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ABREVIATURAS 

3’-UTR: 3’ untranslated region o región 3’ no traducida 

5’-UTR: 5’ untranslated region o region 5’ no traducida 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

Af: Aspergillus fumigatus 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNasa: Ribonucleasa 

ARNm: ARN mensajero 

ARNr: Ácido ribonucleico ribosomal 

Arp: Actin related protein o Proteína relacionada con la actina 

bZIP: Basic Leucine Zipper Domain o dominio de cremallera de leucina 

cAMP: Cyclic Adenosine Monophosphate o monofosfato cíclico de adenosina 

CDP: Central Developmental Pathway o ruta central de desarrollo 

COPI: Coat Protein Complex I o complejo proteico de revestimiento I 

COPII: Coat Protein Complex II o complejo proteico de revestimiento II 

CSPD: Disodium 3-(4-methoxyspiro {1,2-dioxetane-3,2′-(5′-chloro)tricyclo 
[3.3.1.1]decan}-4-yl)phenyl phosphate 

DAPI: Diclorhidrato de 4’,6-diamidino-2-fenilindol 

DBD: DNA-binding domain o dominio de unión a ADN 

DEPC: Dietilpirocarbonato 

DIC: Differential interference contrast o microscopía diferencial de contraste de 
interferencia 

dp: Diámetro de poro 

DTT: 1,4-ditiotreitol 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid o ácido etilendiaminotetraacético 

EE: Early endosomes o endosomas tempranos 

FISH: Fluorescent in situ hybridization o hibridación fluorescente in situ 

Flb: Fluffy, low bristle expression o aconidial con baja expresión de brlA 

FP: Fluorescent protein o proteína fluorescente 

FT: Factor transcripcional 



GF: Green fluorescence o fluorescencia verde 

GFP1: Green fluorescence primer 1 

GFP2: Green fluorescence primer 2 

GFP: Green fluorescent protein o proteína fluorescente verde de la medusa 
Aequorea victoria 

GSP1: Gene specific primer 1 

GSP2: Gene specific primer 2 

GSP3: Gene specific primer 3 

GSP4: Gene specific primer 4 

GST: Glutathione S-transferase o glutatión-S-transferasa 

h: horas 

HA: Residuos 98-106 de la hemaglutinina del virus de la gripe humana 

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid  o ácido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinetanosulfónico 

IPTG: Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

kb: kilobase 

kDa: Kilodalton (= 1000 Da) 

LB: Luria-Bertani 

MCA: Aspergillus complete medium o medio completo Aspergillus 

mCh: Monomeric CherryRed Fluorescent Protein o proteína fluorescente 
monomérica roja CherryRed 

MFA: Aspergillus fermentation medium o medio de fermentación Aspergillus 

min: minutos 

MMA: Aspergillus minimal medium o medio mínimo de Aspergillus 

MMD: Myosin motor domain o dominio motor de la miosina 

MMR: Aspergillus regeneration medium o medio mínimo de regeneración 

MMR-TOP: Aspergillus regeneration medium-TOP o medio mínimo de regeneración-
TOP 

MOPS: 3-(N-Morpholino)-propanesulfonic acid o Ácido 3-(N-morfolino)-
propanosulfónico 

MPTs: Modificaciones Postraduccionales 

mRFP: Monomeric Red fluorescent protein o proteína monomérica fluorescente 
roja del coral Discosoma striata 

MTOCs: Microtubule Organizing Centers o Centros Organizadores de Microtúbulos 



NLS: Nuclear localization signal o señal de localización nuclear 

ORF: Open reading frame o marco abierto de lectura 

PABA: Para-aminobenzoic acid o ácido para-aminobenzoico 

PBS: Phosphate-buffered saline o tampón fosfato salino 

PCR: Polymerase chain reaction o reacción en cadena de la polimerasa 

PEG: Polietilenglicol 

PP1: Promoter primer 1 

PP2: Promoter primer 2 

ppo: Psi producing oxigenase u oxigenasa productora de factores psi  

Psi: Precocious sexual inducer o inductor sexual temprano 

PVDF: Polyvinylidene fluoride o fluoruro de polivinilideno 

RE: Retículo endoplasmático 

RF: Red fluorescence o fluorescencia roja 

ROI: Region of interest o región de interés 

rpm: Revoluciones por minuto 

s: segundos 

SDS: Sodium dodecyl sulfate o dodecil sulfato de sodio 

s.e.m.: Standard error of the meaning o error estándar de la media 

SMP1: Selectable marker primer 1 

SNARE: Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment Receptor o proteina 
soluble de union al factor sensible a la N-etilmaleimida 

TAP: Tandem Affinity Purification o purificación por afinidad en tándem 

TCA: Trichloroacetic acid o ácido tricloroacético 

Tris: Tris(hydroxymethyl)aminomethane o tris (hidroximetil)-aminometano 

UDA: Upstream developmental activators o activadores tempranos del desarrollo  

UV: Ultravioleta 

WMM: Watch minimal medium o medio mínimo para microscopía de fluorescencia 

WT: Wild type o silvestre 
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1. Aspergillus nidulans como hongo modelo: Características generales 

 Aspergillus nidulans es un hongo filamentoso modelo ampliamente empleado en el 

estudio de la genética y la biología celular de este tipo de organismos (Morris et al., 1992; 

Pontecorvo et al., 1953). Se clasifica dentro de la clase de los ascomicetos y el orden de los 

eurotiales, y es una de las más de 300 especies clasificadas dentro del género Aspergillus 

(Geiser et al., 2006; Kuo et al., 2015). El impacto económico de las especies pertenecientes a 

este género es elevado, debido a su empleo en la industria de la fermentación para la 

obtención de ácido cítrico o ácido glucónico (A. niger), o en el procesado de comida (A. 

oryzae), y también porque varias especies son patógenos de animales, plantas o frutas (A. 

fumigatus, A. flavus o A. parasiticus) (Taylor et al., 1993). 

 A. nidulans cumple con los criterios generales de los organismos modelo (Taylor et al., 

1993), no sólo por su proximidad evolutiva con las especies previamente mencionadas, sino 

también por la relativamente corta duración y elevada reproducibilidad de sus ciclos de 

crecimiento y reproducción, tanto el sexual como el asexual (ver secciones posteriores), en 

condiciones de laboratorio. Ello permite un crecimiento rápido, el intercambio genético entre 

cepas con igual o diferente dotación genética (A. nidulans es homotálico), el estudio de 

múltiples generaciones y una probabilidad elevada de que se generen mutaciones 

espontáneas en su genoma (Adams et al., 1998). La primera secuenciación y anotación de su 

genoma se realizó en colaboración entre Monsanto (www.monsanto.com) y el Instituto Broad 

(www.broadinstitute.org) (Galagan et al., 2005). Durante los últimos años, la actualización de 

los datos de secuenciación ha estado a cargo de la base de datos Aspergillus Genome Database 

(www.aspg.com) (Cerqueira et al., 2014). Actualmente, en cambio, la información más 

completa y actualizada sobre su genoma, transcriptoma y proteoma está integrada en la base 

de datos FungiDB (Fungal and Oomycete Genomycs Resources; fungidb.org/fungidb/). Esta 

base de datos predice que el genoma de Aspergillus nidulans consta de 30.52 millones de 

http://www.monsanto.com/
http://www.broadinstitute.org/
http://www.aspg.com/
http://fungidb.org/fungidb/
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pares de bases organizados en 8 cromosomas y 10 988 genes, de los cuales más del 80 % 

permanece sin caracterizar (Andersen, 2014). 

 

2. Crecimiento y reproducción: Ciclo de vida de Aspergillus nidulans 

 El ciclo de vida de A. nidulans consta de fases de crecimiento y reproducción. Por un 

lado, la fase de crecimiento está directamente relacionada con la colonización de sustratos, 

constituyendo una etapa clave del proceso infectivo en hongos patógenos. El tipo celular 

característico de esta fase es la hifa vegetativa, la cual, define a los hongos filamentosos (ver 

siguiente sección). Por otro lado, los procesos de reproducción permiten el intercambio 

genético entre cepas (ciclo sexual) y la generación de esporas que actúan como vehículo de 

dispersión hacia otros nichos (ciclo asexual) donde comenzar de nuevo con la fase de 

colonización (Oiartzabal-Arano et al., 2016; Pereira de Souza et al., 2011; Todd et al., 2007). A 

continuación se realiza una descripción de cada una de estas fases del ciclo de vida de A. 

nidulans. 

 

2.1 Establecimiento de la polaridad y crecimiento vegetativo 

 El ciclo de vida comienza con la deposición de una espora sobre un sustrato. La espora 

puede ser sexual (meiótica) o asexual (mitótica) (ver secciones 2.3.1 y 2.3.2, respectivamente). 

Tras un periodo de tiempo en estado latente, la espora comienza a crecer isotrópicamente, en 

todas direcciones (flechas en figura 1.1). Durante esta etapa, los materiales y la maquinaria 

necesarios para formar la membrana plasmática y la pared celular se dispersan a lo largo de la 

superficie (Momany, 2002). Tras ello, se define el punto de crecimiento, proceso que se 

conoce como el establecimiento de la polaridad (figura 1.1). Es este punto hacia donde se 

redirige el transporte intracelular de los materiales de la membrana y la pared celular, lo que 

permite la emergencia y extensión del tubo germinativo. Estas estructuras están 
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continuamente polarizadas, de modo que el transporte de cargos genera células cilíndricas y 

sincitiales (multinucleadas) llamadas hifas vegetativas (Kaminskyj y Hamer, 1998). Las hifas de 

A. nidulans contienen septos, tabiques porosos que dividen (pero, no aíslan) las distintas 

células a lo largo de una misma hifa (Harris, 2001). Además, las hifas de A. nidulans son 

capaces de generar ramificaciones, estableciendo de este modo nuevos ejes de polaridad 

(figura 1.1) (Momany, 2002). Las ramificaciones de las zonas periféricas de las colonias se 

evaden, mientras que las de las partes interiores se atraen, pudiendo llegar a fusionarse 

mediante un proceso denominado anastomosis (Glass et al., 2004; Hickey et al., 2002). La 

estructura generada recibe el nombre de micelio y constituye la principal estructura de la fase 

invasiva (Oiartzabal-Arano et al., 2016). 

 

Figura 1.1: Crecimiento vegetativo en A. nidulans. Tras un periodo de crecimiento isotrópico, se selecciona el 
punto de polaridad en una espora. Este hecho genera la formación del tubo germinativo, el cual crece por el ápice 
de la punta a consecuencia de la adición de materiales de la membrana plasmática y la pared celular. Las 
ramificaciones generan nuevos puntos de polaridad, expandiendo la hifa en distintas direcciones. Modificado a 
partir de (Oiartzabal-Arano et al., 2016). 

 

2.2 Mecanismo de crecimiento polarizado 

El establecimiento y mantenimiento del crecimiento polarizado en hongos 

filamentosos requiere la síntesis y direccionamiento continuo de proteínas, lípidos y 

carbohidratos de la membrana plasmática y la pared celular hacia el ápice de la hifa vegetativa 
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(Riquelme, 2013). Debido al crecimiento polarizado permanente, los materiales depositados 

en el ápice pronto pasan a zonas subapicales. Tras su endocitosis, algunos de estos cargos son 

capaces de acoplarse de nuevo al transporte entre subápice y ápice, mientras que la mayoría 

de ellos son transportados a zonas distales para su reciclado (Bergs et al., 2016; Taheri-Talesh 

et al., 2008). Por lo tanto, las vesículas que transportan los distintos cargos siguen dos rutas 

principales, un primer movimiento acropetal hacia el ápice de las hifas vegetativas, en el cual 

tiene lugar la exocitosis, y un movimiento basipetal desde el subápice de la punta, donde la 

endocitosis es un proceso masivo, hacia las zonas distales de la hifa. La coordinación entre 

estas dos rutas es necesaria para el mantenimiento del crecimiento polar de las hifas 

vegetativas (Berepiki et al., 2011). 

2.2.1 Transporte acropetal de cargos: formación de la membrana plasmática y la pared celular 

 La pared celular de los hongos filamentosos, y entre ellos la de las hifas de A. nidulans, 

está compuesta por glicoproteínas y polisacáridos, principalmente glucano y quitina. El glucano 

es el polisacárido más abundante de la pared celular y está compuesto por monómeros de 

glucosa unidos mediante distintos enlaces glicosídicos. Por otro lado, la quitina es un polímero 

lineal formado por unidades de N-acetilglucosamina unidas por enlaces β-1,4. La pared celular, 

al igual que la bicapa lipídica de la membrana plasmática, tiene también un componente 

proteico, el cual está entrelazado con la matriz de quitina y glucano (Bowman y Free, 2006). 

 El transporte de cargos hacia la región de crecimiento, o transporte acropetal, puede 

llevarse a cabo de distintas formas. En el caso de las proteínas, una posibilidad es que el ARNm 

correspondiente sea transportado en vesículas, sobre microtúbulos y junto con los 

componentes de la membrana plasmática, y que se traduzca dicho ARNm mientras se da su 

transporte (Jansen et al., 2014). Por otro lado, el transporte acropetal de proteínas suele 

seguir la ruta de secreción. Se comienza con la translocación de cargos en el retículo 

endoplasmático (RE) (Schalén et al., 2016). En A. nidulans el RE está polarizado y se sitúa 
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principalmente entre el núcleo apical y el anillo endocítico (figura 1.2) (Markina-Iñarrairaegui 

et al., 2013). En el RE, las proteínas se pliegan y son, generalmente, modificadas (MPTs: 

modificaciones postraduccionales) mediante distintas reacciones como la glicosilación, la 

formación de puentes disulfuro o la fosforilación (Conesa et al., 2001). 

 En un siguiente paso, las proteínas son transportadas del RE al aparato de Golgi (figura 

1.2). El transporte entre el RE y Golgi se realiza mediante vesículas o carriers que están 

definidos por el tipo de recubrimiento empleado en su ensamblaje. Mientras que los carriers 

cubiertos por el complejo proteico COPII (Coat Protein Complex II) median el transporte entre 

el RE y el aparato de Golgi, las vesículas cubiertas por COPI (Coat Protein Complex I) operan, 

principalmente, en la dirección opuesta, es decir, desde el Golgi al RE (Breakspear et al., 2007). 

 El aparato de Golgi también está altamente polarizado y se sitúa principalmente entre 

el RE y las inmediaciones del ápice (Minorov y Pavelka, 2008; Pinar et al., 2013a). El modelo 

que describe el tránsito de cargos a través del aparato de Golgi es conocido como Modelo de 

Maduración de Cisternas (Cisternal Maduration Model) (Glick y Nakano, 2009). Este modelo 

implica que las distintas cisternas que forman el aparato de Golgi son entidades que se forman 

a partir del RE y que experimentan cambios a nivel proteico y lipídico hasta lograr la 

composición apropiada (Glick y Nakano, 2009). Por otro lado, el aparato de Golgi recibe 

también cargos del sistema endo-lisosomal y, por ello, este orgánulo está considerado como 

un cruce entre la exocitosis y la endocitosis (Minorov y Pavelka, 2008). En el aparato de Golgi 

los cargos se clasifican en carriers que son transportados hacia el ápice (Pantazopoulou, 2016). 

Las proteínas Rab son una familia de proteínas que regulan el tráfico de vesículas. En A. 

nidulans, el tráfico anterógrado entre el aparato de Golgi y la membrana plasmática y pared 

celular del ápice está regulado por las proteínas RabORab1 y RabERab11. RabO media el tráfico a 

lo largo de las distintas cisternas del aparato de Golgi, mientras que RabE media la salida del 

Golgi y su tráfico hacia el ápice (Peñalva et al., 2017; Pinar et al., 2015). 
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 El citoesqueleto tiene un papel esencial en el transporte acropetal de cargos. Éstos son 

transportados primero sobre microtúbulos, gracias a la acción de motores moleculares 

denominados quinesinas (figura 1.2) (Lenz et al., 2006). Los microtúlulos son componentes del 

citoesqueleto que permiten el tráfico intracelular de larga distancia (Shukla et al., 2017). Se 

componen de dímeros de tubulina-α y -β que se nuclean desde centros organizadores de 

microtúbulos (MTOCs, Microtubule Organizing Centers; extremo minus) (ver referencias en 

(Steinberg, 2007)). Por otro lado, en general (y con excepciones recientemente descritas), las 

quinesinas son motores moleculares que se mueven en la dirección de crecimiento del 

microtúbulo (extremo plus), lo cual coincide casi siempre con un transporte acropetal. Se 

dividen en 15 familias dependiendo de su estructura (Hirokawa et al., 2009). En A. nidulans, 

existen 11 genes que codifican quinesinas (Schoch et al., 2003). Dentro de estos, kinA y uncA 

codifican las quinesinas 1 y 3, respectivamente. Se ha propuesto que la quinesina-1 participa 

en el transporte acropetal de vesículas de secreción, de la dineína y la dinactina (ver siguiente 

sección), mientras que la quinesina-3 podría estar involucrada en el transporte de vesículas de 

secreción, endosomas tempranos (early endosomes, EE) y peroxisomas (Baumann et al., 2012; 

Egan et al., 2012). Sin embargo, la quinesina-14 de A. nidulans, KlpA, es capaz de desplazarse 

tanto hacia el extremo plus como hacia el extremo minus de los microtúbulos, dependiendo 

del dominio que emplee para realizar la unión a éstos (Popchock et al., 2017; Yamada et al., 

2017) (ver apartado 2.2.2). Este descubrimiento reciente sugiere que la actividad de las 

quinesinas es más flexible de lo que se pensaba inicialmente. 

 Una vez que las vesículas de secreción llegan al subápice de la hifa, éstas son 

transferidas de los microtúbulos a los filamentos de actina (figura 1.2) (Taheri-Talesh et al., 

2008). En hongos filamentosos existen tres tipos de estructuras basadas en F-actina: anillos, 

agregados y cables de actina (Berepiki et al., 2011). Los anillos de actina, en cooperación con la 

miosina II, juegan un papel esencial en la formación de septos (Delgado-Álvarez et al., 2014; 

Taheri-Talesh et al., 2012). Los agregados de actina se encuentran en las regiones donde 
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ocurre la endocitosis, por lo que en A. nidulans se acumulan principalmente en el subápice 

(Araujo-Bazán et al., 2008; Upadhyay y Shaw, 2008). Finalmente, los cables de actina son 

filamentos lineales que se nuclean a través de forminas y que están presentes en las regiones 

más apicales de las hifas. En A. nidulans, SepA (su homólogo en levadura es Bni1p) es la 

formina que a través de su unión a la actina controla la nucleación de los filamentos (Harris et 

al., 2005). Los cables de actina median el transporte entre el subápice y el ápice a través de la 

miosina V, MyoE en A. nidulans (Berepiki et al., 2011; Taheri-Talesh et al., 2012). En este 

proceso el polarisoma juega un papel esencial. Este complejo proteico controla el ensamblaje 

de los filamentos de actina en los sitios de polarización, siendo esencial para determinar la 

polaridad de la hifa (Harris et al., 2005). 

 Los cables de actina se entrecruzan con vesículas de exocitosis de tamaño heterogéneo 

que se acumulan en una región denominada Spitzenkörper o cuerpo apical (figura 1.2) 

(Hohmann-Marriott et al., 2006; Peñalva, 2015). Esta estructura determina la forma de la hifa y 

la dirección del crecimiento (figura 1.2) (Harris et al., 2005; Virag y Harris, 2006). Además, se 

encarga del control espacial y temporal de la distribución de las vesículas de secreción hacia el 

ápice. 

 Una vez salen del Spitzenkörper, las vesículas de secreción se fusionan con la 

membrana plasmática (figura 1.2). En este proceso participan al menos tres componentes. El 

primero de ellos serían las proteínas Rab (Schultzhaus y Shaw, 2015). Un ejemplo es RabE, 

mencionado previamente y que forma parte de las vesículas de exocitosis (Pantazopoulou et 

al., 2014). Un segundo componente serían las proteínas SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-

sensitive factor Attachment REceptor), las cuales, son necesarias para completar la fusión con 

la membrana plasmática (Schultzhaus y Shaw, 2015). Las proteínas SynA y SsoA son dos 

ejemplos de proteínas SNARE (Schalén et al., 2016; Taheri-Talesh et al., 2008). La primera de 

ellas está presente en las vesículas de secreción (vesicle-SNARE) mientras que la segunda se 
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localiza en los sitios de exocitosis de la membrana (target-SNARE). Por último, el exocisto es un 

complejo formado por 8 proteínas que controla el proceso de fusión entre vesícula y 

membrana (ver referencias en (Schultzhaus y Shaw, 2015)). 

 

Figura 1.2: Tráfico acropetal y basipetal en hifas vegetativas de A.nidulans. El retículo endoplasmático (RE) y el 
aparato de Golgi realizan el plegamiento y maduración de las proteínas, ordenándolas en vesículas de secreción. 
Estas vesículas son transportadas sobre microtúbulos hacia la región subapical, donde son transferidas a los cables 
de actina. Las vesículas exocíticas se acumulan en el Spitzenkörper o cuerpo apical (indicado con la letra S en la 
figura). Las macrovesículas se acumulan principalmente en la región periférica del cuerpo apical mientras que las 
microvesículas son mayoritarias en el centro. El cuerpo apical actúa como centro suministrador de las vesículas de 
exocitosis (Bartnicki-García et al., 1995). El transporte basipetal comienza con la generación de vesículas de 
endocitosis en el subápice de las hifas. Las vesículas endocíticas generadas son transportadas por el motor 
molecular dineína (posiblemente también la quinesina KlpA) hacia zonas distales, permitiendo su reciclado. Algunos 
componentes endocitados pueden acoplarse de nuevo a la ruta de secreción entre el subápice y el ápice. 
Modificado a partir del modelo descrito por Taheri-Talesh y colaboradores (Taheri-Talesh et al., 2008). 

 

2.2.2 Transporte basipetal de cargos 

 El primer paso del transporte basipetal puede considerarse la endocitosis. Este es el 

proceso mediante el cual la membrana plasmática es internalizada para generar vesículas que 

se fusionan con el sistema endosomal (Peñalva, 2010; Read y Kalkman, 2003). En A. nidulans 

este proceso ocurre masivamente en el anillo subapical (figura 1.2) y, por ello, se considera 

que la endocitosis polariza la exocitosis en hongos filamentosos (Markina-Iñarrairaegui et al., 

2013; Takeshita et al., 2014). Cada cargo puede tener un destino diferente. Proteínas que 
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participan en la exocitosis, como SynA, son reincorporadas en la ruta de secreción (Taheri-

Talesh et al., 2008), mientras que otros cargos son transportados hasta el lumen de la vacuola, 

donde se degradan (Peñalva, 2010). Recientemente, ha sido descrito que ciertas proteínas 

señalizadoras inicialmente localizadas en el ápice de las hifas también pueden ser 

transportadas al núcleo y participar en el control del desarrollo o la respuesta a estrés (ver 

referencias en (Etxebeste y Espeso, 2016)). 

 El citoesqueleto tiene también una función esencial en el transporte basipetal de 

vesículas y proteínas. El complejo dineína-dinactina (Zhang et al., 2014) es el motor molecular 

principal en el transporte basipetal de cargos aunque las quinesinas de la familia 14 (KlpA en A. 

nidulans) también podrían tener actividad motora en esta dirección, ya que son capaces de 

desplazarse hacia el punto de nucleación o extremo minus de los microtúbulos (Popchock et 

al., 2017; Yamada et al., 2017), lo cual coincide con las zonas distales de las hifas (Wu et al., 

2006; Zhang et al., 2003). La dineína, además, juega funciones adicionales que son esenciales 

para la supervivencia del hongo, como la migración y el correcto posicionamiento de los 

núcleos o la orientación del huso mitótico durante la mitosis (Efimov y Morris, 1998). Para que 

la dineína realice su papel en el transporte basipetal de cargos, primero debe transportarse 

hacia y acumularse en la región apical, y unir las vesículas que debe transportar (Zhang et al., 

2010). Estos procesos tienen lugar mediante la quinesina-1, KinA (Zhang et al., 2003). Las 

cadenas pesadas de la dineína son las que le confieren la actividad motora (Asai y Koonce, 

2001), mientras que las cadenas ligeras permiten la unión con los distintos cargos (Steffen et 

al., 1997; Young et al., 2000). La dineína requiere de una correcta función de la dinactina para 

realizar su actividad motora. La dinactina es un complejo que contiene múltiples subunidades, 

incluyendo la propia dinactina y las proteínas relacionadas con la actina Arp1 y Arp11 (Arp, 

actin-related protein) (Zhang et al., 2003). La interacción entre el complejo dineína y sus cargos 

está mediada por la acción de diferentes adaptadores. Unos de estos elementos en A. nidulans 
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es HookA (Zhang et al., 2014), el cual conserva su funcionalidad al menos en U. maydis (Bielska 

et al., 2014). 

 En conclusión, la acción coordinada del citoesqueleto, los motores moleculares y 

complejos proteicos específicos, entre otros, es la que permite la endocitosis y exocitosis en 

hifas vegetativas, dos procesos interdependientes que son esenciales para el crecimiento 

polar. 

 

2.3 Ciclos reproductivos 

 Aspergillus nidulans ha desarrollado dos ciclos reproductivos (Adams et al., 1998; Todd 

et al., 2007). Dichos ciclos son mutuamente excluyentes y se inducen tras la detección y 

transducción de señales externas o internas como pueden ser la luz, el aire, situaciones de 

estrés o la presencia de metabolitos específicos (Adams et al., 1998; Atoui et al., 2010; 

Rodríguez-Urra et al., 2012; Yu, 2006). El objetivo de la reproducción asexual es la propagación 

del hongo a nuevos sustratos (Etxebeste et al., 2010a), mientras que la reproducción sexual 

permite el intercambio de material genético (Todd et al., 2007). Normalmente, el ciclo asexual 

precede al sexual. Sin embargo, para facilitar la lectura se seguirá el orden inverso. 
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Figura 1.3: Ciclos reproductivos en A. nidulans. La reproducción sexual deriva en la síntesis de cleistotecios, los 
cuales contienen en su interior multitud de ascas. Cada asca contiene, a su vez, ocho esporas sexuales o ascosporas. 
Los cleistotecios pueden llegar a contener hasta 10 000 ascosporas y se generan tras diversos procesos de meiosis y 
mitosis. El ciclo asexual, por su parte, deriva en la generación de conidióforos, los cuales portan miles de esporas 
asexuales o conidios. Los conidios se generan tras múltiples ciclos mitóticos de las células conidiogénicas, llamadas 
fiálidas. Ambas estructuras se generan a partir de hifas vegetativas, por lo que éstas pueden considerarse células 
potentes. Modificado a partir de (Todd et al., 2007). 

 

2.3.1 Desarrollo sexual 

 El ciclo sexual de A. nidulans deriva en la formación de ascosporas. Se induce en la 

zona más antigua de la colonia y preferentemente en ausencia de luz, ya que la luz retrasa el 
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inicio del desarrollo sexual (Yager, 1992). En un primer paso, se da la fusión de dos hifas 

homocarióticas (contienen la misma información genética en todos sus núcleos), formando 

una hifa heterocariótica (contiene núcleos que provienen de uno u otro parental) (figura 1.3). 

A. nidulans es homotálico, por lo que la fusión puede ocurrir entre hifas con igual o diferente 

dotación genética. En un segundo paso, se forma una estructura llamada crozier a 

consecuencia de la fusión de dos núcleos de la hifa heterocarionte. Tras un proceso de meiosis 

y dos de mitosis se genera la asca, la cual contiene 8 ascosporas (figura 1.3) (Todd et al., 2007). 

Las ascas se encuentran dentro de unas estructuras llamadas cleistotecios, que son los cuerpos 

fructíferos. Cada cleistotecio contiene cientos de ascas, por lo que el número de ascosporas en 

cada cuerpo fructífero puede superar las 10 000 (Todd et al., 2007). Los cleistotecios suelen 

estar rodeados de células Hülle (figura 1.3), las cuales se consideran fuente de nutrientes para 

el cleistotecio (Dyer y O'Gorman, 2012). 

2.3.2 Desarrollo asexual 

 Aproximadamente 16 horas después de la germinación de la espora, una población de 

las hifas vegetativas que han sido expuestas a señales inductoras inicia una secuencia de 

cambios morfológicos que culmina con la formación de estructuras asexuales llamadas 

conidióforos (Etxebeste et al., 2010a). En un primer paso, el grosor de la pared de la célula de 

la hifa que va a generar el coniodióforo aumenta, dando lugar a la formación de la célula pie 

(figura 1.3) (Adams et al., 1998). La célula pie constituye la base que sustentará toda la 

estructura que se va a generar. A partir de la célula pie emerge el tallo, el cual crece de forma 

polarizada. En un siguiente paso, la punta del tallo crece isotrópicamente formando una 

estructura globular llamada vesícula (figura 1.3). La vesícula alcanza un diámetro de alrededor 

de 10 µm. Contiene grandes estructuras en su interior, probablemente vacuolas, que 

desplazan la multitud de núcleos generados hacia la zona superior (Etxebeste et al., 2009b). La 

vesícula sirve como plataforma para múltiples puntos de gemación de células llamadas 
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métulas, donde cada una recibe un núcleo de la vesícula tras un proceso de mitosis (Kües y 

Fischer, 2006). Tras una breve fase de crecimiento polarizado, las métulas dividen sus puntas 

mediante un proceso de gemación que da lugar a dos células llamadas fiálidas. Las fiálidas son 

visibles aproximadamente 10 horas después de inducirse el proceso (figura 1.3). Las fiálidas 

producen largas cadenas de conidios de un modo basipetal (Sewall et al., 1990a). Esto indica 

que los conidios recién formados están cerca de la fiálida, mientras que los más antiguos se 

encuentran en el lado opuesto de la cadena. Los conidios son visibles alrededor de 15 horas 

después de la inducción del desarrollo asexual (figura 1.3). Cada conidióforo puede contener 

miles de conidios y solamente un conidio es suficiente para depositarse sobre una superficie, 

germinar y dar lugar a un nuevo ciclo de colonización. 

2.3.3 Equilibrio entre el ciclo sexual y el asexual 

 Los ciclos sexual y asexual de A. nidulans son mutuamente excluyentes. Por ello, 

existen mecanismos que controlan el balance entre ambos. Algunos de estos mecanismos 

establecen un control químico del desarrollo mientras que otros se basan en un control 

molecular y transcripcional. Actúan a diferentes niveles, siendo necesarios para la inducción 

del ciclo reproductivo adecuado (Bayram et al., 2010) o tras la inducción de éste para reprimir 

el segundo ciclo (Lee et al., 2014). En este capítulo, se describirán dos ejemplos, uno basado en 

el control químico (oxilipinas) y otro de control molecular y transcripcional (complejo Velvet). 

 Aspergillus nidulans produce, a partir del ácido oleico y linoleico, un grupo de oxilipinas 

denominadas factores psi (precocious sexual inducer; (Champe et al., 1987)). Estas moléculas 

modulan el balance entre el desarrollo sexual y asexual (Calvo et al., 2002). Los derivados del 

ácido oleico (18:1) se engloban dentro de los compuestos psiβ, mientras que los derivados del 

ácido linoleico (18:2) son conocidos como psiα (Champe et al., 1987; Champe y el-Zayat, 1989). 

Dependiendo del posicionamiento de los grupos hidroxi, se distinguen tres tipos de 

compuestos psi: psiA, psiB y psiC. Las cantidades relativas de estos tres compuestos 
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determinan qué ciclo reproductivo, sexual o asexual, será priorizado (Champe et al., 1987; 

Champe y el-Zayat, 1989). Los genes ppoA, ppoB y ppoC (ppo: psi producing oxigenase) 

codifican las oxigenasas encargadas de la síntesis de los compuestos psi de A. nidulans 

(Tsitsigiannis et al., 2004; Tsitsigiannis et al., 2005). La deleción de cualquiera de estos genes 

tiene un efecto significativo en la relación de los factores psi producidos y, por consiguiente, 

en el balance entre el desarrollo asexual y sexual (Brodhun et al., 2010). 

 El complejo Velvet constituye uno de los principales ejemplos de control molecular del 

balance entre los ciclos reproductivos sexual y asexual (Calvo, 2008; Rodríguez-Romero et al., 

2010). Este complejo está formado por distintas subunidades y puede variar su composición 

dependiendo de las condiciones ambientales, principalmente luz. Ello modifica, a su vez, su 

localización y actividad (Bayram et al., 2010). VeA es uno de los componentes centrales de este 

complejo. Es codificado por el gen veA y contiene un dominio NLS o señal de localización 

nuclear (Kim et al., 2002; Stinnett et al., 2007). VeA está presente principalmente en el 

citoplasma en presencia de luz, pero migra al núcleo en su ausencia (Stinnett et al., 2007). La 

migración de VeA al núcleo depende, entre otros, de la interacción entre su dominio NLS y la 

importina-α, KapA (Stinnett et al., 2007). La forma mutante VeA1 carece de los primeros 36 

aminoácidos del extremo N-terminal, lo cual incluye la NLS (Kim et al., 2002). Por lo tanto, la 

interacción entre KapA y VeA1 queda afectada y VeA1 se mantiene en el citoplasma tanto en la 

oscuridad como en presencia de luz (Stinnett et al., 2007). Así, los mutantes veA1 priorizan la 

formación de conidios en condiciones de oscuridad y, por ello, todas las cepas utilizadas en 

este trabajo pertenecen a este fondo genético. 
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3. Control genético y molecular del desarrollo asexual 

 La transición entre el crecimiento vegetativo y el desarrollo asexual está controlada 

por dos rutas principales. La primera de ellas incluye proteínas que, estando presentes en hifas 

vegetativas, participan, entre otras funciones, en la transducción de las señales inductoras y el 

inicio de los primeros cambios morfológicos del ciclo asexual. Se denomina ruta de inducción 

temprana (UDA, Upstream Developmental Activation pathway) (Yu et al., 2006). Por otro lado, 

la segunda ruta, denominada ruta central de la conidiación (CDP, Central Developmental 

Pathway) (Ni y Yu, 2007), regula el resto de transformaciones morfológicas que dan lugar a la 

formación de los conidios. brlA es el primer gen de la ruta CDP, se expresa específicamente 

durante la conidiación y actúa como regulador global al controlar la expresión del resto de 

genes conocidos de esta ruta (Adams et al., 1998). La transferencia del control del desarrollo 

asexual entre la ruta UDA y la ruta CDP se da en el promotor de brlA. Por ello, varios de los 

factores UDA son factores transcripcionales (FFTT) que unen directamente a este promotor 

(ver más adelante) (Etxebeste et al., 2009a; Garzia et al., 2010; Kwon et al., 2010). Para facilitar 

la lectura, se describirán primero los elementos centrales conocidos en la ruta CDP, finalizando 

con los de la ruta UDA. 

