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ABREVIATURAS

3'UTR Regién 3" no transcrita

5'UTR Regién 5" no transcrita

ADN Acido Desoxirribonucléico

ADNc Acido Desoxirribonucléico complementario
ADNg Acido Desoxirribonucléico genémico

ARN Acido Ribonucléico

mARN Acido Ribonucléico mensajero

bZip Dominio de cremallera de leucina (Basic Zipper)
CDP ruta central del desarrollo o central developmental pathway
CDS Secuencia codificante

CR Proteina roja fluorescente CherryRed

DEPC Dietilpirocarbonato

DIG Digoxigenina

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EMSA Ensayo de Movilidad Electroforética (Retardo en Gel)
GFP Proteina verde fluorescente

GST Glutation-S-transferasa

GTP/GDP Guanosin trifosfato/difosfato

HEPES Acido 4-[2-hidroxietil]-1-piperazinetanosulfonico
IPTG Isopropil-p-D-tiogalactopiranédsido

kDa Kilodalton (=1000Da)

LB Luria-Bertani

MCA Medio completo Aspergillus

MES Acido 2-[N-morfolino]etanosulfonico

MFA Medio fermentacion Aspergillus

MMA Medio minimo Aspergillus

MMR Medio minimo de regeneracion

MOPS Acido 3-[N-Morfolino]propanosulfonico

mRFP Proteina monomérica roja fluorescente

nt Nucledtidos

ORF Marco de lectura abierta

pb Pares de bases

PEG Polietilenglicol

RNAsa Ribonucleasa

ROS Especie reactiva de oxigeno

SDS Dodecil sulfato de sodio

UDA Activadores de la regulacion temprana o upstream developmental activators

YFP Proteina amarilla fluorescente
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INTRODUCCION

1. Generalidades v Ciclo de vida de Aspergillus nidulans

Las actividades bioldgicas de los hongos filamentosos han suscitado gran interés
en diferentes campos, como la industria alimentaria o en la obtencion de metabolitos. El
organismo objeto de estudio en esta tesis doctoral, Aspergillus (Emericella) nidulans, es
una de las casi 15.000 especies de Ascomicetos, de la clase Eurotiomicetos
perteneciente a la familia Trichocomaceae (Thom & Raper, 1945, Pontecorvo et al.,
1953). Su genoma de 30,06 millones de pares de bases esta organizado en 8
cromosomas y alberga alrededor de 10.700 genes (Galagan et al., 2005). La secuencia

del genoma estd accesible en la base de datos del Broad Institute

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/aspergillus group/MultiHome.html)
o en el National Institute of Allergy and Infectious Diseases

(http://www.aspergillusgenome.org/).

Cabe destacar que 4. nidulans constituye un modelo genético de referencia para
otros miembros de su género de gran interés economico, como A. oryzae o A. flavus, o
en medicina, como A. fumigatus. Su capacidad para formar esporas sexuales mediante
meiosis, la existencia de un ciclo sexual y el cardcter homotélico (Dyer et al., 2003), o
su utilizacién en estudios genéticos y de biologia celular han facilitado su uso como
modelo experimental para alcanzar una mejor comprension de varios procesos
biologicos. También ha sido objeto de estudios como la recombinacion y reparacion de
ADN, control del ciclo celular y de metabolismo primario y secundario (Nierman et al.,

2005).

El ciclo de vida de A. nidulans se caracteriza por la presencia de cuatro estadios
diferenciados (Fig I1; (Adams et al., 1998, Todd et al., 2007b, Todd et al., 2007a)):
crecimiento vegetativo, reproduccion asexual, reproduccion sexual y el ciclo
parasexual. El ciclo comienza con la germinacidon de una conidiospora mononucleada o
una ascoespora binucleada, la cual da lugar a un tubo de germinaciéon que crece de
forma filamentosa como una hifa vegetativa haploide. Dicha germinacién se inicia con
el establecimiento de un punto de polaridad determinado de la espora/ascoespora
(Harris, 1997, Momany, 2002, Harris & Momany, 2004), desplazando hasta ese punto
toda la maquinaria requerida para la extension de la hifa (D'Enfert, 1997, Osherov &
May, 2001). Asi, mediante crecimiento polar y adiciéon de nuevo material en la punta

(Momany, 2002), las hifas se extienden dando lugar a sincitios multinucleados,
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formando un entramado de hifas interconectadas denominado micelio.

Asca comeniendo
A Desarrolie del asca 5 SACORpOrES: B adooaporas
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Fig I1. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans. A) Desarrollo sexual: esquema del proceso de
formacion de cleistotecios conteniendo ascosporas en su interior; B) Ciclo parasexual: formacién de
diploides o heterocariontes; C) Ciclo asexual: proceso de formacion de conidiéoforos. Modificado a

partir de Todd et al (2007a).
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El micelio se expande de forma radial hasta que transcurren unas 18 horas,
momento en el que se comienzan a producir las estructuras de esporulacién asexual,
denominadas conidioforos, que en esta introduccion recibirdn un tratamiento detallado

en siguientes apartados.

A la formacion del conididforo le sucede la iniciacion del ciclo de reproduccion
sexual (Fig I1), que se suele observar en zonas maduras de la colonia. Este proceso se
inicia con la formacion de una célula diploide en una estructura caracteristica
denominada crozier. A partir de esta célula diploide se generan ascas compuestas de
ocho esporas, recubiertas por una pared, y constituyendo el cleistotecio. El proceso se
repite formando nuevos crozier y, por consiguiente, nuevos cleistotecios. Cada
cleistotecio puede contener hasta 10.000 ascosporas (Todd et al, 2007b) y se

encuentran habitualmente rodeados de grupos de células denominadas células Hiille.

Por tultimo, el ciclo parasexual en Aspergillus nidulans (Fig 11) se caracteriza
por la fusion entre germinulas o hifas maduras durante la fase vegetativa, dando lugar a
un intercambio de material, que en el primer caso se denomina anastomosis (Hickey et
al., 2002, Glass et al., 2004). El mecanismo desencadenante de dicha fusioén no ha sido
aclarado todavia en A. midulans, pero se ha planteado la posibilidad de que esté
controlado por el comportamiento dinamico de vesiculas localizadas en la punta de cada
hifa (Glass et al., 2004). La mayoria de trabajos al respecto se han realizado en
Neurospora crassa, y en ellos se ha descrito que la fusion es causada mediante hifas
especializadas conocidas como tubos de anastomosis conidial (CAT). La fusion de los
CAT crea una red de germinulas interconectadas durante el inicio del desarrollo de la
colonia. En los estadios mas avanzados, en la colonia madura, ocurre un proceso
semejante detrds de la zona periférica de las hifas, las cuales estan principalmente
implicadas en la extension de la colonia. En esta region las hifas especializadas para la
fusion se presentan como ramificaciones que crecen hacia otras células del mismo tipo
hasta fusionarse (Read et al., 2009). En el caso de que las hifas fusionadas pertenezcan
a cepas con diferente fondo genético, se generan heterocariontes, los cuales, presentan

nucleos con diferente dotacion genética (Pontecorvo et al., 1953, Glass et al., 2000).
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2. Crecimiento vegetativo

Las hifas vegetativas de Aspergillus nidulans son sincitios multinucleados que
mantienen el crecimiento polar desde la germinacion y que continta durante la mitosis
(Momany, 2002, Riquelme et al., 2003, Horio, 2007). Una vez ocurrida la germinacion
de una conidiospora o una ascoespora, y tras un periodo de crecimiento que comprende
tres divisiones nucleares, se genera el primer septo, para lo que se requiere un
determinado volumen celular y un proceso mitético (Fig 12; (Wolkow et al., 1996)). La
septacion resulta en un intercambio selectivo de nutrientes y efectores entre las células,
y es seguida por la formacién de ramificaciones laterales, generando un nuevo punto de
crecimiento polar. Esto puede resultar en la interconexion de diferentes ramificaciones
(Fig 12; (Hickey et al., 2002, Glass et al., 2004)), formando asi los antes mencionados

micelios.

Expansidn isotropica

Establecimiento de la
polaridad

Mantenimiento de la
polaridad

Formacion de septo

8o°"

ﬂ Ramificacion
a@ I . " .Iqﬂaaaauﬁu e

%

Fig 12. Morfogénesis en Aspergillus nidulans. Las zonas grises sefialan las zonas responsables de
crecimiento. Los circulos azules representan niicleos en interfase y los verdes nicleos en mitosis. El
circulo rojo abierto sefiala el punto de establecimiento de la polaridad. Modificado a partir de

Momany (2002).

La comprension del mecanismo que genera y mantiene el crecimiento polar es
hoy en dia uno de los mayores retos de la biologia celular en hongos (Steinberg, 2007).

Los estudios realizados en este campo han dado a conocer que la maquinaria para el
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establecimiento del crecimiento polar estd altamente conservada. Asi, al igual que en
Saccharomyces cerevisiae, uno de los efectores clave en la activacion del crecimiento
polar es Cdc42, una GTPasa tipo Rho (Pruyne & Bretscher, 2000). Cdc24 es reclutado
en el punto seleccionado para el establecimiento del crecimiento polar (Fig 13; (Zheng
et al., 1995)), recluta a Cdc42-GDP y promueve el intercambio GDP — GTP para
generar la forma activa Cdc42-GTP (Ziman et al., 1993, Richman et al., 2002). La sefial
de Cdc42-GTP es transmitida a multitud de efectores que finalmente activan la
formacion del citoesqueleto necesario para un correcto crecimiento polar. En algunos
hongos evolutivamente mas distantes de S. cerevisiae, como es el caso de 4. nidulans,
se ha identificado una segunda proteina con actividad GTPasa Rho, denominada Rac

(Harris & Momany, 2004, Virag & Harris, 20006).

Complejo Cdc42 Polarisoma

S Gy
\ Complejo exocitico
24-Cdc24 L - Lasi? . g ¥

42 -Cdc42 Sl - Slal

B -Bem1 A2-Arp2

C -Cla4 A3 -Arp3
S-Stef2 15-Arcl15
F - Bni1 18 — Arc18
2 - Spa2 19— Arc19
6 — Bud6 35— Arc35
T - Teat 40 - Arc40
X —Proteina desconocida
3 —Sec3

4-Sect Complejo Arp2/3
5 - Secd

6 — Sec6

8 — Sec8 8
15 - Sec15

70 — Exo70

84 — Exo084
t - t{SNARE
v —vSNARE
Ves — Vesicula

Fig 13. Complejos protéicos implicados en el crecimiento polar en S. cerevisiae. E1 complejo Cdc42
interacciona con los otros tres complejos sefialados. La nomenclatura se describe en la imagen.

Modificado a partir de Virag y Harris (2006a).

En Saccharomyces cerevisiae la activacion de Cdc42, y a través del complejo
multiprotéico denominado Polarisoma, regula la formacién de filamentos o cables de
actina. El componente mas importante del Polarisoma en levadura es la formina Bnil,
que sirve de punto de inicio de la nucleacion de este tipo de complejos de actina (Fig I3;
(Pruyne et al., 2002, Sagot et al., 2002a, Sagot et al., 2002b)). El resto de componentes
del Polarisoma parecen regular espacial y temporalmente la actividad de Bnil (Sagot et

al.,, 2002b). La mayoria de estos componentes del Polarisoma se encuentran
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conservados en 4. nidulans y, aunque existen también diferencias entre los mecanismos
de levadura y hongos filamentosos, sugieren una conservacion mecanistica en cuanto al
ensamblaje de los filamentos de actina y el establecimiento y mantenimiento del

crecimiento polar (Harris & Momany, 2004).

Durante el crecimiento, el material a afadir a la membrana plasmatica en el
apice es transportado desde las zonas mas distales de la célula a través de un mecanismo
en el que los microtibulos son utilizados como andamios o cables moleculares en el
transporte de membranas, organelas, vesiculas, moléculas de ARN y otros complejos
protéicos (Steinberg, 2007). Se ha observado que en Aspergillus nidulans contribuyen a
un correcto crecimiento polar, pero no parecen ser imprescindibles para ello (Horio &
Oakley, 2005). El transporte de los diferentes cargamentos a través de los microtiibulos
es posible gracias a la accion de dos familias de proteinas denominadas Quinesinas y
Dineinas, las cuales, son capaces de desplazarse a lo largo de los microtibulos. Las
Quinesinas se desplazan hacia el extremo positivo del microtibulo, mientras que las

Dineinas lo hacen en sentido contrario.

En el é4pice de la hifa, en proximidad de la maquinaria responsable del
crecimiento polar se encuentra un cuerpo apical denominado Spitzenkorper (Girbardt,
1957). Sus movimientos preceden y dirigen el crecimiento de la punta (Reynaga-Pena et
al., 1997, Riquelme et al., 2000), siendo esencial para el crecimiento polar (Bartnicki-
Garcia et al., 1995). En este cuerpo se acumulan multitud de vesiculas (micro y macro)
transportadas hasta el apice por microtubulos y ya dentro del Spitzenkdrper por
microfilamentos de actina, controlando asi la organizacién y el transporte de vesiculas
(Fig 14; (Harris et al., 2005)). En el Spitzenkorper se pueden encontrar multitud de
ribosomas o vesiculas que provienen del aparato de Golgi mediante un proceso de
exocitosis controlada. También, y dependiendo del organismo, se han encontrado
factores implicados en un correcto crecimiento polar que son trasladados a los puntos de
polarizacion en forma de mARN y que son traducidos alli in situ (Inglis & Johnson,
2002, Becht et al., 2006, Aronov et al., 2007, Zarnack & Feldbriigge, 2007). Por ello se
ha planteado que el Spitzenkérper es un cuerpo subcelular dinamico, sugiriendo que
podria incluso ser una extension de aparato de Golgi y compuesta por diferentes
complejos proteicos interaccionando entre ellos para mantener el correcto crecimiento

polar (Harris ef al., 2005).
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Fig 14. Spitzenkorper en Aspergillus nidulans. El eje del cuerpo subcelular se sefiala mediante
asterisco en las tres imagenes. A) Imagen TEM estiandar (200nm de grosor; 200kV); B) Corte de
alrededor de Snm a lo largo del eje Z. Las vesiculas apicales se sefialan mediante flechas negras, los
microtibulos mediante la flecha blanca y los cuerpos de Woronin, sobre los que se desconoce si
guardan relacién con el crecimiento polar, mediante puntas de flecha blancas; C) Modelo
mostrando una distribucion en tres dimensiones del citoplasma apical. Barra de escala = 250nm.

