify those regions of FIbB mediating its accumula-
tion at the cell apex, we focused on residues 311 to 403
(gray color in Fig.2A and B). This region shares an
elevated sequence similarity with C-terminal regions of
AP-1 factors (Cortese et al., 2011), a family of TFs that
signal the oxidative state of the cell by moving between the
cytoplasm and the nucleus (Castillo et al., 2002; Calvo
et al., 2013). Strains expressing versions of flbB’-driven
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GFP::FIbB truncated at residues 361, 341, 321 or 294 were
generated (Fig. S1A and S2A; see also Experimental
procedures). All truncations caused an aconidial pheno-
type resembling previously characterized null or loss-of-
function flbB mutants (Fig. S1B; Etxebeste et al., 2008).
None of the truncated GFP::FIbB forms could accumulate
at the tip or nuclei (Fig. S1C). Western blot assays showed
a sharp decrease of truncated FIbB levels (Fig. S1D),
suggesting that low protein concentrations caused the
absence of tip accumulation. To avoid this effect, we gen-
erated strains bearing multiple copies of the full-length
GFP::FIbB or the GFP::FIbB"-*" form. The strain express-
ing multiple copies of GFP::FIbB""-%" showed an aconidial
phenotype that instead of being the consequence of a
decreased FIbB concentration seemed to be caused by the
absence of FIbB from the tip (Fig. 6A-C).

Two cysteine residues within the AP1-like C-terminal
region of FIbB are also highly conserved among FIbB
orthologs (maroon color in Fig. 2A and B). In one analysis,
C397 was conserved in orthologs from eurotiales,
whereas C382 was more broadly conserved and was
present in all 41 FIbB orthologs studied (Cortese et al.,
2011). Cysteine residues within the C-terminal end of
AP-1 factors play a key role in their conformation, locali-
zation and function (Delaunay etal, 2000). Thus, we
investigated the role of C382 and C397 in the apical
localization of FIbB. Strains expressing GFP-tagged
FIbB©3#2A or FIbB(“**7 chimeras were generated. Fig. 6D
and E show that the ability to conidiate and the localiza-
tion of FIbB was not altered in the GFP::FIbB©*"» mutant,
whereas both GFP:FIbBC¥#% or GFP::FIbB(C¥#ACHTA
mutants showed an aconidial phenotype. However, we
observed that the loss of apical and nuclear localization
caused by the C382A substitution (Fig. 6E) was coinci-
dent with a steep decrease in FIbB levels (Fig. 6F). In
order to ascertain whether this mutation affected FIbB
protein levels, strains bearing one, two or multiple copies
of a gpdA™™-driven GFP::FIbB(®®*2" chimera were gener-
ated. All strains were aconidial (Fig. 6G) and, despite the
increasing protein levels (Fig. 6H), FIbB remained unde-
tected at the tip but accumulated in all nuclei (Fig. 61). This
nuclear pool of FIbB could not induce brlA expression
(Fig. 6J). Thus, Cys382 play an important role in the
retention of FIbB at the tip and the acquisition of its tran-
scriptional regulatory activity (see below).

A predicted dimerization domain within the bZIP of FIbB
mediates interaction with FIbE and tip localization

Dimerization domains within bZIPs play key roles in sta-
bilizing regulatory complexes with other bZIP- or non-
bZIP-proteins (Schutze et al., 2008), and the nature of the
partner usually alters the subcellular localization of the
bZIP protein (Sanso et al., 2008; Schutze et al., 2008).

Consequently, we analyzed the function of the predicted
dimerization domain of FIbB (DIM; blue color in Fig. 7A).
First, we analyzed the ability of GST-tagged full-length or
truncated forms of FIbB to retain an FIbB::HA;, chimera in
pull-down assays (Fig.7A and B). GST alone was
assayed as negative control. Results showed that a
region comprising residues 67-232 was essential for
retaining FIbB::HAg;,.

Second, we performed a deep bioinformatic analysis of
the hypothetic dimerization domain of FIbB and observed
that it is quite divergent from prototypical bZIPs. Instead of
the 4-5 heptad repeats found in most bZIPs (Vinson et al.,
2006) or 3—4 in AP1-like factors, the FIbB DIM domain
contains only two. However, the predicted DIM domain of
FIbB has several residues in common with the DIM
domain of Pap1, the AP-1 ortholog in the fission yeast
Schizosaccharomyces pombe, including those described
to contact the partner monomer (Cortese etal., 2011).
Two of the conserved residues in the first heptad of FIbB
and Pap1 DIM domains, L104 and E105, were mutated to
alanines (underlined and bold in Fig. 2B; we will refer to
dimerization mutations as DIM*). A strain expressing
flbB>-driven GFP::FIbB®™’ showed an aconidial pheno-
type, and this was associated to the steep decrease in
FIbB levels and the lack of FIbB accumulation in any
subcellular compartment (Fig. 7C-E). Because the
described decrease in FIbB levels induced by the DIM*
mutations masked their effect on the subcellular localiza-
tion of the TF, a strain expressing a gpdA™-driven GFP-
:FIbB®™" chimera was generated. In this strain, mutant
protein FIbB®™) was detected at nuclei but was excluded
from the tip, in agreement with the observed aconidial
phenotype (Fig. 7C and E). Pull-down assays indicated
that the ability to retain FIbB::HAs;x was also strongly
affected in the DIM* mutant (Fig. 7F). However, this inter-
action was mediated by FIbE, as indicated by pull-down
assays using crude protein extracts from a AflbE;
FIbB::HA strain (Fig. 7G).

Therefore, the role of the bZIP domain in the interaction
with FIbE was analyzed. Pull-down assays were per-
formed using a bacterially expressed GST fused to com-
plete or truncated versions of FIbB (Fig. 8A). GST alone
and GST fused to the full-length FIbB('#2% protein were
assayed as negative and positive controls respectively.
The deletion of first 67 amino acids did not affect the
interaction between FIbB and FIbE (Fig. 8B, column pair
named 67-426). Five additional chimeras bearing suc-
cessive C-terminal truncations were then tested (Fig. 8A
and B), revealing a positive (but apparently weaker) inter-
action with FIbE when the bZIP domain of FIbB (residues
67-140) was present. The deletion of the bZIP domain
caused the loss of interaction with FIbE as shown by the
analysis of a truncated FIbB protein comprising residues
115-426 (last column pair in Fig. 8B). These results led us
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A. Phenotype of strains expressing multiple copies of GFP::FIbB('~?% and GFP::FIbB!'-*" chimeras driven by fIbB", after 48 h of culture at

37°C. Scale bar=1cm.