 

3.1 Ruta central de la conidiación (CDP) 

 brlA codifica un FT del tipo C2H2 dentro de la familia Zn finger (dedo de zinc). Este FT 

controla la expresión de otros genes necesarios para la conidiación (figura 1.4A) (Yu, 2010), por 

lo que sus mutantes de pérdida de función forman estructuras que se parecen a los tallos de 

los conidióforos pero, no producen vesículas y, por tanto, tampoco métulas, fiálidas ni conidios 

(Adams et al., 1998). Por el contrario, la sobreexpresión de brlA en células vegetativas inhibe el 

crecimiento e induce la formación en la punta de las hifas de células similares a fiálidas, las 

cuales, generan un conidio cada (Adams et al., 1998; Etxebeste et al., 2009a). 
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 La transcripción del gen brlA da lugar a dos ARNm-s diferentes, llamados brlAα y brlAβ, 

los cuales se acumulan en niveles detectables al comienzo del desarrollo de la vesícula (Prade y 

Timberlake, 1993). La transcripción de brlAβ comienza alrededor de 1 kb aguas arriba respecto 

al inicio de la transcripción de brlAα. Ésta, a su vez, comienza dentro de la secuencia intrónica 

de brlAβ (Adams et al., 1998). Las dos proteínas que derivan de estos transcritos difieren 

únicamente en que BrlAβ contiene 23 aminoácidos adicionales en el extremo N-terminal (Kües 

y Fischer, 2006). Cada forma parece cobrar importancia en etapas diferentes del desarrollo del 

conidióforo. BrlAβ parece ser necesario en las etapas iniciales, mientras que BrlAα parece serlo 

en las etapas finales (Prade y Timberlake, 1993). Sin embargo, se desconoce la relación de esta 

observación con los 23 aminoácidos adicionales que incorpora BrlAβ en su extremo N-

terminal. 

 Dos de los genes CDP sometidos al control transcripcional de BrlA son abaA y wetA 

(figura 1.4A) (Adams et al., 1998). abaA codifica un FT y su expresión es activada por brlA antes 

de la diferenciación de la fiálida (Andrianopoulos y Timberlake, 1994). Los mutantes nulos en 

abaA forman esterigmatas primarias (métulas) y secundarias (fiálidas) aberrantes y en vez de 

conidios forman una cadena de estructuras denominada como abacus (Clutterbuck, 1969; 

Sewall et al., 1990a). Por otro lado, WetA es necesario para la síntesis de los componentes de 

la pared celular de los conidios (Marshall y Timberlake, 1991). El fenotipo del mutante nulo en 

wetA es descrito como wet-white. Los mutantes en wetA forman conidióforos pero los 

conidios producidos no se pigmentan y muestran una inducción descontrolada de la lisis 

celular (Sewall et al., 1990b). 

 Se ha descrito también la necesidad de otros genes reguladores para el correcto 

desarrollo del conidióforo, como stuA, medA y vosA (Aguirre, 1993; Busby et al., 1996). Se ha 

propuesto que StuA y MedA controlan, a su vez, la expresión espacial y temporal de brlA 

(Aguirre, 1993). Por otro lado, vosA es un FT requerido en la biogénesis de trehalosa durante la 
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formación de conidios. La trehalosa es un disacárido formado por dos moléculas de glucosa 

que mejora la integridad de las células frente a condiciones de estrés. Asimismo, se ha 

propuesto que VosA reprime la expresión de brlA una vez acabada la conidiación, cerrando así 

el ciclo (Ni y Yu, 2007). 

 
Figura 1.4: Modelo de control genético de la conidiación (A) y modelo que recoge las etapas generales de la 
dinámica intracelular de FlbB que se analizarán en esta tesis doctoral (B). A) La ruta de inducción temprana (UDA) 
(en azul) está compuesta por los genes fluG, sfgA, flbA, flbB, flbC, flbD y flbE (ver siguiente sección). El primer gen de 
esta ruta es fluG, el cual, sería necesario, por un lado, para la activación de flbA y consiguiente inhibición del 
crecimiento vegetativo a través del control del complejo heterotrimérico formado por FadA, SfaD y GpgA, y por el 
otro lado, la inhibición de una supuesta represión ejercida por SfgA sobre la expresión de los genes flb. Ello 
permitiría la activación del gen maestro brlA, aunque se propone que hay dos rutas posibles para ello. La primera de 
ellas se basaría en la acción coordinada de FlbB, FlbE y FlbD mientras que la segunda estaría mediada por FlbC. Una 
vez activado brlA, el primer gen de la ruta CDP (en rosa), se activarían el resto de componentes, incluyendo abaA y 
wetA, derivando en la formación del conidióforo. AbaA regula otros genes como medA, wetA y vosA. Asimismo, 
WetA activa vosA y éste reprime la expresión de brlA. Modificado a partir de la tesis doctoral de la Dra. Elixabet 
Oiartzabal-Arano (Oiartzabal-Arano, 2016) y el trabajo de Krijgsheld y colaboradores (Krijgsheld et al., 2013). B) FlbB 
es un FT de la ruta UDA que se localiza en la punta de las hifas y en los núcleos más apicales. Sin embargo, se 
desconoce la relación funcional que pueda existir entre estas dos poblaciones de FlbB, ni se ha determinado aún si 
el origen de la fracción nuclear de FlbB está en la fracción apical, como se proponía en (Etxebeste et al., 2010a) 
(paso 2). Por otro lado, FlbB y FlbE interaccionan en la punta de las hifas vegetativas pero, se desconoce el 
mecanismo que siguen para localizarse allí ni el papel que podría jugar FlbE en el transporte acropetal de FlbB (paso 
1). 
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3.2 Ruta de inducción temprana (UDA) 

 Entre las funciones asociadas a la actividad de los factores UDA se incluyen la 

transducción de señales relacionadas con la conidiación, la inhibición del crecimiento 

vegetativo y el control de la expresión de brlA (Ni et al., 2010). Estudios genéticos de las 

décadas ochenta y noventa del siglo pasado identificaron seis genes que controlan la 

activación de brlA, los cuales fueron denominados fluG, flbA, flbB, flbC, flbD y flbE (figura 1.4B) 

(Wieser et al., 1994; Yager, 1992). Las mutaciones en cualquiera de estos genes producen un 

fenotipo aconidial conocido como fluffy debido al aspecto algodonoso que adquieren las 

colonias al mantener un crecimiento vegetativo ilimitado y ser incapaces de inducir la 

conidiación. Dicho fenotipo está causado por una menor o nula expresión de brlA, por lo que la 

mayoría de los genes que contenían las mutaciones que causaban este fenotipo fueron 

denominados flb o fluffy with low brlA expression (Wieser y Adams, 1995). 

 fluG es el primer gen de la ruta UDA. Los mutantes en fluG no generan conidios debido 

a la ausencia de un metabolito que se acumularía en la superficie de las hifas vegetativas 

(D'Souza et al., 2001). Rodríguez-Urra y colaboradores concluyeron que el meroterpenoide 

deshidroaustinol podía revertir el efecto fenotípico de la ausencia de fluG cuando era 

administrado junto con el diorcinol, un derivado del ácido orselínico (Rodríguez-Urra et al., 

2012). Se desconoce el mecanismo por el cual se lleva a cabo este proceso. La sobreexpresión 

de la proteína FluG completa o su extremo C-terminal es suficiente para causar la activación de 

brlA y el desarrollo de conidióforos en medio líquido (D'Souza et al., 2001; Lee y Adams, 1996). 

Se han asignado al metabolito asociado a la actividad de FluG otras dos funciones 

relacionadas con la inducción de la conidiación. Por un lado, bloquearía el crecimiento 

vegetativo activando a FlbA, una proteína UDA con dominio RGS o regulador de la actividad de 

proteínas G (Regulator of G-protein Signalling) (Han et al., 2004). Las proteínas G son 

complejos heterotriméricos que juegan un papel clave en la transducción de señales, al 
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alternar entre la forma heterotrimérica y la disociada (Han et al., 2004). La acción de las 

proteínas G está, a su vez, ligada a receptores específicos de membrana denominados GPCR 

(G-protein coupled-receptor o 7-transmembrane domain receptor; (Affeldt et al., 2012; Brown 

et al., 2015)). Aunque se desconoce el GPCR ligado a su actividad, se sabe que FlbA bloquea la 

disociación del complejo heterotrimérico formado por FadA (fluffy autolytic dominant; 

subunidad α de la proteína heterotrimérica), GpgA (subunidad ϒ) y SfaD (subunidad β) (figura 

1.4A) (Adams et al., 1998). Así, el complejo se mantiene y se induce el desarrollo asexual 

(Lafon et al., 2005; Seo et al., 2005). En consecuencia, la sobreexpresión de flbA inhibe el 

crecimiento en hifas vegetativas y estimula el desarrollo del conidióforo (Adams et al., 1998). 

Por el otro lado, el metabolito asociado a FluG eliminaría la supuesta represión ejercida por 

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

 FlbC es un FT tipo C2H2 que se localiza en los núcleos de las hifas y de las distintas 

células que forman el conidióforo, excepto en los conidios (Kwon et al., 2010). FlbC parece 

participar en una sub-ruta UDA independiente de la definida por FlbB, FlbD y FlbE (figura 1.4A). 

Dos proteínas de esta segunda sub-ruta, FlbB y FlbD, son FFTT. FlbB es un FT tipo bZIP (basic 

Leucine Zipper domain o dominio de cremallera básica de leucina) que constituye el primer 

ejemplo de un FT localizado en la punta de las hifas vegetativas (Etxebeste et al., 2008). Una 

vez que se establece la polaridad, FlbB se acumula en la punta de las germínulas. Del mismo 

modo, la inhibición de la polaridad causa la deslocalización de FlbB de la punta (Etxebeste et 

al., 2009a; Perez-de-Nanclares-Arregi y Etxebeste, 2014). La presencia de FlbB en la punta de 

las métulas sustenta también la existencia de una estrecha relación de FlbB con la polaridad 

(Etxebeste et al., 2009a). La localización apical de FlbB es actino-dependiente, mientras que los 

microtúbulos no parecen jugar un papel esencial en dicha localización (Garzia et al., 2009). En 

hifas vegetativas, además de en la punta, FlbB es detectado en los núcleos. Sin embargo, la 

localización nuclear de FlbB sigue un gradiente de concentración, de modo que los niveles 

máximos se observan en el núcleo apical y éstos van disminuyendo a medida que la distancia 
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con respecto a la punta aumenta (Etxebeste et al., 2008). No se conoce la relación exacta entre 

las poblaciones apical y nuclear pero, se sabe que FlbB contiene un dominio NLS (Herrero-

García et al., 2015; Oiartzabal-Arano, 2016) y que la inhibición de la localización apical afecta 

también a la nuclear (Garzia et al., 2009). 

 Varios análisis genéticos determinaron que flbE, flbB y flbD actúan al mismo nivel en la 

ruta UDA (Lee y Adams, 1994; Wieser et al., 1994; Wieser y Adams, 1995). Estudios 

moleculares posteriores han descrito que FlbB tiene una estrecha relación funcional con FlbD y 

FlbE (figura 1.4B). Por un lado, FlbE se localiza en la punta de las hifas vegetativas e 

interacciona con FlbB, de modo que en ausencia de uno de ellos, la localización apical del 

segundo queda inhibida (Garzia et al., 2009; Herrero-García et al., 2015). En los núcleos, por el 

otro lado, FlbB primero induce la expresión de flbD, quien codifica el segundo FT, del tipo c-

Myb, de esta sub-ruta UDA (Garzia et al., 2010). FlbB y FlbD se unen al promotor de brlA, 

activando su expresión de forma coordinada (figura 1.4A). La deleción de flbD disminuye 

significativamente la acumulación de FlbB en los núcleos, mientras que su sobreexpresión 

parece aumentarla (Oiartzabal-Arano, 2016). Por otro lado, la sobreexpresión de flbD en un 

fondo genético ΔflbB no es suficiente para inducir la conidiación (Garzia et al., 2010). Por lo 

tanto, ambos factores son necesarios para la activación de brlA. 

 Aunque FlbB muestra dos localizaciones principales, apical y nuclear, se desconoce si 

hay una relación entre ambas poblaciones o si una depende de la otra (paso 2 en figura 1.4B). 

El modelo desarrollado por el grupo de acogida de la doctoranda proponía que la población 

nuclear de FlbB, la cual sería la encargada de controlar la expresión de brlA en coordinación 

con FlbD, provendría muy probablemente del ápice de la hifa (Etxebeste et al., 2010b). Sin 

embargo, está hipótesis no ha sido confirmada aún. Al mismo tiempo, la existencia de un 

transporte basipetal de FlbB desde la punta al núcleo implica un transporte previo hacia el 

ápice de las hifas (paso 1 en figura 1.4B). Se desconocen las bases de este mecanismo y, 
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aunque es conocido que FlbE juega un papel central, no se ha realizado un análisis funcional de 

sus dominios y la relación de éstos con las distintas localizaciones de FlbB. Todas éstas son 

cuestiones en las que se ha profundizado en este proyecto de tesis doctoral. 
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OBJETIVOS 

 Los objetivos experimentales de esta tesis doctoral son los siguientes: 

 

1. Determinar la dirección y las etapas generales de la dinámica celular de FlbB en hifas 

vegetativas y analizar si existe una relación entre sus fracciones apical y nuclear. 

 

2. Determinar qué dominios de FlbB son necesarios para la localización apical del FT. 

 

3. Delimitar la extensión de los dominios más conservados en FlbE y caracterizarlos 

funcionalmente. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2: Materiales y métodos 
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1. Cepas, oligonucleótidos y plásmidos utilizados 

1.1 Cepas de Aspergillus nidulans 

 La tabla 2.1 recoge las cepas de A. nidulans utilizadas en este trabajo. 

Tabla 2.1: Cepas de Aspergillus nidulans empleadas durante la realización de esta tesis doctoral. Las cepas BD630 
y BD946 por un lado, y BD721 y BD1053, por el otro lado, son isogénicas y se generaron como control en diferentes 
experimentos. Aparecen identificadas con los símbolos ₪ y ɞ, respectivamente. 

Cepa Genotipo Fuente 

BD167 pyrG89; argB2; flbB::gfp::pyrGAf, pyroA4, ∆nkuA::argB; 
veA1 

(Etxebeste et al., 2008) 

BD177 pyrG89; argB2; ∆flbB::riboBAf, pabaB22, pyroA4, 
∆nkuA::argB; riboB2, veA1 

(Garzia et al., 2009) 

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

(Garzia et al., 2009) 

BD185 pyrG89; argB2; gfp::flbB, pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1 (Etxebeste et al., 2008) 

BD186 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; flbE::gfp::pyrGAf, 
veA1 

(Garzia et al., 2009) 

BD207 pyrG89; argB2; gfp::flbB, pyroA4, ΔnkuA::argB; 
flbE::mCh::pyroA, veA1 

(Garzia et al., 2009) 

BD294 pyrG89; argB2; flbB::HA3x::pyrGAf, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; veA1 

Dr. Oier Etxebeste, 
(Herrero-García et al., 

2015) 

BD608 pyrG89; argB2; flbB::Dendra2::pyrGAf, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; veA1 

Dr. Oier Etxebeste 
(Perez-de-Nanclares-

Arregi y Etxebeste, 
2014) 

₪BD630 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
riboB2, veA1 

(Perez-de-Nanclares-
Arregi y Etxebeste, 

2014) 

BD643 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C397A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

(Herrero-García et al., 
2015) 

BD645 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C382A;C397A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Este estudio 
(Herrero-García et al., 

2015) 

BD660 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::flbB::Dendra2]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Dr. Oier Etxebeste 
(Perez-de-Nanclares-

Arregi y Etxebeste, 
2014) 

BD717 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
hhoA::mrfp::pyrGAf; veA1, riboB2 

Dr. Oier Etxebeste, 
(Herrero-García et al., 

2015) 
ɞBD721 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 

pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
gpdAmini::flbE::mrfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 
(Herrero-García et al., 

2015) 

BD723 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C382A)]1x::pyroA4*, 

Este estudio 
(Herrero-García et al., 
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ΔnkuA::argB; gpdAmini::flbE::mrfp::pyrGAf, veA1 2015) 

BD724 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(L104A;E105A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2; gpdAmini::flbE::mrfp::pyrGAf, 
veA1 

Este estudio 
(Herrero-García et al., 

2015) 

BD731 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; 
flbE(ΔSP)::gfp::pyrGAf, veA1 

Dr. Oier Etxebeste 

BD735 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; gfp::flbE, veA1 Dr. Oier Etxebeste 

BD770 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; 
gpdAmini::flbE::mrfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD773 pyrG89; argB2; pyroA4; ΔnkuA::argB; 
gpdAmini::flbE::gfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD841 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
riboB2, gpdAmini::flbE::stag::pyrGAf, veA1 

Dra. Elixabet Oiartzabal 

BD867 pyrG89; argB2; flbB::HA3x::pyrGAf, pabaB22, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; riboB2, ΔflbE::riboBAf, veA1 

(Herrero-García et al., 
2015) 

BD918 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C272A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Este estudio 

BD920 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C272A)]2x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Este estudio 

BD921 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C280A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Este estudio 

BD923 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C280A)]2x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Este estudio 

BD925 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C236A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Este estudio 

BD930 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C236A)]2x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Este estudio 

BD936 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C303A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Este estudio 

BD941 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C303A)]2x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Este estudio 

₪BD946 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
riboB2, veA1 

Este estudio 

BD995 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; 
gpdAmini::flbE(W11A)::gfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD997 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; 
gpdAmini::flbE(K51A)::gfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD998 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; 
gpdAmini::flbE(Y85A;V86A)::gfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 
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BD1000 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; 
gpdAmini::flbE(P182A)::gfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD1001 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
riboB2, gpdAmini::flbE(W11A)::mrfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD1005 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
riboB2, gpdAmini::flbE(K51A)::mrfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD1012 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
riboB2, gpdAmini::flbE(D70A;D73A)::mrfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD1014 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
riboB2, gpdAmini::flbE(Y85A;V86A)::mrfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD1017 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
riboB2, gpdAmini::flbE(P182A)::mrfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD1020 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; gpdAmini::flbE(1-39)::flbB(1-426)::gfp::pyrGAf, 
veA1 

Este estudio 

BD1023 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; gpdAmini::flbE(1-39,W11A)::flbB(1-

426)::gfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD1026 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, pyroA4, 
ΔnkuA::argB; gpdAmini::flbE(1-202)::flbB(1-

426)::gfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD1029 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C236A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, gpdAmini::flbE::mrfp::pyrGAf, 
veA1 

Este estudio 

BD1037 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C272A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, gpdAmini::flbE::mrfp::pyrGAf, 
veA1 

Este estudio 

BD1047 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C272A;C382A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, gpdAmini::flbE::mrfp::pyrGAf, 
veA1 

Este estudio 

ɞBD1053 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
gpdAmini::flbE::mrfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

BD1057 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C272A;C382A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Este estudio 

BD1058 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C272A;C382A)]2x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Este estudio 

BD1060 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB, 
gpdAmini::flbE(D70A;D73A)::gfp::pyrGAf, veA1 

Este estudio 

MAD2949 pyrG89; argB2, ΔmyoE::pyrGAf; gfp::flbB, pyroA4, Dr. Oier Etxebeste 
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ΔnkuA::argB;, veA1 

MAD4325 pyrG89, pabaA1; argB2; 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]1x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
riboB2, ΔflbE::riboBAf, veA1 

Dra. Erika Herrero-
García 

(Herrero-García et al., 
2015) 

MAD4326 pyrG89, pabaA1; argB2; 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB]>3x::pyroA4*, ΔnkuA::argB; 
riboB2, ΔflbE::riboBAf, veA1 

Dra. Erika Herrero-
García 

(Herrero-García et al., 
2015) 

MAD4328 pyrG89; argB2; ΔflbB::riboBAf, pabaB22, 
pyroA+::[gpdAmini::gfp::flbB(C382A)]1x::pyroA4*, 
ΔnkuA::argB; riboB2, veA1 

Dra. Erika Herrero-
García 

(Herrero-García et al., 
2015) 

TN02A3 pyrG89; argB2; pyroA4, ΔnkuA::argB; veA1 (Nayak et al., 2006) 

 

 

1.2 Oligonucleótidos 

 La tabla 2.2 recoge los oligonucleótidos utilizados. 

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

Nombre Secuencia (5’3’) Objetivo 

DendraUp+ GAtail GGA GCT GGT GCA GGC GCT 
GGA GCC GGT GCC ATG AAC 
ACC CCG GGA ATT AAC CTG 
ATC AAG G 

Amplificación de Dendra2 y fusión a 
pyrGAf 
 

Dendradw+ pyrGctail GGG TGA AGA GCA TTG TTT 
GAG GCG ACC GGT TCA CTT 
GTA CAC GCC GCT GTC GCC 
GGA CC 

pyrGDendraUp GGT CCG GCG ACA GCG GCG 
TGT ACA AGT GAA CCG GTC 
GCC TCA AAC AAT GCT CTT CAC 
CC 

Amplificación de pyrGAf y fusión a 
Dendra2 
 

pyrGYFPcDw CTG TCT GAG AGG AGG CAC 
TGA TGC GTG ATG C 

flbB-GSP1 CCT CTT GTG GAT GCA CTC TGG 
AAT GTG GGC 

Generación del cassette 
flbB(p)::flbB::dendra2:: pyrGAf 
 flbB-GSP2 TGA ATA CAT CGT CTC ATC AGC 

ATG CCG GGT 

flbB-GSP3 TGA CCT GAC AGC TCG CTT TTT 
TTC TGA GCT TTC TAA TGC 

flbB-GSP4 GAA AGG TGC GTG GGT TCG 
AAT CCC ACC 

flbB-GFP1 TCC CGG CAT GCT GAT GAG 
ACG ATG TAT TCA GGA GCT 
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GGT GCA GGC GCT GGA GCC 

flbB-GFP2 GCA TTA GAA AGC TCA GAA 
AAA AAG CGA GCT GTC AGG 
TCA GTC TGA GAG GAG GCA 
CTG ATG CG 

Generación del cassette 
flbB(p)::flbB::dendra2:: pyrGAf y 
quimeras gpdAmini::FlbE::FlbB::GFP 

flbBNcoIUp CAT GCC ATG GAT GAC TTC 
GAT CAG TAG TAG G 

Amplificación de flbB::dendra2 para 
clonarlo en el plásmido 
pGPD::pyroA* flbBEcoRIDw CGG AAT TCT CAC TTG TAC ACG 

CCG C 

flbB_motifA(-1) GCT CAT TCC TGA TGA CAC TGC 
TGC TGG CGG CGT GC 

Secuenciación del plásmido 
pgpdAmini::flbB::dendra2::pyroA* 

flbB(sek4) GGA TCG CAG ACG GGC ATC G 

T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG Secuenciación del plásmido 
pGEM::dendra2::pyrGAf SP6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG 

flbB-C236A up GCT ACA GAT CCG GCT GAT 
GCA CTT GCC G 

 
Construcción del plásmido 
pgpdAmini::gfp::flbB(C236A)::pyroA* 
 

flbB-C236A dw CGG CAA GTG CAT CAG CCG 
GTA CTG TAG C 

flbB-C272A up CTG GAA TCA CCC GCT CGA 
GAT CAT ACC G 

 
Construcción del plásmido 
pgpdAmini::gfp::flbB(C272A)::pyroA* 
 

flbB-C272A dw CGG TAT GAT CTC GAG CGG 
GTG ATT CCA G 

flbB-C280A up CCG ACT ACC TCG CCC GAC 
GAT CCA TC 

 
Construcción del plásmido 
pgpdAmini::gfp::flbB(C280A)::pyroA* 
 

flbB-C280A dw GAT GGA TCG TCG GGC GAG 
GTA GTC GG 

flbB-C303A up GCT GAT GGC CAC CGC CCC 
ACC GCC AAG C 

 
Construcción del plásmido 
pgpdAmini::gfp::flbB(C303A)::pyroA* 
 

flbB-C303A dw GCT TGG CGG TGG GGC GGT 
GGC CAT CAG C 

flbB_C382A(+1) GAG AAC AAG GTG CGC GCA 
TAC GGA TTC GGG 

Construcción del plásmido 
pgpdAmini::gfp::flbB(C382A)::pyroA* y 
secuenciación del plásmido 
pgpdAmini::flbB::Dendra2::pyroA* 

flbB_C382A(-1) CCC GAA TCC GTA TGC GCG 
CAC CTT GTT CTC 

Construcción del plásmido 
pgpdAmini::gfp::flbB(C382A)::pyroA* 

FlbEW11AUp CTC TAC GGC TTC CGA GCG 
CCC CGA GCT GG 

 
Mutación puntual para la sustitución 
W11A en FlbE 
 

FlbEW11ADw CCA GCT CGG GGC GCT CGG 
AAG CCG TAG AG 

FlbEK51AUp GGA CTC ATT TAG GGC GAC 
GGA GCC G 

 
Mutación puntual para la sustitución 
K51A en FlbE 
 

FlbEK51ADw CGG CTC CGT CGC CCT AAA 
TGA GTC C 

FlbED70A;D73AUp CGC TTC ATT GAA CAG TAT GCC 
CCC GAG GCC GAA AGC 

 
Doble mutación para las 
sustituciones D70A;D73A en FlbE 
 

FlbED70A;D73ADw GCT TTC GGC CTC GGG GGC 
ATA CTG TTC AAT GAA GCG 

FlbEY85A;V86AUp GCC TTA TGC TGC TGC TGC TGC 
GAA AAC G 

 
Doble mutación para las 
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FlbEY85A;V86ADw CGT TTT CGC AGC AGC AGC 
AGC ATA AGG C 

sustituciones Y85A;V86A en FlbE 
 

FlbEP182AUp GGG TCG TCT AGT AAC ACA 
GCG TCG ACG CCG 

 
Mutación puntual para la sustitución 
P182A en FlbE 
 

FlbEP182Dw CGG CGT CGA CGC TGT GTT 
ACT AGA CGA CCC 

FlbE-SPforFlbBgeneSP GTT CAG ATC CAA GGG TAT 
TGG CCT ACT ACT GAT CGA 
AGT CAT CGG TCT TTG TAT GTA 
TTC CGC CGT AGC 

Generación quimeras 
gpdAmini::FlbE(1-39)::FlbB::GFP y 
gpdAmini::FlbE(1-39;W11A)::FlbB::GFP 

FlbEfullforFlbBgeneSP GTT CAG ATC CAA GGG TAT 
TGG CCT ACT ACT GAT CGA 
AGT CAT CGA AAA CGT TTT GTT 
GAA GAA TCG CGT TAA TGT 
CTC 

Generación quimera gpdAmini::FlbE(1-

202)::FlbB(1-426)::GFP 

FlbE-
GSP3forFlbBGFP2 

TGA CCT GAC AGC TCG CTT TTT 
TTC TGA GCT TTC TAA TGC TGA 
TTG CTG TAC GAG TTA TAT TAC 
GAC TGA TGA 

Generación quimeras  
gpdAmini::FlbE(1-39)::FlbB::GFP, 
gpdAmini::FlbE(1-39;W11A)::FlbB::GFP y 
gpdAmini::FlbE(1-202)::FlbB(1-426)::GFP  
 flbB-geneSP ATG ACT TCG ATC AGT AGT 

AGG CCA ATA CCC TTG GAT 
CTG AAC 

flbE-PP1 GCA ACA AAT TCG GCT GTT 
GGG CTC AGG 

Generación de 
gpdAmini::flbE::gfp/mrfp/stag::pyrGAf, 
GFP::FlbE y FlbE(ΔSP)::GFP::pyrGAf 
 

FlbE-geneSP 
 

ATG CCA GTC TAC ATG CTC TAC 
GGC TTC CGA TGG 

FlbE-PP2 CAT GGT AAG GCG ACG ACG 
GCC CTC 

 
 
 
Generación de GFP::FlbE y 
FlbE(ΔSP)::GFP::pyrGAf 

FlbE-gfpSP GAG GGC CGT CGT CGC CTT 
ACC ATG AGT AAA GGA GAA 
GAA CTT TTC ACT GGA GTT 

FlbE-gfpFP CCA TCG GAA GCC GTA GAG 
CAT GTA GAC TGG CAT TTT GTA 
TAG TTC ATC CAT GCC ATG TGT 

flbE-GSP2 CGA AAA CGT TTT GTT GAA 
GAA TCG CGT TAA TGT CTC 

 
 
 
 
Generación de 
gpdAmini::flbE::gfp/mrfp/stag::pyrGAf 

flbE-GFP1 GAG ACA TTA ACG CGA TTC TTC 
AAC AAA ACG TTT TCG GGA 
GCT GGT GCA GGC GCT GGA 
GCC 

FlbE-GFP2 TCA TCA GTC GTA ATA TAA CTC 
GTA CAG CAA TCA GTC TGA 
GAG GAG GCA CTG ATG CG 

flbE-GSP3 TGA TTG CTG TAC GAG TTA TAT 
TAC GAC TGA TGA 

flbE-GSP4 GCT TAC CTG CTG GAT CTC CTG 
CCG GTA CTT AGG 

Generación de 
gpdAmini::flbE::gfp/mrfp/stag::pyrGAf, 
quimeras gpdAmini::FlbE(1-

39)::FlbB::GFP, gpdAmini::FlbE(1-

39;W11A)::FlbB::GFP y gpdAmini::FlbE(1-
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202)::FlbB(1-426)::GFP y GFP::FlbE 

gpdA-flbE-Up CCG AGG GCC GTC GTC GCC 
TTA CCC CAT CCG GTG CTC TGC 
ACT CGA CC 

 
 
 
Generación de 
gpdAmini::flbE::gfp/mrfp/stag::pyrGAf 
 

gpdA-flbE-Dw CCA TCG GAA GCC GTA GAG 
CAT GTA GAC TGG CAT CAT 
GGT GAT GTC TGC TCA AGC 
GGG G 

flbE-PP2’-ATG GGT AAG GCG ACG ACG GCC 
CTC GG 

FlbB(sek3) GGC GCT GGA GGA CAG GC Secuenciación de flbB para 
confirmar la presencia de las 
mutaciones correspondientes a la 
sustitución de las cisteínas 236, 272, 
280 y 303 por alaninas 
 

FlbB(sek5) GCG TTG CGT TTT CCC GGC 

flbB-NLS-1 GGG TTT TGG TCC TCT TGC TGC 
GGC AGG TTG CCC 

brlAprobe sens CCA TGC AGA TCA GCC CTC Sonda para analizar la expresión de 
brlA mediante Northern-blot 
 

brlAprobe antis CGG AAT TCG TAA ACT GAA 
CGG TGC TCT GG 

flbB_dim(+1) GCA ATA CAT CAG AGC GGC 
AGC AAG CGA AGT TGCGCG G 

 
Generación del plásmido pGEX-flbB 
1-426(L104A;E105A) 
 

flbB_dim(-1) CCG CGC AAC TTC GCT TGC TGC 
CGC TCT GAT GTA TTG C 

 

1.3 Plásmidos 

 Para la expresión de proteínas de A. nidulans en Escherichia coli se utilizaron los 

siguientes plásmidos: 

 pGEX-2T: Este plásmido de la casa Pharmacia se utilizó para el etiquetado con 

Glutatión S-transferasa (GST) del extremo amino terminal de FlbB. 

 pGEX-flbB 1-426: Plásmido pGEX-2T con el cDNA completo de flbB. Se empleó para la 

expresión de GST::FlbB en E. coli (Herrero-García et al., 2015). 

 pGEX-flbB 1-426(L104A;E105A): Plásmido pGEX-flbB 1-426 con las mutaciones 

correspondientes a las sustituciones L104A y E105A, introducidas mediante PCR 

utilizando los oligonucleótidos flbB_dim(+1) y flbB_dim(-1) (tabla 2.2 y sección 5.6) y 

confirmadas mediante secuenciación (Herrero-García et al., 2015). 
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 pGEX-flbB 1-426(C382A): Plásmido pGEX-flbB 1-426 con las mutaciones correspondientes 

a la sustitución C382A (Herrero-García et al., 2015). 

 pGEX-flbB 1-426(C272A): Plásmido pGEX-flbB 1-426 con las mutaciones correspondientes 

a la sustitución C272A, introducidas mediante PCR con los oligonucleótidos flbB-C272A 

up y flbB-C272A dw (tabla 2.2 y sección 5.6) y confirmadas mediante secuenciación. 

 pGEX-flbB 1-426(C272A;C382A): Plásmido pGEX-flbB 1-426 con las mutaciones 

correspondientes a las sustituciones C272A y C382A. Para construirlo, se partió del 

plásmido pGEX-flbB 1-426(C272A) y se introdujo la mutación C382A mediante PCR 

empleando los oligonucleótidos flbB-C382A up y flbB-C382A dw (tabla 2.2 y sección 

5.6). Se confirmó la presencia de la mutación mediante secuenciación. 

