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dATP Desoxiadenosina-5´-trifosfato 

dCTP Desoxicitidina-5´- trifosfato 

DEPC Dietilpirocarbonato 

dGTP Desoxiguanosina-5´-trifosfato 

DIG Digoxigenina 

DTT Ditiotreitol 

dTTP Desoxitimidina-5´-trifosfato 

EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 

EMSA Ensayo de Movilidad Electroforética (Retardo en Gel) 

EtOH Etanol 

GFP/mRFP/YFP Proteína fluorescente verde/monomérica roja/amarilla 

GST Glutatión-S-transferasa 

GTP/GDP Guanosín trifosfato/difosfato 

Hepes Ácido 4-[2-hidroxietil]-1-piperazinetanosulfónico 

IPTG Isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 

kDa Kilodalton (=1000Da) 

LB Luria-Bertani 

MCA Medio completo Aspergillus 

MES Ácido 2-[N-morfolino]etanosulfónico 

MMA Medio mínimo Aspergillus 

MMR  Medio mínimo de regeneración 

MOPS Ácido 3-[N-Morfolino]propanosulfónico 

NLS/NES Señal de localización/exportación nuclear 

ORF Marco de lectura abierta 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PEG Polietilenglicol 

PSA Persulfato amónico 

RNAsa Ribonucleasa 

ROS Especie reactiva de oxígeno 

SDS Dodecil sulfato de sodio 

TEM Microscopio Electrónico de Transmisión 

TEMED N,N,N,N-tetrametilendiamina 
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1.1. INTRODUCCIÓN A Aspergillus nidulans: CARACTERÍSTICAS 

GENERALES. 

 Aspergillus nidulans (Emericella nidulans) se incluye entre las 12.500 y 15.000 

especies estimadas en la división de los Ascomicetos. Dentro de la clase Eurotiomicetos, 

pertenece a la familia Trichocomaceae (Pontecorvo et al, 1953; Thorn y Raper, 1945). 

Su genoma ha sido secuenciado y consta de 30,06 millones de pares de bases (Galagan 

et al, 2005), calculándose alrededor de 10700 genes codificantes a lo largo de sus ocho 

cromosomas. Los datos disponibles en torno a su genoma se encuentran accesibles en la 

base de datos del Instituto Broad 

(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_group/MultiHome.html).  

 

Es la única especie dentro de su género capaz de formar esporas sexuales 

mediante meiosis (ver más adelante) y su naturaleza homotálica permite el cruce sexual 

entre dos cepas cualesquiera, incluso la entrada en este ciclo dentro de la misma colonia 

(Dyer et al, 2003). Ha sido utilizado en estudios de genética y biología celular en 

eucariotas, y las técnicas de biología molecular disponibles en el organismo permiten 

diferentes abordajes experimentales como, por ejemplo, el etiquetado y 

reemplazamiento génicos, análisis de la localización subcelular de proteínas o análisis 

proteómicos (Nayak et al, 2006; Yang et al, 2004). Por ello, constituye el modelo 

genético de referencia para otros miembros asexuales y heterotálicos de gran interés 

económico dentro de su género, como A. oryzae o A. flavus, o en medicina, como A. 

fumigatus. También ha sido objeto de estudios fundamentales como la recombinación y 

reparación del DNA, control de ciclo celular y del metabolismo tanto primario como 

secundario (Nierman et al, 2005), permitiendo, en este último caso, la identificación de 

genes implicados en enfermedades metabólicas de origen genético en humanos (Peñalva, 

2001). 

 

 El ciclo de vida de Aspergillus nidulans se caracteriza por la presencia de cuatro 

estadíos bien definidos (Pontecorvo et al, 1953; Timberlake, 1990; Adams et al, 1998; 

Todd et al, 2007a; Todd et al, 2007b) que quedan esquematizados en la figura 1.1: 

crecimiento vegetativo (figura 1.1C), reproducción asexual (figura 1.1D), reproducción 

sexual (figura 1.1A), y el ciclo parasexual (figura 1.1B).  

 

  

http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_group/MultiHome.html
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 Figura 1.1: Ciclo de vida de Aspergillus nidulans. A) Desarrollo sexual: esquema del 

proceso de formación de cleistotecios conteniendo ascosporas en su interior; B) Ciclo parasexual: 

formación de diploides o heterocariontes; C) Crecimiento vegetativo, o polar, a partir de una 

espora asexual o sexual; D) Ciclo asexual: proceso de formación de conidióforos. Modificado a 

partir de Todd et al (2007a). 
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 1.2. CRECIMIENTO VEGETATIVO: 

 El ciclo vegetativo en Aspergillus nidulans se inicia tras la germinación de una 

espora con el establecimiento de la polaridad (figura 1.2; Harris, 1997; Momany, 2002; 

Harris y Momany, 2004). Ello conlleva el transporte de toda la maquinaria necesaria 

hasta un punto concreto (d´Enfert, 1997; Osherov y May, 2001). Generada la polaridad, 

emerge el tubo de la germínula y la hifa se extiende apicalmente a través de la adición 

de nuevo material a la pared celular en la punta (Momany, 2002). Las hifas vegetativas 

de Aspergillus nidulans son sincitios multinucleados que mantienen el crecimiento polar 

o apical durante la mitosis (Riquelme et al, 2003; Horio y Oakley, 2005; Horio, 2007).  

 

 Figura 1.2: Morfogénesis en Aspergillus nidulans. Las zonas grises señalan las zonas de 

crecimiento. Los círculos azules representan núcleos en interfase y los verdes núcleos en mitosis. El 

círculo rojo abierto señala el punto de establecimiento de la polaridad. Modificado a partir de 

Momany (2002).  

 

Tras un período de crecimiento que comprende tres divisiones nucleares, se 

genera el primer septo, para lo que se requiere un determinado volumen celular y un 

proceso mitótico (Wolkow et al, 1996). La septación resulta en un intercambio selectivo 

de nutrientes y efectores entre las células; y es seguida por la formación de 

ramificaciones laterales, generando un nuevo punto de crecimiento polar que puede 

resultar en la interconexión de diferentes ramificaciones mediante anastomósis, dando 

lugar al micelio (Hickey et al, 2002; Glass et al, 2004). La formación de septos requiere 

la participación de otros factores como las septinas (Westfall y Momany, 2002), el 
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citoesqueleto de actina (Momany y Hamer, 1997), y las forminas (Harris et al, 1997). El 

citoesqueleto de actina y las forminas participan también en el mantenimiento del 

crecimiento apical y serán más ampliamente tratados más adelante.  

 

 La comprensión del mecanismo que genera y mantiene el crecimiento polar es 

hoy en día uno de los mayores retos de la biología celular en hongos (Steinberg, 2007a). 

En Saccharomyces cerevisiae, uno de los efectores clave en la activación del 

crecimiento polar es Cdc42 (Pruyne y Bretscher, 2000). Esta GTPasa tipo Rho es activa 

cuando se encuentra unida a GTP pero inactiva con GDP.  

 

En primer lugar, el factor Cdc24 es reclutado en el punto seleccionado para el 

establecimiento del crecimiento polar (figura 1.3; Zheng et al, 1995). Es este factor el 

que, a su vez, recluta a Cdc42-GDP y promueve el intercambio para generar la forma 

Cdc42-GTP activa (Richman et al, 2002; Ziman et al, 1993). En este momento Cdc42-

GTP recluta el adaptador Bem1, encargado de estabilizar a Cdc24 en el punto de 

polarización (Butty et al, 2002; Gulli et al, 2000; Sohrmann y Peter, 2003). La señal de 

Cdc42-GTP es transmitida a multitud de efectores que finalmente activan la formación 

del citoesqueleto necesario para un correcto crecimiento polar. Finalmente, las proteínas 

activadoras de la actividad GTPasa Rga1, Bem2 y Bem3 estimulan la hidrólisis de GTP 

a GDP, inactivando Cdc42 e inhibiendo el crecimiento polar (Stevenson et al, 1995; 

Kim et al, 1994; Knaus et al, 2007).  

 

Esta maquinaria para el establecimiento del crecimiento polar está altamente 

conservada en hongos filamentosos. Sin embargo, la importancia de ciertos elementos 

como Cdc42 varía en cada organismo. Así, en hongos dimórficos y filamentosos 

cercanos evolutivamente a S. cerevisiae, como Ashbya gossypii o Candida albicans, 

mutaciones en los homólogos de Cdc42 son en muchos casos letales. En hongos más 

distantes evolutivamente como A. nidulans, Magnaporthe grisea, Penicillium marneffei, 

Ustilago maydis o Wangiella dermatitidis, no parece que Cdc42 sea esencial (Harris y 

Momany, 2004). En estos casos se ha identificado una segunda proteína con actividad 

GTPasa Rho, denominada Rac, la cual, sí parece ser esencial para el crecimiento polar. 

No se han identificado homólogos de Rac en S cerevisiae o Schizossacharomyces 

pombe, y aunque no existen pruebas concluyentes al respecto, se ha planteado la 

posibilidad de que Rac y Cdc42 presenten una actividad redundante en estos 
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organismos, pudiendo llegar el primero a compensar parcialmente la pérdida de Cdc42 

(Harris y Momany, 2004). Normalmente, la redundancia de actividades es el preludio de 

la generación de nuevas actividades especializadas, y aunque no se hayan identificado 

aún, es posible que Rac y Cdc42 ya cumplan funciones divergentes en algún proceso 

morfogenético no específico de hongos filamentosos, como puede ser la formación del 

conidióforo. 

 

Una de las consecuencias de la activación del complejo Cdc42 en levadura es la 

formación del citoesqueleto de actina. El complejo multiprotéico denominado 

Polarisoma regula la formación de filamentos o cables de actina. El componente más 

importante del Polarisoma en levadura es la formina Bni1, que sirve de punto de inicio 

de la nucleación de este tipo de complejos de actina (figura 1.3; Pruyne et al, 2002; 

Sagot et al, 2002a; Sagot et al, 2002b). El resto de componentes del Polarisoma parecen 

regular espacial y temporalmente la actividad de Bni1 (Sagot et al, 2002b). 

 

 Figura 1.3: Componentes de los complejos implicados en el crecimiento polar en S. 

cerevisiae. El complejo Cdc42 interacciona con los otros tres complejos señalados. La nomenclatura 

se describe en la imagen. Modificado a partir de Virag y Harris (2006a). 

 

La mayoría de componentes del polarisoma se encuentran conservados en A. 

nidulans. La formina SepA es la homóloga de Bni1 (Sharpless y Harris, 2002). SepA es 

mantenida en los puntos de polarización por la proteína exclusivamente fúngica MesA, 

(Pearson et al, 2004), y los homólogos de otros componentes del polarisoma en 

levadura, como Spa2 y Bud6, han sido recientemente caracterizados también (SpaA y 
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BudA; Virag y Harris, 2006b). SepA y BudA se localizan también en los puntos de 

septación  (Harris, 2001; Viragy Harris, 2006b), por lo que, a pesar del alto grado de 

conservación de muchos de los componentes del complejo, existen también diferencias 

entre los mecanismos de levadura y hongos filamentosos. 

 

El complejo Arp2/3 regula la formación de filamentos de actina ramificados que 

se ensamblan en las immediaciones de la membrana plasmática del ápice que se 

extiende. Los componentes de este complejo en levadura como Las17/Bee1, Arp2 o 

Arp3, o Myo3 (figura 1.3; Lechler et al, 2001), también parecen estar altamente 

conservados en A. nidulans. Así, por ejemplo, MyoA, homólogo de Myo3 de levadura, 

se requiere para el establecimiento de la polaridad y organización del citoesqueleto de 

actina en A. nidulans (McGoldrick, 1995). MyoA pertenece a otra familia de proteínas 

denominadas miosinas. Esta familia se encarga del transporte de vesículas y moléculas a 

través de los cables de actina, siendo capaces de unirlos y moverse a lo largo de ellos 

(McGoldrick et al, 1995). Las miosinas están involucradas en procesos de exo y 

endocitosis a través de los cables de actina (Steinberg, 2007b), procesos esenciales para 

el mantenimiento del crecimiento polar (Pruyne et al, 2004). Todas las miosinas 

presentan un dominio motor que confiere movilidad, pero, las secuencias C y N-

terminal alrededor de este dominio pueden tener diferente naturaleza. Se distinguen así 

varias familias de miosinas, y una de ellas, la clase XVII, es exclusivamente fúngica 

(Hodge y Cope, 2000).  

 

Por otro lado, el complejo exocítico participa en el anclaje de vesículas y su 

fusión con la membrana plasmática (figura 1.3; Lipschutz y Mostov, 2002). En levadura 

este complejo consta de ocho proteínas que interaccionan con otros complejos, como 

por ejemplo Cdc42. En hongos filamentosos se han identificado homólogos de los 

componentes del complejo exocítico de levadura, indicando un alto grado de 

conservación. Mutaciones en estos genes afectan a diferentes aspectos del 

establecimiento y mantenimiento del crecimiento polar (Seiler y Plamann, 2003). La 

especificidad de la fusión de las diferentes vesículas a la membrana apical es conferida 

por diferentes tipos de proteínas SNARE (Gupta y Heath, 2002). 

 

Todas estas analogías en cuanto a los complejos protéicos descritos (polarisoma, 

Arp2/3 o el complejo exocítico) sugieren una conservación mecanística en levadura y 
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hongos filamentosos en cuanto al ensamblaje de los filamentos de actina y el 

establecimiento y mantenimiento del crecimiento polar (Harris y Momany, 2004), 

aunque no se deben obviar especificidades de cada tipo de organismo. 

 

El material a añadir a la membrana plasmática en el ápice es transportado desde 

las zonas más distales de la célula a través de un mecanismo en el que los microtúbulos 

son utilizados como andamios o cables moleculares en el transporte de membranas, 

organelas, vesículas, moléculas de RNA y otros complejos protéicos (Steinberg, 2007a). 

La importancia de estas estructuras en el crecimiento polar varía en cada organismo; en 

Aspergillus nidulans contribuyen a un correcto crecimiento polar, pero no parecen ser 

imprescindibles para ello (Horio y Oakley, 2005). En mitosis median en una correcta 

segregación cromosómica, mientras que en la interfase, forman largas estructuras que 

llegan hasta el ápice. Se forman al unirse las subunidades α y β en un punto 

determinado de nucleación y se elongan mediante la adición de dímeros (α/β) en el 

extremo plus (figura 1.4; Desai y Mitchison, 1997), mientras que los extremos minus 

suelen ser menos activos. El desensamblaje de los microtúbulos también se da en el 

extremo plus, en un proceso llamado catástrofe (figura 1.4). Al final se puede dar la 

desaparición total del microtúbulo o la recuperación de su crecimiento. 

 

 Figura 1.4: Ciclo de elongación y reducción de los microtúbulos. A) Estructuración y 

desestructuración de microtúbulos según fase catastrófica o de recuperación, siempre a partir de su 

extremo plus. B) Mismo proceso a lo largo del tiempo. Adaptado a partir de Steinberg (2007a). 

 

El transporte de los diferentes cargamentos a través de los microtúbulos es 

posible gracias a la acción de dos familias de proteínas denominadas Quinesinas y 

Dineínas, las cuales, son capaces de desplazarse a lo largo de los microtúbulos. Las 
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Quinesinas se desplazan hacia el extremo plus del microtúbulo, mientras que las 

Dineínas lo hacen en sentido contrario.  

 

Ambos tipos de moléculas, Quinesinas y Dineínas, son necesarias entre otras 

para un correcto establecimiento del Spitzenkörper (figura 1.5; Seiler et al, 1997; 

Riquelme et al, 2002; Konzack et al, 2005). Éste es una zona definida inicialmente 

como cuerpo apical (Girbardt, 1957) que coincide espacial y temporalmente con los 

componentes relacionados con el crecimiento polar en el ápice de las hifas y que 

desaparece cuando el crecimiento polar cesa (figura 1.5; Virag y Harris, 2006a). Sus 

movimientos preceden y dirigen el crecimiento de la punta (Reynaga-Peña, 1997; 

Riquelme et al, 2000), siendo esencial para el crecimiento polar (Bartnicki-García, 

1995).  

 

El Spitzenkörper acumula multitud de micro (30-40nm) y macrovesículas (70-

120nm) transportadas desde las zonas distales de la célula a través de los microtúbulos. 

Dentro del Spitzenkörper, en cambio, serían los microfilamentos de actina los que 

controlarían la organización de vesículas y su transporte a la membrana plasmática 

(figura 1.5; Harris et al, 2005). En este sentido, el Spitzenkörper podría percibirse como 

el punto encargado de la organización y el suministro de vesículas al ápice (Bartnicki-

García et al, 1989), en el que se pasa de un transporte basado en los microtúbulos a uno 

basado en los microfilamentos de actina (Harris et al, 2005). 

 

 Figura 1.5: Spitzenkörper en Aspergillus nidulans. Imágenes mostrando el cuerpo apical 

(cuyo eje se señala mediante asterisco) y el citoplasma que lo rodea en una hifa silvestre de 

Aspergillus nidulans. A) Imagen TEM estándar (200nm de grosor; 200kV); B) Corte de alrededor 

de 5nm a lo largo del eje Z. Las vesículas apicales se señalan mediante flechas negras, los 

microtúbulos mediante flecha blanca y los cuerpos de Woronin, sobre los que se desconoce si 

guardan relación con el crecimiento polar, mediante puntas de flecha blancas; y C) Modelo 

mostrando una distribución en tres dimensiones del citoplasma apical. Barra de escala: 250nm. 

Modificado a partir de Harris et al, 2005; y Hohmann-Marriott et al, 2006. 
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 Aunque la composición del Spitzenkörper en un mismo ápice puede ser variable 

en el tiempo y la especie (Virag y Harris, 2006a), se ha descrito la presencia en él de 

filamentos de actina, microtúbulos, y complejos protéicos descritos anteriormente, 

como el polarisoma. También hay multitud de ribosomas y se ha demostrado, por un 

lado, que muchas de las vesículas que recibe provienen del aparato de Golgi a través de 

un proceso de exocitosis controlada; y, por el otro, que en diferentes organismos hay 

varios factores implicados en un correcto crecimiento polar que son trasladados 

selectivamente a los puntos de polarización en forma de mRNA y que son traducidos in 

situ (Aronov et al, 2007; Zarnack y Feldbrugge, 2007; Inglis y Johnson, 2002; Becht et 

al, 2006). Por todo ello, se ha planteado que el Spitzenkörper es una estructura dinámica 

compuesta por diferentes complejos protéicos interaccionando de cara al mantenimiento 

del crecimiento polar (Harris et al, 2005), aunque se desconozca su relación exacta con 

él. 

  

 En cualquier caso, debe tenerse en cuenta que, aunque el crecimiento vegetativo 

es la suma de las extensiones del conjunto de las hifas en un micelio, éste se comporta 

como una unidad, coordinando a través de diferentes mecanismos las distintas formas 

celulares y los procesos morfogenéticos.  

 

 1.3. REPRODUCCIÓN ASEXUAL: 

 El ciclo asexual en Aspergillus nidulans tiene por objeto la propagación del 

organismo. Esto se consigue con la producción de conidióforos, que a su vez generan 

hasta 10.000 esporas cada uno (Adams et al., 1988). Las esporas asexuales, o conidias 

cuentan con un bajo contenido en agua, escaso movimiento citoplásmico, y una alta 

pigmentación, las cuales les permiten soportar condiciones adversas asociadas a su 

método de dispersión (Gregory, 1966). 

 

Aproximadamente 16 horas después de la germinación, algunas hifas que 

emergen al medio aéreo muestran las primeras evidencias fenotípicas de especialización, 

diferenciándose los primeros conidióforos (Champe y Simon, 1992; Lee y Adams, 

1994b). Este proceso culmina en 6-8 horas tras la exposición al aire con la formación de 

nuevas esporas (Champe y Simon, 1992). 
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 A medida que la colonia se expande radialmente, nuevas hifas van emergiendo 

al medio aéreo, produciéndose la consiguiente generación de nuevos conidióforos. Así, 

el inicio de la diferenciación asexual va dejando los conidióforos más antiguos en el 

centro y los más recientes en los extremos, unos dos milímetros por detrás del frente de 

la colonia, constituido por células vegetativas (Adams et al, 1998).  

 

 El ciclo de reproducción asexual puede dividirse en tres etapas: Recepción del 

estímulo inductor, inducción temprana de la conidiación y producción de conidióforos. 

A continuación se describirá brevemente cada una de ellas. 

 

  1.3.1. Estímulo inductor de la conidiación. 

En la bibliografía se han descrito diferentes estímulos inductores que 

desencadenan la conidiación, como la emergencia a un medio aéreo, el agotamiento de 

nutrientes o altas presiones osmóticas. A través del estudio de estos estímulos se han 

planteado diferentes hipótesis en torno a los mecanismos por los que el proceso puede 

inducirse (Adams et al, 1998). La exposición del micelio al medio aéreo es 

probablemente el estímulo más fuerte a la hora de inducir la conidiación (Morton, 1961). 

En condiciones que inducen el crecimiento y al igual que la mayoría de hongos, 

Aspergillus nidulans no conidia en medio líquido, pero, sí es capaz de hacerlo en medio 

sólido, tras su exposición al aire. Esto ha propiciado el desarrollo de métodos de 

inducción de la conidiación sincronizados que entrañan el paso del cultivo líquido al 

sólido (Axelrod, 1972; Law y Timberlake, 1980), y que han sido empleados también 

con éxito en esta tésis. 

 

  Para explicar la inducción por emergencia al medio aéreo se han 

planteado diferentes hipótesis. En un principio se postuló que la emergencia al medio 

aéreo suponía una nueva situación de estrés para la hifa (Klebs, 1896) y en la misma 

línea se encuadra un aumento en los niveles de ROS observados en hifas aereas de 

Neurospora crassa (Hansberg y Aguirre, 1990). Si bien, estudios en A. nidulans indican 

que en ciertas etapas de la reproducción sexual o en la germinación de esporas se da un 

aumento en los niveles de ROS, no hay evidencia de ello en relación con la conidiación 

(Lara-Ortiz et al, 2003). 
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  Otros estudios han planteado que el estímulo inductor para la conidiación 

tras la exposición a un medio aéreo tiene que ver con la acción de un metabolito de 

carácter endógeno, y no a efectos de estrés. En este sentido, Lee y Adams (1994a) 

obtvieron un mutante fluffy (aconidial con hifas aéreas permanentes) mutado en el gen 

fluG que era deficiente en la producción de un metabolito extracelular. El contacto con 

una cepa silvestre rescataba el fenotipo silvestre en la cepa fluG
-
, aún cuando el contacto 

tuviera lugar a través de una membrana de diálisis con un diámetro de poro de 6-8kDa. 

Por otra parte, Roncal et al (2002) consiguieron aislar un diterpeno denominado 

conidiogenona que cumplía una función equivalente en Penicillium cyclopium. Según 

estos autores, tras la exposición al medio aéreo, la conidiogenona se acumularía en la 

superficie de las hifas, alcanzando una concentración suficiente como para provocar una 

respuesta conidiante (Roncal y Ugalde, 2003). De forma análoga, el metabolito inductor 

de la conidiación en Aspergillus nidulans ligado a la acción de FluG ha sido 

parcialmente caracterizado (Cordobés, 2005). En consecuencia, parece imponerse la 

concepción de que la emergencia al aire constituye un estímulo incorporado dentro del 

ciclo de vida del hongo sin necesidad de causar estrés (Adams et al, 1992; Roncal et al, 

2002), aunque no se pueda aún descartar que especies reactivas de oxígeno participen en 

alguna etapa del proceso. 

 

En varias especies fúngicas, la exposición a un medio aéreo incorpora 

también la exposición a la luz (Mooney y Yager, 1990; Lauter y Russo, 1991; Betina, 

1995). En el caso de Aspergillus nidulans, se ha descrito la necesidad de irradiación con 

luz roja (máximo efecto inductor a 680nm) para que la conidiación tenga lugar (Mooney 

y Yager, 1990). Esta dependencia respecto a la luz es suprimida por la mutación veA1, 

de manera que las cepas con dicha mutación son capaces de conidiar tanto en presencia 

como en ausencia de luz. Se ha demostrado que VeA tiene en su secuencia peptídica 

una señal de localización nuclear funcional y que su importe al núcleo depende de la 

importina α (KapA; Araujo-Bazán et al, 2007) y de la exposición bajo luz (Stinnett et al 

2007). VeA presenta mayor localización nuclear cuando el hongo es cultivado en 

oscuridad respecto al cultivo bajo exposición de luz blanca (Stinnett et al, 2007). De 

esta manera, se confirmó que, en ausencia de luz, VeA actúa como represor de la 

conidiación (Yager et al, 1998), y que la luz inhibe dicha represión. En cualquier caso, 

se ha demostrado que VeA, o sus homólogos están implicados también en otros 

procesos de diversa naturaleza como la síntesis de metabolitos secundarios (Kato et al, 
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2003; Sprote y Brakhage, 2007), síntesis de manoproteínas (Jeong et al, 2003) o la 

activación de la reproducción sexual en detrimento de la asexual (Kim et al, 2002), lo 

cual indica que su acción es mucho más general. 

 

  El agotamiento de nutrientes, y en especial el de la fuente de nitrógeno o 

carbono, también ha sido descrito como estímulo inductor de la conidiación, tanto en 

medio líquido como en sólido. Así, en experimentos realizados en cultivo líquido se 

describieron las pautas de conidiación seguidas por diferentes cepas de Aspergillus 

nidulans, tanto al eliminar la glucosa del medio como al eliminar la fuente de nitrógeno 

(Skromne, 1995). En ambos casos, se describió una respuesta conidiante por parte de la 

cepa silvestre. Al eliminar la glucosa del medio se generaban conidióforos simplificados 

mientras que al eliminar la fuente de nitrógeno las estructuras mantenían su complejidad, 

pero, disminuían en número. Estos resultados llevaron a plantear la posibilidad de que la 

conidiación también surgiera como respuesta ante algunas situaciones de estrés. En esta 

línea, una elevada osmolaridad también ha sido identificada como estímulo inductor de 

la conidiación en diversos miembros del género Penicillium (Morton, 1961), y en 

Aspergillus nidulans, se puede inducir en cultivos líquidos mediante la adición de NaCl 

(0,8M) al medio (Lee y Adams, 1996). En medio sólido, también se puede inducir en 

ciertos mutantes aconidiales (Adams et al, 1998), y se ha descrito la existencia de 

osmosensores involucrados en la señalización de la conidiación, como el sistema de dos 

componentes formado por tcsA y tcsB (Virginia et al, 2000; Furukawa et al, 2002). 

Estas evidencias permiten concluir que existen diversas vías para inducir la conidiación, 

en las que intervienen factores distintos.   

 

1.3.2. Inducción temprana de la conidiación. 

Los diversos estímulos mencionados anteriormente deben ser percibidos 

por sensores celulares y traducidos a señales intracelulares que propicien una respuesta 

morfogenética compleja. Entre la recepción de los estímulos y la expresión de los 

primeros genes específicos de la respuesta, se han identificado elementos que, si bien  se 

expresan en la fase de crecimiento vegetativo, son esenciales para el proceso. Estos 

elementos definen la ruta de inducción temprana de la conidiación (Adams et al, 1998). 

Muchos de los mutantes aconidiales se encuentran afectados en esta etapa de inducción 

temprana (Martinelli y Clutterbuck, 1971). Entre todos estos elementos de inducción 

temprana, se han identificado seis cuyos mutantes presentan un fenotipo comunmente 
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denominado “fluffy”, en el que el rasgo común es un crecimiento vegetativo sin 

diferenciación, formando colonias que recuerdan a una forma algodonosa (Dorn, 1970; 

Martinelli y Clutterbuck, 1971; Tamame et al, 1983; Wieser et al, 1994). Los mutantes 

en los genes flbA, flbB, flbC, flbD, flbE y fluG (Lee y Adams, 1994a; Wieser et al, 

1994) han sido caracterizados en mayor o menor medida, si bien su relación con el 

proceso de inducción es mayormente desconocida hasta la fecha.  

 

  fluG ha sido descrito como el elemento conocido que actúa mas cerca del 

estímulo. Los mutantes en fluG presentan un fenotipo aconidial que puede ser revertido 

si entran en contacto con una cepa conidiante. Este efecto se ha adjudicado a la 

incapacidad de producir un metabolito responsable de señalizar la emergencia al aire 

(Lee y Adams, 1994). La sobreexpresión de fluG, por el contrario, provoca la 

conidiación en cultivo líquido (Lee y Adams, 1996; D´Souza, 2001).  

 

  La señal ligada a la actividad de FluG inactiva la represión ejercida por 

los factores Sfg (Seo et al, 2006). Sus mutantes actúan como supresores de ΔfluG (Seo 

et al, 2003). Las mutaciones identificadas se agruparon en cuatro grupos, cada uno de 

ellos definido por alelos de los loci sfgA, sfgB, sfgC y sfgD (supressor of fluG mutation). 

sfgA es el único elemento caracterizado hasta la fecha. Codifica un posible regulador 

transcripcional con dominio de dedo de zinc tipo Zn(II)2Cys6 (Schjerling y Holmberg, 

1996; Seo et al, 2006) y su sobreexpresión inhibe la conidiación. Su expresión se da 

principalmente durante el crecimiento vegetativo, y en niveles inferiores durante la 

reproducción asexual.  

 

SfgA regula negativamente la expresión de flbA, por un lado, y la de flbB, 

flbC y flbD, por el otro, efecto que es inhibido por la acción del metabolito ligado a 

FluG (Seo et al, 2006). Los mutantes en flbA se caracterizan por una autólisis general 

(Wieser et al, 1994) que puede ser revertida mediante cultivo en medio con NaCl 

(0.8M; Lee y Adams, 1996), produciendo esporas viables. flbA se expresa durante todo 

el ciclo de vida de A. nidulans (Lee y Adams, 1994b) y se propuso una regulación post-

transcripcional de su expresión, extremo que no ha sido confirmado. 

 

flbA codifica una proteína con dominio RGS. Las proteínas con este 

dominio actúan como reguladores de la señal de una proteína G. En el caso relacionado 
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con FlbA, la proteína G heterotrimérica está formada por fadA, codificando la 

subunidad α (Yu et al, 1996), sfaD, codificando la subunidad β (Rosen et al, 1999) y 

gpgA, que codifica la subunidad γ (Seo et al, 2005), y es activa cuando se encuentra 

uniendo GTP. De esta manera, se permite la proliferación del micelio y se inhibe la 

conidiación (Yu et al, 1996). Sin embargo, la actividad GTPasa de FlbA ejerce un 

control negativo sobre la proteína G heterotrimérica. De esta manera, impidiendo su 

unión a GTP, se inhibe la proliferación del micelio y se promueve la conidiación. Así, 

cabe hablar de dos vías de señalización antagónicas: crecimiento vegetativo y 

reproducción asexual. Otra proteína con dominio RGS, RgsA, controla negativamente la 

actividad de ganB, en una ruta paralela a la señalizada por FlbA en la que se controla la 

activación de la conidiación en función de los niveles de carbono y situaciones de estrés 

(Han et al, 2004). El nivel de expresión de rgsA es mayor durante el crecimiento 

vegetativo que durante la reproducción asexual o sexual, ciclos durante los cuales 

también se expresa. Al igual que flbA, se ha planteado que la regulación de su expresión 

se da a través de un mecanismo post-transcripcional (Han et al, 2004), extremo que 

tampoco ha sido confirmado. En cualquier caso, la existencia de esta ruta paralela añade 

más complejidad y más incognitas en cuanto a las diferentes rutas genéticas que 

confluyen en la activación de la ruta central de conidiación (apartado 1.3.3). 

 

Los mutantes en flbB, flbC y flbD fueron identificados como mutantes de 

esporulación retardada (Wieser et al, 1994). En estos casos, la conidiación tiene lugar en 

el centro de la colonia mientras que las zonas periféricas mantienen un fenotipo 

característico “fluffy”. Los mutantes en estos genes, son capaces de esporular en 

contacto con una cepa silvestre, y a su vez, provocar extracelularmente la reversión del 

fenotipo aconidial de mutantes fluG
-
 (Lee y Adams, 1996). Estos datos indican la 

existencia de al menos una segunda señal implicada en la inducción de la conidiación. 

Todos los genes codifican proteínas con dominios de unión a DNA, por lo que se 

postulan como posibles reguladores transcripcionales (Adams et al, 1998). 

 

flbD ha sido parcialmente caracterizado (Wieser y Adams, 1995). Su 

dominio de unión a DNA es del tipo c-myb (Majello et al,1986; Lüscher y Eiseman, 

1990), y al igual que en los casos de flbA o rgsA, se expresa durante el crecimiento 

vegetativo.  Se ha propuesto que su expresión está regulada a nivel post-transcripcional, 

pero esto no ha sido confirmado. flbB se caracteriza en la presente tesis y el único dato 
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conocido sobre flbC es que codifica una proteína con un dominio de dedo de zinc del 

tipo C2H2 (Adams et al, 1998; Iuchi, 2001). 

 

flbE actuaría a la misma altura que sfgA, y aguas arriba de flbB, flbC y 

flbD (Seo et al, 2006). Los mutantes en este gen también han sido definidos como de 

esporulación retardada y no se han hallado dominios funcionales conocidos en la 

secuencia peptídica que se deriva del gen (Wieser et al, 1994; Adams et al, 1998). Sin 

embargo, y en base al fenotipo de los mutantes flbE
-
, su actividad es imprescindibe para 

una correcta inducción de la conidiación.  

 

La posición relativa de los genes flb en la ruta de inducción temprana fue 

definida en base al estudio del fenotipo de todos los dobles mutantes posibles y en base 

a experimentos de sobreexpresión de flbD en los fondos genéticos mutantes del resto de 

genes flb (Wieser, 1994; Wieser y Adams, 1995). De esta manera se planteó que flbD y 

flbB actuaban en una misma ruta y en este orden; que flbC actuaba paralelamente a ellos, 

y que flbA actuaba en una tercera ruta paralela de la manera descrita previamente. La 

posición en la ruta de sfgA respecto a los genes flb, en cambio, se planteó únicamente en 

base a experimentos de epistasia, atendiendo a los rasgos fenotípicos de dobles mutantes 

ΔsfgA; ΔflbB-E (Seo et al, 2006). De esta manera, se situó a flbE a su misma altura. Sin 

embargo, los resultados obtenidos no parecen ser suficientes para asumir tal esquema. 

No se han realizado experimentos sobreexpresando el resto genes flb en los fondos 

genéticos mutantes, tal y como se hizo con flbD. Tampoco se ha analizado la posible 

relación de estos genes con respecto a otros elementos que, aunque en principio 

pertenecen a otras rutas de inducción, son necesarios para activar la expresión de brlA; 

ni tampoco se ha analizado la posible relación de estos elementos respecto a otros 

estímulos inductores de la conidiación.  

 

  1.3.3. Ruta Central y Producción de conidióforos. 

  Tras la recepción de los estímulos inductores, la ruta de inducción 

temprana permite activar, la síntesis de todas las estructuras ligadas a la formación de 

conidióforos en Aspergillus nidulans. Este proceso comprende varias etapas, cada una 

ligada a la consecución de un cambio morfológico determinado (Timberlake, 1990; 

Adams et al, 1998). Así, se comienza con la formación del tallo, que emerge mediante 

extensión apical a partir de la denominada célula pie (figura 1.6A; Adams et al, 1998). 
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El tallo es 1-2µm más ancho que las células vegetativas y, al contrario que éstas, no 

suele formar ramificaciones. Su longitud puede alcanzar los 100µm en A. nidulans 

(Mims et al, 1988). 

 

Tras la formación del tallo, el crecimiento apical cesa y en la punta 

comienza a formarse una protuberancia, la vesícula (figura 1.6B), que alcanza hasta los 

10µm de diámetro. No existe septación entre la vesícula y el tallo, por lo que éstos, 

junto con la célula pie, forman una única estructura. 

 

 Figura 1.6: Imágenes de microscopía electrónica de barrido correspondientes a las 

diferentes etapas morfológicas en el proceso de formación de conidióforos maduros. A) Tallo; B) 

Vesícula; C) Métula; D) Fiálida; E) Conidióforo maduro. Modificado a partir de Mims et al, 1988. 

  

  A partir de cada vesícula se forman alrededor de 60 métulas, cada una de 

ellas formada por una célula uninucleada (figura 1.6C; Mims et al, 1988). Las métulas 

se dividen para formar una capa de alrededor de 120 fiálidas, en un proceso que tiene 

lugar de manera polarizada, por lo que las dos fiálidas producidas a partir de cada 

métula se generan en la parte más alejada de la vesícula (figura 1.6D). A su vez, a partir 

de las fiálidas se generan, por división, cadenas de esporas uninucleadas o conidias, las 

cuales, mantienen su propia autonomía (figura 1.6E). Cada fiálida puede llegar a 

generar más de cien conidias, por lo que cada conidióforo puede albergar más de 10000. 

 

La formación de conidióforos requiere la activación controlada de la 

expresión de numerosos genes, así como la represión de otros (Timberlake, 1980; 

Timberlake, 1990). El factor de transcripción brlA constituye el elemento central de la 

ruta genética de conidiación, puesto que se trata del primer gen que se activa en el 

proceso de conidiación específicamente, el primero que es común a todos los estímulos, 

y finalmente, el gen cuya activación es imprescindible para que tengan lugar todos los 

cambios morfogenéticos sucesivos. El fenotipo de los mutantes nulos de brlA ha sido 
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definido como “bristle”, debido a que se bloquea la formación de la vesícula, de manera 

que el desarrollo queda bloqueado en el tallo, dando una apariencia de cerdas o pelos 

gruesos que emergen de la superficie  (figura 1.7A; Clutterbuck, 1969).  