Modificado a partir de Harris et al, 2005.

3. La reproduccion asexual v su regulacion

Las hifas que conforman las colonias de Aspergillus nidulans pueden
considerarse células pluripotentes capaces de iniciar distintos programas de
diferenciacion en funcion de los estimulos a los que sean expuestos. Por detras de la
zona de expansion, las hifas superficiales que emergen a la atmosfera y/o a la luz,
inician una secuencia de transformaciones que daran lugar a la formacion de estructuras
complejas que produciran esporas, llamadas conididforos (Adams et al., 1998). La
transicion desde una hifa vegetativa a un conidiéforo comienza con la formacion de una
célula pie y continua con la aparicion sucesiva del tallo, vesicula, métula, fidlida y
finalmente esporas aéreas o conidias (Fig I5). La conidiacion puede ser inducida no s6lo
tras la emergencia de la hifa a la atmosfera, sino también por algunas condiciones
ambientales incompatibles con el crecimiento, como estrés nutricional, salino u
osmotico (Skromne et al., 1995, Calvo, 2008, Etxebeste et al., 2009a). El desarrollo del
conididforo exige profundos cambios en el metabolismo de la colonia, con un gran
incremento en la produccion de metabolitos secundarios y la activaciéon de un proceso
autolitico en las hifas que rodean el conidioforo, presumiblemente proporcionando los
recursos celulares necesarios a las nuevas estructuras en desarrollo (Calvo, 2008, Emri

et al., 2008).
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Al examinar los estadios celulares que dan lugar al conidioforo, se observa que
a excepcion de la conidia, todos ellos son producto de la combinacidon de crecimiento
polar e isotropico (Fig 15). El proceso comienza con el ensanchamiento de la pared de
una hifa superficial especifica, dando lugar a la célula pie (Fig I5; (Adams et al., 1998)).
El tallo se extiende desde la célula pie como una pseudohifa aérea, 1-2 um mas ancha
que una hifa vegetativa, y que se proyecta con un geotropismo negativo hasta una
longitud media de 100 um (Ni et al., 2010). A ello le sigue una etapa de crecimiento
isotropico en la punta del tallo, que ocurre aproximadamente 6 horas después de la
induccion, y da lugar a una estructura globular llamada vesicula, que alcanza un
diametro de 10 um (Fig I5). Al contrario que las hifas vegetativas, los tallos y las
vesiculas no muestran ningun septo ni ramificacion. Ademas, estas dos estructuras
contienen grandes vacuolas que condicionan el posicionamiento nuclear y la
distribucion de orgdnulos intracelulares (Etxebeste et al., 2009b). A pesar de la ausencia
de crecimiento polarizado, la vesicula alberga multiples divisiones nucleares,
produciendo aproximadamente 60 nucleos que se distribuyen bajo la superficie de la
vesicula (Fig I5; (Mims et al., 1988)). La estructura esférica sirve entonces como
plataforma para multiples puntos de gemacion de células parecidas a las hifas y
llamadas métulas, siguiendo un patréon que se asemeja a un proceso de germinacion
multipolarizado. Después de la entrada de un unico nucleo en cada métula, se forma un
septo que separa las métulas de la vesicula (Fischer & Kiies, 2006). La métula no se
extiende como la hifa, sino que experimenta una division especializada, dando lugar a
dos nuevos brotes apicales aproximadamente 10 horas después de la induccion del
desarrollo del conidiéforo. Después de la maduracion, estos brotes se convierten en
células especializadas (fialidas), las cuales producen una larga cadena de conidias de
forma basipetal (Sewall et al., 1990a). Los conidiéforos maduros son visibles 15 horas

después de la induccion del desarrollo.
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Fig I5. Transformaciones morfolégicas que dan lugar a un conidiéforo. Tras un cambio de las
condiciones ambientales (tiempo cero), el crecimiento polar se inhibe en hifas vegetativas. Entonces
una célula desarrolla una segunda pared interna para formar la célula pie, de la cual emerge el
tallo elongandose hasta alcanzar una longitud definida. El crecimiento isotrépico (extension en
todas las direcciones) de la extremidad del tallo genera la vesicula. Tras miltiples divisiones
nucleares, los niicleos (puntos negros) se distribuyen a través de la béveda de la vesicula, de la cual
emergen aproximadamente 60 métulas mononucleadas. Después de la extension polar de la métula,
emergen dos fidlidas de cada una, las cuales dan lugar a cadenas largas de conidios de una manera
basipetal. Esto significa que los conidios jévenes estan cerca de la fidlida, mientras que los conidios
maduros estan situados en el extremo contrario de la cadena. Los conidiéforos maduros se forman

15 horas después de la induccion del proceso. Modificado a partir de Etxebeste ef al., 2010.

3.1. Reconocimiento y respuestas tempranas a estimulos ambientales

Los estimulos ambientales causan cambios sostenidos en el
comportamiento fisioldgico del hongo. La combinacion de la emergencia al aire con la
luz por un lado o, por otro, condiciones de estrés, compromete el crecimiento e inducen
la conidiacion. Los factores de regulacion que participan en la deteccion y transduccion
de dichas sefiales ambientales, asi como los factores que ejercen un efecto sobre el cese

del crecimiento vegetativo, la induccion de la autolisis, el metabolismo secundario, y la

11
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generacion espacio-temporal de los moddulos celulares del conidiéforo han sido
identificados en las dos ultimas décadas (Adams et al., 1998, Fischer & Kiies, 2006).
Algunas de las funciones que estos factores llevan a cabo, asi como las interrelaciones

que tienen lugar entre ellos, empiezan a conocerse.

La emergencia al aire puede considerarse el estimulo principal e
imprescindible para que ocurra la conidiacion (Morton, 1961). Asi, se sugiere que la
exposicion al aire de un micelio es la sefal que activa el proceso morfogenético.
Evidencias obtenidas en multiples trabajos han planteado que el estimulo del aire se
detecta a través de un metabolito de caracter endogeno. En Penicillium cyclopium se
observd que tras la exposicion al medio aéreo, el metabolito se acumularia en la
superficie de las hifas, alcanzando una concentracion suficiente como para provocar una

respuesta conidiante (Roncal & Ugalde, 2003).

Una vez activado el proceso, estimulos como la exposicion a la luz o los
niveles de oxilipinas que se acumulan en fase gaseosa modulan la produccion de
conidiéforos (Bayram et al., 2010, Herrero-Garcia et al., 2011). Estas sefiales no son
suficientes para activar la esporulacion por si solas, pero sin embargo son capaces de
modular la respuesta que activa la produccion de conididéforos generados tras la

exposicion aérea del hongo.

En el caso de Aspergillus nidulans, se ha descrito la necesidad de
irradiacion con luz roja (maximo efecto inductor a 680nm) y/o luz azul (méximo efecto
inductor a 450nm) para estimular la conidiacion en hifas aéreas (Bayram et al., 2010).
Se habia descrito que el efecto biologico de la luz no es manifiesto en periodos de
exposicion menores a 15-30 min (Mooney & Yager, 1990). Sin embargo estudios
recientes han sugerido que la exposicion a la luz activa de manera inmediata la

respuesta a dicho estimulo (Rodriguez-Romero, comunicacién personal).

Las oxilipinas de 8 carbonos (8CO) son compuestos volatiles enddogenos
que el hongo emite al medio y que ejercen una funciéon moduladora en la produccion de
esporas. La emergencia al aire incrementa los niveles de oxilipinas en el medio hasta
obtener unos niveles capaces de estimular la esporulacién incluso en condiciones de
cultivo en oscuridad (Herrero-Garcia ef al., 2011). Sin embargo no causan ningtn efecto
en cultivos sumergidos, lo cual indica que las oxilipinas no son suficientes para

suplantar el estimulo de la emergencia al aire.

12
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Al margen de los estimulos asociados a la emergencia del aire, estreses
ambientales como la ausencia de fuente de carbono o nitrogeno o el estrés osmoético son
capaces de activar el proceso de desarrollo en un medio sumergido (Skromne et al.,
1995, Etxebeste et al., 2008). Estos resultados llevaron a plantear la posibilidad de que
la conidiacion también surgiera como respuesta ante algunas situaciones de estrés, e
incluso se describi6 la existencia de osmosensores involucrados en la sefializacion de la
conidiaciéon (Virginia et al., 2000, Furukawa et al., 2002). Es posible que los estreses
puedan suplantar el estimulo de la emergencia al aire generando un cortocircuito a la

ruta principal de induccion utilizando otros elementos u otra ruta sefializadora.

Los mecanismos de respuesta exactos a los estimulos ambientales
mencionados no se han establecido claramente. En lo que a la emergencia al aire se
refiere se sugiere que es detectada mediante un primer metabolito relacionado con este
estimulo. La proteina FluG estd asociada con la produccion de ese metabolito
extracelular no identificado que presumiblemente se acumula en las hifas aéreas y asi
sefaliza la emergencia a la atmosfera (Lee & Adams, 1996). Este factor es especifico y
necesario para la correcta conidiacion y el estudio de mutantes fluG~ demostrd que no
forman conididforos. La administracion del factor extracelular a mutantes fluG™ es
suficiente para restituir la produccion de conididéforos complejos (Soid-Raggi et al.,

2006, Etxebeste et al., 2008).

El factor de sefalizacion extracelular dependiente de FluG ejerce de
manera aun indeterminada efectos que son parte de la respuesta de conidiacion. Por un
lado revierte el efecto represor sobre la conidiacion (promoviendo el crecimiento
vegetativo) ejercido por el factor de transcripcion SfgA (factor de transcripcion tipo
dedo de zinc tipo Zn(II),Cyss; (Seo et al., 2006)). A su vez, FIbA, un regulador de la
sefializacion de proteinas G (Lee & Adams, 1996, Yu, 2006), es también activado, el
cudl aumenta la actividad GTPasa intrinseca de la subunidad o de una proteina G
heterotrimérica, FadA, que sefializa el crecimiento vegetativo de las hifas (Yu, 2006).
Esto promueve la union a GDP de FadA, inhibiendo la disociacion de las subunidades 3
y ¥, SfaD y GpgA, respectivamente (Rosén et al., 1999, Seo et al., 2005), bloqueando el
crecimiento vegetativo e induciendo la conidiacion (Fig 16; (Yu, 2006)). Aunque la
forma de acciéon de estos dos procesos complementarios no ha sido analizada
especificamente, es posible que ambos participen simultineamente, e inmediatamente

después de la recepcion del estimulo inductor. La senal extracelular del factor FluG es
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aparentemente requerida para la activacion de un niimero de factores de transcripcion,
que a su vez regulan la produccién del conididforo y que se van a describir en el

siguiente apartado. La ruta por la que se lleva a cabo esta activacion no se conoce hasta

la fecha.

5y Conidiacion

.
-.-.
.
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l'.

i fessassnssannnnsaans — Pmdllc“iéll d(.‘
nactl\ o < FIbA > AfIR esterigmatocistina
PkaA Crecimiento
—
(PkaB) Vegetativo
Conidiacion

Fig 16. Regulacion del desarrollo y produccion de esterigmatocistina mediada por proteina G-
regulador. En condiciones de esporulacion FIbA aumenta la actividad GTPasa intrinseca de FadA,
promoviendo la union a GDP. Esto promueve la formacién de la proteina G heterotrimérica,
inhibiendo el crecimiento y activando la conidiacién. Sin embargo, en condiciones no inductoras de
conidiacién la unién GTP-FadA produce la disociacién del complejo heterotrimérico, inhibiendo la
conidiacion y activando el crecimiento vegetativo. La sefalizacion de crecimiento vegetativo
mediada por FadA es traducida en parte por PkaA (proteina quinasa A primaria). PkaB es la

subunidad catalitica de la PKA secundaria (de apoyo). Modificado a partir de Yu, 2006.

La exposicion a la luz también activa una respuesta relacionada con la
conidiacion. Entre los reguladores de la sefializacion de la luz destaca la proteina VeA,
la cual ejerce un papel importante en la transduccion de dicha sefal (Fig 17; (Calvo,
2008, Bayram et al., 2010, Rodriguez-Romero et al., 2010)). Diferentes estudios han
demostrado que VeA integra tanto la sefal de luz roja (Mooney & Yager, 1990) como
de luz azul (Yager et al., 1998, Purschwitz et al., 2008) y hay evidencias que apoyan
una integracion de sefiales correspondientes al estrés osmoético (Azuma et al., 2007) y
nutricional (Atoui et al., 2010) de la hifa. La respuesta de VeA incluye también la
regulacion de metabolitos secundarios (Sprote & Brakhage, 2007) y la biosintesis de
manoproteinas (Jeong et al., 2003), asi como la regulacion de los ciclos de reproduccion
asexual y sexual (Calvo, 2008, Bayram et al., 2010). Sin embargo, no se conoce

exactamente cual de ellos esta directamente relacionado con la conidiacion.
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Los papeles reguladores exhibidos por VeA provienen de su capacidad
para cambiar su localizacion celular y para formar diversos complejos proteicos
(Stinnett et al., 2007, Bayram et al., 2008, Purschwitz et al., 2008, Purschwitz et al.,
2009, Rodriguez-Romero ef al., 2010). En el crecimiento de hifas vegetativas alojadas
en un substrato semisolido, VeA se acumula en los nucleos en ausencia de luz. Sin
embargo, la iluminacion impide el transporte al nucleo (Stinnett et al., 2007), el cual
esta mediado por la importina-o. (Aratjo-Bazan et al, 2009). Aunque la funcion
especifica que ejerce VeA en la conidiacion es desconocida hay evidencias que apoyan
que la proteina nuclear VeA inhibe la conidiacion, pudiendo reprimir la accién de
activadores del proceso, y es conocido que la migracion desde el nucleo al citoplasma es
necesaria para que ocurra la conidiacion. Esto se lleva a cabo probablemente mediante
interacciones especificas con un numero determinado de proteinas reguladoras (Fig 17;
(Bayram et al., 2008, Purschwitz et al., 2008, Purschwitz et al., 2009)). El receptor
histidina quinasa de luz roja tipo fitocromo FhpA y los receptores de luz azul “white-
collarO LreA y LreB son tres de los componentes del complejo VeA y enlazan la
respuesta a la luz roja y azul con el desarrollo (Purschwitz et al., 2008, Purschwitz et
al., 2009). El control del metabolismo secundario ocurre mediante la interaccion VeA-
LaeA-VelB (Bok & Keller, 2004, Bayram et al., 2008) y otros interactores identificados
mas recientemente como son VipA, VipB y VipC, aunque las funciones de estos

ultimos todavia no se han determinado (Bayram et al., 2008, Calvo, 2008).