B. Western blot assays showing GFP::FIbB"'~* and GFP::FIbB"-*" levels. a-actin was used as loading control.
C. Subcellular localization of each chimera in vegetative hyphae. Arrowheads indicate tips while arrows indicate nuclei. Scale bar =5 um. See

also Fig. S1.

D. Phenotype of strains expressing flbB°-driven GFP::FIbB°** or GFP::FIbB°*"* mutant chimeras. Scale bar =1 cm.
E. Subcellular localization of these mutant chimeras in vegetative hyphae. Arrowheads indicate tips and the arrow a nucleus. Scale

bar =5 pum.

F. Western blot assay showing the levels of the chimeras. «-actin was used as loading control.

G. Phenotype of strains bearing one, two or multiple copies of the pgpdA™™::GFP::FIbB°*** plasmid compared with that expressing the

wild-type chimera or the AflbB strain, after 48 h of culture in MMA at 37°C. Scale bar=1 cm.

H. Western blot assay showing the higher GFP::FIbB(©*2% |evels as the number of copies of the corresponding gpdA™™ plasmid increase.

Anti-actin, a-actin, was used as loading control.

I. Subcellular localization of gpdA™-driven GFP::FIbB*2* chimeras in the strains shown in panel D. Arrowheads indicate the absence of the

C382A mutant from the tip of vegetative hyphae. Scale bar =5 pum.

J. Northern blot assay showing fIbB and briA expression levels in gpdA™::GFP::FIbB and gpdA™™::GFP::FIbB®** strains at the vegetative

stage and 6, 12 or 24 h after the induction of conidiation. rRNA is used as loading control.
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Fig. 7. Role of the dimerization domain in the accumulation of FloB at the tip.

A. Representation of the truncated GST-tagged FIbB forms generated. Residues comprising each of the truncated proteins are indicated on
the right side.

B. Pull-down assays using as bait the truncated forms shown in A (gels stained with Coomassie blue) and total protein extracts from a strain
expressing a flbB*-driven FIbB::HA;, chimera (Western blots below). NB, non-bound fraction; B, bound fraction.

C. Phenotype of strains expressing flbB°-driven GFP::FIbB, GFP::FIbB"™", or gpdA™"-driven GFP::FIbB®™ chimeras after 48 hours of culture
at 37°C in MMA. Scale bar =1 cm.

D. The GFP::FIbB®"’ chimera, expressed by flbB’, is hardly detectable in Western blotting. c-actin was used as loading control.

E. Subcellular localization of GFP-tagged FIbB®™" chimeras, driven either by fIbB® or gpdA™. Arrowheads indicate tips and arrows nuclei
respectively. Scale bar =5 pm.

F and G. Pull-down assay using GST, GST::FIbB or GST:FIbB®™" fusions as bait (arrowheads on the gel stained with Coomassie blue) and
total protein extracts from strains expressing a flbB*-driven FIbB::HAs, chimera in a wild-type or AflbE backgrounds respectively. NB,
non-bound fraction; B, bound fraction.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 98, 607-624

218



Anexos.

FbB domains and conidiation signaling 617  EEE—S— S

C382 C397
NLSDBD DIM AP1-like i I
FIbB =
1 426
86 94
[ —
57 70 97 133
311 403
| bzIP [ intermediate regions | | AP1-like domain |
- ['m T | 1426
L. T er-426
[ | 67-361
I | 67-313
I 1-290
. 67-232
I 67-140
. [ | 1154426
GST::FIbB
bZIP
GST 1-426 67-426 67-361 67-313 1-290 67-232 67-140 115-426
kDa NB B NBB NBB NB B NBB NB B NB B NB B NB B
200 w.—-io - . &l
el B
56— =' — ]
45 e — ~ == f
31 N P8 [ v
[ (2wl &3

Fig. 8. The bZIP domain of FIbB is essential for the interaction with FIbE.

A. Representation of the truncated GST-tagged FIbB forms used in this experiment. Residues comprising each of the truncated proteins are

indicated on the right side.

B. Pull-down assays using as bait the truncated forms shown in A (gels stained with Coomassie blue) and total protein extracts from a strain
expressing an flbE>-driven FIbE::GFP chimera (Western blots below). NB, non-bound fraction; B, bound fraction.

to conclude that the bZIP domain of FIbB is essential for
the in vitro interaction with FIbE.

We then focused on amino acids L104 and E105
within the dimerization domain and C382 within the
C-terminal domain. The remarkably low solubility of the
GST::FIbB“*®" chimera (see Fig. S3A and S3B) sug-
gested the formation of inclusion bodies, which could be
the consequence of folding defects caused by the substi-
tution of the cysteine residue by an alanine (see Discus-
sion). DTT (5 mM) was used to improve its binding to the
glutathione sepharose resin (Fig. S3C). Then, we pro-
ceeded with the pull-down assays (Fig. 9A, left). Results
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showed that DIM* mutations strongly inhibited the interac-
tion between GST::FIbB and FIbE::GFP. This effect was
more clearly observed when the expression of the
FIbE::GFP chimera was driven by the gpdA™™ promoter,
which increased FIbE::GFP concentration and the stability
of the FIbB/FIbE complex (Fig. 9A; right). Due to the low
quantities of GST::FIbB(®**2% pound to the resin, we quan-
tified the ratio between Western blot and Coomassie band
intensity and observed that the C382A substitution had a
measurable effect in the amount of FIbE::GFP retained but
lower than that of the DIM* mutations (Fig. 9A and B).
Fluorescence microscopy analyses of FIbE::GFP in strains
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Fig. 9. Interaction between FIbE and FIbB is affected by the lack of residues L104 and E105 or C382.

A. Pull-down assays using as bait GST alone, or GST::FIbB, GST::FIbB®™ or GST:FIbB“** chimeras and total protein extracts from strains
expressing an fIbE>-(left) or a gpdA™"-driven (right) FIbE::GFP chimera.

B. A graph representing the ratios between Western blot and Coomassie band intensity for the replicates of the pull-down assays in panel A
(right).

C. Left: Phenotype of gpdA™™::FIbE::mRFP strains in gpdA™::GFP::FIbB, gpdA™::GFP::FIbB“*2* or gpdA™":: GFP::FIbB™" backgrounds
after 72 h of culture at 37°C in MMA. Scale bar = 2 cm. Right: Subcellular localization of FIbE:mRFP and GFP::FIbB, GFP::FIbB®*** or
GFP::FIbB®™" chimeras in vegetative hyphae of the corresponding strains. Scale bar =5 um. Green and red fluorescence intensity plots
(arbitrary units) are also shown.

D. Phenotype of strains expressing full-length or N-terminally truncated (115-426) chimeras of GFP::FIbB, driven by the gpdA™" promoter.
Scale bar=1cm.