 

 Los siguientes plásmidos fueron utilizados para transformar protoplastos de 

Aspergillus nidulans o para generar construcciones con las que posteriormente transformar 

protoplastos: 

 pDendra2: Plásmido comercial de la casa Clontech (www.clontech.com/). Se utilizó 

para obtener la secuencia de Dendra2 (Perez-de-Nanclares-Arregi y Etxebeste, 2014). 

 pgfp::pyrGAf (pFN03): Plásmido que integra el fragmento gfp::pyrGAf (Yang et al., 

2004). 

 pGEM::5xGA::Dendra2::pyrGAf: Plásmido que integra el fragmento 5xGA (5x[Glicina-

Alanina]) junto con Dendra2::pyrGAf (5.65 kb) (ver apartado 5.10 de este capítulo). Para 

ello, se partió de los plásmidos pDendra2 y pgfp::pyrGAf (pFN03). Por un lado, 

mediante PCR se amplificó el gen Dendra2, introduciendo la cola 5xGA en uno de los 

oligonucleótidos, y por otro lado, el fragmento pyrGAf. Después, se unieron ambos 

fragmentos mediante PCR de fusión y, aprovechando la cola de poli-A, se realizó una 

ligación en el plásmido pGEM®-T-easy (Promega). 

http://www.clontech.com/
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 pgpdAmini::pyroA*: Plásmido que integra una versión reducida (mini) del promotor del 

gen de la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (gpdAmini) junto al marcador de 

selección pyroA* (Pantazopoulou y Peñalva, 2009). Este promotor se utilizó para la 

expresión constitutiva de genes. 

 pgpdAmini::flbB::Dendra2::pyroA*: Plásmido para la expresión de FlbB::Dendra2 bajo 

promotor constitutivo gpdAmini. Para su construcción, se amplificó el fragmento 

FlbB::Dendra2 (oligonucleótidos FlbBNcoIUp y FlbBEcoRIDw), incluyendo los sitios de 

restricción NcoI y EcoRI en sus extremos, y se realizó la ligación en el plásmido 

pgpdAmini::pyroA*. La selección de transformantes de A. nidulans se realizó utilizando 

el fenotipo de pyroA+, ya que, la integración del plásmido tiene lugar en el locus pyroA 

(7.4 kb) (ver apartado 5.10 de este capítulo). 

 pgpdAmini::gfp::flbB(1-426)-pyroA*: Plásmido generado por la Dra. Erika Herrero-García 

para la expresión de GFP::FlbB bajo promotor gpdAmini (integración en el locus pyroA) 

(Herrero-García et al., 2015). 

 pgpdAmini::gfp::flbB(C236A)-pyroA*: Plásmido generado a partir del anterior y que 

integra las mutaciones correspondientes a la sustitución C236A. Para introducir la 

mutación deseada se utilizaron los oligonucleótidos flbB-C236A up y flbB-C236A dw 

(tabla 2.2 y apartado 5.6). 

 gpdAmini::gfp::flbB(C272A)-pyroA*: Plásmido pgpdAmini::gfp::flbB(1-426)-pyroA* que integra 

las mutaciones para la sustitución C272A (oligonucleótidos flbB-C272A up y flbB-C272A 

dw; tabla 2.2 y apartado 5.6). 

 gpdAmini::gfp::flbB(C280A)-pyroA*: Plásmido pgpdAmini::gfp::flbB(1-426)-pyroA* con las 

mutaciones correspondientes a la sustitución C280A. Se utilizaron los oligonucleótidos 

flbB-C280A up y flbB-C280A dw (tabla 2.2 y apartado 5.6). 
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 gpdAmini::gfp::flbB(C303A)-pyroA*: Plásmido pgpdAmini::gfp::flbB(1-426)-pyroA* con las 

mutaciones correspondientes a la sustitución C303A (oligonucleótidos flbB-C303A up y 

flbB-C303A dw; tabla 2.2 y apartado 5.6). 

 gpdAmini::gfp::flbB(C272A;C382A)-pyroA*: Plásmido pgpdAmini::gfp::flbB(C272A)-pyroA* en el 

que se introdujeron las mutaciones para la sustitución C382A (oligonucleótidos flbB-

C382A up y flbB-C382A dw; tabla 2.2 y apartado 5.6). 

 pstag::pyrGAf: Plásmido que integra el epítopo s-tag (Liu et al., 2010) junto al marcador 

de auxotrofía pyrGAf (De Souza et al., 2014). Este plásmido se utilizó para obtener la 

secuencia stag::pyrGAf y fusionarla a gpdAmini::FlbE (Dra. Elixabet Oiartzabal-Arano) (ver 

apartado 5.7). 

 

2. Condiciones y medios de cultivo para Aspergillus nidulans 

 En las tablas 2.3, 2.4 y 2.5 se describen la composición de los medios de cultivo, las 

soluciones para la preparación de dichos medios y los suplementos utilizados, respectivamente 

(Cove, 1966; Käfer, 1965). Generalmente, los cultivos líquidos se incubaron a 37 °C y 220-250 

rpm, aunque en el caso de la transformación de protoplastos de A. nidulans la temperatura de 

incubación fue de 30 °C. En el caso de los cultivos en placa de Petri, el medio sólido utilizado 

fue el medio mínimo de Aspergillus (MMA) para los análisis fenotípicos y el medio completo 

(MCA) para la obtención de conidios. En los experimentos de microscopía de fluorescencia, el 

medio utilizado fue el medio mínimo líquido Watch (WMM) (Peñalva, 2005), cultivándose los 

conidios sin agitación y a 25 °C. 
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Tabla 2.3: Medios de cultivo utilizados para A. nidulans y el método de preparación. 

Medios de cultivo Preparación (por litro) 

Medio mínimo con tartrato amónico 
(MMA-tartrato) 

20 mL de solución de sales y elementos traza 
Ajustar el pH a 6.8 con NaOH 
15.0 g agar (sólo para medio sólido) 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 
Añadir 100 mL solución de D-glucosa (2 %) 
Añadir 10 mL de solución de tartrato amónico (5 mM) 

Medio completo sólido (MCA) MMA-tartrato + 5.0 g extracto levadura 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

Medio completo líquido (MCA(l)) MCA sin agar 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

Medio de regeneración (MMR) 20 mL de solución de sales y elementos traza 
342.0 g sacarosa (1 M) 
Ajustar el pH a 6.8 con NaOH 
15.0 g agar 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 
Añadir 100 mL solución de D-glucosa (2 %) 
Añadir 10 mL de solución de tartrato amónico (5 mM) 

Medio de regeneración TOP (MMR-
TOP) 

MMR + 6.0 g agar 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

Medio de fermentación (MFA) 20.0 mL solución de sales y elementos traza 
25.0 g Corn Steep Liquor (CSL; Sigma-Aldrich) 
Ajustar el pH a 6.8 con NaOH 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 
Añadir 100 mL solución de sacarosa (3 % (p/v)) 
Añadir 10 mL de solución de tartrato amónico (5mM) 

Watch Minimal Medium (WMM) 1 mL de elementos traza (1/1000) 
0.5 g KCl (17 mM) 
0.5 g MgSO4·7H2O (5 mM) 
Ajustar el pH a 6.8 con NaOH 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 
Añadir 5 mL NaH2PO4 5 M (25 mM) + 5 mL solución de 
D-glucosa (0.1 % (p/v)) + 10 mL de solución de tartrato 
amónico (5 mM) 
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Tabla 2.4: Soluciones para A. nidulans y el método de preparación. 

Soluciones Preparación (por litro) 

Solución de elementos traza (103x) 22.0 g ZnSO4.7H2O 
11.0 g H3BO3 
5.0 g MnCl2.4H2O 
5.0 g FeSO4.2H2O 
1.6 g CoCl2.6H2O 
1.6 g CuSO4.5H2O 
1.1 g (NH4)6Mo7O24·4H2O 
50.0 g Na2EDTA 
Ajustar el pH a 6.8 con KOH 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

Solución de sales y elementos traza (50x) 26.0 g de KCl 
26.0 g de MgSO4.7H2O 
76.0 g de KH2PO4 
50 mL de solución de elementos traza 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

Solución de D-glucosa (10x) 200.0 g D-glucosa 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

Solución de sacarosa (10x) 300.0 g sacarosa 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

Solución de tartrato amónico (100x) 92.0 g tartrato amónico 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

NaH2PO4 5M 599.9 g NaH2PO4 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

Solución concentrada de vitaminas (100x) 50.0 mg tiamina 
10.0 mg biotina 
100.0 mg ácido nicotínico 
200.0 mg D-pantotenato de calcio 
50.0 mg piridoxina-HCl 
100.0 mg riboflavina 
100.0 mg ácido p-aminobenzoico (PABA) 
24.0 g inositol 
Esterilizar mediante filtración 
Guardar a 4 °C protegido de la luz 
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Tabla 2.5: Suplementos utilizados para los medios de A. nidulans, su concentración y el método de preparación. 

Suplementos Preparación (por litro) 

Biotina (104x) 0.1 g biotina. Esterilizar por filtración 

Ácido p-aminobenzoico (PABA) (103x) 2.0 g ácido p-aminobenzoico 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

Piridoxina (vitamina B6) (103x) 0.5 g piridoxina 
Esterilizar por filtración 

Inositol (100x) 12.0 g inositol 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

Riboflavina (100x) 250 mg riboflavina 
Esterilizar por filtración 

Uracilo 56 mg/100 mL (pesado en el momento y 
añadido al medio directamente) 

Uridina 122 mg/100 mL (pesado en el momento y 
añadido al medio directamente) 

 

2.1 Análisis del crecimiento en medio líquido 

 Se inocularon 106 conidios/mL en MMA líquido con los nutrientes requeridos y se 

cultivaron durante 18 h. Una vez transcurrido ese periodo, se recogieron pellets individuales 

del medio y se colocaron en un portaobjetos para la observación y registro de su morfología en 

el microscopio (Optiphot, Nikon). Se repitió este análisis a las 24 h y 26 h. 

 

2.2 Inducción del desarrollo asexual 

 Para la inducción del desarrollo asexual (Aguirre, 1993; Law y Timberlake, 1980), se 

inocularon 106 conidios/mL y se cultivaron durante 18 h en MMA líquido (ver apartado 

anterior). Tras ese periodo, se filtró el micelio utilizando membranas de nitrocelulosa 

(Millipore, dp = 0.45 µm). Las membranas, con una película de micelio encima, se depositaron 

sobre placas de Petri de 140 mm de diámetro con MMA sólido y los suplementos necesarios, y 

se cultivaron durante 2, 6, 12 o 24 h. Transcurrido el tiempo fijado, las muestras 

correspondientes se recogieron y congelaron con nitrógeno líquido, siendo posteriormente 

utilizadas para extraer el ARN total o liofilizadas para extraer proteína. 
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3. Recuento de conidios 

 Para el recuento de conidios, las cepas a analizar se inocularon de manera puntual en 

el centro de placas de Petri de 55 mm de diámetro, y se incubaron a 37 °C durante 72 h. En ese 

momento, se midió el diámetro de las colonias y se recogieron las esporas en tubos de 15 mL 

que contenían 1 mL de Tween® 20 al 0.02 % (v/v). A continuación, se hizo una dilución 1/20 y 

se contaron las esporas utilizando un hemocitómetro (Thoma) y un microscopio (Optihot, 

Nikon) equipado con un objetivo de 40 aumentos. Utilizando la medida del diámetro de la 

colonia y la concentración de conidios, se calculó su número por cm2. Los valores medios 

corresponden a tres réplicas y se proporcionan junto al error estándar de la media (s.e.m., 

standard error of the mean) (Etxebeste et al., 2012). 

 

4. Obtención y transformación de protoplastos de Aspergillus nidulans 

 La transformación de protoplastos de Aspergillus nidulans se realizó a partir de los 

protocolos descritos por (Szewczyk et al., 2006; Tilburn et al., 1983). La tabla 2.6 recoge la 

composición de las soluciones utilizadas. 
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Tabla 2.6: Soluciones utilizadas en la obtención y transformación de protoplastos. 

Soluciones Preparación (para 100 mL) 

1.2 M sacarosa 41.08 g sacarosa 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 
Guardar a temperatura ambiente 

0.6 M KCl 4.47 g KCl 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 
Guardar a temperatura ambiente 

0.6 M KCl + 50 mM CaCl2 4.47 g KCl 
0.74 g CaCl2·2H2O 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 
Guardar a temperatura ambiente 

1.0 M KCl + 0.1 M ácido cítrico 8.20 g KCl 
2.10 g ácido cítrico monohidratado  
Esterilizar por filtración (dp = 0.45 µm) 
Guardar a 4 °C 

Sol 7 18.22 g sorbitol 
1 mL Tris-HCl (1 M, pH=7.5) 
1 mL CaCl2 (1 M) 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

Sol 8 60.0 g PEG (polietilenglicol; PEG6000; Fluka) 
1 mL Tris-HCl (1 M, pH=7.5) 
1 mL CaCl2 (1 M) 
Añadir 10 mL de agua destilada, fundir el PEG 
en el microondas y enrasar 
Esterilizar en autoclave (110 °C, 20 minutos) 

 

4.1 Obtención de protoplastos de Aspergillus nidulans 

 Se inocularon en un matraz de 500 mL, 150 mL de MCA(l) con los suplementos 

necesarios y 2.5·106 conidios/mL. Se dejó crecer el inóculo durante 14 h a 30 °C en agitación 

(150 rpm). Una vez transcurrido ese tiempo, se filtró el micelio manteniendo las condiciones 

de esterilidad (Miracloth, Calbiochem®, dp = 22-25 µm) y se lavó con MCA(l) con el objetivo de 

eliminar el detergente presente en el inóculo para que no interfiriera en el proceso. Se pesaron 

1.5-1.8 g de micelio húmedo y se introdujeron en un matraz de 100 mL que contenía 16 mL de 

solución de protoplastos (2.05 g de la mezcla de enzimas líticas VinoTaste®Pro, Novozymes, y 

16 mL de KCl y ácido cítrico (1.0 M y 0.1 M, respectivamente)) y 16 mL de MCA(l) fresco con los 

suplementos requeridos. Se recomienda preparar la solución de protoplastos por lo menos 30 

minutos antes de empezar el proceso y guardarla a 4 °C (Szewczyk et al., 2006). Se incubó la 
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mezcla a 30 °C en agitación (100 rpm) durante 90-120 minutos y se observó la aparición de 

protoplastos aproximadamente a partir de 60 minutos de incubación. Se recomienda mezclar 

la suspensión mediante agitación por vortex (velocidad media, 3-5 segundos) 

aproximadamente cada 15 minutos, para facilitar la separación de los protoplastos del micelio. 

Una vez obtenidos los protoplastos, la mezcla se dividió en dos tubos de polipropileno de 50 

mL a los que previamente se les habían añadido 16 mL de una solución de sacarosa (1.2 M) 

(tabla 2.6). Es importante añadir lentamente la mezcla de protoplastos sobre la solución de 

sacarosa para que se formen dos fases bien definidas. 

Tras ello, se centrifugaron los tubos a 1 800 g durante 10 minutos a 4 °C (Sorvall™ 

Biofuge Primo R, Thermo Scientific). Se recogió la banda de protoplastos (el halo de la 

interfase) en un tubo de polipropileno y se añadieron dos volúmenes de KCl (0.6 M), 

mezclando el tubo con cuidado. Se volvió a centrifugar a 1 800 g durante 10 minutos a 4 °C. Se 

decantó el sobrenadante, se resuspendió el precipitado en 2 mL de KCl (0.6 M) y se dividió en 2 

tubos de 1.5 mL. Se centrifugó a 2 400 g durante 3 minutos a temperatura ambiente (Sorvall™ 

Legend™ Micro 21R, Thermo Scientific), se retiró el sobrenadante y se resuspendió el 

precipitado en 1 mL de 0.6 M KCl. Se repitió este último paso y se resuspendió el pellet en 0.5 

mL de 0.6 M KCl y 50 mM de CaCl2. Se juntó el producto de los dos tubos en un único tubo de 

1.5 mL. Nuevamente, se centrifugó el tubo a 2 400 g durante 3 minutos a temperatura 

ambiente. Se retiró el sobrenadante y se resuspendió el precipitado (protoplastos) en 1 mL de 

0.6 M KCl y 50 mM CaCl2. 

 

4.2 Transformación de protoplastos de Aspergillus nidulans 

 En un tubo de 50 mL se añadieron, por este orden, 100 µl de la suspensión de 

protoplastos y 10 µl de ADN, tras lo cual, se mezcló mediante agitación por vortex 8 veces 

durante 1 s a velocidad máxima. Es probable que se perdieran protoplastos en la mezcla pero 
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este paso es crítico para facilitar la transformación de los protoplastos. A modo de control, se 

siguió el mismo protocolo con un tubo de 50 mL al que no se le había añadido ADN y, por 

tanto, no debía dar ningún transformante. Tras ello, se añadieron en cada tubo 50 µL de 

solución 8 a temperatura ambiente y se mezclaron todos los componentes mediante agitación 

por vortex 4-5 veces durante 1 s a velocidad máxima. Se incubaron las mezclas durante 25 

minutos en hielo. 

 Transcurrida esta primera incubación, se añadió 1 mL de solución 8 y se 

homogenizaron las muestras con las manos. Finalmente, se añadieron 5 mL de solución 7 a 

temperatura ambiente y MMR-TOP, previamente fundido y mantenido a 55 °C, hasta los 20 

mL. Las mezclas correspondientes a los tubos con ADN se repartieron homogéneamente sobre 

la superficie de tres placas de Petri con medio MMR selectivo. La mezcla correspondiente al 

control sin ADN se repartió en dos placas, una con MMR selectivo (control donde no debía 

crecer ninguna colonia) y otra con MMR no-selectivo (control de regeneración de 

protoplastos). Las placas se incubaron a 37 °C durante 3 días. Tras ello, los transformantes, se 

refrescaron dos veces en medio selectivo para garantizar su naturaleza homocariótica y la 

correcta inserción de los cassettes de transformación se confirmó mediante la técnica de 

Southern-blot (apartado 5.4). 

 

5. Aislamiento y manipulación de ácidos nucleicos de Aspergillus 
nidulans 

5.1 Deleción y etiquetado de genes 

 El protocolo de PCR de fusión desarrollado por Yang y colaboradores fue la base para 

la deleción y el etiquetado de genes de A. nidulans (figura 2.1) (Yang et al., 2004). Para la 

generación de mutantes nulos, se amplificaron mediante PCR los fragmentos de ADN que 

contenían, por un lado, el promotor (región 5’-UTR) y, por el otro lado, el terminador (región 
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3’-UTR) del gen a delecionar. En tercer lugar, se amplificó el marcador de selección, 

conteniendo colas complementarias al final del promotor y al principio del terminador del gen 

a delecionar, respectivamente. Los tres fragmentos se fusionaron mediante PCR, quedando el 

marcador de selección entre las secuencias promotora y terminadora (figura 2.1A). 

 Para el etiquetado de proteínas en el extremo carboxilo terminal (3´ en el gen) con los 

epítopos (TAG) GFP, HA3x, mRFP o Dendra2, el fragmento de PCR de fusión que se empleó para 

transformar protoplastos contenía alrededor de 1.5 Kb del extremo 3´ del gen que se deseaba 

etiquetar (ORF), el epítopo deseado seguido del marcador de selección y, finalmente, el 

terminador (3’-UTR) (figura 2.1B). 

 
Figura 2.1: PCR de fusión y reemplazamientos génicos. A) Deleción de genes. En primer lugar, se amplificaron en 
reacciones independientes el promotor, el marcador de selección (en verde) y el terminador utilizando los 
oligonucleótidos PP1/PP2, SMP1/GFP2 y GSP3/GSP4, respectivamente. Los oligonucleótidos SMP1 y GFP2, utilizados 
para amplificar el marcador de selección, tienen una región complementaria al final del promotor y principio del 
terminador, respectivamente. Se fusionaron los fragmentos mediante PCR utilizando los oligonucleótidos PP1 y 
GSP4. En la transformación, la recombinación del producto de PCR de fusión provoca el reemplazamiento del gen a 
delecionar (en naranja) por el marcador de selección, generando así el mutante nulo. B) Etiquetado de genes en el 
extremo 3´. Primero, se amplificaron en reacciones de PCR independientes alrededor de 1.5 kb del gen a etiquetar 
(sin codón stop; en naranja), el epítopo (en rosa) junto al marcador de selección (en verde) y el terminador. Para 
ello se utilizaron los pares de oligonucleótidos GSP1/GSP2, GFP1/GFP2 y GSP3/GSP4, respectivamente. Después, se 
fusionaron los tres fragmentos utilizando los oligonucleótidos GSP1 y GSP4. La transformación de protoplastos con 
el producto de fusión provoca el reemplazamiento del gen por una versión silvestre del mismo en la que ha sido 
añadido en fase el epítopo (TAG: HA3x, GFP, mRFP o Dendra2). 

 

5.2 Extracción de ADN genómico 

 Se inocularon 106 conidios/mL en un matraz de 100 mL con 30 mL de MMA líquido y 

los requerimientos necesarios. Se cultivó el inóculo a 37 °C durante 16 h en agitación (220 

rpm). Se filtró el micelio (Miracloth), se introdujo una alícuota en tubos de 2 mL y se liofilizó 
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(Cryodos, Telstar) durante 15-18 h. Se añadió una bola de acero inoxidable de 3.2 mm de 

diámetro (Next Advance) y se pulverizó el micelio liofilizado con el homogeneizador (Mini-

Beadbeater, Biospec). Después, se añadió 1 mL de una solución que contenía 25 mM Tris-HCl 

(pH=8), 0.25 M sacarosa y 20 mM EDTA. Se resuspendieron las muestras y se añadieron a cada 

una 100 µL de SDS al 10 % (p/v). Se incubó durante 15 minutos a 65 °C. Se pasó el lisado a un 

nuevo tubo de 2 mL recuperando así la bola. Se fenolizó el lisado con 1 mL de fenol/SEVAG 

(fenol/cloroformo/alcohol isoamílico 25:24:1) durante 10 minutos, invirtiendo las muestras 

regularmente. Se centrifugaron los tubos durante 5 minutos a máxima velocidad y a 

temperatura ambiente y se recogió la fase superior en otro tubo de 2 mL. Se repitió la 

fenolización una vez más. 

 Tras ello, se añadió a cada muestra 0.1 y 0.6 volúmenes de AcNa 3 M (pH=6) e 

isopropanol, respectivamente, respecto al volumen de lo recogido previamente. Se mezcló por 

inversión y se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugó durante 5 

minutos a velocidad máxima, se retiró el sobrenadante y se lavó el precipitado por inversión 

con 1 mL de etanol al 80 % (v/v). Se volvió a centrifugar en las mismas condiciones y se secó el 

pellet mediante vacío. El precipitado se resuspendió en 300-500 µL de agua milli-Q 

(dependiendo del tamaño del precipitado) y se añadió 1 µL/100 µL de ARNasa (5 mg/mL) para 

eliminar restos de ARN. Se incubaron los tubos a 37 °C durante 30-60 minutos. Se volvieron a 

añadir 0.1 y 0.6 volúmenes de AcNa (3 M) e isopropanol, respectivamente. Se recogió la 

madeja de ADN con una punta de pipeta y se transfirió a un tubo de 2 mL con 500 µL de etanol 

al 80 % (v/v). Finalmente, el ADN se centrífugo durante 5 minutos a temperatura ambiente y a 

velocidad máxima. Se secó el precipitado mediante vacío y se resuspendió en 200 µL de agua 

milli-Q. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % (p/v) para comprobar el tamaño 

y la integridad del ADN extraído (una única banda a la altura de 23 kb). 
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5.3 Extracción de ARN total de Aspergillus nidulans 

 Se recogieron las muestras a las horas descritas en el apartado 2.2 de este capítulo y se 

congelaron en nitrógeno líquido. Los micelios se pulverizaron en un mortero, evitando en todo 

momento su descongelación. Las muestras obtenidas se transfirieron a tubos de 2 mL y se les 

añadió 1 mL de solución TRI Reagent® (Sigma-Aldrich). Se mezcló el contenido de cada tubo 

mediante agitación por vortex hasta humedecer bien todo el micelio, tras lo cual se incubaron 

5 minutos a temperatura ambiente, invirtiéndolos regularmente. Se añadió a cada muestra 0.2 

mL de cloroformo, se mezclaron los tubos mediante agitación por vortex y se dejaron reposar 

durante 3 minutos. Tras ese periodo, se centrifugaron las muestras a 12 000 g y a 4 °C durante 

15 minutos. Se recogió la fase acuosa y se transfirió a un nuevo tubo. Se añadieron 0.75 mL de 

TRI Reagent® y se repitió el proceso. 

 Una vez transferida la fase acuosa de cada tubo a otros nuevos, se añadieron 0.5 mL de 

isopropanol a cada tubo y se incubaron durante 10 minutos, invirtiéndolos periódicamente. 

Una vez transcurrido el tiempo, se centrifugaron las muestras a 12 000 g y a 4 °C durante 10 

minutos, precipitando así el ARN. Se retiró el sobrenadante mediante vacío y se añadió 1 mL 

de etanol al 75 % (v/v) preparado con agua tratada con DEPC (Sigma-Aldrich) para eliminar 

posibles problemas por presencia de ARNasas. Después, se centrifugaron las muestras a 7 500 

g y 4 °C durante 5 minutos. Se retiró el sobrenandante y después de dejar secar el precipitado 

al aire, se añadieron alrededor de 100 µL de agua tratada con DEPC, dependiendo del tamaño 

del pellet. Finalmente, se midió la concentración de ARN total utilizando el espectrofotómetro 

NanoDrop™ 2000c (Thermo Fisher Scientific). También se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa al 1.2 % (p/v) para confirmar la integridad de las muestras. 
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5.4 Southern-blot 

 Esta técnica permite comprobar la correcta recombinación de los distintos fragmentos 

de ADN utilizados para transformar protoplastos de Aspergillus nidulans (Sambrook et al., 

1989). Se utilizó el kit DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II (Roche). Las 

soluciones utilizadas se recogen en la tabla 2.7. 

Tabla 2.7: Soluciones utilizadas durante el procedimiento de Southern-blot. 

Soluciones Preparación (por litro) 

Solución desnaturalizante 87.66 g NaCl (1.5 M) 
20.0 g NaOH (0.5 M) 

Solución neutralizante 60.59 g Trizma (0.5 M) 
175.3 g NaCl (3 M) 
Ajustar el pH a 7.5 con HCl 

SSC 20x 175.3 g NaCl (3 M) 
88.22 g citrato sódico (300 mM) 
Ajustar el pH a 7.0 con HCl 

Solución Church 1.0 g BSA 
50 mL de solución Na2HPO4·2H2O + NaH2PO4 1 M pH=7 
200 µL EDTA 0.5 M pH=8 
35 mL SDS 20 % (p/v) 

Solución de lavado 11.6 g ácido maleico (0.1 M) 
8.77 g NaCl (0.15 M) 
3 mL Tween® 20 (0.3 % v/v) (Acros Organics) 
Ajustar el pH a 7.5 

Ácido maleico 11.6 g ácido maleico (0.1 M) 
8.77 g NaCl (0.15 M) 
Ajustar el pH a 7.5 con NaOH 

Solución de detección 12.11 g Trizma (0.1 M) 
5.80 g NaCl (0.1 M) 
Ajustar el pH a 9.5 

 

 En primer lugar, se digirieron, de forma independiente, alícuotas de los ADNs parental 

y los de los transformantes, extraídos según el procedimiento del apartado 5.2. Se seleccionó 

una endonucleasa de restricción que permitiera distinguir la organización genómica del locus 

diana en los transformantes respecto al ADN parental. Tras la digestión, se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % (p/v), donde se separaron de acuerdo a su peso 

molecular los distintos fragmentos obtenidos en la digestión. Después, se expuso el gel a luz 

UV durante 5 minutos (320 nm, Vilber Lourmat). Tras ello, se desnaturalizó el ADN en solución 
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desnaturalizante durante 45 minutos, para permitir en etapas posteriores la hibridación del 

ADN de hebra simple con la sonda. Tras dos lavados de 30 minutos en solución neutralizante, 

se procedió con la transferencia del ADN, por capilaridad, a una membrana de nylon (Zeta-

Probe® blotting, BioRad), para lo cual se utilizó la solución SSC 20x (Sambrook et al., 1989). 

 Tras la transferencia se fijó el ADN a la membrana exponiéndola a luz UV (Vilber 

Lourmat, BLX-E254, 254 nm). Se realizaron dos pulsos de 120 mJ y se introdujo la membrana 

en un tubo de hibridación (Labnet). La pre-hibridación se realizó añadiendo solución Church 

(Church y Gilbert, 1984) e incubando a 42 °C y durante 2.5 h. Tras ello, se procedió a la 

hibridación, durante 15 h aproximadamente, de los fragmentos de ADN con una sonda 

específica marcada con digoxigenina-dUTP (DIG-High Prime, Roche) y previamente 

desnaturalizada durante 5 minutos a 95 °C. Para la generación de la sonda se añadieron 

previamente, en un tubo de 1.5 mL, 16 µL de ADN que fueron desnaturalizados a 95 °C durante 

10 minutos. Tras dejar enfriar en hielo durante 5 minutos, se añadieron 4 µL de una solución 

que contenía digoxigenina-dUTP. Se incubó la mezcla a 37 °C durante 16 h aproximadamente. 

Se inactivó la mezcla añadiendo 2 µL de EDTA (0.2 M, pH=8) y calentándola a 65 °C durante 10 

minutos. 

 Finalizada la hibridación, se realizaron dos lavados de 5 minutos cada uno con una 

solución 2x SSC + 0.1 % SDS (p/v). Nuevamente se realizaron a 65-68 °C otros dos lavados de 15 

minutos cada uno con una solución 0.5x SSC + 0.1 % SDS (p/v). Después, se realizaron dos 

baños con solución de lavado durante 5 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se 

incubó la membrana en solución bloqueante (36 mL de solución de ácido maleico y 4 mL de 

solución de bloqueo 10x suministrada con el Kit) con agitación suave durante 30 minutos. Tras 

retirar 20 mL de solución de bloqueo, se añadieron 2 µL de anticuerpo anti-digoxigenina-AP 

(1/10 000, 75 mU/mL, Roche), incubando durante 30 minutos adicionales. Tras ello, se 

realizaron dos lavados de 15 minutos, seguidos de un baño con solución de detección durante 
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5 minutos. Para activar la reacción quimioluminiscente, se distribuyó sobre la membrana 1 mL 

del reactivo CSDP (Roche), dejando incubar a 37 °C durante 10 minutos. Finalmente, se expuso 

la membrana para obtener los resultados (ChemiDoc™ XRS+ System, Bio-Rad). 

 

5.5 Northern-blot 

 La técnica del Northern-blot permite analizar la expresión de genes de interés, en este 

caso, en las muestras de ARN total extraídas según el protocolo descrito en el apartado 5.3. 

Para ello, se preparó un gel desnaturalizante de agarosa (1.2 % p/v) y formaldehido (36.5-38 %, 

Sigma-Aldrich) fundiendo 2.4 g de agarosa (Pronadisa) en 144 mL de agua tratada con DEPC 

(Sigma-Aldrich). A esta mezcla se le añadieron 20 mL de MOPS 10x (0.4 M MOPS (Sigma-

Aldrich), 0.1 M acetato sódico y 0.01 M EDTA) y se dejó enfriar hasta una temperatura de 42-

48 °C, aproximadamente. Entonces, se añadieron 36 mL de formaldehído y una vez mezclado 

todo se vertió lentamente sobre el molde. 

 Para la preparación de las muestras se añadieron en tubos de 1.5 mL, 7 µg de ARN 

total, completando hasta 10 µL con agua tratada con DEPC. A ellos se añadieron 12.5 µL de 

formamida (N,N-dimetilformamida, Sigma-Aldrich), 2.5 µL de MOPS 10x y 4 µL de 

formaldehído. Tras calentar las muestras a 65 °C durante 10 minutos y dejar enfriar 2 minutos 

en hielo, se añadieron 3 µL de tampón de carga (50 % glicerol (v/v), 0.25 % azul de bromofenol 

(p/v), 0.25 % xileno cianol (p/v)) y se cargaron en el gel. La electroforesis se realizó a 10 V 

durante 24 horas aproximadamente. 