 

  brlA codifica una proteína con dominio de dedo de zinc tipo C2H2 

(Adams et al, 1988; Adams et al, 1990; Iuchi et al, 2001), y se ha demostrado que su 

expresión es necesaria y suficiente para inducir la conidiación (Adams y Timberlake, 

1990). 

 

La regulación de la expresión de brlA es un complejo proceso en el que 

se han identificado dos tránscritos, llamados brlAα y brlAβ, los cuales, se acumulan en 

niveles detectables a partir de la formación de vesículas (Prade y Timberlake, 1993). La 

transcripción de brlAβ comienza alrededor de 1Kb aguas arriba de la de brlAα, la cual, a 

su vez, comienza entre las secuencia intrónicas de brlAβ (figura 1.7B; Prade y 

Timberlake, 1993). 

 

brlAβ codifica dos secuencias, una de longitud limitada denominada 

µORF, y otra, aguas abajo, que codifica el mismo polipéptido que brlAα, pero, con 23 

aminoácidos adicionales en la región N-terminal. Aunque mutaciones en cada uno de 

estos tránscritos causan un desarrollo anormal, la sobreexpresión de cualquiera de ellos 

compensa la ausencia del otro. En cualquier caso, se desconocen tanto el mecanismo de 

acción de cada uno de los péptidos derivados de dichos tránscritos como la relación 

funcional entre ellos. 

 

 Figura 1.7: Locus brlA. A) Fenotipo del mutante nulo de brlA, formando únicamente el tallo. 

B) Diagrama representativo del locus correspondiente a brlA. Los tránscritos se señalan mediante 

flecha y las secuencias codificantes se señalan mediante recuadros grises. La extensión aguas arriba 

de brlAβ, interrumpida por un intrón, se señala mediante recuadro negro. Modificado a partir de 

Kües y Fischer, 2006.  
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Situado aguas abajo de brlA, otro elemento importante en la ruta de 

conidiación es abaA. Codifica un péptido con dominio de unión a DNA tipo ATTS 

(Andrianopoulos y Timberlake, 1991), por lo que se postula como otro posible 

regulador transcripcional de la ruta. El mutante nulo de abaA es incapaz de formar 

fiálidas, dando lugar a un fenotipo denominado “abacus”, en el que se forman 

conidióforos aconidiales (Clutterbuck, 1969; Sewall et al, 1990b). 

 

La activación de la expresión de abaA conlleva la de otros genes 

involucrados en este proceso como wetA, cuyo mutante nulo muestra un fenotipo 

denominado “wet-white”. Estos mutantes generan conidióforos pero, las conidias 

formadas no presentan pigmentación y sufren un fenómeno autolítico (Sewall et al, 

1990a). Por ello, aunque en su secuencia peptídica no se ha hallado ningún dominio 

funcional conocido, se ha planteado que la actividad de WetA es requerida en etapas 

más tardías de la conidiación, para la síntesis de diferentes componentes de la pared 

celular de las esporas, actuando así como regulador de la expresión de genes específicos 

de éstas (Boylan et al, 1987; Marshall y Timberlake, 1991). 

 

Estos tres genes, brlA, abaA y wetA, constituyen la ruta central de 

conidiación, y en coordinación con otros elementos permiten un correcto control de la 

morfogénesis (Boylan et al, 1987; Mirabito et al, 1989). brlA debe ejercer un control 

sobre la expresión de abaA y wetA, ya que, mutaciones en el gen bloquean la expresión 

de estos últimos (Boylan et al, 1987). Por otro lado, además de ser necesario para la 

formación de vesículas, la expresión de brlA también es requerida en etapas posteriores 

de la conidiación (Clutterbuck, 1970; Mirabito et al, 1989) 

 

Una vez activada su síntesis durante la producción de métulas y fiálidas, 

AbaA une las secuencias consenso 5´-CATTCY-3´, donde Y es una pirimidina 

(Andrianopoulos y Timberlake, 1994). Se han identificado varios genes conteniendo en 

su región promotora esta secuencia diana, entre ellos el propio abaA, pero también brlA 

y wetA, u otros genes que se presentarán más adelante, como yA o rodA.  

 

Así, por un lado AbaA regula su propia expresión y la de wetA. Por el 

otro, la sobreexpresión de abaA provoca la activación de la expresión de brlA, mientras 
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que en mutantes nulos de abaA, brlA está sobreexpresado. Ello indica que AbaA 

presenta actividad tanto represora como inductora respecto a brlA. Por ello, se planteó 

un posible papel de AbaA en un mecanismo de regulación hacia atrás de la expresión de 

brlA. Aguirre (1993) propuso que AbaA reprime la expresión de brlA en bajas 

concentraciones pero, la activa a elevadas concentraciones. Por último, la 

sobreexpresión de wetA no activa la de brlA ni la de abaA, y es incapaz de inducir la 

conidiación (Marshall y Timberlake, 1991). 

 

Recientemente, ha sido caracterizado el gen vosA como un factor de 

transcripción involucrado en la regulación tanto de la reproducción asexual como sexual 

(Ni y Yu, 2007). Su deleción provoca una activación incontrolada de la reproducción 

asexual, mientras que su sobreexpresión la bloquea. Por ello, se ha propuesto que vosA 

es un regulador negativo de la conidiogénesis. 

 

  La acción de los genes descritos en la ruta central de conidiación es 

refinada o modificada por la acción de diferentes genes reguladores auxiliares, como, 

por ejemplo stuA o medA (Aguirre, 1993; Busby et al, 1996; Miller et al, 1991; Miller et 

al, 1992). stuA codifica un regulador transcripcional con un dominio APSES de unión a 

DNA (Miller et al, 1991; Iyer et al, 2002). Las mutaciones en stuA (“stunted”) provocan 

la formación de conidióforos extremadamente cortos que carecen de métula y fiálidas, 

produciendo conidias directamente a partir de la vesícula (Clutterbuck, 1969). La 

expresión temporal de los genes de la ruta central, brlA, abaA y wetA, es normal en 

mutantes stuA
-
, pero, se genera una expresión deslocalizada de estos genes. Por ello se 

concluyó que stuA participa en el establecimiento de una distribución celular adecuada 

de estas proteínas (Miller et al, 1992). 

 

  Igual que en el caso de brlA, la regulación de la expresión de stuA es 

compleja, generándose dos tránscritos diferentes, stuAα y stuAβ (Miller et al, 1992). La 

transcripción de stuAα comienza dentro del primer intrón de stuAβ, y de forma análoga 

a brlA, ambos tránscritos presentan mini ORFs (Miller et al, 1992). 

 

  Los mutantes en medA producen capas múltiples de métulas y fiálidas 

antes de producir conidias. Ocasionalmente, estos mutantes producen conidióforos 
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secundarios que a veces producen conidias. Este fenotipo ha sido comunmente 

denominado “medusa” (Busby et al, 1996).  

 

  Se ha propuesto una regulación post-traduccional también para medA, ya 

que, igual que brlA o stuA, presenta dos tránscritos con diferentes mini ORFs (Miller, 

1993). Los niveles de estos tránscritos son altos durante el creciemiento vegetativo y 

disminuyen tras la inducción de la conidiación (Miller, 1993).  

 

  En los mutantes medA
-
 se han detectado diferencias en los patrones de 

expresión de brlA con respecto a la cepa silvestre. Por un lado, sus dos tránscritos son 

detectados en estadíos más tempranos; por otro, los niveles del mRNA de brlAβ 

continuan aumentando durante la morfogénesis, y, por último, el radio brlAα/brlAβ 

disminuye (Aguirre, 1993; Busby et al, 1996; Miller, 1993). Por todo ello, se ha 

propuesto que medA es requerido para la correcta expresión temporal de brlA. Además, 

en algunos mutantes de medA se reduce drásticamente la expresión de abaA (Busby et 

al, 1996).  

 

Además de los ya mencionados, se han descrito otros elementos que 

actúan en diferentes niveles de la producción de conidióforos, como la pigmentación o 

la síntesis de membrana en las esporas. En el primer caso cabe citar a wA e yA. El 

primero codifica una policétido sintasa y los mutantes en este gen producen esporas de 

color blanco que carecen de melanina y una capa externa formada por α-1,3-glucano de 

la pared de la espora (Mayorga y Timberlake, 1990; Mayorga y Timberlake, 1992). yA 

codifica una p-difenol oxidasa conocida como lacasa conidial, y los mutantes en este 

gen producen esporas amarillas (Clutterbuck, 1972; Law y Timberlake, 1980; Aramayo 

y Timberlake, 1990). Las mutaciones en wA son epistáticas respecto a mutaciones en yA, 

por lo que se planteó que wA participa en la síntesis de un policétido amarillo, que es 

convertido a una forma de color verde a través del producto de yA (Mayorga y 

Timberlake, 1990), proporcionando a las conidias su color característico. Este policétido 

no ha sido caracterizado aún en A. nidulans, pero, sí se ha llegado a aislar y caracterizar 

un octacétido a partir de una cepa deficiente en lacasa de Aspergillus parasiticus 

(Brown et al, 1993).  
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Por último, rodA y dewA codifican hidrofobinas (Wessels, 1994) 

necesarias para conferir a las esporas su carácter hidrofóbico, de cara a una correcta 

dispersión aérea (Stringer et al, 1991; Stringer y Timberlake, 1995). El mutante nulo en 

rodA muestra un fenotipo comunmente denominado “rodletless”, en el que las conidias 

son fácilmente humedecibles debido a la pérdida de una capa de la pared compuesta por 

hidrofobinas. Ello confiere un color oscuro a la colonia debido a la acumulación de 

líquido en las conidias. Los mutantes en dewA muestran un fenotipo parecido pero, 

menos extremo, ya que, en este caso sí se mantiene cierta integridad de la capa de 

hidrofobinas de la que carecen los mutantes rodA
-
. 

 

1.4 OTRAS FASES DEL CICLO VITAL: EL CICLO SEXUAL Y 

PARASEXUAL. 

La reproducción sexual en Aspergillus nidulans se observa en zonas maduras de 

la colonia (Pontecorvo et al, 1953), y culmina con la producción de ascosporas. El 

proceso se inicia con la formación de una célula diploide en una estructura característica 

denominada crozier (Figura 1.1A). A partir de la célula diploide se generarán ascas 

compuestas de ocho esporas, recubiertas por una pared, y constituyendo el cleistotecio. 

El proceso se repite formando nuevos crozier y, por consiguiente, nuevos cleistotecios. 

Cada cleistotecio puede contener hasta 10.000 ascosporas (Todd et al, 2007a). Los 

cleistotecios se encuentran habitualmente rodeados de grupos de células denominadas 

células Hülle (figura 1.8). Su función no ha quedado establecida hasta el momento, pero 

se especula que pueden aportar azúcares y otros nutrientes al cleistotecio.  

 

 Figura 1.8: Diferentes estructuras ligadas a la reproducción sexual. A) Cleistotecio (Cl) 

rodeado de conidias (Co); B) Cleistotecios (Cl) rodeados de células Hülle (Hü) e hifas aereas (AH); 

C) Cleistotecio (Cl) aislado; D) Asca conteniendo ascosporas; E) Ascosporas (As) libres. La barra 

de escala se define en cada panel. Adaptado a partir de Todd et al, 2007a.  

 

 Se han identificado y caracterizado diversos genes actuando en diferentes etapas 

y necesarios para una correcta reproducción sexual. Algunos de ellos, además, son 

importantes efectores en otros procesos como la reproducción asexual (medA: Busby et 
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al, 1996; stuA: Wu y Miller, 1997; o flbA: Han et al, 2001), el crecimiento polar (tubB: 

Kirk y Morris, 1991; o apsA: Bouhouche et al, 2004) o la respuesta al estrés oxidativo 

(noxA: Lara-Ortiz et al, 2003). Además, se ha identificado una serie de sustancias de 

carácter endógeno involucradas en la regulación del balance entre desarrollo sexual 

respecto al asexual. Dichas sustancias son una serie de oxilipinas (ácidos grasos 

polienóicos insaturados), denominados factores psi (precocious sexual inducer), que son 

derivados hidroxilados (psiB: 8´-hidroxi-; psiC: 5´,8´-dihydroxy-; y psiA: anillo de 

lactona en posición 5´) del ácido oléico (psiβ), ácido linoléico (psiα) y ácido linolénico 

(psiγ) (Tsitsigiannis et al, 2004a; Tsitsigiannis et al, 2004b; Tsitsigiannis et al, 2005; 

Tsitsigiannis y Keller, 2007).  

  

 El ciclo parasexual en Aspergillus nidulans (figura 1.1B) se caracteriza por la 

fusión entre hifas maduras durante la fase vegetativa, dando lugar a un intercambio de 

material por anastomosis (Hickey et al, 2002; Glass et al, 2004). El mecanismo 

desencadenante de dicha fusión es desconocido, pero, se ha planteado la posibilidad de 

que esté controlado por el comportamiento dinámico del Spitzenkörper (Glass et al, 

2004). En el caso de que las hifas fusionadas pertenezcan a cepas con diferente fondo 

genético, se generan heterocariontes, los cuales, presentan núcleos con diferente 

dotación genética (Pontecorvo et al, 1953; Glass et al, 2000). Por otro lado, también se 

puede producir la fusión de núcleos haploides, dando lugar a núcleos diploides, los 

cuales, pueden ser de nuevo haploidizados a través de la adición de sustancias que 

interfieren en la segregación cromosómica en la mitosis como, por ejemplo, el benomilo 

(Upshall et al, 1977).  
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1.5. OBJETIVOS EXPERIMENTALES: 

 La presente tesis parte de dos mutantes aconidiales aislados tras un programa de 

mutagénesis con nitrosoguanidina. La selección de dichos mutantes se realizó al 

observar que su fenotipo era consecuencia de la incapacidad de sintetizar algún factor o 

molécula necesaria para activar la reproducción asexual (Cordobés, 2005), por lo que su 

estudio podría permitir profundizar en el conocimiento de los mecanismos que regulan 

la activación de la conidiación. Con todo ello, los objetivos perseguidos en el presente 

proyecto se resumen de la siguiente manera: 

 

1-. Caracterización preliminar de los dos mutantes aconidiales aislados en lo 

respectivo a su comportamiento en terminos de conidiación ante varios de los 

estímulos inductores descritos en la introducción.  

 

2-. Localización en el genoma de Aspergillus nidulans de los genes donde se 

encuentran las mutaciones de los dos mutantes objeto del estudio. Análisis 

primario de las secuencias genómica y peptídica, y análisis de la presencia de 

dominios funcionales conocidos. 

 

3-. Caracterización de FlbB. Análisis de la secuencia protéica de FlbB, 

caracterización a nivel genotípico y fenotípico de los mutantes flbB
- 
disponibles; 

y estudios de expresión y de diferentes aspectos como la localización subcelular 

o la capacidad de unión a DNA. 

 

4-  Revisión, en base a los resultados obtenidos, de los datos disponibles en torno 

a la ruta de inducción temprana de la conidiación. 
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 2.1. INTRODUCCIÓN.  

En un estudio anterior, un programa de mutagénesis con nitrosoguanidina en el 

que se analizaron 35.000 colonias permitió el aislamiento de dos mutantes “fluffy” o 

aconidiales de Aspergillus nidulans que fueron denominados BD12 y BD13. Ambos 

recuperaban el fenotipo conidiante en la zona de contacto con una cepa silvestre 

conidiante (Cordobés, 2005). Por otro lado, eran capaces de complementar 

extracelularmente mutantes aconidiales fluG
-
, provocando su conidiación en la zona de 

contacto con ellos. Curiosamente, la zona de contacto entre las dos cepas no resultaba 

en complementación, al igual que en los controles con dos cepas idénticas. Este efecto 

de complementación extracelular fue descrito incluso cuando las colonias se 

encontraban separadas a través de una membrana de diálisis, descartando así la 

formación de heterocariontes. En el mismo trabajo, se demostró que el fenotipo 

aconidial de BD12 y BD13 se debía a mutaciones monogénicas localizadas en loci 

diferentes, las cuales, no fueron mapeadas.  

 

En este capítulo se aborda una caracterización más profunda de los mutantes 

BD12 y BD13. Por un lado, se ha llevado a cabo una caracterización preliminar, 

describiendo su patrón de crecimiento radial, y su comportamiento en diferentes 

condiciones inductoras de la conidiación como el agotamiento de nutrientes (Skromne 

et al, 1995) o el estrés salino (Lee y Adams, 1996). También se ha efectuado una 

revisión de los experimentos de complementación extracelular realizados previamente 

(Cordobés, 2005). Por el otro lado, se ha abordado la localización en el genoma de A. 

nidulans de cada una de las mutaciones. Para ello, se han diseñado diversos 

experimentos de genética clásica combinados con procedimientos de biología molecular. 

En el primer caso, se han realizado haploidizaciones inducidas con benomilo de 

diploides formados a partir de los mutantes BD12 o BD13 y cepas conteniendo un 

marcador genético en cada cromosoma. En el segundo caso, se ha realizado una serie de 

transformaciones de protoplastos de las cepas objeto de este estudio con una genoteca 

basada en el plásmido autoreplicativo pRG3-AMA-NotI (Osherov et al, 2000).  
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2.2. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

 2.2.1. Cepas utilizadas y condiciones de cultivo. 

 Las cepas utilizadas en el presente capítulo quedan descritas en la tabla 

2.2.1.: 

Cepa Genotipo Fuente 

FGSC26 

 

biA1; veA1 Fungal Genetics Stock Center 

TTA127.4 

 

pabaA1; yA2; ΔfluG::trpC; veA1 Lee y Adams (1994a) 

 

GR5  

 

pyrG89; wA; pyroA4; veA1 Waring et al (1989) 

RMSO11  

 

pabaA1, yA2; ΔargB::trpCΔB; trpC801, veA1 Stringer et al (1991) 

MAD782  

 

pyrG89, yA2, pabaA1, biA1; veA1 Eduardo Espeso,CIB-CSIC 

BD12  

 

biA1; veA1; mutación aconidial 1 Cordobés, 2005 

Etxebeste et al, 2008 

BD13  

 

biA1; veA1; mutación aconidial 2 Cordobés, 2005 

BD57  

 

ΔargB::trpCΔB; trpC801, veA1; mutación 

aconidial 1 (progenia de BD12 x RMSO11) 

Cordobés, 2005 

BD58 

 

yA2; ΔargB::trpCΔB; trpC801, veA1; 

mutación aconidial 1 (progenia de BD12 x 

RMSO11) 

Cordobés, 2005 

BD64  

 

pabaA1, yA2; trpC801; veA1; mutación 

aconidial 2 (progenia de BD13 x RMSO11) 

Cordobés, 2005 

BD65  

 

ΔargB::trpCΔB; trpC801, veA1; mutación 

aconidial 2 (progenia de BD13 x RMSO11) 

Cordobés, 2005 

FGSC A68 

 

suA1adE20; yA2; adE20; acrA1; phenA2; 

pyroA4; lysB5; sB3; nicB8; riboB2; veA1 

Fungal Genetics Stock Center 

 

FGSC A283 

 

suA1adE20; yA2; adE20; acrA1; galA1; 

pyroA4 (ssb+); facA303; sB3; nicB8; riboB2; 

veA1 

Fungal Genetics Stock Center 

 

BD101  

 

pyrG89, biA1; ΔargB::trpCΔB; mutación aconidial 

2 (progenia de BD65 y MAD782) 

Etxebeste et al, 2008 

BD109  

 

pyrG89, yA2, pabaA1; ΔargB::trpCΔB; mutación 

aconidial 1 (progenia de BD57 y MAD782) 

Etxebeste et al, 2008 

BD98 pyrG89, biA1;ΔargB::trpCΔB; mutación aconidial 

1(progenia de BD57 y MAD782) 

Este estudio 

BD100 pyrG89, pabaA1, biA1; mutación aconidial 2 

(progenia de BD65 y MAD782) 

Este estudio 

Tabla 2.2.1.: Cepas de Aspergillus nidulans empleadas en el presente capítulo. 
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Los medios y disoluciones utilizados se describen en la tabla 2.2.2.: 

Medios y disoluciones Preparación (por litro) 

Disolución de elementos traza 

(1000x)  

 

22g ZnSO4 · 7 H2O; 

11g H3BO3; 

5g MnCl2 · 4 H2O; 

3,14g FeSO4 · 2 H2O; 

1,6g CoCl2 · 6 H2O; 

1,6g CuSO4 · 5 H2O; 

1,1g (NH4)6Mo7O24 · 4 H2O;  

50 g Na2EDTA;  

ajustado a pH=6,8 con KOH; 

Esterilizada por autoclavado. 

Disolución de glucosa (10x) 200g glucosa; 

Esterilizada por autoclavado. 

Disolución de MgSO4 (20x)  10,4g MgSO4.7 H2O; 

Esterilizada por autoclavado. 

Medio mínimo sólido con nitrato 

(MMA sólido). 

 

6,0g NaNO3; 

1,5g KH2PO4 

0,5g KCl; 

15g agar; 

1,0ml elementos traza; 

Ajustar a pH=6,8; 

Esterilizada por autoclavado; 

Añadir 100ml solución de glucosa; 

Añadir 50ml de solución de MgSO4. 

Medio completo sólido 

(MCA) 

MMA + 5g extracto levadura 

Disolución de tartrato amónico 

(100x) 

92g tartrato amónico; 

Esterilizada por autoclavado. 

Disolución de sales (50x) 26g de KCl; 

26g de MgSO4.7H2O; 

76g de KH2PO4; 

2,5ml de solución de elementos traza; 

Esterilizada por autoclavado. 

Medio mínimo con tartrato 

amónico (MMA-tartrato) 

20ml de solución de sales; 

Ajustar a pH=6,8 con NaOH; 

15g agar; 

Esterilizada por autoclavado; 

Añadir 100ml solución de glucosa; 

Añadir 10ml de solución de tartrato amónico. 
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Medio de regeneración 

(MMR) 

20ml de solución de sales; 

342g sacarosa (1M); 

Ajustar a pH=6,8 con NaOH; 

15g agar; 

Esterilizada por autoclavado; 

Añadir 100ml solución de glucosa; 

Añadir 10ml de solución de tartrato amónico. 

Medio de regeneración-TOP 

(MMR-TOP) 

20ml de solución de sales; 

342g sacarosa (1M); 

Ajustar a pH=6,8 con NaOH;  

6g agar; 

Esterilizada por autoclavado; 

Añadir 100ml solución de glucosa; 

Añadir 10ml de solución de tartrato amónico. 

Medio LB 10g triptona; 

5g extracto de levadura; 

10g NaCl; 

15g agar (solo para LB sólido); 

ajustar a pH=7,0 con NaOH; 

Esterilizada por autoclavado. 

Tabla 2.2.2.: Medios de cultivo y disoluciones de partida utilizados. 

 

  Las cepas utilizadas fueron cultivadas en MMA (Käfer, 1965) o MCA, 

adecuadamente suplementado con los nutrientes necesarios en el caso de mutantes 

auxótrofos (http://www.gla.ac.uk/ibls/molgen/aspergillus/supplement.html). Los 

experimentos de agotamiento de nutrientes en medio sólido se llevaron a cabo 

diluyendo el MMA a la mitad y a un tercio en la concentración de glucosa, de nitrato 

sódico o de todos los componentes a la vez. 

 

Los experimentos bajo estrés salino se llevaron a cabo añadiento al 

MMA KCl (0,6M, Sigma) y MES (ácido 2-[N-Morfolino]etanosulfónico, Sigma; 

0,05M), este último como tamponante del pH del medio (pH=6,5). 

 

Para la realización de las pruebas de complementación extracelular se 

inocularon las dos cepas a analizar en cada caso en MCA, a una distancia de unos dos 

centímetros la una de la otra en la misma placa de Petri. Tras 3, 4 y 5 días de cultivo a 

37ºC, se fotografió la zona de contacto entre ambas colonias con una cámara Nikon 

http://www.gla.ac.uk/ibls/molgen/aspergillus/supplement.html
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Coolpix8400, acoplada a un binocular Nikon SMZ800. Se utilizaron siempre cepas con 

diferente color de esporas, de manera que resultaba simple conocer qué colonia 

conidiaba en cada caso y se evitaban falsos positivos por posible formación de 

heterocariontes. En los casos en los que fue descrita, la reversión del fenotipo aconidial 

se dio aun separarando las colonias analizadas con una membrana de diálisis (no 

mostrado en el apartado de resultados), aunque la intensidad de la respuesta obtenida era 

menor. 

 

Las recombinaciones meióticas se llevaron a cabo según Pontecorvo et al 

(1953), Clutterbuck (1969), Morris (1975) y Käfer (1977). Brevemente, se inocularon 

los parentales en placas MCA suplementadas con los nutrientes adecuados en el caso de 

mutantes auxótrofos. Se transfirieron bloques de los bordes fusionados a placas MMA 

(en caso de que ambas cepas tuvieran alguna auxotrofía común, añadiendo el nutriente 

asociado a ella). A menudo, el heterocarionte se forma o no en función de la fuente de 

nitrógeno utilizada, por lo que, se prepararon, por un lado, placas MMA conteniendo 

nitrato sódico como fuente de nitrógeno, y por el otro, placas MMA conteniendo tartrato 

amónico. Se cultivó el heterocarionte y, tras ello, se sellaron y se incubaron las placas 

durante 15 días a 37ºC. Se limpiaron algunos cleistotecios formados durante este 

período y se reventó cada uno de ellos en un tubo de 1,5ml con 300µl de agua estéril, 

obteniendo una suspensión de ascosporas. En placas MCA con todos los nutrientes 

necesarios, se inocularon alícuotas de estas suspensiones y tras 2 días de incubación, las 

colonias obtenidas fueron transferidas a placas nuevas de MCA, bien numeradas en una 

cantidad de 25 colonias por placa. Tras cultivar las colonias, cada una de ellas se 

transfirió a placas MMA, en cada caso con todos los nutrientes ligados a las auxotrofías 

excepto uno, de cara a obtener los genotipos de cada una de las colonias.  

 

Para la construcción de diploides (BD57 o BD65 con FGSCA68 y 

FGSC283, por un lado; y, BD64 o BD58 con GR5, por el otro) se obtuvo el 

heterocarionte formado por las cepas parentales y, tras ello, se recogieron y 

suspendieron en agua estéril las esporas de dicho heterocarionte. Alícuotas de estas 

suspensiones se mezclaron con MMA sólido selectivo y fundido, y se plaquearon en 

MMA. Tras solidificarse, se añadió otra capa de agar sobre la primera, de manera que 

únicamente las esporas que contenían los dos núcleos de las cepas parentales pudieran 

continuar creciendo.  
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Para su haploidización, los diploides formados se inocularon en placas 

con benomilo (1-3µg/ml de medio; Upshall et al, 1977; 

http://www.gla.ac.uk/ibls/molgen/aspergillus/supplement.html) y todos los nutrientes 

asociados a los marcadores de las cepas parentales. Las colonias aconidiales obtenidas 

se transfirieron secuencialmente dos veces a placas MMA para, después, transferirlas de 

nuevo a placas de MMA con diferentes suplementos para conocer su genotipo.  

 

Para el estudio estadístico de la segregación de los marcadores de los 

cruces o haploidizaciones realizados, se empleó el test de χ
2
, con un margen de 

confianza del 95% y los grados de libertad adecuados en cada caso.  

 

Los diámetros de colonia y de esporulación de las colonias en cada 

medio ensayado se calcularon a partir de tres medidas y se calcularon las desviaciones 

estándar respectivas en cada caso. Los diámetros de colonia o de esporulación se 

midieron determinando el número de píxeles de las imágenes digitales obtenidas. 

 

2.2.2. Amplificación de la genoteca en base al plásmido 

autoreplicativo pRG3-AMA-NotI. 

Se obtuvo una alícuota de la genoteca a utilizar a través del Fungal 

Genetics Stock Center (http://www.fgsc.net). Tras confirmar mediante electroforesis de 

agarosa su buen estado, se procedió a la determinación de la eficiencia de las células de 

E. coli a utilizar en su amplificación (Library Efficiency
®
 DH5α Competent Cells,   

Invitrogen), obteniendo 5,5·10
7
 colonias transformantes por µg de plásmido pUC19 

(Invitrogen). 

 

Tras ello, se transformaron las células competentes citadas con la 

genoteca a amplificar, obteniendo 3,44·10
5
 colonias transformantes por µl de genoteca. 

Para su amplificación, se consideran necesarios 40 equivalentes genómicos. Así, 

considerando un tamaño medio de plásmido de unos 10Kb  y un tamaño de genoma de 

A. nidulans de 3·10
7
 pares de bases (Galagan et al, 2005), aplicando la fórmula de 

Clarke y Carbon (1976), se obtiene que un equivalente genómico es igual a 13500 

colonias. De modo que, para obtener los 40 equivalentes, se debían obtener un total de 

5,5·10
5
 colonias transformantes. Para ello, se tranformaron 100µl de las células de E. 

http://www.fgsc.net/
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coli utilizadas con 1,8µl de genoteca, se plaqueó toda la mezcla en placas Petri de 14cm 

con 50ml de medio LB suplementado con ampicilina (100µg/ml) y se incubaron a 37ºC, 

durante 16 horas. 

 

Una vez desarrolladas las colonias, se recogieron todas ellas con un 

portaobjetos esterilizado y se resuspendieron en 300ml de medio LB con ampicilina, 

precalentado a 37ºC. Se midió la densidad óptica y se dejó incubando hasta duplicarla. 

La extracción se realizó utilizando el kit GenElute High Pure Plasmid Maxiprep Kit 

(Sigma), almacenando las alícuotas obtenidas a -80ºC tras verificar el buen estado de la 

genoteca amplificada (figura 2.2.1). 

 

   

  2.2.3. Transformación de protoplastos de Aspergillus nidulans. 

  La obtención y transformación de protoplastos se llevó a cabo según 

Tilburn et al, 1983, introduciendo ciertas modificaciones:  

 

   2.2.3.1 Obtención de protoplastos: 

   Se inocularon matraces Erlenmeyer de 1000ml., conteniendo 

300ml de MMA líquido y los nutrientes necesarios en caso de mutantes auxótrofos, con 

suspensiones de conidias de la cepa a transformar a una concentración final de 10
6
 

conidias/ml. 

  

   La suspensión se incubó a 37ºC durante 15 horas. El cultivo fue 

filtrado con Miracloth estéril (Calbiochem) y lavado con agua destilada. 3,0-4,0g de 

micelio fueron repartidos en dos tubos Falcon estériles de 50ml con 10ml de solución 2 

(tabla 2.2.3) cada uno de ellos. Tras la adición de GlucanX (100mg/g micelio; 

Enocentro S.L., Noblejas, Toledo, España), las mezclas se transfirieron a matraces 

Erlenmeyer de 100ml.  

Figura 2.2.1: Amplificación de la genoteca pRG3-AMA-NotI. 

Comparación entre la alícuota de la genoteca pRG3-AMA-NotI obtenida a 

través del Fungal Genetics Stock Center (calle 1, 1µl) y su amplificación 

(calles 2, 3 y 4) con 1, 2 y 3µl, respectivamente. 
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Solución Composición 

Solución 2 (50ml) 

MgSO4.7H2O (1.2M) 

14.9g MgSO4.7H2O; 

1.8ml Na2HPO4 (0.2M); 

0.7ml NaH2PO4 (0.2M); 

enrasada hasta 50ml con agua destilada y esterilizada por filtración. 

Solución 3 (50ml) 

MgSO4.7H2O (1.5M) 

18.6g MgSO4.7H2O; 

1.8ml Na2HPO4 (0.2M); 

0.7ml NaH2PO4 (0.2M); 

enrasada hasta 50ml con agua destilada y esterilizada por filtración 

Solución 5 (100ml) 

Sorbitol (0.6M) 

TrisHCl (0.1M) 

10.9g Sorbitol; 

10ml. TrisHCl (1M, pH=7.5); 

enrasada con agua destilada hasta 100ml y esterilizada por autoclavado. 

Solución 6 (100ml) 

Sorbitol (1M) 

TrisHCl (0.01M) 

18.22g. Sorbitol; 

1ml. TrisHCl (1M, pH=7.5); 

enrasada con agua destilada hasta 100ml y esterilizada por autoclavado. 

Solución 7 (100ml) 

Sorbitol (1M) 

TrisHCl (0.01M) 

CaCl2 (0.01M) 

18.22g. Sorbitol; 

1ml TrisHCl (1M, pH=7.5); 

1ml CaCl2 (1M); 

enrasada con agua destilada hasta 100ml y esterilizada por autoclavado. 

Solución 8 (50ml) 

PEG (0.1M) 

TrisHCl (0.01M) 

CaCl2 (0.01M) 

 

30.0g PEG (polietilenglicol; PEG6000, Fluka); 

0.5ml TrisHCl (1M, pH=7.5); 

0.5ml CaCl2 (1M); 

añadidos 5ml de agua destilada, fundido el PEG en el microondas y enrasada 

hasta 50ml con agua destilada. Esterilizada por autoclavado. 

 Tabla 2.2.3.: Soluciones empleadas en la obtención y transformación de protoplastos de 

Aspergillus nidulans.  

 

   La mezcla de digestión se incubó a 30ºC en un baño de agua, con 

agitación suave, hasta que la mayor parte de la suspensión de células se compuso de 

protoplastos libres (~90 min). 

 

   Para la purificación de protoplastos, cada una de las mezclas de 

digestión se pasó a un tubo de polipropileno de 50ml y se diluyó a la mitad añadiendo 

10ml de solución 2 (tabla 2.2.3). La mezcla fue transferida a dos tubos Corex (Scharlau) 

de 30ml (10ml en cada uno) a los que previamente se les habían añadido 8ml de 

solución 3. Tras ello, y muy lentamente, se añadieron 6ml de solución 5 (figura 2.2.2). 
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 Figura 2.2.2.: Esquema de la situación de cada una de las fases en la primera etapa de 

purificación de los protoplastos. 

 

   Los tubos fueron centrifugados durante 13min, a 4700rpm y 4ºC 

en un rotor Sorvall HS-4. Tras ello, la banda de protoplastos formada en la interfase 

superior fue transferida a nuevos tubos Corex, añadiendo solución 6 (tabla 2.2.3) en una 

relación de volúmenes 1(suspensión de protoplastos):2 (solución 6). Una segunda 

centrifugación durante 10min, a 4000rpm y 4ºC provocó la precipitación de los 

protoplastos que, tras retirar el sobrenadante, fueron suavemente resuspendidos en 1ml 

de solución 6, en tubos de 1,5ml.  

 

   Se lavaron los protoplastos mediante tres centrifugaciones durante 

3min, a 4000rpm y se resuspendieron en la cantidad adecuada de solución 7 (tabla 

2.2.3) para obtener alrededor de 10
7
 protoplastos/ml. 

 

2.2.3.2. Transformación de protoplastos: 

           Para la transformación, se añadieron a un tubo de polipropileno 

de 50ml: 

- 50µl de solución 8 (tabla 2.2.3). 

- El volumen equivalente a alrededor de 300ng de la genoteca 

pRG3-AMA-NotI completando con solución 7 hasta 50µl. 

- El volumen de la suspensión de protoplastos equivalente a 

alrededor de 2·10
6
 protoplastos.  

 

Se mantuvieron los tubos en hielo durante 20min, se añadió 1ml 

de solución 8 a cada uno y se volvieron a incubar a temperatura ambiente durante 5min. 
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Transcurrido este tiempo se añadieron 3ml de solución 7 y alrededor de 45ml de medio 

MMR-TOP precalentado a 50ºC. Se diluyó esta mezcla con más medio MMR-TOP 

precalentado hasta un volumen total de 200ml, utilizando tantos tubos de polipropileno 

de 50ml como fueran necesarios. Se mezcló y se plaqueó en MMR selectivo (sin uridina 

ni urácilo) y una placa de MMR no-selectivo (con uridina y urácilo) a modo de control 

por cada mezcla de transformación. 

 

Tras 20-24 horas de cultivo a 37ºC, al observar la germinación de 

los protoplastos y para evitar la esporulación de los transformantes debido al estrés  

inducido por sacarosa, se añadieron por encima 7ml de MCA selectivo fundido. Tras 

enfriar se volvió a incubar a 37ºC durante 24 horas más. En una primera selección, 

aquellos transformantes conidiantes o los sectores conidiantes de transformantes 

aconidiales se inocularon en placas de MMA sólido selectivo y MCA tanto selectivo 

como no-selectivo, utilizando siempre los parentales BD101 y BD109 a modo de 

control, sin transformar y transformados con el plásmido pRG3 vació. Se seleccionaron 

los transformantes que conidiaban en medio selectivo o los sectores conidiantes de los 

transformantes aconidiales. Dichos sectores fueron inoculados en placas nuevas hasta 

conseguir aislarlos y conseguir colonias homogéneas.  

 

  2.2.4. Extracción de DNA genómico: 

  La extracción de DNA genómico se realizó inoculando matraces 

Erlenmeyer de 100ml con 30ml de medio mínimo líquido a los que se les habían 

añadido los nutrientes adecuados. Tras la adición del volumen adecuado de una 

suspensión de esporas de la cepa a manipular (concentración final: 10
6
 esporas/ml), la 

mezcla se mantuvo a 37ºC y 250rpm, durante 15 horas. 