E. Subcellular localization of the gpdA™-driven GFP::FIbB""*4%) chimera. Insets show magnifications of regions corresponding to the tip and
the apical nucleus. Arrow probably indicates a nucleolus. Scale bar: 5 um.
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expressing gpdA™-driven WT, C382A or DIM* forms of
GFP::FIbB showed that both mutations inhibited the apical
accumulation of FIbE (Fig. 9C). Taking these results into
consideration, we propose that both the dimerization and
the AP 1-like C-terminal domains are essential for the inter-
dependent apical localization of FIbB and FIbE (Garzia
et al., 2009). The dimerization domain mediates the inter-
action with FIbE, whereas Cys382 could be important for a
critical aspect of folding of FIbB that strengthens the
binding (see Discussion).

To corroborate in vivo the significance of the N-terminal
region of FIbB, which included the NLS and bZIP domains,
a strain expressing a gpdA™-driven GFP::FIbB('1542)
chimera as the unique source of FIbB was generated. As
expected, the lack of these two domains caused a com-
plete loss-of-function of FIbB and, thus, an aconidial phe-
notype (Fig.9D). A fluorescence microscopy analysis
showed that, though its expression was driven by gpdA™"
GFP::FIbB"*%% did not accumulate at the tip of the
hypha or at nuclei (Fig. 9E). The fluorescent chimera dis-
played a dispersed distribution along the cytoplasm of the
syncytium.

This study highlights the complexity of the UDA signal-
ing pathway, in which diverse domains and motifs of FIbB
modulate, possibly in a concerted manner, its subcellular
localization, the formation of an apical complex with FIbE,
targeting of the protein to the nucleus and the subsequent
transcriptional activation of asexual reproduction.

Discussion

The tips of vegetative hyphae are the first part of the
fungal mycelium to colonize new environments. Conse-
quently, and in addition to sustaining growth, tips should
also include mechanisms for environmental sensing and
signal transduction (Harris, 2009). Recent studies have
described that, in response to environmental stimuli, spe-
cific kinases migrate from the tip to nuclei where they
activate sexual development or effector production during
host invasion (Bayram et al., 2012; Bielska et al., 2014).
In permanently polarized cells such as neurons, synapti-
cal TFs act as conveyors of injury signals and activators of
the regeneration response in the nucleus (Hanz etal.,
2003; Panayotis et al.,, 2015). The translocation mecha-
nism of these TFs typically include MAPK signaling as
well as the participation of importins o. and B, the latter
being locally translated, and molecular motors such as
dynein (Rishal and Fainzilber, 2014). Our results show
that TF-mediated, direct tip-to-nucleus communication
also occurs in filamentous fungi, with the bZIP TF FIbB
purportedly relaying a sensed environmental signal from
the tip to the nuclei (Etxebeste et al., 2010) and there
acting as a key regulator of conidia production. In a
context in which conidia constitute the main mechanism
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for the spread of filamentous fungal pathogens, FIbB
arises as the first known model of an apical TF mediating
fungal development.

FIbB accumulates at the tip of hyphae at the very begin-
ning of germ-tube formation and continues in this location
as long as polarized cell growth is maintained (Etxebeste
et al., 2009; Perez-de-Nanclares-Arregi and Etxebeste,
2014). Actin filaments play a central role in the transport of
FIbB from the subapex to the apex, whereas the microtu-
bule cytoskeleton seems not to be essential for the apical
accumulation (number 1 in Fig. 10). The presence of FIbB
at the tip does not simply respond to a need for retention
outside the nuclei. As observed in some flbB mutants and
the null fIbE background, FIbB must first pass through the
pool at the tip in order to gain competence for its activating
function at the nucleus. We uncovered two main require-
ments for the activation of FIbB at the tip. First, the bZIP
domain enables the formation of heterodimers with FIbE,
underlining the tight functional relationship between FIbB
and FIbE. The absence of FIbE disrupts the accumulation
of FIbB at the tip as evidenced by the lack of movement of
its patches (Fig. 4). Thus, it is tempting to suggest that
both proteins move jointly to the tip and that FIbE may act
as a linker for connecting FIbB to the corresponding trans-
port mechanism. A key future landmark in the study of the
control of developmental induction will be the determina-
tion of the role of FIbE domains and the identification of
those mediating the interaction with FIbB. An additional
intriguing question for the future is whether anterograde
FIbB patches mark a specific subpopulation of vesicles or
constitute protein aggregates (1a and 1b, respectively, in
Fig. 10). As membrane trafficking has been shown to be
intricately connected to mRNA transport (Jansen etal.,
2014), a possible polarized localization of the mRNA of
flbB should also be tested.

The second requirement involves an intact C-terminal
region of FIbB. This observation emphasizes the impor-
tance of the cysteine in position 382 as a second element
mediating the apical localization of the FIbB/FIbE
complex. The absence of Cys residues in FIbE precludes
a role of Cys382 in the formation of disulfide bridges
between FIbB and FIbE. Thus, the improvement in the
FIbB/FIbE interaction attributed to Cys382 could be the
consequence of allowing the formation of appropriate
intra- or intermolecular interactions enabling proper
folding of FIbB and/or association with protein or lipid
structures in the apical compartment. Alternatively, it could
constitute a mechanism for hiding the NLS similarly to the
mechanism that retains Pap1 in the cytoplasm (Kudo
et al., 1999; Kuge et al., 2001; Castillo et al., 2002).

A nuclear export signal (NES) contributes to the accu-
mulation of Pap1 in the cytoplasm. Our bioinformatic
analyses identified a domain in the C-terminal region of
FIbB, comprising amino acids 385 to 394, showing imper-
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Fig. 10. A model depicting the relationship between apical and nuclear pools of FIbB.
A. Actin filament-dependent accumulation of FIbB at the tip of vegetative hyphae through the dimerization motif and the C-terminal region. 1a

and 1b indicate transport in vesicles or as protein aggregates respectively.

B. Targeting of FIbB to the nucleus.
C. Import of FIbB through the nuclear pore.

D. Transcriptional regulation by FIbB, binding directly to flbD and brlA promoters (arrows). FIbB is also necessary to maintain its own
expression and/or protein levels and induce the expression of urdA, coding for a putative HLH transcription factor involved in the repression of

sexual development.

fect matches to the classical NES consensus sequence
(La Cour et al., 2003). Nevertheless, alanine substitution
of hydrophobic amino acids F392 and E393 did not affect
the localization of flbB’-driven GFP::FIbBF¥AESSA op
FIbB::GFPF3%AE3SA chimeras nor conidia production (not
shown). Along with the absence of nuclear exclusion for
the GFP::FIbB!"'*%% form, these results suggest that the
existence of a NES within FIbB is unlikely. Focusing on the
biochemistry of the apical complex and its hypothetic
association with subcellular structures at the tip of the cell
can further elucidate the role of the AP1-like domain of
FIbB.