Ademas de la ya mencionada respuesta a la luz, VeA también podria
relacionar la respuesta de la hifa con la emergencia al aire. Estudios previos mostraron
que la mutacion vedl, la cual causa que VeA se mantenga en el citoplasma sin ser
transportada al nucleo (Stinnett et al., 2007) permitiendo asi que ocurra el desarrollo
asexual en oscuridad, puede ser suprimido por mutaciones en el locus fluG (Mooney et
al., 1990). Tradicionalmente todos los trabajos realizados acerca de la conidiacion en A.
nidulans se han llevado a cabo con cepas mutantes ve4 /. Los trabajos realizados en esta
tesis se han realizado de forma similar, especificando en los casos en los que se ha

utilizado una cepa con un alelo veA silvestre.

La conexion molecular exacta entre los factores VeA y FluG no ha sido
explorada en profundidad (Fig I7) y la existencia de una interaccion fisica entre los
factores que explique la conexion entre FluG y VeA es algo que hoy en dia no se ha

confirmado por métodos moleculares.
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Fig I7. Funciones tanto sensorial y como reguladora del complejo en el que participa VeA. Los
estimulos ambientales (franja amarilla) provocan la variacién en la localizaciéon celular de VeA (no
mostrado) y las interacciones con receptores y reguladores especificos (franja blanca) para

coordinar multiples procesos celulares (franja verde), incluyendo el desarrollo asexual.

En resumen, el conjunto de las evidencias experimentales disponibles
indican que la emergencia al aire es el estimulo ambiental principal. Sin embargo, una
vez activado el proceso, la luz, las oxilipinas o incluso algun otro estimulo desconocido
hasta ahora podrian modular nuevamente este proceso dando lugar a una respuesta de

manera combinada, que resultaria en una mayor o menor produccion de conidiéforos.

3.2. Inicio de la formacion del conidioforo

La busqueda de nuevos factores involucrados en la ruta principal de
conidiacién y que ejercieran su funcion aguas abajo del estimulo del aire y los efectos
moduladores de la luz y las oxilipinas, reveld una serie de proteinas cuyos mutantes

eran aconidiales, pero podian recuperar la capacidad de esporular en contacto con una
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cepa silvestre. Estos mutantes, a su vez, eran capaces de complementar
extracelularmente la deficiencia en el metabolito de sefializacion relacionado con FluG,
y por tanto provocar la reversion del fenotipo aconidial de mutantes fluG™ en las zonas
de contacto (Lee & Adams, 1996). Estos datos indicaron la existencia de, al menos, una
segunda sefal, ademas de la sefial dependiente de FluG, que actuaria supuestamente tras
la accion del primer factor. El bloqueo causado en el proceso por mutaciones en estos
genes se podria tedricamente revertir con la adicion de ese segundo metabolito, aunque

este no ha sido aislado hasta la fecha.

Puesto que estos reguladores se encontraban presentes en hifas
vegetativas fueron llamados factores de induccion temprana, o con la denominacion
upstream developmental activators (UDASs; (Yu et al., 2006)). Los UDAs responden a la
sefial dependiente de FluG e integran la respuesta en un programa de desarrollo
coordinado (Ni ef al., 2010). Las funciones que se han atribuido a los UDAs incluyen la
inhibicion del crecimiento vegetativo, la regulacion del desarrollo del conididéforo y por
ultimo, la activacion de una ruta reguladora que solapa con ellas y se expresa
exclusivamente en el conididforo y controla la produccién de fidlidas y conidias
(también conocida como ruta central del desarrollo o central developmental pathway,
CDP; (Fischer & Kiies, 2006, Etxebeste et al., 2009a)). El primer gen que corresponde a
dicha ruta central es br/A, considerado el elemento central o gen maestro de la CDP. Se
identificaron un total de 5 genes que tenian este rasgo comun y componen los UDAs:

fIbA (descrito en el apartado anterior), fIbB, fIbC, flbD y fIbE (Wieser et al., 1994).

Los UDAs fueron parcialmente caracterizados en los afios 90 (Adams et
al., 1998). A pesar de que todos participaban en la produccion de un segundo metabolito
y activaban la ruta central, las evidencias obtenidas sugerian que podrian activar la CDP
ejerciendo sus funciones desde diferentes rutas paralelas. Su posicion relativa en la ruta
de induccion temprana fue definida en base a experimentos de epistasia, tales como
estudio del fenotipo de los mutantes simples y dobles y también en base a experimentos
de sobreexpresion (Wieser et al., 1994, Wieser & Adams, 1995). De esta manera se
plante6 que fIbE, fIbD y fIbB actuaban en una misma ruta y en este orden; que fIbC
actuaba paralelamente a ellos, y se situd a fIbA en una tercera ruta, actuando sobre la

proteina G de la manera descrita en el apartado anterior (Yu et al., 2006).
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Los estudios realizados también aportaron datos sobre las posibles
funciones que podrian ejercer estas proteinas. Se describié que tanto FIbC como FlbD
eran factores de transcripcion del tipo dedos de zinc cldsicos Co;Ha(Adams et al., 1998)
y cMyb (Wieser & Adams, 1995), respectivamente. Sobre FIbD también se conocia que
se expresaba durante el crecimiento vegetativo y se propuso que su expresion estaria
regulada a nivel post-transcripcional, pero esto no pudo ser confirmado. Para FIbE, en
cambio, no se hallaron dominios funcionales conocidos en la secuencia peptidica
(Wieser et al., 1994, Adams et al., 1998). Sin embargo, el fenotipo de los mutantes fIbE
ponia de manifiesto que su actividad es imprescindible para una correcta induccion de la

conidiacion.

En trabajos realizados en nuestro laboratorio previamente a esta tesis
doctoral se localizaron y caracterizaron en el genoma dos mutaciones en diferentes /oci
que provocaban fenotipos aconidiales indistinguibles. Las mutaciones responsables de
estos fenotipos se localizaron en los genes fIbE y fIbB (Etxebeste et al., 2008). Se
realizaron trabajos para aclarar el papel que ejerce FIbB en el proceso. Se describid
como un factor de transcripcion tipo bZip (basic ZIPper) que contiene dominios
similares a factores del tipo AP-1, una familia de bZips que participa en la ruta
sefializadora el estrés oxidativo y que activa la correspondiente respuesta celular
(Castillo et al., 2002, Asano et al., 2007, Etxebeste et al., 2009a). Uno de los punto
destacables de este factor de transcripcion resulto ser su localizacion celular, ya que se
detectd tanto en el apice de las hifas vegetativas, en o cerca del Spitzenkorper, asi como
en el nicleo mas apical (Etxebeste et al., 2008). Esta localizacion sugiri6 la posibilidad
de que el FIbB apical pudiera ejercer un papel sensorial (Etxebeste ef al., 2009a). En
cuanto a FIbB nuclear, durante la mitosis, cuando la envoltura nuclear se desensambla
parcialmente (De Souza & Osmani, 2007), FIbB se dispersa a lo largo del citoplasma
(Etxebeste et al., 2009a). El final de la mitosis supone el reensamblaje de la envoltura
nuclear y la importacion de cierta fraccion de FIbB en los dos nucleos hijos (Etxebeste
et al., 2009a). Si esta fraccion importada corresponde a FIbB apical, proporcionando asi
al nacleo la informacion de las condiciones apicales de la hifa después de cada ciclo
mitotico, reforzando asi la hipotesis de que ejerce una funcion sensorial, queda por
confirmar. Otro aspecto a recalcar es que bajo condiciones de conidiacion, FIbB se

distribuye en todos los nucleos de las hifas aéreas (Etxebeste et al., 2009a).
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En resumen, los factores UDA, que estan presentes en hifas vegetativas,
responden a las sefiales intracelulares derivadas de estimulos para generar una respuesta
que lleva al desarrollo del conidioforo, y sus funciones convergen en una segunda sefial

intracelular imprescindible para la conidiacion.

3.3. Finalizacion del proceso: formacion de fidlidas y conidiogénesis

La activacion de briA, que codifica un factor de transcripcion tipo dedos
de zinc clasicos C,H, al finalizar la fase de elongacion del tallo del conididéforo marca
la transicion entre la regulacion de UDA y de la CDP (Mah & Yu, 2006). La
complejidad del mecanismo de regulacion de brl4 queda en evidencia con la sintesis de
dos transcritos del locus, brlAo 'y brlAf, codificando esta ultima a una proteina con 23
amino acidos adicionales en el extremo N terminal. Ademas, los mutantes AbriA, brido
y brlAf muestran defectos morfologicos que sefialan las diversas funciones en
diferentes etapas del desarrollo del conidiéforo (Fischer & Kiies, 2006). En el mutante
AbriA, los tallos se elongan excesivamente, mientras en los mutantes de brl4f aparecen
conididforos defectuosos, de los cuales parten unos segundos conididéforos también
defectuosos. En el caso de los mutantes brida, el desarrollo progresa pero los conidios
no se producen (Fig I8, (Fischer & Kiies, 2006)). También es conocido que la expresion
de briAa esta regulada por briAp (Barton & Prade, 2008). Estas caracteristicas son las
que sugieren que cada uno de los transcritos de br/A ejerce funciones especificas en
diferentes etapas del desarrollo, pero la manera precisa en la que las diferentes formas
de BrlA pueden participar en el control de la produccidn del conidiéforo no es conocido

hoy en dia.

BrlA controla la expresion de diferentes genes especificos de la
conidiacién que se activan aguas abajo de manera jerarquica, sin la participacion de los
genes UDA. De echo, la sobreexpresion inducible de este factor de transcripcion en
hifas vegetativas da como resultado la produccion de conidias desde la punta de la hifa,
emulando la funcionalidad de una fialida (Sewall, 1994). El primer factor conocido
regulado por BrlA es AbaA, un factor de transcripcion tipo ATTS que regula da
diferenciacion de fidlidas (Sewall et al., 1990a, Andrianopoulos & Timberlake, 1991).
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AbaA activa la expresion de una amplia gama de genes, incluyendo wetd, que es

requerido para la pigmentacion e integridad de los conidios (Sewall e al., 1990b).

Fig I8. Mutantes del gen bri4A. A) En mutantes nulos de brl4 solamente se forman tallos elongados.
B) En mutantes de briAB se forman conidiéforos secundarios defectuosos a partir de vesiculas de
conidiéforos primarios defectuosos. C) En mutantes de briAa el proceso de desarrollo se lleva a

cabo sin producir conidias. Modificado a partir de Fischer y Kiies, 2006.

Se considera que brid, abaA y wetA comprenden el eje central de la ruta
central o CDP, y que las relaciones reguladoras que hay entre ellas gobiernan esta ruta
(Ni et al., 2010). BrlA dirige la expresion de abad y wetA, pero también BrlA regula su
propia expresion en las fases de desarrollo de métula y fidlida (Andrianopoulos &
Timberlake, 1994). Esta autorregulacion podria modular un bucle de retroalimentacion
negativo desde AbaA a briA, porque se sugirid6 que AbaA ejerce una represion directa
de la expresion bri4 en niveles bajos, aunque en altos niveles es un papel positivo
(Aguirre, 1993). Actualmente no hay ninguna evidencia de que WetA tenga un papel en
la regulacion de briA (Marshall & Timberlake, 1991). Los factores de transcripcion
auxiliares StuA y MedA modulan la actividad espacial y temporal, respectivamente, de
los factores de la CDP (Miller et al., 1992, Miller et al., 1993, Busby et al., 1996).
Ambas proteinas pueden ejercer otras funciones, ya que StuA se expresa también en
hifas vegetativas y la expresion de MedA empieza después de la induccion de la

conidiacién y se mantiene durante todo el ciclo asexual (Busby et al., 1996).

VosA es otro factor de transcripcidon que actia aguas abajo de BrlA que
es esencial para la maduracién de esporas y la biogénesis de trealosa, un azucar que

ejerce la funcion de almacenaje de energia y estabiliza proteinas y membranas (Ni &
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Yu, 2007). VosA se expresa especificamente durante la formacion de esporas y ejerce
un doble papel activando wetA para completar la conidiogénesis y también reprimiendo
a briA, completando asi el ciclo de BrlA. Curiosamente, en trabajos recientes se ha
mostrado que VosA estd implicado en estadios muy tempranos del desarrollo asexual,
interaccionando con VeA mediante VelB (Bayram et al., 2008), aunque el mecanismo
molecular aun se desconoce. VosA también es importante en la produccion de las

esporas sexuales (ascoesporas).

En resumen, tras la regulacion de los estadios tempranos regulados por
los UDA, entran en accion los integrantes de la CDP en el periodo que comprende desde

la formacion de vesiculas hasta la formacion de esporas.

Condiciones
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Fig 19. Modelo de control del crecimiento y desarrollo de A. nidulans.
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OBJETIVOS

La presente tesis parte de la identificacion y posterior caracterizacion del factor
de transcripcion FIbB en la induccién de la conidiacion en A. nidulans. El conocimiento
de otras proteinas de induccion temprana previamente descritas, llevo a estudiar la
relacion de éstas con FIbB. Los objetivos generales de este proyecto se resumen de la

siguiente manera:

1. Identificacion de proteinas de inducciéon temprana que forman parte del

complejo senalizador en el que participa FIbB.
2. Caracterizacion del factor de induccion temprana FIbE: anélisis de la secuencia
protéica, descripcion fenotipica, relacion transcripcional con FIbB y estudio de

la interaccion entre ambas.