 

  A partir del micelio filtrado con Miracloth estéril, lavado con agua 

destilada y liofilizado, se realizó la extracción de DNA utilizando el Kit GenElute
TM

 

Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma). Se confirmó la correcta extracción 

mediante electroforesis en gel de agarosa (0,8% p/v) al observar la banda 

correspondiente al DNA genómico de A. nidulans a la altura de 23Kb. 
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  2.2.5. Transformación de E. coli: 

  Se utilizaron células competentes de las cepas DH1 y DH5α de E. coli 

para su transformación. En un tubo de 1,5ml, se mezclaron 100µl de células 

competentes y la cantidad adecuada de DNA. En términos generales se añadieron unos 

100ng de plásmido. En el caso de ligaciones, se añadió todo el volumen de la mezcla y 

en el caso del DNA extraído a partir de los transformantes conidiantes de A. nidulans 

(conteniendo DNA genómico y plasmídico) se realizaron diferentes transformaciones 

con cantidades de DNA total entre 0,5 y 2µg.  

 

  La mezcla se mantuvo en hielo durante 20min, se incubó a 37ºC durante 

2min y se volvió a dejar en hielo durante 1min. Tras añadir 1ml de medio LB, se incubó 

la mezcla a 37ºC y 250rpm, durante 1h. Volúmenes variables de la mezcla de 

tranformación fueron plaqueados sobre medio LB suplementado con ampicilina 

(100µg/ml). En el caso de las ligaciones, y las mezclas de DNA plasmídico y genómico 

extraída de los transformantes conidiantes, se plaqueó toda la mezcla. En el caso de la 

amplificación plasmídica, se plaquearon entre 50 y 100µl.  

   

2.2.6. Extracción de DNA plasmídico: 

 

2.2.6.1. Extracción plasmídica a partir de cultivo en medio 

líquido: 

   La colonia bacteriana con DNA plasmídico a extraer fue 

inoculada con la ayuda de un palillo estéril en un tubo de polipropileno de 50ml 

conteniendo 10ml de medio LB líquido suplementado con ampicilina (100µg/ml). Con 

el tapón del tubo ligeramente desenroscado para una correcta aireación, se cultivó la 

mezcla a 37ºC y 250rpm, durante 15 horas. Para la extracción del DNA plasmídico se 

utilizó el Kit GenElute
TM

 Plasmid Miniprep Kit (Sigma). La correcta extracción fue 

verificada mediante electroforesis de agarosa (0,8% p/v). 

 

2.2.6.2. Extracción plasmídica a partir de cultivo en medio 

sólido: 

   Se dispensaron, en un tubo Eppendorf de 1,5ml, 40µl de solución 

de lisis (tabla 2.2.4). Se tomó una muestra de la colonia a analizar con un palillo estéril 

y, tras mojar ligeramente la punta en la solución de lisis, ésta se apretó contra las 
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paredes del tubo. Tras mezclar suavemente, se incubó a temperatura ambiente durante 

15min, se añadieron 3µl de HCl (1N) y 5µl de tampón de carga de electroforesis. Se 

verificó que la solución presentaba un color azul; en caso de observar un color verde, 

debía haberse añadido más solución de lisis hasta que se recuperara el color azul. Se 

congeló la mezcla a -80ºC durante 15min, se centrifugó a 13000rpm y 4ºC, durante 

10min, y se cargó la mitad del sobrenadante en un gel de agarosa (0,8% p/v) para su 

análisis. 

Componente Volumen (µl) para 1ml de mezcla 

Tris HCl (1M; pH=8,0) 10 

EDTA (0,5M; pH=8,0) 20 

NaOH (10M) 10 

H2O estéril  860 

SDS (10%) 100 

Tabla 2.2.4: Soluciones y volúmenes añadidos en la preparación de la solución de lisis para 

la realización de minis de colonia. 

 

2.2.7. Clonaje de AN0721.2 y AN7542.3. Oligonucleótidos y 

procedimientos utilizados. 

 Para la secuenciación de los plásmidos extraídos a partir de los 

transformantes conidiantes de las cepas BD101 y BD109 se utilizaron oligonucleótidos 

estándar diseñados a partir de los extremos del sitio de clonaje del plásmido pRG3 

(tabla 2.2.5): 

Oligonucleótido Secuencia 5´-3´ Objetivo 

pRG3up GAA TTC GAG CTC GGT ACC Secuenciación de los extremos del inserto en 

pRG3. 

pRG3 down AAG CTT GCA TGC GCG GCC Secuenciación de los extremos del inserto en 

pRG3. 

0721kpn+1 GG (GGTACC) CGC AAA TGC 

AGA CAA GG 

Construcción del plásmido AN0721.3-pRG3 

0721kpn-1 GG (GGTACC) CCA TCT TGT 

CTG ATG GCC 

Construcción del plásmido AN0721.3-pRG3 

AN0721-1 CAG CTT GGC AGA ATG G Secuenciación de AN0721.3 

AN0721-2 AGG ACC GTT AAC GAT GG Secuenciación de AN0721.3 

AN7542-1 GGT GAG GGT AGA AAG GG Secuenciación de AN7542.3 

AN7542-2 GAC AGG GTG ATT CCA GC Secuenciación de AN7542.3 

AN7542-3 GGG TTT TTC TGA CGT CG Secuenciación de AN7542.3 

 Tabla 2.2.5: Oligonucleótidos utilizados en el presente capítulo. Entre paréntesis queda 

señalado el sitio de restricción KpnI introducido en los oligonucleótidos 0721kpn+1 y 0721kpn-1. 
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  Para generar las construcciones de AN0720.2 y AN0722.2 con pRG3, se 

realizó la digestión del plásmido 65TG3SE con BamHI. Se generaron dos fragmentos, 

uno de 4KB, conteniendo AN0722.2 y que fue ligado (ligasa T4, Biolabs) al plásmido 

pRG3, previamente digerido con BamHI y fosfatasa alcalina de gamba (Roche). El 

segundo fragmento, de 13KB, contenía la secuencia de pRG3 y AN0720.2, y fue 

religado. 

 

Para la construcción entre AN0721.2 y pRG3, se amplificó un fragmento 

de 2,2Kb por PCR (GeneAmp
®
 PCR System 2400, Perkin Elmer, Foster City, CA, 

EEUU), introduciendo una diana de restricción KpnI en cada extremo y utilizando los 

oligonucleótidos 0721kpnI+1 y 0721kpnI-1. Para la amplificación se utilizó la 

polimerasa AccuTaq
TM

 LA DNA Polymerase (Sigma). El fragmento amplificado fue 

ligado a pRG3 previamente digerido con KpnI primero y fosfatasa alcalina en segundo 

lugar.  

 

Para las ligaciones se añadieron a la mezcla de ligación el inserto y el 

vector en una relación aproximada en moles de 7(inserto):1(vector). En caso de utilizar 

para la ligación un sitio de restricción igual en ambos extremos, se digirieron unos 

300ng de vector con 0,5µl (0,5U) de fosfatasa alcalina (Roche), incubando la mezcla 

7min a 37ºC, e inactivando el enzima 15min a 65ºC. Tras ello, se prepararon las 

mezclas de ligación en la relación inserto:vector citada y añadiendo 0,5 µl (200U) de 

DNA ligasa T4 (Biolabs). Se incubó la mezcla a temperatura ambiente durante 45min. 

Tras ello, se transformó E. coli con toda la mezcla de ligación. 

 

  La secuenciación de AN0721.2 se realizó utilizando los oligonucleótidos 

AN0721-1 y AN0721-2. En el caso de AN7542.3, se utilizaron para su secuenciación los 

oligonucleótidos AN7542-1, AN7542-2 y AN7542-3. 

 

2.3. RESULTADOS. 

 

 2.3.1. Crecimiento de los mutantes BD12 y BD13 en medio sólido. 

La observación de los dos mutantes en MMA sólido mostró que la 

extensión radial alcanzada tras 72 horas era diferente con respecto a la cepa silvestre. En 



Nuevos genes involucrados en la inducción de la conidiación en Aspergillus nidulans. 

 42 

el caso de BD13 la extensión radial alcanzada era un 5% menor en el radio respecto a 

FGSC26 y en el caso de BD12, un 8,5% menor (figura 2.3.1). 

 

Figura 2.3.1: Crecimiento radial de los mutantes (A) BD13, (B) BD12 y (C) FGSC26, en 

medio mínimo a las 72 horas desde la inoculación. Barra de escala: 1.0cm. 

  

2.3.2. BD12 y BD13 presentan mutaciones recesivas. 

  Datos anteriores demostraron que el fenotipo aconidial de BD12 y BD13 

se debía a mutaciones monogénicas en loci diferentes (Cordobés, 2005); sin embargo, 

se desconocía si dichas mutaciones eran dominantes o recesivas. Por ello, se obtuvieron 

diploides de las cepas BD58 y GR5, por un lado, y BD64 y GR5, por el otro. En el caso 

de mutaciones dominantes, sería de esperar un fenotipo aconidial, similar al de los 

parentales BD12 o BD13. Sin embargo, ambos diploides mostraron un fenotipo silvestre 

con esporas verdes, por lo que se concluyó que BD12 y BD13 portaban mutaciones 

recesivas (figura 2.3.2) 

 

Figura 2.3.2: Fenotipo de los diploides de las cepas BD64 y GR5 (izquierda) y BD58 y GR5 

(derecha). La flecha señala uno de los sectores aconidiales. Barra de escala: 1.0cm. 

 

También se observaron sectores aconidiales formados por haploidización 

espontánea (flecha negra en figura 2.3.2). Estos sectores eran estables en el caso del 

diploide formado entre BD58 y GR5, por lo que se planteó la posibilidad de que la 

mutación de BD12 estuviera localizada en uno de los cromosomas donde GR5 presenta 

sus marcadores (pyrG89: cromosoma I; pyroA4: cromosoma IV). 
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2.3.3. Análisis fenotípico de los mutantes BD12 y BD13 en medio 

sólido con agotamiento de nutrientes. 

En cultivo líquido, la eliminación de la fuente de carbono y nitrógeno del 

medio genera una respuesta conidiante por parte de la cepa silvestre de A. nidulans, 

(Skromne et al, 1995). En medio sólido, en cambio, este efecto no se observa por 

separado, ya que la conidiación es normalmente consecuencia de la exposición de las 

hifas vegetativas al medio aéreo, siendo éste el estímulo inductor principal. Sin embargo, 

en general los mutantes de fenotipo “fluffy”, y en concreto BD12 y BD13, no conidian 

en medio sólido tras la exposición al aire. Por ello, es posible estudiar el efecto 

inductivo que provoca en ellos el agotamiento de diferentes nutrientes del medio sólido.  

 

Así, al diluir el MMA proporcionalmente en todos sus componentes, se 

observó que ninguno de los dos mutantes conidiaba. Tampoco se produjo cambio 

alguno en el diámetro de la colonia con respecto al medio mínimo no diluido dentro del 

rango de diluciones estudiado (no mostrado). 

 

Sin embargo, cuando se analizó el efecto que la dilución por separado de 

diferentes componentes del medio mínimo provocaba sobre el fenotipo de ambos 

mutantes, se obtuvieron resultados diferentes. Al diluir el medio en la fuente de 

nitrógeno o en otros componentes como el sulfato magnésico o los iones 

dihidrogenofosfato, no se observó esporulación alguna (no mostrado). En el caso de 

BD12 sí se observó la formación de esporas aisladas asociadas a la dilución del medio 

en elementos traza. Por último, la dilución en glucosa hizo que ambos mutantes 

conidiaran en una zona central donde las hifas vegetativas desaparecían, aparentemente 

a través de un proceso autolítico. Al aumentar la dilución del medio en glucosa, se 

observó que el diámetro de la zona de esporulación también aumentaba (figura 2.3.3).  
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Figura 2.3.3: Efecto de la dilución del medio mínimo en glucosa. A) BD13 (fila superior) y 

BD12 (fila inferior), a las 72 horas desde la inoculación. A-F) MMA; B-G) MMA diluido en Glucosa 

a la mitad; C-H) MMA diluido en Glucosa al tercio; D-I) MMA diluido en Glucosa al quinto; E-J) 

MMA diluido en Glucosa al séptimo. B) Diámetros de colonia y de la zona de esporulación, con sus 

respectivas desviaciones estándar para BD13 (izquierda) y BD12 (derecha), para cada dilución del 

MMA en Glucosa. De izquierda a derecha, aumenta la dilución del medio en glucosa. Los valores 

son la media de tres medidas. dc: Diámetro de colonia; de: Diámetro de la zona de esporulación. 

Barra de escala: 1.0cm. 

 

2.3.4. Análisis fenotípico de los mutantes BD12 y BD13 en medio 

con KCl. 

  El estrés osmótico es otro estímulo inductor de la conidiación en 

Aspergillus nidulans. En cultivo líquido se puede inducir este proceso mediante la 

adición de NaCl (Lee y Adams, 1996). En medio sólido, también se ha descrito la 

posibilidad de revertir el fenotipo aconidial y obtener esporas viables de mutantes en 

fluG o flbA añadiendo NaCl (0.8M; Lee y Adams, 1996). En el caso de los mutantes 

BD12 y BD13, ambos mostraron su capacidad de conidiar al cultivarlos en placas con 

KCl (figura 2.3.4). 
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Figura 2.3.4: Efecto de la adición de KCl al medio mínimo. FGSC26 (fila 1), BD12 (fila 2) y 

BD13 (fila 3), cultivados en placas MMA con KCl, durante 72 horas. Concentraciones de KCl en 

columnas: 1: 0M (MMA); 2: 0.15M; 3: 0.3M; 4: 0.6M; 5: 1.2M. Barra de escala 1.0cm. 

 

Un aumento progresivo de la concentración de KCl hacía que la zona de 

esporulación aumentara paulatinamente en diámetro. En el caso de BD12, esta zona de 

esporulación se generaba a concentraciones menores de KCl que en el caso de BD13, 

llegando incluso a recuperar prácticamente el fenotipo salvaje a concentraciones de KCl 

entre 0.3 y 0.6M. A concentración superior (1.2M) el crecimiento de las cepas se veía 

especialmente afectado. 

 

 2.3.5. Experimentos de vecindad: 

 La figura 2.3.5 muestra los resultados obtenidos en los ensayos 

complementación extracelular realizados con diferentes mutantes (ver Materiales y 

Métodos, apartado 2.2.1). La cepa silvestre era capaz de provocar la reversión del 

fenotipo aconidial en la zona de contacto con los mutantes BD12 y BD13 (figura 2.3.5A, 

filas 1 y 2). A su vez, ambos mutantes provocaban la esporulación de la cepa TTA127.4 

(fluG
-
), pero, no al revés (figura 2.3.5A, filas 3 y 4). No se observó esporulación alguna 

entre las cepas BD12 y BD13 (figura 2.3.5A, fila 5), ni tampoco cuando cada una de 

ellas entraba en contacto con si misma (no mostrado). 
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Figura 2.3.5: Experimentos de complementación extracelular. A) Las cepas BD12 y BD13 

provocan la conidiación de la cepa TTA127.4 (fluG
-
) en zonas de contacto. Por otro lado, ambos 

mutantes conidian en contacto con la cepa silvestre MAD782. Las flechas señalan la dirección de la 

complementación. No existe complementación entre BD57 (descendiente de BD12) y BD13. Los 

paneles de la columna de la derecha son magnificaciones (~10x) de los de la izquierda y la zona 

amplificada queda rodeada en cada caso. Barra de escala= 0,5cm. B) Esquema de complementación 

de los donantes analizados. Adaptado a partir de Cordobés, 2005. C) Fenotipos de las cepas BD12 

(colonia superior) y BD57 (argB
-
; colonia inferior) en medio sólido. Barra de escala= 1cm. 

  

La actividad de FluG es requerida para la síntesis de una señal 

extracelular de la conidiación (Lee y Adams, 1994a). Los mutantes BD12 y BD13 son 
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capaces de sintetizar esta molécula provocando la reversión del fenotipo de la cepa fluG
-
 

al entrar en contacto con ella. Sin embargo, la reversión del fenotipo aconidial de BD12 

y BD13 provocado por el contacto con una cepa silvestre pone de manifiesto la 

existencia de otra molécula señalizadora cuya síntesis está afectada en estos mutantes. 

 

Estos resultados apuntan hacia un sistema de señalización consistente de 

dos señales sucesivas: la primera, dependiente de un alelo funcional de fluG, y una 

segunda, actuando aguas abajo, y sólo en el caso de que se activase fluG, la cual 

dependería de alelos funcionales los mutantes BD12 y BD13 (esquema en figura 

2.3.5B).  

 

  Por otro lado, se observó que las cepas aconidiales descendientes de 

BD12 y BD13, y portando alelos argB
-
 presentaban un fenotipo en el que se generaban 

aún menos conidias, con una menor intensidad en la pigmentación. También se 

producía un gran número de células Hülle pero, no se observó que este fenómeno 

estuviera asociado a una producción prematura de órganos sexuales. La diferencia 

fenotípica entre ambos fondos genéticos se puede observar en la figura 2.3.5C. Cuando 

la cepa silvestre que debiera actuar como donante portaba la auxotrofía argB2 o se 

encontraba delecionada en argB, dicha capacidad era anulada (figura 2.3.6B). Además, 

la cepa salvaje argB
-
 producía esporas con una intensidad en la pigmentación menor que 

la cepa silvestre en dicho marcador. 

 

Figura 2.3.6: Efecto de mutaciones en el locus argB en los experimentos de 

complementación extracelular. A) Cepa silvestre (esporas amarillas) frente a BD57 (esporas verdes). 

B) Cepa conidiante argB- (esporas amarillas) frente a BD57 (esporas verdes). Barra de escala= 

0,25cm. 
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2.3.6. Técnicas de genética clásica para la localización de las 

mutaciones BD12 y BD13. 

  Trabajos anteriores determinaron que el fenotipo aconidial de BD12 y 

BD13 se debía a mutaciones localizadas en loci diferentes de cromosomas distintos 

(Cordobés, 2005), y que en ninguno de los dos casos, ese cromosoma era el III. Para 

localizar dichas mutaciones en el genoma de A. nidulans, se diseñó una estrategia 

basada en la transformación de protoplastos de los mutantes con una genoteca del 

plásmido autoreplicativo pRG3-AMA-NotI (ver apartado 2.3.7). Sin embargo, con el 

objetivo de prevenir una posible ineficacia de esta estrategia, se decidió utilizar también 

técnicas de genética clásica que permitieran determinar en qué cromosoma se hallaba 

cada mutación y poder así, en caso de necesitarlo, utilizar los mapas genéticos para 

rastrear estas mutaciones. 

 

Así, se generaron cuatro diploides, dos de ellos logrados a partir del 

heterocarionte formado por BD57 y las cepas maestras FGSC283 o FGSCA68; y otros 

dos a partir de BD65 y las mismas cepas maestras. Tras la complementación de los 

genomas implicados en el cruce, los cuatro diploides presentaron un fenotipo conidiante 

debido a la recesividad de las mutaciones de BD57 y BD65 (no mostrado). 

 

Se indujo la haploidización de los cuatro diploides formados 

cultivándolos en placas con benomilo (1-3µg/ml de medio; 

http://www.gla.ac.uk/ibls/molgen/aspergillus/supplement.html; Upshall et al, 1977), 

además de todos los nutrientes necesarios en cada caso. La adición de este compuesto 

provoca el desensamblaje en la mitosis de los dímeros de alfa y beta tubulina, forzando 

la pérdida aleatoria de cromosomas. De este modo, se obtuvieron numerosos sectores 

haploides con diversas combinaciones cromosómicas y, por consiguiente, con diferente 

genotipo y fenotipo (no mostrado).  

Diploide Número de haploides aconidiales 

BD57xFGSC283 82 

BD57xFGSCA68 84 

BD65xFGSC283 114 

BD65xFGSCA68 67 

Total 347 

Tabla 2.3.1: Número de haploides aconidiales aislados a partir de cada uno de los cuatro 

diploides obtenidos. 

http://www.gla.ac.uk/ibls/molgen/aspergillus/supplement.html
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De entre todos estos haploides, se analizó la segregación de marcadores  

en las cepas de fenotipo aconidial (tabla 2.3.1), las cuales, debían poseer el cromosoma 

portador de la mutación relacionada con este fenotipo. En consecuencia y como 

denominador común, todas debían mostrar la ausencia del marcador que se encuentra en 

el mismo cromosoma que las mutaciones de BD57 y BD65. 

 

En el caso de BD57, todos los haploides aconidiales aislados presentaron 

un genotipo silvestre en pyroA, por lo que se dedujo que la mutación responsable de su 

fenotipo se localizaba en el cromosoma IV (tablas 2.3.2 y 2.3.3). En el caso de BD65, 

ocurrió lo mismo con el marcador riboB, situando la mutación responsable de su 

fenotipo en el cromosoma VIII. La distribución de los marcadores correspondientes al 

resto de cromosomas fue aproximadamente del 50% en todos los casos (resultados no 

mostrados).  

Marcador 

(Crom.) 

BD57xFGSC283 BD57xFGSCA68 Marcador 

(Crom.) 

BD65xFGSC283 BD65xFGSCA68 

+ - + - + - + - 

pyroA4 

(IV) 

82 0 84 0 riboB2 

(VIII) 

67 0 114 0 

Tabla 2.3.2: Resultados estadísticos de las segregaciones de los marcadores pyroA4 y riboB2 

de las cepas maestras con respecto al fenotipo “fluffy” de BD57 y BD65. (+): pyroA o riboB 

silvestres; (-) mutantes pyroA4 o riboB2. 

 

Cepa Marcador pyroA4 

Num. colonias 

pyroA silvestre 

% colonias pyroA 

silvestre 

Num. colonias 

pyroA4 

% colonias pyroA4 

BD57 166 100 0 0 

 Marcador riboB2 

Num. colonias 

riboB silvestre 

% colonias riboB 

silvestre 

Num. colonias 

riboB2 

% colonias riboB2 

BD65 181 100 0 0 

Tabla 2.3.3: Valores y porcentajes globales obtenidos para los marcadores pyroA4 y riboB2. 

El 100% de los haploides obtenidos a partir del parental BD57 eran silvestres respecto al marcador 

pyroA. Lo mismo ocurría con los aislados a partir del parental BD65 y el marcador riboB. 
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2.3.7. Clonaje de genes que complementan el fenotipo aconidial de 

BD12 y BD13. 

Para la determinación de los loci donde se hallan las mutaciones de 

BD12 y BD13, se diseñó una estrategia basada en la transformación de protoplastos con 

una genoteca en base al plásmido pRG3-AMA1-NotI (Gems et al, 1991; Osherov et al, 

2000). Una de las características de este tipo de genoteca es el carácter autoreplicativo o 

no-integrativo del vector utilizado, facilitando su posterior rescate a partir de los 

transformantes seleccionados. 

 

Así, mediante recombinaciones meióticas se obtuvieron las cepas BD101 

y BD109, descendientes de BD57 y BD65, respectivamente, y portando el marcador 

pyrG89. El vector pRG3 tiene integrado el gen pyr4 de Neurospora crassa, el cual, es 

capaz de complementar la mutación pyrG89 en A. nidulans, de modo que, las colonias 

transformantes obtenidas podrían crecer sin uridina ni uracilo. 

 

De un total de 10.000 colonias transformantes analizadas para cada uno 

de los mutantes, se aislaron 7 y 10 transformantes conidiantes, para BD101 y BD109 

respectivamente (figura 2.3.7). La concentración de protoplastos a transformar osciló 

entre 1·10
7
 y 5·10

7
 protoplastos/ml para BD101 y entre 5·10

6
 y 1·10

7
 protoplastos/ml 

para BD109. La eficacia de las transformaciones, definida como el porcentaje de 

protoplastos que adquirieron plásmido respecto al total de protoplastos añadidos a la 

mezcla de transformación, fue del 0,02-0,08% para BD101 y del 0,007-0,01% para 

BD109. 

 

 Figura 2.3.7: Transformantes conidiantes de BD101 (A) y BD109 (B) en placas de medio 

completo (fila superior) y medio mínimo (fila inferior) cultivadas durante 72 horas. En cada caso, 

en la primera columna se muestra el fenotipo de las colonias obtenidas a partir de la 

transformación de los parentales con el plásmido pRG3 vacío. Barra de escala: 1.0cm. 

http://dx.doi.org/10.1006/fgbi.2000.1236
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Tras la extracción de DNA (genómico y plasmídico), se transformó la 

cepa DH5α de E. coli (apartados 2.2.4 y 2.2.5). Las colonias transformantes se 

seleccionaron en un medio con ampicilina, y de ellas se obtuvieron diversos plásmidos, 

los cuales fueron analizados y secuenciados, resultando en las siguientes conclusiones: 

 

-BD101: Todos los plásmidos secuenciados condujeron a la misma 

región del genoma de Aspergillus nidulans (figura 2.3.8). 

3SE 3 rc

10001 bp

AN0720.2

AN0721.2 AN0722.2Inicio 65TG72

Fin 65TG72

Inicio 65TG3SE

Fin 65TG3SE

Inicio 65TG176

Fin 65TG176

Inicio 65TG179

Fin 65TG179

 

Figura 2.3.8: Región identificada a partir de la secuenciación de los insertos de los 

diferentes plásmidos aislados a partir de BD101. Se señalan el inicio y final de los insertos de cada 

plásmido secuenciado.  

 

  La región que se identificó estaba localizada en el contig. 1.11, en el 

cromosoma VIII. Para saber cuál de los tres genes presentes en la región era el 

responsable de la reversión del fenotipo se generaron distintas construcciones ligando 

fragmentos con cada uno de los tres genes a pRG3 (apartado 2.2.7). Finalmente, se pudo 

determinar que era AN0721.3 el responsable de la reversión del parental BD101 (figura 

2.3.9, columna 4). 

 

Figura 2.3.9: Fenotipo de transformantes del parental BD101, en medio completo (fila 

superior) y medio mínimo (fila inferior), con los siguientes plásmidos: Columna 1: pRG3 vacío; c2: 

Plásmido pRG3 conteniendo los tres genes mostrados en la figura 2.3.8; c3: Pásmido AN0720.3-

pRG3; c4: AN0721.3-pRG3; c5: AN0722.3-pRG3. 

 

La base de datos del Instituto Broad 

(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_nidulans/Home.html) predijo 

  

http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_nidulans/Home.html
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para AN0721.3 una ORF de 682 pares de bases (609pb en la secuencia codificante), que 

daría lugar a una secuencia peptídica de 203aa. Con dos exones (de 558 y 51bp) y un 

intrón (de 73pb), los primeros análisis realizados (www.expasy.org) no permitieron 

identificar ningún dominio funcional conocido. 

        

Por otro lado, la secuenciación del gen AN0721.2, a partir de los 

genomas tanto de la cepa mutante BD13 como de FGSC26, permitió localizar una 

mutación consistente en una sustitución de un par -CG- por una -T-. El cambio se daba 

en el extremo amino terminal del gen, concretamente en la base situada en la posición 

58. Ello provocaría un cambio en el marco de lectura a partir de la posición 20 de la 

secuencia peptídica predicha (sustitución R20W), apareciendo un codón stop en la 

posición 28; así, BD13 definiría probablemente un alelo afuncional de AN0721.3, 

provocando la pérdida completa de la actividad de la proteína derivada. En cualquier 

caso, estos resultados deben verificarse a partir de la obtención de la secuencia del 

cDNA de este gen. 

 

-BD109: En este caso se identificaron dos regiones diferentes: 

a)Uno de los plásmidos secuenciados nos situó en el contig. 1.153 

del cromosoma V. La región identificada contenía los loci AN8501.3 y AN8502.3. Este 

último se hallaba incompleto pero, el fragmento no presente era de 115bp, por lo que no 

se podía eliminar como candidato a ser el causante de la reversión (figura 2.3.10). 

57.78TG586

6645 bp

An8501.2 An8502.2 Fin 57TG586

 

Figura 2.3.10: Región genómica identificada a partir de la secuenciación del inserto de uno 

de los plásmidos aislados a partir de los transformantes de BD109. El final del inserto queda 

reflejado en la imagen, a modo de referencia.  

 

Los Blast realizados (http://www.expasy.org) indicaron que 

AN8501.3, locus no descrito hasta el momento en la bibliografía, podría dar lugar a una 

proteína con un dominio de dedos de zinc en el extremo N-terminal (Schjerling y 

Holmberg, 1996), por lo que podría tratarse de un regulador transcripcional. 

 

En el caso de AN8502.3, los Blast realizados indicaron que podría 

dar lugar a una proteína transportadora, perteneciente a la familia MFS (Major 

http://www.expasy.org/
http://www.expasy.org/
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Facilitator Superfamily). Esta familia de transportadores suele transportar azúcares y 

moléculas de bajo peso molecular (Pao et al, 1998). 

 

Sin embargo, aunque convendría determinarse cuál de los dos 

genes es el causante de la reversión del parental BD109, al secuenciar esta región a 

partir de las cepas BD12 y FGSC26 no se halló mutación alguna. Así, es posible que el 

gen causante de la reversión sea un supresor de la mutación presente en BD12.  

 

  b)La secuenciación de los insertos del resto de plásmidos permitió 

identificar el gen AN7542.3 como otro locus que provocaba la reversión del parental 

BD109, ya que, éste era el único gen presente en todos ellos (figura 2.3.11). 

AN7542.3

10001 bp

AN7542.3Inicio 57TG790

Inicio 57TG845

Inicio 57TG852

Fin 57TG790

Fin 57TG845

Fin 57TG852

 

Figura 2.3.11: Región genómica identificada a partir de la secuenciación de los insertos de 

tres plásmidos aislados a partir de los transformantes de BD109. En la figura se muestran los 

puntos de inicio y fin de cada uno de los insertos secuenciados.  

 

AN7542.3 está localizado en el contig 1.129, en el cromosoma IV 

del genoma de A. nidulans. Con un ORF de 1624 pares de bases (1281pb en su 

secuencia codificante) la base de datos de Broad Institute 

(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_nidulans/Home.html) predijo 

una secuencia peptídica de 426aa. Con 5 exones (de 91, 93, 88, 528 y 481bp, 

respectivamente en dirección 5´-3´) y 4 intrones (de 200, 49, 46 y 48bp, 

respectivamente, también en dirección 5´-3´), las bases de datos predijeron la presencia 

de un dominio de cremallera de leucina (bZIP, basic zipper, número de acceso PFAM 

PF00170), entre los residuos 79 y 113 (Vinson et al, 1989; Vinson et al, 2006). 

 

La secuenciación del gen AN7542.3, a partir de los genomas tanto 

de la cepa mutante BD12 como de FGSC26, permitió localizar una mutación 

consistente en una sustitución de una -G- por una -A-. Este cambio se daba en el 

extremo C-terminal del gen, concretamente en la base situada en la posición 1143. Esta 

posición correspondía al extremo 5´ aceptor (-AG-) del último intrón del gen. 

 

http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_nidulans/Home.html
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 2.4. DISCUSIÓN. 

Los experimentos realizados en este primer capítulo han permitido obtener una 

caracterización fenotípica preliminar de los mutantes aconidiales BD12 y BD13, 

describiendo su comportamiento ante diferentes estímulos descritos en la bibliografía 

como inductores de la conidiación. Por otro lado, se han logrado localizar en el genoma 

de Aspergillus nidulans las mutaciones responsables del fenotipo de ambos mutantes, 

permitiendo identificar genes implicados en la inducción temprana de la conidiación, 

definiendo alelos mutantes para cada uno de ellos y abriendo la puerta a la 

caracterización y análisis de la posible función que podrían desempeñar dentro de esta 

ruta genética. 

 

AN0721.3, localizado en el contig 1.11 del cromosoma VIII, es el gen donde se 

localiza la mutación de BD13. Este gen no ha sido previamente relacionado con la 

inducción de la conidiación en la bibliografía y, según la base de datos de A. nidulans 

del Instituto Broad, carece de dominio funcional conocido en la secuencia peptídica 

predicha. Atendiendo al fenotipo conidiante del diploide formado entre BD64 y GR5, se 

puede afirmar que la mutación de BD13 en AN0721.3 es recesiva. Ello sugiere una 

pérdida de función para el alelo de AN0721.3 definido por BD13, aunque este extremo 

deba ser confirmado mediante la obtención del mutante nulo. En cualquier caso, la 

proteína mutante mantendría únicamente los primeros 19 aminoácidos con respecto a 

los 203 aminoácidos de la secuencia peptídica silvestre predicha. Por ello, lo más 

probable es que la funcionalidad de la proteína sea prácticamente nula. 

 

Estos resultados nos sitúan ante un elemento novedoso dentro del entramado 

genético que desemboca en la activación de brlA. Aunque experimentalmente se deba 

partir de una caracterización inicial, con un análisis básico de su secuencia y su posible 

función, el papel de AN0721.3 es imprescindible para inducir la conidiación. Sin 

embargo, este gen será objeto de otra tesis doctoral.  

 

En el caso de BD12 tenemos, por un lado, un inserto sin mutación alguna que 

contiene dos genes, de los cuales, uno debe ser el responsable de la supresión de la 

mutación de BD12. Por el otro lado, y al igual que en el caso de BD13, también se ha 

conseguido localizar la mutación que provoca el fenotipo aconidial de BD12. En base al 
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fenotipo del diploide formado entre las cepas BD58 y GR5, esta mutación en AN7542.3 

también es recesiva, sugiriendo una pérdida de función en la proteína mutante, extremo 

que debe ser confirmado con la obtención del mutante nulo. El locus AN7542.3 se 

encuentra en el contig 1.129 del cromosoma IV y según las bases de datos consultadas, 

la secuencia peptídica derivada presentaría un dominio tipo bZIP de unión a DNA 

(Vinson et al, 1989; Vinson et al, 2006), por lo que nos hallamos ante un posible 

regulador transcripcional.  

 

En la bibliografía se describió la existencia de otro gen que codifica una proteína 

con dominio bZIP relacionada con la inducción de la conidiación. Este gen, 

denominado vegA o flbB (Aguirre et al, 1993; Wieser et al, 1994; Adams et al, 1998) 

también fue localizado en el cromosoma IV del genoma de A. nidulans, pero, su 

localización no fué precisada y no se había realizado caracterización alguna de su 

función. Una consulta sobre la secuencia del cDNA de flbB al Dr. Jae-Hyuk Yu, de la 

Universidad de Wisconsin (EEUU), confirmó que se trataba de AN7542.3 (ver capítulo 

3, apartado 3.3.1). Ambas secuencias también coincidieron con la predicción realizada 

por la base de Datos del Instituto Broad 

(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_nidulans/Home.html). Por lo 

tanto, AN7542.3 es flbB. Así, teniendo en cuenta el interés que despierta y las 

posibilidades que ofrece el estudio de un regulador transcripcional, los siguientes 

capítulos se centrarán en la caracterización de FlbB. 

 

 En cualquier caso, tanto AN7542.3 como AN0721.3 son genes de la ruta de 

inducción temprana necesarios para la activación de brlA en respuesta a la exposición a 

un medio aéreo. Sin embargo, los resultados obtenidos demuestran que también son 

necesarios para responder ante otros estímulos inductores. BD12 y BD13 conidian en un 

medio sólido diluido en glucosa o en un medio con KCl, pero, son incapaces de hacerlo 

en medio diluido en la fuente de nitrógeno, al menos en el rango de concentraciones 

estudiado. Además, mutaciones en el locus argB provocan un cambio fenotípico en los 

mutantes BD12 y BD13, en el que se producen menos esporas y se generan multitud de 

células Hülle no asociadas a la producción de estructuras sexuales. Por otro lado, la 

reversión del fenotipo conidiante de estos mutantes en contacto con una cepa silvestre 

es anulada cuando esta última también porta mutaciones en el locus argB. Todos estos 

resultados ponen de manifiesto la existencia de un nexo entre la inducción de la 

http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_nidulans/Home.html
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conidiación, la síntesis de metabolitos señalizadores y el metabolismo del nitrógeno, 

más concretamente el de la ornitina, donde participa el enzima codificado por argB 

(Serlupi-Crescenzi et al, 1983; Upshall et al, 1986). 

 

La implicación de AN7542.3 y AN0721.3 en la respuesta ante dos estímulos 

diferentes como la exposición a un medio aéreo o el agotamiento de la fuente de 

nitrógeno, hace plantear la posibilidad de que ambos constituyan posibles nexos entre 

rutas de respuesta a diversos estímulos. Además, la similitud fenotípica entre BD12 y 

BD13 sugiere que ambos genes actúan al mismo nivel genético, pudiendo existir una 

relación funcional entre ambos. Dicha relación se refuerza con la constatación de que 

ambos genes participan en la síntesis de la misma molécula señalizadora.  
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 3.1. INTRODUCCIÓN. 

 En el capítulo anterior se ha concretado la localización de las mutaciones de 

BD12 y BD13 en el genoma de Aspergillus nidulans. Esta localización puede 

considerarse como un punto de partida para el estudio de la función de los genes 

identificados y la profundización en el papel que desempeñan en la inducción de la 

conidiación. 

 

El fenotipo aconidial de BD13 indica que AN0721.3 desempeña un papel 

imprescindible en la señalización de la conidiación. La causa de este fenotipo es una 

mutación que genera una proteína que conserva únicamente los primeros 19 

aminoácidos respecto a la proteína silvestre. Por su parte, se ha establecido que la 

mutación de BD12 se halla en el locus AN7542.3 y que dicho mutante puede presentar 

un posible defecto en el procesamiento del mRNA. AN7542.3 codifica un posible 

regulador transcripcional que como se podrá ver en este capítulo ya ha sido 

parcialmente caracterizado en la bibliografía con el nombre de flbB o vegA (Wieser et al, 

1994; Adams et al, 1998; Aguirre et al, 1993).  

 

Con todo ello, y teniendo en cuenta la escasez de información entorno a 

AN0721.3 y la imposibilidad de poder realizar un análisis en profundidad de todos los 

loci hallados en el capítulo anterior, en contraposición con el interés que despierta el 

análisis de un posible regulador transcripcional y la importancia que éste pueda tener en 

la regulación de la expresión de otros genes involucrados en la señalización de la 

conidiación, se ha considerado prioritario centrarse en AN7542.3 (=flbB=vegA). 