 Finalizada la electroforesis, se tiñó el gel con bromuro de etidio durante no más de 10-

15 minutos. Después, se realizaron 2-3 lavados con agua destilada para eliminar el 

formaldehido restante y el exceso de bromuro de etidio, y se realizó la transferencia por 

capilaridad a una membrana de nitrocelulosa cargada positivamente (Zeta-Probe® blotting, 
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Bio-Rad) (Sambrook et al., 1989). Tras ello, se lavó la membrana con SSC (2x) durante 5 

minutos, se secó con papel de filtro y se fijaron las muestras de ARN mediante tres pulsos de 

luz UV (120 mJ cada uno; ver apartado 5.4) seguidos de una incubación a 80 °C durante 2 

horas. 

 La hibridación se realizó utilizando sondas marcadas con dCTPα32P, las cuales, se 

generaron siguiendo las indicaciones recogidas en el kit Random Primed DNA Labeling Kit 

(Roche). La membrana se incubó durante 16 horas a 55 °C con la sonda radioactiva 

previamente desnaturalizada. Tras ello, se realizaron dos lavados a temperatura ambiente con 

50 mL de una solución que contenía SSC (2x) + SDS 0.1 % (p/v), seguidos de otros dos con el 

mismo volumen de una solución SSC (0.2x) + SDS 0.1 % (p/v). Tras cada uno de los segundos 

baños se monitorizó la radioactividad de la membrana con un contador Geiger. Debido a la 

imposibilidad de realizarlos en la Facultad de Química de la UPV/EHU, todos los pasos que 

implicaban el uso de material radioactivo los llevó a cabo el Dr. Eduardo A. Espeso (CIB-CSIC, 

Madrid). 

 

5.6 Mutagénesis dirigida de flbB 

 Para la generación de cepas que expresaran bajo promotor gpdAmini las quimeras 

mutantes de GFP::FlbB C236A, C272A, C280A y C303A, se mutagenizó por PCR el plásmido 

pgpdAmini::gfp::flbB(1-426)-pyroA* (apartado 1.3 y figura 2.2). Se utilizaron oligonucleótidos que 

contenían la mutación deseada (tabla 2.2). Realizada la electroforesis y habiendo comprobado 

que los productos de PCR tenían el tamaño correcto (los fragmentos provenientes de la PCR no 

tenían estructura superenrollada y, por lo tanto, mostraban una movilidad electroforética 

menor en comparación con el plásmido utilizado como molde), se realizó la digestión de cada 

producto con la enzima DpnI (Roche) a 65 °C durante 2 horas. Esta enzima digiere su secuencia 

diana exclusivamente cuando las adeninas de ésta están metiladas o hidroximetiladas. Ello 
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ocurre en las moléculas del molde y en las híbridas (una cadena del molde y otra mutada), 

pero no en el producto de PCR. 

 Los productos de la digestión fueron utilizados para transformar las cepas DH1 o DH5α 

de E. coli (apartado 6.2). Se extrajeron los plásmidos de diferentes clones utilizando el kit 

GenElute™ Plasmid MiniPrep Kit (Sigma-Aldrich) (apartado 6.3). Una electroforesis en gel de 

agarosa al 0.8 % (p/v) permitió comprobar el tamaño correcto de los plásmidos. Tanto los 

plásmidos obtenidos como el molde tenían la misma movilidad electroforética, ya que fueron 

extraídos de E. coli. Finalmente, se confirmó la presencia de la mutación deseada en flbB y la 

ausencia de cualquier otra mutación mediante secuenciación. Alícuotas de protoplastos de una 

cepa ΔflbB::riboBAf fueron transformadas con cada uno de los plásmidos mutantes generados, 

induciendo su recombinación en el locus pyroA (figura 2.2). Por último, se confirmó la correcta 

inserción de una o más copias de los plásmidos mediante Southern-blot. 

 

Figura 2.2: Construcción de los plásmidos y cepas mutantes en las cisteínas de FlbB. Primero, se realizó una PCR 
mutagénica donde los oligonucleótidos diseñados codificaban la sustitución de una de las cisteínas de flbB por una 
alanina (en negro el promotor constitutivo gpdAmini, en rosa el epítopo gfp y en naranja la secuencia codificante de 
flbB). Después, se digirieron los productos de PCR con la enzima de restricción DpnI. Los productos digeridos fueron 
utilizados para transformar E. coli. Tras las extracciones plasmídicas a partir de diferentes clones bacterianos, se 
confirmó o descartó la presencia de la mutación deseada por secuenciación. Cada uno de los plásmidos mutantes 
fue utilizado para transformar protoplastos de una cepa ΔflbB::riboBAf, forzando su integración en el locus pyroA (en 
verde). La correcta integración se confirmó mediante Southern-blot. 
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5.7 Expresión constitutiva de flbB y flbE 

 Para la construcción de una fusión gpdAmini::flbE::mRFP/Stag::pyrGAf, se amplificaron 

por PCR cinco fragmentos (figura 2.3). Por un lado, utilizando los oligonucleótidos flbE-PP1 y 

flbE-PP2-ATG (tabla 2.2), se amplificó la región 5´-UTR de flbE (~1.5 Kb), la cual incluía la 

secuencia del gen An0722. En segundo y tercer lugar, se amplificaron el promotor constitutivo 

gpdAmini y el gen flbE, utilizando para ello los pares de oligonucleótidos gpdA-flbE-Up/gpdA-

flbE-Dw y flbE-geneSP/flbE-GSP2, respectivamente. También se amplificaron los fragmentos 

Tag::pyrGAf (mRFP o Stag) y la región 3’-UTR de flbE utilizando los pares de oligonucleótidos 

flbE-GFP1/flbE-GFP2 y flbE-GSP3/flbE-GSP4, respectivamente. Estos 5 fragmentos se 

fusionaron utilizando flbE-PP1 y flbE-GSP4. La fusión se utilizó para transformar protoplastos 

de una cepa gpdAmini::GFP::flbB::pyroA (figura 2.3). La recombinación se dio en el locus de flbE. 

Una vez obtenidos los transformantes, se analizó la correcta inserción mediante Southern-blot. 

 

Figura 2.3: Generación de cepas que expresan quimeras de GFP::FlbB y FlbE::mRFP o Stag, ambas bajo control del 
promotor constitutivo gpdAmini. Se generó el cassette gpdAmini::flbE::mRFP/Stag::pyrGAf mediante una PCR de fusión 
de los cinco fragmentos indicados (en naranja el gen flbE, en rosa el epítopo y en verde el marcador de auxotrofía). 
La fusión se realizó utilizando los oligonucleótidos flbE-PP1 y flbE-GSP4, y se transformaron los protoplastos de una 
cepa gpdA

mini
::GFP::flbB::pyroA. La recombinación se dio en el locus de flbE. 
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5.8 Mutagénesis dirigida de flbE 

 La mutagénesis de las distintas regiones conservadas de flbE se realizó a partir del ADN 

genómico de una cepa gpdAmini::flbE::GFP::pyrGAf (figura 2.4 y apartado 5.7). Utilizando dicho 

ADN como molde, se amplificaron dos fragmentos por cada mutación a analizar. El primero 

contenía la región promotora de flbE (1.5 kb aproximadamente), la secuencia correspondiente 

a gpdAmini y parte de la secuencia codificante de flbE hasta la mutación deseada, y fue 

amplificado utilizando los oligonucleótidos flbE-PP1 y flbE*Dw (tabla 2.2). El segundo 

fragmento abarcaba el resto de la secuencia codificante de flbE, las secuencias 

correspondientes a GFP y pyrGAf y el terminador (1.5 kb aproximadamente), y fue amplificado 

utilizando los oligonucleótidos flbE*Up y flbE-GSP4. Ambos fragmentos fueron fusionados en 

una tercera reacción de PCR utilizando los oligonucleótidos flbE-PP1 y flbE-GSP4. Siguiendo 

esta metodología, se amplificaron los productos correspondientes a las mutaciones W11A, 

K51A, (D70A;D73A), (Y85A;V86A), y P182A, los cuales, fueron utilizados para transformar 

protoplastos de la cepa silvestre TN02A3 (tabla 2.1 y figura 2.4). La correcta integración de 

cada producto de PCR de fusión así como la presencia de la mutación deseada y ausencia de 

cualquier otra mutación en flbE fueron confirmadas mediante la técnica de Southern-blot y 

secuenciación, respectivamente. En estas reacciones de secuenciación se combinaron los 

oligonucleótidos empleados para insertar las mutaciones deseadas. 

 Para analizar el efecto de las mutaciones generadas en FlbE sobre la localización 

subcelular de FlbB, se generaron a partir del ADN genómico de los mutantes arriba descritos 

nuevos productos de fusión etiquetados con mRFP (gpdAmini::FlbE*::mRFP::pyrGAf). Para ello, se 

amplificaron nuevamente dos fragmentos. El primero contenía la región promotora, gpdAmini y 

la secuencia mutante de flbE, y fue amplificado utilizando los oligonucleótidos flbE-PP1 y flbE-

GSP2 (tabla 2.2). El segundo fragmento contenía la región correspondiente a mRFP, el 

marcador de selección (pyrGAf) y la región terminadora de flbE, y fue amplificado utilizando los 
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oligonucleótidos flbE-GFP1 y flbE-GSP4. Cada producto de fusión fue utilizado para transformar 

alícuotas de protoplastos de la cepa BD630 (gpdAmini::GFP::FlbB::pyroA*) (tabla 2.1). 

 

Figura 2.4: Mutagénesis dirigida de los dominios conservados en flbE. En dos reacciones independientes de PCR se 
amplificaron, por un lado, la región promotora, el promotor constitutivo gpdAmini (en negro) y la región codificante 
de flbE hasta la mutación a insertar (en naranja) y, por el otro lado, el resto de flbE (en naranja), GFP (en rosa), el 
marcador de selección (pyrGAf, en verde) y la región terminadora. Se utilizaron los pares de los oligonucleótidos 
flbE-PP1 y flbE*Dw o flbE*Up y flbE-GSP4, respectivamente. Tras la fusión de los fragmentos, el producto se utilizó 
para transformar protoplastos de la cepa silvestre TN02A3, induciendo la recombinación en el locus flbE (en 
naranja). 

 

5.9 Fusión de flbB::gfp a distintos fragmentos de flbE 

 Se generaron tres cepas que expresaban bajo el promotor constitutivo gpdAmini 

quimeras de FlbB::GFP fusionadas a distintos fragmentos correspondientes a FlbE (figura 2.5). 

Por un lado, se generaron las construcciones gpdAmini::FlbE(1-39)::FlbB::GFP::pyrGAf y 

gpdAmini::FlbE(1-39,W11A)::FlbB::gfp::pyrGAf. Para ello, se amplificaron mediante PCR dos 

fragmentos (2 y 3 en figura 2.5) que contenían la región promotora de flbE, gpdAmini y los 

primeros 39 codones de flbE (molde silvestre o aquel que incluía la mutación para la 

sustitución W11A). Se utilizaron los oligonucleótidos flbE-PP1 y FlbE-PSforFlbB-geneSP. Cada 

uno de estos fragmentos fue fusionado a un segundo fragmento que codificaba 
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FlbB::GFP::pyrGAf (fragmento 4 en figura 2.5; oligonucleótidos FlbB-geneSP y FlbB-GFP2, y ADN 

de la cepa BD167 como molde) y un tercer fragmento que contenía la región 3´-UTR de flbE 

(fragmento 5 en figura 2.5A y B; oligonucleótidos FlbE-GSP3forFlbB-GFP2 y FlbE-GSP4, y ADN 

de una cepa silvestre como molde) (tablas 2.1 y 2.2). Por otro lado, se generó la construcción 

gpdAmini::FlbE(1-202)::FlbB(1-426)::gfp::pyrGAf, la cual incluía las secuencias genómicas completas de 

ambos genes. Para ello, se fusionó el fragmento con los promotores de flbE y gpdAmini junto a 

la secuencia codificante entera de flbE (fragmento 1 en figura 2.4; oligonucleótidos FlbE-PP1 y 

FlbEfull-for-FlbB-geneSP, y ADN genómico de una cepa gpdAmini::FlbE::GFP::pyrGAf), con los 

fragmentos 4 y 5 de la figura 2.5. Para la generación de los productos de fusión se utilizaron los 

oligonucleótidos FlbE-PP1 y FlbE-GSP4. Alícuotas de protoplastos de la cepa ΔflbB::riboBAf 

(BD177; tabla 2.1) fueron transformados con cada una de las construcciones generadas, 

induciendo la recombinación en el locus flbE. Así, el uso de este fondo genético garantizaba 

que la única fuente de FlbB y FlbE serían las quimeras generadas. Finalmente, se confirmó la 

correcta inserción de los fragmentos mediante Southern-blot, se comprobó el mantenimiento 

del marco de lectura entre FlbE y FlbB mediante secuenciación y la producción de quimeras del 

tamaño esperado mediante Western-blot. 
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Figura 2.5: Generación de quimeras entre FlbB::GFP y diferentes regiones de FlbE. A) Se generó un cassette que 
contenía los primeros 39 codones de flbE seguido de flbB::gfp::pyrGAf (en naranja los genes flbB y flbE, el epítopo 
GFP en rosa y el marcador de selección en verde) y la región 3´-UTR de flbE, todo ello bajo control del promotor 
constitutivo gpdAmini. B) Se generó la misma quimera pero con la mutación correspondiente a la sustitución W11A 
en FlbE. C) Se generó una tercera construcción que incluía la secuencia codificante de FlbE (codones 1-202) 
fusionada a flbB::gfp::pyrGAf, también bajo promotor constitutivo gpdAmini. Cada producto fue utilizado para 
transformar protoplastos de una cepa nula en flbB. 

 

5.10 Etiquetados con el epítopo fotoconvertible Dendra2 

 Para la construcción de una cepa que expresara FlbB::Dendra2 bajo promotor nativo, 

se partió del plásmido pGEM::5xGA::Dendra2::pyrGAf (ver apartado 1.3), cuyo inserto fue 

obtenido por fusión de los fragmentos correspondientes a Dendra2 y pyrGAf. Se amplificó el 

fragmento Dendra2::pyrGAf, conteniendo extremos complementarios a la región 3´ de flbB y el 

inicio de su región 3´-UTR, los cuales fueron amplificados por separado (ver apartado 5.1). El 

producto de fusión de los tres fragmentos se utilizó para transformar protoplastos de una cepa 

silvestre. 
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 El ADN genómico de la cepa FlbB::Dendra2::pyrGAf fue utilizado como molde para 

amplificar FlbB::Dendra2, introduciendo en sus extremos los sitios de restricción NcoI y EcoRI, 

respectivamente, los cuales fueron utilizados para la ligación en el plásmido pgpdAmini::pyroA*. 

El plásmido pgpdAmini::FlbB::Dendra2::pyroA* fue utilizado para transformar protoplastos de 

una cepa ΔflbB::riboBAf, induciendo la recombinación en el locus pyroA (ver apartado 5.7). 

 

6. Técnicas de biología molecular para Escherichia coli 

6.1 Medios de cultivo para E. coli 

 El medio de cultivo estándar para el cultivo de la bacteria Escherichia coli fue el medio 

LB (Luria-Bertani) (Sambrook et al., 1989), el cual contiene 10 g/L de Bactotriptona, 5 g/L de 

extracto de levadura y 10 g/L de NaCl. El pH se ajustó a 7.5 con NaOH y se añadió 1 % de agar 

en el caso del medio sólido (esterilización en autoclave; 110 °C durante 20 minutos). Para la 

selección de transformantes se utilizó ampicilina en una concentración de 100 µg/mL. 

 

6.2 Transformación de células competentes de E. coli 

 La transformación de E. coli se llevó a cabo mediante la técnica del choque térmico. 

Para ello, en un tubo de 1.5 mL, se añadieron 100 µL de células competentes de las cepas DH1 

o DH5α y 1-2 µL de ADN. Se mantuvo la mezcla en hielo durante 15 minutos, se incubó a 37 °C 

durante 2 minutos y se dejó otra vez en hielo durante 1 minuto. Después, se añadió 1 mL de 

medio de cultivo LB y se incubó a 37 °C durante 1 h a 250 rpm. Finalmente, se inocularon 

volúmenes diferentes de la mezcla de transformación en placas de Petri de 90 mm que 

contenían medio LB suplementado con ampicilina. En el caso de las ligaciones, se concentró la 

mezcla de transformación y se inoculó toda la mezcla para obtener el mayor número de 
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transformantes posible y poder identificar al menos una colonia que tuviera el plásmido 

recombinante. 

 

6.3 Extracción de ADN plasmídico 

 Para extraer el ADN plasmídico, se inoculó una alícuota de la colonia bacteriana a 

analizar en 10 mL de medio LB líquido suplementado con ampicilina. Se cultivó la mezcla a 37 

°C durante 15 h a 250 rpm. La extracción se llevó a cabo siguiendo las indicaciones del kit 

GenElute™ Plasmid MiniPrep Kit (Sigma-Aldrich). Posteriormente, se realizó una electroforesis 

en gel de agarosa al 0.8 % (p/v) para verificar la correcta extracción del plásmido. 

 

6.4 Expresión de proteínas recombinantes en E coli 

 La expresión de proteínas en E. coli se realizó a partir de células de la cepa DH1 

previamente transformadas con el plásmido de expresión de interés. En primer lugar, se 

inoculó una colonia de la bacteria en 10 mL de medio LB suplementado con antibiótico y se 

cultivó durante 16 h a 37 °C y 220 rpm. Se diluyó entonces 1 mL de cultivo en un matraz de 250 

mL que contenía 50 mL de medio LB con antibiótico. Se incubó el cultivo nuevamente a 37 °C 

en agitación (220 rpm) hasta obtener una densidad óptica a 600 nm de 0.5-0.8. En este punto, 

se añadió IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido) en una concentración final de 0.1 M y se 

incubó durante 24 h a 15 °C. Después, se centrifugó el cultivo y se resuspendió el precipitado 

en una solución que contenía PBS (140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM 

K2HPO4, ajustado a pH=7.3) e inhibidores de proteasas (Complete™, EDTA-free Protease 

Inhibitor Cocktail Tablets, Roche). Se lisaron las células mediante sonicación (Labsonic® P., B. 

Braun Biotech) realizando 12 pulsos de 30 segundos cada uno. Finalmente, se centrifugaron las 

muestras durante 25 minutos a 14 000 rpm y 4 °C, y se separaron y almacenaron el precipitado 
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y el sobrenadante. Se realizó una electroforesis de poliacrilamida y posterior tinción con 

BioSafe™ Coomassie (G-250 Stain, Bio-Rad) para comprobar la expresión y solubilidad en fase 

acuosa de la fusión deseada. 

 

7. Aislamiento y manipulación de proteínas de Aspergillus nidulans 

7.1 Extracción de proteínas 

 La extracción de proteínas de las distintas cepas de Aspergillus nidulans se llevó a cabo 

mediante tres métodos distintos, dependiendo del objetivo del experimento. El primer 

método se empleó cuando una quimera simplemente quería ser detectada por Western-blot, 

el segundo para obtener los extractos crudos a utilizar en ensayos de retención de proteínas 

(Pull-down) y el tercero para analizar la posible alquilación de las cisteínas de FlbB. Se 

describen brevemente los pasos a seguir en cada método de extracción. 

 

 Método 1, para Western-blot 

 Este protocolo parte de micelio cultivado en MFA y liofilizado, y fue descrito por 

Hervás-Aguilar y colaboradores (Hervás-Aguilar y Peñalva, 2010). Una vez homogeneizado 

(Mini-Beadbeater, Biospec), se separaron 6-7 mg de micelio y se resuspendieron en 1 mL de 

tampón de lisis (0.2 M NaOH y 0.2 % β-mercaptoetanol (v/v) en agua). Después, se mezcló 

vigorosamente y se añadió TCA al 7.5 % (p/v), precipitando así las proteínas. Se incubaron las 

mezclas en hielo durante 10 minutos y posteriormente se centrifugaron a 14 000 rpm y 4 °C 

durante 5 minutos, 2 veces para eliminar bien el TCA. Sobre el pellet se añadieron 100 µL de 

Tris Base (1 M) y 200 µL de tampón de carga (62.5 mM Tris-HCl pH=6.8, 2 % SDS (p/v), 5 % β-

mercaptoetanol (v/v), 6 M urea y 0.05 % azul de bromofenol (p/v)). Se mezclaron bien las 

muestras mediante agitación por vortex, se hirvieron a 95 °C durante 5 minutos y se 
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centrifugaron durante 1 minuto a velocidad máxima antes de cargarlas en un gel de SDS-

poliacrilamida. 

 

 Método 2, para Pull-down 

 Este protocolo fue descrito por Fernández-Martínez y colaboradores (Fernández-

Martínez et al., 2003). Se partió de 200-250 mg de micelio liofilizado proveniente de un cultivo 

en MFA (tabla 2.3). Tras pulverizar la muestra, se añadió 1 mL de tampón de extracción de 

proteínas NP-40 (5 mM Hepes pH=7.5 (Sigma-Aldrich), 1 mM EDTA, 20 mM KCl, 0.1 % NP-40 

(p/v) (Thermo Scientific), 0.5 mM DTT y una pastilla de inhibidores de proteasas (Roche)) y se 

mezcló. Las muestras se incubaron en un agitador rotatorio a 4 °C durante 1.5 h. Después, se 

centrifugaron durante 30 minutos a 14 000 rpm y 4 °C, recogiendo el sobrenadante y midiendo 

la concentración de proteínas mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). 

 En base a la concentración medida, se precipitaron 200 µg de extracto de proteína 

añadiendo TCA al 10 % (p/v) e incubando durante 10 minutos en hielo. Tras ello, se 

centrifugaron los tubos a 14 000 rpm y 4 °C durante 5 minutos, se retiró el sobrenadante y se 

realizaron sucesivamente dos limpiezas con mezclas de etanol y éter etílico en proporciones 

1:1 y 1:3, respectivamente. Una vez eliminado el sobrenadante mediante vacío, se añadieron 

80 µL de tampón de carga y la preparativa de las muestras para cargar en un gel de SDS-

poliacrilamida se realizó según lo descrito en el método 1. 

 

 Método 3 para alquilación de proteínas 

 Este protocolo ha sido adaptado para el hongo Aspergillus nidulans a partir de los 

procedimientos desarrollados para Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe 

por diferentes grupos (Delaunay et al., 2000; Vivancos et al., 2004). Se obtuvieron 3 tipos de 
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muestras distintas: un extracto crudo inicial donde el estado oxidativo de las proteínas había 

sido aislado, una segunda muestra en la que el extracto proteico había sido incubado en una 

solución de alquilación para las cisteínas y una tercera en la que, además de la alquilación, se 

había procedido con la desfosforilación de las proteínas. 

 Para ello, se inocularon 106 conidios/mL en un matraz que contenía 30 mL de MMA 

con los suplementos correspondientes. Tras cultivar durante 18 h, se transfirió una alícuota de 

1 mL a un tubo de 1.5 mL. Después, se añadieron 100 µL de TCA al 100 % (p/v) y se 

centrifugaron las muestras a 4 000 rpm y 4 °C durante 1 minuto. Se retiró el sobrenadante 

mediante vació y se resuspendió el precipitado en 1 mL de TCA al 20 % (p/v). Las muestras 

fueron centrifugadas durante 1 minuto a 13 200 rpm y 4 °C, y se eliminó el sobrenadante. El 

precipitado se resuspendió en 500 µL de TCA al 12.5 % (p/v). Se añadieron bolas de vidrio de 

425-600 µm de diámetro (Sigma-Aldrich) y se lisaron las células mediante 2 pulsos de 5 

segundos en un homogeneizador (Mini-Beadbeater, Biospec). Para recoger la fase líquida, se 

hizo un agujero en la base del tubo y se transfirió el sobrenadante a otro tubo de 2 mL 

centrifugando brevemente. Tras ello, se centrifugaron las muestras durante 20 minutos a 4 °C 

y 13 200 rpm. El sobrenadante se eliminó mediante vacío y el precipitado se resuspendió en 1 

mL de acetona. En este paso es necesario disgregar el precipitado con la punta de un asa 

bacteriológica (Scharlab) durante 30 segundos por muestra, mezclando vigorosamente al final. 

Después, se centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 4 °C y 13 200 rpm. El 

sobrenadante se eliminó por vacío y se secaron las muestras a 55 °C durante 10 minutos. 

Finalmente, se añadieron 60 µL de tampón de carga (50 % glicerol (v/v), 10 % SDS (p/v), 0.25 

mM Tris-HCl pH=6.8, 0.5 M DTT, 0.25 % azul de bromofenol (p/v)) y se analizaron las muestras 

mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida. 

 Para los experimentos de alquilación de cisteínas, en vez de añadir el tampón de carga 

se añadieron 50 µL de tampón de alquilación (0.1 M Tris-HCl pH=8.0, 1 mM EDTA, 1 % SDS 
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(p/v) y 75 mM del alquilante yodoacetamida (0.014 mg/mL) (Sigma-Aldrich)) y se disgregó el 

precipitado durante 1 minuto. Las muestras se incubaron a 25 °C durante 15 minutos y por 

último se añadieron 60 µL de tampón de carga sin DTT (50 % glicerol (v/v), 10 % SDS (p/v), 0.25 

mM Tris-HCl pH=6.8 y 0.25 % azul de bromofenol (p/v)), ya que éste es un agente reductor. 

Antes de cargar las muestras en el gel de SDS-poliacrilamida, se calentaron durante 5 minutos 

a 100 °C. 

 Para los experimentos de desfosforilación, se añadieron a 10 µL de extracto 

precipitado en TCA, 40 µL de tampón de dilución AP (0.1 M Tris-HCl pH=9.5 y 0.1 mM EDTA en 

agua) y 0.1 µL de fosfatasa aislada de gamba (Shrimp, Sigma-Aldrich). Se incubaron las 

muestras durante 30 minutos a 37 °C. Después, se realizó la alquilación, tal y como se ha 

descrito previamente y finalmente se añadieron 60 µL de tampón de carga sin DTT. Se 

calentaron las muestras durante 5 minutos a 100 °C y se cargaron en un gel de SDS-

poliacrilamida. 

 

7.2 Inmunodetección de proteínas (Western-blot) 

 Una vez obtenidos los extractos proteicos se realizó la separación de los mismos 

mediante la técnica de electroforesis en geles desnaturalizantes de SDS-poliacrilamida, SDS-

PAGE (Sambrook et al., 1989). Tras desnaturalizar las muestras (ver apartado anterior), cada 

una se cargó en dos geles al 10 % (sistema Mini-PROTEAN® 3, Bio-Rad; (Laemmli, 1970)), uno 

para analizar la integridad de los extractos proteicos, el cual se tiñó con Bio-Safe™ Coomassie, 

y el segundo para la transferencia a una membrana de PVDF (Trans-blot® Turbo™ Midi PVDF 

Transfer Packs, Bio-Rad), en la cual se detectaron los epítopos correspondientes. Dichos 

epítopos se detectaron mediante la hibridación primero con anticuerpos primarios específicos 

y, tras ello, con anticuerpos secundarios adecuados conjugados a la peroxidasa de rábano 

(tabla 2.8). La actividad peroxidasa se indujo mediante el sistema de quimioluminiscencia ECL 
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(Clarity™ Western ECL Blotting Substrate, Bio-Rad) y la imagen de la reacción se capturó con el 

dispositivo ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad). Las imágenes se analizaron mediante el 

software de libre acceso ImageLab (versión 5.1, Bio-Rad). 

Tabla 2.8: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la detección de epítopos unidos a proteínas de A. 
nidulans. 

ANTICUERPOS DILUCIÓN FUENTE REFERENCIA 

Primarios α-GFP 1/1 000 Ratón Roche 

α-HA 1/1 000 Ratón Santa Cruz 

α-HxQ 1/30 000 Conejo AB1807 Chemicon 
Intemat Inc. 

Secundarios α-ratón IgG 1/2 500 Cabra Jackson 
InmunoResearch 
Laboratories INC 

α-conejo 1/10 000 Asno Sigma-Aldrich 

 

7.3 Ensayos de retención de proteínas (Pull-Down) 

 Los experimentos de Pull-Down se realizaron para determinar una posible interacción 

entre dos proteínas de interés. Para ello, se utilizaron proteínas de fusión a GST expresadas en 

E. coli y extractos proteicos totales de A. nidulans (apartado 7.1, método 2), en los cuales, la 

proteína a analizar estaba etiquetada con un epítopo adecuado. 

 En primer lugar, se añadieron 60 µL de resina glutatión sefarosa (GE Healthcare) en un 

tubo de 1.5 mL y se realizaron dos lavados con 200 µL PBS (140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM 

Na2HPO4, 1.8 mM K2HPO4, ajustada a pH=7.3, GE Healthcare) que incluía inhibidores de 

proteasas (Roche). Tras ello, se añadieron 400 µL de extracto de E. coli (apartado 6.4) y se 

incubó la mezcla durante 1 hora a 4 °C en un agitador rotatorio. Una vez unida la quimera de 

GST a la resina, se realizaron tres lavados con 200 µL de PBS con inhibidores de proteasas y 0.5 

% de Tritón™ X-100 (v/v) (Roche), con el objetivo de eliminar las proteínas de E. coli que no se 

hubieran unido a la resina. La incubación con 2 mg de extracto proteico de A. nidulans se 

extendió durante 40 minutos, tras los cuales, se realizaron cuatro lavados con 200 µL de PBS 

con inhibidores de proteasas y 0.5 % de Tritón™ (v/v). Finalmente, la resina con la fusión a GST 
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y el resto de proteínas unidas supuestamente de forma específica fueron resuspendidas en 30 

µL de tampón de carga. Las muestras resultantes (fracción retenida) se analizaron mediante 

electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida y Western-blot (apartado 7.2), comparándolas 

con las fracciones no retenidas (recogidas en los lavados con PBS y precipitadas con TCA). 

 

8. Microscopía de fluorescencia 

 La localización subcelular de proteínas de A. nidulans se analizó utilizando uno de los 

siguientes microscopios: 

 Microscopio invertido Zeiss Axio Observer Z1 equipado con una lente de inmersión en 

aceite (63x, Plan Apochromat), una cámara Axiocam MRm Rev.3, una fuente de luz 

externa Zeiss HXP 120C para los experimentos de epifluorescencia y los filtros verde 

(filtro 38 HE, excitación 470/40; emisión 525/50), rojo (filtro 43 HE, excitación 545/25; 

emisión 605/70) y DAPI (filtro 49; excitación 365 nm; emisión 445 nm). Este 

microscopio incluía un diafragma para la radiación de regiones específicas en las 

muestras, el cual se utilizó en el análisis de la dinámica de la fusión FlbB::Dendra2. 

 Microscopio invertido Leica (DMI 6000B) equipado con una lente de inmersión en 

aceite (63x, Plan Apo 1.4 N.A., Leica) y dotado de filtros verde (excitación 470 nm; 

emisión 525 nm), rojo (Txred, excitación 562 nm; emisión 624 nm) y DAPI (D, 

excitación 355 nm; emisión 470 nm) para GFP y Cherry-Red o inducir la fotoconversión 

de Dendra2, respectivamente. Las imágenes se obtuvieron con una cámara digital 

ORCA-ER II (Hamamatsu Photonics, Bridgewater, NJ). 

 Para el análisis se inocularon, en placas individuales (Ibidi, Cat. No. 81151) o de 8 

pocillos (Ibidi, Cat. No. 80821), 3 mL o 300 µL por pocillo de WMM (tabla 2.3) y los 

suplementos necesarios, y 40 µL de una suspensión de conidiosporas en Tween® 20 al 0.02 % 

(v/v). Se incubaron las muestras durante 16 h a 25 °C. La asociación de la localización de FlbB 
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con diferentes elementos del citoesqueleto se analizó según lo descrito en (Araujo-Bazán et 

al., 2008), añadiendo medio fresco con 100 µM de Latrunculina B (Calbiochem®) y/o 2.4 µg/mL 

de Benomilo (Sigma-Aldrich). 

 El análisis de las imágenes obtenidas en el microscopio se realizó mediante el software 

de libre acceso ImageJ (versión 1.47v; imagej.nih.gov/ij, U. S. National Institute of Health, 

Bethesda, Maryland, USA). Las gráficas monodimensionales muestran la variación de la 

fluorescencia verde o roja a lo largo de las regiones indicadas, permitiendo el cálculo de la 

relación entre la intensidad de la fluorescencia de la punta y el núcleo apical. Para realizar este 

cálculo se analizaron al menos 10 hifas de cada cepa y la significancia estadística de las 

diferencias observadas entre las distintas cepas se determinó utilizando la función prueba t 

(dos colas) (Office Excell, Microsoft). 

 

9. Herramientas bioinformáticas 

 Las distintas secuencias analizadas en este trabajo se obtuvieron a partir de las bases 

de datos Aspergillus Genome Database (www.aspgd.org/) o Broad Institute 

(www.broadinstitute.org/). Las construcciones genómicas y plasmídicas generadas se 

diseñaron utilizando el programa Vector NTI (Invitrogen). Finalmente, las comparaciones entre 

las secuencias procedentes de las reacciones de secuenciación y las de referencia se realizaron 

utilizando el algoritmo Lalign (embnet.vital-it.ch/software/LALIGN_form.html). 