3. Estudio de las relaciones transcripcionales entre los factores de regulacion

FIbB/FIbD/FIbC y su papel en el mecanismo de activacion del gen maestro briA

4. Revision del modo de accion de los UDAs en la regulacion de la conidiacion de

A. nidulans.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas v oligonucleotidos utilizados

Las cepas y los oligonucleotidos utilizados en el trabajo realizado durante esta

tesis se presentan en las siguiente tablas, M&M1 y M&M2 respectivamente.

Cepa Genotipo Fuente
FGSCA4 Wild type (ved") (Polley & Caddick, 1996)
FGSC26 biAl; veAl (Kéfer, 1965)

FGSC A68 suAladE20; yA2; adE20; acrAl; (Kéfer, 1965)
phenA2; pyroA4; lysB5; sB3;
nicB8; riboB2; veAl
FGSC A283 suAladE20; yA2; adE20; acrAl; Fungal Genetics Stock Center
galAl; pyroA4 (ssb"); facA303;
sB3; nicB8; riboB2; veAl
TTA127.4 AMuG::trpC; pabaAl; yA2; veAl (Lee & Adams, 1994)
RMSO11 AargB::trpCAB; trpC801; (Stringer et al., 1991)
pabaAl; yA2; veAl
GRS pyrG89; pyroA4; wA; veAl (Waring ef al., 1989)
MAD782 pyrG89; pabaAl; biAdl; yA2; veAl Eduardo  Espeso  (CIB-CSIC,
Madrid, Spain)
TNO2A3 AnkuA::argB; argB2; pyrG89; (Nayak et al., 2006)
pyroA4; veAl
TNO02A21 AnkuA::argB; argB2; riboB2; (Nayak et al., 2006)
pyroA4; veAdl
TNO02A25 AnkuA::argB; argB2; pyrG89; (Nayak et al., 2006)
riboB2; pabaB22; veAl
WIM126 pabaAl;yA2;ved” (Butnick et al., 1984)

BD13 (fIbE0OT)

BD101

BD143

fIBE0OI; biAl, veAl

fIb001; argB2; pyrG89;

yA2; pabaAl; VeAl

AnkuA::argB; argB2; AfIbE::pyrG,

pyrG89; pyroA4; veAl
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BD160

BD161

BD167

BD176

BD177

BD178

BDI186 (IbE100)

BD187

BD188

BD189

BD191

BD192

BD193

BD19%4

AnkuA::argB; argB2; pyrG89;
riboB2; pabaB22;pyroA4; veAl
AIDE: :pyrG; pyrG89; pabaAl,
pyroA4; argB2
AnkuA:argB; argB2; flbB:gfp/pyrG,
pyrG89; pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; fIbB::gfp/pyrG89;
AfIDE: :ribo,riboB2; pabaB22;pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AfIbB::ribo
riboB2; pabaB22;pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AfIbE::ribo
riboB2; pabaB22;pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2fIbE::gfp/pyrG;
pyrG89; pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; fIbE::gfp/pyrG89;
AfIbB: :¥ibo;riboB2; pabaB22;pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; pyrG89;
alcA(p)::pyroA*;pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; pyrG89;
alcA(p)::fIE: :pyroA*;pyroA4,; veAl
AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AfIbE::ribo
riboB2; pabaB22; alcA(p)::pyroA*;
pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AfIbE::ribo
riboB2; pabaB22; alcA(p)::fIbE::pyroA*;
pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AfIbE::ribo
riboB2; pabaB22; alcA(p)::flbB::pyroA*;
pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AfIbB::ribo
riboB2; pabaB22; alcA(p)::pyroA*;

pyroA4; veAl
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Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

(Etxebeste et. al., 2008)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)
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BD195

BD197

BD198

BD200 (fIbE101)

BD201 (fIbE102)

BD202 (fIbE103)

BD208

BD209

BD210

BD211

BD224

BD225

BD226

AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AfIbB::ribo
riboB2; pabaB22; alcA(p)::fIbE::pyroA*;
pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; AfIbD::pyrG;

pyrG89; pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AflbD::ribo;

riboB2; pabaB22;pyroA4; veAl

fIBE101; AnkuA::argB; argB2;

SIBE: :gfp/pyrG,pyrG89;pyroA4; veAl
fIBE102; AnkuA::argB; argB2;

SIBE: :gfp/pyrG,pyrG89,;pyroA4,; veAl
fIDE103; AnkuA::argB; argB2;

SIBE: :gfp/pyrG,pyrG89;pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; fIbE::gfp/pyrG89;
pyrG89; AfIbD: :ribo, riboB2; pabaB22;
pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; flbB::gfp/pyrG89;
pyrG89; AfIbD: :ribo, riboB2; pabaB22;
pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AfIbE::ribo;
riboB2; pabaB22; alcA(p)::fIbD::pyroA*;
pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AfIbB::ribo;
riboB2; pabaB22; alcA(p)::fIbD::pyroA*;
pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; pyrG89;
alcA(p)::yfpn: fIbB::pyrG; pyroA4, veAl
AnkuA::argB; argB2; pyrG89;
alcA(p)::yfpc::fIbE: :pyrG,; pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; pyrG89;
alcA(p).:yfpn: flbB::pyrG,

alcA(p)::yfpc::fIbE: :pyrG, pyroA4; veAl
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Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)

Este estudio (Garzia e/ al., 2009)
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BD237

BD244

BD245

BD246

BD247

BD249

BD250

BD253

BD254

BD256

BD257

BD259

BD260

BD271

AnkuA::argB; argB2; pyrG89; DfIbC: :pyrG,
pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; flbA:gfp/pyrG; pyrG89;
pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; flbC:gfp/pyrG; pyrG89;
pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; fIbD:gfp/pyrG;

pyrG89; pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; flbA::CherryRed/pyroA;
pyrG89; pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; flbC::CherryRed/pyroA;
pyrG89; pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; flbD::CherryRed/pyroA;
pyrG89; pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; flbC:gfp/pyrG; pyrG89;
DfIbB::ribo; riboB2; pabaB22; pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; flbD::CherryRed/pyroA;
pyrG89; AfIbB::ribo; riboB2; pabaB22;
pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; flbC:gfp/pyrG; pyrG89;
DfIbE::ribo; riboB2; pabaB22; pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; flbD::CherryRed/pyroA;
pyrG89; AMIbE::ribo; riboB2; pabaB22;
pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB?2 fIbB::CherryRed/pyroA;
pyrG89; DfIbC::pyrG; pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB?2 fIbE::CherryRed/pyroA;
pyrG89; DfIbC::pyrG; pyroA4; veAl
AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AflbD::ribo;
riboB2; pabaB22; alcA(p)::fIbD::pyroA*;

pyroA4; veAl

32

Este estudio (Kwon e/ al., 2010)

Este estudio (Kwon el al., 2010)

Este estudio (Kwon e/ al., 2010)

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)

Este estudio (Kwon e/ al., 2010)

Este estudio (Kwon e/ al., 2010)

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)

Este estudio (Kwon e/ al., 2010)

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)

Este estudio (Kwon el al., 2010)

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)

Este estudio (Kwon el al., 2010)

Este estudio (Kwon el al., 2010)

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)



MATERIALES Y METODOS

BD272

BD273

BD274

BD275

BD277

AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AfIbD::ribo;

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)

riboB2; pabaB22; alcA(p)::fIbB::pyroA*;

pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; pyrG89; AflbD::ribo;

Este estudio (Garzia e/ al., 2010)

riboB2; pabaB22; alcA(p)::fIbE::pyroA*;

pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; AfIbD::.pyrG;

Este estudio (Garzia el al., 2010)

AfIbB: :ribo; pyrG89; riboB2; pabaB22;

pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; AfIbD::.pyrG;

Este estudio (Garzia el al., 2010)

MIbE: :¥ibo; pyrG89; riboB2; pabaB22;

pyroA4; veAl

AnkuA::argB; argB2; pyrG89;

Este estudio (Garzia el al., 2010)

alcA(p)::bridaf::pyrod*;pyroA4; veAl

Tabla M&M1.: Cepas de Aspergillus nidulans empleadas en el presente trabajo.

Oligo Secuencia (5" - 3°) Objetivo
pRG3up GAA TTC GAG CTC GGT ACC Secuenciacion de inserto de pRG3
pRG3 down AAG CTT GCA TGC GCG GCC Secuenciacion de inserto de pRG3
ANO0721-1 CGC AAA TGC AGA CAA GG Secuenciacion fIbE
ANO0721-2 CCA TCT TGT CTG ATG GCC Secuenciacion fIbE
fIbE-GSP1 GCT GCA AGG GGT CGC AGA Obtencion fIbE::gfp/pyrG
ACG AACC
fIbE-GSP1* GGA ATC CGG GTC TAC ATC Obtencion fIbE::gfp/pyrG
GTC TTG CAC AACC
flIbE-GSP2 CGA AAA CGT TTT GTT GAA Obtencion fIbE::gfp/pyrG
GAA TCG CGT TAA TGT CTC
fIbE-GSP3 TGA TTG CTG TAC GAG TTA Obtencion fIbE::gfp/pyrG y AfIDE
TAT TAC GAC TGA TGA
fIbE-GSP4 GCT TAC CTG CTG GAT CTC Obtencion fIbE::gfp/pyrG y AfIbE
CTG CCG GTA CTT AGG
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flbE-PP1

flbE-PP2

flbE-GFP1

flbE-GFP2

flbE-SMP1

alcA(p) sens

alcA(p) antis

fIbEover sens

fIbEover antis

flbBover sens

flbBover antis

fIbEcDNAL
fIbEcCDNA2
fIbBcDNAI
fIbBcDNA2

bridAprobe sens.

GCA ACA AAT TCG GCT GTT
GGG CTC AGG

CAT GGT AAG GCG ACG ACG
GCC CTC

GAG ACA TTA ACG CGA TTC

TTC AAC AAA ACG TTT TCG

GGA GCT GGT GCA GGC GCT GGA
GCC

TCA TCA GTC GTA ATA TAA

CTC GTA CAG CAA TCA GTC TGA
GAG GAG GCA CTG ATG CG

GAG GGC CGT CGT CGC CTIT ACC
ATG ACC GGT CGC CTC AAA CAA
TGC TCT

GGG GTA CCG AAC TAG TGG ATC
TGC GAT GC

GCT CAG CTG GAATTC CTG C
GGA ATT CCA TGC CAG TCT ACA
TGC TC

GGA ATT CCG TAC AGC AAT CAC
GAA AACG

CGG GAT CCC GCC ATG ACT TCG

ATC AGT AGT AGG

GGA ATT CCT GTC AGG TCA TGA
ATA CAT CG

GTC CAG ACT CAT TAC CAG CG
CAT TCC CAA TGT TTG GGG

GGT CGC ATT TCA ACC TCC

AGT AAA TGG GAA ATA AGG GC

CCA TGC AGA TCA GCC CTC
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Obtencion gfp::fIbE y AfIDE

Obtencion gfp::fIbE y AfIDE

Obtencion fIbE::gfp/pyrG

Obtencion fIbE::gfp/pyrG y AfIDE

Obtencion AfIbE

Extremo 5’ de alcA(p)

Extremo 3’ de alcA(p)

Amplificacion 5’ fIbE sobreexpresion y
primer sentido fIbE para sonda
Amplificacion 3’ fIbE sobreexpresion y
primer antisentido fIbE para sonda
Amplificacion 5’ fIbB sobreexpresion y

primer sentido fIbB para sonda

Amplificacion 3’ fIbB sobreexpresion y
primer antisentido fIbB para sonda
fIbE cDNA 5" amplificacion

fIbE cDNA 3" amplificacion

f1bB cDNA 5" amplificacion

f1bB cDNA 3" amplificacion

Primer sentido brl4 para sonda
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bri4probe antis.

acnAprobe sens.

acnAprobe antis.

flbEdhy1

flbD-GSP1

flbD-GSP2

flbD-GSP3

flbD-GSP4

flbD-PP1

flbD-PP2

flbD-GFP1

flbD-GFP2

flbD-SMPpyrG1

flbD-SMPribol

flbD-SMPribo2

flbD alcAl

CGG AAT TCG TAA ACT GAA
CGG TGC TC TGG

CGG AAT TCG ATC GGT ATG
GGT CAGAAGG

CGG AAT TCG ATG TTG CCG
TAC AGA TCC

GGA ATT CAT GCC AGT CTA
CATGCTC

GGT GGA ATG GCA ACA TGA AC
GTT CAA GAG GTT GTC GAG GC
TGA ACG ATC ACA CGA CTC
TCTT

GGC AGG CGT TAC TGT ATA
CGT

CGA CTC CAT GAC CACATT CC
CAT TTG CGA AAC TGT GTT GG
GCC TCG ACA ACCTCT TGA
ACG GAG CTG GTG CAG GCG
CTG GAG CC

AAG AGA GTC GTG TGA TCG
TTC AGT CTG AGA GGA GGC
ACT GAT GCG

CCA ACA CAGTTT CGC AAA
TGA CCG GTC GCC TCA AAC
AAT GCT CT

CCA ACA CAGTTT CGC AAA
TGA AGA GGC CGT TCA GGA
GTC TGG

AAG AGA GTC GTG TGA TCG
TTC ACA GAA CGT TTG CGC TGC
AGA ACC

CGG GAT CCC GAG TTT CGC

AAATGG CTCC
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Primer antisentido br/4 para sonda