 

Así, el presente capítulo tratará de analizar la secuencia peptídica de FlbB, 

incluyendo el estudio detallado de su dominio de unión a DNA. Se presentarán las 

búsquedas realizadas in silico para identificar homólogos y las realizadas para 

identificar proteínas conteniendo el mismo dominio de unión a DNA, por el otro. Todo 

ello con el objetivo de conocer la presencia de regiones conservadas en la secuencia 

peptídica y establecer una distribución evolutiva. También se presentarán los estudios 

geno y fenotípicos realizados con diferentes mutantes de flbB de los que se dispone y 

los resultados de los análisis de los niveles de expresión de brlA o el propio flbB en 

diferentes fondos genéticos y en diferentes intervalos del crecimiento vegetativo así 

como de la reproducción asexual.  
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3.2. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

 3.2.1. Cepas utilizadas, oligonucleótidos y condiciones de cultivo. 

Las cepas utilizadas en el presente capítulo quedan descritas en la tabla 

3.2.1.: 

Cepa Genotipo Fuente 

BD11 biA1; flbB P305L;P306fs ; veA1 Cordobés, 2005; Etxebeste et al, 

2008 

BD12 biA1; flbB L267fs ; veA1 Cordobés, 2005; Etxebeste et al, 

2008 

BD14 biA1; flbB G70R; veA1 Cordobés, 2005; Etxebeste et al, 

2008 

BD143 pyrG89; ΔnkuA::argB; argB2;ΔflbB::pyrG, 

pyroA4; veA1 

Etxebeste et al, 2008 

TN02A3 pyrG89;ΔnkuA::argB; argB2; pyroA4; veA1 Nayak et al, 2006 

FGSCA4 Wild type (veA
+
) Pontecorvo et al, 1953 

FGSC26 biA1; veA1 Kafer, 1965 

FGSC33 biA1; pyroA4                                                      Fungal Genetics Stock Center 

FGSC773 pyrG89; wA3; pyroA4                                        Fungal Genetics Stock Center 

RNI24.5                        biA1; alcA(p)::flbB::pyroA
+
      Etxebeste et al, 2008 

TNI22.1                        biA1; pJW53::pyroA
+
   Etxebeste et al, 2008 

Tabla 3.2.1.: Cepas de Aspergillus nidulans empleadas en el presente capítulo. 

 

 Los oligonucleótidos utilizados, se detallan en la tabla 3.2.2.: 

Oligonucleótido Secuencia 5´-3´ Objetivo 

AN7542cDNA1 GGT CGC ATT TCA ACC TCC Amplificación y secuenciación 

del cDNA de flbB 

AN7542cDNA2 AGT AAA TGG GAA ATA AGG GC Amplificación y secuenciación 

del cDNA de flbB 

AN7542-1 GGT GAG GGT AGA AAG GG Secuenciación de alelos BD11, 

BD12 y BD14. 

AN7542-2 GAC AGG GTG ATT CCA GC Secuenciación de alelos BD11, 

BD12 y BD14. 

AN7542-3 GGG TTT TTC TGA CGT CG Secuenciación de alelos BD11, 

BD12 y BD14. 

flbB-GSP3 TGA CCT GAC AGC TCG CTT TTT  flbB:: gfp/pyrG and ΔflbB obtaining. 

TTC TGA GCT TTC TAA TGC 

Generación del mutante nulo 

ΔflbB 

flbB-GSP4 GAA AGG TGC GTG GGT TCG  flbB:: gfp/pyrG, gfp::flbB and ΔflbB 

AAT CCC ACC 

Generación del mutante nulo 

ΔflbB 

flbB-PP1 GTT TTC TGG TCC TCG GTC AAC gfp::flbB and ΔflbB obtaining Generación del mutante nulo 
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CGG TGG ΔflbB 

flbB-PP2 CAT GGT GGT CGA GCT GTG gfp::flbB and ΔflbB obtaining. 

AAT AGC GGA GAA 

Generación del mutante nulo 

ΔflbB 

flbB-SMP1 TTC TCC GCT ATT CAC AGC TCG ΔflbB obtaining. 

ACC ACC ATG ACC GGT CGC CTC 

AAA CAA TGC TCT 

Generación del mutante nulo 

ΔflbB 

flbB-GFP2 GCA TTA GAA AGC TCA GAA flbB:: gfp/pyrG and ΔflbB obtaining. 

AAA AAG CGA GCT GTC AGG TCA 

GTC TGA GAG GAG GCA CTG ATG  

CG   

Generación del mutante nulo 

ΔflbB 

OMN233 TCC AAT CCT ATC ACC TCG CCT         

CAA A    ATG ACT TCG ATC AGT       

AGG C               

Sobreexpresión de flbB 

OMN234 CG GGATCC GCT CGA TAA GGA  

GTG AG         

Sobreexpresión de flbB 

OMN212 GTT AAC TAG TGG CAG TGC AAC C   Sobreexpresión de flbB 

OJA143 AGA AGT TAA CAC CGT AGA              Generación sonda brlA 

OJA142 CTG GCA GGT GAA CAA GTC Generación sonda brlA 

OMN227 CGA GCT GTC AGG TCA TGA ATA C Generación sonda flbB 

OMN213 TGA TCT GTC CAT AGA ACA TCG C   Generación sonda flbB 

OJA141 CCG TTC TGC TTA GGG TA                Extremo 5´del promotor de alcA 

OJA106 TTT GAG GCG AGG TGA TAG GAT    

TGG A     

Extremo 3´del promotor de alcA 

OJA108   CG GGA TCC AGT GGT TCG GTA  

ATC 

Extremo 5´ del promotor de alcA 

con sitio BamHI 

Tabla 3.2.2: Oligonucleótidos utilizados en el presente capítulo.  

 

 Los medios de cultivo utilizados han sido descritos en el apartado 2.2.1. 

del capítulo anterior. Para los experimentos de agotamiento de nutrientes en medio 

sólido, se diluyó el MMA a un quinto de la cantidad necesaria de glucosa o nitrato. Para 

los experimentos bajo estrés salino se añadieron a las placas KCl (0,6M) y MES 

(0,05M). 

 

 Las pruebas en medio líquido se llevaron a cabo tal y como queda 

descrito en Skromme et al, 1995. Las cepas fueron cultivadas durante 18 horas en 

medio mínimo líquido (10
6
 esporas/ml) a 37ºC y 250rpm. Tras este periodo, los 

micelios de las cepas a analizar se filtraron, lavaron con el medio mínimo de destino y 
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se transfirieron a medio fresco con KCl y MES, y con y sin glucosa o nitrato sódico. Se 

analizó la morfología del micelio tras 10 y 20 horas de cultivo. 

 

Para los análisis de muerte celular en cultivo líquido sin nitrógeno 

mediante tinción con fluoresceína, se siguió el protocolo descrito por Roncal et al, 1993. 

Brevemente, se tomó una muestra de micelio y se le añadió diacetato de fluoresceína 

(Sigma) a una concentración final de 20µM. Se dejó el cultivo a 25ºC durante 5min, se 

filtró (Milipore, dp=0.45µm) con vacío y se limpió con abundante agua destilada. Tras 

ello, se analizó y fotografió en el microscopio. 

 

La inducción de la conidiación se llevó a cabo según métodos ya 

descritos (Aguirre, 1993; Law y Timberlake, 1980) de la siguiente manera: Tras 18 

horas de cultivo en medio mínimo líquido, en las condiciones arriba descritas, se 

filtraron los micelios de las cepas a analizar y se depositaron en placas de medio 

mínimo sólido sobre membranas de nitrocelulosa (Milipore, dp=0.45µm), cultivando 

durante 6, 12, 24 y 48 horas previo procesamiento para análisis de hibridación DNA-

RNA mediante técnica de Northern Blot. Las muestras recogidas se guardaron en 

nitrógeno líquido hasta la extracción de RNA total. 

 

3.2.2. Transformación de protoplastos. 

La obtención y transformación de protoplastos se desarrolló según lo 

detallado en el apartado 2.2.3 del capítulo anterior (Tilburn et al, 1983). Para la 

transformación se utilizaron entre 300 y 600ng de la construcción generada por PCR de 

fusión (Yang et al, 2004), conteniendo las regiones promotora y terminadora de flbB 

fusionadas al gen pyrG de Aspergillus fumigatus.  

 

3.2.3. Amplificación y secuenciación del cDNA de flbB. 

A partir de una genoteca de RNA total extraída a partir de una cepa 

silvestre cultivada durante 24 horas, se amplificó el cDNA de flbB utilizando los 

oligonucleótidos AN7542cDNA1 y AN7542cDNA2 (tabla 3.2.2) y el kit AMV-First 

strand cDNA synthesis kit (Invitrogen). La secuenciación del producto de PCR permitió 

la identificación de AN7542.3 como flbB (Wieser et al, 1994; previamente descrito 

como vegA Aguirre et al., 1993), con cuya secuencia se contaba gracias a la 

colaboración con el Dr. J. H. Yu de la Universidad de Wisconsin (EEUU).  
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3.2.4. Extracción de DNA genómico. 

Las extracciones de DNA genómico se llevaron a cabo a partir de micelio 

cultivado en medio mínimo líquido (10
6
 esporas/ml) con los nutrientes adecuados en 

cada caso, durante 16 horas, a 37ºC y 250rpm. Tras este periodo, se filtraron, lavaron y 

liofilizaron (Telstar Cryodos). En la extracción de DNA se utilizó el kit GenElute
TM

 

Plant Genomic DNA Extraction Kit (Sigma), añadiendo 50 unidades de RNAsa (Sigma) 

a la mezcla de lisis. 

 

3.2.5. Extracción de RNA total. 

Las muestras recogidas en diferentes etapas y tiempos del ciclo de vida 

de A. nidulans, y guardadas en nitrógeno líquido, se molieron en mortero (también con 

nitrógeno líquido) y transfirieron a tubos de 2ml. A cada tubo se le añadió 1ml de 

solución TriReagent (Fluka) y se mezcló por vortex hasta mojar todo el micelio. 

 

Para la separación en fases, se dejaron incubar los tubos 5min a 

temperatura ambiente, invirtiéndolos periódicamente. Se añadió 0,2ml de cloroformo y, 

tras mezclar, los tubos se dejaron reposar 3min, de nuevo a temperatura ambiente. Tras 

la centrifugación a 12000g, durante 15min, a 4ºC, se transfirió la fase acuosa, superior, 

a tubos nuevos de 2ml. Se les añadieron de nuevo 0,75ml de solución TriReagent para 

repetir el proceso. 

 

Tras la separación de la fase acuosa, se añadió 0,5ml de isopropanol y se  

incubó durante 10min a temperatura ambiente, mezclando periódicamente por inversión. 

Finalmente, se centrifugaron los tubos a 12000g, durante 10min a 4ºC, tras los cuales, 

precipitó el RNA. 

 

Como último paso en la extracción, se eliminó el sobrenadante por vacío 

y se añadió 1ml de una solución de etanol en agua al 75% (v/v) tratada con DEPC 

(Dietilpirocarbonato, Sigma). Tras mezclar y disolver el pellet de RNA, se centrifugaron 

las muestras a 7500g, durante 5min, a 4ºC. Se volvió a eliminar el pellet con vacío y se 

redisolvieon las muestras en 20-200µl de agua tratada con DEPC (libre de RNAsa). Se 

incubó a 55-60ºC para redisolver bien el pellet. Se midió la cantidad de RNA total 

extraído en cada muestra mediante el sistema QuBit
TM

 (Invitrogen). 
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3.2.6. Generación de la contrucción genómica para la obtención del 

mutante nulo de flbB.  

  Para la generación de la construcción conteniendo las regiones promotora 

(1,50Kb) y terminadora (1,55Kb) de flbB fusionadas al gen pyrG de Aspergillus 

fumigatus, se siguió el protocolo descrito por Yang el al. (2004). Dicho protocolo 

consta de dos etapas (figura 3.2.1). En la primera se amplificaron en diferentes 

reacciones de PCR, por un lado, la región correspondiente a alrededor de 1,5Kb de 

promotor de flbB (oligonucleótidos flbB-PP1 y flbB-PP2, detallados en la tabla 3.2.2, y 

DNA genómico silvestre como molde), la correspondiente a alrededor de 1,5Kb de 

terminador de flbB (oligonucleótidos flbB-GSP3 y flbB-GSP4 y DNA genómico 

silvestre como molde) y el gen pyrG de Aspergillus fumigatus (oligonucleótidos flbB-

SMP1 y flbB-GFP2, con extremos complementarios a los oligonucleótidos flbB-PP2 y 

flbB-GSP3, respectivamente; y utilizando el plásmido pFN03 como molde). En las 

reacciones se utilizó la mezcla de enzimas Triplemaster (Eppendorf). 

 

 Figura 3.2.1: Esquema representativo del proceso seguido para la generación por PCR de 

la construcción conteniendo el promotor y terminador de flbB fusionados al marcador pyrG de A. 

fumigatus. A) Amplificación de cada uno de los tres fragmentos a fusionar. B) Generación de la 

construcción. C) Gel de agarosa conteniendo cada uno de los productos de PCR. Calle 1: flbB-

PP1/PP2 (1.5Kb); c2: flbB-SMP1/GFP2 (1.9Kb); c3: flbB-GSP3/GSP4 (1.55Kb); c4: flbB-PP1/GSP4 

(5Kb). 
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  En una segunda etapa, utilizando como molde los fragmentos generados 

en la primera (figura 3.2.1A), y los oligonucleótidos flbB-PP1 y flbB-GSP4, se realizó 

una segunda PCR para fusionar los tres fragmentos y generar la construcción de interés 

(figura 3.2.1B). Cada uno de los fragmentos generados se de puede observar en la figura 

3.2.1C.  

 

  3.2.7. Obtención de imágenes. 

  Los cultivos líquidos con agotamiento de nutrientes o adición de KCl 

fueron analizados con un microscopio Nikon Optiphot, en modo de campo claro o 

fluorescencia. Las imágenes se tomaron con una cámara Nikon FX-35DX conectada al 

citado microscopio. 

 

  Las placas en medio sólido se analizaron con una lupa binocular Nikon 

SMZ800, y las imágenes se tomaron con una cámara Nikon Coolpix8400. 

 

  3.2.8. Hibridación DNA-DNA mediante técnica de Southern Blot. 

  La correcta inserción de las diferentes moléculas de DNA con las que se 

transformaron las cepas de A. nidulans utilizadas se confirmó mediante la técnica de 

Southern Blot, utilizando el kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter 

Kit II (Roche), basado en la hibridación de una sonda de DNA marcada con 

digoxigenina-dUTP al DNA genómico complementario, al que se le confiere y 

amplifica luminiscencia a través de un anticuerpo y moléculas quimioluminiscentes 

específicas. 

 

  Una vez extraído el DNA (apartado 3.2.4), se digirió con el enzima de 

restricción adecuado, en un volumen final de 40µl. Para la transferencia se realizó una 

electroforesis de agarosa cargando en cada pocillo el volumen total de las mezclas de 

digestión, y añadiendo en una de las calles el marcador de peso molecular (Roche). Tras 

correr el gel a 80V, durante alrededor de 80min (dependiendo del tamaño de los 

fragmentos a observar), se expuso el gel bajo radiación Ultravioleta (Vilber Lourmat, 

TFX-20.M, 312nm), durante 10min. Para una mayor higiene, se posicionó el gel encima 

de una placa de Petri. Tras ello, en un baño se realizaron la desnaturalización del gel, 

durante 45min, y con agitación suave (Stock: 87,66g/l de NaCl y 20g/l de NaOH); y la 
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neutralización, realizando dos baños de 30min (Stock: 60,60g/l de Trizma Base y 

175,30g/l de NaCl, ajustado a pH=7,5 con HCl). Se dejó el gel homogenizando en 

solución SSC20x (175,30g/l NaCl y 88,22g/l citrato sódico, ajustado a pH=7,0 con HCl). 

La membrana a la que el DNA fue transferido (nylon cargado positivamente, Roche) se 

mojó en agua destilada y se homogenizó también en solución SSC20x, mientras se 

preparaba la transferencia. 

 

  Para ello, en un recipiente adecuado, se colocó verticalemente, en este 

orden, abundante papel de filtro, dos trozos de papel de filtro Gel Dryer (Bio-Rad) de 

igual tamaño al del gel, el propio gel (con los pocillos orientados hacia abajo), la 

membrana convenientemente homogenizada, y de nuevo papel Gel Dryer y abundante 

papel de filtro. Se añadió solución SSC20x hasta mojar todo el papel de filtro de la parte 

inferior y se aplicó presión en la parte superior para mejorar la transferencia. Se dejó 

transferir la preparación durante toda una noche. Tras ello, se enjuagó la membrana en 

solución SSC2x, se dejó secar al aire y se expusó bajo luz ultravioleta (Vilber Lourmat, 

BLX-E254, exposición a 254nm y 120mJ) para conseguir una correcta fijación del 

DNA a la membrana. 

 

  Para generar la sonda de DNA, se utilizó alrededor de 1µg de DNA (en el 

caso de la generación del mutante nulo de flbB, se utilizó el fragmento de PCR flbB-

PP1/PP2, debidamente purificado). Se diluyó hasta 16µl con agua para biología 

molecular (Sigma), se desnaturalizó a 95ºC durante 10min y se dejó enfriar en hielo. 

Tras ello, se añadieron 4µl de solución DIG-High Prime (Roche), conteniendo 

oligonucleótidos aleatorios, nucleótidos, digoxigenina-dUTP, fragmento Klenow de la 

DNA polimerasa I y las soluciones tamponantes adecuadas. Se incubó la mezcla a 37ºC, 

durante 16 horas. Tras este período, se inactivó la reacción añadiendo 2µl de EDTA 

(0.2M; pH=8.0) y calentando a 65ºC durante 10min. Se verificó la luminosidad de la 

sonda, así como su límite de detección, exponiendo diferentes diluciones de la solución 

generada (no mostrado). 

 

  La hibridación se realizó a 42ºC. Para ello, se introdujo la membrana 

conteniendo el DNA correctamente fijado en una bolsa de hibridación (Roche), la cual 

fue sellada tras ello. De cara a una optimización de la hibridación, se añadió a la bolsa 

de hibridación solución DIG Easy Hyb (Roche) precalentada a 42ºC (10ml/100cm
2
 de 
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membrana), y se dejó incubar a 42
0
C durante 90min. Tras ello, se retiró dicha 

disolución y se añadieron 4ml de DIG Easy Hyb con sonda (25ng de sonda/ml DIG 

Easy Hyb) desnaturalizada a 95ºC durante 5min. Se mantuvo la hibridación durante 

toda una noche a 42ºC con agitación suave. 

 

  Para la exposición se extrajo la membrana de la bolsa y se le realizaron 

dos baños, durante 5min a temperatura ambiente en SSC2x y SDS 0,1%. Tras ello, otros 

dos baños, durante 15min a 65ºC en SSC0,5x y SDS 0,1%. Posteriormente, se limpió la 

membrana con una solución conteniendo ácido maléico (0.1M), NaCl (0.15M) y tween 

20 (0,3% Acros Organics), ajustada a pH=7.5 con NaOH, durante 5min. Luego 30min 

en 100ml de solución bloqueante (Roche, stock 10x, diluido en una solución 

conteniendo ácido maléico (0.1M), NaCl (0.15M) y ajustada a pH=7.5 con NaOH). Se 

repitió el baño pero, en este caso, añadiendo anti-digoxigenina (75mU/ml) a un 

volumen total de 20ml de solución bloqueante (1x). Se limpió nuevamente dos veces en 

100ml de la solución de ácido maléico descrita y, tras ello, se equilibró la membrana 

durante 5min en solución de detección, conteniendo Trizma base (0.1M, Sigma) y NaCl 

(0.1M), ajustado a pH=9.5 con HCl.  

 

  Para producir la reacción luminiscente, se introdujo la membrana entre 

dos láminas de plástico y se añadió 1ml de solución CSPD, dejando incubar 5min a 

temperatura ambiente, mojando bien toda la superficie y evitando la generación de 

bolsas de aire. Se secó la membrana al aire y se incubó a 37ºC durante 10min. Se 

expuso la membrana para obtener los resultados. En el caso del mutante nulo de flbB, se 

pueden revisar los resultados obtenidos en la figura 3.3.5. 

 

  3.2.9. Hibridación RNA-DNA mediante técnica de Northern Blot. 

  Para la realización de los análisis de expresión mediante técnica de 

Northern Blot, en primer lugar se preparó el gel desnaturalizante de formaldehido, 

conteniendo, en un volumen total de 100ml, 1.2g de agarosa, 72ml de agua tratada con 

DEPC, 10ml de MOPS (10x: 0.4M MOPS, Sigma; 0.1M acetato sódico; 0,01M EDTA), 

y 18ml de formaldehido, añadido este último cuando el resto de la mezcla ha sido 

precalentada y se encuentra a unos 50ºC. Todo el material a utilizar en esta 

electroforesis fue previamente limpiado con RNAse ZAP (Sigma), para evitar la 

presencia de RNAsa alguna. 



Nuevos genes involucrados en la inducción de la conidiación en Aspergillus nidulans. 

 

 68 

 

 

  Para la carga de las muestras en el gel, en base a la concentración en 

RNA total de cada una de ellas, deben calcularse las cantidades relativas para que todos 

los pocillos contengan finalmente alrededor de 10µg de RNA. La equivalencia se 

verificó mediante electroforesis de agarosa (1.2%). Para la preparación de las muestras a 

cargar, se añadieron a tubos de 1,5ml, 12,5µl de formamida, 4µl de formaldehido (33%), 

2,5µl de MOPS (10x) y el volumen adecuado, en un total de 10µl con agua tratada con 

DEPC, de cada muestra de RNA. Tras tratar las muestras preparadas 15min a 65ºC, se 

añadió solución de carga, se cargaron las muestras y se corrió el gel a 30-40V en 

solución MOPS (1x), durante 15-16 horas. 

 

  Tras tintar el gel en bromuro de etidio, se realizaron varios baños en agua 

y se preparó la transferencia de forma paralela a lo expuesto en el apartado anterior 

(3.2.8). Para la fijación, se enjuagó la membrana colocándola sobre papel de filtro 

mojado en SSC2x y se fijó mediante exposición bajo luz ultravioleta (Vilber Lourmat, 

BLX-E254, exposición a 254nm y 120mJ). Se dejó secar al aire y se pasó la muestra por 

agua primero, y SSC2x después. En caso de almacenaje de la membrana a -20ºC, esta se 

rehidrató con SSC2x. 

 

  Así, se incubó la membrana durante dos horas en solución de 

prehibridación a 42ºC (62,5ml SSC20x; 25ml solución Denhardt´s 50x; 35ml agua 

destilada; 125ml formamida; 2,5ml 10% SDS, para un volumen total de 250ml. La 

solución Denhart contiene, para un volumen final de 500ml en agua, 5g de Ficoll 

Lipo400; 5g polivinilpirrolidona; 5g Seroalbúmina bovina). A la solución de 

prehibridación se le añadió DNA de hebra simple de esperma de salmón (Roche), para 

evitar hibridaciones inespecíficas entre la sonda utilizada y otras moléculas de RNA 

fijadas en la membrana. Este DNA se hirvió a 95ºC durante 5min y se enfrió en hielo 

durante 1min, antes de añadirlo a la mezcla de prehibridación. 

 

Para el marcaje de la sonda se llevaron 50-100ng de DNA hasta 9µl con 

agua destilada. Se calentó la solución a 95ºC durante 10min, y se dejó en hielo durante 

otros 2min. Se centrifugó brevemente. Se añadieron 3µl de dNTPs (sin dCTP), 2µl de 

solución Reaction Mixture (Roche), 3-5µl de dCTPα
32

P (30-50µCi) y 1µl de Fragmento 

Klenow de la DNA polimerasa I (Roche), se mezcló, se centrifugó brevemente y se 
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incubó durante una hora a 37ºC. Se añadieron 2µl de EDTA (0,2M) y 28µl de solución 

STE (Roche). Se purificó la mezcla pasando los 50µl totales por una columna con 

Sephadex-G50 como fase estacionaria (Amersham), centrifugando 2min a 2.000rpm.

  

De este modo, se retiraron 10-15ml de la solución de prehibridación y se 

añadió la sonda, dejando la mezcla a 42ºC durante alrededor de 16 horas. Tras la 

hibridación, se realizaron dos lavados de 10min cada uno a temperatura ambiente en 

solución SSC2x conteniendo SDS (0,1%), seguido de un tercer lavado a 42ºC en 

solución SSC0,5x conteniendo SDS (0,1%). Tras ello, se comprobó la limpieza de la 

membrana pasando el contador Geiger. En caso necesario se realizaron nuevos baños 

hasta una limpieza adecuada. Se expuso a -80ºC durante el tiempo necesario. 

 

  3.2.10. Obtención del plásmido de sobreexpresión. 

  La construcción alcA(p)::flbB se generó según Yu et al, 2004. Dicha 

construcción se insertó en el sitio BamHI del plásmido pJW53 (Bok y Keller, no 

publicado), generando el plásmido pNI41. La cepa FGSC33 fue transformada con dicho 

plásmido, generando la cepa TNI16.2. Ésta fue cruzada con FGSC773 para generar la 

cepa RNI24.5. Por otro lado, y para generar la cepa control (TNI22.1), FGSC33 

también fue transformada con pJW53. 

 

  3.2.11. Software empleado. 

  Los alineamientos se realizaron utilizando el software Genedoc, versión 

2.6.003; www.psc.ehu/biomed/genedoc; y para generar el árbol filogenético de los 

dominios bZIP identificados en A. nidulans, C. immitis,  N. crassa, M. grisea, S. pombe 

y S. cerevisiae se utilizó el programa MEGA3.1 (Kumar et al, 2004). Las imágenes 

correspondientes a la predicción de la estructura espacial del dominio bZIP de FlbB se 

obtuvieron con el software 3D-Mol viewer (vector NTI Advance 9.1.0, Invitrogen, 

2004). 

 

  3.2.12. Número de acceso de flbB. 

  Las secuencias nucleotídica y aminoacídica se depositaron en la base de 

datos EMBL (European Molecular Biology Laboratory, 

http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/webin.html) bajo el número de acceso 

AM494477. 

http://www.psc.ehu/biomed/genedoc
http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/webin.html
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3.3. RESULTADOS. 

 

 3.3.1. AN7542.3 es identificado como flbB (=vegA). 

 La amplificación del cDNA de AN7542.3 (ver Materiales y Métodos) y 

su secuenciación (figura 3.3.1) permitieron establecer, en primer lugar, que la 

predicción realizada por la base de Datos del Instituto Broad 

(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_nidulans/Home.html) era 

correcta; y, en segundo lugar, que la secuencia del cDNA de AN7542.3 coincidía con la 

de flbB (amablemente proporcionada por Jae-Hyuk Yu, Universidad de Wisconsin, 

EEUU). flbB, también denominado vegA (Aguirre et al, 1993) ya había sido citado en la 

bibliografía como elemento involucrado en la señalización de la conidiación (Wieser et 

al, 1994; Adams et al, 1998), pero, su localización exacta en el genoma, detallada por 

primera vez en esta tesis, era desconocida y no se había realizado caracterización alguna 

de su función. 

 

Figura 3.3.1: Secuencia del cDNA de flbB obtenida mediante su secuenciación tras ser 

amplificado a partir de una genoteca de mRNA de una cepa salvaje cultivada durante 24 horas. Las 

líneas de colores indican la extensión de cada exón. 

 

 3.3.2. flbB codifica un posible factor de transcripción tipo bZIP. 

 El ORF de flbB consta de 1624bp (1281 en la secuencia codificante). La 

figura 3.3.1 muestra los cinco exones que posee. Los intrones 2, 3 y 4 son de tamaño 

usual, con 49, 46 y 48 pares de bases, respectivamente, mientras que el intrón 1 es más 

grande de lo habitual, con 200pb (no mostrado). 

 

http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_nidulans/Home.html
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 La secuencia peptídica consta de 426 aminoácidos, con una predicción 

para su masa y punto isoeléctrico de 46,8kDa y pH 5,98, respectivamente. La base de 

datos PFAM únicamente reconoce la presencia de un dominio tipo bZIP (Basic Zipper; 

Vinson et al, 1989; Vinson et al, 2006). Los factores de transcripción pertenecientes a 

esta familia, contienen en su dominio bZIP una región básica consistente en la 

repetición de cuatro o cinco grupos de 7 aminoácidos numerados de la “a” a la “g” y 

llamados heptadas, los cuales, forman una α-hélice (Landschultz et al, 1988). Esta 

región básica es necesaria para que se formen los dímeros (homo u heterodímeros), 

conformando así la región de unión al DNA que reconoce secuencias palindrómicas o 

pseudopalindrómicas (Fujii et al, 2000). El dímero queda orientado en perpendicular 

respecto al DNA (Ellenberger et al, 1992). La figura 3.3.2 muestra la predicción de la 

estructura espacial realizada para el bZIP de FlbB, el cual, se encuentra localizado entre 

los residuos 79 y 113 (figura 3.3.3). 

 

Figura 3.3.2: Predicción para la estructura espacial del bZIP de FlbB. Las barras amarilla 

y verde delimitan los dominios de dimerización y unión a DNA, respectivamente. C: Extremo 

carboxilo terminal. N: Extremo amino terminal.  

 

 Las búsquedas realizadas en las bases de datos (www.expasy.org) 

permitieron identificar posibles homólogos en otras especies del género Aspergillus, 

como A. terreus, A. fumigatus o A. oryzae, al igual que en otros hongos filamentosos 

como Magnaporthe grisea, Fusarium graminearum, Neurospora crassa, Botrytis 

cinerea, Coccidioides immitis, Sclerotia sclerotiorum o Stagonospora nodorum (figura 

3.3.3). El posible homólogo de B. cinerea, por un lado, y aquel designado como Cimm2 

de C. immitis, por el otro, presentan menor similitud con respecto a FlbB en la región 

http://www.expasy.org/
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previa al bZIP, y mayor similitud en las regiones conservadas del extremo C-terminal. 

Por ello, es posible diferenciar un subgrupo de posibles homólogos de FlbB con menor 

conservación de secuencia en esta región N-terminal. 

 

Por otro lado, no se ha identificado ningúna proteína con similitud 

suficiente en organismos como Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans o 

Schizosaccharomyces pombe, o eukariotas superiores como Homo sapiens o 

Arabidopsis thaliana, sugiriendo una distribución filogenética de los posibles 

homólogos de FlbB restringida a hongos con capacidad conidiante.  

 

Figura 3.3.3: Alineamiento de los posibles homólogos de FlbB. La línea indica la extensión 

del dominio bZIP. Las regiones con bajo nivel de conservación han sido excluidas de la imagen. 

Nomenclatura: Anid: A. nidulans; Ater: A. terreus; Bcin: B. cinerea; Sscl: S. sclerotiurun; Aory: A. 

oryzae; Afum: A. fumigatus; Cimm: C. immitis; Snod: S. nodorum; Ncra: N. crassa; Fgra: F. 

graminearum; Mgri: M. grisea. 

 

 Con la intención de profundizar en esta idea, se realizó una búsqueda 

para identificar todas las proteínas con dominio bZIP a lo largo de los genomas de 

diferentes hongos filamentosos (A. nidulans, C. immittis, M. grisea y N crassa) y de 

levaduras (S. cerevisiae y S. pombe). En A. nidulans fueron identificadas 23 proteínas, 

de entre las cuales, ha sido definida una función para las siguientes: AN1812.3/JlbA 
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(Strittmatter et al, 2001), AN2911.3/AtfA (Aguirre et al, 2005); AN3675.3/CpcA 

(Hoffmann et al, 2001), AN4361.3/MetR (Natorff et al, 2003), AN4900.3/MeaB 

(Polley y Caddick, 1996), AN7513.3/NapA (Asano et al, 2007), AN8251.3/HapX 

(Tanaka et al, 2002) y AN9397.3/HacA (Saloheimo et al, 2003). El árbol filogenético 

resultante muestra que el bZIP de FlbB pertenece a un brazo del cual los bZIP de 

levadura quedan excluidos (figura 3.3.4). Los análisis in silico sugieren, por tanto, una 

función restringida a hongos filamentosos para FlbB, y probablemente para otras 

proteínas con dominio bZIP como AN4900.3/MeaB, AN0951.3 o AN8772.3.  

 

Figura 3.3.4: Árbol filogenético de los dominios bZIP identificados en hongos filamentosos 

y levaduras. El brazo del árbol al que pertenece el bZIP de FlbB queda encuadrado en negro. 

Nomenclatura: Anid: A. nidulans; Cimm: C. immitis; Ncra: N. crassa; Mgri: M. grisea ; Spom: S. 

pombe; Scer: S. cerevisiae. Los análisis filogenéticos se llevaron a cabo con el software MEGA 3.1 

(método Neighbor-Joining, con un “bootstrap” de 50000 replicados y el modelo amino p-distance). 

 

 Por último, análisis realizados mediante diferentes programas disponibles 

en www.expasy.org (HMMTOP, PredictProtein, SOSUL, TMAP, TMHMM, Tppred, 

TopPred y PSORT) no predijeron la presencia de ningún dominio transmembrana o 

residuos de cisteina susceptibles de prenilación (PrePS), lo cual, sugiere que FlbB no se 

encuentra directamente asociado a membrana. 

http://www.expasy.org/
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 3.3.3. Análisis de las mutaciones de las cepas BD11, BD12 y BD14. 

  Los experimentos realizados y discutidos en el capítulo anterior con la 

cepa BD12 han servido para poder localizar la mutación responsable de su fenotipo 

aconidial en el genoma de A. nidulans. Sin embargo, en Cordobés (2005) se describen 

los cruces realizados entre las cepas BD53, BD57, BD71 y BD63, para determinar que 

todas ellas portaban mutaciones que definían alelos del mismo gen. Todas estas cepas 

son progenie de las cepas BD11, BD12 y BD14. Por lo tanto, y atendiendo a los 

resultados obtenidos con BD12, se puede concluir que BD11 y BD14 portan mutaciones 

recesivas que definen nuevos alelos de flbB. 

 

Para confirmar esta hipótesis se amplificó por PCR la región correspondiente a 

flbB a partir de los genomas de BD11, BD14 y FGSC26. La secuenciación de los 

productos permitió identificar nuevas mutaciones en flbB, a añadir a la hallada en BD12 

(tabla 3.3.1). BD11, presenta la mutación puntual C1255T (911 en la secuencia 

codificante), más la deleción C1257Δ. Ello provoca por un lado, la sustitución P305L, 

previo a un cambio en el marco de lectura, añadiendo 36 aminoácidos fuera de fase 

antes de un codón stop. BD12 es un posible mutante defectuoso en procesamiento del 

mRNA, resultando en una forma truncada de FlbB a partir del residuo 267, con una 

pequeña cola de cuatro residuos antes de un codón stop. Por último, BD14 presenta el 

cambio puntual G456A (208 en la secuencia codificante). Ello provoca la sustitución 

G70R en la secuencia peptídica. Las tres mutaciones producen un fenotipo aconidial 

cuyas características serán desarrolladas en el presente capítulo. 

Alelo Cambio en DNA Proteina mutante Cambio en proteina 

BD11 C1255T; 1257 1-304+L+35 P305L;P306fs * 

BD12 G1143A 1-267+YVLR L267fs *a 

BD14 G456A 1-426 G70R 

Tabla 3.3.1: Mutaciones caracterizadas en las cepas BD11, BD12 y BD14. fs* indica un 

cambio en el marco de lectura seguido de un codón stop; el superíndice “a” indica una terminación 

rápida. 

 

  3.3.4. Generación del mutante ΔflbB. 

  Para un correcto estudio y caracterización de flbB, se generó su nulo por 

reemplazamiento génico, sustituyendo el locus flbB por la construcción generada 

mediante PCR de fusión (Yang et al, 2004) consistente en el gen pyrG de A. fumigatus 

con el promotor (1,5Kb) y terminador (1,5Kb) de flbB (ver apartado 3.2.6).  
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  La correcta inserción se verificó mediante técnica de Southern Blot 

(figura 3.3.5), utilizando, por un lado, una sonda para pyrG y, por otro, una sonda para 

el promotor de flbB. El mutante nulo generado se denominó BD143. 

 

Figura 3.3.5: Generación del mutante nulo de flbB. A) La inserción del producto de PCR 

provoca la pérdida de un sitio de restricción para EcoRV, dejando un único fragmento EcoRV-

EcoRV en la región. B) Análisis de hibridación DNA-DNA mediante técnica de Southern Blot para 

los transformantes candidatos a mutantes nulos de flbB. El DNA genómico fue digerido con EcoRV. 

Se realizaron dos ensayos, uno con una sonda para el promotor de flbB (imagen izquierda) y otro 

con una sonda para pyrG de A. fumigatus. En el primer caso, se observa un cambio en el tamaño de 

las bandas, de 2,4Kb (calle 2) hasta 5,1Kb (calles 3-6). En el segundo, la banda de 2,4Kb no está 

presente, ya que, el genoma de la cepa salvaje (TN02A3) no contiene el gen pyrG de A. fumigatus. 

Todos los transformantes son mutantes nulos de flbB, al presentar una única banda de 5,1Kb. 