The need of an apical accumulation of FIbB and the
tip-to-nuclei directionality of its movement helps explain
the important issue of how the asymmetric nuclear distri-
bution is generated (numbers 2 and 3 in Fig. 10). Because
nuclear transporters distribute regularly in nuclei of veg-
etative hyphae (Markina-l arrairaegui et al., 2011), the
asymmetry might not be generated by a hypothetic
uneven cellular distribution of the corresponding import
machinery along the syncytium. Our results strongly
suggest that the restricted space at the tip would limit the
number of FIbB molecules that could be activated there,

thus limiting the quantity available for nuclear uptake.
Assuming that this pool would not saturate the nuclear
import machinery, the retrograde migration of transcrip-
tionally active FIbB would result in the first nucleus receiv-
ing the greatest number of molecules, thus generating the
asymmetry. Constitutive expression of FIbB masked this
asymmetry by overdriving the mass action effect.
Nuclear import of proteins requires the presence of an
NLS within the cargo and its recognition by a karyopherin.
We have delimited residues K57 and K72 as parts of a
bipartite NLS mediating the nuclear accumulation of FIbB.
Importin-o. and B1 constitute the main nuclear transport
complex in eukaryotes, importin-o. being the adapter that
links the cargo with the actual importer, importin-B1
(Gorlich and Kutay, 1999). As consensus bipartite NLSs
are recognized by importin-o. and considering that A. nidu-
lans importin-a. and - homologs, KapA and KapB, move
anterogradely to reach the tip of hyphae (Etxebeste et al.,
2013), we studied the phenotype of a FIbB::GFP strain
expressing the only temperature sensitive (fs) allele of
kapA available, kapA31 (Araujo-Bazan etal., 2009).
Strains expressing ts alleles of kapB are unfortunately not
available. The kapA31 strain showed a clearly visible aco-
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nidial phenotype atthe restrictive temperature of 37°C (Fig.
S4). However, our attempts to demonstrate an interaction
between KapA and FIbB through yeast two-hybrid assays
have hitherto been unsuccessful. This suggests that the
aconidial phenotype observed for the kapA31 strain could
be due to an absence of nuclear accumulation of another
regulator of development, as has been demonstrated with
VeA (Araujo-Bazan et al., 2009). The possibility of other
karyopherins mediating the tip-into-nucleus transport of
FIbB is open but the functional characterization of karyo-
pherins in filamentous fungal cells identified KapA and
KapB as the only ones with a detectable long-distance
cytoplasmic movement within hyphae (Markina-
| arrairaegui et al., 2011; Etxebeste et al., 2013).

The transcriptional activity of FIbB extends beyond the
induction of flbD and brlA expression (number 4 in Fig. 10;
Garzia et al., 2010). On the one hand, the fact that spe-
cific mutations within fIbB triggered a marked decrease in
protein levels suggests that flbB expression and/or FIbB
concentration are dependent on FIbB activity. On the
other hand, RNA sequencing experiments identified tran-
scriptional targets of FIbB such as urdA, which codes for
a putative TF that acts upstream of br/A and serves to
repress mis-scheduled induction of fruiting-body forma-
tion (Oiartzabal-Arano et al., 2015).

Overall, the succession of events summarized in
Fig. 10 illustrates various roles of FIbB motifs and resi-
dues in its accumulation at the tip, its subsequent activa-
tion there, its nuclear import and the regulation of its target
genes. Being the first TF known to mediate the tip-to-
nucleus communication in filamentous fungi, this model
establishes a general framework for future analyses to
elucidate the molecular mechanisms employed by UDAs
for coupling apical sensing with transcriptional control.
The knowledge generated could make major contribu-
tions to the development of advanced strategies for the
containment of mycoses caused by filamentous fungi.

Experimental procedures

Oligonucleotides, plasmids, strains and
culture conditions

Oligonucleotides and A. nidulans strains used in this work are
shown in Tables S1 and S2 respectively. Strains were culti-
vated in appropriately supplemented liquid or solid standard
minimal (MMA) or complete (MCA) medium (Cove, 1966).
The usefulness of the gpdA™ promoter (Pantazopoulou
and Pe alva, 2009) for the constitutive expression of flbB had
previously been verified by us (Perez-de-Nanclares-Arregi
and Etxebeste, 2014). Construction of pgodA™"::GFP::FIbB
plasmid was based on pgpd003 (Fig. S5; Pantazopoulou and
Pe alva, 2009). First, a BamHI-BamH| sequence from
plasmid p1155 [palcA”:GFP:PacC(5-250); (Mingot etal.,
2001)], encoding GFP, was cloned into a pGEX::FIbB plasmid
(see below). Correct orientation of GFP fused to the FlbB
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N-terminus was confirmed, and the fragment encoding
GFP::FIbB was extracted using Ncol-EcoRl enzymes. The
ligation of this fragment into pgpd003 generated the plasmid
pgpdA™™-:GFP::FIbB, which was used as template to intro-
duce point mutations within FIbB. Oligonucleotides used in
the mutagenic-PCR reactions are shown in Table S1, and the
procedure followed to select mutant plasmids is shown in Fig.
S5. Genomic integration of WT or mutant pgpdA™::GFP-
::FIbB plasmids was directed at the pyroA locus of protoplasts
from strains BD177 (AflbB) or BD178 (AflbE). Recombinant
strains were selected based on the pyroA* phenotype and
Southern blot technique.

To generate mutant GFP:FIbB strains, plasmid pBSK-
pyroA*::GFP::FIbB was constructed as follows. An
fibB:: gfp::fIbB::3 -UTR DNA cassette was amplified by PCR
using genomic DNA from strain BD185 as template and oli-
gonucleotides floBmutag+1 and floBmutag-1, which included
Asp718 restriction sites (Fig. S2A). The insert was ligated into
a pBSK-pyroA* plasmid (Garzia et al., 2009) to generate the
recombinant pBSK-pyroA*::GFP::FIbB plasmid. This tem-
plate was mutagenized by PCR to introduce stop codons or
point mutations within the flbB sequence (Table S1). Mutant
plasmids were sequenced to confim the presence of the
required mutation. WT or mutant pBSK-pyroA*::GFP::FIbB
plasmids were then used as template to amplify, with oligo-
nucleotides flbB-PP1 and flbB-GSP4, flbB":gfp::flbB*::3-
UTR DNA cassettes, which bore no genetic marker. These
cassettes were then used to transform protoplasts of strain
BD143 (AflbB::pyrG**“™). Genomic integration was directed at
the fIbB locus, and the selection of transformants was done
using 2 mg ml~' of 5-fluoroorotic acid (FOA; Apollo Scientific,
UK) in culture medium. Homologous recombination was con-
firmed by Southern blot.