Primer sentido ancA para sonda

Primer antisentido ancA para sonda

Primer sentido fIbE para doble hibrido

Obtencion cepa fIbD etiquetado

Obtencion cepa fIbD etiquetado

Obtencion cepa fIbD etiquetado

Obtencion cepa fIbD etiquetado

Obtencion cepa AflbD

Obtencion cepa AflbD

Obtencion cepa fIbD etiquetado

Obtencion cepa fIbD etiquetado y AfIbD

Obtencion cepa AflbD

Obtencion cepa AflbD

Obtencion cepa AflbD

Amplificacion 5' fIbD sobreexpresion y

primer sentido fIbD para sonda
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flbD alcA2

floD(p)1 sense

flbD(p)1 antis

floD(p)2 sense

flbD(p)2 antis

floD(p)3 sense

flbD(p)3 antis

blrA(p)G sense

blrA(p)G antis

gabA(p)PacC 1

gabA(p)PacC 2

GST-flbD

cMyb sense

GST-flbD

cMyb antisense

flbC-PP1

flbC-PP2

flbC-GSP3

flbC-GSP4

GGA ATT CCG TGT GAT CGT
TCA GTT CAA GAG G

GGA GCT GAC AGT TGT CGG
AG

CGG GTC TGG TGT CTC CTG

CGG ACC CAC TCA GGA GAC
AC

GGC TTG TCT ATG GGT CCA
GC

CCA AGA CAA ATT GAA CGA
GTCG

CCT CCG ACA ACT GTC AGC
TCC

CTC GAC TGA TAC GGC AAA
GGC

ACG GCC CTG GAC CTG TCC

GGA CTC GCG TGT TTC GC

GCA AGG CCCTTC TCT TCC

GG GAT CCC GCA TGG CTC

CAA CAC ACC GTC

GCG AAT TCA GGG CGT TCT

GA GTG TGG

GGA AAG GGC AGG TTG TGG
CAT TGA GGA TAG TCG TTT TGA
AAG

TAA TCG TTT CAA TCG ACC TGC

TAT CGT CAC TAC CGT CAT CCG
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Amplificacion 3’ fIbD sobreexpresion y
primer antisentido fIbD para sonda
Fragmento AB promotor fIbD primer sentido
para EMSA y ChIP

Fragmento AB promotor fIbD primer antisent
para EMSA y ChIP

Fragmento CD promotor fIbD primer sentido
para EMSA y ChIP

Fragmento CD promotor fIbD primer antisent
para EMSA y ChIP

Fragmento EF promotor fIbD primer sentido
para EMSA y ChIP

Fragmento EF promotor fIbD primer antisent
para EMSA y ChIP

Fragmento G promotor brl4 primer sentido
para EMSA y ChIP

Fragmento G promotor brl4 primer antisent
para EMSA y ChIP

Fragmento sitio union PacC promotor gab4
primer sentido para ChIP

Fragmento sitio union PacC promotor gab4
primer antisentido para ChIP

Dominio cMyb de fIbD 5° amplificacion
para EMSA

Dominio cMyb de fIbD 3’ amplificacion
para EMSA

Obtencion cepa AfIbC

Obtencion cepa AfIbC

Obtencion cepa fIbC etiquetado y AfIbC

Obtencion cepa fIbC etiquetado y AfIbC
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flbC-SMPpyrG1l CTT TCA AAA CGA CTA TCC TCA  Obtencion cepa AfIbC
ATG ACC GGT CGC CTC AAA CAA
TGC TCT
floC-GFP2 GCA GGT CGA TTG AAA CGA TTA Obtencion cepa fIbC etiquetado y AfIbC

GTC TGA GAG GAG GCA CTG ATG

CG

flbC-GSP1 CCA GCA TCC GCA CCA CAGTCA Obtencion cepa fIbC etiquetado
ACC

floC-GSP2 CTC TTC GTC ATC GCC TGA ACC  Obtencion cepa fIbC etiquetado
TCCC

flbC-GFP1 GGG AGG TTC AGG CGA TGA CGA Obtencion cepa fIbC etiquetado

AGA GGG AGC TGG TGC AGG CGC
TGG AGCC

flbA-GSP1 CCC TCC CGC ATT GTA ACC ACT  Obtencioén cepa fIbA etiquetado
ACT

flbA-GSP2 TGA ACG TTG TGA GCG ACT CAT Obtencion cepa fIbA etiquetado
CG

flbA-GFP1 CGA TGA GTC GCT CAC AAC GTT Obtencioén cepa fIbA etiquetado
CAG GAG CTG GTG CAG GCG CTG
GAG CC

flbA-GSP3 TGA CAG TAA TTA TCT ACA CGC Obtencion cepa fIbA etiquetado
GTG

flbA-GSP4 GTC TTC ACC ACT GGT CAA ACC  Obtencion cepa fIbA etiquetado

flbA-GFP2 CAC GCG TGT AGA TAA TTA CTG Obtencion cepa fIbA etiquetado

TCA GTC TGA GAG GAG GCA CTG

ATG CG

brlAp1Up CCC CCG GGG TCT TCG AGC GAC Amplificacion del promotor de briAd
GGG GC para EMSA

brlAp1Dw CCC CCG GGG TCT TCG AGC GAC Amplificacion del promotor de brid
GGG GC para EMSA

brlAp2Up GCT CTA GAC CAC AAT GGC TGA Amplificacion del promotor de briA
TAC CGG ACC para EMSA
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brlAp2Dw GCT CTA GAC CAC AAT GGC TGA Amplificacion del promotor de briAd
TAC CGG ACC para EMSA

Tabla M&M2.: Oligonucleétidos utilizados en el presente trabajo.

2. Condiciones de cultivo

Durante este trabajo, las cepas de A. midulans han sido crecidas y cultivadas
siguiendo los protocolos estandarizados para este hongo (Pontecorvo et al., 1953). De
forma generalizada se ha utilizado el medio minimo (MMA) o medio completo (MCA;
MMA + 5g 1" extracto de levadura), en forma sélida, afiadiendo 1% agar, o liquido con

los suplementos apropiados en caso de los mutantes auxétrofos.

En la siguiente tabla se muestran los medios de cultivo y soluciones utilizadas

para el cultivo de cepas de Aspergillus nidulans.

Medios y disoluciones Preparacion (por litro)
Disoluciéon de elementos traza 22gZnSO, -7 Hy0;
(1000x)
11g H3BOs3;
5g MnCl, - 4 H,0;
3,14g FeSO4 - 2 H,O;
1,6g CoCl, - 6 H,0;
1,6g CuSOy, - 5 Hy0;
1,1g (NH4)sMo0,0y4 - 4 H,0;
50 g Na,EDTA;
ajustado a pH=6,8 con KOH;
Esterilizada por autoclavado.
Disolucion de sales (50x) 26g de KCI;
26g de MgS04.7H20;
76g de KH2PO4;

2,5ml de solucion de elementos traza;

Esterilizada por autoclavado.
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Disolucion de glucosa (10x) 200g glucosa;

Esterilizada por autoclavado.
Disolucion de sacarosa (10x) 300g sacarosa;

Esterilizada por autoclavado.

Disolucion de tartrato amoénico 92g tartrato amonico;

(100x)

Esterilizada por autoclavado.
Disolucion de MgSO, (20x) 10,4g MgSO,.7 H,O;

Esterilizada por autoclavado.
Medio minimo con nitrato 6,0g NaNO3;
(MMA)

1,5g KH2PO4

0,5g KCI;

15g agar (solo en el caso de solido);

1,0ml elementos traza;

Ajustar a pH=6,8;

Esterilizada por autoclavado;

Anadir 100ml solucion de glucosa;

Anadir 50ml de solucion de MgSO,.
Medio completo so6lido MMA + 5g extracto levadura
(MCA)

Medio minimo con tartrato 20ml de solucidn de sales;
amonico (MMA-tartrato)
Ajustar a pH=6,8 con NaOH;
15g agar (solo en el caso de solido);
Esterilizada por autoclavado;
Afadir 100ml solucion de glucosa;
Afiadir 10ml de solucion de tartrato amonico.
Medio inductor de alcA(p) 20ml de solucién de sales;
(MMT + 5Y)
12g treonina (100mM)
Sg extracto de levadura;
Ajustar a pH=6,8 con NaOH;
15g agar (solo en el caso de solido);

Esterilizada por autoclavado;

Afadir 10ml de solucion de tartrato amonico.
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Medio de regeneracion
(MMR)

Medio de regeneracion-TOP
(MMR-TOP)

Medio de Fermentacion
(MFA)

20ml de solucion de sales;

342g sacarosa (1M);

Ajustar a pH=6,8 con NaOH;

15g agar;

Esterilizada por autoclavado;

Anadir 100ml solucion de glucosa;

Anadir 10ml de solucion de tartrato amonico.
20ml de solucién de sales;

342g sacarosa (1M);

Ajustar a pH=6,8 con NaOH;

6g agar;

Esterilizada por autoclavado;

Anadir 100ml solucion de glucosa;

Anadir 10ml de solucion de tartrato amonico.
20ml solucidn de sales;

25g Corn Steep Liquor (CSL)

Ajustar a pH=6,8 con NaOH;

Esterilizada por autoclavado;

Afadir 100ml solucion de sacarosa;

Afadir 10ml de solucion de tartrato amonico.

Tabla M&M3.: Medios de cultivo y disoluciones de partida utilizados.

Los experimentos de agotamiento de nutrientes en medio solido se realizaron
reduciendo las concentraciones de fuente de carbono o nitrogeno (Skromne et al., 1995,
Etxebeste et al., 2008). En lugar de utilizar 2% de glucosa se us6 0,4% (p/v) como

fuente principal de carbono, o 14mM sodio nitrato en lugar de 70mM como fuente de

nitrogeno.

Los experimentos de estrés, en cambio, se llevaron a cabo afiadiendo el
compuesto hasta la concentracion sefialada para cada uno de ellos. En el caso de estrés
osmotico, ademés de anadir KCl (0,6M), se anadi6 también MES (acido 2-[N-
Morfolino]etanosulfénico, Sigma; 0,05M) como tampdn del pH del medio (pH=6,8) y

en el caso de estrés salino la concentracion final de anion fosfato (NaH,POjy) fue 0,5M.
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Cuando se utiliz6 medio liquido para analizar el efecto de estos estreses, las
cepas fueron cultivadas a 37°C, a partir de un inéculo de 10° esporas/ml, durante 18
horas en medio minimo liquido y con una agitacion de 250 rpm. Tras este periodo, los
micelios de las cepas se recogieron por filtracion, se lavaron con MMA y se
transfirieron a medio MMA fresco complementado con el compuesto correspondiente.
La morfologia del micelio se evalud tras 10 y 20 horas de cultivo utilizando un
microscopio Nikon Optiphot, en modo de contraste de fases y tomando las imagenes

con una camara Nikon FX-35DX.

Los experimentos de complementacion extracelular fueron realizados como se
describio en Etxebeste et al. (2008), inoculando puntualmente sobre medio sélido en
una placa de Petri las dos cepas a analizar a una distancia de 2 cm entre ellas. Tras 3, 4
y/6 5 dias las zonas de contacto fueron observadas y fotografiadas con una lupa
binocular Nikon SMZ800 equipada con una camara Nikon Coolpix8400. Se utilizaron
siempre cepas con diferente color de esporas para reconocer de forma rapida e
inequivoca qué colonia estaba generando conididforos en cada caso y se evitaban falsos

positivos por posible formacion de heterocariontes.

La induccion del desarrollo sexual y asexual se realizo siguiendo una variante de
la descrita por (Law & Timberlake, 1980, Aguirre, 1993). Se cultivo el micelio durante
18 h en medio minimo liquido, en las condiciones arriba descritas. Tras este periodo los
micelios de las cepas a analizar se filtraron con membranas de nitrocelulosa (Milipore,
d,=0.45um). Estas membranas se depositaron en placas de medio minimo solido,
cultivando durante 6, 12, 24 y 48 horas previas a la recogida de muestras, las cuales se

guardaron en nitrégeno liquido hasta la extraccion de ARN total.

3. Transformacion de Aspergillus nidulans

La transformacion de Aspergillus nidulans se realizd siguiendo el protocolo
establecido en Etxebeste et al., 2008, siendo una variante del descrito en (Tilburn et al.,
1983). Para transformar, primeramente se obtienen protoplastos partiendo de un micelio
vegetativo crecido en condiciones limitantes (baja temperatura y medio minimo) y
posteriormente se transformaron con fragmentos de ADN lineales o circulares

utilizando PEG para fusionar dichos protoplastos.
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En la siguiente tabla se muestran las soluciones y medios especificos utilizados

durante la obtencion de protoplastos, asi como en la posterior transformacion.

Solucion Composicién
Solucién 2 14.9g MgS0,4.7H,0;
(50ml)
1.8ml Na,HPO, (0.2M);
(1.2M) 0.7ml NaH,PO, (0.2M);
enrasada hasta 50ml con agua destilada y esterilizada por filtracion.
Solucién 5 10.9g Sorbitol;
(100ml)

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

Sorbitol (0.6M)
enrasada con agua destilada hasta 100ml y esterilizada por autoclavado.

TrisHCI (0.1M)

Solucién 6 18.22g. Sorbitol;
(100ml)
Iml. TrisHCI1 (1M, pH=7.5);
Sorbitol (1M)
enrasada con agua destilada hasta 100ml y esterilizada por autoclavado.
TrisHCI (0.01M)
Solucién 7 18.22g. Sorbitol;
(100ml)
Iml TrisHCI (1M, pH=7.5);
Sorbitol (1M)

Iml CaCl, (1M);

TrisHCI (0.01M)
enrasada con agua destilada hasta 100ml y esterilizada por autoclavado.

CaCl, (0.01M)
Solucién 8 30.0g PEG (polietilenglicol; PEG6000, Fluka);
(50ml)
0.5ml TrisHCI (1M, pH=7.5);
PEG (0.1M)
0.5ml CaCl, (1M);
TrisHCI (0.01M)
afiadidos 5Sml de agua destilada, fundido el PEG en el microondas y
CaCl, (0.01M) enrasada hasta 50ml con agua destilada. Esterilizada por autoclavado.

Tabla M&M4.: Soluciones empleadas en la obtencién y transformacion de protoplastos de

Aspergillus nidulans.

Asi, se inocularon 10° esporas de la cepa a transformar en un matraz Erlenmeyer
de 1000ml conteniendo 300ml de MMA liquido y suplementado con los nutrientes
necesarios para las diferentes auxotrofias. El micelio se crecié durante 12 6 18 horas a

37 6 30°C, respectivamente, y se recogié por filtracion utilizando Miracloth
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(Calbiochem) estéril. Una muestra de 1,0-2,0 g de micelio himedo se trato para obtener
protoplastos. Al micelio se afadieron 10 ml de Solucion 2 (ver tabla M&M4) y
200mg/g de micelio de Glucanex® (Novozymes) y la mezcla se incubé en un matraz
Erlenmeyer de 100 ml a 30°C y 100 rpm hasta que se observd la aparicion de

abundantes protoplastos libres (~90min).