 

  3.3.5. Análisis fenotípico de los mutantes en flbB en medio sólido. 

  Una vez caracterizadas las mutaciones de las cepas BD11, BD12 y BD14, 

y generado el mutante nulo de flbB (BD143), todos los mutantes disponibles fueron 

analizados fenotípicamente en diferentes condiciones inductoras. El objetivo era 

analizar si se daban diferencias fenotípicas entre los mutantes y poder relacionar así las 

regiones funcionales definidas por cada uno de ellos con la respuesta ante dichas 

condiciones inductoras. 
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  Todos los mutantes de flbB disponibles presentaron fenotipo aconidial en 

MMA sólido (figura 3.3.6, columna nombrada como MMA). La reducción del medio en 

glucosa a un quinto de la cantidad establecida para el MMA, por su parte, provocó 

niveles bajos de conidiación acompañada de un fenómeno autolítico en el centro de la 

colonia (región más antigua) en el caso de ΔflbB (BD143). BD14 presenta una mayor 

conidiación que el mutante nulo y esta respuesta es mucho más pronunciada en el caso 

de BD11 y BD12 (figura 3.3.6, columna nombrada como MMA-C). 

 

 Figura 3.3.6: Caracterización fenotípica de los mutantes de flbB en medio sólido. Se 

muestran los fenotipos de la cepa salvaje (TN02A3), ΔflbB (BD143), BD14, BD12 y BD11 (desde la 

mutación más N-terminal hacia el C-terminal) en medio mínimo (MMA), medio mínimo con 

dilución de glucosa y nitrato al quinto (MMA-C y MMA-N) y medio mínimo con KCl (MMA+KCl), 

a las 72 horas desde la inoculación. Barra de escala: 1.0cm. 

 

  En medio mínimo con reducción de nitrógeno al quinto, ni el mutante 

nulo ni BD14 presentan un fenotipo conidiante. Sin embargo, en el caso de BD11 sí se 

observa conidiación aunque no de forma muy intensa; por último, es BD12 el mutante 

que presenta la respuesta conidiante más intensa. En los dos últimos casos, se aprecian 

anillos de conidiación (figura 3.3.6, columna nombrada como MMA-N). 
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  Por último, bajo condiciones de estrés salino, inducidas mediante la 

adición de KCl (0,6M) y MES (0,05M) al medio mínimo, el mutante nulo presenta 

conidiación dispersa sobre un patrón de crecimiento típicamente “fluffy” o aconidial. Sin 

embargo, BD11 y BD12 conidian de forma similar a la cepa silvestre (TN02A3), 

mientras que BD14 responde a este estímulo inductor pero, con menor intensidad 

(figura 3.3.6, columna nombrada como MMA+KCl). 

 

  3.3.6. Análisis fenotípico de los mutantes en flbB en medio líquido. 

  Los mutantes de flbB disponibles también fueron caracterizados en medio 

líquido, 10 y 20 horas después de transferir el micelio desde MMA a medio fresco sin 

glucosa o nitrógeno (figura 3.3.7A; Skromne et al, 1995). A modo de control, los 

micelios de las cepas analizadas también se transfirieron a MMA líquido fresco, y en 

estas condiciones, todos los mutantes mantuvieron un patrón de crecimiento vegetativo 

(figura 3.3.7A, columna +C+N). 

 

  En medio sin glucosa, en cambio, la cepa silvestre produce conidióforos 

simplificados, tal y como se describió por Skronme et al (1995; figura 3.3.7A, columna 

-C). Por el contrario, tanto el mutante nulo como BD14 presentan unas estructuras aún 

más simples y muy poco abundantes, basadas en conidias aisladas que emergen a partir 

de hifas de un diámetro menor de lo normal (aproximadamente 1,5µm) (figura 3.3.7A, 

señalado con puntas de flecha). Los mutantes BD11 y BD12 presentan una respuesta 

intermedia entre la cepa salvaje y el mutante nulo (o BD14). 

 

  En condiciones de agotamiento de nitrógeno, mientras que la cepa salvaje 

genera conidióforos (Skronme et al, 1995), ninguno de los mutantes de flbB analizados 

responde a este estímulo conidiando (figura 3.3.7A, columna -N). Además, muestran un 

fenotipo autolítico confirmado mediante tinción con fluoresceína (Roncal et al, 1993) 

(figura 3.3.7B). 

 

  En medio con KCl, mientras la cepa salvaje produce conidióforos, 

ninguno de los cuatro mutantes de flbB es capaz de conidiar. Únicamente en el caso de 

BD12 se han llegado a observar vesículas aisladas (señaladas con puntas de flecha) 

formándose a las 20 horas tras el cambio a medio con KCl (figura 3.3.7A, columna 

+KCl). 
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 Figura 3.3.7: Caracterización fenotípica de los mutantes de flbB en medio líquido. A) Se 

muestran los fenotipos de la cepa salvaje (TN02A3), ΔflbB (BD143), BD14, BD12 y BD11 (desde la 

mutación más N-terminal hacia el C-terminal) en medio mínimo (MMA), medio mínimo sin glucosa 

(-C) y sin nitrato (-N) y medio mínimo con KCl (+KCl), a las 20 horas desde la transferencia a 

dichos medios (ver Materiales y Métodos). Barra de escala: 30µm. B) Tinción con fluoresceína del 

cultivo de la cepa BD12 a las 20 horas tras el cambio a medio sin nitrato. El tinte no es retenido a lo 

largo de una elevada superficie de las hifas, demostrando la degradación de la pared celular. Barra 

de escala: 40µm. 
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3.3.7. Estudio de la expresión de flbB y brlA en fondos genéticos 

silvestre y ΔflbB. 

  Con el objetivo de conocer los niveles de mRNA de flbB alcanzados en 

diferentes etapas del ciclo de vida (crecimiento vegetativo y reproducción asexual), 

tanto en la cepa salvaje como en los mutantes de flbB, se realizaron experimentos de 

hibridación RNA-DNA mediante la técnica de Northern Blot. 

   

  Así, se observó que la expresión de flbB durante el ciclo de vida de A. 

nidulans comienza durante el crecimiento vegetativo y continúa en etapas tempranas de 

la reproducción asexual (6 horas) (figura 3.3.8A), desapareciendo por completo en las 

etapas tardías de dicho ciclo (a partir de las 12 horas) y durante la reproducción sexual. 

El descenso en los niveles de expresión del mRNA de flbB coincide con el comienzo de 

la transcripción de brlA. 

 

  Estos resultados no aclaran si FlbB actúa como activador o represor de la 

expresión de brlA, por lo que se analizó el mutante nulo de flbB (figura 3.3.8B, panel 

derecho). La ausencia de niveles detectables de mRNA de brlA, demuestra que FlbB es 

necesario para su activación, confirmando, además, como adecuada la nomenclatura 

utilizada para designar a AN7542.3 (flbB: fluffy low brlA expression; Wieser et al, 

1994). 

 

  Por último, no se hallaron diferencias significativas en el patrón de 

expresión de flbB entre los fondos genéticos veA salvaje (FGSC4) (figura 3.3.8A) y 

mutante veA1 (FGSC26) (figura 3.3.8B, panel izquierdo), sugiriendo que la expresión 

de flbB no está condicionada por el regulador de la conidiación dependiente de luz, VeA 

(Mooney y Yager, 1990). 
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 Figura 3.3.8: Expresión de flbB y brlA en fondos genéticos silvestre y ΔflbB. A) Durante el 

ciclo de vida de la cepa FGSC4 (veA silvestre); B) Tras la inducción de la conidiación en los fondos 

genéticos veA1 (FGSC26) y ΔflbB. Veg: Crecimiento vegetativo; Asex: Reproducción asexual; Sex: 

Reproducción sexual. t=0h: inducción de la conidiación (ver Materiales y Métodos).  

 

3.3.8. La sobreexpresión de flbB causa la inhibición de la conidiación 

en una cepa silvestre. 

  Con el objetivo de profundizar en el estudio de la función de FlbB en la 

inducción de la conidiación, se generó la cepa de sobreexpresión uniendo al promotor 

alcA, el ORF de flbB (Gwynne et al, 1987).  

 

  Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento, en el 

sentido de una función activadora de la expresión de brlA por parte de FlbB, era de 

esperar un fenotipo hiperconidiante. Sin embargo, la sobreexpresión de la fusión 

alcA::flbB forzada en medio inductor con treonina, provocó un fenotipo aconidial 

(figura 3.3.9A y 3.3.9C), en el que los niveles del mRNA de brlA quedan anulados con 

respecto a la cepa control (figura 3.3.9B). 

 

  Los resultados obtenidos sugieren que los niveles de FlbB en la célula 

deben estar controlados, ya que, tanto la sobreproducción como la disminución en sus 

niveles provocan una inhibición de la expresión de brlA. FlbB pudiera actuar en forma 

de complejo junto con otro(s) factor(es), de una forma estequiométricamente muy 

definida. La cantidad requerida de cada elemento del complejo, y por ello, de FlbB, 

sería un factor limitante en su actividad, de modo que, tanto el exceso como la falta de 

alguno de ellos perjudicaría su funcionalidad resultando en la inhibición de la expresión 

de brlA. 
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Figura 3.3.9: La sobreexpresión de flbB en un fondo genético silvestre inhibe la conidiación. 

A) Imágenes de las cepas control (TNI22.1) y alcA(p)::flbB (RNI24.5) en medio mínimo no inductor 

(MMG: medio mínimo con glucosa) e inductor (MMT+5Y: Medio con treonina y extracto de 

levadura, 5g/l) a los cinco días desde la inoculación, a 37ºC. La sobreexpresión de flbB provoca la 

inhibición de la conidiación. B) Las cepas control (TNI22.1) y alcA(p)::flbB (RNI24.5) fueron 

cultivadas en medio líquido con glucosa, a 37ºC, 250rpm durante 18 horas y se transfirieron a 

medio sólido con treonina (MMT) como única fuente de carbono. Las muestras se recogieron a las 

18 horas de crecimiento vegetativo (Veg-) y a las 6, 12 y 24 horas a partir de la inducción asexual 

(Asex-) en medio con treonina. Se extrajo RNA de cada muestra y se analizaron los niveles de 

mRNA de brlA y flbB mediante técnica de Northern Blot. A modo de control se midió la cantidad 

de rRNA en cada calle mediante tinción con bromuro de etidio. C) Cepas control (TNI22.1) y 

alcA(p)::flbB (RNI24.5) cultivadas en medio con treonina tras 48 horas tras la transferencia a 

MMT. La cepa control  (TNI22.1) produce conidióforos (señalados mediante flechas), mientras que 

la cepa alcA(p)::flbB (RNI24.5) crece de forma vegetativa. 

 

 3.4. DISCUSIÓN. 

 FlbB es un posible factor de transcripción con un dominio de unión al DNA tipo 

bZIP (Vinson et al, 1989; Vinson et al, 2006) en su extremo N-terminal y otras regiones 

en el extremo C-terminal altamente conservadas entre sus posibles homólogos (figura 

3.3.3). Para estas regiones las bases de datos no reconocen ningún dominio funcional 

conocido, pero basándose en el fenotipo aconidial de los mutantes BD11 y BD12, se 

puede afirmar que son imprescindibles para que FlbB pueda desempeñar su función 

correctamente. 

  

 La presencia de homólogos de FlbB queda restringida únicamente a hongos 

filamentosos que además se reproducen por conidiación y no a levaduras o eucariotas 

superiores. Además, y al igual que ocurre con AN8772.3, AN4900.3/MeaB (Polley y 

Caddick, 1996; Wong et al, 2007) o AN0951.3, el dominio bZIP de FlbB pertenece a 

una subfamilia de cremalleras de leucina que también es exclusiva de hongos 
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filamentosos conidiantes y de la que los bZIPs de levadura quedan excluidos (figura 

3.3.4). Estos resultados implican una función altamente especializada evolutivamente 

para FlbB, como puede ser en este caso, la conidiación en hongos filamentosos.   

 

 En cuanto al comportamiento de los mutantes flbB
-
 en diferentes medios de 

cultivo estudiados, cabe afirmar que la región FlbB(K67-A78) y las regiones de la mitad C-

terminal son necesarias para una correcta conidiación en medio sólido (exposición 

aérea). En medio líquido, por otro lado, donde los diferentes estímulos inductores 

pueden ser analizados por separado, se ha observado una respuesta específica en cada 

caso. Así, en condiciones de agotamiento en la fuente de carbono (Skronme et al, 1995), 

la región FlbB(K67-A78) es esencial para una correcta respuesta conidiante. Por el 

contrario, no parece que las regiones del extremo C-terminal definidas por las 

mutaciones de BD11 y BD12 jueguen un papel tan central (figuras 3.3.6 y 3.3.7). 

 

 En condiciones de agotamiento en la fuente de nitrógeno, por otro lado, todos los 

dominios son imprescindibles en medio líquido, mientras que en medio sólido, el 

truncamiento a partir del residuo 267 (BD12) no parece provocar una gran pérdida de 

actividad. Sin embargo, el truncamiento de FlbB a partir del residuo 305 (BD11) sí tiene 

un efecto notable en la actividad, lo que lleva a plantear la posibilidad de interacciones 

complejas entre diferentes dominios, o de éstos con otras proteínas. 

 

 En medio sólido salino, al contrario que el mutante con la sustitución G70R, el 

cual, presenta un fenotipo similar al del mutante nulo, aquellos mutantes afectados en la 

mitad C-terminal muestran todavía una respuesta conidiante evidente. Ello indica que la 

región FlbB(K67-A78) se presenta como esencial para una respuesta conidiante ante este 

estímulo en medio sólido. En medio líquido, por último, se requieren todas las regiones, 

ya que, ninguno de los mutantes de flbB es capaz de conidiar (únicamente, aunque de 

forma retardada, BD12 parece ser capaz de comenzar a generar estructuras asexuales; 

figura 3.3.7A, fila 4 y columna 4). 

 

 Así, en términos generales, sí parece haber una relación entre los diferentes 

dominios definidos por los mutantes flbB
-
 caracterizados y los mecasnismos de 

respuesta ante los estímulos inductores analizados. La región FlbB(K67-A78) parece 

necesaria en todos los casos analizados, probablemente porque la unión a los 
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promotores adecuados en cada caso se ve afectada, disminuida o anulada. Las otras dos 

regiones (a partir de los resíduos 267 o 305) parecen guardar relación con mecanismos 

concretos de respuesta, aunque, lo único afirmable hasta el momento es que esta 

relación es compleja. 

 

 Por otro lado, y aunque el hecho de que la expresión de brlA comience justo 

cuando finaliza la de flbB podría hacer pensar que FlbB actua como represor 

transcripcional de brlA, no se ha detectado expresión alguna de brlA en el mutante nulo 

de flbB, por lo que se concluye que FlbB es requerido, directa o indirectamente, como 

su activador transcripcional.  

 

Además, los resultados obtenidos en los experimentos realizados con la cepa de 

sobreexpresión, permiten afirmar que la regulación de la expresión de flbB debe estar 

controlada muy finamente para un desarrollo asexual correcto (figura 3.3.9). Como ya 

se ha visto, tanto la hipo como hiperfuncionalidad de FlbB provocan la inhibición de la 

conidiación. Ello puede ser explicado a través de la hipotética formación de un 

complejo protéico del que formara parte FlbB, pero, en el que la estequiometría de los 

monómeros deba ser controlada de forma muy específica. La ausencia de FlbB podría 

provocar un ensamblamiento incorrecto o inexistente de dicho complejo, mientras que 

en el caso de sobreproducción de FlbB, éste pudiera ocupar posiciones en el complejo 

reservadas a otros monómeros. En ambos casos, el resultado sería una pérdida de 

actividad del hipotético complejo, derivando en una disminución o anulación de la 

capacidad conidiante. 

 

 Se ha observado también que a las 48 horas tras la inducción de la conidiación, 

flbB vuelve a expresarse (figura 3.3.8B). Así, cabe plantear la posibilidad de que FlbB 

actue de forma cíclica, a modo de sensor, de cara a reconfirmar o recordar que la 

conidiación debe continuar a medida que las hifas avanzan en el medio, ocupan nuevos 

espacios y emergen al medio aéreo. En un patrón de crecimiento radial, las hifas 

periféricas mantienen el crecimiento vegetativo y las del interior de la colonia son las 

que conidian tras la emergencia al aire. Con el avance del frente de la colonia, las hifas 

que eran periféricas y vegetativas, pasan a ser hifas aéreas y a conidiar, lo que requeriría 

la nueva inducción de la expresión de brlA en ellas. Para confirmar este extremo 

deberían analizarse tanto la expresión de flbB como la de brlA en un intervalo de tiempo 
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mayor tras la inducción asexual y diferenciando zonas geográficas dentro de la colonia 

(Levin et al, 2007). En este sentido, existen otros factores que se comportan de manera 

similar, como brlA o abaA (Clutterbuck, 1970; Mirabito et al, 1989). 

 

 Por último, y como se puede observar en la figura 3.3.8, no existen diferencias 

en los niveles de expresión de flbB entre las cepas veA silvestre (FGSC4; figura 3.3.8A) 

y veA1 (FGSC26; figura 3.3.8B, panel izquierdo), de modo que se excluye la 

posibilidad de que la expresión de flbB esté regulada por VeA. 
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 4.1. INTRODUCCIÓN. 

 En el capítulo anterior se ha descrito a FlbB como un posible factor de 

transcripción (TF) debido a la presencia de un dominio de unión a DNA del tipo bZIP. 

En este dominio, la región presuntamente involucrada en el reconocimiento especifico y 

la unión a las bases del DNA guarda una elevada similitud con respecto a la misma 

región del TF Pap1 de S. pombe u otras proteínas con dominio bZIP de A. nidulans.  

 

El homólogo de Pap1 en A. nidulans no es FlbB sino AN7513.3, recientemente 

caracterizado como NapA (Asano et al, 2007). La comparación de la estructura primaria 

de esta región entre FlbB y Pap1 ha permitido elaborar una hipótesis de trabajo en la 

que se propone que FlbB es capaz de unir a secuencias de DNA similares a las que 

reconoce Pap1, como son las que poseen las dianas PLD (5’-TTACGTAA) y AP-1 (5’-

TTAGTCA) (Toda et al, 1992). Para verificar esta hipótesis, se ha expresado en bacteria 

una forma truncada de FlbB que contiene el dominio bZIP fusionado a la glutatión-S-

transferasa (GST::FlbBbZIP). La región seleccionada posee como limite inferior (más 

carboxilo terminal) el aminoácido situado después de la putativa región de cremallera de 

leucinas, el residuo Asn140 (ver figura 3.3.3). El limite superior (más amino terminal) 

se ha establecido en el residuo Lys67. Para ello, se ha tenido en cuenta el fenotipo 

aconidial causado por la sustitución Gly70Arg en la cepa mutante BD14. Este residuo 

de glicina está conservado entre los posibles homólogos de Pap1 y los de FlbB (ver 

alineamiento en figura 4.3.1). Por otro lado, se ha demostrado que la región donde se 

localiza la glicina 70 de FlbB forma parte de un dominio funcional en el factor de 

transcripción tipo bZIP AN8251.3/HapX (Tanaka et al, 2002).  

 

La proteína de fusión GST::FlbBbZIP se ha utilizado en ensayos de cambio de 

movilidad electroforética de DNA (Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA; Fried 

y Crothers, 1981; Garner y Revzin, 1981) para demostrar la capacidad de unión del 

bZIP de FlbB a las secuencias nucleotídicas reconocidas por Pap1 y para analizar tanto 

la afinidad como la especificidad en esta unión al DNA. Además, se ha generado una 

segunda fusión conteniendo la sustitución Gly70Arg hallada en la cepa aconidial BD14 

(GST::FlbBbZIPG70R), para analizar, dada su proximidad al dominio bZIP, un hipotético 

papel de este residuo en la unión al DNA.  
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Se han realizado EMSAs para visualizar actividades de unión a DNA 

dependientes de FlbB en extractos crudos de Aspergillus nidulans obtenidos de células 

en fase vegetativa de crecimiento. Por último, se ha analizado la unión de FlbB-bZIP al 

promotor del gen maestro de la ruta de conidiación brlA, puesto que FlbB ha sido 

clásicamente propuesto como el efector final de la ruta de inducción temprana que ha de 

regular directamente su expresión (Seo et al, 2006). 

 

 4.2. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

4.2.1. Cepas y oligonucleótidos utilizados. 

Las cepas de A. nidulans utilizadas en el presente capítulo se describen 

en la tabla 4.2.1: 

Cepa Genotipo Fuente 

BD11 biA1; flbB P305L;P306fs *; veA1 Cordobés, 2005; Etxebeste et al, 2008 

BD12 biA1; flbB L267fs * ; veA1 Cordobés, 2005; Etxebeste et al, 2008 

BD14 biA1; flbB G70R ; veA1 Cordobés, 2005; Etxebeste et al, 2008 

BD143 pyrG89; ΔnkuA::argB; argB2; ΔflbB::pyrG, 

pyroA4; veA1 

Etxebeste et al, 2008 

ΔflbD pyrG89; ΔnkuA::argB; argB2; pyroA4; 

ΔflbD::pyrG, veA1 

Garzia et al, no publicado 

TN02A3 pyrG89; ΔnkuA::argB; argB2; pyroA4; veA1 Nayak et al, 2006 

Tabla 4.2.1.: Cepas de Aspergillus nidulans empleadas en el presente capítulo. 

 

Los oligonucleótidos utilizados se muestran en la tabla 4.2.2: 

Oligonucleótido Secuencia 5´-3´ Objetivo 

flbBZIP(+1) CGG GAT CCA AAC GAA GAG GAC 

CAA AAC CCG ATA GC 

Amplificación del bZIP de FlbB 

(K67-N140) 

flbBZIP(-1) CGG AAT TCT CAG TTT TCC TCC GAT 

ATG GAG TTG GCC 

Amplificación del bZIP de FlbB 

(K67-N140) 

AP1-A GGT TTG AAT AGG ATT AGT CAG 

AAA TGG TTC AAT TTT 

Generación sonda AP-1 

AP1-B GGA AAA TTG AAC CAT TTC TGA 

CTA ATC CTA TTC AAA 

Generación sonda AP-1 

PLD-A GGA TGA ACC AAA GGT AGT TTA 

CGT AAT CTT GGT AAT CAA 

Generación sonda PLD 

PLD-B GGT TGA TTA CCA AGA TTA CGT 

AAA CTA CCT TTG GTT CAT 

Generación sonda PLD 

AP1AMut1 GGT TTG AAT AGG ATT AGT AAG Generación sonda AP-1 mutante 
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AAA TGG TTC AAT TTT (-TTAGTAA-) 

AP1BMut1 GGA AAA TTG AAC CAT TTC TTA 

CTA ATC CTA TTC AAA 

Generación sonda AP-1 mutante 

(-TTAGTAA-) 

AP1AMut2 GGT TTG AAT AGG ATT AAT AAG 

AAA TGG TTC AAT TTT 

Generación sonda AP-1 mutante 

(-TTAATAA-) 

AP1BMut2 GGA AAA TTG AAC CAT TTC TTA 

TTA ATC CTA TTC AAA 

Generación sonda AP-1 mutante 

(-TTAATAA-) 

bZIPG70R(+1) CC AAA CGA AGA CGA CCA AAA 

CCC GAT AGC   

Generación de la construcción 

GST::FlbBbZIPG70R 

bZIPG70R(+1)  GCT ATC GGG TTT TGG TCG TCT 

TCG TTT GG 

Generación de la construcción 

GST::FlbBbZIPG70R 

7223(+1)  GAC TAG TCA TCT CGG CCA TTT 

CGG G 

Amplificación de la región 

intergénica entre AN7223.3 y 

AN10909.3 

7223(-1) GAC TAG TCG TGA AGG ACA TTA 

TGC ACT CGC 

Amplificación de la región 

intergénica entre AN7223.3 y 

AN10909.3 

brlAp1Up CCC CCG GGG TCT TCG AGC GAC 

GGG GC 

Amplificación del promotor de 

brlA 

brlAp1Dw GCT CTA GAG GTC GTG CAT TCC 

TCA GGG C 

Amplificación del promotor de 

brlA 

brlAp2Up GCT CTA GAC CAC AAT GGC TGA 

TAC CGG ACC 

Amplificación del promotor de 

brlA 

brlAp2Dw CGG GAT CCG AGG AAG TGG TAA 

ACT GGC GGA TGG 

Amplificación del promotor de 

brlA 

Tabla 4.2.2: Oligonucleótidos utilizados en el presente capítulo.  

 

4.2.2. Construcción y purificación de las fusiones GST::FlbBbZIP y 

GST::FlbBbZIPG70R. 

  Utilizando los oligonucleótidos flbBbZIP(+1) y flbBbZIP(-1) (ver tabla 4.2.2), 

se amplificó un fragmento EcoRI-BamHI del cDNA de flbB, el cual, codifica para la 

región (Lys67-Asn140) que contiene el dominio bZIP. Este fragmento fue ligado al 

plásmido pGEX-2T (Pharmacia; Smith y Johnson, 1988) en sus sitios de restricción  

EcoRI y BamHI, generando el plásmido pGEX-2T::FlbBbZIP. El plásmido pGEX-

2T::FlbBbZIPG70R para la expresión de GST::FlbBbZIPG70R se obtuvo como se describe en 

el apartado 4.2.8. 
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Una vez generados los plásmidos, las proteínas se expresaron en la cepa 

DH1 de E. coli. La expresión de las fusiones fue inducida añadiendo al medio (LB con 

ampicilina, 100µg/ml) una concentración final de 0.1mM IPTG (Sigma). Las proteínas 

se purificaron tras una hora de inducción, siguiendo el protocolo definido por Pharmacia 

con ciertas modificaciones. Se utilizó un volumen de 200µl de Glutation Sefarosa 4B 

(GE Healthcare Bio-Sciences Ltd.). La resina se estabilizó en el soporte durante 15min 

a 4ºC, y se lavó tres veces con un volumen de resina del tampón 1xPBS a 0ºC. A 

continuación se pasó dos veces por la columna el extracto de bacteria a una velocidad 

de flujo de aproximadamente 0.5ml/min. La resina se lavó dos veces con 1x PBS a 0ºC. 

Para la elución, se utilizaron dos concentraciones de Glutation reducido, 10mM ó 

40mM, además de, DTT (2mM) y Tris-HCl (50mM, pH=8.0). Se añadió la solución de 

elución a la columna, se dejó estabilizar durante tiempos variables entre los 20min y las 

15 horas, y se eluyó recogiendo fracciones de 200-300µl, siempre a 4ºC. A continuación 

se midió la concentración de las proteínas en las muestras eluidas mediante el ensayo de 

Bradford (1976) y se verificó la presencia de la fusión de interés mediante electroforesis 

en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. 

 

  4.2.3. Electroforesis de poliacrilamida. 

  Se prepararon geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% siguiendo 

el protocolo descrito por Sambrook et al (1989). La electroforesis se realizó utilizando 

la celda Mini Protean 3 de Bio-Rad, con un amperaje constante de 30mA por gel. Las 

muestras, mezcladas o resuspendidas en tampón de carga de Laemli (Cracking-buffer), 

se hirvieron a 95ºC durante 5min, se enfriaron en hielo durante 2min y se centrifugaron 

a temperatura ambiente durante 5min antes de cargarlas en los pocillos del gel. Los 

geles se tiñeron con la solución Biosafe Coomasie Staining (BioRad), siguiendo las 

instrucciones del fabricante, y se secaron en un secador Bio-Rad modelo 583 durante 

60min a 80ºC.  

 

4.2.4. Anillamiento de oligonucleótidos para Ensayos de 

Retardamiento en Gel. 

Los oligonucleótidos de doble hebra conteniendo las secuencias PLD  o 

AP-1 fueron preparados siguiendo el protocolo descrito por Orejas et al (1995), 

anillando cantidades equimolares de los oligonucleótidos de hebra simple (PLD-A y 

PLD-B, AP1-A y AP1-B, AP1Mut1-A y AP1Mut1-B, o AP1Mut2-A y AP1Mut2-B; 
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ver tabla 4.2.2), en una solución de Tris-HCl (50mM; pH=7,5), 10mM MgCl2, 5mM 

DTT y 1mM de espermidina. El DNA fue desnaturalizado calentando las mezclas a 

85ºC durante 3min y el anillamiento de las hebras se obtuvo enfriando lentamente las 

mezclas hasta los 40ºC, manteniéndolas luego a 4ºC durante 16 horas. Los fragmentos 

de doble cadena se purificaron utilizando geles no desnaturalizantes de poliacrilamida al 

15% y siguiendo el método “Crush and Soak” de Maxam y Gilbert (1980). Las 

concentraciones de los fragmentos de DNA se estimaron midiendo la densidad óptica de 

las soluciones a 260nm. 

 

4.2.5. Marcaje radioactivo de sondas para Ensayos de Movilidad 

Electroforética (EMSA). 

El marcaje radioactivo de sondas se realizó mediante relleno de extremos 

5´ protuberantes con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I, en presencia de una 

mezcla de dNTPs conteniendo [α-
32

P]dCTP. En cada reacción se marcaron 100ng de 

fragmento o 3µg de digestión plasmídica, disueltos en un volumen de 13 l de solución 

TE (Trizma-base: 10mM, pH=8.0 con HCl, EDTA: 1mM). Se añadieron 2µl de tampón 

Klenow 10x (Tris-HCl: 500mM, pH=7.5; MgCl2: 100mM; DTT: 10mM; BSA: 

500µg/ml), 1µl de dATP (0.5mM), 1µl de dTTP (0.5mM), 1µl de dGTP (0.5mM), 2µl 

de dCTP
32

 (3000 Ci/mmol), agua hasta 20µl y 1 unidad de fragmento Klenow de la 

DNA polimerasa I (Roche). Se dejó la reacción a temperatura ambiente durante 30min 

antes de añadir 4µl de dCTP (0.5mM) para, en 10min, finalizar las reacciones de relleno. 

Se añadió solución TE (pH=8.0) hasta 100µl y se purificó la sonda marcada con 

columnas Sephadex G50 (Healthcare) equilibradas en solución TE (pH=8.0), 

centrifugando 2min a 2000rpm. 

 

  4.2.6. Ensayos de retardamiento en gel. 

  Los ensayos de retardamiento en gel se llevaron a cabo de la forma 

descrita por Eisen et al (1988) y Espeso y Peñalva (1994), en una cubeta Hoeffer, 

resolviendo las muestras en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida al 4% en 

tampón de electroforesis 0,5x TBE (Stock 5x: Trizma-Base: 54g/l, pH=8.0 con HCl; 

Ácido Bórico: 27,5g/l; EDTA disódico: 3,72g/l). La reacción se preparó en tubos 

enfriados a 4ºC mezclando: las diluciones adecuadas de las muestras protéicas a cargar 

y 11,5µl por reacción de una mezcla conteniendo poli(dIdC) o poli(dAdT) (Amersham; 

stock: 1µg/ml) como competidor inespecífico, Glicerol al 60%, solución de 
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retardamiento (10X: Hepes: 250mM, pH=7.9 con KOH; KCl: 500mM; MgCl2: 50mM; 

EDTA: 1mM, pH=8.0; DTT: 10mM) y 1ng de sonda radioactiva (1μl/reacción). Una 

vez realizada la mezcla, la electroforesis se puso en marcha en vacío durante 30min a 

200V y 4ºC, y las reacciones de EMSA se mantuvieron incubando en hielo. Tras cargar 

las reacciones en el gel se desarrolló la electroforesis a voltaje constante de 200V 

durante un tiempo variable en función del tamaño de las sondas utilizadas (por ejemplo, 

90 minutos para las sondas sintéticas de 30 pb). Finalizada la electroforesis, el gel se 

secó cubierto con celofán y sobre papel de filtro en el secador Bio-Rad, modelo 583, y 

se expuso con película sensible a la radioactividad a -80ºC. 

 

4.2.7. Obtención de extractos protéicos. 

Para la obtención de extractos proteicos de células en crecimiento 

vegetativo, se germinaron las conidiosporas en medio líquido (10
6
 esporas/ml). El 

micelio obtenido tras 18 horas de cultivo se recogió por filtración y se almacenaron 

alícuotas de 250-300mg de micelio de cada cultivo a -80ºC hasta disponer de todas las 

muestras. Éstas fueron liofilizadas durante 15 horas, y el micelio se rompió utilizando 

una FastPrep
®
 (Savant Bio101 Inc.) a velocidad 4, durante 20seg y una bola de 

cerámica de 0,5mm. El micelio triturado se resuspendió en 1ml de solución A50 (25mM 

Hepes-K (pH=7.5, 0.5M); 50mM KCl (1M); 5mM MgCl2 (1M); 0.1mM EDTA (0.5M, 

pH=8.0); 10% Glicerol; 0,5mM DTT (1M); 1mM Pfa-Block (100mM), 1µM Pepstatina 

(1mg/ml en EtOH); 0.6µM Leupeptina (1mg/ml en agua) y agua destilada hasta 10ml; 

Mingot et al, 2001) o solución “Drubin” (5mM Hepes-K (pH=7.5, 0.5M); 0,1% NP-40 

(10%); 20mM KCl (1M); 1mM EDTA (0.5M, pH=8.0); 0,5mM DTT (1M); 1mM Pfa-

Block (100mM); 1µM Pepstatina (1mg/ml en EtOH); 0.6µM Leupeptina (1mg/ml en 

agua) y agua destilada hasta 10ml; Drubin et al, 1988). Se incubó a 4ºC durante 90min, 

en constante agitación por inversión utilizando una rueda giratoria. El extracto de 

proteínas se obtuvo retirando los restos celulares no solubles por centrifugación durante 

30min a 14000 rpm y 4ºC. El sobrenadante se transfirió a tubos enfriados a 0ºC y se 

midió la cantidad total de proteína mediante el test de Bradford (1976), siendo 

almacenadas las muestras a -80ºC hasta su utilización. 

 

4.2.8. Obtención de la fusión GST::FlbBbZIPG70R. 

Para la obtención de la fusión GST::FlbBbZIPG70R, se realizó una PCR 

mutagénica a partir del plásmido pGEX2T::FlbBbZIP y los oligonucleótidos bZIPG70R(+1) 
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y bZIPG70R(-1), utilizando polimerasa con actividad correctora (Pfu: Promega). Parte del 

producto de PCR se digirió con el enzima de restricción DpnI (Roche), para seleccionar 

las moléculas plasmídicas mutantes (no metiladas) respecto a las silvestres (metiladas) o 

híbridas (hemimetiladas). Se digirieron alrededor de 1-1,5µg de DNA plasmídico con 

10 unidades de enzima DpnI durante dos horas a 37ºC y se transformó E. coli (cepas 

DH1 o DH5α) con la mitad de la mezcla de digestión. Se extrajeron los plásmidos de los 

transformantes (apartado 2.2.6) y se verificó la presencia de la mutación mediante 

secuenciación.  

 

4.2.9. Construcción de plásmidos para el análisis de la unión del 

bZIP de FlbB a promotores específicos. 

La región intergénica entre AN7223.3 y AN10909.3 se amplificó 

utilizando los oligonucleótidos 7223(+1) y 7223(-1). El promotor de brlA se dividió en 

dos fragmentos solapantes que fueron amplificados mediante PCR con las parejas de 

oligonucleótidos brlAp1Up y brlAp1Dw, o brlAp2Up y brlAp2Dw (ver tabla 4.2.2). 

Este promotor se extiende 3,5kb desde el ATG inicial de brlAα (Boylan et al, 1987; 

Adams et al, 1988; Prade y Timberlake, 1993). Los fragmentos fueron introducidos en 

el plásmido pGEM-T-easy (Promega), generando los plásmidos pGEM-7223p (3,5Kb), 

brlAp1-pGEM(4,4Kb) y brlAp2-pGEM (5,2Kb). Los plásmidos se digirieron con 

BamHI, AvaI y EcoRI (pGEM-7223p), por un lado; XbaI y AvaI (brlAp1-pGEM), por 

otro; y XbaI, AvaI y BamHI (brlAp2-pGEM), por último. Estas digestiones generaron 

una colección de fragmentos que fueron posteriormente marcados radiactivamente y 

ensayados en EMSAs (ver apartados 4.2.5 y 4.2.6): pGEM-7223p: 7 fragmentos de 423, 

37, 109, 226 (conteniendo una secuencia PLD), 232, 178, y 287pb, respectivamente. 

brlAp1-pGEM: 4 fragmentos de 100, 210, 530 y 550pb, respectivamente. brlAp2-

pGEM: 7 fragmentos de 104, 146, 220, 249, 406, 483 y 595pb, respectivamente. 

  

 4.3. RESULTADOS. 

  

4.3.1. La región de unión al DNA dentro del dominio bZIP de FlbB 

se encuentra conservada con respecto a la de Pap1. 

En el capítulo anterior se ha descrito brevemente el mecanismo general 

de dimerización y de unión al DNA de los bZIP (ver apartado 3.3.2), a través del cual, 

son capaces de regular la expresión de sus genes diana. Una importante familia de 
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proteínas con dominio bZIP es la denominada AP-1 (Glover y Harrison, 1995), para la 

cual, se ha descrito una secuencia peptídica consenso encargada de la interacción con el 

DNA: NXXAAXXCR (siendo X un aminoácido cualquiera). Esta secuencia es variable, 

de modo que en el caso del TF involucrado en la respuesta a estrés oxidativo Pap1 (S. 

pombe AP-1; Castillo et al, 2002), se ha demostrado que es la región NXXAQXXFR la 

encargada de interaccionar con sus secuencias diana (Fujii et al, 2000), identificadas 

como TTACGTAA o secuencia PLD y TTAGTCA o secuencia AP-1 consenso (Toda 

et al, 1992). 

 

La figura 4.3.1 muestra el elevado grado de conservación existente, 

respecto a la región de unión al DNA del bZIP, entre los homólogos de FlbB y aquellos 

posibles homólogos de Pap1 (en A. nidulans el homólogo de Pap1 es AN7513.3/NapA, 

situado al igual que flbB en el contig 1.129 del cromosoma IV; Asano et al, 2007). 