 

  

http://imagej.nih.gov/ij
http://www.aspgd.org/
http://www.broadinstitute.org/
http://embnet.vital-it.ch/software/LALIGN_form.html


 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 3: Dinámica subcelular de FlbB entre la punta 
y los núcleos de las hifas vegetativas 
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1. Introducción 

 La función de los factores UDA es esencial para la inducción del desarrollo asexual. El 

mecanismo de transducción en el que participan es activo en hifas vegetativas y su correcto 

funcionamiento depende de la maquinaria que controla el crecimiento de éstas. La localización 

subcelular de FlbB es el ejemplo más claro que sustenta esta afirmación, ya que, este FT se 

localiza en la punta de las hifas vegetativas a través de un mecanismo FlbE- y actino-

dependiente (Garzia et al., 2009). Sin embargo, su localización nuclear está limitada a los 

núcleos más apicales (Etxebeste et al., 2008) y depende de FlbD (Oiartzabal-Arano, 2016), con 

quien se coordina para inducir la expresión de brlA (Garzia et al., 2010). La expresión de una 

quimera GFP::FlbB bajo promotor constitutivo gpdAmini causa la inhibición del gradiente de 

localización nuclear de FlbB y el FT se localiza en todos los núcleos de las hifas vegetativas. En 

ausencia de flbE, FlbB pierde la localización apical y, aunque se acumula en los núcleos, 

también pierde la capacidad de activar la expresión de brlA y con ello la de conidiar (Herrero-

García et al., 2015). Ello sugiere que existe una direccionalidad en la localización subcelular de 

FlbB, teniendo que pasar por la punta de la hifa para adquirir la capacidad de ser 

transcripcionalmente activo en el núcleo. Por lo tanto, parece haber una relación funcional 

entre las poblaciones apical y nuclear de FlbB. El objetivo de este capítulo ha sido confirmar 

dicha direccionalidad en la dinámica de FlbB y la existencia de un mecanismo de migración 

desde la punta al núcleo. Además, se ha revisado la dependencia de la localización apical con 

respecto a los filamentos de actina y el papel que la miosina myoEmyoV podría tener en el 

transporte de FlbB entre el subápice y el ápice. 

 

 

 



Dinámica subcelular de FlbB entre la punta y los núcleos de las hifas vegetativas 

98 
 

2. Transporte acropetal de FlbB 

2.1 Papel de los citoesqueletos de tubulina y actina en el transporte acropetal de FlbB 

 Para confirmar la localización apical actino-dependiente de FlbB (Garzia et al., 2009) y 

ampliar el conocimiento sobre su dinámica acropetal, se aprovecharon los mayores niveles de 

la quimera GFP::FlbB generados al expresarla bajo promotor gpdAmini y se analizó su 

localización subcelular en medio líquido que contenía latrunculina B y/o benomilo. Mientras 

que la latrunculina despolimeriza los filamentos de actina, el benomilo causa la 

despolimerización de los microtúbulos (Araujo-Bazán et al., 2008). La exposición de las células 

a la latrunculina B inhibió la localización apical de FlbB. Este efecto se observó desde los 

primeros minutos de la aplicación de la droga, quedando FlbB acumulado en la región 

subapical (ver las ampliaciones y los gráficos de la intensidad fluorescente en las áreas 

indicadas en la figura 3.1A, izquierda). 

 La adición de benomilo al medio de cultivo no alteró la localización apical de FlbB, tal y 

como se había descrito previamente (Garzia et al., 2009) (figura 3.1A, derecha). Sin embargo, 

estos resultados no aclaraban si una fracción de FlbB continuaba en el ápice porque estaba ahí 

antes de la adición de la droga o porque el benomilo no afectaba a su transporte acropetal. 

Por consiguiente, se expusieron las hifas de la misma cepa a ambas drogas simultáneamente 

durante 30 minutos. Este hecho provocó la pérdida de la localización apical de FlbB y el 

crecimiento isotrópico de la punta (figura 3.1B, izquierda). Después, se retiró el medio y se 

añadió medio fresco que contenía únicamente benomilo. En estas condiciones, FlbB volvió a 

acumularse en la punta (figura 3.1B, derecha). 

 La expresión de GFP::FlbB bajo promotor constitutivo también permitió el seguimiento 

de agregados de FlbB moviéndose en dirección acropetal y basipetal (figura 3.1C y los 

quimogramas correspondientes en la figura 3.1D). Sin embargo, este movimiento, y en 
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consecuencia la acumulación apical, estaban casi totalmente inhibidos en un fondo genético 

ΔflbE (Herrero-García et al., 2015). 

Estos resultados sugieren que los filamentos de actina son esenciales para el 

transporte de FlbB desde el subápice hasta el ápice, mientras que los microtúbulos no parecen 

tener un papel esencial en este transporte. 
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Figura 3.1: Papel de los citoesqueletos de actina y tubulina en la migración de FlbB al ápice. A) Localización de la 
quimera GFP::FlbB, expresada bajo el promotor gpdAmini, en MMA que contiene 100 µM de latrunculina B 
(izquierda) o 2.4 µg/mL de benomilo (derecha). Las ampliaciones (5x) y los gráficos de la intensidad fluorescente en 
las superficies señaladas muestran la acumulación subapical de FlbB causada por la adición de latrunculina B. Barra 
de escala: 5 µm. B) Localización de GFP::FlbB en células de la misma cepa cultivadas en MMA que contiene ambas 
drogas (izquierda) o después del cambio a MMA que únicamente contiene benomilo (derecha). Barra de escala: 5 
µm. C) La secuencia de imágenes superior muestra agregados de GFP::FlbB (puntas de flecha), expresado bajo 
control del promotor gpdAmini, moviéndose en dirección acropetal (arriba) y basipetal (abajo) en un fondo genético 
silvestre. En la secuencia inferior se muestra la ausencia de movimiento de la misma quimera en un fondo genético 
ΔflbE. En este caso, las puntas de flecha señalan el ápice de las hifas analizadas. Barra de escala en todos los casos: 5 
µm. Las líneas discontinuas indican las regiones analizadas en los quimogramas del panel D. 

 

2.2 Efecto de la ausencia de actividad miosina V/MyoE en la localización apical de FlbB 

 Primero, y a modo de control, se analizó la dinámica de la quimera GFP::FlbB en una 

cepa que expresaba tanto ésta como FlbE::mRFP bajo control del promotor constitutivo 

gpdAmini. La expresión constitutiva de ambas quimeras aumenta significativamente la cantidad 

de FlbB acumulado en el ápice (ver capítulo 5), por lo que esta cepa resultaba adecuada para 

volver a analizar el movimiento acropetal y basipetal de FlbB. Se detectaron agregados de FlbB 

moviéndose en ambas direcciones (números 1 y 4 en la figura 3.2A y las puntas de flecha en el 

quimograma del panel inferior). Se observó también un agregado inmóvil desde el cual partían 

otros en dirección basipetal (número 2 y 4 en la figura 3.2A; ver quimograma). A medida que la 

intensidad fluorescente disminuía como resultado de la exposición a la luz incidente, se 

comenzaron a observar estructuras filamentosas entre el subápice y el ápice, las cuales, 

podrían corresponder a filamentos de actina marcados con GFP::FlbB (número 3 en la figura 

3.2A). 

 La miosina V, MyoE, participa en el transporte de cargos entre subápice y ápice 

(Pantazopoulou et al., 2014; Taheri-Talesh et al., 2012). Así, se generó un mutante ΔmyoE que 

expresaba la quimera GFP::FlbB bajo promotor nativo. Se observó que FlbB se dispersaba 1) 

describiendo una media luna que seguía la forma de la hifa en la punta (figura 3.2B, segunda 

línea) o 2) formando dos agregados a ambos lados del ápice (figura 3.2B, tercera línea). Estos 
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resultados sugieren que el transporte de FlbB desde el subápice al ápice tiene lugar a través de 

filamentos de actina y que myoE puede ser necesario en dicho transporte. 

 

Figura 3.2: Efecto de la ausencia de actividad miosina V en la localización subcelular de FlbB. A) Dinámica de 
GFP::FlbB en hifas vegetativas de una cepa que co-expresa FlbE::mRFP, ambas bajo el promotor constitutivo 
gpdAmini. Se muestran 6 fotogramas de un mismo análisis. La línea de puntos suspensivos en el primer fotograma 
indica la región analizada en el quimograma inferior, el cual muestra agregados de GFP::FlbB moviéndose en 
dirección acropetal y basipetal entre la punta y el núcleo apical (números 1 y 4). El número 2 indica un agregado de 
GFP::FlbB desde donde parten otros en dirección basipetal (indicados con el número 4 en los fotogramas 
correspondientes a 4150 y 4400 ms). Finalmente, el número 3 indica estructuras filamentosas que parecen enlazar 
el subápice y el ápice. Barra de escala: 5 µm. B) Localización subcelular de la quimera GFP::FlbB en un fondo 
genético silvestre (primera fila) y en un fondo ΔmyoE/myoV (segunda y tercera fila). La deleción de myoV causa una 
deslocalización de GFP::FlbB del ápice, dispersándose según una forma de media luna que sigue la curvatura de la 
hifa en la punta (segunda fila) o formando dos agregados a ambos lados del ápice (tercera fila). Barra de escala en 
todos los paneles: 5 µm. 

 

3. Transporte basipetal de FlbB 

 GFP::FlbB, expresado bajo control de gpdAmini, pierde su localización apical en un fondo 

genético nulo de flbE, pero no la nuclear, aunque dicha población nuclear no es capaz de 

activar la transcripción de brlA (Herrero-García et al., 2015). Por consiguiente, se puede 

proponer la necesidad de que FlbB pase previamente por la punta para que sea 

transcripcionalmente activo en el núcleo. Es decir, debería haber una migración de FlbB desde 
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la punta a los núcleos. En este apartado se ha utilizado el etiquetado de FlbB con el epítopo 

fotoconvertible Dendra2 para comprobar dicha migración. 

 

3.1 Puesta a punto del sistema FlbB::Dendra2 

 Dendra2 es una proteína fotoconvertible verde que al ser irradiada con luz de 

longitudes de onda específicas cambia a color rojo (figura 3.3) (Chudakov et al., 2007a). La 

disponibilidad comercial de Dendra2 (Clontech) y sus características han permitido el estudio 

de la dinámica subcelular de proteínas en eucariotas superiores y en levaduras (Chudakov et 

al., 2007b; Jasik et al., 2013; Onischenko et al., 2009; Scholz et al., 2013). 

 

Figura 3.3: Fotoconversión de Dendra2. Antes de la fotoconversión, se puede analizar la localización de la proteína 
etiquetada con Dendra2 siguiendo la fluorescencia verde. Para la fotoconversión, se irradia toda la célula o la región 
de interés (ROI: region of interest) con un láser a 405 nm o 488 nm (tiempo de exposición entre 50-200 ms; potencia 
del láser entre 20-50 %; deben ajustarse las condiciones óptimas para cada sistema). Tras la fotoconversión, se 
pueden analizar cambios en la localización de la forma fotoconvertida (población con fluorescencia roja) o los 
tiempos de recuperación de la fluorescencia verde, la cual, indica la síntesis de la proteína objeto de estudio. 
Modificado a partir de (Perez-de-Nanclares-Arregi y Etxebeste, 2014). 

  

Al ser ésta la primera vez que se utilizaba este epítopo fotoconvertible en Aspergillus 

nidulans, se procedió con la puesta a punto de la técnica y los parámetros de análisis. En 

primer lugar, se generaron cepas que expresaban quimeras FlbB::Dendra2 bajo promotor 

nativo o promotor gpdAmini (ver apartado 5.10 del capítulo 2). Para confirmar la funcionalidad 

de las construcciones, se analizó la producción de conidios por unidad de área en cada cepa 

generada (flbB(p)::FlbB::Dendra2 y gpdAmini::FlbB::Dendra2) y las cepas parentales 

correspondientes (una cepa silvestre, TN02A3 (Nayak et al., 2006), y el mutante nulo de flbB 
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(Garzia et al., 2010), respectivamente) (figura 3.4). Las secuenciaciones realizadas demostraron 

que las construcciones generadas no contenían mutaciones en las secuencias de flbB o 

Dendra2. Por lo tanto, se esperaba que las cepas tuvieran una producción de conidios y un 

fenotipo similar en comparación con la cepa silvestre. Una producción significativamente 

menor de conidios supondría la pérdida de función de FlbB. La figura 3.4 (paneles A y B) 

muestra que no hay una variación significativa en la producción de conidios por cm2 al 

comparar las cepas flbB(p)::FlbB::Dendra2 y su parental silvestre o gpdAmini::FlbB::Dendra2 y 

gpdAmini::GFP::FlbB (se utilizaron tres réplicas para cada cepa; p > 0.01 en las dos 

comparaciones; cambio no significativo). Por lo tanto, las cepas generadas contenían 

secuencias funcionales de FlbB. 

 
Figura 3.4: Evaluación de la funcionalidad de las construcciones flbB::dendra2 generadas. A) Fenotipos de las 
cepas generadas en comparación con los parentales TN02A3 (Nayak et al., 2006) y BD177 (Garzia et al., 2010) tras 
72 horas de cultivo a 37 °C en MMA. Barra de escala: 2 cm. B) Producción de conidios de cada cepa del panel A. Los 
valores son un promedio de tres réplicas más el error estándar de la media (s.e.m.: standard error of the meaning). 
Valores de p menores de 0.01 se consideran cambios significativos. C) Localización subcelular de FlbB::GFP 
(Etxebeste et al., 2008) y FlbB::Dendra2 cuando ambas quimeras se expresaban bajo el promotor nativo. Barra de 
escala: 5 µm. D) Localización subcelular de GFP::FlbB y FlbB::Dendra2 cuando ambas quimeras se expresaban bajo el 
promotor constitutivo gpdAmini. Barra de escala: 5 µm. Los gráficos inferiores muestran la intensidad de la 
fluorescencia a lo largo de la región indicada por las líneas discontinuas. E) Ratios entre la intensidad de la 
fluorescencia del segundo y el primer núcleo (apical), por un lado, y el núcleo apical y la punta, por el otro lado. Los 
valores corresponden a la media obtenida a partir del análisis de diez hifas para cada cepa más s.e.m. Los colores 
azul y rojo corresponden a las cepas gpdA

mini
::GFP::FlbB y gpdA

mini
::FlbB::Dendra2, respectivamente. 
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 En segundo lugar, deben tenerse en cuenta, por un lado, la baja intensidad de la 

fluorescencia verde de Dendra2 en comparación con la de GFP (ver el enlace 

www.clontech.com/OA_MEDIA/xxclt_media/MainWP063553.html) y por el otro lado, la baja 

expresión de flbB en hifas vegetativas. Por ello, se comparó la intensidad de la fluorescencia de 

las distintas construcciones de FlbB::Dendra2 generadas con respecto a la de FlbB::GFP, para 

poder seleccionar así la cepa apropiada para los experimentos de fotoconversión. Cuando se 

expresaba bajo su promotor nativo, FlbB::GFP se detectó en la punta y en el núcleo apical 

principalmente (figura 3.4C, izquierda) (Etxebeste et al., 2008). Sin embargo, FlbB::Dendra2 

apenas se detectaba en la punta y en ningún caso fue detectado en el núcleo apical (figura 

3.4C, derecha), por lo que se descartó la cepa correspondiente para los análisis de 

fotoconversión. 

 Cuando FlbB::Dendra2 se expresaba bajo el promotor constitutivo gpdAmini, la quimera 

mostró la misma distribución subcelular (canal verde) que la descrita para la cepa 

gpdAmini::GFP::FlbB (figura 3.4D), siendo detectado en la punta y en todos los núcleos a lo largo 

de la hifa. La intensidad de la fluorescencia para FlbB::Dendra2 era 8.4 ± 0.9 veces más baja 

que para GFP::FlbB (el promedio y la desviación estándar se obtuvieron considerando la 

fluorescencia de la punta y los tres primeros núcleos, figura 3.4D, N = 10 hifas, p < 0.0004 en 

los cuatro puntos seleccionados, diferencia significativa). Sin embargo, la distribución de FlbB 

en la punta y los núcleos era similar en las dos cepas, ya que el ratio entre la intensidad de la 

fluorescencia en la punta y el núcleo apical (0.91 ± 0.18 para GFP::FlbB y 0.89 ± 0.24 para 

FlbB::Dendra2), o entre la del segundo núcleo y el primero (0.96 ± 0.14 para GFP::FlbB y 0.82 ± 

0.10 para FlbB::Dendra2) no varió significativamente (N = 10 hifas para cada cepa; p > 0.01 en 

ambas comparaciones; diferencia no significativa) (figura 3.4E). Teniendo en cuenta estos 

resultados, se decidió utilizar la cepa gpdAmini::FlbB::Dendra2 en los experimentos de 

fotoconversión. 

http://www.clontech.com/OA_MEDIA/xxclt_media/MainWP063553.html
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 En tercer lugar, se evaluaron los valores de los parámetros a tener en consideración a 

la hora de fotoconvertir Dendra2 de su forma verde a la roja. Debe tenerse en cuenta que en 

este trabajo no se utilizó un laser para dicha fotoconversión sino un filtro para DAPI (Baker et 

al., 2010; Vorvis et al., 2008). Se analizó el efecto que tienen la intensidad de la luz UV utilizada 

(100 %, 80 %, 60 % y 40 % del máximo posible) y el tiempo de radiación (2 500, 5 000 y 7 500 

ms en cada intensidad) sobre la fotoconversión de FlbB::Dendra2, así como en el crecimiento 

del hongo. Se analizaron 4 hifas en cada condición, determinándose los promedios (más s.e.m) 

de la disminución de la intensidad de la fluorescencia verde y el aumento de la fluorescencia 

roja en la punta (tabla 3.1). Para ello, se adquirieron imágenes en ambos canales antes y 

después de la fotoconversión, y también 5 y 10 minutos después de ésta; en este caso, para 

determinar el efecto de la radiación sobre el crecimiento. 

Tabla 3.1: Análisis del efecto de la intensidad de la radiación UV y el tiempo de exposición (ms) en la 
fotoconversión de Dendra2. Se realizaron las medidas tomando como referencia las puntas de las hifas vegetativas. 
Los valores representan los promedios de la disminución de la intensidad de la fluorescencia verde (GF) y del 
aumento de la intensidad de la fluorescencia roja (RF) más el error estándar de la media (s.e.m.). Se analizaron 4 
hifas para cada condición (ver también figura 3.5). Se indica asimismo si las condiciones ensayadas inhiben o no el 
crecimiento vegetativo. 

Tiempo de 
exposición 

(ms) 

2 500 5 000 7 500 

Intensidad 
de la 

lámpara 

Dismin. 
de GF (%) 

Aumento 
de RF (%) 

Inhibic. 
crecimi. 

Dismin. 
de GF 

(%) 

Aumento 
de RF (%) 

Inhibic. 
crecimi. 

Dismin. 
de GF 

(%) 

Aumento 
de RF (%) 

Inhibic. 
crecimi. 

100 % 45 ± 10 737 ± 398 Si 63 ± 3 667 ± 117 Si 67 ± 6 914 ± 374 Si 

80 % 52 ± 1 877 ± 111 No 62 ± 10 805 ± 216 Si 58 ± 9 1 298 ± 158 Si 

60 % 40 ± 15 433 ± 301 No 33 ± 11 360 ± 47 Si 54 ± 3 463 ± 277 Si 

40 % 27 ± 20 161 ± 60 No 31 ± 7 209 ± 21 No 22 ± 10 289 ± 154 Si 

 

 El crecimiento de las hifas se inhibió a intensidades de luz y tiempos de exposición 

elevados (tabla 3.1; ver también figura 3.5). A la máxima intensidad de la lámpara (100 %) se 

inhibió el crecimiento en los tres tiempos de exposición analizados (2 500, 5 000 y 7 500 ms) 

(figura 3.5A). La eficiencia de la fotoconversión fue similar al utilizar una intensidad de lámpara 

del 80 % en comparación con la intensidad máxima (tabla 3.1; figura 3.5B). Sin embargo, se 

observó que al utilizar 2 500 ms de exposición no había inhibición del crecimiento, mientras 

que a mayores tiempos de exposición sí la había. Al reducir la intensidad de la lámpara al 60 % 
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o 40 % del máximo, la eficiencia de la fotoconversión disminuía claramente (tercera y cuarta 

fila de la tabla 3.1; ver anexo 1). Teniendo en cuenta estos resultados, se estableció la 

intensidad de la lámpara al 80 % de la intensidad máxima y el tiempo de exposición en 2 500 

ms, ya que en estas condiciones no se inhibía el crecimiento de las hifas mientras que se 

obtenía una fotoconversión lo suficientemente eficiente. 
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Figura 3.5: Análisis del efecto de la intensidad de la radiación UV y el tiempo de exposición en la fotoconversión 
de Dendra2. Se realizaron las medidas tomando como referencia la punta de las hifas vegetativas. Se muestra la 
fluorescencia verde (GF) y roja (RF) de gpdA

mini
::FlbB::Dendra2 antes y después (0 y 10 minutos) de inducir la 

fotoconversión para cada intensidad de lámpara (I.L.; columnas, A: 100 % y B: 80 %) y tiempo de exposición (T.E.; 
filas, 1: 2 500 ms, 2: 5 000 ms, 3: 7 500 ms). Las puntas de flecha blancas indican las puntas de las hifas analizadas 
en los gráficos, los cuales muestran la intensidad de las fluorescencias verde y roja a lo largo de las líneas 
discontinuas. Barra de escala en todos los paneles: 5 µm. Ver las relaciones de la disminución de GF y aumento de 
RF en la tabla 3.1. Las imágenes correspondientes a las intensidades de lámpara del 60 % y 40 % se muestran en el 
anexo 1. 
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3.2 Seguimiento de FlbB::Dendra2 tras la fotoconversión 

 Para validar el uso de Dendra2, se intentaron reproducir características previamente 

conocidas de la localización y la dinámica subcelular de FlbB. Así, se irradiaron las hifas 

vegetativas durante 8 s con luz UV al 80 % de intensidad, y se siguieron la recuperación de su 

crecimiento y la localización de FlbB::Dendra2 durante el máximo tiempo posible (4 horas en la 

hifa de la figura 3.6). La figura 3.7, por su parte, muestra la evolución de los valores de las 

fluorescencias verde y roja a lo largo de la hifa con el tiempo. Se detectó la fluorescencia verde 

en la punta y los núcleos antes de la fotoconversión, mientras que no se detectó señal alguna 

en el canal rojo (“antes” en las figuras 3.6 y 3.7). Tras la fotoconversion, se detectó la señal de 

la fluorescencia roja dispersa en la punta y también en los núcleos, mientras que la 

fluorescencia verde fue muy débil (t = 00:00, horas:minutos, en las figuras 3.6 y 3.7). La señal 

de FlbB en la punta (roja o verde) desapareció, probablemente como consecuencia de la 

inhibición del crecimiento polar. Con el tiempo, la fluorescencia verde en los núcleos aumentó 

gradualmente mientras que la roja disminuyó (t = 00:05 hasta 02:20). La ausencia de FlbB de la 

punta se mantuvo hasta que la hifa recuperó el crecimiento polarizado (t = 02:45), tras lo cual, 

la fluorescencia roja desapareció gradualmente (t = 02:45 hasta 04:00). 

 La secuencia de imágenes también permitió seguir un proceso de mitosis, durante el 

cual, como ya ha sido descrito previamente (Etxebeste et al., 2009a), FlbB no se acumuló en 

los núcleos pero sí en la punta (t = 03:33), probablemente debido al mantenimiento del 

crecimiento polarizado. Se ha descrito previamente que la velocidad de crecimiento de las 

hifas no cambia significativamente en la mitosis con respecto a la interfase (Horio y Oakley, 

2005) y que el crecimiento de la hifa y el ciclo celular son procesos independientes en hongos 

filamentosos (Riquelme et al., 2003). Al acabar la división celular, se volvió a detectar la forma 

verde de FlbB::Dendra2 en los núcleos pero no la roja (t = 04:00) (Etxebeste et al., 2009a). Los 
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resultados muestran que Dendra2 es una herramienta válida para el análisis de la localización y 

dinámica de FlbB (ver siguiente sección). 
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Figura 3.6: Análisis de la dinámica de FlbB::Dendra2. Se obtuvieron imágenes de fluorescencia verde (GF), roja (RF) 
y en contraste de fases (DIC) de una hifa de A. nidulans que expresaba FlbB::Dendra2 bajo control de gpdAmini. Se 
irradió todo el campo de visión con luz UV al 80 % de intensidad durante 8 s, provocando la fotoconversión de 
Dendra2 y la inhibición del crecimiento de la hifa. Se muestra una selección de los fotogramas del Vídeo 
Suplementario 1 incluido en (Perez-de-Nanclares-Arregi y Etxebeste, 2014). El tiempo se indica en horas:minutos. La 
línea discontinua en la última imagen de contraste de fases (DIC) indica la región de la hifa analizada en la figura 3.7. 
Barra de escala: 5 µm. 

 

 

Figura 3.7: Evolución de la fluorescencia de FlbB::Dendra2 con el tiempo y a lo largo de la hifa vegetativa 
analizada en la figura 3.6. A) Gráficos tridimensionales que muestran la evolución en la intensidad de la 
fluorescencia (unidades arbitrarias) verde (arriba) y roja (abajo) a lo largo de la región indicada en la figura 3.6. N = 
núcleo. Los números indican: 1) Población inicial de FlbB antes de la fotoconversión (punta y núcleos). 2) Población 
de FlbB fotoconvertida en los núcleos y disminución de la intensidad en la punta. 3) Ausencia de FlbB en la punta. 4) 
Recuperación progresiva de la fluorescencia nuclear de FlbB (forma sintetizada tras la fotoconversión). 5) 
Disminución progresiva de la fluorescencia nuclear roja (forma fotoconvertida de FlbB::Dendra2). 6) Acumulación 
apical de FlbB de nueva síntesis. 7) Pérdida progresiva de la fluorescencia roja apical. 8) Mitosis: pérdida de la 
localización nuclear de FlbB. 9) Pérdida de la localización nuclear de la forma fotoconvertida tras la mitosis. 10) 
Recuperación de la localización nuclear de FlbB de nueva síntesis tras la mitosis. B) Evolución de las fluorescencias 
verde (GF) o roja (RF) (más s.e.m.; unidades arbitrarias) en la punta (arriba) o en el núcleo apical (abajo) de la hifa 
analizada en el panel A. El tiempo representa horas:minutos en ambos paneles. 

 

3.3 FlbB migra desde la punta de la hifa hasta el núcleo 

 La fotoconversión de Dendra2 inducida con luz UV puede ser limitada a regiones 

específicas de la célula, utilizando para ello un diafragma que reduzca el campo de visión del 

microscopio a un tamaño adecuado (Baker et al., 2010). Esta posibilidad ofrecía la herramienta 
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adecuada para analizar la posible migración de FlbB desde el ápice de las hifas vegetativas al 

núcleo. 

 Así, en primer lugar, se evaluó la posibilidad de fotoconvertir las poblaciones apical o 

nuclear de FlbB. Para ello, se adquirieron imágenes de todo el campo de visión antes de la 

fotoconversión (canales verde y rojo). Tras ello, se centró la región de interés o ROI (punta o 

núcleo apical) y se empleó un diafragma (Carl Zeiss) para reducir el campo de visión a un 

tamaño de 4-5 µm (círculos discontinuos en figuras 3.8A y B). Posteriormente, se irradió la ROI 

(80 % de intensidad; color azul en figura 3.8) durante 2 500 ms para inducir la fotoconversión 

de Dendra2 sin inhibir el crecimiento de la hifa y, por lo tanto, la acumulación apical de FlbB. 

Finalmente, se volvió a abrir el diafragma para comparar la intensidad de la fluorescencia roja 

y verde a lo largo de la hifa. Los resultados obtenidos muestran que poblaciones de 

FlbB::Dendra2 pueden ser fotoconvertidas, permitiendo el análisis propuesto al inicio de esta 

sección. 

 En segundo lugar, se siguió la evolución de la fluorescencia roja en los núcleos tras 

fotoactivar la población apical de FlbB. Justo después de la fotoactivación (t = 0 minutos, figura 

3.8C), se detectó fluorescencia roja en la punta pero no en los núcleos. Sin embargo, 10 y 15 

minutos después de la fotoconversión, se observó fluorescencia roja en los núcleos, 

demostrando así que FlbB migra de forma basipetal desde el ápice (Herrero-García et al., 

2015). 
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Figura 3.8: Fotoconversión de poblaciones específicas de FlbB::Dendra2. Se fotoconvirtieron selectivamente la 
población apical (A) o nuclear (B) de FlbB. Ambos paneles muestran tanto las imágenes de la fluorescencia verde 
(GF) y roja (RF) como la fusión de ambos canales antes y después de la fotoconversión. Se muestran también 
ampliaciones de la punta y el núcleo apical fotoconvertidos. Los gráficos inferiores muestran la intensidad de la 
fluorescencia verde y roja a lo largo de las líneas discontinuas En ambos paneles, la fotoconversión se indujo 
exponiendo las ROIs a luz UV al 80 % de la intensidad máxima durante 2 500 ms. Los círculos y el color azul 
representan las regiones irradiadas con luz UV. C) Migración de FlbB::Dendra2 desde la punta al núcleo. Se 
obtuvieron imágenes de fluorescencia verde (GF), roja (RF) y la fusión de ambos canales antes y 0, 5, 10 y 15 
minutos después de la fotoconversión de la población apical de FlbB (el color azul dentro del círculo discontinuo). 
Las gráficas a la derecha muestran la intensidad de la fluorescencia (unidades arbitrarias; u.a.) a lo largo de la hifa. 
Después de la fotoconversión, se estudió la redistribución de la fluorescencia roja de FlbB::Dendra2 entre la punta y 
el núcleo. La fotoconversión se indujo como se describe en los paneles A y B. Las flechas y las puntas de flecha 
blancas indican las puntas y los núcleos, respectivamente, en los tres paneles. Barra de escala en todos los paneles: 
5 µm. 
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4. Discusión 

 Los resultados obtenidos en este capítulo muestran que el transporte acropetal de 

FlbB puede dividirse en dos etapas principales, una primera hasta el subápice y una segunda 

desde el subápice al ápice. Los filamentos de actina juegan un papel central en la segunda 

etapa. La alteración de la localización apical de FlbB al delecionar myoEmyoV sugiere un papel de 

dicho motor molecular en este transporte actino-dependiente aunque dicha deslocalización 

también podría deberse a un efecto pleiotrópico. La cepa nula en myoE presenta severas 

deficiencias en el crecimiento vegetativo y sus colonias se extienden radialmente de forma 

muy lenta (Taheri-Talesh et al., 2012). Así, la ausencia de un tercer elemento (o elementos) del 

ápice en este fondo genético podría ser la causa indirecta de la deslocalización de FlbB. 

 Otro punto a tener en cuenta es la diferencia observada al comparar la localización 

subcelular de FlbB en un fondo genético nulo de myoE o tras la adición de latrunculina B. En el 

primer caso, y al igual que ha sido propuesto para otras proteínas (Pantazopoulou et al., 2014), 

FlbB podría seguir siendo capaz de unirse a los cables de actina mediante otros factores. Varios 

autores sugieren que proteínas con dominio “myosin motor-like” (MMD), el cual suele estar 

situado en el extremo amino terminal de la proteína (Hodges et al., 2009; Schuster et al., 

2012), podrían unirse al cargo (Hodges et al., 2009; Pantazopoulou et al., 2014; Schuster et al., 

2012; Schuster et al., 2016). Ejemplos de este tipo de proteínas serían la quitina sintasa Mcs1 

de U. maydis (Schuster et al., 2012) o la quinesina Smy1 de S. cerevisiae (Hodges et al., 2009), 

entre otros. Aunque Mcs1 es una quitina sintasa sin actividad motora asociada (Schuster et al., 

2012) y Smy1 es una quinesina, se ha propuesto que ambas son capaces de unirse a (Mcs1) o 

interaccionar electrostáticamente con (Smy1) los cables de actina (Hodges et al., 2009). Los 

ortólogos de dichas proteínas en A. nidulans son CsmA (Takeshita et al., 2005) y KinA (Requena 

et al., 2001), respectivamente. Se ha propuesto que CsmA tampoco posee actividad motora 

(Takeshita et al., 2015) y aunque su mutante nulo presenta defectos en la morfología de los 

conidióforos, la formación de estos es inducida (Horiuchi et al., 1999). Takeshita y 
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colaboradores han propuesto que KinA es la encargada de transportar a CsmA al ápice 

(Takeshita et al., 2015). Así, en ausencia de MyoE, proteínas como KinA podrían comenzar con 

el transporte de FlbB desde el subápice hacia el ápice pero, no completarlo, causando la 

acumulación descrita en la figura 3.2B. Al añadir latrunculina al medio, sin embargo, los cables 

de actina se despolimerizan, impidiendo cualquier tipo de transporte hacia el ápice y causando 

la retención de cargos en la región subapical. 

 Uno de los interactores ya conocidos de FlbB, FlbE, juega un papel esencial en la 

acumulación apical del FT. Los resultados de la figura 3.1 muestran una clara disminución en la 

acumulación apical de FlbB en el fondo nulo de flbE, sin que se genere acumulación alguna en 

la región subapical. Esta también es una diferencia reseñable en comparación con lo 

observado al desestabilizar los filamentos de actina y sugiere que ambas proteínas, FlbB y FlbE, 

migran conjuntamente hasta el ápice. Así, una posibilidad a analizar es que FlbE medie la 

incorporación de FlbB a su ruta de transporte. El estudio de los dominios funcionales de FlbB y 

FlbE, el cual será presentado en los capítulos 4 y 5, ayudará a entender mejor la relación 

funcional entre ambas proteínas y cómo interaccionan. 