Una vez obtenidos los protoplastos se llevo a cabo la purificacion y el lavado de
los mismos. La mezcla de digestion se diluy6 a la mitad afiadiendo Solucion 2 (ver tabla
M&M4), dividiéndolo posteriormente en dos tubos. En cada tubo se afiadieron
lentamente 10 ml se Solucioén 5, evitando que las dos soluciones se entremezclaran,
formando asi dos fases claramente diferenciables. Los tubos fueron centrifugados
durante 10 min, a 4000g y 4°C, tras lo cual la banda de protoplastos se form6 en la
interfase. Esta banda fue recogida y transferida a otro tubo, donde se le afiadi6é Solucion
6 en una relacion de 2 volimenes de Solucién 6 por cada volumen de suspension de
protoplastos. Los protoplastos se recogieron centrifugando esta suspension a 4°C
durante 10min, a 2800g vy, tras retirar el sobrenadante, fueron suavemente resuspendidos

en Iml de Solucién 7, y transferidos a tubos de 1,5ml.

Los protoplastos purificados se transformaron de la siguiente manera, afiadiendo

en un tubo Falcon de 50 ml:
*  50ul de Solucion 8 (tabla M&M4).
* Diferente volumenes de ADN completando con Solucion 7 hasta 50ul.

* El volumen de la suspension de protoplastos equivalente a alrededor de 2-10°

protoplastos.

Se mantuvieron los tubos en hielo durante 20min, tras lo cual se anadié 1ml de
Solucién 8 a cada uno y se volvieron a incubar a temperatura ambiente durante Smin.
Transcurrido este tiempo se afiadieron 3ml de Solucion 7 y alrededor de 45ml de medio
MMR-TOP precalentado a 50°C. Se mezclé y se virtid sobre medio s6lido MMR
selectivo (sin el marcador de la auxotrofia a complementar en cada transformacion) y
una porcion de esta mezcla sobre MMR no-selectivo (con suplementos para las

diferentes auxotrofias de la cepa) a modo de control.
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4. Aislamiento v manipulacion de acidos nucleicos

Durante el trabajo realizado a lo largo de esta tesis se han utilizado las siguientes

técnicas en lo que respecta a ADN y ARN:

4.1. Extraccion de ADN genomico de A. nidulans

El ADN genomico se extrajo de micelios crecidos en medio liquido. Una
suspension con concentracion final de 10° esporas/ml de la cepa correspondiente se
inoculé en 30ml de medio minimo liquido suplementado con los nutrientes adecuados y
contenido en matraces Erlenmeyer de 100ml. Cada cepa se cultivé a 37°C y con
agitacion orbital a 250rpm, durante 15 horas. El micelio se recogio por filtracion con
Miracloth y fue liofilizado durante 15-18 horas. La extraccion de ADN del micelio
liofilizado se realizé utilizando el Kit GenElute™ Plant Genomic ADN Miniprep Kit
(Sigma). Se confirmé la correcta extraccion mediante electroforesis en gel de agarosa
(0,8% p/v) al observar la banda correspondiente al ADN gendmico de A. nidulans a la

altura de 23Kb.

4.2. Extraccion de ARN total de A. nidulans

Las muestras recogidas como se describe en el apartado Materiales y
Me¢étodos 2 fueron molidas en mortero con ayuda de nitrogeno liquido, evitando en todo
momento que las muestras se descongelaran. El triturado de micelio obtenido se
transfirio a tubos de 2ml, afiadiendo a cada tubo 1ml de solucién TriReagent (Fluka) y

mezclando por vortex hasta mojar todo el micelio.

Tras incubar los tubos 5Smin a temperatura ambiente, invirtiéndolos
periddicamente, se afiadié 0,2 ml de cloroformo por tubo y se dejaron reposar 3min, de
nuevo a temperatura ambiente. Una vez concluido este periodo, se centrifugaron a
12000g, durante 15min, a 4°C, se transfirio la fase acuosa (fase superior), a tubos
nuevos de 2ml. Se repitio todo el proceso una segunda vez, esta vez utilizando 0,75ml
de solucion TriReagent. A esta segunda fase acuosa, se le afiadio 0,5 ml de isopropanol

y se incubo durante 10 min a temperatura ambiente, mezclando periddicamente por
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inversion y centrifugando después a 12000g, durante 10min a 4°C, precipitando asi el

ARN.

Finalmente, se eliminé el sobrenadante por vacio y se anadié 1ml de una
solucion de etanol/agua tratada con DEPC (Dietilpirocarbonato, Sigma) al 75% (v/v).
Tras mezclar y disolver el ARN, se centrifugaron las muestras a 7500g, durante Smin, a
4°C. Se volvio a eliminar el sobrenadante con vacio y se disolvieron las muestras en 20-
200ul de agua tratada con DEPC (libre de RNAsa), midiendo la cantidad de RNA total

extraido en cada muestra mediante el sistema QuBit"™ (Invitrogen).

4.3. Generacion de mutante nulo, etiquetado o de sobreexpresion

Para estas tres técnicas se siguid con ligeras modificaciones que a
continuacion se detallan el protocolo descrito por Yang et al., 2004. Asi, los mutantes
nulos se obtuvieron transformando la cepa correspondiente con un fragmento lineal de
ADN que contenia las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del ORF del gen cuyo nulo se
queria realizar, y entre ambos fragmentos, fusionado por PCR, el marcador de

auxotrofia (Fig M&M1).

PPI, GSP3

Promotor (1,5 Kb) Terminador (1,5 Kb)

PP2 G5SP4

“NSMP1
" 4

-
Extremo complementario . < -

de PP2 Marcador auxotrofia

GFPINE ™~

Extremo complementario
- =" de GSP3

PP1

Promotor (1,5 Kb) Marcador auxotrofia Terminador (1,5 Kb)

—
GSP4
Oligonucleotidos:

* PP1: Promotor Primer 1

* PP2: Promotor Primer 2

* SMP1: Selectable Marker 1; complementario PP2 + especifico del marcador 5°

* GFP2: Green Fluorescence Primer 2; complementario GSP3 + especifico del marcador 3°
* G5P3: Gene Specific Primer

* G5P4: Gene Specific Primer 4
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Fig M&M1: Esquema representativo del proceso de generacién por PCR de mutantes nulos.
Construcciéon conteniendo el promotor y terminador fusionados al marcador de auxotrofia.
Amplificacion de cada uno de los tres fragmentos a fusionar y PCR de fusiéon para la generaciéon de

la construccion.

Para los etiquetados, tanto con GFP, como con CherryRed, se siguid el
mismo protocolo, con la unica diferencia de que el fragmento de ADN con el que se
transformaba contenia la region del ORF, la proteina fluorescente + marcador y por

ultimo la region flanqueante 3’ (Fig M&M2).

GSP1 GSP3

Region ORF Terminador (1,5 Kb)

GSP2 GSP4

GFP]
,L
Extremo complementario . < -

de GSP2 GFP/CR | Marcador

Extremo complementario
- =" de GSP3

GFPINE "~

PPl
Promotor (1,5 Kb) GFP/CR | Marcador Terminador (1,5 Kb)
-—
GSP4
Oligonucleotidos:

* GSP1: Gene Specific Primer 1
* GSP2: Gene Specific Primer 2
* GFP1: Green Fluorescence Primer 1; complementario GSP2 + especifico del marcador 3°
* GFP2: Green Fluorescence Primer 2; complementario GSP3 + especifico del marcador 3°
* GSP3: Gene Specific Primer 3
* GSP4: Gene Specific Primer 4

Fig M&M2: Esquema representativo del proceso de generacién por PCR de proteinas etiquetadas.
Construccion conteniendo la region ORF y terminador fusionados al epitopo + marcador de
auxotrofia. Amplificacion de cada uno de los tres fragmentos a fusionar y PCR de fusiéon para la

generacion de la construccién.

El caso del etiquetado con la proteina fluorescente bimolecular se efectud
de manera diferente. Asi, las proteinas a analizar fueron etiquetadas con mitades
separadas de la proteina amarilla fluorescente (YFP), insertadas en los pldsmidos

pYHO1 y pYHO2 (Takeshita et al., 2008). Tras amplificar los genes correspondientes a
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las proteinas a analizar empezando por el ATG inicial, se insertaron en esos dos
plasmidos, quedando en fase la expresion de YFP y el gen candidato. Como estos dos
plasmidos tienen el mismo gen marcador de auxotrofia (pyrG), los derivados de pYHO02
fueron nuevamente amplificados por PCR e insertados en pBS-pyro, obteniendo asi dos
plasmidos, cada uno con una mitad de YFP y un gen de marcador de auxotrofia

diferente y fueron utilizadas para transformar.

Las cepas de sobreexpresion también se construyeron a partir de un
plasmido, en este caso pALC-pyroA*. Este pldsmido se obtuvo desde el plasmido
pGPD, que contenia las regiones promotora y terminadora de gpdA, asi como una forma
truncada de pyrod (plasmido facilitado por el Dr. M.A. Pefalva, sin publicar). El
promotor original fue eliminado mediante digestion Asp718 y EcoRI, y el promotor
alcA amplificado por PCR fue insertado en los mismos sitios de restriccion. Una vez
obtenido el plasmido, el gen que interesaba sobreexpresar se insertaba en el plasmido y

se transformaba A. nidulans.

4.4. Southern blot

Los experimentos de Southern blot tuvieron como principal objetivo
comprobar la correcta insercion de las diferentes moléculas de ADN con las que se

transformaron las cepas de 4. nidulans.

El ADN genomico (apartado M&M4.1) de las cepas de A. nidulans
transformadas y de la cepa parental fue digerido con la enzima de restriccion adecuada.
Tras la digestion y correspondiente gel de agarosa, se realizo la desnaturalizacion del
ADN, durante 45min, y con agitacion suave (solucion base: 87,66g/1 de NaCl y 20g/1 de
NaOH); y la neutralizacion, realizando dos bafios de 30min (solucion base: 60,60g/1 de
Trizma Base y 175,30g/l de NaCl, ajustado a pH=7,5 con HCI). Este tratamiento tiene
como objetivo la desnaturalizacion de las hebras de ADNg para que posteriormente la
sonda pueda generar hibridos. Una vez desnaturalizado el ADN se efectu6 la
transferencia a membranas de nylon cargadas positivamente (Roche) mediante
capilaridad y utilizando como solucion de transferencia SSC20x (175,30g/l NaCl y
88,22¢/1 citrato sodico, ajustado a pH=7,0 con HCI). Tras la transferencia se fijo el
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ADN a la membrana utilizando luz ultravioleta (Vilber Lourmat, BLX-E254, 254nm y
120mJ).

Las sondas de ADN fueron marcadas y preparadas con digoxigenina-
dUTP por amplificacion mediante PCR del fragmento de ADN adecuado (DIG Labelled
Kit, Roche), seleccionado para que en combinacion con el enzima de restriccion que se

fuera a utilizar consiguiésemos ver claramente si la insercion ocurria correctamente.

La hibridacién de la sonda no radioactiva se realiz6 a 42°C utilizando la
solucion de hibridacion de Church (1% BSA, 1 mM EDTA, 0.5 M NaPO4, pH = 7.2
and 7% SDS; (Church & Gilbert, 1984)), con la que se realizé una pre-hibridacion
durante 2 horas y la posterior hibridacion durante 15horas, esta ultima habiendo afiadido

la correspondiente sonda desnaturalizada previamente a 95°C.

Una vez transcurrido el tiempo de hibridacion se llevo a cabo el revelado
de la membrana. Se efectuaron lavados para eliminar cualquier resto de hibridacion
inespecifica, 2x5 min a temperatura ambiente en SSC2x y SDS 0,1% y 2x15 min a 65°C
en SSC 0,5x y SDS 0,1%. Posteriormente se realizo el protocolo recomendado por la

casa comercial (Roche), con el objetivo de producir la reaccion quimioluminiscente:

* 30 min de soluciéon bloqueante (Roche, stock 10x, diluido en una solucion
conteniendo acido maléico (0.1M), NaCl (0.15M) y ajustada a pH=7.5 con
NaOH).

* 30 min en solucién bloqueante
* 30 min en solucidén bloqueante + anticuerpo anti-digoxigenina (75mU/ml)

* 2x15 min en una solucién de lavado que contiene acido maléico (0.1M), NaCl

(0.15M) y tween 20 (0,3%, Acros Organics), ajustada a pH=7.5 con NaOH

* 5 min en solucion de deteccion, conteniendo Trizma base (0.1M, Sigma) y NaCl

(0.1M), ajustado a pH=9.5 con HCL.
* 5 min en el reactivo CDP-Star que produce luminiscencia + 10 min a 37°C

Tras realizar todo el proceso de luminiscencia, la membrana fue expuesta

a peliculas fotograficas para obtener los resultados.
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4.5. Northern blot

Esta técnica fue utilizada para los analisis de expresion génica, utilizando

los ARN totales extraidos segun el apartado Materiales y Métodos 4.2.

Un total de 10pg de wuna solucion de ARN total por cada
muestra/condicion a analizar fueron cargados y las diferentes especies separadas en un
gel de agarosa/formaldehido desnaturalizante. Para preparar un gel de 100ml se fundié
1,2g de agarosa en 72ml de agua tratada con DEPC, se afadi6 a continuacién 10ml de
MOPS 10x (0,4M MOPS, Sigma; 0,1M acetato sédico; 0,01M EDTA), y finalmente
cuando la temperatura de la solucion habia bajado a 42-48°C se afiadieron 18ml de
formaldehido. El gel se dejo solidificar en su correspondiente bandeja de electroforesis
en la campana extractora de humos. Las muestras, por su parte, se prepararon anadiendo
12,5ul de formamida, 4ul de formaldehido (33%), 2,5ul de MOPS 10x y el volumen
adecuado, en un total de 10ul con agua tratada con DEPC, de cada muestra de ARN.
Tras tratar las muestras preparadas 15min a 65°C, se afadio solucién de carga, se
cargaron las muestras y se corrio el gel a 30-40V en solucion MOPS 1x, durante 15-16

horas.