To generate mutant FIbB::GFP strains, three different PCR
products were amplified, fused and used to transform proto-
plasts of a WT strain (Yang et al., 2004; Fig. S2B): (i) a 1.5 kb
fragment bearing the 3’-coding region of flbB(oligonucleotides
flbB-GSP1 and flbB-GSP2 and mutant pBSK-pyroA*::GFP-
FIbB* plasmids as template); (i) gfp::pyrG*“™ bearing
complementary tails to the other two PCR products (oligonu-
cleotides floB-GFP1 and floB-GFP2 and plasmid pFNO03 as
template); and (jii) the 3"-UTR region of flbB (oligonucleotides
floB-GSP3 and flbB-GSP4 and genomic DNA from A. nidulans
as template).

Protoplasts from strains expressing WT FIbB or FIbB forms
bearing point mutations within its NLS were transformed with
fusion-PCR cassettes bearing a mCherry- or mRFP-tagged
Histone-H1-coding gene hhoA (Markina-l arrairaegui etal.,
2011).

Spore production by colonies grown on solid medium was
calculated as described by Garzia etal. (2010), using three
replicates for each strain. Statistical analyses to compare
different conditions were based on the two-tailed Student's
t-test for unpaired samples.

Microscopy

Aspergillus nidulans conidiospores were inoculated in sup-
plemented watch minimal medium (WMM; Pe alva, 2005)
and incubated for 18 h at 25°C. The association of FIbB
localization to different cytoskeletal networks was analyzed
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essentially as described in Ara jo-Baz n et al. (2008), using
100 uM Latrunculin B (Calbiochem) and/or 2.4 pg ml™
Benomyl (Aldrich) concentrations. Cultures were observed as
previously described using a Leica DMI-6000b or a Zeiss
Axio Observer Z1 inverted microscopes (Hernandez-Ortiz
and Espeso, 2013; Perez-de-Nanclares-Arregi and
Etxebeste, 2014). Images were acquired after 200, 100 or
50 ms of exposure times for strains carrying a single, double
or multiple copies of the pgpdA™::GFP::FIbB vector respec-
tively. Images for GFP:FIbB and FIbB::GFP strains were
obtained with 800 ms exposure times. The Axio Observer
microscope included a diaphragm slider for the selective
irradiation of the tip and 500-1000 ms expositions were used
to detect green or red signals of FIbB::Dendra2 respectively
(Perez-de-Nanclares-Arregi and Etxebeste, 2014). Fluores-
cence levels were measured using ImageJ software
(http://imagej.nih.gov/ij) (U. S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA).

Protein extraction and Western blot analyses

Protein extraction was carried out as described in Fernandez-
Martinez et al. (2003). Proteins were separated in standard
10% SDS-polyacrylamide gels before electrotransfer to nitro-
cellulose filters. GFP-tagged proteins were detected with anti-
GFP mouse monoclonal antibody cocktail (1/5000; Roche).
Actin, used as loading control, was detected using mouse
anti-actin antibody (1/50 000; ICN Biomedicals). Peroxidase
conjugated anti-mouse (1/4000; Jackson ImmunoResearch
Laboratories) was used as secondary antibody. Peroxidase
activity was detected with Amersham Biosciences ECL kit, and
chemiluminescence was detected using a Luminescent Image
Analyzer LAS-3000 (Fujifilm Life Science) or a Chemidoc
+ XRS system (Bio-Rad).

Expression of recombinant proteins in bacteria

Plasmid pGEX-2T (Pharmacia) was used to express fusions
of GST to full, truncated or point-mutant versions of FlbB.
Using standard PCR, the cDNA of flbB (Etxebeste etal.,
2008) was amplified (oligonucleotides GST-FIbB 1 and GST-
FIbB 2; Fig.S3) and cloned into pGEX-2T to render plasmid
pGEX::FIbB. Similarly, truncated versions of FIbB were PCR
amplified using pGEX::FIbB as template and the correspond-
ing oligonucleotide pairs (Table S1), and cloned into pGEX-
2T. E. coli DH1 strains transformed with each vector were
grown until ODgy = 0.6-0.8, and expression of GST-tagged
proteins was induced with the addition of 0.1 mM IPTG and
further incubation at 15°C for 24 h. Cultures were centrifuged,
and bacterial pellets were subsequently re-suspended in
PBS (150 mM NaCl, 200 mM Na.HPO;, 5 mM NaH.PO,)
supplemented with a complete protease inhibitor cocktail
tablet (Roche). Cells were lysed using a French press at
1200 psi or sonication (8 pulses of 30 s plus additional 30 s
on ice), and the supernatant generated after centrifugation
was saved for further uses.

Pull-down assays

Protein—protein interactions were assayed using the above-
mentioned GST-tagged FIbB chimeras and total A. nidulans

protein extracts. GST-tagged proteins were attached to glu-
tathione sepharose media (GE Healthcare) after 1 h incuba-
tion at 4°C. After three washing steps with PBS plus protease
inhibitors, 2 mg of the total protein extract from the corre-
sponding A. nidulans strain were added to the tube. A second
incubation at 4°C for 1 h was performed to allow the interac-
tion. After three to five washing steps, resin was
re-suspended in loading buffer (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 2%
sodium dodecylsulfate, 5% [(-mercaptoethanol, 6 M urea,
0.05% bromophenol blue) and proteins in samples denatured
before being electrophoresed in SDS-polyacrylamide gels.
Proteins were visualized with the Bio-Safe Coomassie stain
(Bio-Rad), and tagged proteins were specifically detected by
Western blotting.

RNA isolation and Northern blot analyses

Isolation of total RNA and Northern blot analyses were
carried out as previously described (Garzia etal., 2009).
Radioactive signals were detected using a BAS-MS 2040
imaging plate (FujiFilm) and a Phosphorimager FLA-3000
(FujiFilm).