Debido a esta conservación en la estructura primaria, se planteó la posibilidad de que 

FlbB fuera capaz de unir las mismas dianas nucleotídicas de Pap1, extremo que será 

tratado en el siguiente apartado. 

 

Figura 4.3.1: Alineamiento, respecto al dominio bZIP, de homólogos de Pap1 y FlbB. 

Nomenclatura: Anid: A. nidulans; Ater: A. terreus; Aory: A. oryzae; Afum: A. fumigatus; Ncra: N. 

crassa; Fgra: F. graminearum; Mgri: M. grisea; Spom: S. pombe; Calb: C. albicans; Scer: S. 

cerevisiae.  Las flechas negras indican los límites establecidos para la unión del bZIP de FlbB a 

glutatión-S-transferasa. La línea negra, la extensión del dominio de unión al DNA. 

 

Además, se hallaron en A. nidulans otras proteínas con dominio bZIP, en 

las cuales, la región peptídica supuestamente responsable de la unión al DNA se 

encontraba conservada en su totalidad respecto a la secuencia NXXAQXXFR (figura 

4.3.2). En comparación con ellas, en FlbB la secuencia peptídica consenso cambia en un 

solo residuo: F93H.  
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Figura 4.3.2: Alineamiento de las regiones responsables de la unión al DNA de las proteínas 

de A. nidulans con elevada conservación respecto al mismo dominio de Pap1. 

 

4.3.2. El bZIP de FlbB une in vitro las secuencias diana definidas 

para el factor de transcripción Pap1. 

Para analizar la capacidad de unión del bZIP de FlbB a las secuencias 

AP-1 o PLD, se generó y purificó una fusión entre GST y el bZIP de FlbB (figura 

4.3.3B). Asimismo, se generaron las sondas nucleotídicas denominadas AP-1 y PLD 

(ver apartado 4.2.4 y 4.2.5; figura 4.3.3A) y se ensayaron en EMSA (figura 4.3.3C).  

 

 Figura 4.3.3: Ensayo de unión de la fusión GST::FlbBbZIP a las secuencias AP-1 y PLD. A) 

Sondas generadas, conteniendo la secuencia AP-1 o PLD, enmarcadas en negro. B) Gel de 

poliacrilamida mostrando la expresión y purificación de GST::FlbBbZIP (calles 3 y 6, 

respectivamente) y el control GST (Calles 5 y 7, respectivamente) en E. coli,  en comparación con 

los cultivos sin IPTG (Calles 2 y 4, respectivamente). C) EMSA mostrando la formación de un 

complejo de retardamiento entre GST::FlbBbZIP y la sonda AP-1 (calles, 2-5); y la competición 

entre las sondas AP-1 y PLD por la unión con GST::FlbBbZIP (calles 6-9). Las cantidades de 

proteína y competidor se señalan en la imagen. El signo “-“ se refiere a la calle con la sonda AP-1 

libre. 
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El experimento de EMSA que se muestra en la figura 4.3.3C demuestra 

que el bZIP de FlbB era capaz de unir a las secuencias AP-1 y PLD. La intensidad del 

complejo de retardamiento era proporcional a la cantidad de GST::FlbBbZIP añadida a la 

reacción (carriles 2-5). Los carriles 6 y 7 muestran la capacidad de competición en la 

unión a la sonda marcada al añadir exceso de fragmento AP-1 no marcado, siendo 

necesaria una concentración 500 veces superior para competir completamente dicha 

unión. Para probar la capacidad de unión a la sonda PLD, entre otros experimentos, se 

realizó un experimento de competición. Como se observa en los carriles 8 y 9, de forma 

similar a lo observado en la competición con fragmento AP-1, se precisaron 500 veces 

la cantidad de sonda marcada para competir dicha unión. Este resultado muestra que 

GST::FlbBbZIP reconoce ambas secuencias de unión de Pap1 y sugiere que posee una 

afinidad similar por ambas dianas.  

 

 4.3.3. La fusión GST::FlbBbZIP presenta una baja especificidad 

respecto a las secuencias diana definidas para el factor de 

transcripción Pap1. 

Una vez demostradas la capacidad de unión y similar afinidad del bZIP 

de FlbB con respecto a las secuencias AP-1 y PLD, se realizaron nuevos EMSAs para 

analizar la especificidad de estas uniones. Para ello, se generaron nuevas sondas 

conteniendo mutaciones en la secuencia reconocida por AP-1 en la sonda homónima 

(figura 4.3.4A). Dichas mutaciones fueron diseñadas a partir del trabajo realizado por 

Fujii y colaboradores (2000), donde se describe la estructura cristalina del bZIP de Pap1 

y se definen las interacciones que ocurren entre los aminoácidos de la región de unión al 

DNA y las bases de la secuencia diana, determinando la especificidad de 

reconocimiento de secuencia (ver apartado 4.4). 

 

Para establecer la especificidad de reconocimiento de secuencia, se 

realizaron experimentos de competición con las nuevas sondas mutantes AP-1Mut1 y 

AP-1Mut2 (figura 4.3.4B). En los carriles 3 a 6 se muestran como control 

competiciones con las sondas silvestres AP-1 y PLD. Al añadir AP-1Mut1 o AP-1Mut2 

(carriles 7-9 y 10-12, respectivamente) se observó que ambos fragmentos competían por 

la unión con la proteína de forma similar a lo observado con las dianas silvestres AP-1 y 

PLD, por lo que se concluyó que la fusión GST::FlbBbZIP era capaz de unir con similar 
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afinidad a estas dianas mutantes. Ello supondría que, a pesar de la notable afinidad, la 

especificidad in vitro de estas interacciones proteína-DNA es reducida. 

 

Figura 4.3.4: Ensayo de unión de la fusión GST::FlbBbZIP a las secuencias AP-1 mutantes. 

A) Sondas generadas, conteniendo las secuencias AP-1 silvestre y AP-1 mutantes, enmarcadas en 

negro. La sonda AP1-Mut1 presenta la sustitución de la C por una A, mientras que AP-1Mut2, 

además de ésta, sustituye la G por otra A. B) EMSA mostrando la competición por la fusión 

GST::FlbBbZIP entre las sondas AP-1 (calles 3 y 4), PLD (calles 5 y 6), AP-1Mut1 (calles 7, 8 y 9) y 

AP-1Mut2 (calles 10, 11 y 12). Las cantidades de proteína y competidor se señalan en la imagen. El 

signo “-“ se refiere a la calle con la sonda AP-1 libre. 

 

4.3.4. El residuo G70 de FlbB se requiere para una correcta unión 

del bZIP al DNA. 

  Para la fusión del bZIP de FlbB a GST, se establecieron los límites C- y 

N-terminal en los residuos Asn140 y Lys67 (ver apartado 4.1; ver figura 4.3.1). El 

primero señala el final de la putativa región de dimerización del bZIP, mientras que la 

elección del segundo límite se fundamentó en el hecho de haber obtenido una mutación 

de pérdida de función en FlbB en el residuo de glicina 70. El análisis del papel que 

pudiera desempeñar el residuo Gly70 en la unión a DNA podría explicar el fenotipo de 

la cepa aconidial BD14, donde este residuo se sustituye por una Arg. 

 

  Para verificar esta hipótesis se generó por PCR mutagénica la fusión 

GST::FlbBbZIPG70R, a partir del plásmido con la secuencia silvestre (ver apartado 4.2.8). 

Tras confirmar su correcta expresión en bacteria, se purificó y se realizaron EMSAs 

para analizar la capacidad de unión de la nueva fusión a las secuencias AP-1 y PLD (ver 

figura 4.3.5).  
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El ensayo muestra cómo, sin llegar a anularse, la intensidad de la banda 

correspondiente al complejo formado por AP-1 o PLD y GST::FlbBbZIPG70R era menor 

que en el caso del formado por la fusión silvestre (figura 4.3.5B). Estos resultados 

confirman un papel del residuo G70 en la unión a DNA del bZIP de FlbB, el cual, será 

planteado en la discusión de este capítulo. 

 

Figura 4.3.5: Ensayo de retardamiento en gel con las fusiones GST::FlbBbZIP y 

GST::FlbBbZIPG70R, y las sondas AP-1 y PLD. A) Gel de poliacrilamida mostrando la expresión en E. 

coli (calle 3) y purificación (calle 4) de la fusión GST::FlbBbZIPG70R. B) EMSA mostrando la 

variación en la capacidad de unión a las sondas AP-1 o PLD de la fusión GST::FlbBbZIPG70R (G70R) 

con respecto a la fusión silvestre (WT). Se utilizaron 300ng de fusión en cada carril. En el caso de la 

fusión silvestre (WT), la columna derecha corresponde a la misma cantidad de fusión pero, con la 

misma dilución que en el caso de G70R. 

 

4.3.5. GST::FlbBbZIP forma varios complejos de retardamiento 

inespecíficos con fragmentos del promotor de brlA. 

Teniendo en cuenta la elevada afinidad del bZIP de FlbB por las 

secuencias AP-1 y PLD, se realizaron análisis in silico para identificar promotores que 

contuvieran en sus primeras mil bases cada una o ambas secuencias. En el caso de la 

secuencia PLD, se localizaron 43 promotores, mientras que en el de la secuencia AP-1, 

las bases de datos permitieron identificar 478 

(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_group/MultiDownloads.htm). 

Los promotores se clasificaron en diferentes clases atendiendo a la actividad del gen que 

regulan (ciertos promotores se incluyeron en más de un grupo; Tabla 4.3.1):  
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Clasificación funcional de los promotores según el gen 

que regulan 

Portadores de la 

secuencia PLD 

Portadores de la 

secuencia AP-1 

Proteínas implicadas en la Regulación Transcripcional 3 43 

Proteínas de unión a RNA o proteínas ribosomales 5 26 

Transportadores, receptores o proteínas de membrana 7 58 

Proteínas implicadas en el metabolismo del DNA 2 37 

Proteínas implicadas en el metabolismo primario 

(carbono y nitrógeno), secundario, cadena respiratoria 

o estrés oxidativo. 

12 130 

Proteínas implicadas en la degradación de otras 

proteínas o interacción proteína-proteína. 

5 75 

Proteínas sin dominio funcional conocido. 7 120 

Proteínas implicadas en otros tipos de procesos 2 24 

Total 43 513 

 Tabla 4.3.1: Clasificación de los genes que portan en sus promotores (primeras 1000 bases; 

http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_group/MultiDownloads.html) las 

secuencias PLD o AP-1. 

 

  El número de genes con estas secuencias en sus primeras 1000 bases de 

promotor constituye alrededor del 4,5% del total de 10700 genes estimados en A. 

nidulans. Entre ellos, el promotor de AN7513.3/NapA (Asano et al, 2007) presenta una 

secuencia tipo AP-1; sin embargo el promotor de FlbB carece de ellas. Si NapA y FlbB 

reconocen las mismas secuencias, sería posible que ocurriese una corregulación de 

dichos genes, entre ellos el propio AN7513.3/NapA. Esta es una posibilidad interesante 

para estudiar en el futuro. Sin embargo, a pesar del elevado porcentaje de genes con 

estas secuencias, entre ellos no se ha hallado ningún gen conocido de la ruta de 

inducción temprana ni de la ruta central de conidiación, los cuales deberían ser, a priori, 

candidatos a ser regulados por FlbB. Entre estos candidatos ausentes está brlA, para 

cuya expresión transcripcional se ha demostrado que FlbB es requerido (ver apartado 

3.3.7). FlbB ha sido clasificado clásicamente como uno de los efectores sobre los que 

actuaría la ruta flb y que derivaría en la adecuada expresión de brlA (Adams et al, 1998; 

Seo et al, 2006). Por ello, y a pesar de no haber encontrado las secuencias AP-1 y PLD, 

se analizó la posibilidad de que FlbB uniera directamente al promotor del brlA. 

 

  Este promotor fue dividido en dos fragmentos mediante técnicas de PCR 

y cada uno de ellos fue ligado al plásmido pGEM-T-easy (ver apartado 4.2.9; figura 

http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_group/MultiDownloads.html
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4.3.6A). Los fragmentos generados a partir de la digestión de los plásmidos brlAp1-

pGEM y brlAp2-pGEM (figura 4.3.6A) se marcaron radiactivamente. A modo de 

control, se utilizó el promotor bidireccional entre los genes AN7223.3 y AN10909.3, 

dado que contiene una secuencia del tipo PLD (ver apartado 4.2.9). El plásmido pGEM-

7223p se digirió y los fragmentos se marcaron radiactivamente (figura 4.3.6C). 

 

  Los resultados obtenidos mostraron que la fusión GST::FlbBbZIP era 

capaz de formar, en elevadas cantidades (0,5-1µg) y en las condiciones ensayadas, 

complejos de retardamiento con varios fragmentos del promotor de brlA (figura 4.3.6B). 

Sin embargo, la especificidad de las uniones debía ser baja, ya que, en la mayoría de los 

experimentos no fue posible saber qué fragmento participaba en cada complejo de 

retardamiento. Únicamente en el caso de la banda G (595pb) se observó una 

disminución en su intensidad al aumentar la cantidad de fusión GST::FlbBbZIP. Sin 

embargo, en este caso tampoco se pueden desechar posibles uniones de GST::FlbBbZIP 

con los otros fragmentos (bandas E-I) de brlAp2-pGEM, ya que, se observan varios 

complejos de retardamiento. En el caso del promotor control se observan dos complejos 

mayoritarios, señalados en la figura 4.3.6D. Es muy probable que dichos complejos 

estén formados por los fragmentos G y D (287 y 226pb, respectivamente) puesto que 

son los que se observan con menor intensidad al incrementar la cantidad de proteína en 

el ensayo (los fragmentos B y C señalados con asterisco en figura 4.3.6D no se observan 

dado que en el experimento mostrado han salido del gel).  

 

El análisis de la secuencia nucleotídica del fragmento G del promotor 

control permitió identificar una secuencia 5´-TTAGTTT (figura 4.3.6C), situada a 19pb 

del ATG iniciador de AN10909.3. En el caso de la banda G del promotor de brlA, para 

la que se describió una disminución en su intensidad, se halló una secuencia 5´-

TTTCGCAA, que podría ser la unida por GST::FlbBbZIP. También se hallaron a lo largo 

del promotor de brlA múltiples secuencias similares a AP-1 o PLD, con uno o dos 

cambios. Es posible que los complejos de retardamiento inespecíficos que se formaron 

fueran consecuencia de la unión de GST::FlbBbZIP a este tipo de secuencias pero, la 

confirmación exige la generación de nuevas sondas solapantes de menor tamaño dentro 

de los fragmentos retardados y la realización de nuevas pruebas. En cualquier caso, se 

pueden extraer dos conclusiones generales que serán discutidas en el apartado 4.4: a) la 

especificidad de la unión entre GST::FlbBbZIP y las sondas PLD o AP-1 es reducida y b) 
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los resultados obtenidos en EMSA no permiten determinar de forma concluyente la 

regulación directa de brlA por la unión de FlbB al promotor. 

 

 Figura 4.3.6: EMSAs analizando la posible unión de GST::FlbBbZIP a secuencias de los 

promotores de brlA y AN7223.3 o AN10909.3. A) Representación del promotor de brlA, indicando la 

posición de los oligonucleótidos utilizados para su amplificación, el sitio de comienzo del tránscrito 

brlAβ, los sitios de restricción BamHI, AvaI y XbaI y una secuencia, TTTCGCAA, contenida en el 

fragmento G. B) EMSA con GST::FlbBbZIP y los fragmentos generados con el promotor de brlA. 

Los tamaños de los fragmentos y la cantidad de proteína añadida a cada carril quedan reflejados en 

la figura. El signo “-“ señala la sonda libre. Los complejos de retardamiento se señalan mediante 

flechas negras. C) Representación de la región intergénica de los loci AN7223.3 y AN10909.3. 

Quedan señalados los oligonucleótidos, 7223(+1) y 7223(-1), utilizados para su amplificación, los 

sitios EcoRI, BamHI y AvaI, el sitio PLD (TTACGTAA) y una secuencia, TTAGTTT, contenida en 

el fragmento G. D) EMSA analizando la posible unión entre GST::FlbBbZIP y los fragmentos 

generados con la región del panel C. Los tamaños de los fragmentos y la cantidad de proteína 

añadida a cada carril quedan reflejados en la figura. El signo “-“ señala la sonda libre y las flechas 

negras los dos complejos de retardamiento mayoritarios. 
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  4.3.6. EMSAs con extractos proteícos de A. nidulans. 

A partir de los análisis de expresión de flbB se pudo observar que su 

mRNA se acumulaba de forma apreciable a partir de las 12 horas de crecimiento 

vegetativo en medio líquido (ver apartado 3.3.7). Con estos niveles de expresión, se 

consideró posible que el mRNA se tradujera y se generara alguna forma de FlbB, por lo 

que se obtuvieron diferentes extractos crudos durante el crecimiento vegetativo (ver 

apartado 4.2.7) que fueron ensayados en nuevos EMSAs. El objetivo era visualizar la 

actividad de unión a DNA de la proteína nativa de FlbB o en su defecto, algún complejo 

dependiente de una forma activa de FlbB. Para estos ensayos se utilizaron las cepas 

descritas en la tabla 4.2.1.  

 

 Figura 4.3.7: EMSAs para extractos protéicos recogidos a las 18 horas de crecimiento 

vegetativo, con sondas AP-1 o PLD e inhibidores inespecíficos poli(dIdC) o poli(dAdT). Las 

cantidades de extracto añadidas, la solución utilizada para la extracción, así como los carriles 

correspondientes a cada cepa se reflejan en la figura. El signo “-“ se refiere a la sonda libre. Las 

letras en los laterales, señalan complejos de retardamiento cuya intensidad aumenta en los carriles 

correspondientes a mutantes flbB
-
.  
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Comparando la formación de complejos de retardamiento entre los 

extractos obtenidos con el tampón A50 y “Drubin”, se evidencia que el segundo 

(Drubin et al, 1988) permitió obtener una mejor extracción de las proteínas que 

formaban parte de estos complejos, mejorando la unión a DNA y aumentando así la 

intensidad de las bandas. Además, se observaron cambios en el patrón de bandas en 

dependencia de los competidores inespecíficos utilizados, poli(dA-dT) y poli(dI-dC), lo 

que sugiere que algunos de estos complejos se forman por proteínas que reconocen 

secuencias ricas en pares A-T o G-C, respectivamente, y que podrían reconocer otras 

regiones de las sondas utilizadas.  

 

Por otro lado, la formación de varios complejos de retardamiento sugiere 

la presencia en los extractos ensayados de varias proteínas capaces de unir las sondas 

utilizadas. Ninguno de ellos parecía asignable a una unión directa de FlbB con las 

sondas, ya que, no se observaron complejos que desaparecieran (en el caso del extracto 

de la cepa nula ΔflbB) o disminuyeran en intensidad o cambiasen de movilidad en los 

carriles correspondientes a los mutantes flbB
-
. Sin embargo, se observó que ciertas 

bandas (señaladas de la A a la G en la figura 4.3.7) aumentaban en intensidad en los 

carriles correspondientes a los mutantes flbB
-
. Este efecto es específico de la pérdida de 

función de FlbB, dado que con extractos de la cepa nula ΔflbD no se observa, aunque 

este TF haya sido situado corriente arriba de FlbB en la ruta de inducción temprana 

(figura 4.3.7; Adams et al, 1998; Seo et al, 2006). Es tentador sugerir que pudiera 

existir una regulación negativa por parte de FlbB sobre otro TF que una a estas 

secuencias.  

 

 4.4. DISCUSIÓN. 

 En concordancia con la hipótesis planteada al comienzo del capítulo, el dominio 

bZIP de FlbB es capaz de unir in vitro al DNA, formando complejos de retardamiento 

con las secuencias AP-1 y PLD, dianas definidas por Toda y colaboradores (1992) para 

el TF Pap1 de S. pombe. La capacidad de unión a estas secuencias es consecuencia del 

elevado grado de conservación que mantienen las regiones de unión al DNA de FlbB y 

Pap1 respecto a la secuencia NXXAQXXFR (ver figura 4.3.1). El único cambio en la 

estructura primaria es la presencia en la posición 93 de FlbB de una His en lugar de la 

Phe93 de Pap1.  
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Fujii y colaboradores (2000) definieron varias subfamilias de bZIP basándose en 

la naturaleza de los aminoácidos responsables de la unión al DNA. Una de estas 

familias es la definida por los bZIP de la familia AP-1, entre los que se encuentra Pap1. 

FlbB no puede ser incluido dentro de las subfamilias definidas en ese trabajo, por lo que 

se puede definir un nuevo subgrupo de bZIPs estrechamente relacionado con la familia 

AP-1. En el mismo trabajo, se definieron también las interacciones que se establecen 

entre los aminoácidos de la secuencia NXXAQXXFR y las bases de la secuencia diana 

PLD (Fujii et al, 2000). La conservación de secuencias sugiere que las interacciones 

entre las cadenas laterales de estos aminoácidos y las bases del DNA se mantendrían en 

el caso de FlbB y que la única excepción podría venir definida por la presencia de un 

residuo de histidina (His93) en lugar de una fenilalanina en la posición previa a la 

arginina. En Pap1, la Phe93 interacciona con grupos metilo de las primeras dos timinas 

de la secuencia PLD (Fujii et al, 2000). Es posible que, a pesar de la polaridad de su 

cadena lateral, la His93 de FlbB mantuviera la interacción con las citadas timinas pero, 

en este caso, se podría establecer un puente de hidrógeno entre el grupo imidazol de la 

His y los grupos –C=O del anillo de pirimidina de las timinas. Cabe la posibilidad de 

que esta variación en el mecanismo de unión afectara a la especificidad del bZIP de 

FlbB respecto a las secuencias AP-1 y PLD y fuera la causa de la formación de 

complejos inespecíficos descritos en varios de los casos analizados en este capítulo, 

como por ejemplo, la unión del bZIP de FlbB a las secuencias AP-1 mutadas. 

 

Toda y colaboradores (1992) describieron que la expresión del gen p25, la cual 

se encuentra regulada por Pap1 tras su unión a las secuencias PLD y AP1 de su 

promotor, se inhibe al introducir mutaciones específicas en ambas secuencias 

genómicas. Esta elevada especificidad se contrapone a la descrita en el caso de FlbB, 

aunque deberían realizarse pruebas con las sondas mutantes generadas en este capítulo 

para poder realizar una comparación sólida entre ambas proteínas. En cualquier caso, la 

baja especificidad observada al analizar la unión del bZIP de FlbB al promotor de brlA, 

no permite confirmar ni desmentir una posible regulación directa de su expresión por 

parte de FlbB. En el caso de una regulación indirecta, habría otro factor actuando 

corriente abajo de FlbB capaz de unir al promotor de brlA. En este sentido, parece haber 

varios factores cuya capacidad de unión al DNA depende de la actividad de FlbB (ver 

figura 4.3.7) y pudiera ser alguno de ellos el responsable de la activación de brlA. Se 
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precisan experimentos enfocados en determinar la capacidad de unión de FlbB en 

extractos y en la búsqueda de genes cuyos promotores están bajo el control de FlbB. En 

este sentido, dos de estas proteínas que forman complejos de retardamiento con las 

sondas AP-1 o PLD ( ver figura 4.3.7) podrían ser AN4562.3 o AN10378.2. Estos dos 

factores, junto con AN8251.3/HapX poseen una región de unión al DNA idéntica a la 

de Pap1 si se atiende a la secuencia NXXAQXXFR (figura 4.3.2). Por ello, se puede 

plantear que los bZIP de AN4562.3 y AN10378.3 pudieran unir las mismas secuencias 

diana definidas para Pap1 (AN8251.3/HapX presenta un mecanismo de acción diferente 

descrito por Tanaka et al, 2002, y que será descrito más adelante). FlbB no está presente 

en ninguno de estos complejos, ya que, ninguno de ellos desaparece, disminuye en 

intensidad o cambia de movilidad electroforética en los carriles correspondientes a los 

mutantes flbB
-
. Se podría pensar que las soluciones utilizadas para la extracción de 

proteínas no son adecuadas para la extracción de FlbB o que la cantidad de FlbB 

extraída es limitada. Sin embargo, Garzia et al (comunicación personal) han logrado 

extraer y detectar a FlbB en experimentos de Western Blot. Este resultado sugiere un 

posible mecanismo de regulación de la actividad de FlbB a través de su capacidad de 

unión al DNA. Es posible formular dos hipótesis, una en la que FlbB no una al DNA en 

ausencia de señal de conidiación (es decir durante el crecimiento vegetativo) o que lo 

haga a secuencias diferentes de las descritas anteriormente debido a la interacción con 

otras proteínas (ver más abajo). El trabajo futuro revelará las características de la 

maquinaria de activación de FlbB. 

 

La presencia de la secuencia AP-1, PLD o ambas, en las primeras mil bases de 

más de 500 promotores, supondría que alrededor del 5% de los 10700 genes estimados 

en el genoma de A. nidulans podrían estar regulados por los factores que retardan estas 

sondas (figura 4.3.7). Es poco probable que a nivel biológico todos estos factores se 

encuentren uniendo a estas dianas genómicas al mismo tiempo, por lo que debería haber 

algún otro factor que confiriera especificidad a la unión Proteína-DNA, como podría ser 

la formación de complejos protéicos específicos o la participación de otros factores que 

mejoraran la unión al DNA. Se ha demostrado que dentro de la región (K67-A78) de 

FlbB, el residuo Gly70 es imprescindible para que éste pueda ejercer su función 

correctamente (ver fenotipo mutante BD14, figuras 3.3.6 y 3.3.7). En esta posición se 

halla localizada en la cepa BD14 la mutación puntual Gly70Arg. Trabajos anteriores 

describen la presencia de una secuencia similar en AN8251.3/HapX (Tanaka et al, 
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2002), en la cual, también hay una Glicina altamente conservada. Esta región se precisa 

para el reclutamiento de HapX en el complejo Hap y el posterior reconocimiento de los 

promotores que contienen la secuencia diana CCAAT (McNabb y Pinto, 2005). Así, de 

forma similar a HapX, FlbB podría ser parte de un complejo en cuya formación sería 

necesaria esta región flanqueante al bZIP.  

 

En este capítulo se ha demostrado que este residuo de glicina participa también 

en otros mecanismos como la unión proteína-DNA. Sin embargo, la fusión 

GST::FlbBbZIPG70R es aún capaz de unir a las secuencias AP-1 y PLD, por lo que su 

exclusión de la fusión con GST probablemente no hubiera provocado una ausencia de 

unión al DNA. La glicina 70 incrementa la afinidad por el DNA y este hecho explicaría 

en cierta medida el fenotipo de la cepa mutante BD14. El comportamiento de esta cepa 

en los diferentes medios ensayados en el capítulo 3 de esta tesis ha sido muy similar al 

del mutante nulo ΔflbB. Se podría decir que in vivo la funcionalidad de FlbB se pierde 

casi completamente al sustituir la glicina en la posición 70 por una Arg. Así, es probable 

que, además de mejorar la unión a DNA, esta región de FlbB sea necesaria en otros 

mecanismos que permitan una correcta actividad de FlbB, como la formación de 

complejos protéicos específicos como en el caso del complejo Hap, u otros procesos 

como la mejora de la dimerización de los dominios bZIP, o su correcta importación al 

núcleo. 
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 5.1. INTRODUCCIÓN. 

 FlbB une al DNA y se precisa, directa o indirectamente, para la regulación 

transcripcional de brlA. Por lo tanto, formalmente, FlbB es un Factor Transcripcional 

(TF). Por norma general, los TF, una vez sintetizados en el citoplasma, han de ser 

importados al núcleo para llevar a cabo su función, siendo un punto de control clave 

para algunas de estas proteínas y para la regulación de la expresión génica (Kaffman y 

O´Shea, 1999).  

 

 La importación al interior del núcleo de un TF debe tener lugar en el momento 

adecuado para llevar a cabo su función reguladora. Generalmente, los TF presentan 

secuencias de localización nuclear (NLS). Las NLSs son reconocidas por unas proteínas 

especializadas llamadas carioferinas que median el transporte del TF al núcleo a través 

del complejo del poro nuclear (Gorlich y Kutay, 1999; Fried y Kutay, 2003). Existen 

diferentes tipos de NLS pero las mejor estudiadas son las reconocidas por la carioferina 

Importina , siendo de dos tipos: monopartita (Kalderon et al, 1984) y bipartita 

(Robbins et al, 1991), denominándose en cualquier caso como NLS clásicas (cNLS). Al 

efecto de las NLS se contrapone el de las señales de exportación nuclear (NES), que 

mediante la interacción con carioferinas especializadas, llamadas exportinas, median la 

salida del núcleo o la exclusión nuclear de los TFs. También, se han descrito 

mecanismos mediante los cuales determinados TFs son retenidos fuera del núcleo, 

como son la formación de complejos con proteínas citosólicas, la unión a receptores de 

membrana (Kaffman y O´Shea, 1999), o bien la unión directa a la membrana plasmática 

(Zupicich et al, 2001; Brown et al, 2000; Ye et al, 2000). Sobre los TFs pueden actuar 

uno o, de forma concertada, varios mecanismos de entrada y/o salida del núcleo además 

de retención citoplásmica, como ocurre con el TF NirA que posee un mecanismo de 

exclusión nuclear mediado por la exportina general KapK/Crm1p que está regulado por 

el metabolito que induce la ruta de asimilación del nitrato y que se impone a un sistema 

constitutivo de entrada al núcleo (Bernreiter et al, 2007).  

 

En este capitulo se estudiará la localización subcelular de FlbB mediante 

fusiones a la proteína fluorescente verde (GFP). El análisis de la secuencia peptídica de 

FlbB no sugiere la presencia de señales de entrada o salida del núcleo clásicas; además, 

indican que no es probable que esté unido directamente a membrana (ver apartado 

3.3.2). En vista de las incógnitas que plantea el mecanismo de acción de este factor, se 
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analizó la localización subcelular de FlbB durante interfase y en mitosis del crecimiento 

vegetativo, ciclo en el cual, se ha detectado expresión de flbB (ver apartado 3.3.8). 

También se ha observado su localización tras la inducción de la conidiación y durante la 

producción de conidióforos. Para determinar los mecanismos que deben actuar sobre 

FlbB regulando su localización en la célula se ha estudiado el papel de los 

citoesqueletos de actina y de dímeros de tubulina, y el efecto de mutaciones en genes 

localizados aguas arriba de flbB en la ruta de inducción temprana, como son fluG (Lee y 

Adams, 1994a; Lee y Adams, 1994b; Adams et al, 1998) y sfgA (Seo et al, 2006).  

 

 5.2. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

5.2.1. Cepas utilizadas, oligonucleótidos y condiciones de cultivo. 

Las cepas de Aspergillus nidulans utilizadas en el presente capítulo 

quedan descritas en la tabla 5.2.1.: 

Cepa Genotipo Fuente 

BD143 pyrG89; ΔnkuA::argB; argB2;ΔflbB::pyrG, 

pyroA4; veA1 

Etxebeste et al, 2008 

BD167 pyrG89; ΔnkuA::argB; argB2; 

flbB::gfp/pyrG, pyroA4; veA1 

Etxebeste et al, 2008 

BD185 pyrG89; ΔnkuA::argB; argB2; gfp::flbB,  

pyroA4; veA1 

Etxebeste et al, 2008 

TN02A3 pyrG89; ΔnkuA::argB; argB2; pyroA4; 

veA1 

Nayak et al, 2006 

BD85.6 pyrG89, pabaA1, yA2; ΔfluG::trpC; veA1 Este estudio 

BD181 pabaA1, yA2, pyrG89; abpA::mrfp/pyrG; 

veA1 

Araujo-Bazán et al, 2008 

BD182 pyrG89, pabaA1, yA2; ΔfluG::trpC; 

flbB::gfp/pyrG; veA1 

Este estudio 

BD183 pyrG89; ΔnkuA::argB; ΔsfgA::pyrG; 

argB2; gfp::flbB, pyroA4; veA1 

Este estudio 

BD184 pabaA1, yA2, pyrG89; ΔnkuA::argB;  

gfp::flbB, pyroA4; abpA::mrfp/pyrG; veA1  

Este estudio 

Tabla 5.2.1.: Cepas de Aspergillus nidulans empleadas en el presente capítulo. 

 

 

Los oligonucleótidos utilizados, por otro lado, se detallan en la tabla 

5.2.2.: 
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Oligonucleótido Secuencia 5´-3´ Objetivo 

flbB-PP1 GTT TTC TGG TCC TCG GTC AAC CGG TGG Generación de gfp::flbB 

flbB-PP2 CAT GGT GGT CGA GCT GTG AAT AGC GGA 

GAA 

Generación de gfp::flbB 

flbB-gfpSP TTC TCC GCT ATT CAC AGC TCG ACC ACC 

ATG AGT AAA GGA GAA GAA CTT TTCACT 

GGA GTT 

Generación de gfp::flbB 

flbB-gfpFP GTT CAG ATC CAA GGG TAT TGG CCT ACT 

ACT GAT CGA AGT CAT TTT GTA TAG TTC ATC 

CAT GCC ATG TGT 

Generación de gfp::flbB 

flbB-geneSP ATG ACT TCG ATC AGT AGT AGG CCA ATA 

CCC TTG GAT CTG AAC 

Generación de gfp::flbB 

flbB-GSP4 GAA AGG TGC GTG GGT TCG AAT CCC ACC Generación de gfp::flbB y 

flbB::gfp/pyrG 

flbB-GSP3 TGA CCT GAC AGC TCG CTT TTT TTC TGA GCT 

TTC TAA TGC 

Generación de 

flbB::gfp/pyrG 

flbB-GSP1 CCT CTT GTG GAT GCA CTC TGG AAT GTG 

GGC 

Generación de 

flbB::gfp/pyrG 

flbBGSP2 TGA ATA CAT CGT CTC ATC AGC ATG CCG 

GGT 

Generación de 

flbB::gfp/pyrG 

flbB-GFP1 TCC CGG CAT GCT GAT GAG ACG ATG TAT 

TCA GGA GCT GGT GCA GGC GCT GGA GCC 

Generación de 

flbB::gfp/pyrG 

flbB-GFP2 GCA TTA GAA AGC TCA GAA AAA AAG CGA 

GCT GTC AGG TCA GTC TGA GAG GAG GCA 

CTG ATG CG 

Generación de 

flbB::gfp/pyrG 

sfgA-PP1 GGC AGA AAC GAA CCC TTG GAA CC   Generación de ΔsfgA::pyrG 

sfgA-PP2  CAT GGA GAG AAA GAT CGA CGG TGG Generación de ΔsfgA::pyrG 

sfgA-GSP3 TGA CCG GAC CAT ACA CCT CGC Generación de ΔsfgA::pyrG 

sfgA-GSP4 GGT AAT CCG AGT TGG CTT GAC TAC GG Generación de ΔsfgA::pyrG 

sfgA-SMP1 CCA CCG TCG ATC TTT CTC TCC ATG ACC GGT 

CGC CTC AAA CAA TGC TCT 

Generación de ΔsfgA::pyrG 

sfgA-GFP2 GCG AGG TGT ATG GTC CGG TCA GTC TGA 

GAG GAG GCA CTG ATG CG 

Generación de ΔsfgA::pyrG 

Tabla 5.2.2: Oligonucleótidos utilizados en el presente capítulo.  

   

  La localización intracelular de FlbB se analizó in vitro en cultivos a 

temperatura ambiente, inoculando cuidadosamente una suspensión de conidias sobre un 

cubreobjetos sumergido en una placa de Petri con medio mínimo líquido con los 

nutrientes y requerimientos necesarios. Tras incubar a temperatura ambiente a distintos 
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tiempos, se fijaron las muestras con p-formaldehido al 4% (p/v) en PBS, a 4ºC durante 

18 horas. Se lavaron tres veces con PBS y se tiñeron con DAPI (Stinnett et al, 2007; 

Bernreiter et al, 2007; Peñalva, 2005). Tras ello, el cubreobjetos se montó sobre un 

portaobjetos y se analizó la localización subcelular de FlbB mediante microscopia de 

fluorescencia.  

 

  En cultivos in vivo a 37ºC, la fluorescencia de FlbB en diferentes fondos 

genéticos se analizó inoculando 15µl de una suspensión de conidias en 1ml de medio de 

cultivo WMM (Watch Minimal Medium; Peñalva, 2005). Se incubó durante 4 horas 

hasta observar la germinación de las esporas, momento en el que se comenzó a observar 

la localización de la fluorescencia manteniendo el cultivo a 37ºC. 

 

Para el análisis de la localización subcelular de FlbB tras la inducción de 

la conidiación y durante la producción de conidióforos, se inocularon placas de Petri 

con medio mínimo sólido fundido. Una vez solidificado, se retiró parte del medio y se 

inocularon esporas de la cepa a analizar en la conjunción entre la base de la placa y el 

medio sólido. Tras incubar durante 16-24 horas a 37ºC, se añadió a la zona de la placa 

vacía medio líquido sin fuente de nitrógeno (para mantener las condiciones inductoras) 

precalentado a 37ºC y se analizó la localización de FlbB. 

 

  Para el análisis de la dependencia del transporte de FlbB respecto al 

citoesqueleto de actina, se sustituyó el medio de cultivo por medio fresco con 

Latrunculina B (Calbiochem) en una concentración final de 100µM. Tras 5min, se 

comenzó a tomar fotografías. Tras ello, se retiró el medio para añadir nuevamente 

medio fresco y poder analizar la recuperación de la localización de FlbB. Para estudiar 

el papel del citoesqueleto de microtúbulos en el transporte y localización de FlbB se 

añadió al medio Benomilo (Aldrich; 2,4µg/ml). El envenenamiento de los circuitos 

energéticos de la célula se realizó añadiendo al medio una mezcla de acida sódica 

(NaCN) y fluoruro sódico (NaF), a una concentración final de 15mM para cada 

producto. 