 La fotoconversión de la población apical de FlbB::Dendra2 y posterior acumulación de 

fluorescencia roja en los núcleos demuestran que, tras su acumulación apical, FlbB migra hacia 

estos. FlbB es el primer FT conocido en hongos filamentosos que muestra una localización 

apical y una migración basipetal desde ahí. Su dominio NLS juega un papel importante en esta 

migración punta-núcleo, ya que las mutaciones K67A;R68A afectan a su acumulación nuclear e 

inhiben la formación de conidios (Herrero-García et al., 2015; Oiartzabal-Arano, 2016). Los 

experimentos realizados por la Dra. Elixabet Oiartzabal sugieren que el transporte basipetal y 

la acumulación nuclear de FlbB son microtúbulo- y FlbD-dependientes. En ausencia de flbD, 

FlbB no se acumula en los núcleos, dispersándose en el citoplasma y describiendo un 

movimiento bidireccional (acropetal y basipetal) que depende del citoesqueleto de tubulina 
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(Oiartzabal-Arano, 2016). Estas cuestiones se desarrollarán en el capítulo 6. Los siguientes dos 

capítulos se centrarán en el mecanismo de transporte acropetal de FlbB y, principalmente en 

el análisis de la relación funcional entre FlbB y FlbE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 4: Dominios funcionales de FlbB y su papel en 
la conidiación y la interacción con FlbE 
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1. Introducción 

 Un análisis bioinformático llevado a cabo por el Dr. Marc S. Cortese diferenció tres 

regiones funcionales en FlbB (Cortese et al., 2011). El dominio bZIP de FlbB está situado en la 

región N-terminal y, siguiendo la norma general para este tipo de FFTT (Schutze et al., 2008), 

se compone de un dominio de dimerización (DIM) y un dominio de unión al ADN (DBD, DNA-

binding domain) (color azul y rojo en figura 4.1A, respectivamente). El dominio DIM de FlbB 

contiene varios residuos conservados en comparación con el dominio DIM de Pap1, un FT tipo 

bZIP de la familia AP-1 de la levadura Schizosaccharomyces pombe (Castillo et al., 2002; 

Cortese et al., 2011). El dominio central y el extremo C-terminal de FlbB también están 

parcialmente conservados en comparación con esta familia de reguladores transcripcionales, 

la cual señaliza el estrés oxidativo migrando entre el citoplasma y el núcleo (Asano et al., 2007; 

Zheng et al., 2015). FlbB contiene en estas regiones seis residuos de cisteína (C236, C272, 

C280, C303, C382 y C397) (triángulos rojos en figura 4.1A). El estudio de la posición de estas 

cisteínas en 40 ortólogos de FlbB mostró la conservación total de las cisteínas 272 y 382 (figura 

4.1A). 

 A través de un proceso de mutagénesis dirigida, en este capítulo se ha realizado un 

análisis funcional de las tres regiones principales de FlbB: N-terminal, central y C-terminal. Para 

ello, el estudio se ha centrado en el efecto de mutaciones específicas dentro del dominio de 

dimerización o la sustitución de cada una de las cisteínas de FlbB sobre 1) el fenotipo, 2) la 

localización subcelular de FlbB y FlbE y 3) la interacción entre ambos UDAs. 

 

2. Papel de las cisteínas de FlbB en la conidiación 

2.1 Efecto de las mutaciones C272A y C382A en la activación de brlA y conidiación 

 El grado de conservación de las distintas cisteínas de FlbB y el fenotipo fluffy obtenido 

al sustituir la cisteína 382 por alanina (Cortese et al., 2011), por un lado, y la importancia de la 
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conformación reducida u oxidada de las cisteínas de Pap1, por el otro lado, motivaron el 

análisis funcional del resto de cisteínas de FlbB, situadas en las posiciones 236, 272, 280 y 303. 

Para ello, se generaron cepas que expresaban bajo control del promotor gpdAmini quimeras 

GFP::FlbB en las que dichos residuos habían sido reemplazados por alaninas (ver el 

procedimiento de mutagénesis dirigida utilizado en el apartado 5.6 del capítulo 2). El fenotipo 

de las cepas generadas y la localización de FlbB fueron analizados y comparados con la cepa 

isogénica silvestre y los mutantes en las cisteínas 382 y 397 (Herrero-García et al., 2015). 

 La figura 4.1B muestra que solamente la sustitución de C272 por una alanina inhibe la 

conidiación, mostrando un fenotipo fluffy similar al del mutante C382A (Cortese et al., 2011; 

Herrero-García et al., 2015). El fenotipo de la cepa con la doble mutación C272A;C382A es 

indistinguible respecto al de los mutantes simples. El reemplazamiento de cualquiera del resto 

de cisteínas (C236, 280 y 303) por alaninas no afecta significativamente a la cantidad de 

conidios producidos por unidad de área, mientras que al comparar los mutantes aconidiales, 

los cambios fueron significativos (figura 4.1B y C). La producción de conidios disminuía de 1.5-

1.9·107 conidios/cm2 en las cepas con fenotipo silvestre a 2.5-3.2·106 conidios/cm2 en las cepas 

de fenotipo aconidial (p < 0.05 al comparar cepas aconidiales y la cepa de referencia; figura 

4.1C). 
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Figura 4.1: Efecto sobre la conidiación de la sustitución de las cisteínas de FlbB por alaninas. A) Diagrama que 
muestra la posición de las seis cisteínas de FlbB y su conservación en los ortólogos del FT en distintas clases de 
hongos filamentosos. “Y” representa la conservación de una cisteína específica mientras que “X” indica la no 
conservación (modificado a partir de (Cortese et al., 2011)). B) Fenotipo de las cepas que expresan formas mutantes 
de la quimera GFP::FlbB (bajo promotor gpdAmini) en cada una de sus cisteínas: C236A, C272A, C280A, C303A, 
C382A, C397A. Se utilizaron una cepa silvestre y un mutante nulo en flbB como controles. Se analizaron dichas 
cepas en MMA y tras 72 horas de cultivo a 37 °C. Barra de escala: 2 cm. C) Producción de conidios por unidad de 
área para cada una de las cepas analizadas en el panel B. Los valores corresponden a la media de tres réplicas más 
s.e.m. Los valores obtenidos para la producción de conidios fueron los siguientes: 1.7·107 ± 2.1·106 para la cepa 
silvestre gpdAmini::GFP::FlbB, 1.8·107 ± 7.1·106 para el mutante C236A, 2.5·106 ± 0.9·106 para el mutante C272A, 
1.8·107 ± 3.1·106 para C280A, 1.9·107 ± 1.7·106 para C303A, 3.1·106 ± 1.3·106 para C382A, 1.5·107 ± 2.5·106 para 
C397A y 3.2·106 ± 1.3·106 conidios/cm2 para el mutante nulo en flbB (n = 3; p < 0.05 al comparar las cepas de 
fenotipo fluffy con la referencia silvestre). D) Western-blot que muestra los niveles de las quimeras mutantes 
GFP::FlbB(Cys-Ala), expresadas bajo promotor constitutivo gpdAmini. Todas las quimeras analizadas presentan una 
banda principal a la altura de 75 kDa, aproximadamente. Se compararon extractos crudos de las cepas que 
integraban una o dos copias del plásmido pgpdAmini::GFP::FlbB(Cys-Ala). El gel de poliacrilamida teñido con tinción 
Coomassie se utilizó como control de carga. E) Ensayo de Northern-blot que muestra los niveles de expresión de flbB 
y brlA en las cepas gpdA

mini
::GFP::FlbB y gpdA

mini
::GFP::FlbB

(C382A)
 durante el crecimiento vegetativo y 6, 12 y 24 

horas después de inducir la conidiación. Se empleó el ARN ribosomal (ARNr) como control de carga. 
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 Durante el proceso de transformación de A. nidulans con los plásmidos que contenían 

las mutaciones en los codones que codifican las cisteínas de FlbB, se aislaron cepas en las que 

se habían integrado dos copias del plásmido. No se observaron cambios fenotípicos reseñables 

entre los mutantes con una o dos copias de un plásmido determinado (no mostrado). Todas las 

quimeras generadas fueron detectadas mediante Western-blot, con un aumento en los niveles 

de FlbB en las cepas con dos copias de plásmido (figura 4.1D). Estos resultados sugieren que el 

fenotipo aconidial generado por las mutaciones en las cisteínas 272 (figura 4.1B) y 382 

(Herrero-García et al., 2015) es independiente de la cantidad de proteína mutante. 

 Protoplastos de las cepas mutantes aconidiales C272A, C382A y el doble mutante 

C272A;C382A, así como el mutante de fenotipo silvestre C236A (este último a modo de 

control) fueron transformados con una construcción flbE(p)::gpdAmini::FlbE::mRFP::pyrGAf, 

generada según el protocolo descrito en la sección 5.7 del capítulo 2. Se pudo analizar así el 

efecto de las mutaciones arriba indicadas en la localización de FlbE::mRFP, expresada también 

bajo control de gpdAmini (ver siguiente sección). Los fenotipos concuerdan con los observados 

previamente (figura 4.1B), de modo que aquellas cepas que contienen la sustitución de los 

codones correspondientes a las cisteínas 272 o 382, o el doble mutante, muestran un fenotipo 

fluffy, mientras que el mutante C236A produce un número de conidios similar al de la cepa de 

referencia (no mostrado). En resumen, estos resultados muestran que solamente la sustitución 

de las cisteínas 272 o 382 por alanina inhibe la conidiación. 

 Finalmente, se analizó si el fenotipo aconidial del mutante C382A de FlbB era causado 

por la reducción y/o retraso en la expresión de brlA. El experimento de Northern-blot de la 

figura 4.1E muestra una clara inhibición de su expresión en el mutante en comparación con la 

cepa silvestre, en la cual se detecta el transcrito a partir de las 12 horas de desarrollo asexual. 

Estos resultados confirman la incapacidad de inducir la expresión de brlA en el mutante C382, 

efecto que probablemente sea extensible al mutante C272A. 
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2.2 Los residuos C272 y C382 son necesarios para la localización apical de FlbB y FlbE 

 Se analizó la localización de FlbB y FlbE en los mutantes generados para determinar el 

efecto del reemplazamiento de cada cisteína. En primer lugar, se analizaron las cepas que 

únicamente expresaban las formas mutantes de GFP::FlbB, observándose una correlación 

entre los fenotipos descritos en la sección anterior y la localización de FlbB. El FT no se 

acumulaba en la punta de las hifas vegetativas en aquellas cepas que mostraban un fenotipo 

aconidial (gpdAmini::GFP::FlbB(C272A), gpdAmini::GFP::FlbB(C382A) y el doble mutante C272A;C382A), 

mientras que la localización apical se mantenía en aquellas cepas con fenotipo silvestre (figura 

4.2A). En las cepas con el doble etiquetado, GFP::FlbB; FlbE::mRFP, ambas bajo control de 

gpdAmini, la localización de FlbE::mRFP siguió el mismo patrón, localizándose en la punta 

cuando GFP::FlbB lo hacía pero, dispersándose en el citoplasma en los mutantes aconidiales 

(figura 4.2B). 
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Figura 4.2: Localización subcelular de GFP::FlbB(Cys-Ala) y FlbE::mRFP en hifas vegetativas de los mutantes en las 
cisteínas de FlbB. A) Localización subcelular de GFP::FlbB, expresado bajo control del promotor constitutivo 
gpdAmini, en cada una de las cepas mutantes generadas: C236A, C272A, C280A, C303A, C382A, C397A, y 
C272A;C382A. Como control se empleó la cepa silvestre gpdAmini::GFP::FlbB. Barra de escala: 5 µm. Los asteriscos 
indican las puntas de las hifas vegetativas. B) Localización subcelular de GFP::FlbB y FlbE::mRFP, ambos bajo el 
promotor constitutivo gpdAmini, en los mutantes en las cisteínas de FlbB que muestran fenotipo fluffy (C272A, C382A 
y el mutante en ambas cisteínas). La cepa silvestre y el mutante C236A, ambos con fenotipo conidiante, fueron 
empleados como controles. Los asteriscos indican las puntas de las hifas vegetativas. Las gráficas de la derecha 
muestran la intensidad de la fluorescencia (I.F.) roja y verde (unidades arbitrarias; u.a.) en la región de la hifa que 
comprende la punta y el núcleo apical. Barra de escala: 5 µm. 

 

2.3 Experimento de alquilación de cisteínas de FlbB 

 La conservación en los distintos ortólogos de las cisteínas situadas en las posiciones 

272 y 382 de FlbB, así como el fenotipo y la localización subcelular de las quimeras mutantes 

C272A y C382A sugerían que dichos residuos podrían participar en la formación de un puente 
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disulfuro intramolecular, como ocurre en Pap1 de S. pombe (Castillo et al., 2002). Los análisis 

realizados indicaban que las cisteínas 272 y 382 podrían ser equivalentes a aquellas situadas en 

las posiciones 278 y 501 en Pap1, respectivamente, las cuales forman un puente disulfuro 

como respuesta al estrés oxidativo e inducen la importación nuclear del FT (Castillo et al., 

2002; Cortese et al., 2011; Vivancos et al., 2004). 

 Para analizar si ese pudiera ser el caso de FlbB, se intentó reproducir los experimentos 

de alquilación de cisteínas descritos por los grupos de Hidalgo y Toledano, respectivamente 

(ver sección 7.1 del capítulo 2) (Delaunay et al., 2000; Vivancos et al., 2004). Para ello, en 

primer lugar, se debían determinar los tiempos de cultivo a los cuales debían recogerse los 

extractos de proteína. Así, se realizó un experimento de Western-blot con extractos de 

proteína correspondientes a una cepa que expresa la quimera FlbB::HA3x. Se analizaron 

muestras recogidas a las 18 horas del crecimiento vegetativo y 1-6 horas del crecimiento 

asexual. Los resultados obtenidos mostraron un aumento de la cantidad de FlbB en las 

muestras correspondientes a la fase asexual en comparación con la fase vegetativa. Además, el 

desarrollo asexual se induce exponiendo el micelio al aire, situándolo en placas de petri con 

MMA (ver capítulo 2, sección 2.2), por lo que el entorno oxidante podría modificar la 

formación de un hipotético puente disulfuro entre las cisteínas 272 y 382 de FlbB. 

 Para el ensayo de alquilación, se utilizaron una cepa que expresaba la forma silvestre 

de FlbB::HA3x y otra que expresaba la forma mutante en la C382. En ambos casos, se 

recogieron 4 tipos de muestras diferentes (ver pie de figura en 4.3), cada una a las 18 horas de 

crecimiento vegetativo y 2 horas después de inducir la conidiación (estas últimas son las que se 

muestran en la figura). A pesar de que se observaron cambios ligeros en la movilidad entre las 

diferentes muestras, las quimeras silvestre y C382A mostraron siempre la misma movilidad en 

cada una de las muestras, por lo que los resultados preliminares obtenidos no sustentan la 

hipótesis planteada. En cualquier caso, la ausencia de un control positivo fiable tampoco 
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permite descartarla (ver capítulo 6). Se realizó el mismo experimento con muestras recogidas a 

las 18 horas de crecimiento vegetativo, obteniendo el mismo resultado (no mostrado). 

 

Figura 4.3: Movilidad electroforética de las quimeras FlbB::HA3x silvestre y mutante C382A. A) Western-blot que 
muestra los niveles de la quimera FlbB::HA3x silvestre a las 18 horas de crecimiento vegetativo y 1-6 horas de 
desarrollo asexual. La quimera analizada presenta una banda principal a la altura de 50 kDa, aproximadamente. El 
gel de poliacrilamida teñido con tinción Coomassie se utilizó como control de carga. B) Western-blot que muestra 
los niveles de las quimeras FlbB::HA3x silvestre y mutante C382A. Las muestras se recogieron 2 horas después de 
haber inducido la conidiación. Se aislaron 4 tipos distintos de muestras para cada cepa y condición: 1) una muestra 
suspendida en un tampón de carga sin DTT, 2) una muestra suspendida en un tampón de carga con DTT, 3) una 
muestra con el alquilante yodoacetamida (IAM) suspendida en un tampón de carga sin DTT y 4) una muestra que 
previamente había sido desfosforilada (dP) y posteriormente alquilada con IAM, suspendida en un tampón de carga 
sin DTT. Las quimeras analizadas presentan una banda principal a la altura de 50 kDa aproximadamente. No se 
observan diferencias entre las dos quimeras (silvestre y mutante) en cada una de las condiciones. El gel de 
poliacrilamida teñido con tinción Coomassie se utilizó como control de carga. 

 

3. El dominio DIM de FlbB juega un papel esencial en la interacción con 
FlbE 

 Los análisis bioinformáticos revelaron que el dominio de dimerización de FlbB diverge 

con respecto a otros dominios bZIP. En vez de tener 4-5 héptadas como en la mayoría de bZIPs 

(Vinson et al., 2006) o 3-4 como en factores de tipo AP-1, el dominio DIM de FlbB contiene solo 

dos. Sin embargo, sí conserva varios residuos respecto al dominio de dimerización de Pap1 

(Cortese et al., 2011). Dos de los residuos conservados en la primera héptada de los dominios 

de dimerización de FlbB y Pap1 son L104 y E105 (numeración de FlbB). Así, se analizó la 

importancia de dichos residuos en la acumulación apical de FlbB. Para ello, se generó una cepa 
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que expresaba GFP::FlbB bajo promotor constitutivo gpdAmini y en la que los residuos L104 y 

E105 de FlbB habían sido sustituidos por alaninas (DIM*: L104A;E105A). La forma mutante 

GFP::FlbB(DIM*) fue detectada en los núcleos pero estaba excluida de la punta, lo cual derivaba 

en un fenotipo aconidial (figura 4.4A) (Herrero-García et al., 2015). 

 En segundo lugar, se analizó si FlbB era capaz de homodimerizar y si dicha 

homodimerización dependía del dominio DIM. Para ello se realizaron ensayos de retención 

proteína-proteína (Pull-Down) utilizando una forma GST::FlbB(DIM*) extraída a partir de cultivos 

de E. coli, por un lado, y extractos crudos de una cepa que expresa la quimera FlbB::HA3x 

(figura 4.4B, izquierda). En el caso de la fusión GST::FlbB silvestre, los resultados mostraron 

una banda que podía corresponder al homodímero, la cual, desaparecía al mutar el dominio de 

dimerización. 
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Figura 4.4: Efecto de las mutaciones L104A;E105A o C382A en la interacción entre FlbB y FlbE. A) Localización 
subcelular de las quimeras GFP::FlbB y GFP::FlbB(DIM*), ambos bajo promotor constitutivo gpdAmini, y fenotipo de las 
cepas que las expresan. Barra de escala en las imágenes de microscopía de fluorescencia: 5 µm. Barra de escala en 
las placas: 2 cm. Se reprodujeron los resultados obtenidos por la Dra. Erika Herrero-García (Herrero-García, 2013). 
B) Ensayos de retención de proteína (Pull-down) utilizando las fusiones GST, GST::FlbB o GST::FlbB

(DIM*)
 como cebo 

(las puntas de flecha en el gel teñido con tinción Coomassie) y extractos de proteína de cepas que expresan 
FlbB::HA3x, bajo promotor nativo, en un fondo genético silvestre (izquierda) o ΔflbE (derecha), respectivamente. NB: 
fracción sin unir a la resina (non-bound fraction); B: fracción unida a la resina (bound fraction); ET: Extracto total. C) 
Ensayo de retención de proteína (Pull-down) utilizando como cebo las quimeras GST, GST::FlbB, GST::FlbB(DIM*) y 
GST::FlbB(C382A), y extractos proteicos de las cepas que expresan la quimera FlbE::GFP bajo promotor nativo 
(izquierda) o constitutivo gpdAmini (derecha). D) Gráfico que representa los ratios entre las intensidades de las 
bandas del Western-blot y Coomassie de los ensayos mostrados en el panel C. E) Izquierda: Fenotipo de las cepas 
gpdAmini::FlbE::mRFP en los fondos genéticos gpdAmini::GFP::FlbB, gpdAmini::GFP::FlbB(C382A) o 
gpdAmini::GFP::FlbB(DIM*). Estas cepas se cultivaron durante 72 horas a 37 °C en MMA. Barra de escala: 2 cm. 
Derecha: Localización subcelular de las quimeras FlbE::mRFP y GFP::FlbB, GFP::FlbB(C382A) o GFP::FlbB(DIM*) en hifas 
vegetativas. Barra de escala en todos los paneles: 5 µm. Las líneas discontínuas indican la región analizada en los 
gráficos, los cuales muestran la intensidad de la fluorescencia roja y verde (unidades arbitrarias, u.a.). 

 

 Sin embargo, no quedaba claro si la banda de retención correspondía a la formación de 

un homodímero GST::FlbB-FlbB::HA3x o si, por el contrario, era consecuencia de la formación 
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de un heterodímero entre GST::FlbB y una forma de FlbE que previamente se había unido a la 

quimera FlbB::HA3x del extracto de A. nidulans. Por ello, se realizó un nuevo ensayo utilizando 

un extracto crudo de una cepa FlbB::HA3x; ΔflbE, en la cual sigue habiendo expresión de flbB 

(Garzia et al., 2009). En este caso, no se observó banda de retención de FlbB::HA3x, sugiriendo 

que FlbB no es capaz de formar homodímeros y que forma un heterodímero con FlbE. 

 Por ello, se analizó el efecto que tienen las mutaciones DIM* y C382A sobre la 

interacción con FlbE en la punta de las hifas vegetativas. Debe tenerse en cuenta que la 

capacidad de la resina de glutatión sefarosa para retener a la quimera GST::FlbB(C382A) era 

considerablemente menor que la que mostraba para retener al resto de formas GST::FlbB 

(silvestre y mutantes) (ver el anexo 2, paneles A y B). Esto podría ser debido a la formación de 

cuerpos de inclusión, los cuales podrían ser consecuencia de defectos de plegamiento en la 

quimera causados por la sustitución a alanina del residuo C382. Así, para tratar de mejorar la 

retención de la quimera GST::FlbB(C382A) a la resina, se empleó DTT (5 mM) durante el 

experimento (Harper y Speicher, 2011; Rossi y Taylor, 2011) (ver apartado 7.3 del capítulo 2 y 

el anexo 2). 

 En los experimentos de retención entre GST::FlbB y FlbE::GFP se utilizaron extractos 

crudos provenientes de cepas que expresaban FlbE::GFP bajo control tanto del promotor 

nativo como del promotor constitutivo gpdAmini (figura 4.4C). Los resultados mostraron que las 

mutaciones en el dominio de dimerización de FlbB inhibían considerablemente la interacción 

con FlbE::GFP. Este efecto era más acusado al utilizar el promotor gpdAmini, ya que éste 

causaba un aumento de la concentración de FlbE::GFP y la estabilización del complejo 

FlbB/FlbE (figura 4.4C, derecha). 

 Asimismo, la sustitución del residuo C382 por alanina provocó una clara disminución 

de la intensidad de la banda de retención. No obstante, ello podía deberse a la baja cantidad 

de GST::FlbB(C382A) unida a la resina. Por ello, se cuantificó la relación entre las intensidades de 
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las bandas obtenidas en el Western-blot y la tinción con Coomassie, observándose que la 

mutación C382A inhibía la interacción entre FlbB y FlbE pero, no al nivel de la mutación DIM* 

(figura 4.4D). 

 Finalmente, se analizó si la inhibición de la localización apical de FlbB causada por las 

mutaciones en el dominio de dimerización iba acompañada de la ausencia de FlbE de la punta. 

En este caso se utilizaron como control positivo una cepa que expresaba las formas silvestres 

de GFP::FlbB y FlbE::mRFP, y como control negativo una cepa que expresaba la forma mutante 

de FlbB C382A (figura 4.4E). En los tres casos, se utilizó gpdAmini para expresar 

constitutivamente tanto GFP::FlbB como FlbE::mRFP. Los análisis de microscopía de 

fluorescencia confirmaron la hipótesis planteada. 

 Los resultados obtenidos en este capítulo confirman que tanto el dominio de 

dimerización como el extremo C-terminal son esenciales para la localización apical de FlbB y 

FlbE, pero el primero parece ser mucho más importante que el segundo para establecer la 

interacción entre ambos UDAs (Herrero-García et al., 2015). Resultados adicionales muestran 

que el dominio bZIP de FlbB (residuos 67-140) es suficiente para establecer la interacción con 

FlbE mientras que la forma FlbB(115-426), la cual carece del dominio de unión a ADN y parte del 

de dimerización pero conserva todas los residuos de cisteína, es incapaz de interaccionar 

(Herrero-García et al., 2015). 

 

4. Discusión 

 Si bien el dominio de dimerización de FlbB y las cisteínas 272 y 382 son esenciales para 

la localización apical de FlbB, parecen controlarla actuando a diferente nivel. Las cisteínas no 

parecen jugar un papel central en la dimerización con FlbE mientras que el dominio DIM 

parece ser el que la permite. En general, los FFTT de la familia bZIP homo- o heterodimerizan 

principalmente a través de sus dominios de dimerización, los cuales, a su vez, están situados 
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en el extremo C-terminal del dominio de unión a ADN (Amoutzias et al., 2006; Amoutzias et al., 

2008). Los dominios de dimerización están compuestos por un número determinado de 

héptadas de aminoácidos, en las que cada residuo está numerado desde la letra “a” (primera 

posición) a la letra “g” (séptima posición). Las leucinas que definen este tipo de dominios 

ocupan casi siempre la posición central (“d”) de la héptada (O'Shea et al., 1991). Por ello, al 

dominio de dimerización, o conjunto de héptadas, se le denomina también cremallera básica 

de leucina (basic leucine ZIPper; bZIP). Las posiciones “a” y “d” en cada héptada están 

ocupadas principalmente por residuos hidrofóbicos, formando una superficie hidrofóbica en la 

que cada aminoácido interacciona con su equivalente en el otro monómero, siguiendo una 

configuración conocida como knobs-into-holes (botones en los agujeros) (Vinson et al., 2006). 

Este núcleo hidrofóbico proporciona la estabilidad necesaria a la cremallera de leucina (Vinson 

et al., 2002; Vinson et al., 2006). En el caso de FlbB de A. nidulans, los residuos situados en las 

posiciones “a” y “d” de la primera héptada son la isoleucina y la leucina de las posiciones 101 y 

104, respectivamente, los cuales contienen una cadena lateral hidrofóbica y promoverían, por 

tanto, la formación y estabilización de dímeros (Cortese et al., 2011). La mutación de la leucina 

en la posición 104 por una alanina probablemente altere la mencionada superficie hidrofóbica 

y, por tanto, la capacidad de formar dímeros. 

 Por el otro lado, las posiciones “e” y “g” frecuentemente contienen aminoácidos 

cargados (Cohen y Parry, 1990; Vinson et al., 1993). En el caso de FlbB, el segundo residuo 

sustituido por alanina fue el ácido glutámico (E105) situado en la posición “e” de la primera 

héptada. La cadena lateral del ácido glutámico está cargada negativamente y probablemente 

modifique el carácter hidrofóbico de la interfase de dimerización, por lo que ha sido propuesto 

que puede influir en la selección de la proteína con la que se va a dimerizar (Cortese et al., 

2011). Su modificación a alanina, un residuo hidrofóbico, probablemente limite esta supuesta 

capacidad selectiva. 
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 La generación y estudio de formas de GFP::FlbB truncadas en diferentes aminoácidos 

del extremo C-terminal (361, 341, 321 y 294) mostró que este dominio es esencial para la 

acumulación apical de FlbB pero no para la interacción con FlbE, ya que se continuaba 

detectando en experimentos de Pull-down la banda de interacción entre ambos UDAs en todos 

estos casos (Herrero-García et al., 2015). Las cisteínas C272 y C382 son esenciales para la 

funcionalidad de los dominios central y C-terminal de FlbB y por ello su reemplazamiento por 

alaninas altera la localización del complejo FlbB/FlbE. Una de las posibilidades es que 

cualquiera de estas cisteínas formara un puente disulfuro con FlbE que ayudara a estabilizar 

aún más el complejo con FlbB. Sin embargo, FlbE carece de cisteínas, haciendo imposible esta 

opción (Cortese et al., 2011). Así, los residuos C272 y C382 de FlbB podrían mediar la 

interacción con un tercer elemento desconocido aún o tener un papel relevante en la 

adquisición de la estructura tridimensional de FlbB requerida para el transporte acropetal. 

 Los residuos de cisteína pueden jugar un papel crítico en procesos como la regulación 

alostérica, la unión con metales y la estabilización estructural de proteínas (Pace y Weerapana, 

2013). El elevado número de funciones posibles de las cisteínas deriva del gran número de 

modificaciones que pueden sufrir, las cuales a su vez, son consecuencia de las propiedades 

nucleofílicas y redox de su grupo tiol. Debido a su reactividad, los tipos de modificaciones 

postraduccionales (MPTs) que pueden sufrir las cisteínas pueden dividirse en espontáneas y 

catalizadas por enzimas (Couvertier et al., 2014). Las espontáneas generalmente ocurren 

cuando dicha cisteína reacciona con oxidantes y electrófilos reactivos, tales como especies 

reactivas de oxígeno o nitrógeno (ROS/NOS, reactive oxygen/nitrogen species) y electrófilos 

derivados de lípidos (LDEs, lipid-derived electrophiles) (Couvertier et al., 2014). Si la 

emergencia del micelio al aire induce la conidiación, se podría plantear la posibilidad de que un 

aumento de estas especies intensificara la señalización mediada por FlbB entre punta y núcleo. 

Mendoza-Martínez y colaboradores han descrito recientemente que la localización nuclear de 

NapA, ortólogo de Pap1 (S. pombe) y Yap1 (S. cerevisiae) en A. nidulans, se induce por la 
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adición de H2O2 al medio de cultivo (también en otras condiciones como la ausencia de una 

fuente de carbono en el medio (Mendoza-Martínez et al., 2017)). Siguiendo esta línea, y a 

modo de experimento preliminar, se analizó la localización subcelular de FlbB tras la adición al 

medio de cultivo del agente oxidante H2O2 en una concentración de 1-5 µM, sin que se 

observaran cambios con respecto a las condiciones estándar (Dr. Eduardo A. Espeso, 

comunicación personal). Sin embargo, sería conveniente realizar experimentos adicionales 

empleando otros agentes oxidantes. 

 Son varias también las modificaciones catalizadas en las cisteínas por enzimas, tales 

como la prenilación (Zhang y Casey, 1996), la palmitoilación (Tom y Martin, 2013) y otras no 

tan habituales como la metilación y la fosforilación (Shannon y Weerapana, 2014). En todos 

estos casos se unen distintas moléculas a la cadena lateral de la cisteína modificada, tales 

como grupos hidrofóbicos (por ejemplo, prenilo o metilo), ácidos grasos o grupos fosfato. Esta 

adición regula o modula la interacción entre proteínas o en el caso de la prenilación también 

entre una proteína y un lípido como podrían ser los de la membrana plasmática. En el caso de 

FlbB, los estudios in silico llevados a cabo por la Dra. Erika Herrero-García sugerían que no 

había sitios de prenilación para FlbB (Herrero-García, 2013), aunque experimentalmente no se 

ha analizado esta posibilidad. Por el otro lado, la adición al medio de cultivo del 2-

bromopalmitato (2-BP) (1-50 µM), compuesto que inhibe la palmitoilación (Fortwendel et al., 

2012; Webb et al., 2000), no indujo cambio alguno en la localización de FlbB::GFP en hifas 

(Herrero-García, 2013). 

 En el caso de Pap1, las cisteínas 278 y 501 forman, bajo condiciones de estrés 

oxidativo, un puente disulfuro intramolecular que inhibe la unión entre su NES (Nuclear export 

signal o señal de exportación nuclear) y Crm1, el cual codifica una exportina que permite la 

exportación de cargos al citoplasma. Se permite, así, la migración del FT al núcleo (Castillo et 

al., 2002). Una opción a considerar sería que FlbB también contuviera una NES que controlara 
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su localización. Los estudios bioinformáticos realizados por el Dr. Marc S. Cortese identificaron 

un dominio en la región C-terminal de FlbB, comprendido entre los aminoácidos 385 y 394, 

que mostraba una conservación parcial respecto a una NES clásica (cNES; classical NES; (La 

Cour et al., 2003)). Sin embargo, se ha descrito que, a menudo, la señal NES clásica (L-x(2,3)-

[LIVFM]-x(2,3)-L-x-[LI], donde x(2,3) indican 2 o 3 aminoácidos de distinta naturaleza) no sirve 

como modelo de secuencias de exportación nuclear, debido a que éstas son muy heterogeneas 

(La Cour et al., 2003). En general, las secuencias NES constan de 4-5 residuos hidrofóbicos en 

una región de 10 aminoácidos y en el caso de FlbB hay 6 residuos hidrofóbicos entre los 

residuos 385 y 394 (FGAVLEDFEL). Sin embargo, la sustitución de los aminoácidos conservados 

F392 y E393 por alaninas no parece alterar la producción de conidios en las cepas que 

expresan las quimeras GFP::FlbB(F392A;E393A) o FlbB::GFP(F292A;E393A) (Herrero-García et al., 2015). 

Las imágenes de fluorescencia de dichas quimeras no parecen mostrar una alteración 

significativa de la localización subcelular de FlbB. Además, la quimera GFP::FlbB(115-426), la cual 

carece de la señal de localización nuclear de FlbB pero mantendría la supuesta NES, no está 

excluída de los núcleos (Herrero-García et al., 2015). Por lo tanto, la existencia de un dominio 

NES en FlbB parece poco probable y debería haber otros mecanismos que permitan su 

acumulación apical. 