Bioinformatic analyses

Alignments of putative FIbB domains were performed
with ClustalW (http:/Awww.ch.embnet.org/software/ClustalW
.html). The NLStradamus algorithm (http://www.moseslab.csb
.utoronto.ca/NLStradamus/) was used for NLS prediction.
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Abstract The infection cycle of filamentous fungi con-
sists of two main stages: invasion (growth) and dispersion
(development). After the deposition of a spore on a host,
germination, polar extension and branching of vegeta-
tive cells called hyphae allow a fast and efficient invasion.
Under suboptimal conditions, genetic reprogramming of
hyphae results in the generation of asexual spores, allow-
ing dissemination to new hosts and the beginning of a new
infection cycle. In the model filamentous fungus Aspergil-
lus nidulans, asexual development or conidiation is induced
by the upstream developmental activation (UDA) pathway.
UDA proteins transduce signals from the tip, the polarity
site of hyphae, to nuclei, where developmental programs
are transcriptionally activated. The present review sum-
marizes the current knowledge on this tip-to-nucleus com-
munication mechanism, emphasizing its dependence on
hyphal polarity. Future approaches to the topic will also
be suggested, as stimulating elements contributing to the
understanding of how apical signals are coupled with the
transcriptional control of development and pathogenesis in
filamentous fungi.
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Introduction: Life-cycle characteristics behind the
impact of filamentous fungi

Filamentous fungi are widely used in industry and medicine
as a source of enzymes, antibiotics or immunosuppressants
(Gutierrez-Correa et al. 2012). However, they constitute
one of the most threatening groups of fungal pathogens,
severely affecting animal and plant species as well as the
production and quality of grain and fruits (Bebber et al.
2013; Fisher et al. 2012). Filamentous fungi grow fast and
efficiently on a variety of substrates and their genomes also
encode information for disseminating and responding to
environmental perturbations (Adams et al. 1998).

The cell type that best represents these traits is the vege-
tative hypha. After its deposition on a substrate and a period
of isotropic growth, a spore from the model fungus Asper-
gillus nidulans establishes a polarity site and germinates
(Fig. 1a). Spore germination is subjected to environmental
determinants such as light, conidial density or the presence
of 8-carbon oxylipins (Braga et al. 2015; Herrero-Garcia
et al. 2011; Rohrig et al. 2013). Spore germination and
germ-tube extension generate syncytial (multinucleated)
and cylindrical cells with a slightly tapered apex. Hyphae
are continuously polarized and apical extension is mediated
by the addition of new plasmatic membrane and cell-wall
materials that are transported from distal regions to the sub-
apex on microtubules and then to the apex on actin tracks
(Riquelme 2013 Takeshita et al. 2014). Hyphal growth and
branching generate a complex network of interconnected
cells called mycelium, which constitutes the main structure
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of the invasive phase (Fig. 1a). A combination of external
(air, light or stress) and internal (metabolites) cues causes
in A. nidulans the induction of asexual development (Etx-
ebeste et al. 2010; Rodriguez-Urra et al. 2012) resulting in
the production of structures called conidiophores (Fig. 1b;
see below). Each conidiophore bears thousands of asexual
spores or conidia, metabolically latent mitospores charac-
terized by low water content, arrested metabolism and the
presence of mycotoxins (Adams et al. 1998). Conidia pro-
duction is a key step of fungal infection because it permits
dispersal and the rapid propagation of mycoses (Gregory
1966). The numerous mitotic divisions required for conidia
production have also been linked to an increased mutation
supply and, thus, the emergence of strains resistant to fun-
gicides (Zhang et al. 2015). Aspergillus nidulans, in par-
ticular, and filamentous fungi, in general, are also used as
model organisms for the study of the mechanisms that con-
trol cell reprogramming and specialization in eukaryotes.
Due to the relevance of asexual reproduction as a develop-
mental program and its importance in the dissemination of
mycoses, this review will summarize the knowledge on the
signal transduction mechanism that genetically reprograms
A. nidulans hyphae from the invasive (vegetative) to the
dispersion (conidiation) mode.

A combination of growth and budding events
drives conidiophore development in Aspergillus
nidulans

Apparently, vegetative growth and conidiation are sequen-
tial and mutually exclusive processes separated in time
by the reception and transduction of the induction signal.
However, a detailed analysis of conidiation shows that
its control is inexorably dependent on polar growth. Dur-
ing conidiophore development, apical growth events are
combined with budding processes (Mims et al. 1988)
(Fig. 1b). A thick-walled cell or foot cell is initially gener-
ated at hyphal compartments distal from the growing tip.
The foot cell constitutes the mainstay of conidiophores. A
branch called stalk emerges from the foot cell and elon-
gates through apical extension until its tip begins to swell
forming the vesicle. After a series of nuclear divisions, a
massive multipolar budding at the dome of the vesicle gen-
erates metulae, uninucleated sterigmata which grow api-
cally until they bud into phialides. This cell type gives rise
to long chains of conidia. The generation of as many as 60
metulae from a single vesicle, budding of each one into two
phialides and the production of up to a hundred conidia by
each phialide permits the synthesis of more than 10,000
conidia per conidiophore, multiplicating the probability of
a successful dissemination.

2} Springer

Fig. 1 Vegetative growth and asexual development in Aspergil-p
lus nidulans. a Colony formation. After an initial phase of isotropic
growth, a polarity site is selected within a spore. This generates the
germ tube, which grows apically through the addition of plasma
membrane and cell-wall materials at the apex. Branching generates
new polarity sites, expanding hyphae in different directions. Blue,
red and green circles represent proteins mediating exocytosis and
endocytosis at the tip. Gray and maroon lines represent actin and
tubulin cytoskeleton, respectively. Gray arrows indicate growth direc-
tion. The picture below represents a colony of Aspergillus nidulans.
Peripheral hyphae (young hyphae: green circle) avoid the contact
with each other and grow outwards. Hyphae in the central region
(old hyphae; red circle) show an increased branching rate and do not
avoid contact. Conidiophore development is also induced in the cen-
tral region and is promoted by specific signals. b Genetic control and
morphological transformations leading to conidiophore formation.
The UDA pathway transduces environmental signals to br/A inducing
the CDP pathway, which controls the formation of the vesicle, metu-
lae, phialides and finally conidia (yellow and green color for young
and mature conidia, respectively). Gray arrows indicate growth
direction. F, S, V, M, P and C indicate foot cell, stalk, vesicle, metu-
lae, phialides and conidia, respectively. ¢ The aconidial fib (fluffy.
low-briA) phenotype. Left Phenotype of wild type, AfibB, AflbE
and AflbD strains in solid minimal medium after 72 h of culture at
37 °C. Green color of the wild type colony indicates the production
of conidia. The cottony appearance and white color of mutant colo-
nies indicate the absence of asexual development. Scale bar 2 cm.
Right Northern-blot showing the expression level of brlA in wild
type, AflbB and AfIbE strains 0, 6, 12, 24 and 48 h after the induc-
tion of conidiophore development. rRNA was used as loading control.
Reproduced from (Garzia et al. 2009) with permission