 

  La cepa BD184 (gfp::flbB; abpA::mrfp/pyrG) se obtuvo por 

recombinación meiótica, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.2.1. La 

selección del genotipo abpA::mrfp/pyrG se hizo en base al fenotipo pyrG
+
, ya que, al 
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presentar ambas cepas parentales del cruce el marcador pyrG89, únicamente aquellas 

colonias con el genotipo abpA::mrfp/pyrG debían ser capaces de crecer en medio sin 

uridina ni urácilo. Dicho genotipo fue confirmado mediante fluorescencia, al igual que 

el genotipo gfp::flbB (apartado 5.2.2).  

 

5.2.2. Obtención de imágenes.  

Las imágenes de las cepas expresando las fusiones GFP::FlbB y 

FlbB::GFP se tomaron, por un lado, con un microscopio Nikon Eclipse E-600, equipado 

con un objetivo de inmersión 60x Apo 1,4 N.A. (Nikon), una lámpara de mercurio de 

100W y filtros Nikon, B2-A (excitación 495nm; emisión 530nm) y UV-2A (excitación 

360nm; emisión 460nm) para la detección por GFP y DAPI, respectivamente (Stinnett 

et al, 2007; Bernreiter et al, 2007; Peñalva, 2005). Las imágenes fueron adquiridas con 

una cámara digital ORCA-ER (Hamamatsu Photonics), y procesadas utilizando los 

programas Wasabi (Hamamatsu Photonics) y Metamorph (Universal Image). 

 

  Las imágenes de los cultivos in vivo, a 37ºC, se tomaron utilizando un 

microscopio Leica DMI6000b, equipado con un objetivo 63x Plan Apo 1,4 N.A., una 

lámpara de mercurio de 100W y filtros GFP (excitación 470nm; emisión 525nm), Txred 

(excitación 562nm; emisión 624nm) y D (UV; excitación 355nm; emisión 470nm). Las 

imágenes fueron adquiridas con una cámara digital ORCA-ER (Hamamatsu Photonics), 

y procesadas utilizando los programas Wasabi (Hamamatsu Photonics) y Metamorph 

(Universal Image). Las películas fueron generadas a partir de imágenes de fluorescencia 

tomadas cada dos minutos, utilizando el programa Metamorph (Universal Image). 

 

  5.2.3. PCR de fusión. 

  Las construcciones para la generación del mutante nulo en sfgA, o 

aquellas para la generación de las cepas expresando las fusiones GFP::FlbB o 

FlbB::GFP fueron generadas mediante PCR de fusión (apartado 3.2.6; Yang et al, 2004) 

utilizando los oligonucleótidos descritos en la tabla 5.2.2.  

 

  5.2.4. Generación de las cepas a analizar mediante fluorescencia. 

   Para generar las cepas expresando fusiones entre GFP y FlbB, se 

transformaron los protoplastos de diferentes cepas mutantes (apartado 2.2.3) con 300-

600ng de las construcciones generadas por PCR de fusión.  
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En el caso de la cepa que expresa la fusión GFP::FlbB, se transformó el 

mutante nulo BD143 en la forma descrita, con una construcción conteniendo GFP justo 

tras el codón inicial de FlbB y sin incluir ningún marcador genético. La inserción de 

esta construcción en el genoma provocó la pérdida del marcador pyrG, utilizado en la 

sustitución del locus flbB para la generación del mutante nulo (tabla 5.2.1). Así, la 

selección de los transformantes se realizó añadiendo a las placas de regeneración de 

protoplastos 2mg/ml de ácido fluororótico (Sigma), primando el crecimiento de las 

colonias con el marcador genético pyrG89.  

 

El mutante nulo de sfgA se generó una vez localizado el locus en el 

genoma (AN8129.3), sustituyendo, en la cepa que expresa la fusión GFP::FlbB (BD185), 

el gen sfgA por la construcción consistente en el gen pyrG de A. fumigatus con el 

promotor (1,25Kb) y terminador (1,46Kb) de sfgA (ver apartado 3.2.6; Yang et al, 

2004). 

 

  Los transformantes obtenidos fueron analizados mediante técnica de 

Southern Blot con el objetivo de verificar la correcta inserción de las construcciones  en 

las cepas transformadas (apartado 3.2.8). 

 

 5.3. RESULTADOS. 

  

5.3.1. Las proteínas quiméricas GFP::FlbB y FlbB::GFP son 

funcionales. 

  Las cepas que expresan las fusiones GFP::FlbB y FlbB::GFP se 

obtuvieron siguiendo la estrategia representada en el esquema de la figura 5.3.1A y 

5.3.1B. Con los oligonucleótidos señalados en el esquema (tabla 5.2.2), cada uno de los 

fragmentos necesarios se amplificó por PCR y por separado, siguiendo el mismo 

procedimiento que en el apartado 3.2.6. Como molde se utilizó DNA genómico excepto 

en el caso de los fragmentos correspondientes a gfp y a gfp/pyrG, que tuvieron como 

molde el plásmido pFN03 (Yang et al, 2004). Siguiendo el protocolo de PCR de fusión 

(Yang et al, 2004) se lograron las construcciones gfp::flbB y flbB::gfp/pyrG (figura 

5.3.1C), con las que se transformaron los protoplastos de la cepa BD143 (ΔflbB; 

Etxebeste et al, 2008) y  TN02A3 (Nayak et al, 2006), respectivamente. La correcta 
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inserción de las construcciones se verificó mediante Southern Blot (figura 5.3.1.D). Se 

obtuvieron así las cepas BD185 y BD167, respectivamente. El fenotipo conidiante de 

las cepas obtenidas, similar al de la cepa silvestre, es prueba de la funcionalidad de las 

proteínas quiméricas (figura 5.3.1E). 

 

 5.3.2. Localización subcelular de FlbB en hifas vegetativas. 

  Una vez generadas las cepas que expresaban las fusiones GFP::FlbB y 

FlbB::GFP, y dada su capacidad para conidiar indicando que eran quimeras funcionales 

(figura 5.3.1E), se procedió al análisis de la localización subcelular de FlbB. El marcaje 

en ambos extremos se realizó para ver si se observaban diferencias significativas entre 

ambos etiquetados.  

 

  La observación de la distribución de la fluorescencia en germínulas 

mostró que FlbB se hallaba predominantemente en el ápice de la hifa (figura 5.3.2), 

tanto para el marcaje amino como carboxilo terminal con GFP. En hifas con más de 16 

horas de crecimiento se comenzó a observar fluorescencia en el núcleo más apical, de 

acuerdo con su hipotética función como TF y su capacidad de unir al DNA. Es 

interesante reseñar que en determinadas ocasiones fue posible observar fluorescencia en 

el segundo núcleo más apical, pero siempre el núcleo más cercano a la punta era el que 

mostraba mayor intensidad de fluorescencia. Prácticamente la totalidad de las hifas 

mostraron la localización descrita, tanto en el caso de la proteína GFP::FlbB como 

FlbB::GFP (Fig 5.3.2, Paneles A y B). Este resultado sugiere la existencia de un 

mecanismo muy específico que debe controlar la localización celular de FlbB, siendo 

capaz de diferenciar el núcleo apical del resto de núcleos. 
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 Figura 5.3.1: Marcaje con GFP de FlbB. Representación esquemática de la estrategia para 

el etiquetado de FlbB con GFP A) en posición N-terminal, y B) en C-terminal (ver apartado 3.2.6). 

C) Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos y construcciones amplificados por PCR. D) 

Confirmación de la correcta inserción de las construcciones mediante técnica de Southern Blot. 

Panel superior: GFP::FlbB. El DNA genómico fue digerido con EcoRV y se utilizó como sonda el 

fragmento flbB-PP1/PP2. Se produce una sustitución del gen pyrG de Aspergillus fumigatus de la 

cepa BD143 por la construcción generada. La digestión con el enzima EcoRV da lugar a un cambio 

de tamaño en el fragmento de 5,1Kb (calle 2) a 3,1Kb (calles 3-6), de mayor tamaño que el gen sin 

etiquetar, vease la hibridación con DNA de la cepa silvestre (banda de 2,4Kb) (calle 7). Panel 

Inferior: FlbB::GFP. El DNA fue digerido con EcoRV y se utilizó como sonda el fragmento flbB-

GSP3/GSP4. La inserción de la construcción flbB::gfp/pyrG incrementa el tamaño de la banda 

EcoRV de 2,4Kb (calle 2) hasta 5,1Kb (calles 3-7). E) Comparación del fenotipo de la cepa 

conidiante TN02A3 (izquierda), la cepa que expresa GFP::FlbB (centro) y la cepa que expresa 

FlbB::GFP (derecha). No hay diferencia fenotípica entre las últimas dos respecto a la cepa silvestre.   
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 Figura 5.3.2: Localización subcelular de FlbB en hifas vegetativas. A) La fusión FlbB::GFP 

se acumulaba en el ápice tras 16 horas de cultivo a 25ºC en medio mínimo estático. Tras 24 y 36 

horas, la fluorescencia se observó también en el núcleo más apical y ocasionalmente en núcleos más 

alejados (indicados con puntas de flecha). La tinción con DAPI indica la posición de los núcleos en 

la hifa. En el caso de la fusión GFP::FlbB se obtuvieron los mismos resultados, mostrándose 

únicamente las imágenes tomadas a las 36 horas. B) Proximidad de FlbB al ápice de la célula. Las 

cabezas de flecha señalan la localización de FlbB en el ápice y en el núcleo más apical. Barra de 

escala = 10µm. 

 

  Para determinar el momento en el que FlbB debe migrar al ápice de la 

hifa, se procedió a observar las cepas que expresan las fusiones a GFP desde la 

germinación de las conidias. La figura 5.3.3 muestra cómo FlbB se localiza ya en el 

ápice de germínulas en las que el primordio de tubo hifal tiene escasos micrones (Panel 
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A, primera fotografía) y se mantiene en esta localización celular durante los diferentes 

estadios de crecimiento vegetativo analizados (panel A, resto de fotografías). FlbB 

parece estar muy próximo a la zona más apical de la hifa donde se localiza el orgánulo 

específico de hongos filamentosos denominado Spitzenkörper (Girbardt, 1957). 

Recientemente, se ha estudiado la posición de la maquinaria de endocitosis en A. 

nidulans utilizando, entre otras, la proteína AbpA (Actin binding protein; figura 1B; 

Araujo-Bazán et al, 2008) como marcador celular. AbpA se localiza en la proximidad 

del ápice formando un anillo y dejando una zona de exclusión próxima a la punta de la 

hifa (figura 5.3.3, Panel B, señalada como AbpA::mRFP). Se generó la cepa doblemente 

etiquetada, (AbpA::mRFP; GFP::FlbB), para determinar la posición de FlbB respecto a 

la maquinaria de endocitosis. Las restantes imágenes del Panel B de la figura 5.3.3 

muestran como FlbB se localiza en la región más próxima a la punta de la hifa, donde 

previsiblemente se encuentra el Spitzenkörper. Este resultado sugiere una posible 

hipótesis para un modelo de regulación de FlbB en el que este TF mantiene una 

posición en el ápice en espera de ser señalizado para su posterior transporte al núcleo y 

determinar así un cambio morfológico en el hongo desde una hifa en crecimiento activo 

hacia una hifa especializada en formar una estructura para la reproducción asexual del 

hongo.  

 

 Figura 5.3.3: Localización subcelular de FlbB en germínulas e hifas en diferentes estadios 

de crecimiento vegetativo. A) FlbB se localiza en el ápice (puntas de flecha blancas) desde los 

primeros momentos de la germinación de las esporas (panel izquierdo), y también en hifas en 

crecimiento muy activo de varias micras de longitud. Las flechas blancas muestran la fluorescencia 

en el núcleo más apical. Barra de escala= 15µm. B) Imagen de óptica Nomarsky de la zona más 

apical de la hifa y las respectivas fotografías de la fluorescencia de la fusión GFP::FlbB (en verde), 

AbpA::mRFP (en rojo) y la superposición de ambas (Merge). Barra de escala= 3μm. 
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5.3.3. FlbB se localiza en la célula mediante procesos energía-

dependientes. 

La acida sódica (NaCN) y el fluoruro sódico (NaF) son dos compuestos 

que añadidos al medio de cultivo impiden el acceso a las fuentes de energía (Peñalva, 

2005). Por ello, se analizó la localización subcelular de FlbB en estas condiciones y se 

observó que se perdían tanto su localización apical y como la nuclear (figura 5.3.4A). 

FlbB pasaba a localizarse en forma de cúmulos distribuidos a lo largo de todo el 

citoplasma. Así, se concluyó que la localización de FlbB en la célula no es pasiva o 

dependiente de un anclaje por interacciones con orgánulos, macromoleculas o 

estructuras celulares como ocurre con PacC, NapB o la nucleoporina An-Nic96 (Araujo-

Bazán et al, 2008) sino que está sometida a un control por mecanismos dependientes de 

energía.  

 

5.3.4. La localización subcelular de FlbB depende del citoesqueleto de 

actina, pero, no de los dímeros de tubulina. 

Para profundizar en el conocimiento del mecanismo de transporte de 

FlbB en la célula se estudió su localización en función de la organización de cada uno 

de los citoesqueletos de A. nidulans. El citoesqueleto de filamentos de actina es un 

elemento clave en el transporte de multitud de macromoléculas al ápice de las hifas 

(apartado 1.2; Steinberg, 2007a; Steinberg, 2007b), y puede desensamblarse mediante la 

adición de Latrunculina B (LatB) al medio de cultivo (Peñalva, 2005). El efecto de esta 

droga sobre la localización de FlbB puede observarse en la figura 5.3.4B. La 

localización nuclear y apical de FlbB se pierde con la adición de LatB (figura 5.3.4B, 

panel 2), recuperándose en el ápice a los pocos minutos de eliminarla del medio (panel 3, 

señalado mediante punta de flecha blanca). Igual que en la figura 5.3.3A, en la que se 

observaba que FlbB estaba presente en el ápice nada más producirse la germinación de 

las esporas, éste vuelve a aparecer en el ápice nada más recuperarse el crecimiento polar. 

Los resultados sugieren que la localización de FlbB es dependiente del citoesqueleto de 

actina. 

 

Por otro lado, los microtúbulos son estructuras dinámicas que se precisan 

para mantener la forma celular y estan involucrados en el transporte de membranas, 

organelas, moléculas de RNA y otros complejos protéicos, utilizando para ello motores 

moleculares denominados dineínas y quinesinas (Horio y Oakley, 2005; Steinberg, 
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2007a). Este transporte puede ser en ambas direcciones, desde las zonas más distales de 

la célula hasta la proximidad del ápice y viceversa. Por ello, se decidió analizar la 

posible dependencia del transporte de FlbB con respecto a los microtúbulos añadiendo 

benomilo a cultivos in vivo (apartado 5.2.1; Peñalva, 2005), compuesto que desorganiza 

los dímeros α/β de tubulina (figura 5.3.4C). 

 

 Figura 5.3.4: Localización subcelular de FlbB en: A) MMA con acida y fluoruro sódicos 

(panel inferior). Las puntas de flecha grises señalan varios agregados que forma FlbB. B) MMA 

con latrunculina B (panel 2) y MMA fresco añadido tras retirar el medio con LatB (panel 3); y C) 

MMA con benomilo (panel inferior). Las puntas de flecha blancas señalan la presencia de FlbB en 

el ápice; las flechas blancas, en el núcleo apical. Barra de escala = 10µm. 

  

  La localización subcelular de FlbB no se vio afectada por la adición de 

benomilo al medio de cultivo. A pesar de la morfología anormal que presentaban las 

hifas debido a la pérdida de la polaridad en el crecimiento, FlbB seguía estando presente 
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en el ápice y en el núcleo más apical. Por ello, se concluyó que el transporte de FlbB no 

dependía de la correcta funcionalidad de los dímeros de tubulina. 

 

  5.3.5. Localización subcelular de FlbB en mitosis. 

  Un momento crítico para el tráfico nucleo-citoplásmico durante el cíclo 

celular en A. nidulans es la mitosis, dado que el desensamblaje parcial del Complejo del 

Poro Nuclear (NPC) causa la parada del transporte activo a través de este complejo. 

Consecuentemente, determinadas proteínas nucleares pueden ver afectada su 

localización nuclear o citoplásmica (por ejemplo, An-Nic96, NapB, AnRanGAP; 

Araujo-Bazán et al, 2007; Osmani et al, 2006). Además, durante mitosis los 

citoesqueletos de actina y tubulina, sobre todo este último, sufren cambios drásticos que 

afectan al crecimiento polar de las hifas (Horio y Oakley, 2005).  

 

Debido a la localización altamente polarizada y nuclear de FlbB, se ha 

estudiado si durante la mitosis se modifica este patrón de localización subcelular. Para 

ello, se procedió a observar mediante microscopía de fluorescencia in vivo el 

crecimiento de diferentes hifas vegetativas. La figura 5.3.5 muestra las imágenes, 

tomadas cada dos minutos, de la localización de la proteína fluorescente GFP::FlbB en 

una hifa en crecimiento activo. Durante los primeros minutos (imágenes 1-3) se observa 

un núcleo apical fluorescente en el que durante las imágenes 4-7 se deja de observar la 

fluorescencia, para posteriormente volver a ser recuperada (imágenes 8-14). Esta serie 

de imágenes muestra que hay un espacio de tiempo, coincidente con la mitosis del 

núcleo apical, durante el cual FlbB no posee localización nuclear. Sin embargo, la 

fluorescencia apical se mantiene a lo largo de las diferentes exposiciones realizadas. Por 

lo tanto, a diferencia de lo observado con PacC (Araujo-Bazán et al, 2008), el TF FlbB 

no permanece unido al DNA durante la mitosis del núcleo apical. Así mismo, la 

distribución apical no depende del estadio de crecimiento vegetativo ni del momento del 

ciclo celular.  

 

Es interesante resaltar que, tras producirse la división nuclear, FlbB 

reaparecía en el interior de los núcleos hijos, pero se acumulaba principalmente en el 

más apical (figura 5.3.5A, imágenes 8-14). Posteriormente, la fluorescencia de este 

segundo núcleo desaparecía quedando FlbB localizado únicamente en el núcleo más 

apical (no mostrado). En este sentido, es posible observar un flujo de fluorescencia 
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desde el ápice hasta el núcleo más próximo (figura 5.3.5B). Como ya se ha indicado 

previamente, estos resultados evidencian un mecanismo de transporte nuclear 

extremadamente regulado para este TF hacia un núcleo concreto de la célula.  

 

 Figura 5.3.5: Localización subcelular de FlbB en mitosis. A) Secuencia de imágenes 

mostrando la localización de FlbB durante la división del núcleo apical de una hifa vegetativa. Se 

indica en cada imagen el tiempo transcurrido. La flecha blanca señala el núcleo hijo apical; la gris, 

el menos apical. Barra de escala= 10µm. B) Detalle de las imágenes 6 y 7 del panel A (aumentadas 

2x), donde se observa cómo parece formarse un flujo de fluorescencia partiendo desde el ápice 

hacia el núcleo más apical (puntas de flecha blancas). Barra de escala = 5µm. 

  

  5.3.6. Localización subcelular de FlbB en fondo genético ΔsfgA. 

SfgA es un TF en el que mutaciones de pérdida de función causan la 

supresión del fenotipo aconidial de los mutantes fluG
-
 (SfgA: Supressor of fluG 
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mutation; ver apartado 1.3.2; Seo et al, 2003; Seo et al, 2006). Así, el fenotipo de la 

cepa doble mutante (ΔfluG; ΔsfgA) es similar al de la cepa silvestre, formándose 

conidióforos normales. El análisis genético clásico, basado en relaciones de epistasia, ha 

situado al producto del gen sfgA corriente arriba del de flbB en la ruta de inducción 

temprana de brlA (Seo et al, 2006). Sin embargo, no se ha analizado si existe alguna 

relación funcional directa entre ambos. 

 

Puesto que no se disponía de una cepa con una pérdida de función en el 

gen sfgA, se procedió a generar un alelo nulo por reemplazamiento génico, para lo cual, 

se transformó la cepa BD185 con la construcción adecuada (ver apartado 5.2.4; figura 

5.3.5B) para obtener la cepa BD183. La observación de la quimera FlbB fluorescente en 

fondo genético ΔsfgA muestra una localización subcelular de FlbB diferente al fondo 

silvestre. FlbB se mantiene en el ápice, sin embargo, se observa fluorescencia en otros 

núcleos más distales al ápice (figura 5.3.5D). Teniendo en cuenta este cambio en la 

localización subcelular de FlbB en el citado fondo genético, y dado que SfgA es un 

factor de transcripción con dedos de zinc es posible hipotetizar que participe en la 

regulación de la síntesis de una molécula que ayude o regule en el transporte celular de 

FlbB. La naturaleza de esta relación funcional y el mecanismo por el cual se establece 

son temas que se abordarán en un futuro próximo.  
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 Figura 5.3.6: Localización subcelular de FlbB en fondo genético ΔsfgA. A) Representación 

de la región genómica alrededor del locus sfgA/AN8129.3, antes del reemplazamiento génico (panel 

superior) y después (panel inferior). B) Productos de PCR para la generación del mutante nulo de 

sfgA. Los fragmentos de cada carril y su tamaño quedan señalados en el panel. C) Confirmación de 

la correcta inserción de la construcción sfgA-PP1/GSP4 mediante técnica de Southern Blot. El DNA 

genómico fue digerido con HindIII y como sonda se utilizó el fragmento sfgA-PP1/PP2. En el caso 

de la cepa parental (calle 2) se observa una banda de 4,6Kb, la cual, pasa a ser de 2,7Kb al insertar 

la construcción e introducir nuevos sitios HindIII en el genoma (calles 3-8). D) Análisis de la 

localización subcelular de FlbB en la cepa BD183. El panel superior muestra una hifa donde se 

pueden ver dos núcleos (en fase G2 o S, señalados mediante puntas de flecha blancas). En el inferior 

pueden observarse hasta cinco núcleos. Barra de escala=10µm. 

 

5.3.7. Localización subcelular de FlbB en fondo genético ΔfluG. 

Al ser el elemento de la ruta de inducción temprana de la conidiación 

situado más cerca del estímulo inductor (Adams et al, 1998; Seo et al, 2006), se 

consideró interesante analizar los posibles cambios en la localización subcelular de 

FlbB en un fondo genético ΔfluG respecto a un fondo silvestre. La ausencia total de 

actividad de FluG suponía, además, la carencia total de la molécula inductora con cuya 

síntesis había sido relacionado este TF y, por consiguiente, una pérdida de la capacidad 

conidiante. 
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Para generar la cepa adecuada, se transformó la cepa aconidial BD85.6 

(tabla 5.2.1) con la construcción flbB::gfp/pyrG. La correcta inserción de la 

construcción se verificó en un total de 24 colonias mediante Southern Blot (figura 

5.3.6A). De entre estos transformantes se seleccionaron aquellas colonias con el patrón 

de restricción esperado y se analizó la localización de la proteína FlbB fluorescente. En 

el fondo genético ΔfluG, FlbB seguía sintetizándose y manteniéndose en la localización 

descrita para el fondo silvestre (figura 5.3.6B). Sin embargo, tras 10-12 horas de 

incubación, FlbB perdía totalmente su localización. 

 

  Siendo FluG un elemento previo a FlbB (Lee y Adams, 1994a; Adams et 

al, 1998) y atendiendo a los resultados obtenidos, parece que es importante una correcta 

actividad de FluG para que FlbB desarrolle su función a lo largo del ciclo vegetativo. Es 

posible que la pérdida de la localización subcelular de FlbB esté relacionada con la 

acción del metabolito inductor ligado a la actividad de FluG, aunque no pueden 

excluirse otro tipo de dependencias con respecto a este factor. 

 

Figura 5.3.7: Localización de FlbB en fondo ΔfluG. A) Confirmación mediante técnica de 

Southern Blot de la correcta inserción en la cepa BD85.6 de la construcción flbB::gfp/pyrG. El DNA 

genómico fue digerido con EcoRV y como sonda se utilizó el fragmento flbB-GFP1/GFP2, 

conteniendo el gen de pyrG de A. fumigatus. En la cepa parental BD85.6 no se observa la banda de 

2,4Kb, ya que, al no haber adquirido la construcción, no hay hibridación posible con la sonda 

utilizada. En los casos en los que la construcción se ha insertado correctamente se observa una 

única banda de 5,1Kb (calles 3-4 y 6-8; ver pie de figura 5.3.1D, panel inferior). B) Localización 

subcelular de FlbB en fondo genético ΔfluG en diferentes momentos del crecimiento vegetativo. La 

fluorescencia en el ápice se mantiene pero, tras 10 horas de cultivo, FlbB deja de observarse en la 

célula. Los tiempos se refieren a horas (h) desde la inoculación. Barra de escala= 10µm. 



Nuevos genes involucrados en la inducción de la conidiación en Aspergillus nidulans. 

 126 

 

5.3.8. Localización subcelular de FlbB tras la exposición al medio 

aéreo. 

La exposición al medio aéreo ha sido descrito como el estímulo inductor 

más importante de la conidiación. La presencia de FlbB descrita en hifas vegetativas 

sugiere que desempeña una función en la señalización de la conidiación antes de la 

recepción de dicho estímulo. En cambio, la figura 5.3.8 muestra cambios en la 

localización de FlbB tras la exposición al medio aéreo, en los cuales, se observa cómo 

FlbB se acumula en todos los núcleos de las hifas mostradas. Es interesante señalar que 

la localización apical de FlbB no es uniforme sino que en determinadas ramificaciones 

se mantiene, mientras que en otras no. La regulación de esta localización en este tipo 

celular no se ha investigado en detalle en este trabajo. 

 

Figura 5.3.8: Localización subcelular de FlbB tras la inducción de la reproducción asexual 

por exposición al medio aéreo. En las hifas que se muestran FlbB se acumula todos los núcleos. La 

localización apical es mantenida en algunas ramificaciones (punta de flecha blanca) mientras que 

en otras no (flecha blanca). Barra de escala= 10μm. 

 

5.3.9. Localización subcelular de FlbB durante la producción de 

conidióforos. 

Durante el proceso de formación de conidióforos se requiere la 

activación y represión de los genes implicados, cada uno en límites temporales y 

espaciales específicos (Adams et al, 1998). TFs como StuA o MedA actúan, 

respectivamente, como reguladores de esta expresión espacial y temporal (Miller et al, 

1992; Miller, 1993; Busby et al, 1996). De forma similar, el factor de transcripción 

BrlA es necesario no sólo para activar el proceso sino que se requiere también en 

estadios posteriores (Clutterbuck, 1970; Mirabito et al, 1989). 
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Las imágenes de microscopía de fluorescencia obtenidas en diferentes 

estadios del proceso de generación de conidios muestran que FlbB no posee una 

localización próxima a membrana plasmática en la vesícula, aunque se observan 

acumulaciones en el interior de la célula que podrían ser núcleos, extremo que no ha 

podido ser comprobado (figura 5.3.8A, panel 1). En el comienzo del desarrollo de las 

métulas, FlbB está presente de forma polarizada en los puntos de la vesícula donde 

comienzan a generarse estas estructuras y se mantiene en su ápice hasta su completo 

desarrollo (figura 5.3.8A, paneles 2-5; 5.3.8B, panel superior). De manera similar a lo 

observado durante el crecimiento vegetativo, en este caso también, FlbB vuelve a 

situarse por delante de la maquinaría de endocitosis, la cual parece volver a ser 

reclutada y ensamblada en las métulas (figura 5.3.8B, panel superior). Una vez que las 

métulas dejan de crecer para formar las fiálidas, FlbB desaparece de ellas (no mostrado). 

Tampoco se observa la presencia de FlbB en conidióforos maduros (figura 5.3.8B, panel 

inferior). Otra posibilidad ha sido analizar el desarrollo de conidióforos simplificados 

causados por el agotamiento en la fuente de carbono (Skronme et al, 1995), en los que 

se puede observar la presencia de FlbB, siempre en métulas en proceso de crecimiento, 

pero no cuando ya se han generado las conidias (figura 5.3.8C).  

 

5.4. DISCUSIÓN.  

Los experimentos de Northern Blot descritos en el apartado 3.3.7, mostraron 

niveles detectables de expresión de flbB durante todo el ciclo vegetativo. Estos niveles 

se traducen en la presencia de FlbB a partir de la germinación de la espora y también en 

estadíos posteriores como la inducción de la conidiación y determinadas etapas de la 

producción de conidióforos. La variación en la localización de FlbB en los tipos 

celulares analizados sugiere la existencia de un mecanismo específico de regulación 

espacio/temporal de su actividad. Por ello, mientras la discusión del capítulo 3 se centró 

en establecer una relación entre las regiones de FlbB definidas por las cepas BD11, 

BD12 y BD14 con la respuesta conidiante ante diferentes condiciones de estrés, este 

apartado permite especular en torno al papel que las diferentes regiones conservadas de 

FlbB pueden jugar en los mecanismos que determinan su localización en cada momento 

y tipo celular. 
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Figura 5.3.9: Localización subcelular de FlbB en diferentes estadíos de la producción de 

conidióforos. A) FlbB no se localiza en el tallo ni en la vesícula (panel 1) pero, sí lo hace en el ápice 

de las métulas que comienzan a formarse o se encuentran en fase de elongación (paneles 2-5). Barra 

de escala=10μm. B) Panel superior: FlbB se sitúa en el ápice que se elonga en las métulas, delante 

de la maquinaría de endocitosis, la cual, vuelve a ser reclutada. Panel inferior: FlbB no se localiza 

en fiálidas o conidias de conidióforos maduros. Barra de escala = 10μm. C) Localización de FlbB en 

conidióforos simplificados formados debido al agotamiento en la fuente de carbono. Barra de 

escala= 10μm. Se obtuvieron los mismos resultados en el caso de las cepas expresando las fusiones 

GFP::FlbB o FlbB::GFP. 
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En la secuencia de FlbB es posible diferenciar las mitades N- y C-terminal. La 

primera, además de conferir la capacidad de unión a DNA y, por consiguiente, de 

regulación transcripcional, podría contener las señales que determinaran su localización 

nuclear (NLS). La segunda posee varios dominios conservados necesarios para una 

correcta funcionalidad de FlbB a los que es posible atribuir la participación en las 

interacciones necesarias para el transporte de FlbB al ápice u otras interacciones no 

descubiertas hasta el momento que podrían tener lugar en el ápice de las hifas 

vegetativas (o de las métulas en elongación).  

 

 La localización nuclear de FlbB y su capacidad de unir al DNA implican la 

presencia de una NLS. La región anterior (más N-terminal) al dominio bZIP podría 

contener esta señal pero, sobre ella se discutirá más ampliamente en el siguiente 

capítulo. En cualquier caso, deben diferenciarse dos apartados relacionados: por un lado, 

la discriminación que tiene lugar en hifas vegetativas entre el núcleo apical y el resto y, 

por el otro, el mecanismo de importación de FlbB a este núcleo.  

 

En el primer caso, debería analizarse cuál es el papel que pudiera desempeñar 

SfgA (Seo et al, 2006), ya que sin su actividad se pierde esta capacidad selectiva. La 

relación puede ser directa (complejo SfgA-FlbB) o indirecta (SfgA regula la 

transcripción de elementos que participan en este mecanismo), pero la necesidad de este 

factor abre una línea de trabajo que podría aportar datos en torno a nuevos mecanismos 

a través de los cuales se acotan márgenes geográficos diferenciados dentro de una 

misma hifa. Un ejemplo similar es la formación y desorganización de los dímeros de 

tubulina durante la mitosis. En las zonas lejanas al ápice de hifas maduras con un 

crecimiento polar normal, los dímeros citoplasmáticos de tubulina se desensamblan 

completamente durante mitosis. Sin embargo, es imprescindible mantener la estructura 

de ciertos microtúbulos en las cercanías del ápice (por lo menos uno en 37 de los 42 

casos analizados por Horio y Oakley, 2005) para continuar con el crecimiento polar.  

 

La localización de FlbB (nuclear y apical) también parece depender de FluG, 

pero no de forma constitutiva sino a partir de un momento determinado del ciclo 

vegetativo. Es posible que la ausencia del metabolito inductor ligado a su actividad (Lee 

y Adams, 1994a), impida a su vez la acumulación de la molécula ligada a FlbB. Para 

profundizar en esta idea se podría analizar el patrón de expresión de flbB en un fondo 
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genético ΔfluG. Sin embargo, se ha descrito la existencia de mutaciones en el locus fluG 

con capacidad supresora de la mutación veA1 (Mooney et al, 1990), sugiriendo que 

FluG desempeña otras funciones en la célula. Por ello, no se pueden excluir otro tipo de 

causas que expliquen esta dependencia. 

 

Independientemente de la fusión estudiada (FlbB::GFP o GFP::FlbB), la 

localización subcelular de FlbB ha sido en todos los casos estudiados la misma.                     

Ello sugiere que su importación al núcleo no tiene lugar tras un truncamiento como 

ocurre, por ejemplo, con PacC y cabe pensar en otro tipo de mecanismo. En este sentido, 

FlbB presenta varias cisteinas conservadas a lo largo de su secuencia peptídica (C272, 

C382 y C303). No parece que estos residuos sean susceptibles de miristoilación o 

palmitoilación, ya que, las imágenes de fluorescencia apical de FlbB no sugieren una 

unión directa a membrana. Se puede pensar en un mecanismo de control similar al de 

Pap1. Este TF presenta dos regiones ricas en cisteinas, una central y la otra en C-

terminal denominada CRD (Cisteine Rich Domain), la cual interacciona con la 

exportina Crm1 determinando su localización citoplásmica basal (Castillo et al, 2002). 

La exposición a condiciones de estrés oxidativo inducidas por H2O2 o dietilmaleato 

inhibe, a través de diferentes mecanismos, la interacción de la región CRD con Crm1, 

provocando la importación de Pap1 al núcleo. Tampoco puede excluirse una 

modificación de interacciones hipotéticas que podrían establecerse en este caso en el 

ápice entre FlbB y otros factores, como en el caso del factor de transcripción de tipo 

bZIP Atf1 de S. pombe, cuya actividad está regulada por la proteína Sty1 y la 

competición ejercida respecto a la homodimerización de Atf1 por el también factor tipo 

bZIP Pcr1 (Lawrence et al, 2007). 

 

 La importación de FlbB al núcleo apical es un proceso activo que depende de la 

F-actina, ya que es inhibido por la Latrunculina B y el fluoruro y acida sódicos (figura 

5.3.4A y B). Esta localización nuclear de FlbB es homogénea (como ocurre en los casos 

de NapB o PacC; Araujo-Bazán et al, 2007; Fernández-Martínez et al, 2003) y no 

limitada a la envoltura nuclear como ocurre en el caso de las nucleoporinas (Osmani et 

al, 2006). Por ello, se puede confirmar un proceso activo de translocación de FlbB al 

núcleo a través del NPC, mediado por el importador/carioferina que reconocería su NLS. 

En mitosis, el NPC es parcialmente desensamblado y el transporte dentro y fuera del 

núcleo no ocurre de forma activa sino por difusión (De Souza y Osmani, 2007). Según 
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lo observado en la figura 5.3.5, FlbB pierde su localización nuclear en mitosis, 

diluyéndose probablemente a lo largo de todo el citoplasma y confirmando que en fase 

M no se encuentra uniendo al DNA como ocurre, por ejemplo, con formas truncadas del 

TF PacC (PacC
27

; Fernández-Martínez et al, 2003; Peñalva y Arst, 2004). Ello hace 

plantear si FlbB se encuentra realmente uniendo al DNA en el núcleo apical de hifas 

vegetativas o si, por el contrario, la unión únicamente tiene lugar en condiciones 

inductoras tras la recepción de las señales necesarias. Esta cuestión deberá ser estudiada 

en un futuro. 

 

 La figura 5.3.5 muestra un flujo de fluorescencia que parece proceder del ápice 

antes de observar el núcleo apical en fase G1 (panel B). Ello permite plantear que la 

importación de FlbB puede ser consecuencia de un transporte activo desde la punta de la 

hifa. Esta localización apical de FlbB se establece nada más producirse la germinación 

de la espora. Recientemente, se ha descrito que genes relacionados con la conidiación 

como fluG, dewA o stuA aumentan o disminuyen sus niveles de expresión en la 

germinación de las esporas (Breakspear y Momany, 2007). Debido a ello, los autores 

hipotetizan sobre un posible papel de estos factores en el establecimiento de la polaridad 

tras la fase de crecimiento isotrópico. Es posible que la localización apical de FlbB 

responda a una función en este sentido, pero, su mantenimiento en esta región durante 

todo el ciclo vegetativo parece indicar que se debe a una participación en un mecanismo 

sensorial encargado de monitorizar las condiciones del medio de crecimiento y decidir 

si se debe conidiar o no. Esta posibilidad será tratada más extensamente en el siguiente 

capítulo.  

 

Se plantean dos hipótesis de trabajo que expliquen el transporte de FlbB al ápice: 

Una síntesis en el Retículo Endoplasmático y posterior transporte al ápice o una síntesis 

in situ tras el transporte de su mRNA a dicha región. En este último caso, se está 

caracterizando un número cada vez mayor de factores que siguen este mecanismo. En 

Saccharomyces cerevisiae las proteínas SHE2 y LOC1 se unen al mRNA de ash1, 

transportándolo al citoplasma y formando la partícula ribonucleoprotéica (mRNP). 