La transferencia se realiz6 de la misma manera que en el caso del
Southern blot (apartado M&M4.4). Como paso previo a la transferencia por capilaridad
el gel fue lavado con agua para eliminar el formaldehido remanente y el exceso de
bromuro de etidio con el que se visualiza la calidad y se controla la carga de cada
muestra de ARN. La fijacion del ARN a la membrana y la hibridacién con la sonda
correspondiente también se desarrollaron de la misma manera que en el apartado
anterior salvo que en en este proceso la sonda fue marcada radioactivamente. Asi, se
utilizaron fragmentos correspondientes al ADN complementario del gen a analizar, que
tras desnaturalizarlos se marcaron con dCTPa’*P (30-50uCi), utilizando el fragmento
Klenow de la DNA polimerasa I (Roche) y se purificaron con columnas con Sephadex-

G50 como fase estacionaria (Amersham).

Al utilizar radioactividad, el proceso de deteccion varié con respecto al
Southern blot. En este caso, tras los lavados que se realizaron tras la hibridacion (2x5
min a temperatura ambiente en SSC2x y SDS 0,1% y 2x15 min a 65°C en SSC 0,5x y
SDS 0,1%), se comprob6 la membrana con el contador Geiger. En caso necesario se

realizaron nuevos bafos hasta una limpieza adecuada, tras la cual se expuso pelicula
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sensible a la radioactividad a -80°C o se empled deteccion mediante pantallas de

PhosphorImager (Fuji).

5. Técnicas de biologia molecular en £. coli

5.1. Medios para E. coli

El medio que se utiliz6 para el crecimiento y mantenimiento de cepas de
E. coli fue LB. Este medio contiene: Triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 5
g/1. El pH se ajusté a 7,5 con NaOH y en el caso de medio s6lido se le anadi6 agar 1,5

% (p/v). El medio se esterilizé por autoclave.

Para la seleccion de transformantes resistentes a ampicilina, se afiadid
este antibidtico (en forma de sal s6dica) a una concentracion final de 100 pg/ml tanto en
medio sélido como liquido, y cuando la seleccion fue para transformantes resistentes a
Kanamicina la concentracion final del antibidtico fue de 50 pg/ml. Ademas, y en caso
de realizarse la seleccion de recombinantes por ausencia de actividad f—galactosidasa,

se afiadi6 al medio X-gal a una concentracion final de 83 mM e IPTG a 0,ImM.

5.2. Transformacion de E. coli

Se utilizé la técnica del shock térmico para la transformacion células
competentes de las cepas DHI y DH5a de E. coli. En un tubo se mezclaron 100ul de

células competentes con la cantidad adecuada de ADN.

La mezcla se mantuvo en hielo durante 20min, se incub6 a 42°C durante
I min y se volvid a dejar en hielo durante Imin. Tras afiadir 1ml de medio LB, se
incub6 la mezcla a 37°C y 250rpm, durante 1h. Volimenes variables de la mezcla de
transformacion fueron inoculados sobre medio LB sélido suplementado con el

antibiotico adecuado.
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5.3. Extraccion de ADN plasmidico

La colonia bacteriana con ADN plasmidico a extraer fue inoculada en
10ml de medio LB liquido suplementado con el antibidtico correcto. Se cultivd la
mezcla a 37°C y 250rpm, durante 15 horas, para posteriormente extraer el ADN
plasmidico mediante el High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche). La correcta extraccion

fue verificada mediante electroforesis de agarosa (0,8% p/v) en TAE 1x.

5.4. Expresion de proteinas recombinantes de E. coli

La expresion se llevd a cabo en la cepa DH1 de E. coli transformada con
el plasmido de expresion adecuado (normalmente pGEX-2T). Se cultivo la bacteria en
10 ml de medio LB con antibiotico a 37°C durante 16 horas. Se diluy6 1 ml del cultivo
en un volumen final de 50 ml de LB + antibiotico y se incubd en agitacion a 37°C hasta
que el cultivo alcanz6 una DOsoo= 0,5-0,8. En ese momento se afiadié IPTG hasta una
concentracion de 0,1 mM y se incubd durante diferentes tiempo y temperatura,
dependiendo de la proteina que se queria expresar. Una vez transcurrido el tiempo, se
centrifugaron a 4.000 r.p.m. durante 10 minutos, se retir6 el sobrenadante y las células
sedimentadas se resuspendieron en 20 ml de PBS (150 mM NacCl, 200 mM Na2HPOs, 5
mM NaH2POs4) al que se habia afiadido el cocktail de inhibidores de proteasas Complete
(Roche). Las células fueron lisadas utilizando una French Press, realizando 3 pasos a
1200 mbar, y se centrifugaron a 10.000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C, recogiendo el

sobrenadante.

6. Aislamiento v manipulacion de proteinas de 4. nidulans

6.1. Extraccion de proteinas totales

Para la extraccidon proteinas totales de cepas de A. nidulans se inocularon
10° esporas/ml en un matraz de 250 ml conteniendo 50 ml de medio de fermentacion
(MFA; ver tabla M&M3; (Orejas et al., 1995)). Tras cultivarlo durante 15-18 horas a
37°C, se recogieron 0,25 g de micelio filtrado y escurrido, se congelé en nitrogeno

liquido y se liofiliz6 en un liofilizador Cryodos (Telstar). Se afiadi6 una bola de
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ceramica de Smm de radio y se rompio el micelio con un pulso de 15 segundos a fuerza

4,0 en el FP120 FastPrep Cell Disruptor de BIO101/Savant.

A continuacion, se afiadié 1 ml de tampon NP40 (HEPES 5 mM pH 7.5;
KCl 20 mM; 0,1% NP40; 1mM Na3;EDTA; 0,5 mM Ditiotreitol (DTT); cocktail de
inhibidores de proteasas Complete de Roche) y se resuspendio el polvo de micelio
mediante agitacion en rueda giratoria a 4°C durante 90 minutos. Transcurrido este
tiempo se centrifugd 30 minutos a 14000 rpm y 4°C, se recogio el sobrenadante y se

midio la concentracion de proteina mediante el método de Bradford (Bradford, 1976).

Para los ensayos de “Western-blotOse precipitaron 50 pg de proteina con
acido tricloroacético (TCA) a una concentracion final 10% (v/v), y se lavaron con dos
mezclas  Etanol/Eter 1/1 'y 1/3 sucesivamente, centrifugando tras cada

lavado/resuspension a 14000 rpm, 5 min y 4°C.

6.2. Western blot

La separacion monodimensional del extracto proteico se realizé mediante
la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes con SDS, SDS-
PAGE (Sambrook et al., 1989). Las muestras precipitadas segun el apartado anterior
fueron resuspendidas en tampon de carga de Laemli (Cracking-buffer) y se
desnaturalizaron hirviendo a 95°C durante Smin. Los geles se tifieron con la solucion
Biosafe Coomasie Staining (BioRad) para visualizar las bandas correspondientes a cada

proteina o grupo de estas con la misma movilidad electroforética.

Tras la separacion electroforética del extracto proteico se transfirieron
estas proteinas a membranas de nitrocelulosa y posteriormente fueron expuestas a los
correspondientes anticuerpos que reconocen epitopos enddgenos o etiquetas afiadidas.
Los anticuerpos primarios utilizados fueron, para GFP un monoclonal de raton anti-GFP
de Roche (1:10000), un anti-actina fungico generado en raton de ICN Biomedical
(1:5000) o el monoclonal de rata anti-HA de Roche (1:3000). Como anticuerpos
secundarios, conjugados a la peroxidasa de rabano, se utilizaron sueros de cabra contra
inmunoglobulinas IgG de ratén (1:3000) o de rata (1:5000), dependiendo del anticuerpo
primario utilizado. La actividad peroxidada se detect6 utilizando quimioluminiscencia

ECL (Amersham) y la imagen se captur6 con el dispositivo Fuji LAS3000.
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6.3. Ensayos de Pull-Down

Los experimentos de interaccion proteina-proteina (pull-down) se
realizaron utilizando proteinas de fusion GST expresadas en E. coli y extractos
proteicos totales de 4. nidulans. La proteina de fusién fue unida a la resina glutation-
sefarosa (Amersham), previamente lavada con PBS (150 mM NaCl, 200 mM Na2HPOs4,
5 mM NaH2POs4) al que se habia afiadido el cocktail de inhibidores de proteasas
Complete (Roche). Se incubd la fraccion soluble del extracto de E. coli con esta resina
durante 1h a 4°C. La resina con la proteina unida se volvié a lavar con PBS +
inhibidores de proteasas para retirar las proteinas de E. coli que pudieran quedarse
atrapadas en la resina inespecificamente y se incubd de nuevo durante 2h con 2 mg del
extracto proteico de la cepa A. nidulans que expresa la proteina de interés etiquetada.
Una vez transcurrido ese tiempo, la resina que contenia los posibles complejos de
interaccion fue lavada, para finalmente resuspender la resina tampon de carga de Laemli
(Cracking-buffer). Se corrid6 un gel en condiciones desnaturalizantes (ver apartado
M&M6.2) y mediante Western-blot (M&M6.2) se determind la presencia de la proteina

de interés interaccionando con la proteina de fusion.

7. Ensavos de union ADN-proteina

7.1. Ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA)

* Obtencion de oligonucledtidos de doble hebra y marcaje de sondas

Los oligonucledtidos de doble hebra fueron preparados siguiendo el
protocolo descrito por Orejas et al. (1995), anillando cantidades equimolares de los
oligonucle6tidos de hebra simple en una solucion que contiene 50mM Tris-HCI
(pH=7,5), 10mM MgCl,, 5SmM DTT y ImM de espermidina. El ADN fue
desnaturalizado y el anillamiento de las hebras se logro enfriando lentamente las
mezclas hasta los 40°C, manteniéndolas luego a 4°C durante 16 horas. Los fragmentos
de doble cadena se purificaron utilizando geles no desnaturalizantes de poliacrilamida al
15% y siguiendo el método “Crush and SoakO de (Maxam & Gilbert, 1980). Las
concentraciones de los fragmentos de ADN se estimaron midiendo la densidad dptica de

las soluciones a 260nm.
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El marcaje radioactivo de sondas se realizdo mediante relleno de extremos
5" protuberantes con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I, en presencia de una

mezcla de dNTPs conteniendo [o->*P]dCTP radioactivo.

En cuanto a los fragmentos de promotores especificos que se pretendian
analizar, se amplificaron mediante PCR, se introdujeron en el plasmido pGEM-T-Easy
y se extrajeron utilizando enzimas de restriccion que dejaban extremos 5’ protuberantes
y un nucledtido citosina como primera o segunda base, antes de marcarlos

radiactivamente.

De esta manera se estudiaron tres fragmentos de promotor de fIbD,
denominados AB, CD y EF. Se utilizaron cebadores especificos para amplificar cada
fragmento: flbD(p)1 sense y flbD(p)1 antis; flbD(p)2 sense y flbD(p)2 antis; flbD(p)3
sense y flbD(p)3 antis, respectivamente (tabla M&M?2).

En el caso del promotor de brid, este se dividié en dos fragmentos
solapantes que fueron amplificados con las parejas de oligonucleotidos
brlAp1Up/brlApIDw y brlAp2Up/brlAp2Dw (tabla M&M?2). Estos fragmentos se
extienden 3,5kb desde el ATG inicial de brl4a. Los fragmentos fueron introducidos en
el plasmido pGEM-T-easy (Promega), y digeridos posteriormente con los enzimas
BamHI, Aval y EcoRI. Estas digestiones generaron una coleccion de fragmentos que

fueron posteriormente marcados radiactivamente y ensayados en EMSAs.

* Ensayos de retardo en gel

Este tipo de ensayo permite analizar la capacidad de interaccion una
proteina, o en su defecto un dominio, del tipo factor de transcripcion con una sonda de
ADN que contiene sitios de unioén especificos de ese factor en concreto, mediante la
observacion del cambio de movilidad del ADN en un gel no desnaturalizante de
poliacrilamida. La reaccion de interaccion se llevd a cabo en el Tampdén Retardo
(HEPES-KOH 25mM pH 7,9, KCL 50 mM, MgCI2 5mM, EDTA 0,1 mM pH 8,0, DTT
1 mM vy glicerol al 20%) mezclando las diluciones adecuadas de las muestras proteicas
a cargar, el competidor correspondiente, ya fuera inespecifico como puede ser
poli(dIdC) o poli(dAdT) (Amersham) o especifico, y la sonda radioactiva. El cambio de
movilidad electroforética de la sonda en gel se realizo utilizando poliacrilamida al 4%

(acrilamida:bisacrilamida 40:1) en 0,5 x TBE. La electroforesis se realiza en frio a 4°C
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corriendo previamente durante 30 min a 200 Voltios y posteriormente, una vez cargadas
las muestras durante aproximadamente 2 horas y 30 min en las mismas condiciones.
Finalizada la electroforesis, el gel se seca a 80°C durante 1 hora y se expone frente a una

pelicula sensible a la radiactividad.