The metula is probably the conidiophore cell type that
best represents the requirement of polarity during conidi-
ophore formation. Although they normally bud into phi-
alides, a reversion of the conditions that initially induced
conidiophore development aborts metula-to-phialide transi-
tion, resulting in a miss-scheduled apical lengthening and
the production of hyphae-like structures (Etxebeste et al.
2009). This observation demonstrated that the activation of
conidiophore development is reversible and that the process
is completed if the conditions that induced it prevail. The
mechanism that executes budding or hyphal-like extension
of metulae is completely unknown and revisiting A. nidu-
lans mutants failing in metulaec emergence, elongation or
budding, such as abaA or hymA (Karos and Fischer 1996;
Sewall et al. 1990) could provide key information. Some
aberrant-metulae phenotypes correspond to mutations in
genes coding for known regulators of polarity such as the
Ras-GAP protein GapA, the polarisome component BemA
or the GTPase RacA (Harispe et al. 2008; Leeder and
Turner 2008; Virag et al. 2007). An analysis of the inter-
action partners of these proteins in vegetative hyphae and
metulae or the comparison of the transcriptional/proteomic
profiles between hyphae and dissected metulae could lead
to the identification of transcripts/proteins differentially
expressed and participating in the decision of budding
metulae into phialides. The adaptation to A. nidulans of
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advanced proteomic and transcriptomic procedures such
as those developed by Shi and colleagues or Teichert and
coworkers can be useful in this approach (Shi et al. 2015;
Teichert et al. 2012).

Apical control of conidiation and tip-to-nucleus
communication in vegetative hyphae

The morphological transformations described above are
regulated at the molecular level by two pathways. To con-
trol the synthesis of the conidiophore cell types, genes from
the central developmental pathway (CDP) establish multi-
layer regulatory mechanisms (Adams et al. 1998; Park and
Yu 2012). brlA is the first CDP gene, coding for a C2H2 TF
and illustrating the complex genetic and molecular control
required for building such a specific structure as the con-
idiophore (Fig. 1b). Several transcription factors (TF) bind
brlA promoter and the presence of an upstream open read-
ing frame (UORF) leads to two possible transcripts, briAa
and briAB, each one being required at different develop-
mental stages (Fischer and Kues 2006; Han et al. 1993).
Feedback regulatory loops on brlA mediated by CDP TFs
have also been described, refining the expression and activ-
ity of BrlA isoforms and informing about the completion of
the process (Aguirre 1993; Ni and Yu 2007).

Since conidiation proceeds under specific environmental
conditions, a mechanism must guarantee that those signals
are correctly transduced to brlA promoter. Upstream devel-
opmental activators (UDAs) perform this role and thus,
loss-of-function mutations in UDA genes yield undiffer-
entiated masses of vegetative hyphae forming cotton-like
colonies designated as fluffy (Cortese et al. 2011; Etxebeste
etal. 2010; Wieser et al. 1994, 1997) (Fig. 1b, c). This aco-
nidial phenotype is caused by a low and delayed expres-
sion of briA. The application of current molecular and cel-
lular biology techniques has furthered the establishment of

Nucleus ___
-

Plasmatic membrane

Fig.2 FIbB dynamics and transcriptional activity in vegetative
hyphae. Numbers indicate the analyses suggested in the main text.
I and 3 identification and characterization of proteins that medi-
ate anterograde and retrograde migration of FIbB: 2 identification

@ Springer

a temporal framework for important UDA proteins and the
assignment of specific subcellular compartments to their
activity. In addition, it has shown that those UDAs take
advantage of the polar growth machinery to perform their
signaling and regulatory roles from the very beginning of
the vegetative stage (Etxebeste et al. 2009; Herrero-Garcia
et al. 2015).

FIbB is a bZIP (basic leucine zipper)-type UDA TF
essential for the induction of conidiation and constitutes the
first known example of a TF locating at the tip of filamen-
tous fungal hyphae (Etxebeste et al. 2008). Once polarity
is established, FIbB accumulates at the tip of germlings,
apically to the region of endocytosis and independently to
the cell-cycle phase (Etxebeste et al. 2009; Perez-de-Nan-
clares-Arregi and Etxebeste 2014). The presence of FIbB
also at the tip of growing metulaec demonstrates its tight
relationship with polarity. In mature vegetative hyphae,
FIbB is detected in nuclei, with the highest concentration
in the apical nucleus and steadily decreasing quantities
in successive nuclei (Etxebeste et al. 2008). The selec-
tive green-to-red photo-conversion of the apical pool of
an FIbB::Dendra2 chimera (Etxebeste and Takeshita 2015;
Perez-de-Nanclares-Arregi and Etxebeste 2014) and the
subsequent detection of red fluorescence in nuclei demon-
strated a tip-to-nucleus migration of FIbB (Herrero-Garcia
et al. 2015). Therefore, apical localization is a pre-requisite
for FIbB to become transcriptionally competent and to effi-
ciently induce brlA expression in nuclei (Momany 2015).
Otherwise, conidiation is inhibited.

Different elements are required to target FIbB to its ini-
tial destination: the hyphal apex. Actin cytoskeleton plays
an essential role in the transport from the subapex to the
apex (Herrero-Garcia et al. 2015). The myosin molecular
motor or additional proteins assisting this transport are
completely unknown and proteomic approaches should
be used in the future for their identification (number 1 in
Fig. 2). How FIbB reaches the subapex is an additional

Tip o Signal

of a hypothetic post-translational modification of FIbB related to an
unknown signal; and 4 elucidation of the transcriptional regulatory
mechanism mediated by FIbB and FIbD at the promoter of brlA
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intriguing question since the addition of benomyl, a micro-
tubule (MT)-destabilizing drug, to the growth medium
does not inhibit its apical accumulation (Fig. 2). MT-based
anterograde transport of vesicles is the main mechanism
for feeding the subapex with plasmatic membrane and cell-
wall materials, which are subsequently transported on actin
filaments to the plasmatic membrane at the apex (Riquelme
2013). It could be hypothesized that FIbB could travel on
a specific subpopulation of MTs less affected by benomyl
addition, or that an FIbB subpopulation synthesized close
to the tip could join directly actin patches (Manck et al.
2015). However, the latter possibility would imply the
transport of the flbB mRNA to a region close to the tip and
it has been described that polarized transport of mRNAs
in filamentous fungi and their localized or on-the-move
translation are associated with endosome movement, which
depends on MTs (Jansen et al. 2014).

Apical accumulation of FIbB depends on the bZIP tran-
scriptional regulatory domain and the most C-terminal
region (Herrero-Garcia et al. 2015). A fully conserved
cysteine residue within the C-terminus apparently contrib-
utes to the acquisition of the three-dimensional structure
required for anterograde transport. The presence within the
central region of four conserved cysteine residues suggests
that the C-terminal cysteine could determine the spatial
conformation of FIbB through the formation of disulfide
bonds with them, as occurs with Papl, a TF that signals
oxidative stress in Schizosaccharomyces pombe (Castillo
et al. 2002). This possibility requires further analyses.