SHE3 se asocia a dicha partícula permitiendo que sea transportada por MYO4 (=SHE1) 

a la célula hija a través de los cables de actina, donde es traducida e importada a su 

núcleo (Jansen et al, 1996; Beach y Bloom, 2001; Cosma, 2004; revisado en Zarnack y 

Feldbrugge, 2007). De forma paralela, regiones específicas del mRNA de flbB 
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interaccionarían con los factores que lo transportarían al citoplasma, donde sería 

reconocido por su motor molecular requiriendo quizá otro factor actuando en TRANS. 

Cualquiera de los dos posibles mecanismos planteados depende del citoesqueleto de 

actina, ampliando el espectro de procesos en los que su actividad es requerida como, por 

ejemplo, en una correcta morfología y el movimiento de las mitocondrias (Suelmann y 

Fischer, 2000), en la septación (Momany y Hamer, 1997), el transporte de orgánulos 

(Xiang y Plamann, 2003) o en el caso de FlbB, la conidiación.  

 

 Una vez en el ápice, FlbB interaccionaría con las proteínas de la ruta de 

señalización de la conidiación directamente relacionadas con él, y en condiciones 

inductoras, sufriría las modificaciones pertinentes que determinarían, en primer lugar, 

su transporte a todos los núcleos de hifas como las mostradas en la figura 5.3.8 y, en 

segunda instancia, la regulación en estas condiciones de la transcripción de sus genes 

diana. Por el momento no se conoce ningún gen cuya expresión regule FlbB y menos el 

mecanismo a través del cual actúa, lo cual, debería ser estudiado de cara a un mejor 

conocimiento de los mecanismos de regulación a través de los cuales participa FlbB en 

la señalización de la conidiación.  

 

El papel de FlbB en este proceso morfogenético continúa en la etapa de 

formación de las métulas, donde se halla en el ápice que se elonga. Se plantean dos 

posibilidades. En primer lugar, FlbB podría desempeñar un papel morfológico en la 

formación de métulas. En ese caso, los mutantes flbB
-
 deberían mostrar conidióforos no 

desarrollados completamente, con algún tipo de anomalía en las métulas, rasgo no 

observado en ninguno de los casos en los que dichos mutantes son capaces de conidiar. 

La segunda posibilidad sería que justo en este estadío FlbB participara en un nuevo tipo 

de “checkpoint” para confirmar que la conidiación debe continuar. Sin embargo, esta 

posibilidad se contrapone al carácter irreversible que clásicamente se ha asumido para la 

conidiación una vez activada la expresión de brlA (Prade y Timberlake, 1993). En 

cualquier caso, hasta ahora no se había descrito en la bibliografía ningún caso en el que 

algún factor de inducción temprana tuviera una función previa a o tras la activación de 

la expresión de brlA. Estas son las primeras evidencias en este sentido, por lo que se 

abre una nueva línea de trabajo que podría añadir nuevos datos en torno a los 

mecanismos de control de la conidiación y su posible relación con la maquinaria de 

control del crecimiento polar.                
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6-. DISCUSIÓN GENERAL: 

 Aspergillus nidulans ha sido empleado como sistema modelo para estudios de 

tipo básico y aplicado durante más de cinco décadas (ver apartado 1.1; Martinelli y 

Kinghorn, 1994). Hoy en día, se considera que la reproducción asexual en este 

ascomiceto homotálico es el proceso morfogenético mejor documentado hasta el 

momento (Kües y Fischer, 2006).  

 

A los trabajos fisiológicos y genéticos realizados en este campo en la década de 

los 70, y de corte progresivamente molecular de los años 80 y 90, les ha sucedido la 

caracterización de nuevos genes llevada a cabo en los últimos años, en muchos casos 

incorporando técnicas modernas de análisis molecular, como la localización subcelular 

a través de microscopía de fluorescencia, o estudios bioinformáticos. Sin embargo, y a 

pesar de estos avances, las cuestiones fundamentales sobre los procesos celulares que 

acaecen durante la conidiación distan mucho de estar bien descritos y comprendidos. 

 

El estudio de dos mutantes aconidiales (BD12 y BD13), y la posterior 

caracterización y análisis de la localización subcelular de FlbB, han permitido aportar 

nuevos datos en torno a los mecanismos de inducción, pero sobre todo, han abierto en 

esta tesis la oportunidad de localizar parte de la maquinaria encargada ello. A 

continuación, se discutirán los puntos más destacables de esta tesis doctoral:  

 

6.1. UNA VISIÓN RENOVADA DEL PROCESO DE INDUCCIÓN 

TEMPRANA. 

En la revisión más actualizada sobre el control del crecimiento y el desarrollo en 

Aspergilli, Jae Hyuk Yu y colaboradores (2006) dividen el proceso de conidiogénesis en 

dos etapas: una primera, llamada fase de inducción temprana, en la que se incorporan 

los factores FluG y FlbA-E, entre otros (ver apartado 1.3.2; Yu et al, 2006), y la llamada 

ruta central de conidiación, que se inicia con la activación de brlA (ver apartado 1.3.3). 

En cuanto a los factores de inducción temprana, una característica común son unos 

niveles sostenidos de expresión durante la fase vegetativa (Lee y Adams, 1994b; Wieser 

y Adams, 1995; Adams et al, 1998; Seo et al, 2006). Su papel dentro del proceso de 

inducción es aún indeterminado, si bien algunos estudios sugieren una participación en 

la integración de diversos estímulos externos que desemboca en la activación de la ruta 

central. En cualquier caso, la visión proyectada parece centrarse en un único itinerario 
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morfogenético que tiene lugar de manera secuencial (hifas> célula pie> tallo> vesícula> 

métula> fiálida> conidia; Adams et al, 1998). 

 

Como consecuencia del trabajo realizado en esta tesis, ha surgido una nueva 

visión sobre el proceso de conidiación que se puede sintetizar en los siguientes dos 

puntos: 

1-. Cada proceso morfogenético comprende la generación de células que 

pueden tener, a su vez, distintos itinerarios. Por ejemplo, durante el crecimiento 

vegetativo, Levin y colaboradores (2007) han identificado variaciones importantes en la 

expresión génica de hifas en función de su posición en el micelio. Por otro lado, en un 

sistema similar como N. crassa, durante la reproducción sexual se han identificado 28 

tipos celulares diferentes (Pöggeler et al, 2006). Otras observaciones indican que junto a 

estructuras como el conidióforo ocurren procesos de autólisis controlada en células 

adyacentes. Además, fenotipos de conidiación fallidos observados en ciertos mutantes a 

menudo desembocan en un proceso autolítico (Wieser et al, 1994; ver apartado 3.3.6). 

En consecuencia, la comprensión de los mecanismos de inducción de la conidiación 

exige el reconocimiento de todos los itinerarios celulares que tienen lugar y la 

incidencia de cada factor en cada uno de ellos. 

 

2-. La observación de factores relacionados con la inducción de la 

conidiación en el ápice revela que esta región alberga no sólo la maquinaria responsable 

de la extensión celular de las hifas vegetativas, sino también una maquinaria 

complementaria cuya función comprendería la captación y procesado de estímulos, con 

el objeto de dirigir los itinerarios morfogenéticos correspondientes a distintos 

programas. Dentro de esta maquinaria complementaria se incorporaría FlbB, objeto de 

estudio en esta tesis, y posiblemente otros factores como FlbA, un regulador de la señal 

de la proteína G (ver apartado 1.3.2; Lee y Adams, 1994a) que impide la unión a GTP 

del complejo heterotrimérico formado por fadA, sfaA, y gpgA (subunidades α, β y γ, 

respectivamente; Yu et al, 1996; Rosen et al, 1999; Seo et al, 2005). La consecuencia 

de esta represión es la inhibición del crecimiento vegetativo. En base a ello, se puede 

concebir la actividad de FlbA como un mecanismo de coordinación que en condiciones 

inductoras activa la reproducción asexual frente al crecimiento vegetativo. Puesto que 

éste último tiene lugar en la zona apical y, en principio, la proteína G heterotrimérica 

debería estar unida a uno de los 16 receptores específicos de membrana tipo GPCR 
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identificados en A.nidulans (GPCR: G-Protein Coupled Receptor; Lafon et al, 2006; 

Yu, 2006), es posible que FlbA presente también una localización apical. 

 

FlbC y FlbD son otros dos TFs involucrados en la inducción de la 

conidiación, con un dominio de dedo de zinc del tipo C2H2 y c-myb, respectivamente 

(ver apartado 1.3.2; Wieser y Adams, 1995; Adams et al, 1998). Ambos factores 

presentan homólogos únicamente en hongos con capacidad conidiante y presentan, 

además del dominio regulador en una de las mitades de la proteína, varias regiones 

conservadas en la otra mitad (ver alineamientos en Anexos). Por último, también 

AN0721.3/FlbF se acumula en el ápice de las hifas vegetativas. En este caso, además, se 

ha descrito una dependencia mutua entre FlbB y FlbF para una correcta localización 

(Garzia et al, en preparación). 

 

Por todo ello, se puede especular con una hipotética localización apical 

de estos factores de inducción temprana, por lo que sería conveniente obtener cepas que 

expresaran fusiones entre cada uno de estos elementos y GFP. También sería necesario 

determinar su posible organización en complejos. Hasta el momento, únicamente se han 

realizado experimentos de epistasia para establecer el orden relativo de estos genes en la 

ruta de inducción (Wieser y Adams, 1995; Adams et al, 1998; Seo et al, 2006). Así, 

FlbD y FlbB fueron situados secuencialmente, en una ruta paralela e independiente 

respecto a FlbA o FlbC. Sin embargo, estos resultados no aportan información en torno 

a posibles relaciones funcionales más complejas y su localización celular.  

 

6.2. RELACIÓN ENTRE SECUENCIA PEPTÍDICA DE FlbB Y SU 

LOCALIZACIÓN APICAL. 

La posible localización apical de los factores de inducción temprana abre la 

puerta a una nueva concepción de esta región como una estructura que integra 

elementos involucrados en distintos programas morfogenéticos. Aunque esta 

localización es especulativa en el caso del resto de factores de inducción, en el de FlbB 

implica la presencia de dos elementos imprescindibles, sobre los cuales se discutirá a 

continuación: 1-. Su secuencia peptídica debe contener una señal que permita el 

transporte a esta región. 2-. Debe existir un mecanismo encargado de su conducción, 

con una serie de factores responsables de ello. 
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1-. Con los resultados obtenidos en esta tesis, cabe proponer que los 

dominios conservados en la mitad C-terminal participan, entre otras posibles funciones, 

en la localización de FlbB (ver figura 3.3.3). Además, la presencia de un subgrupo de 

homólogos de FlbB con menor conservación en el extremo N-terminal, pero, 

manteniendo un elevado grado de conservación en la mitad C-terminal, podría indicar 

una especialización evolutiva de las funciones desempeñadas por los dominios 

conservados en esta región de FlbB y sus homólogos. Futuros estudios en los que se 

generaran nuevas formas de GFP::FlbB conteniendo truncamientos en el extremo C-

terminal, permitirán determinar los posibles cambios en la localización subcelular de 

FlbB, y asignar funciones de localización a alguno de los dominios antes citados. 

 

2-. El transporte de FlbB al ápice es un proceso dependiente de energía  

en el que es fundamental un correcto ensamblaje de la F-actina. Sin embargo, los cables 

de actina constituyen el “andamiaje” por el que se desplazan los factores que realmente 

son los encargados del transporte de diferentes elementos. Es la familia de proteínas 

denominada Miosinas la responsable de este transporte a través de los cables de actina 

(McGoldrick et al, 1995). Se ha descrito la existencia de diferentes subfamilias de 

miosinas y, en los hongos filamentosos cuyo genoma ha sido secuenciado, se ha 

identificado la presencia de cuatro de estas familias (Steinberg, 2007b). Asi, debería 

intentar determinarse cuál de estas cuatro familias de miosinas es la encargada de 

transportar a FlbB a través de los cables de actina. En este sentido, igual que FlbB, una 

de estas cuatro familias (la cual posee un dominio quitina sintasa) es exclusivamente 

fúngica (Hodge y Cope, 2000). 

 

Por otro lado, la interacción de las cargas (en este caso FlbB) con los 

transportadores puede tener lugar de forma directa (en CIS) o a través de otros 

elementos que actúen como intermediarios (en TRANS). En el caso de FlbB, por el 

momento ambas opciones son posibles. Además, dado que la falta de una forma 

funcional de AN0721.3 (fondo genético ΔAN0721.3) provoca la pérdida de la 

localización apical de FlbB, es posible que éste fuera un elemento actuando en TRANS 

(Garzia et al, en preparación). Sin embargo, la dependencia es mutua, ya que, siendo 

AN0721.3 también una proteína apical, dicha localización se pierde en un fondo 

genético ΔflbB. Por ello, de forma alternativa, se puede plantear la posibilidad de que 

FlbB y AN0721.3 fueran parte de un complejo multimérico apical encargado de la 
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señalización de la conidiación cuyo ensamblaje sería imposible a falta de formas 

funcionales de estos factores. 

 

Para finalizar este apartado cabe decir que en los últimos años se ha 

realizado un gran esfuerzo en la identificación, tanto en levadura como en hongos 

filamentosos, de factores que participan en el crecimiento polar (Virag y Harris, 2006a), 

o factores que son transportados a los puntos de polaridad. Algunos de estos factores 

son transportados en forma de mRNA a su destino. Este tipo de mecanismo fue descrito 

por primera vez en levaduras haploides con el factor de transcripción Ash1, represor de 

la endonucleasa HO, requerida para la interconversión entre sexo a y α. Esta conversión 

se puede dar únicamente en la célula madre mientras que en las células hijas es Ash1 el 

que la reprime. Para ello, la proteína es transportada en forma de mRNA y traducida in 

situ (Zarnack y Feldbrugge, 2007). Tras este hallazgo, se han identificado varios 

factores que siguen un mecanismo similar (revisados en Zarnack y Feldbrugge, 2007). 

Un hipotético transporte de este tipo requeriría en principio, la presencia de “zipcodes”, 

secuencias necesarias para la formación de la llamada partícula ribonucleoprotéica 

(mRNP) y la correcta migración del mRNA a su destino (Jambhekar et al, 2005). Los 

“zipcodes” suelen estar localizados en la región 3´ UTR, pero en S. cerevisiae se han 

identificado varios situados dentro de la región codificante. Aunque, se han intentado 

determinar las secuencias consenso dentro de los “zipcodes” que sirven para la unión 

del mRNA a las proteínas encargadas de su transporte y localización, todavía no han 

sido desarrollados modelos matemáticos que permitan su predicción e identificación en 

una secuencia de mRNA determinada (Jambhekar et al, 2005). Por ello, la forma más 

adecuada de estudiar un hipotético transporte del mRNA de flbB al ápice sería seguir el 

protocolo descrito por Aronov y colaboradores (2007), donde se analiza la localización 

de factores como Cdc42 generando una construcción que permite detectar tanto la 

proteína como su mRNA en la célula. 

 

 6.3.  IMPORTACIÓN DE FlbB AL NÚCLEO Y UNIÓN AL DNA. 

Los apartados anteriores han tratado sobre el mecanismo a través del cual FlbB 

es transportado al ápice y el papel que podría desempeñar en esta región junto al resto 

de elementos de inducción temprana. Otro aspecto a considerar es la mecánica de su 

importación al núcleo desde el ápice (ver figura 5.3.5). A continuación, se discutirán 

diferentes aspectos relacionados con la localización nuclear de FlbB. 
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1-. La importación de los TFs al núcleo es un proceso clave en la 

regulación de la expresión génica. Algunos factores se localizan en el núcleo 

constitutivamente (por ejemplo, PacC; Fernández-Martínez et al, 2003), mientras que 

otros son transportados a su interior en respuesta a estímulos concretos (por ejemplo, 

TFs retenidos mediante unión a membrana, revisados en Zupicich et al, 2001). FlbB 

puede corresponder a este segundo tipo, pero en todo caso, la importación nuclear 

requiere la presencia de una región de la secuencia peptídica implicada en ello. En este 

sentido, se ha observado que la región (G54-K72) guarda cierta similitud con una NLS 

clásica bipartita (Robbins et al, 1991). Estas señales suelen estar formadas por dos 

grupos constituidos principalmente de lisina y arginina, siguiendo generalmente la 

disposición: KR/KK-X(10-12)-KRRK (Fontes et al, 2003). En el caso de FlbB es 

posible que en esta región anterior a su dominio bZIP se localice una NLS clásica 

bipartita aunque no se ajuste al consenso y se vea alterada a KK-X(8)-KRRG. Las NLS 

clásicas suelen ser reconocidas por la importina α y transportadas por el heterodímero 

importina α/β1, por lo que se podrían realizar experimentos de doble híbrido para 

determinar si existe esta interacción. Además, esta región de FlbB contiene el residuo de 

Gly mutado en la cepa BD14 (G70), el cual, está implicado en la unión del bZIP al 

DNA (ver apartado 4.3.4). Sin embargo, es posible que residuos pertenecientes a una 

NLS participen también en la unión a DNA (Pokorska et al, 2000). En tal caso, a partir 

del plásmido utilizado para generar los alelos truncados en el extremo C-terminal (ver 

apartado 6.2), se podrían generar cepas expresando fusiones entre GFP y formas 

mutadas de FlbB en esta región de interés. La pérdida de localización nuclear sería 

indicativa de una función de estos residuos en su importación. 

 

Figura 6.1: Posible NLS bipartita de FlbB. A) Consenso definido para las NLS bipartitas 

clásicas (Fontes et al, 2003) B) Alineamiento de los honólogos de FlbB respecto a la posible NLS. 

Nomenclatura: Anid: A. nidulans; Ater: A. terreus; Sscl: S. sclerotiurun; Aory: A. oryzae; Afum: A. 

fumigatus; Snod: S. nodorum; Ncra: N. crassa; Fgra: F. graminearum; Mgri: M. grisea; Cimm: C. 

immitis; Bcin: B. cinerea. 

 



6-. Discusión general. 

 141 

Sin embargo, la importación de FlbB al núcleo también podría estar 

condicionada por algún tipo de modificación post traduccional de su secuencia peptídica. 

Parecen poco probables truncamientos de la cadena peptídica, ya que, la localización de 

las dos proteínas quiméricas analizadas, GFP::FlbB y FlbB::GFP, ha sido en todos los 

casos estudiados la misma. Sin embargo, no puede excluirse otro tipo de modificación 

en forma de fosforilación de alguna de las tres cisteinas conservadas presentes en la 

mitad C-terminal de FlbB (C272, C382 y C303). También hay una tirosina (Y383) 

altamente conservada que podría ser susceptible de fosforilación. Se puede considerar, 

por último, un cambio de plegamiento de FlbB o una competición de éste por la unión 

con FlbF y otro factor de importación. El primer caso (FlbB/FlbF) generaría una 

localización apical mientras que el segundo (FlbB-Transportador) provocaría la 

importación de FlbB al núcleo. 

 

2-. Una vez en el núcleo, FlbB debe ser capaz de unir a los promotores de 

los genes cuya expresión debe regular. El bZIP de FlbB es capaz de unir al DNA 

aunque no se conoce ningún gen cuya expresión esté regulada por él. Es conocido que 

los bZIP son capaces de homo o heterodimerizarse para unir al DNA (Vinson et al, 

2006) y se han desarrollado métodos de predicción en otros organismos para determinar 

la estabilidad de estas interacciones (Fong et al, 2004). También se ha demostrado que a 

nivel biológico es frecuente la formación de dímeros tras la unión al DNA, los cuales no 

se podrían formar sin esta premisa (Vinson et al, 1993; Metallo et al, 1997). Por último, 

también hay casos en los que determinadas proteínas aumentan o mejoran la 

dimerización y la capacidad de regulación transcripcional de ciertos bZIP (Schneider y 

Schepartz, 2001; Virbasius et al, 1999). Todas estas posibilidades permanecen abiertas 

en el caso de FlbB y son rasgos que deben determinarse para conocer y comprender el 

mecanismo de regulación a través del cual actúa. Estudios de microscopia de 

fluorescencia contribuirían, en primera instancia, a conocer si FlbB homo o 

heterodimeriza in vivo. Para ello, a partir de dos cepas, cada una de ellas expresando la 

fusión entre FlbB y una de las mitades de YFP, se generaría una cepa diploide (Hu et al, 

2002; Hoff y Kück, 2005). La presencia de fluorescencia en esta cepa sería indicativa de 

un mecanismo de homodimerización, en cuyo caso, los resultados de los experimentos 

de retardamiento en gel realizados y discutidos en el capítulo 4 cobrarían valor a nivel 

biológico. La ausencia de fluorescencia, en cambio, sería indicativa de un mecanismo 

de heterodimerización. En ese caso, debería hallarse el bZIP con el que interacciona 
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antes de o tras unir al DNA. Ello podría llevarse a cabo mediante experimentos de 

doble-híbrido o marcaje con YFP, pero, siempre con proteínas candidatas. También 

podría intentar aislarse, a partir de extractos protéicos determinados, proteínas capaces 

de interaccionar con el dominio bZIP de FlbB (Kato et al, 1998). Es posible que en 

respuesta a diferentes estímulos FlbB forme en ciertas ocasiones homodímeros y en 

otras heterodímeros, lo que permitiría formular nuevos mecanismos de acción que 

conferirían a FlbB un carácter multifuncional. 

  

3-. Los resultados obtenidos en esta tesis muestran diferencias en la 

localización nuclear de FlbB en las siguientes condiciones: En cultivo sumergido, la 

presencia de FlbB queda limitada al núcleo apical (apartado 5.3.2). Sin embargo, en 

hifas aéreas se observan variaciones, con algunas hifas presentando una localización 

nuclear característica del crecimiento vegetativo, mientras que otras presentan 

acumulación en todos los núcleos (ver apartado 5.3.8). Se desconoce, dentro del cultivo 

aéreo, cuál es el tipo de célula que presenta esta localización de FlbB o los mecanismos 

que permiten diferenciar unas células de las otras. Sin embargo, la diferencia entre un 

caso y el otro debe responder a la consecución de programas morfogenéticos diferentes. 

Por todo ello, se requiere un extenso análisis citológico y la definición de los tipos 

celulares que se generan tras la exposición de las hifas vegetativas al medio aéreo, como 

paso previo a la formación de la célula pie. 

 

6.4. PROCESOS CELULARES EN LOS QUE PODRÍA PARTICIPAR 

FlbB: ANÁLISIS FILOGENÉTICO DEL DOMINIO bZIP. 

La capacidad de FlbB de unión al DNA y de regulación transcripcional son 

rasgos contenidos en su dominio bZIP. Esta clase de domino comprende, a su vez, una 

primera región de dimerización (Landschultz et al, 1988) y un segundo dominio que es 

el de unión al DNA (Fujii et al, 2000). Se ha observado que en FlbB este último 

dominio guarda un elevado grado de conservación con bZIP de otros genes, como la 

familia AP-1 (ver apartado 4.3.1; Glover y Harrison, 1995). Por el contrario, los análisis 

filogenéticos realizados muestran que, junto con otros aspectos que se detallan a 

continuación, en su conjunto, el bZIP de FlbB pertenece a una subfamilia típica de 

hongos (ver figura 3.3.4). 
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Se han identificado 23 proteínas con dominio bZIP en A. nidulans, de las cuales, 

solamente han sido caracterizadas nueve, incluyendo a FlbB (apartado 3.3.2). Tres de 

ellas, JlbA (Strittmatter et al, 2001), CpcA (Hoffmann et al, 2001) y MeaB (Polley y 

Caddick, 1996), están principalmente implicadas en diferentes aspectos del 

metabolismo del nitrógeno. Dos de ellas, AtfA (Aguirre et al, 2005) y NapA (Asano et 

al, 2007), son proteínas involucradas en la respuesta al estrés oxidativo. Las cuatro 

restantes participan en procesos de diferente naturaleza, como MetR en el metabolismo 

del azufre (Natorff et al, 2003), HapX en la formación del complejo protéico Hap 

(Tanaka et al, 2002), HacA en la activación de las rutas genéticas que regulan el 

plegamiento, control de calidad y transporte de las proteínas secretadas (Saloheimo et al, 

2003), y el propio FlbB en la inducción de la conidiación (este trabajo; Etxebeste et al, 

2008). Los restantes 14 posibles bZIP permanecen sin ser caracterizados.  

 

Los análisis de filogenia muestran que el bZIP de A. nidulans evolutivamente 

más cercano al de FlbB es el de MeaB/AN4900.3 (figura 6.2), el cual, junto a 

AN0951.3 o AN8772.3, también pertenece a una subfamilia de bZIP exclusivamente 

fúngica (ver figura 3.3.4). 

 

Figura 6.2: Árbol filogenético de los dominios bZIP identificados en A. nidulans. El brazo 

del árbol al que pertenecen los bZIP de FlbB y MeaB queda encuadrado en negro. Los análisis 

filogenéticos se llevaron a cabo con el software MEGA 3.1 (método Neighbor-Joining, con un 

“bootstrap” de 50000 replicados y el modelo amino p-distance). 
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 Estos resultados permiten plantear la posibilidad de que ambos bZIP, el de FlbB 

y MeaB, procedan de un ancestro común y que FlbB mantuviera algún tipo de nexo con 

los procesos celulares en los que participa MeaB. Este factor de transcripción está 

involucrado en la activación directa de la expresión de NmrA, a través de la unión a una 

secuencia conocida y localizada de su promotor (Wong et al, 2007). NmrA es, a su vez, 

un represor de la actividad de AreA (Kudla et al, 1990), regulador transcripcional de la 

familia GATA responsable de la activación de genes implicados en la utilización de las 

diferentes fuentes de nitrógeno. En medios con niveles suficientes de amonio o 

glutamina, la actividad de AreA se encuentra inhibida; en cambio, en medios con 

agotamiento de la fuente de nitrógeno o con alanina, su actividad es promovida (Wong 

et al, 2007). En este sentido, se ha planteado que el factor determinante de la actividad 

de AreA son los niveles intracelulares de glutamina (Margelis et al, 2001). 

 

 Son varios los mecanismos a través de los cuales tiene lugar la regulación de la 

actividad de AreA (Small et al, 1999; Morozov et al, 2000; Morozov et al, 2001; Small 

et al, 2001; Todd et al, 2005;). NmrA participa en uno de ellos. Así, sus niveles de 

expresión vienen definidos también por los niveles intracelulares de las fuentes de 

nitrógeno pero, el patrón de expresión es opuesto al de areA (Wong et al, 2007). Es aquí 

donde MeaB participa en la activación de nmrA, siendo necesario para su expresión en 

medios con concentraciones suficientes de amonio o glutamina. En cualquier caso, se ha 

descrito que MeaB también debe estar implicado en otro tipo de actividades 

relacionadas con el metabolismo del nitrógeno (Polley y Caddick, 1996; Wong et al, 

2007). 

 

 Un rasgo común observado en todos los mutantes flbB
-
, es el fenotipo aconidial 

y autolítico que muestran en medio líquido con agotamiento de nitrógeno (ver figura 

3.3.7). En los trabajos referentes a MeaB no se hace mención de la capacidad conidiante 

de los mutantes ensayados en los diferentes medios pero, los resultados obtenidos, 

permiten plantear que el papel de FlbB en la inducción de la conidiación podría estar 

relacionado con rutas genéticas que enlazan en diferentes etapas con el metabolismo del 

nitrógeno. Una profundización en torno a esta posible relación podría completar la 

visión actual que se tiene sobre FlbB y, en general, sobre el proceso de inducción de la 

conidiación. En este sentido, en A. fumigatus se ha caracterizado un mutante (ΔAfatg1) 
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con una capacidad autofágica restringida debido a la deleción del homólogo del gen 

AN1632.3 de A. nidulans (Richie et al, 2007). Además de esta limitación, la cepa 

presenta un fenotipo aconidial en el que se generan conidióforos con fiálidas anormales 

y, el cual, puede ser suprimido mediante cultivo en medios con concentraciones 

elevadas de amonio o nitrato (40mM). Por ello, se propuso que la conidiación en 

situaciones de estrés depende de un proceso autofágico que aporta el nitrógeno 

suficiente para la formación de conidióforos. En la misma línea, los resultados 

obtenidos en esta tesis, han revelado posibles nexos entre flbB, conidiación, respuesta a 

estrés, autólisis y metabolismo del nitrógeno. Así, la exposición al medio aéreo podría 

generar una situación de estrés en el que la asimilación de las fuentes de nitrógeno del 

medio se viera limitada mientras que los niveles de especies del metabolismo del 

nitrógeno provenientes de un proceso autofágico inducido por estrés aumentarían. Este 

cambio generaría una respuesta conidiante en la que FlbB sería un efector 

imprescindible. 

 

6.5. CONIDIACIÓN EN Aspergillus nidulans: ESTÍMULO INDUCTOR Y 

POSIBLES FUNCIONES DE LOS FACTORES DE INDUCCIÓN 

TEMPRANA. 

Los resultados y la discusión generados en esta tesis propician una nueva visión 

en torno a las funciones de los diversos factores implicados en el proceso de inducción 

de la conidiación. Esta nueva visión se puede centrar en dos aspectos: 1-. La integración 

de señales en la respuesta conidiante. 2-. El papel o papeles desempeñados por los 

factores de inducción temprana en este proceso. 

 

1-. Históricamente, la inducción de la conidiación ha sido concebida 

básicamente como la respuesta a un determinado parámetro o estímulo ambiental o 

endógeno (ver apartado 1.3.1; Hansberg y Aguirre, 1990; Mooney y Yager, 1990; Lee y 

Adams, 1994a; Skromne et al, 1995; Lee y Adams, 1996, Roncal et al, 2002). Por otro 

lado, en algunos estudios se apunta hacia la posible integración de diversas señales en 

una respuesta morfogenética unitaria. En este sentido, la recopilación de la información 

disponible en torno a los fenotipos y los procesos celulares con los que guardan relación 

diferentes mutantes bld (“bald”) y whi (“white”) de Streptomyces coelicolor, llevaron a 

Chater (2001) a plantear la existencia de un sistema de monitorización (checkpoint 

multiplex) en el que la conidiación se vería condicionada por chequeos metabólicos, 
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morfológicos, homeostáticos y relacionados con condiciones de estrés. El caso de FlbB, 

en el que se requiere una forma funcional para las respuestas ante estímulos como el 

hambre de nitrógeno, el de carbono o la emergencia al medio aéreo, fortalece este 

último punto de vista. Ello significaría que las rutas genéticas de respuesta conidiante 

podrían estar interconectadas. A través de este sistema se integrarían en A. nidulans 

todas las señales o estímulos que definen el medio de crecimiento, permitiendo al hongo 

responder de forma unitaria y seleccionar finalmente una de las dos opciones: conidiar o 

no. Cabría pensar que uno de los estímulos pueda ser clave o prioritario ante el resto a la 

hora de determinar cuál será la respuesta del hongo. Sin embargo, ello no implica que el 

resto de estímulos no fueran monitorizados, señalizados e integrados en la respuesta 

general; y tampoco que el peso relativo de cada estímulo en la respuesta global pudiera 

ser variable en función de las condiciones del medio. En cualquier caso, este hipotético 

sistema de chequeo debería ser previo a brlA, ya que, la activación de su expresión es 

suficiente para desencadenar la conidiación (Adams et al, 1988; Prade y Timberlake, 

1993). Por todo ello, aunque FlbB había sido tradicionalmente situado en la ruta de 

respuesta a la exposición a un medio aéreo (Adams et al, 1998; Seo et al, 2006), dicho 

esquema y la forma de entender la inducción de la conidiación deberían ser revisados.  

 

2-. Los factores de inducción temprana son efectores imprescindibles en 

la activación de brlA en respuesta a condiciones inductoras del medio de crecimiento. 

Debido a esta definición, tradicionalmente ha sido asumido que su acción se enmarca 

dentro de un intervalo temporal entre la recepción de las condiciones inductoras y el 

comienzo de la expresíon de brlA. Probablemente como consecuencia de esta asunción, 

rasgos comunes como su expresión durante el crecimiento vegetativo fueron explicados 

aduciendo posibles regulaciones post-transcripcionales (Lee y Adams, 1994b; Wieser y 

Adams, 1995). Sin embargo, esta hipótesis no fue demostrada, puesto que en ningún 

caso se analizó si había traducción o si estos niveles de expresión derivaban en formas 

funcionales de las respectivas proteínas. 

 

En este trabajo se ha demostrado que FlbB está presente en la célula tan 

pronto como germinan las esporas y que además continúa estándolo durante todo el 

crecimiento vegetativo (ver apartado 5.3.2). Por lo tanto, en ausencia de evidencias que 

asocien a FlbB con otro tipo de procesos, debe concluirse que en el crecimiento 

vegetativo participa en el control de la conidiación frente a diversos estímulos de signo 
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indeterminado. Teniendo en cuenta los patrones de expresión descritos, es muy posible 

que, de forma análoga a FlbB, los demás elementos de inducción temprana también 

sean traducidos durante el crecimiento vegetativo y desempeñen alguna función en el 

control de la conidiación en esta fase. El marcaje con proteína fluorescente de todos 

estos elementos y el análisis de su localización subcelular permitiría responder a esta 

cuestión. La información obtenida a través de fraccionamientos de extractos protéicos 

muestra que FluG presenta una localización citoplasmática (Lee y Adams, 1994a). Sin 

embargo, no se pueden descartar acumulaciones en localizaciones celulares concretas 

como es el ápice en el caso de FlbB.  

 

La presencia de FlbB durante la elongación de las métulas implica una 

función aún desconocida en este estadío. Podría responder a una función morfológica en 

la formación de métulas o podría deberse a la participación de FlbB en un sistema que 

verificara la progresión de la conidiación (ver Discusión en capítulo 5). En cualquier 

caso, esta es la primera vez que se describe la presencia de uno de estos factores durante 

la conidiación, por lo que debería estudiarse la función a la que responde. Además 

genera la necesidad de revisar el segundo límite temporal en el que se ha enmarcado 

clásicamente la acción de los factores de inducción temprana.  
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Tras la consecución de este trabajo cabe realizar una serie de reflexiones finales 

sobre el posible papel desempeñado por FlbB en la inducción de la conidiación.  

 

Los datos obtenidos apuntan hacia FlbB como un factor que participa en un 

hipotético sistema sensorial localizado en el ápice de las hifas cuya función consistiría 

en el control de señales que desembocan en la conidiación. Estas señales estarían 

acompañadas por otras que inhiben el crecimiento vegetativo (Yu et al, 2006). El signo 

de la acción de FlbB con respecto a estas señales es desconocido por el momento. 

 

Su localización apical depende, entre otros, de energía metabólica y del 

citoesqueleto de actina, así como de la correcta funcionalidad de FlbF. Durante el 

crecimiento vegetativo, FlbB procesaría señales no inductoras, manteniéndose en el 

ápice y en el núcleo apical, en este último caso, de una manera presuntamente 

dependiente de SfgA. En estas condiciones FlbB no promovería la expresión de brlA y 

la consecuencia sería el mantenimiento de la maquinaría responsable del crecimiento 

vegetativo.  

 

Una vez que el sistema sensorial detectara condiciones inductoras, estas señales 

serían procesadas a través de FlbB, provocando la activación de la expresión de brlA. 

Esta activación no es directa, y tiene lugar a través de la acción de un intermediario 

metabólico específico. Por otro lado, FlbB participaría en el establecimiento de los 

diferentes itinerarios morfogenéticos que tienen lugar en este estadío.  

 

Por último, durante la conidiación, FlbB sigue sintetizándose para formar parte 

de estructuras específicas del conidióforo, lo cual, implica una diversidad funcional de 

este factor. 
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7-. CONCLUSIONES. 

 

a) Los factores AN7542.3/FlbB y AN0721.3 participan en la síntesis de un 

metabolito desconocido necesario para inducir la conidiación. 

 

b) FlbB es un regulador transcripcional capaz de unir DNA. 

 

c) Los mecanismos de regulación de FlbB varían en función del tipo de célula. 

 

d) FlbB está probablemente implicado en un mecanismo sensorial encargado de 

la señalización de la conidiación localizado en el ápice de las hifas 

vegetativas. 

 

e) La conidiación en Aspergillus nidulans es una respuesta unitaria del hongo 

que requiere la integración de las rutas genéticas relacionadas con los 

diferentes parámetros (estímulos) que definen las condiciones del medio de 

crecimiento. 
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Figura A.1: Alineamiento de los posibles homólogos de FlbA. Nomenclatura: Anid: A. 

nidulans; Aory: A. oryzae; Ani: A. niger; Nfis: N. fischeri; Ater: A. terreus; Acla: A clavatus; Afum: 

A. fumigatus; Cimm: C. immitis; Acap: A. capsulatum; Sscl: S. sclerotiurun; Cglo: C. globosum; 

Fgra: F. graminearum; Ncra: N. crassa. 
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Figura A.2: Alineamiento de los posibles homólogos de FlbC. Nomenclatura: Anid: A. 

nidulans; Anig: A. niger; Acla: A clavatus; Aory: A. oryzae; Nfis: N. fischeri; Afum: A. fumigatus; 

Ater: A. terreus; Cimm: C. immitis; Acap: A. capsulatum; Pans: P. anserina; Bfuc: B. fuckeliana; 

Mgri: M. grisea; Gzea: G. zeae; Cglo: C. globosum; Sscl: S. sclerotiurun; Ncra: N. crassa; Pnod: P. 

nodorum.  



9-. Anexos. 

 

 
Figura A.3: Alineamiento de los posibles homólogos de FlbD. Nomenclatura: Anid: A. 

nidulans; Aory: A. oryzae; Nfis: N. fischeri; Anig: A. niger; Afum: A. fumigatus; Ater: A. terreus; 

Acla: A clavatus; Cimm: C. immitis; Acap: A. capsulatum; Sscl: S. sclerotiurun; Bfuc: B. fuckeliana; 

Pnod: P. nodorum.  
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