 La formación de un puente disulfuro entre las cisteínas 272 y 382 es una posibilidad 

que se ha analizado de forma preliminar en este trabajo. El empleo del alquilante 

yodoacetamida (IAM) en cultivos que expresaban las quimeras FlbB::HA3x silvestre y mutante 

C382A no ha permitido observar dos formas distintas de FlbB. Aunque el dominio DIM sea 

necesario para la interacción entre FlbB y FlbE y, por lo tanto, participe en el transporte 

acropetal, las cisteínas 272 y 382 no parecen jugar un papel central, pero pueden ser 

necesarias para el establecimiento de la estructura tridimensional de FlbB. No obstante, hasta 

ahora se desconoce la función de dichas cisteínas y el mecanismo que siguen para permitir la 

localización apical de FlbB y FlbE. 
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1. Introducción 

 Los resultados obtenidos en el capítulo 3 sugieren que FlbB y FlbE migran 

conjuntamente a la punta de las hifas vegetativas. Además, varias de las mutaciones en FlbB 

analizadas en el capítulo anterior inhibían la localización apical de FlbE. En ausencia de FlbE, 

FlbB tampoco se sitúa en la punta (Garzia et al., 2009; Herrero-García et al., 2015). Utilizando 

la secuencia proteica de FlbE como término de búsqueda, Garzia y colaboradores identificaron 

posibles ortólogos de este UDA en otras especies del género Aspergillus, tales como, A. 

terreus, A. fumigatus, A. clavatus y en otros hongos del orden eurotiales como Neosartorya 

fischeri, o pleosporales como Phaeosphaeria nodorum (Garzia et al., 2009). No se encontraron 

ortólogos en levaduras o en eucariotas superiores. 

 Los alineamientos de estas secuencias proteicas respecto a FlbE revelaron la presencia 

de dos regiones conservadas, denominadas A y B (figura 5.1), las cuales estaban separadas por 

una región no conservada a la que se designó como linker o secuencia de enlace (Garzia et al., 

2009). La región A abarcaba los residuos 1-93, la región B se localizaba entre los residuos 127 y 

151, mientras que el linker comprendía los residuos 94-126 (figura 5.1). El aislamiento y 

caracterización preliminar de las formas mutantes FlbE::GFP S120P y A131V, las cuales no se 

acumulaban en la punta de las hifas vegetativas y causaban una inhibición de la conidiación, 

permitió proponer que las regiones de enlace y B, respectivamente, eran importantes para la 

funcionalidad de FlbE (Garzia et al., 2009). Por otro lado, el extremo C-terminal de la proteína, 

situado entre los residuos D153 y S202, contenía un segmento enriquecido en residuos ácidos, 

principalmente ácido aspártico (D153-D175; figura 5.1). La conservación de este dominio entre 

los ortólogos de FlbE era baja (Cortese et al., 2011; Garzia et al., 2009). Sin embargo, en la 

mayoría de los casos había una acumulación de residuos de ácido aspártico. La región entre los 

residuos G176 y S202 no mostraba conservación alguna entre los ortólogos de FlbE. 
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Tras este primer estudio, el Dr. Marc S. Cortese realizó análisis adicionales en los que, 

basándose en los datos de entropía, delimitó cinco regiones conservadas (figura 5.1): E1 

(residuos 1-33), E2 (45-57), E3 (58-73), E4 (79-90), y finalmente, el dominio B descrito por 

Garzia y colaboradores, el cual fue rebautizado como E5 (127-151) (Cortese et al., 2011). 

 La base de datos AspGD y el algoritmo SignalP (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 

(Nielsen et al., 1997; Petersen et al., 2011) sugerían que el dominio E1 podía actuar como 

péptido señal. El dominio E2, por su parte, contenía un residuo de lisina en la posición 51, el 

cual, de acuerdo con Chu y colaboradores, podría estar ubiquitinado (Chu et al., 2016). La 

ubiquitinación no sólo está relacionada con la degradación de proteínas, sino que puede tener 

otras funciones como la señalización o el control de interacciones proteína-proteína (Schnell y 

Hicke, 2003). El dominio E3 y el extremo C-terminal de FlbE podrían contener hélices de 

poliprolina, las cuales suelen jugar un papel en la transducción de señales y el ensamblaje de 

complejos proteicos (Adzhubei et al., 2013). Los análisis BLAST de una secuencia parcial de 

FlbE, la cual incluía el dominio E4, resaltaron la similitud con la estructura con código PDB 

(Protein Data Bank, www.rcsb.org/pdb/home/home.do) 1UG9, correspondiente a una 

glucodextranasa de la bacteria Arthrobacter globiformis (Mizuno et al., 2004). El alineamiento 

con la secuencia correspondiente a 1UG9 sugería que el dominio E4 podría contener residuos 

homólogos a aquellos que en 1UG9 se encuentran en la región de unión al sustrato (substrate 

binding pocket site). 

 Partiendo de estas predicciones bioinformáticas, en este capítulo se ha realizado un 

primer análisis funcional de los hipotéticos dominios propuestos en FlbE. Para ello, se han 

generado distintas formas mutantes y se han analizado el fenotipo resultante, la localización 

de FlbE y FlbB, y la interacción entre ambos UDAs. 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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Figura 5.1: Esquema de los dominios conservados en FlbE y las mutaciones puntuales introducidas en estos. 
Predicción de los dominios funcionales de FlbE, basada en los análisis realizados por (Garzia et al., 2009) (arriba) y 
(Cortese et al., 2011) (abajo). Se muestran, asimismo, los residuos de FlbE seleccionados para ser sustituidos por 
alaninas. 

 

2. La expresión constitutiva de flbE aumenta la acumulación apical de 
FlbB e induce la conidiación en medio de cultivo líquido 

 En comparación con los niveles de la quimera GFP::FlbB expresada bajo control del 

promotor nativo, la relación correspondiente a las intensidades de la fluorescencia entre la 

punta y el núcleo apical al utilizar el promotor gpdAmini desciende de 1.48 ± 0.25 a 1.10 ± 0.10, 

lo cual significa que la expresión constitutiva de FlbB aumenta la población nuclear en 

comparación con la apical (Herrero-García et al., 2015; Perez-de-Nanclares-Arregi y Etxebeste, 

2014). Sin embargo, aun cuando FlbB se expresa de forma constitutiva, la ausencia de FlbE 

inhibe la acumulación apical de FlbB (Herrero-García et al., 2015). Así, si la concentración 

apical de FlbB depende de la cantidad de FlbE disponible para la interacción entre ambos 

UDAs, un aumento de los niveles de FlbE debería, a su vez, incrementar dicha concentración 

apical de FlbB. Por ello, se decidió generar cepas gpdAmini::GFP::FlbB que también expresaran 

constitutivamente, bajo control del promotor gpdAmini, FlbE::mRFP o FlbE::Stag (las 

construcciones para la transformación se generaron por PCR de fusión; ver protocolo en el 

apartado 5.7 del capítulo 2). En ambas cepas la fluorescencia apical de GFP::FlbB fue 

significativamente mayor que al expresar FlbE bajo control del promotor nativo (figura 5.2A). 

La relación de la intensidad de la fluorescencia verde entre la punta y el núcleo apical aumentó 

de 1.11 ± 0.24 en la cepa parental a 1.78 ± 0.45 en la cepa gpdAmini::FlbE::Stag y 1.83 ± 0.53 en 
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la cepa gpdAmini::FlbE::mRFP, respectivamente (n = 15 hifas para cada cepa; p = 6.3·10-6 y 

5.5·10-5, respectivamente). Estos resultados sugieren que la concentración de FlbB en la punta 

de la hifa vegetativa está directamente relacionada con la concentración de FlbE. 

 

Figura 5.2: Efecto de la expresión constitutiva de las quimeras GFP::FlbB y FlbE::mRFP o FlbE::Stag. A) Localización 
subcelular de la quimera GFP::FlbB, expresada bajo control de gpdAmini, en cepas que expresan FlbE bajo control del 
promotor nativo (izquierda), y FlbE::mRFP (centro) o FlbE::Stag (derecha) bajo control del promotor gpdAmini. Los 
gráficos en la parte inferior del panel muestran la intensidad de la fluorescencia verde (I.F., unidades arbitrarias 
(u.a.)) en la región delimitada por las flechas discontinuas. Los valores promedio (ver texto principal) se calcularon 
utilizando 15 medidas para cada cepa más s.e.m. Barra de escala: 5 µm. B) (Izquierda) Fenotipo de las cepas 
analizadas en el panel A, en MMA sólido y después de 72 horas de cultivo a 37 °C. Barra de escala: 2 cm. (Derecha) 
Producción de conidios por unidad de área para cada cepa (1.55·107 ± 5.90·106 conidios/cm2 en la cepa parental, 
1.20·107 ± 3.22·106 conidios/cm2 en gpdAmini::GFP::FlbB; gpdAmini::FlbE::mRFP y 1.35·107 ± 1.21·106 conidios/cm2 en 
gpdAmini::GFP::FlbB; gpdAmini::FlbE::Stag). Se calculó el promedio de tres réplicas para cada cepa más s.e.m. C) 
Fenotipo de las cepas 1) GFP::FlbB; FlbE::mCh, 2) gpdAmini::GFP::FlbB, 3) gpdAmini::FlbE::mRFP y 4) 
gpdAmini::GFP::FlbB; gpdAmini::FlbE::mRFP, tras 26 horas de cultivo en MMA líquido adecuadamente suplementado. 
La cepa que expresa tanto GFP::FlbB como FlbE::mRFP bajo control de gpdAmini produjo conidióforos; mientras que 
el resto de las cepas mantuvieron un crecimiento vegetativo. En el panel de la derecha se muestra una ampliación 
(3x) del conidióforo señalado mediante el asterisco. Barra de escala: 10 µm. 

 

 Se analizó también si la mayor acumulación apical de FlbB observada al expresar tanto 

FlbB como FlbE bajo control del promotor gpdAmini iba acompañada de una mayor producción 

de conidios o una inducción prematura de la conidiación. Para ello, se analizaron las cepas 

mostradas en la figura 5.2A en MMA sólido y líquido (figura 5.2B y C, respectivamente). En 

medio sólido no se observó ninguna diferencia significativa en la producción de conidios por 

unidad de área con respecto a la cepa parental (n = 3 para cada cepa; p > 0.05 en todos los 
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casos; ver valores en pie de figura 5.2B). Sin embargo, al analizar dichas estirpes en medio 

líquido sí se observaron claras diferencias fenotípicas. En este caso, se compararon las cepas 

analizadas previamente (gpdAmini::GFP::FlbB; gpdAmini::FlbE::mRFP y gpdAmini::GFP::FlbB; 

gpdAmini::FlbE::Stag) con los siguientes controles: 1) una cepa que expresaba las quimeras 

GFP::FlbB y FlbE::mCh simultáneamente, ambas bajo control de sus respectivos promotores; 2) 

una cepa que expresaba la quimera GFP::FlbB bajo control de gpdAmini; y 3) una cepa que 

expresaba la quimera FlbE::mRFP, también bajo control de gpdAmini. Tras 26 horas de cultivo a 

37 °C y 200 rpm, las cepas control generaron únicamente hifas vegetativas. Sin embargo, la 

cepa con el doble etiquetado, GFP::FlbB y FlbE::mRFP, ambos bajo control de gpdAmini, produjo 

conidióforos compuestos por todos los tipos celulares característicos de estas estructuras 

(figura 5.2C). Se obtuvieron los mismos resultados en la cepa que expresaba constitutivamente 

GFP::FlbB y FlbE::Stag pero estos no se muestran en la figura 5.2. Los resultados obtenidos 

apoyan la hipótesis de que la acumulación de FlbB en la punta depende de la disponibilidad y 

concentración de FlbE, y que una mayor acumulación del complejo en la región de crecimiento 

causa una inducción prematura de la conidiación en condiciones de cultivo específicas. 

 

3. Mutagénesis dirigida de los dominios conservados de FlbE 

 En el capítulo anterior, se analizó la función de varios de los dominios conservados de 

FlbB. Una de las características estudiadas fue el papel de cada uno de estos dominios en la 

interacción con FlbE. En este caso, y considerando la relación existente entre los niveles de 

FlbE y la cantidad de FlbB que se acumula en la punta de la hifa, por un lado, y los dominios 

conservados diferenciados en FlbE, por el otro lado, se ha realizado un primer análisis de su 

función. 
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3.1 Mutagénesis dirigida en FlbE 

 Para analizar funcionalmente los dominios predichos en FlbE, se decidió reemplazar 

residuos específicos de cada uno de ellos por alaninas (figura 5.1). Debido a su elevada 

conservación y posición central en el supuesto péptido señal, se seleccionó el residuo de 

triptófano en la posición 11 del dominio E1. En el caso del dominio E2, se seleccionó la lisina en 

la posición 51 (Chu et al., 2016). Los residuos de ácido aspártico en las posiciones 70 y 73 

fueron los seleccionados en el dominio E3 debido a la importancia que pudieran tener en la 

conformación de una supuesta hélice de poliprolina. Debido a su elevada conservación entre 

los ortólogos de FlbE y la importancia que pudieran tener en la conformación de la supuesta 

región de unión a sustrato, se reemplazaron los residuos de tirosina y valina en las posiciones 

85 y 86 dentro del dominio E4. Finalmente, se seleccionó la prolina en la posición 182, situada 

en la región C-terminal de la proteína. Las mutaciones S120P y A131V mencionadas 

previamente permitieron proponer que el dominio de enlace y el dominio E5 son necesarios 

para la localización apical de FlbE y la inducción de la conidiación (Garzia et al., 2009). 

 

3.2 Las mutaciones en los dominios E1, E3 y E4 de FlbE inhiben la conidiación 

 Utilizando como molde ADN genómico de una cepa gpdAmini::FlbE::GFP y siguiendo el 

procedimiento descrito en la sección 5.8 del capítulo 2, se generaron nuevas construcciones 

que incluían cada una de las sustituciones propuestas en la sección anterior (ver también 

figura 5.1). Estos productos de PCR de fusión fueron utilizados para transformar protoplastos 

de una cepa silvestre. La correcta integración se confirmó mediante la técnica de Southern-blot 

y la presencia de las mutaciones mediante secuenciación (no mostrado). En todos los casos se 

pudieron detectar las quimeras FlbE::GFP mutantes mediante la técnica de Western-blot y en 

las condiciones utilizadas no se observaron cambios en su movilidad electroforética respecto a 
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la de la forma silvestre (figura 5.3A, las bandas aparecen a una altura de 50 kDa 

aproximadamente). 

 En primer lugar, se analizó el efecto de cada mutación en la producción de 

conidiosporas. Las mutaciones K51A y P182A (dominios E2 y C-terminal) no causaron cambios 

significativos en comparación con la cepa silvestre isogénica (p > 0.5 en ambos casos; n = 3 

para cada cepa; ver valores en pie de figura 5.3B). Sin embargo, las mutaciones W11A, 

D70A;D73A y Y85A;V86A, localizadas en los dominios E1, E3 y E4, respectivamente, causaron 

un fenotipo aconidial, con una producción de esporas asexuales significativamente inferior a la 

cepa parental (figura 5.3B). La cepa silvestre (gpdAmini::FlbE::GFP) produjo 1.1·107 ± 1.2·106 

conidios/cm2 mientras que los mutantes W11A, D70A;D73A y Y85A;V86A produjeron entre 

6.2·106 ± 0.9·106 y 4.1·106 ± 1.9·106 conidios por cm2 (p = 0.02, 0.006 y 0.01, respectivamente; 

n = 3 para cada cepa) (ver valores en pie de figura 5.3B). 

 

Figura 5.3: Efecto de las mutaciones introducidas en FlbE sobre la conidiación. A) Experimento de Western-blot 
para detectar las quimeras FlbE::GFP analizadas en extractos crudos de las estirpes correspondientes. El gel de 
poliacrilamida teñido con tinción Coomassie se muestra como control de carga. B) Fenotipo de los mutantes 
FlbE::GFP generados (W11A, K51A, D70A;D73A, Y85A;V86A y P182A), en MMA tras 72 horas de cultivo a 37 °C. La 
quimera FlbE::GFP se expresa en todos los casos bajo control del promotor constitutivo gpdAmini. Se comparó el 
fenotipo de dichas cepas con el del mutante nulo de flbE y con una cepa isogénica silvestre. El gráfico muestra el 
número de conidios por unidad de área producidos por cada mutante (promedio de tres réplicas para cada cepa 
más s.e.m.). La cepa silvestre (gpdAmini::FlbE::GFP) produjo 1.1·107 ± 1.2·106 conidios/cm2 mientras que los mutantes 
W11A, K51A, D70A;D73A, Y85A;V86A y P182A produjeron 6.1·106 ± 2.0·106, 1.2·107 ± 2.8·106, 4.1·106 ± 1.9·106, 
6.2·106 ± 0.9·106 y 1.1·107 ± 1.0·106 conidios por unidad de área, respectivamente (p = 0.02, 0.5, 0.006, 0.01 y 0.2, 
respectivamente; cambio significativo en las cepas aconidiales; n = 3 para cada cepa). 
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En segundo lugar, se utilizaron muestras de ADN genómico de las cepas descritas en el 

párrafo anterior para generar construcciones FlbE::mRFP mutantes fusionadas al promotor 

gpdAmini. Se siguió el mismo procedimiento descrito al inicio de esta sección (ver también la 

sección 5.7 del capítulo 2) pero, en este caso, dichas construcciones se utilizaron para 

transformar protoplastos de una cepa que expresaba la quimera GFP::FlbB bajo control de 

gpdAmini. En este fondo genético, las mutaciones descritas causaron los mismos fenotipos que 

en el fondo genético silvestre; es decir, las mutaciones W11A, D70A;D73A y Y85A;V86A 

generaron un fenotipo fluffy, mientras que las demás sustituciones no produjeron cambios 

significativos en la producción de conidios (no mostrado). 

 

3.3 Las mutaciones en los dominios E1 y E4 deslocalizan a FlbB y FlbE de la punta 

 Tras describir el efecto que las mutaciones generadas en FlbE tienen sobre la 

conidiación, se analizó su efecto sobre la localización subcelular de FlbE y FlbB. De acuerdo con 

el fenotipo conidiante descrito en la sección anterior, las formas mutantes de FlbE K51A y 

P182A se localizaban en la punta de las hifas, al igual que la forma silvestre (figura 5.4A). En el 

caso de las mutaciones que causaban un fenotipo aconidial, se observaron efectos diferentes 

sobre la localización de FlbE. Mientras que las mutaciones W11A y Y85A;V86A causaron la 

ausencia de FlbE de la punta de las hifas y una dispersión a lo largo del citoplasma, una 

fracción de FlbE(D70A;D73A)::GFP todavía se acumulaba en la punta (figura 5.4A). En este último 

caso, los valores de la fluorescencia verde en la punta disminuían alrededor de un 27 % en 

comparación con la cepa silvestre (n = 12 medidas para cada cepa, p = 3.98·10-5, cambio 

significativo). Sin embargo, de su fenotipo aconidial se deduce que esta forma apical de FlbE 

no es funcional o no se acumula en la cantidad suficiente como para que se induzca la 

conidiación. De nuevo, la localización apical de GFP::FlbB se correlacionaba con la de 
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FlbE::mRFP (ambos bajo control del promotor gpdAmini), siendo alterada en los mutantes W11A 

y Y85A;V86A de FlbE, y parcialmente alterada en el mutante D70A;D73A (figura 5.4B). 

 
Figura 5.4: Localización subcelular de FlbB y FlbE en hifas vegetativas de los mutantes generados en FlbE. A) 
Localización subcelular de las quimeras FlbE::GFP silvestre y mutantes (W11A, K51A, D70A;D73A, Y85A;V86A y 
P182A), todas bajo control de gpdAmini, en hifas vegetativas de las cepas correspondientes. Las puntas de flecha 
indican la punta de las hifas vegetativas. Barra de escala: 5 µm. B) Localización subcelular de las quimeras GFP::FlbB 
y FlbE::mRFP (silvestre y mutantes), ambas bajo control de gpdA

mini
, en hifas vegetativas de los mismos mutantes 

analizados en el panel A. Barra de escala: 5 µm. Los gráficos de la derecha muestran las intensidades de 
fluorescencia (I.F.) roja y verde (unidades arbitrarias, u.a.) entre la punta y el núcleo apical. Las puntas de flecha 
indican qué hifas han sido analizadas en los gráficos de la derecha. C) Ensayos de retención proteína-proteína entre 
las formas GST o GST::FlbB y extractos crudos de cepas que expresan formas silvestre o mutantes (W11A, K51A, 
D70A;D73A, Y85A;V86A y P182A) de FlbE::GFP, en todos los casos bajo control de gpdA

mini
. El gel de poliacrilamida 

teñido con tinción Coomassie se muestra como control de carga. NB: fracción sin unir a la resina (non-bound 
fraction); B: fracción unida a la resina (bound fraction); ET: Extracto total. 
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3.4 Los dominios E1 y E4 de FlbE son necesarios para la interacción con FlbB 

 Debido a la estrecha dependencia entre las localizaciones apicales de FlbB y FlbE, y su 

interacción en esta región (Garzia et al., 2009), se analizó también el efecto de cada una de las 

mutaciones generadas en FlbE sobre la formación del complejo FlbB/FlbE. Para ello, se 

obtuvieron extractos crudos de proteína de cada uno de los mutantes generados y se utilizaron 

en ensayos de retención proteína-proteína (Pull-down) contra la forma GST::FlbB expresada en 

E. coli (figura 5.4C). Los resultados obtenidos se correlacionan con la localización de FlbE y FlbB 

descritas para cada uno de los mutantes (ver secciones anteriores). Aquellas mutaciones en 

FlbE que inhiben la localización apical de FlbE/FlbB también inhiben la interacción in vitro con 

GST::FlbB, mientras que las mutaciones que no inhiben la localización apical, incluyendo las 

sustituciones D70A;D73A, tampoco inhiben la interacción (figura 5.4C). En los ensayos 

realizados también se observa que la interacción con FlbB parece estabilizar 

considerablemente a la proteína FlbE, y que la ausencia de interacción aumenta su 

degradación. En términos generales, los resultados obtenidos sugieren que los dominios E1 y 

E4 de FlbE son esenciales para la interacción con FlbB. 

 

3.5 El extremo N-terminal de FlbE es esencial para señalizar la conidiación 

 Considerando la importancia del dominio E1 en la conidiación, localización apical de 

FlbB y FlbE, y la interacción entre ambos UDAs, se dio paso a un estudio más detallado del 

extremo amino-terminal de FlbE. Como primera aproximación, se etiquetó la secuencia 

silvestre de FlbE con GFP en el extremo N-terminal, expresando la quimera bajo control del 

promotor nativo. La cepa correspondiente mostró, al contrario de la cepa que expresa la 

quimera FlbE::GFP, un fenotipo aconidial (figura 5.5A), el cual, podría ser consecuencia de una 

deslocalización de FlbE de la punta de la hifa vegetativa (figura 5.5C). Se observaron los 

mismos efectos sobre fenotipo y localización subcelular en la cepa que expresa la quimera 
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FlbE(34-201)::GFP, la cual está etiquetada con GFP en el extremo C-terminal pero, carece del 

dominio E1. No se pudieron detectar las quimeras GFP::FlbE y FlbE(34-201)::GFP por Western-blot 

(figura 5.5B), lo que sugiere que ambas formas se generan en menor concentración que la 

silvestre o tienen una estabilidad menor, tal y como se ha propuesto para las formas mutantes 

que no se localizan en la punta de la hifa y no interaccionan con FlbB (ver figura 5.4C). 

 

Figura 5.5: Extremo N-terminal de FlbE y su importancia en la localización subcelular de éste y la inducción de la 
conidiación. A) Fenotipo de las cepas silvestre, FlbE::GFP, FlbE(34-201)::GFP, GFP::FlbE y gpdAmini::FlbE::GFP en MMA 
después de 48 horas de cultivo a 37 °C. Barra de escala: 1 cm. B) Western-blot que muestra los niveles de FlbE en 
extractos crudos de las cepas del panel A. Los niveles de hexoquinasa (HxQ) se muestran como control. C) 
Localización subcelular de las quimeras FlbE::GFP, FlbE(34-201)::GFP y GFP::FlbE en hifas vegetativas de A. nidulans. 
Los asteriscos indican la punta de las hifas analizadas. Barra de escala: 5 µm. D) Funcionalidad de las distintas 
quimeras FlbE::FlbB::GFP generadas. Fenotipo de las cepas que expresan las quimeras FlbE(1-202)::FlbB(1-426)::GFP, 
FlbE(1-39)::FlbB(1-426)::GFP o FlbE(1-39;W11A)::FlbB(1-426)::GFP, todas ellas bajo control de gpdAmini, en MMA después de 72 
horas de cultivo a 37 °C. Se utilizó como control la cepa que expresa la quimera FlbE::GFP, también bajo control de 
gpdAmini. Barra de escala: 2 cm. E) Western-blot que muestra los niveles y la movilidad electroforética de las 
quimeras expresadas por las cepas del panel D. Como control de carga se muestra el gel de poliacrilamida teñido 
con tinción Coomassie. F) Localización subcelular de las quimeras FlbE::FlbB::GFP analizadas en los paneles D y E. 
Los asteriscos indican la punta de las hifas. Barras de escala: 5 µm. 
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4. La fusión de FlbE y FlbB en una única quimera permite la localización 
apical pero bloquea la nuclear, inhibiendo la conidiación 

 Con la intención de profundizar en la función del dominio E1, se analizó si éste era 

suficiente para permitir la localización apical de FlbB. Para ello, se construyeron tres cepas que 

expresaban diferentes quimeras de FlbE y FlbB. Dichas quimeras eran la única fuente posible 

de FlbE y FlbB, ya que, la integración de las construcciones se forzó en el locus flbE de una cepa 

ΔflbB (ver apartado 5.9 del capítulo 2). La primera de ellas contenía toda la secuencia de 

aminoácidos de FlbE, FlbE(1-202), unida al extremo N-terminal de FlbB::GFP. La cepa 

correspondiente será denominada gpdAmini::FlbE(1-202)::FlbB(1-426)::GFP. La segunda construcción 

solamente contenía el dominio E1 de FlbE (aminoácidos 1-39) unido al extremo N-terminal de 

FlbB::GFP (cepa gpdAmini::FlbE(1-39)::FlbB(1-426)::GFP). La tercera quimera era igual a la anterior 

pero incluía la mutación W11A en el dominio E1 (cepa gpdAmini::FlbE(1-39; W11A)::FlbB(1-426)::GFP). 

 Todos los transformantes obtenidos mostraron un fenotipo aconidial en MMA, al 

contrario que la cepa de referencia gpdAmini::FlbE::GFP (figura 5.5D). Estos fenotipos no eran 

consecuencia de una disminución de la concentración de proteína y los experimentos de 

Western-blot mostraron que las quimeras tenían los pesos moleculares previstos (figura 5.5E): 

47 kDa para la referencia FlbE::GFP, 90 kDa para FlbE(1-202)::FlbB(1-426)::GFP y 78 kDa para las dos 

restantes (FlbE(1-39)::FlbB(1-426)::GFP y FlbE(1-39; W11A)::FlbB(1-426)::GFP). El análisis de la localización 

subcelular de las quimeras permitió explicar los fenotipos observados. Las quimeras que 

incluían únicamente el dominio E1 de FlbE, silvestre o mutado, se acumulaban en el 

citoplasma, describiendo estructuras filamentosas que se parecían a mitocondrias (figura 5.5F) 

(Savoldi et al., 2008). Ello sugiere que el dominio E1 no es suficiente para el transporte de FlbB 

a la punta y concuerda con los resultados descritos previamente en este capítulo, los cuales, 

indican que otras regiones, como el dominio E4, también son esenciales. La quimera con las 

secuencias completas de FlbE y FlbB se localizaba en la punta de las hifas vegetativas pero, en 

ningún caso se pudo detectar en los núcleos, a pesar de expresarse bajo control del promotor 
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constitutivo gpdAmini (n = 45 hifas) (figura 5.5F). Los resultados obtenidos en el análisis de esta 

última construcción apoyan que la quimera FlbE::FlbB::GFP puede adquirir la conformación 

espacial adecuada que permita su transporte acropetal a la punta de las hifas. Sin embargo, el 

transporte basipetal a los núcleos parece estar bloqueado, probablemente debido a la 

incapacidad de separar a FlbE de FlbB o la imposibilidad de incorporarse a su ruta de 

transporte a causa del elevado tamaño de la quimera. Ello impediría controlar la transcripción 

de brlA. 

 

5. Discusión 

 En este capítulo se han analizado los dominios E1, E2, E3, E4 y C-terminal de FlbE. Los 

resultados obtenidos con el mutante P182A de FlbE apoyan la hipótesis de que esta sustitución 

no afecta a su capacidad para interaccionar con FlbB y migrar a la punta. Los alineamientos de 

los ortólogos de FlbE muestran que el residuo P182 y en general el dominio C-terminal no 

están conservados (Cortese et al., 2011). Ello explicaría que el etiquetado de FlbE en el 

extremo C-terminal, tanto en la forma silvestre como en el mutante P182A, no afecte a su 

función, al contrario de lo que ocurre con el etiquetado en el extremo N-terminal. Los 

resultados obtenidos también indican que el dominio E3 no es esencial para la localización 

apical de FlbE y FlbB. Sin embargo, considerando el fenotipo aconidial del mutante 

D70A;D73A, debería explorarse la posibilidad de que este dominio sea necesario para una 

supuesta modificación apical de FlbE que inhibiera la interacción con FlbB y permitiera la 

migración del FT desde la punta al núcleo. Se desconoce, por el momento, si FlbE se ubiquitina 

o no en el dominio E2, ya que, los resultados obtenidos en este capítulo no permiten obtener 

conclusión alguna. En cualquier caso, de ser así, podría tener un papel importante en la 

señalización de la conidiación. Los dominios E1 y E4 son esenciales para localizar a FlbB y FlbE 

en la punta de las hifas vegetativas y para la interacción entre ambos UDAs. Los resultados que 

obtuvieron Garzia y colaboradores con las cepas mutantes FlbE::GFP S120P y A131V, cuyas 
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mutaciones se localizan en las regiones linker y E5, respectivamente, muestran que éstas 

también son necesarias para la localización apical de FlbE. Aunque no se ha realizado la 

confirmación experimental, estos dominios probablemente participen en la interacción entre 

FlbB y FlbE. En este apartado se discutirá la posible función de cada uno de los dominios de 

FlbE analizados y se propondrán diferentes aproximaciones experimentales para confirmar las 

hipótesis planteadas. 

 La información que muestran la base de datos AspGD (www.aspgd.com) y el algoritmo 

SignalP (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) permite sugerir que el dominio E1 de FlbE podría 

actuar como péptido señal. El algoritmo SignalP predice el aminoácido por el que un hipotético 

péptido señal se escindiría una vez ocurre la translocación de la proteína de nueva síntesis al 

lumen del RE (Kapp et al., 2009; Nielsen et al., 1997). Así, una posibilidad a considerar es que la 

síntesis y maduración de FlbE se lleve a cabo en el RE, seguido de su transporte al aparato de 

Golgi y de ahí a la punta de las hifas. Se han caracterizado funcionalmente varias proteínas de 

A. nidulans que participan en los procesos mencionados (Markina-Iñarrairaegui et al., 2013; 

Pantazopoulou y Peñalva, 2009; Pantazopoulou et al., 2014; Pinar et al., 2013b), por lo que 

podrían ser utilizados como cebos en ensayos de retención proteína-proteína con FlbE. Un 

ejemplo podrían ser los integrantes de los complejos COPII o TRAPII, complejos proteicos 

necesarios en el tránsito de vesículas desde el RE al aparato de Golgi, por un lado, o desde el 

aparato de Golgi hacia la punta, por el otro lado, participando así en el transporte anterógrado 

de cargos (Markina-Iñarrairaegui et al., 2013; Pantazopoulou y Peñalva, 2009; Pinar et al., 

2015) (ver capítulo 6). 

 Los análisis bioinformáticos realizados sugieren que el dominio E4 tiene un papel en el 

reconocimiento de señales, tal y como se ha descrito para la glucodextranasa con código PDB 

1UG9 de la bacteria Arthrobacter globiformis (Mizuno et al., 2004). Esta enzima cataliza la 

hidrólisis de los enlaces 1,6-α-glucosídicos de los dextranos, liberando residuos de β-D-glucosa 

http://www.aspgd.com/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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(Mizuno et al., 2004). Ello podría asociar el dominio E4 al reconocimiento o unión de algún tipo 

de sustrato, quizá en la punta, aunque actualmente no se dispone de ningún tipo de resultado 

que sustente dicha hipótesis. Los experimentos realizados con la forma mutante que incluye 

las sustituciones Y85A;V86A, sin embargo, muestran que esta región es necesaria para la 

localización apical de FlbE e interacción con FlbB, lo cual, asociaría la función de este dominio a 

la interacción con algún tipo de proteína necesaria para el transporte del complejo señalizador. 

Una tercera posibilidad no explorada aún es que el dominio E4 permita la unión a algún tipo de 

glicoproteína o glicolípido de las vesículas que hipotéticamente transportarían el complejo 

señalizador hacia la punta. 