Dimerization domains within bZIPs mediate the for-
mation of complexes with other bZIP- or non-bZIP pro-
teins, regulating their subcellular localization and activity
(Schutze et al. 2008). The dimerization domain of FIbB is
sufficient to establish an interaction with a second UDA pro-
tein, FIbE (Garzia et al. 2009; Herrero-Garcia et al. 2015;
Wieser et al. 1994). The absence of FIbE activity inhibits the
apical accumulation of FIbB dispersing it in the cytoplasm.
Compared to the subapical accumulation observed when
actin cables are destabilized, these results strongly sug-
gest that FIbE not only stabilizes FIbB at the tip but assist
it in the anterograde transport to the apex (Herrero-Garcia
et al. 2015) (Fig. 2). Bioinformatic analyses on FIbE and its
orthologs (Cortese et al. 2011) revealed the presence of con-
served regions predictably involved in protein—protein inter-
actions, post-translational modifications, targeting to subcel-
lular compartments and signal recognition (our unpublished
results). The determination of the role of these domains in
FIbB/E transport and localization, their interaction, as well
as the ability to induce conidiation will provide key infor-
mation on how filamentous fungi locate proteins involved in
signal transduction at the tip.

Although speculative, it is tempting to hypothesize with
the reception of a signal at the apex, which would cause

the modification and release of FIbB (number 2 in Fig. 2).
Proteins mediating the tip-to-nucleus migration of FIbB are
completely unknown and proteomic approaches should be
used for their identification (number 3 in Fig. 2; see also
next section). Nuclear accumulation of FIbB requires a
bipartite nuclear localization signal (NLS) located close
to the bZIP domain (Herrero-Garcia et al. 2015). Once in
the nucleus, FIbB first induces the expression of a second
UDA TF known as FIbD (Garzia et al. 2010). FIbD activity
is essential for the activation of brlA expression and also
for the completion of specific stages of sexual development
(Arratia-Quijada et al. 2012; Garzia et al. 2010). Second,
FIbB and FIbD bind to target sequences located in a region
of 300nts within brlA promoter (number 4 in Fig. 2) and the
loss of FlbB-binding in the absence of FIbD activity sug-
gests that both TFs cooperate in the transcriptional regula-
tion of brlA expression (Garzia et al. 2010). However, the
exact number and nature of target sequences within briA
promoter have not been determined yet. It is worth men-
tioning that these protein-DNA binding assays were per-
formed using vegetative samples (absence of conidiation).
This means that, under non-inducing conditions, UDAs
are able to bind briA promoter but the configuration of this
transcriptional complex cannot trigger conidiation. Conse-
quently, a dynamic functional relationship between FIbB
and FIbD, modifications at the chromatin level and the
requirement of additional proteins for br/A induction have
been proposed (Canovas et al. 2014; Kwon et al. 2010).

The absence of the transcriptional activity of FIbB influ-
ences additional cellular processes, such as the expression
of secondary metabolism genes or the modulation of the
timing between sexual and asexual reproductive cycles
(Oiartzabal-Arano et al. 2015). Multiple studies have dem-
onstrated that the balance between sexual and asexual
development is controlled at different levels and through
diverse mechanisms, such as the VeA complex (light recep-
tion and secondary metabolism), NsdD (repressor of briA
and activator of sexual development), OsaA and UrdA
(activators of brlA and repressors of sex, acting down-
stream of VeA) or Ppo proteins (control of development
by fatty-acid derivatives) (Alkahyyat et al. 2015; Bayram
et al. 2010; Bayram and Braus 2012; Calvo 2008; Lee et al.
2014; Oiartzabal-Arano et al. 2015; Tsitsigiannis et al.
2005). In conclusion, filamentous fungi invest multiple
genelic resources in a continuous crosstalk between devel-
opmental programs inhibiting one of the pathways when
the other is induced.

Concluding remarks and future prospects

The induction of conidiation in A. nidulans requires a spe-
cific subcellular distribution of two of its regulators, FIbB
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and FIbE. Most probably, the underlying signaling and tran-
scriptional regulatory mechanism will be sensitive to any
perturbation altering their localization or affecting the direc-
tional movement of FIbB between the tip and nuclei. Two
lines of research should be considered for the future. On the
one hand, a deeper understanding of intracellular transport
processes is demanding to decipher how signaling mol-
ecules such as FIbB are located at the tip, or how the bZIP
TF migrates to nuclei. Theoretically, any genetic defect
causing a reduction in the apical accumulation of FIbB will
inhibit its transcriptional activity and the ability to produce
asexual spores. We hypothesize two groups of proteins par-
ticipating in such mechanisms: those with a general role in
the transport of cargoes (such as cytoskeletal or motor pro-
teins) and those specific players coupling FIbB to the cor-
responding transport pathway (as seems to be FIbE). Muta-
tions in proteins belonging to the first group are supposed to
cause pleiotropic defects while mutations in proteins from
the second group should show a decrease in conidia produc-
tion without affecting polar extension (Etxebeste et al. 2009
Garzia et al. 2009). Screening of aconidial mutants in which
apical FIbB was delocalized would permit the identification
of genes/proteins from any of these two groups. However,
pleiotropic (if not lethal) phenotypes can be anticipated for
mutants from the first group and also false positives caused
by mutations in UDA genes, which decrease FIbB levels in
vegetative hyphae (Garzia et al. 2009, 2010; Herrero-Garcia
et al. 2015). A proteomic analysis is also an interesting, and
probably more straightforward, procedure to identify FIbB
interactors assisting its anterograde or retrograde transport.

On the other hand, a second major objective would be
the analysis of the functional relationship between FIbB and
FIbD. How these factors are spatially and temporally coor-
dinated with the substantial number of TFs binding briA
promoter must also be clarified. For example, specific tar-
get sequences for FIbB and FIbD at brlA promoter should
be determined as well as any modification in the regulatory
mechanism caused by the binding of additional TFs or co-
regulators (Spitz and Furlong 2012). A hypothetic interac-
tion between FIbB and FIbD (preceding or following DNA
binding) should also be considered. The UDA pathway may
well serve as a model to discover novel aspects of transcrip-
tional regulation mediated by bZIP and cMyb TFs.

The completion of those tasks might further, through a
mechanistic comparison between A. nidulans and filamen-
tous fungal pathogens, the identification of new molecular
targets for the impairment of asexual development or the
design of inhibitors for the chemical signals inducing it.
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