 Por otra parte, los resultados obtenidos con la quimera FlbE(1-202)::FlbB(1-426)::GFP 

indican que dicha construcción es capaz de acumularse en la punta pero no puede migrar a los 

núcleos y activar la transcripción de brlA. Ello podría indicar, por ejemplo, que la interacción 

entre FlbB y FlbE debe ser inhibida para poder iniciar el transporte basipetal. Un experimento 

que contribuiría a confirmar o desechar esta posibilidad sería generar la misma construcción 

pero, insertando entre FlbE y FlbB la secuencia correspondiente a T2A, que es un péptido de 

origen vírico que durante la traducción provoca el truncamiento de la cadena peptídica que se 

está sintetizando pero, sin interrumpir la propia traducción (Arribere et al., 2016). De este 

modo, se generarían dos péptidos, uno con la secuencia hasta el péptido T2A (correspondiente 

a FlbE, con o sin epítopo fluorescente) y otro desde ahí hasta el último aminoácido (quimera 

de FlbB y proteína fluorescente). Si la hipótesis planteada es correcta, FlbB debería volver a 

acumularse, además de en la punta, en los núcleos y ser capaz de inducir la conidiación. No 

obstante, existen otras posibilidades a tener en cuenta, como que el tamaño de la quimera 

formada entre FlbB y FlbE impidiera que FlbB se integrara en el sistema de transporte 

basipetal. La identificación de interactores de FlbB necesarios para el transporte basipetal 

permitiría analizar si la quimera FlbE::FlbB::GFP es capaz de interaccionar con ellos. 
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 En cualquier caso, el inicio del transporte basipetal de FlbB podría ser causado por una 

modificación en FlbB y/o FlbE. En el caso de FlbE, podría haber un cambio conformacional que, 

basándose en los resultados experimentales y las predicciones bioinformáticas, ocurriera en 

los dominios E2 y E3. Una posibilidad a considerar sería que este hipotético cambio 

conformacional estuviera relacionado con la presencia de una hélice de poliprolina en el 

dominio E3. Las hélices de poliprolina participan en el mantenimiento de la estructura 

tridimensional de proteínas e intervienen en funciones biológicas específicas (Adzhubei et al., 

2013). Una de las características más relevante de las hélices de poliprolina es su flexibilidad y 

su función en la interacción con otras proteínas (Bochicchio y Tamburro, 2002). En el caso del 

dominio E3 de FlbE, la mutación D70A;D73A no inhibe la localización apical de FlbB o FlbE ni la 

interacción entre ellos, pero, sí la conidiación. Aunque esta fracción de FlbE se localice en la 

punta de las hifas vegetativas, no es suficiente para inducir la conidiación. Sin embargo, en 

este trabajo se ha estudiado la localización subcelular de una forma GFP::FlbB expresada 

constitutivamente, la cual, no es la mejor opción para analizar el efecto de las mutaciones 

estudiadas en la localización nuclear de FlbB, ya que, gran parte de la población nuclear de 

FlbB no ha pasado por la punta y en principio no es activa para inducir la expresión de brlA 

(Herrero-García et al., 2015). Así, convendría estudiar la localización nuclear de una quimera 

GFP::FlbB, expresada bajo control del promotor nativo, al mutar a alaninas los residuos de 

ácido aspártico de las posiciones 70 y 73 de FlbE. 

 La supuesta disminución en la estabilidad de FlbE observada al no interaccionar con 

FlbB también podría estar relacionada con la hipótesis planteada. Es decir, una modificación en 

FlbE podría causar la inhibición de la interacción entre ambos UDAs y la degradación de FlbE. 

La lisina de la posición 51 (dominio E2) podría jugar un papel clave en este proceso, debido a 

su probable ubiquitinación (Chu et al., 2016). Ésta es una modificación postraduccional (MPT) 

en la que la ubiquitina forma un enlace amida con una lisina de la proteína modificada (Chen et 

al., 2013). La ubiquitinación tiene un papel importante en distintos procesos de células 
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eucariotas, ya que, puede alterar la actividad, las interacciones y las localizaciones subcelulares 

de proteínas (Schnell y Hicke, 2003). En Aspergillus nidulans parece estar estrechamente 

relacionada con las proteínas que controlan el crecimiento de las hifas (Chu et al., 2016). Se ha 

descrito también que la ubiquitinación está asociada a la respuesta a estrés (Noventa-Jordão 

et al., 2000), así como a la respuesta adaptativa al pH del entorno (Hervás-Aguilar et al., 2010). 

Sin embargo, la sustitución del residuo de lisina en la posición 51 de FlbE por alanina no 

produjo cambios en el fenotipo o en la localización subcelular de FlbB o FlbE. No obstante, se 

ha descrito que el estudio de la ubiquitinación conlleva problemas experimentales dado que se 

trata de un proceso dinámico. En el caso de FlbE, al estar la lisina 51 sustituida por una alanina, 

la proteína podría ser ubiquitinada en otra de las seis lisinas adicionales que se encuentran en 

su secuencia (Ugo Mayor, UPV/EHU, comunicación personal). Un abordaje experimental 

posible para ver si la ubiquitinación puede estar relacionada con la dinámica y actividad de 

FlbE, sería primero generar una cepa que expresara las quimeras gpdAmini::HA::Ubi4 (Hervás-

Aguilar et al., 2010) y gpdAmini::FlbE::GFP. Utilizando como cebo la quimera FlbE::GFP en 

experimentos de Pull-down (Noventa-Jordão et al., 2000; Ramírez et al., 2016), se vería si ésta 

es capaz de retener a HA::Ubi4. El uso de formas mutantes de FlbE en los dominios E1, E3 o E4 

contribuiría a conocer si la ubiquitinación aumenta o disminuye con la localización apical de 

FlbB y FlbE. 

 Los resultados obtenidos en este y anteriores trabajos (Herrero-García et al., 2015; 

Oiartzabal-Arano et al., 2015) sugieren que hay un control espacial y temporal específico de las 

interacciones que ocurren en 1) el transporte acropetal de FlbB y FlbE, 2) su acumulación en la 

punta de las hifas vegetativas y 3) el transporte basipetal desde la punta hacia los núcleos. En 

la discusión general (capítulo 6) se presentará un modelo que integre en espacio y tiempo 

todos estos sucesos y se propondrán posibles aproximaciones para poder confirmar 

experimentalmente las hipótesis planteadas. 
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DISCUSIÓN GENERAL 

 De las dos rutas principales de control de la conidiación en Aspergillus nidulans, UDA y 

CDP, este proyecto de tesis doctoral se ha centrado en el estudio de la primera, la cual, entre 

otras funciones, se encarga de dar respuesta a las señales inductoras que recibe el hongo. La 

ruta UDA se divide al menos en tres subrutas, mediadas por FlbC, FlbA y FlbB/E/D, 

respectivamente (ver capítulo 1). Este trabajo ha analizado aspectos determinados de la 

subruta definida por FlbB/E/D, dando continuidad así al trabajo que ha venido realizando el 

grupo de acogida de la doctoranda. 

 Los resultados obtenidos en este campo permiten sugerir que la importancia de la 

subruta definida por FlbB, FlbD y FlbE en la inducción de la conidiación se debe a una función 

sensora en la punta de las hifas vegetativas y transcripcional en el núcleo, donde en 

colaboración con otros FFTT, FlbB y FlbD controlan la expresión de brlA (Garzia et al., 2010), y 

con ello, la actividad de la ruta CDP. Este mecanismo de transducción y regulación 

transcripcional depende en gran medida de la dinámica subcelular de FlbB, el cual, tal y como 

se ha demostrado en este trabajo, es transportado en primer lugar a la punta de las hifas para 

ser posteriormente importado al núcleo. Esta secuencia de acontecimientos es esencial para 

que FlbB pueda desempeñar su función transcripcional en el núcleo correctamente (Herrero-

García et al., 2015). Tanto FlbE como FlbD presentan una estrecha relación funcional con FlbB 

pero, diferenciadas claramente en espacio y tiempo. FlbB y FlbE presentan una elevada 

afinidad el uno por el otro. Esta interacción, junto con otros requerimientos que se discutirán a 

lo largo de este capítulo, permite el transporte al ápice. 

 Sin embargo, la interacción entre FlbB y FlbE parece limitarse a esta etapa de 

transporte acropetal y no ser necesaria para el basipetal. Es entonces cuando cobraría 

importancia la actividad del segundo regulador transcripcional de esta sub-ruta, FlbD, 

permitiendo la acumulación nuclear y el control coordinado de la expresión de brlA 
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(Oiartzabal-Arano, 2016). La secuencia de eventos descrita se recoge en el modelo de la figura 

6.1 y servirá para articular los puntos a discutir en este capítulo. 

 

Figura 6.1: Modelo que representa las distintas etapas en el transporte acropetal y basipetal de FlbB en hifas 
vegetativas. 1) Transporte acropetal de FlbB y FlbE hasta la región subapical, 2) transporte del supápice al ápice, el 
cual es actino-dependiente, 3) desempeño de una hipotética función sensora, 4) inhibición de la interacción entre 
FlbB y FlbE e inicio del transporte basipetal, 5) transporte de FlbB hacia el núcleo, el cual parece ser microtúbulo-
dependiente (MT), 6) importación de FlbB al núcleo, 7) interacción entre FlbB y FlbD, 8) unión de FlbB y FlbD al 
promotor de brlA y control de la conidiación. El modelo ha sido propuesto en base a los resultados presentados en 
esta tesis doctoral y trabajos anteriores (Garzia et al., 2009; Garzia et al., 2010; Herrero-García et al., 2015; 
Oiartzabal-Arano et al., 2016). 

 

1. Transporte acropetal de FlbB y FlbE 

 El modelo de la figura 6.1 divide el transporte acropetal de FlbB y FlbE en dos etapas 

generales, transporte hasta el subápice, en primer lugar, y desde ahí hasta el ápice en segundo 

lugar. Para facilitar la lectura, este primer punto se ha dividido en dos secciones. La primera 

discute el itinerario que podrían seguir FlbB y FlbE en su transporte hasta el ápice y las 

aproximaciones experimentales que podrían utilizarse para estudiarlo, mientras que la 

segunda se centra en discutir el papel del citoesqueleto en dicho transporte. 

1.1 Posibles itinerarios de transporte acropetal de FlbB y FlbE 

 Se conocen dos mecanismos principales de transporte acropetal de proteínas en hifas. 

El primero de ellos sería el transporte del ARNm correspondiente en endosomas tempranos 

(early endosomes, EE) a lo largo de microtúbulos. En este caso, el modelo aceptado describe 

que la traducción del ARNm puede darse durante el propio transporte (Jansen et al., 2014). El 

segundo mecanismo, compatible con el primero, es el tránsito de proteínas a través de la ruta 
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de secreción. Este proceso consta básicamente de 3 pasos en hifas de A. nidulans (ver capítulo 

1): 1) la translocación de la proteína de nueva síntesis al lumen del RE (Schalén et al., 2016), 

donde sufre distintas MPTs, 2) transporte vesicular del RE al aparato de Golgi, donde se 

continúa con la modificación de los cargos y además tiene lugar su clasificación en vesículas de 

secreción y 3) transporte vesicular desde el aparato de Golgi al ápice de la punta. 

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral no permiten determinar cuál de los dos 

mecanismos principales de transporte acropetal de cargos es el que media la acumulación 

apical de FlbB y FlbE. Jansen y colaboradores describieron que el transporte de ARNm y su 

traducción “on-the-move” (opción A en la figura 6.2) es microtúbulo-dependiente (Jansen et 

al., 2014). Sin embargo, los análisis realizados muestran claramente que los microtúbulos 

tienen un papel menor en el transporte acropetal de FlbB y FlbE, y que son los filamentos de 

actina los que sí juegan un papel esencial, pero, entre subápice y ápice (ver sección 1.2) (Garzia 

et al., 2009; Herrero-García et al., 2015). Estudios previos realizados en Saccharomyces 

cerevisiae mostraron la existencia de mecanismos de transporte de ARNm a través de 

filamentos de actina durante la gemación (Zarnack y Feldbrügge, 2010). Sin embargo, existen 

claras diferencias en la distribución de microtúbulos y filamentos de actina durante la 

gemación en S. cerevisiae y el crecimiento polar activo de la hifa de A. nidulans (Slaughter et 

al., 2009; Thompson, 2013). En S. cerevisiae, los microtúbulos están más desplazados hacia la 

célula madre que hacia la gema durante la mitosis (Winey y O'Toole, 2001). Los filamentos de 

actina, no obstante, se nuclean desde la región de crecimiento de la gema y se extienden hacia 

la célula madre (Pearson y Bloom, 2004). Así, ASH1 es un FT tipo GATA necesario para el 

control de la gemación. Su ARNm es transportado hacia la punta de la gema a lo largo de los 

filamentos de actina por la miosina V, Myo4p, para ser traducido localmente y desempeñar su 

función en el núcleo que entrará en la gema (Zarnack y Feldbrügge, 2010). Los análisis llevados 

a cabo por el grupo de Feldbrügge en U. maydis sugieren, sin embargo, que los filamentos de 

actina no participan en el transporte de ARNm (Becht et al., 2006). En cualquier caso, sería 
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interesante analizar la localización y dinámica de los ARNm-s de flbB y flbE para saber hasta 

dónde tiene lugar y en qué región de la hifa podría darse su traducción. Para ello se podría 

utilizar el procedimiento seguido por Baumann y colaboradores (Baumann et al., 2014; 

Baumann et al., 2015), quienes describieron la dinámica del ARNm de cdc3, el cual da lugar a 

una septina que participa en la citoquinesis. El ARNm de cdc3 es transportado por endosomas 

tempranos y la unión entre ambos elementos está mediada por la proteína de unión a ARN 

Rrm4 (Baumann et al., 2015). Para analizar in vivo la dinámica del ARNm de cdc3 mediante 

microscopía de fluorescencia, los autores generaron una cepa que expresara en el locus ipS la 

secuencia correspondiente a la fusión YN*-GFP2 (proteína N del bacteriófago λ unida a dos 

copias del epítopo GFP) bajo el promotor inducible de crg1 (gen que participa en la producción 

de arabinosa). Por otro lado, insertaron la secuencia de boxB (ARN que tiene la característica 

forma de U conocida como hairpin) en el extremo 3’-UTR del ARNm de interés (cdc3). La 

proteína N del bacteriófago λ forma enlace con boxB debido a la singular conformación de este 

último, permitiendo la visualización del ARNm gracias al epítopo GFP (Baumann et al., 2015). 

 
Figura 6.2: Modelo que representa las etapas generales de los posibles mecanismos de transporte acropetal de 
FlbB y FlbE. A) Los ARNm-s de flbB y flbE serían transportados a través endosomas tempranos (EE), donde al mismo 
tiempo se daría su traducción. B) La segunda opción muestra el posible transporte de FlbB y FlbE a través de la ruta 
de secreción. En un primer paso se da la translocación de FlbB/E de nueva síntesis al lumen del RE, donde podrían 
ser modificados y desde donde serían transportados hacia el aparato de Golgi. En este orgánulo, las proteínas 
podrían sufrir MPTs adicionales, serían clasificadas en vesículas y transportadas hacia el ápice. El transporte del 
subápice al ápice estaría mediado por los filamentos de actina. 

 

 El transporte a través de la ruta de secreción parece, a priori, una opción más viable 

para FlbB y FlbE (opción B en la figura 6.2), aunque debe tenerse en cuenta que para 
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incorporarse a ella, los ARNm-s de flbB y flbE deberían llegar hasta los ribosomas de la 

membrana del RE. Análisis bioinformáticos preliminares sugieren que FlbE contiene un péptido 

señal en su secuencia (dominio E1), lo cual, apoyaría esta segunda opción (ver capítulo 5). 

 Existen marcadores de cada una de las 3 etapas principales de la ruta de secreción de 

A. nidulans, por lo que podrían ser utilizados para determinar si FlbB y FlbE son cargos de esta 

ruta. Debido al efecto pleiotrópico o letal que tiene en la mayoría de los casos la deleción de 

los genes correspondientes, el análisis de la localización subcelular de FlbB y FlbE en sus fondos 

nulos no sería conveniente, ya que, de confirmar un cambio en la localización apical de ambos 

UDAs, ello podría deberse a un efecto indirecto. Sí sería conveniente el uso de mutaciones 

termosensibles o el uso de promotores inducibles en los casos en los que éstos estén 

disponibles. Otro abordaje experimental posible sería la realización de ensayos de retención 

proteína-proteína entre FlbB/E y marcadores de la ruta de secreción que se presentan a 

continuación. 

 En el caso del RE (primer paso en la ruta de secreción) se diferencian dos procesos 

principales: entrada (early-ER o RE temprano) y salida (late-ER o RE tardío) (Markina-

Iñarrairaegui et al., 2013). Sec63 marca la entrada al lumen del RE, ya que forma parte del 

translocón (Markina-Iñarrairaegui et al., 2013). Sec23, por otro lado, forma parte del complejo 

COPII que media el transporte de vesículas entre el RE y el aparato de Golgi (RE tardío) (Duden, 

2003; Pantazopoulou y Peñalva, 2009). Sec23::GFP se localiza a lo largo del citoplasma y esta 

localización no se ve afectada por la adición de la Brefeldina A (BFA), droga que 

supuestamente inhibiría el transporte de vesículas entre el RE y el aparato de Golgi (Sciaky et 

al., 1997). Debido a esta aparente contradicción, los autores propusieron que BFA tiene un 

efecto exclusivo sobre el aparato de Golgi. Ello sugeriría al mismo tiempo, que Sec23 no se 

requeriría en la formación del Golgi temprano. Así, una aproximación interesante para estudiar 

si FlbB y FlbE pudieran ser transportados en la ruta de secreción a través del aparato de Golgi 
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sería observar si hay modificaciones en su localización apical tras la adición de esta droga. En 

caso de que ésta se viera afectada sugeriría que ambos transitan a través de este orgánulo. El 

mantenimiento de la localización apical en presencia de BFA, en cambio, podría abrir la puerta 

a un mecanismo de transporte independiente del aparato de Golgi, tal y como ha sido descrito 

para cargos de distinta tipología (ver, a modo de ejemplo, (Grieve y Rabouille, 2011; Nickel y 

Seedorf, 2008; Nickel y Rabouille, 2009)). 

 Se han empleado marcadores adicionales para analizar la función del aparato de Golgi, 

tales como CopA, RabO o PHOSBP, entre otros (Breakspear et al., 2007; Pantazopoulou y 

Peñalva, 2009; Pinar et al., 2013a). CopA ha sido descrito como componente del complejo 

COPI en A. nidulans (Breakspear et al., 2007). RabO, por su parte, se localiza en las distintas 

cisternas del aparato de Golgi (Pinar et al., 2013a), mientras que PHOSBP se localiza en las 

membranas del trans-Golgi (Pantazopoulou y Peñalva, 2009). Combinando los marcadores 

descritos, es posible diferenciar claramente los distintos tipos de membranas que componen el 

aparato de Golgi (temprano-early, intermedio-trans y tardío-late) (Pantazopoulou y Peñalva, 

2009). 

 Por último, el complejo proteico TRAPII regula la salida de las vesículas exocíticas del 

Golgi tardío (Pinar et al., 2015). Uno de los componentes de TRAPII es HypA, el cual colocaliza 

con la GTPasa RabE en el aparato de Golgi (Pinar et al., 2015). RabE forma parte de las 

vesículas exocíticas o vesículas de secreción y es transportada a través de microtúbulos hasta 

la región subapical y después a través de filamentos de actina hasta el ápice (Pantazopoulou et 

al., 2014). Para su localización apical, RabE requiere la actividad motora de MyoE. Así, en el 

mutante nulo de myoE RabE forma dos acumulaciones a ambos lados del ápice, tal y como se 

ha observado también en el caso de FlbB (ver capítulo 3). 

 En términos generales, la combinación de estos marcadores en ensayos de retención 

proteína-proteína permitiría trazar el itinerario de FlbB y FlbE en su transporte acropetal hacia 
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el ápice. Alternativamente, FlbB y/o FlbE podrían ser utilizados como cebo en estos ensayos, 

realizando la identificación de los posibles interactores mediante espectometría de masas. 

 

1.2 Papel del citoesqueleto 

 Los resultados obtenidos han permitido diferenciar dos etapas generales de transporte 

acropetal de FlbB y FlbE, una primera hasta el subápice y una segunda desde esta región hasta 

el ápice (pasos 1 y 2 en figura 6.1, respectivamente) (Herrero-García et al., 2015). Estas dos 

etapas están probablemente controladas por mecanismos moleculares en los que los 

citosqueletos desempeñan funciones diferentes. En presencia de benomilo, FlbB se acumula 

en el ápice, lo cual implica que ha llegado previamente hasta el subápice. Si se considera que el 

benomilo despolimeriza todos los microtúbulos, cabe pensar que previamente ha llegado al 

subápice a través de un mecanismo de transporte diferente. Schultzhaus y colaboradores han 

revelado en A. nidulans la existencia de una subpoblación de cables de actina distinta a los 

localizados entre subápice y ápice (Schultzhaus et al., 2016). Esta segunda población de cables 

de actina se localiza a una distancia mayor del punto de crecimiento (aproximadamente a 18 

µm) y, aunque los autores desconocen su punto de nucleación, describieron que las hifas con 

mayor cantidad de esta segunda población de cables de actina tienen una velocidad de 

crecimiento superior (Schultzhaus et al., 2016). Trabajos adicionales también han propuesto la 

existencia de cables de actina de mayor longitud (Berepiki et al., 2011; Bergs et al., 2016). Así, 

una posibilidad es que la primera etapa de transporte acropetal dependa realmente de los 

microtúbulos y una quinesina cuya naturaleza es desconocida aún. En un medio con benomilo, 

podría ser esta segunda población de cables de actina la responsable de la acumulación apical 

de FlbB. 
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2. Modelando la interacción entre FlbB y FlbE 

 FlbB y FlbE emplean distintos dominios para interaccionar entre sí y acumularse en el 

ápice de las hifas vegetativas (pasos 1, 2 y 3 en figura 6.1). Varios de estos dominios han sido 

identificados y caracterizados de forma preliminar en este trabajo y los previamente realizados 

por el grupo de acogida de la doctoranda (Garzia et al., 2009; Herrero-García et al., 2015). Así, 

cabe distinguir dos tipos de dominios entre aquellos necesarios para la acumulación apical: los 

que son esenciales para la interacción entre ambos UDAs, y los que no parecen serlo. Estos 

últimos podrían contribuir al establecimiento de una estructura tridimensional específica que 

permitiera el transporte acropetal. 

 El dominio de dimerización dentro de la cremallera de leucina de FlbB es el ejemplo 

más representativo del primer grupo de dominios, ya que es necesario y suficiente para que 

FlbB interaccione con FlbE. Además, los experimentos realizados con el mutante puntual en 

este dominio permiten sugerir que FlbB no forma homodímeros y que el transporte acropetal 

se da en forma de heterodímero con FlbE (Herrero-García et al., 2015). El extremo C-terminal, 

sin embargo, no es esencial para la interacción con FlbE (Herrero-García et al., 2015) y un 

análisis preliminar de las 6 cisteínas de FlbB permite sugerir que sólo aquellas en las posiciones 

272 y 382 son necesarias para la localización apical de FlbB. Tal y como se discute en el 

capítulo 4, estos residuos de cisteína y las hipotéticas MPTs asociadas a ellas, podrían ser 

importantes para establecer una estructura tridimensional específica que el complejo 

FlbB/FlbE requiere para incorporarse a su ruta de transporte. En este trabajo se ha intentado 

realizar una primera aproximación experimental para analizar si las cisteínas en las posiciones 

272 y 382 pudieran participar en la formación de un puente disulfuro pero, la ausencia de un 

control positivo no permite obtener resultados concluyentes al respecto. 

 Existen distintas formas de analizar MPTs en residuos de cisteína pero todas pasan por 

la disponibilidad de un control positivo adecuado. Se podría intentar utilizar An7513/NapA 
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(Asano et al., 2007), el FT tipo AP-1 de A. nidulans, ya que, aunque no ha sido analizada todavía 

la formación de puentes disulfuro en esta proteína, modifica su localización subcelular desde el 

citoplasma al núcleo al añadir H2O2 al medio de cultivo (Mendoza-Martínez et al., 2017). Otra 

posibilidad sería utilizar el propio Pap1 (S. pombe) como control, ya que, sus puentes disulfuro 

y los residuos de cisteína que participan en ellos bajo diferentes condiciones han sido 

ampliamente estudiados (Castillo et al., 2002; Vivancos et al., 2004). Sin embargo, al tratarse 

de un sistema diferente a A. nidulans y no filamentoso, los procedimientos de extracción y 

alquilación podrían variar y requerirse diferentes condiciones en cada caso, lo cual, complicaría 

la obtención de resultados fiables. El empleo de aproximaciones químicas sería otra 

posibilidad. Este tipo de técnicas vienen utilizándose durante varias décadas (Murray y Van 

Eyk, 2012) e incluyen el empleo de electroforesis bidimensional (2DE) y espectrometría de 

masas (ICAT, Isotope Coded Affinity Tags), entre otros (Couvertier et al., 2014). En este último 

caso, y considerando que las cisteínas sufren modificaciones químicas al añadir grupos que 

contienen isótopos específicos, esta técnica detecta dichos cambios y diferencia cada tipo de 

isótopo, de modo que permitiría identificar la forma redox en la que se encuentran las 

cisteínas de FlbB. 

 En cuanto a FlbE, además del dominio E1 mencionado en la sección anterior, el 

dominio E4 también es esencial para la acumulación apical y la interacción con FlbB. Sin 

embargo, los resultados sugieren que el dominio E3 no es esencial para estos dos procesos. Tal 

y como se propone en la discusión del capítulo anterior, una posibilidad a estudiar es que fuera 

necesario para la acumulación nuclear de FlbB, para lo cual habría que expresar GFP::FlbB bajo 

promotor nativo en el mutante FlbE(D70A;D73A). En esa misma sección también se proponen 

aproximaciones experimentales para analizar si la ubiquitinación puede tener algún papel en la 

localización subcelular de FlbE y FlbB. Todas estas cuestiones ayudarán a determinar cuál es el 

papel de FlbE en el control de la dinámica y la actividad de FlbB. 
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3. Transporte basipetal y acumulación de FlbB en el núcleo 

 El primer paso en el transporte basipetal de FlbB debería ser su introducción en la ruta 

correspondiente. Si el movimiento citoplásmico que describe FlbB en un fondo genético ΔflbD 

depende de los microtúbulos (Oiartzabal-Arano, 2016), esta región probablemente se 

corresponda con la zona de carga de la dineína (anillo subapical) (Abenza et al., 2009). 

Además, en la figura 3.2 del capítulo 3 se muestran varios agregados de FlbB que parecen 

interiorizarse en la región subapical justo antes de comenzar con su transporte basipetal. 

 Se ha propuesto la existencia de al menos dos mecanismos principales de endocitosis 

en el anillo subapical de A. nidulans. El primero se realiza a través del complejo AP-2, el cual 

desempeñaría su función de forma independiente a la clatrina (Martzoukou et al., 2017). En el 

segundo participarían marcadores como la protéina v-SNARE SynA, y las proteínas de unión a 

actina AbpA y SlaB. Experimentos de retención de proteína-proteína entre FlbB y ApbS (la 

subunidad σ del complejo AP-2 en A. nidulans) sugieren que no hay interacción entre ambos, 

por lo que el complejo AP-2 no sería necesario para una supuesta endocitosis de FlbB (A. 

Otamendi, resultados no publicados). Así, sería interesante analizar si este proceso pudiera 

llevarse a cabo a través del segundo mecanismo mencionado previamente. Una aproximación 

experimental posible para analizarlo sería realizar ensayos de retención proteína-proteína 

entre FlbB y SynA, SlaB o AbpA. 

 Una vez incorporado a su ruta de transporte, la migración de FlbB al núcleo se podría 

dividir en dos etapas, un primer transporte basipetal desde la punta hasta la periferia nuclear y 

después la importación y acumulación en el núcleo (pasos 5 y 6 en la figura 6.1, 

respectivamente) (Oiartzabal-Arano, 2016). FlbB necesita una señal de localización nuclear 

bipartita consenso (NLS) para acumularse en el núcleo (Herrero-García et al., 2015). Ello abre 

la puerta a la necesidad de las importinas α/β, KapA y KapB (Etxebeste et al., 2013), para la 

importación nuclear. Según el modelo establecido, sería la importina-α la que reconocería la 
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NLS del cargo, haciendo de puente con la importina–β (Cingolani et al., 1999). KapA y KapB se 

mueven, además, bidireccionalmente entre ápice y zonas distales (Etxebeste et al., 2013). Este 

movimiento depende de los microtúbulos y, en el caso de transporte basipetal, de la dineína. 

Considerando todo ello, sería interesante estudiar la posibilidad de interacción entre FlbB y 

KapA, la cual debería inhibirse en el mutante NLS de FlbB. 

 El movimiento basipetal de KapA queda inhibido en un fondo nudA1 y a la temperatura 

restrictiva de 42 °C (mutación termosensible; (Etxebeste et al., 2013; Xiang et al., 1994)). nudA 

codifica la cadena pesada de la dineína (Efimov, 2003). Se dispone de una cepa que expresa la 

quimera FlbB::GFP en este fondo genético (Dra. Erika Herrero-García, resultados sin publicar). 

Sin embargo, la localización nuclear de FlbB::GFP queda inhibida en el fondo silvestre a 42 °C, 

por lo que no se pudo analizar el efecto de la mutación nudA1. Recientemente ha sido descrito 

que el fenotipo nudA1 también se manifiesta a 37 °C (Peñalva et al., 2017), temperatura a la 

que FlbB sí se localiza en los núcleos (Etxebeste et al., 2008). Por ello, sería conveniente 

realizar de nuevo este experimento. 

 Por último, la acumulación nuclear de FlbB depende también de FlbD (Oiartzabal-

Arano, 2016) y la acción coordinada de ambos en el promotor de brlA (pasos 7 y 8 en figura 

6.1, respectivamente), junto con la de otros activadores e inhibidores de la conidiación, 

controla este proceso (Garzia et al., 2010; Kwon et al., 2010; Lee et al., 2016). 

 En resumen, la acción coordinada de FlbB, FlbE y FlbD en espacio y tiempo constituye 

uno de los mecanismos principales de control de la conidiación en A. nidulans. Los 

experimentos planteados en este capítulo proporcionan una base experimental que debería 

permitir obtener información detallada sobre los mecanismos de transporte, interacción y 

señalización en los que participan estas tres proteínas inductoras. 
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CONCLUSIONES 

 Los resultados obtenidos durante esta tesis doctoral permiten extraer las siguientes 

conclusiones: 

1. FlbB sigue una dinámica muy específica en las hifas vegetativas, siendo transportado 

primero a la punta y después al núcleo. Esta direccionalidad es clave para la inducción 

de la conidiación. 

2. FlbE es un elemento esencial en el transporte acropetal y acumulación apical de FlbB. 

Resultados previos del grupo de investigación han mostrado que FlbD es necesario 

para su acumulación nuclear y actividad transcripcional. 

3. Dominios específicos de FlbB median su acumulación apical. Por un lado, el dominio 

DIM es necesario y suficiente para interaccionar con FlbE. Por otro lado, cisteínas 

específicas de la región central y C-terminal, C272 y C382, no son esenciales para dicha 

interacción. 

4. Mutaciones en los dominios E1 y E4 de FlbE causan una inhibición de la conidiación, la 

interacción entre FlbB y FlbE y, por tanto, de su acumulación apical. El dominio E3 no 

parece ser esencial para la interacción y la localización apical de ambos UDAs pero, sí 

para inducir la conidiación. 
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ANEXO 1. Localización subcelular de FlbB::Dendra2, expresado a través 
de gpdAmini, antes y después de la fotoconversión 
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Figura 7.1: Análisis del efecto de la intensidad de la radiación UV y el tiempo de exposición en la fotoconversión 
de Dendra2. Se realizaron las medidas tomando como referencia la punta de las hifas vegetativas. Representación 
de la fluorescencia verde y roja de gpdAmini::FlbB::Dendra2 antes y después (0 y 10 minutos) de inducir la 
fotoconversión para cada intensidad de lámpara (I.L.; A: 100 %, B: 80 %, C: 60 % y D: 40 %) y el tiempo de exposición 
(T.E.; columnas, 1: 2 500 ms, 2: 5 000 ms, 3: 7 500 ms). Las flechas blancas indican las puntas de las hifas analizadas 
en los gráficos, los cuales muestran la intensidad de las fluorescencias verde y roja a lo largo de las líneas 
discontinuas. Barra de escala en todos los paneles: 5 µm. Ver también la tabla 3.1. 
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ANEXO 2. Solubilidad de las quimeras GST::FlbB expresadas en E. coli 

 

Figura 7.2: Solubilidad de las quimeras GST::FlbB provenientes de extractos de E. coli. A) Gel de SDS-PAGE teñido 
con Coomassie que muestra la expresión de la quimera GST::FlbB(C382A) en células de E. coli. La expresión se indujo 
con la adición de 0.1 mM de IPTG al medio y se incubaron las muestras a 37 °C durante 3 horas o a 15 °C durante 
toda la noche. B) Gel de SDS-PAGE que muestra la solubilidad de GST::FlbB(C382A) comparado con las quimeras GST o 
GST::FlbB. C) Unión de la quimera GST::FlbB(C382A) a la resina glutatión sefarosa bajo condiciones que supuestamente 
favorecen la resuspensión de los cuerpos de inclusión (5 mM DTT). 
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ANEXO 3. Artículo científico 
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ANEXO 4. Artículo científico 
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ANEXO 5. Revisión 
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