7.2. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

Los experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina permiten
analizar la capacidad de unidn entre una proteina y un fragmento de ADN de promotor
in vivo (Orlando et al., 1997, Bernreiter et al., 2007). Micelios de cepas con el factor de
transcripcion de interés etiquetado se cultivaron en medio liquido durante un tiempo
determinado. Se procedié a la fijacion de las células anadiendo formaldehido a una
concentracion final de 1%, proceso que se finalizd con la adicion de glicina (125 mM).
Los cultivos fijados se sonicaron en un buffer de sonicacion (50 mM HEPES KOH (pH
7.5); 140 mM NaCl; 1 mM EDTA (pH 7.5); 1% Triton X-100; 0.1% sodio deoxicolato),
obteniendo fragmentos de ADN gendmico entre 200-600 pb. El sobrenadante obtenido
tras centrifugar se pre-incub6 en presencia de Proteina G Agarosa (Roche), para evitar
uniones inespecificas. Se elimin6 el precipitado antes de dividir la muestra en dos,
incubando una mitad se en presencia de anticuerpo especifico del epitopo (Anti-GFP;
Roche), mientras la otra mitad fue utilizada como control simulado (sin anticuerpo).
Tras 12 horas a 4°C de afiadi6 a las dos muestras la Proteina G agarosa, la cual,
uniéndose al anticuerpo, precipitaria el complejo proteina-ADN. Tras lavar el
precipitado se procedi6 a la elucion de los complejos proteina-ADN mediante la adicion
del tampon de elucion (1% SDS/0.1 M NaHCO3). Para finalizar se revertio la fijacion,
se purific6 el ADN por columna Macherey-Nagel y se procedi6 a realizar las
amplificaciones por PCR con cebadores especificos del promotor de interés. Los
resultados obtenidos en muestras incubadas con anticuerpo especifico fueron

comparadas con los provenientes del control simulado, evaluando el enriquecimiento.
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8. Microscopia

8.1. Condiciones de cultivo para experimentos de microscopia

La localizacion intracelular de las proteinas etiquetadas se analizé in
vivo, cultivando la cepa a analizar en medio de cultivo liquido WMM (Watch Minimal
Medium; MMA sin fosfatos (Pefialva, 2005)). Se comenz6 a observar la localizacion de
la fluorescencia desde la germinacion de esporas, manteniendo el cultivo a 37°C durante

todo el experimento.

En el caso del andlisis de localizacion en estructuras especificas del
conidioforo se tuvo que modificar la condiciéon de cultivo ante la imposibilidad de
generar conididforos normales en un medio liquido. Por ello se generaron placas de
microscopio con medio minimo sélido, al que una vez solidificado, se le retird la parte
central. Se inocularon esporas de la cepa a analizar en la conjuncion entre la base de la
placa y el medio solido, y tras incubar durante 16-24 horas a 37°C y afiadir liquido, se

observaron al microscopio.

En cuanto a determinar si dependencia del transporte de las proteinas
correspondia al citoesqueleto de actina o de microtubulos, se sustituyd el medio de
cultivo por medio fresco con Latrunculina B (Calbiochem; 100uM) o Benomilo
(Aldrich; 3 pg/ml), respectivamente. Transcurridos 5min se comenzé a tomar
fotografias. Tras ello, se retir6 el medio para afiadir nuevamente medio fresco y poder
analizar la recuperacion de la localizacion de la proteina. De la misma manera, también
se analizd el envenenamiento de los circuitos energéticos de la célula, afiadiendo al
medio una mezcla de acida sédica (NaCN) y fluoruro soédico (NaF), a una concentracion

final de 15mM para cada producto.

8.2. Microscopio y obtencion de imdgenes

Las imagenes de los cultivos in vivo, a 37°C, se tomaron utilizando un
microscopio Leica DMI 6000B, equipado con un objetivo 63x Plan Apo 1,4 N.A.,
iluminado con lampara de mercurio de 100W y filtros GFP (excitacion 470nm; emision
525nm), Txred (excitacion 562nm; emision 624nm), y BGR (excitacion 562nm;

emision 624nm), para coloracion fluorescente GFP, CherryRed o YFP, respectivamente.
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Las imagenes fueron adquiridas con una camara digital ORCA-ER (Hamamatsu
Photonics), y procesadas utilizando los programas Wasabi (Hamamatsu Photonics) y

Metamorph (Universal Image).
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LOS REGULADORES TEMPRANOS DE LA CONIDIACION, SU DISTRIBUCION ESPACIAL Y
POSIBLES INTERACCIONES

1. Introduccion

Con el objetivo de identificar nuevos genes implicados en la regulacion
temprana de la conidiacion y, a su vez, en la produccion de sefales extracelulares
necesarias para el correcto desarrollo asexual, se llevd a cabo un programa de
mutagénesis. Los mutantes seleccionados debian mostrar deficiencias en su capacidad
de generar estructuras de reproduccion asexual y, a su vez, ser capaces de transferir o
recibir sefiales que suprimiesen sus fenotipos aconidiales en las zonas de contacto entre

colonias.

En este proceso de seleccion se identificaron dos mutantes aconidiales
denominados BDI12 y BDI3. Estos mutantes eran capaces de complementar
extracelularmente a mutantes fluG" y a su vez recibir sefales que suprimiesen sus
fenotipos de una cepa silvestre. Mediante técnicas de genética clasica se determind que
las mutaciones eran monogénicas y no ligadas, es decir localizadas en dos loci
diferentes, como también demostré el analisis molecular que se describe a continuacion.
Un aspecto interesante que presentaban ambos mutantes aislados fue que sus
respectivos fenotipos eran indistinguibles. Los genes en los que se localizaban las
mutaciones responsables de los fenotipos pudieron ser identificados mediante
complementacion del fenotipo aconidal utilizando una genoteca de ADN gendmico de
A. nidulans insertada en el plasmido autorreplicativo pPRG3-AMA1-Notl ((Osherov et
al., 2000); ver Etxebeste et al., 2008 para una detallada descripcion de este proceso

selectivo).

Uno de los loci identificados fue AN7542.3, anteriormente descrito como f/bB
(Yu et al., 2006), y que fue caracterizado en profundidad por el Dr. Oier Etxebeste en su
tesis doctoral (Etxebeste, 2008). fIbB se localiza en el contig 129 del cromosoma IV y
codifica a un factor de transcripciéon con un dominio de unién a ADN del tipo bZip.
FIbB presenta una localizacion celular atipica para un factor de transcripcion en este
hongo filamentoso, acumuldndose en el apice de la hifa y en el nicleo més apical (Fig

R1.1; (Etxebeste et al., 2008, Etxebeste et al., 2009a).
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DIC

FibB:: GFP

Fig R1.1. Localizacién subcelular de FIbB. Las flecha indica la localizaciéon de FIbB en el dpice y la

punta de fecha en el niicleo mas apical. Barra de escala =10 pm.

El segundo de estos genes fue identificado como AN0721.3 o fIbE, que se
localiza en el contig 11 del cromosoma VIII. El producto de este gen también fue
anteriormente relacionado con la induccion de la conidiacion, si bien no habia sido
caracterizado en profundidad (Yu et al., 2006). FIbE es una proteina de bajo peso
molecular que presenta una distribucion filogenética restringida a un determinado
nimero de hongos con capacidad de conidiar. FIbE muestra determinadas regiones
conservadas con sus posibles homoélogos, lo que sugiere que son potenciales regiones

funcionales, como se vera mas adelante en esta tesis.

FIbB y FIbE forman también parte del grupo constituido por FIbA, FIbC y FIbD,
y todos ellos son conocidos como los reguladores tempranos de la conidiacion o UDAs
(Wieser et al., 1994). Todos estos reguladores participan en la inhibicion del
crecimiento vegetativo, la sintesis de un mismo metabolito inductor de la conidiacion, la
regulacion del desarrollo del conididforo y la activacion de la ruta central del desarrollo,

controlada por el gen brlA (Ni et al., 2010).

La presencia del factor transcripcional FIbB en el 4pice de las hifas permitié
sugerir la hipdtesis de la existencia de un mecanismo sensorial que determinase el
comienzo del desarrollo de las células. El factor transcripcional FIbB ejerceria la
funcién de receptor de una sefial involucrada en la induccion de la conidiacion en la

punta de la hifa. Asi, tras detectarse esta sefial o las condiciones adecuadas para el
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desarrollo, FIbB migraria al nucleo donde supuestamente ejerceria su funcion

reguladora de la transcripcion (Etxebeste et al., 2009a).

Teniendo en cuenta que los UDAs comparten similitudes, tanto fenotipicas como
mecanisticas (todos ellos son necesarios para la produccion de un mismo metabolito y la
activacion de brl4; ver Introduccién general), se propuso una hipdtesis sobre la
participacion de estas proteinas formando un posible complejo sefializador que se
localizaria en la punta de la hifa. Para su verificacion se examiné la localizacion celular

del resto de reguladores tempranos de la conidiacion conocidos.

Con el objeto de enmarcar los nuevos elementos de este estudio dentro del
cuerpo de conocimiento ya descrito, este capitulo combina los resultados y la discusion

en una misma seccion.

2. Resultados v Discusion

2.1. Factores de regulacion temprana sin distribucion especifica en la

célula

De todos los componentes de la ruta temprana, FIbA es el que posee las
caracteristicas generales que lo clasificarian dentro de una ruta de transduccién de sefial
(ver Introduccion general). El papel de FIbA como regulador de proteinas G permite
predecir su asociacion con la membrana plasmatica. Para determinar si FIbA, y por lo
tanto el complejo heterotrimérico FadA/SfaD/GpgA que ha de regular, forman un
complejo sefializador en el apice de la hifa, se procedi6 a estudiar la localizacion celular
de FIbA. Para ello se generaron cepas que expresaban formas etiquetadas fluorescentes
de FIbA. La cepa BD244 expresaba FIbA::GFP y la cepa BD247 FIbA::CR. Ambas se
generaron como se describe en la seccion de Materiales y Métodos 4.3 y mostraron un
fenotipo silvestre en cuanto a su capacidad de conidiacion, lo que indicé que las

quimeras eran funcionales (Fig R1.2A)

El estudio microscopico en cultivos liquidos de ambas cepas desvelod que

FIbA no presentaba ninguna localizacion especifica en la célula. La fluorescencia era
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detectable a lo largo de toda la hifa, tanto en los diferentes estadios de crecimiento
vegetativo como tras la induccion del proceso de diferenciacion del conididforo (Fig
R1.2B). No se observé exclusion o acumulacién en una localizacion especifica. El
seguimiento de FIbA durante el desarrollo del conididforo indicd que es abundante
durante todo el proceso de morfogénesis y en todos los estadios (Fig R1.2B), lo cual

concuerda con lo observado en experimentos de Western blot (no mostrado).

A
WT (TN02A3) FIbA::GFP

Fialida + Espora

FIbA::GFP

Fig R1.2. A) Morfologia de colonias de las cepas silvestre (WT; TN02A3) y FIbA::GFP (BD244),
cultivadas durante 72 horas en medios s6lidos MMA. B) Localizacion intracelular de FIbA. Esta fue
examinada observando FIbA::GFP en células vegetativas (cultivo liquido), vesiculas, métulas,

fidlidas y esporas (durante la esporulacion asexual). Barra de escala =10 pm.

En S. cerevisiae la subunidad Go Gpal se localiza en membrana e
interacciona directamente con la proteina reguladora con dominio RGS Sst2 (Dohlman
et al., 1996). Este hecho permiti6é proponer la supuesta formacion de complejo proteina
G-regulador y que éste estuviera asociado a membrana plasmatica en 4. nidulans (Yu,
2006). Sin embargo, la localizacion de FIbA observada aparentemente no se
corresponde con esta hipdtesis, aunque no podemos descartar que una fraccién o
poblacion de FIbA sea la que realmente permanezca proéxima o asociada a la membrana

plasmatica. Nuestros trabajos tampoco aportaron datos sobre una posible acumulacién
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en el apice de la célula, descartando un heterocomplejo muy estable formado por FIbB

con FIbA, aunque no se observa exclusion de la region apical.

La expresion durante todo el ciclo de vida de A. nidulans y la presencia
de la proteina una vez inducido el desarrollo del conidiéforo sugieren que FIbA podria
actuar a diferentes niveles o tener un papel adicional en la célula. De hecho la funcion
de FIbA también fue relacionada en trabajos previos con el proceso de autolisis (Adams
et al., 1998). El mutante nulo fIb4A muestra un fenotipo autolitico en las zonas centrales
de la colonia y que podria estar inducido por estrés debido al agotamiento de nutrientes.
Tras la induccion de la conidiacidon se activa un proceso de la autolisis que coincide
espacial y temporalmente con el desarrollo (Emri et al., 2008), proporcionando asi
nutrientes desde células autolisadas a las células que se estan diferenciando. Sin
embargo, trabajos madas recientes plantean que la ruta de autolisis podria ser
independiente de FIbA (Pocsi et al., 2009). Por ello se sugirid que al no formarse
conidioforos en ausencia de FIbA se visualizaria el proceso de autolisis de forma mas
patente. De este modo, la presencia de FIbA durante todo el ciclo del desarrollo del
conidioforo la relacionamos con la necesidad de mantener inhibida la disociacién del
complejo heterotrimérico, de tal forma que el proceso de diferenciacion no pueda ser
revertido. Sin embargo, al no ser éste el tema principal de esta tesis, lo sugerimos
unicamente como hipdtesis y cuya verificacion necesitaria un mayor analisis y un

estudio mas en profundidad que el realizado en esta tesis doctoral.

2.2. Factores de regulacion temprana exclusivamente nucleares

Entre los factores conocidos como UDAs pueden reconocerse, segun sus
estructuras primarias, 3 supuestos factores de transcripcion: FIbB, FIbC y FIbD (Yu et

al., 2006).

FIbC es un factor con un dominio de unién al ADN del tipo dedos de
zinc clasicos C,H». Se procedi6 al etiquetado de esta proteina y se obtuvieron las cepas
que expresaban FIbC::GFP y FIbC::CR (BD245 y BD249, respectivamente). De forma
similar a lo observado con FIbA, la presencia en la célula de cualquiera de estas formas

etiquetadas de FIbC no afectada a la capacidad de esporulacion de la cepa, indicando
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que las quimeras debian ser funcionales (no mostrado). En estudios microscopicos FIbC
presentd una localizacion preferentemente nuclear en hifas vegetativas procedentes de
cultivos liquidos. La fluorescencia era visible en todos los nucleos del sincitio y tanto en
germinulas como en hifas maduras (Fig R1.3). Durante la fase del desarrollo asexual,
FIbC sigui6 siendo detectable en todos los ntcleos en cada etapa de la formacion del
conididforo, desde la célula pie hasta las fidlidas. Sin embargo no se observd
fluorescencia en el nucleo de la conidiospora (Fig R1.3). La presencia de FIbC en
estadios posteriores a la induccion indicd que no solamente podria participar en la
induccidn y/o en etapas iniciales del desarrollo como se preveia, sino que podria ejercer
alguna funcidon en etapas posteriores. No obstante se precisan realizar estudios mas

detallados que aporten mas informacion sobre esta faceta reguladora de FIbC.

Vesicula

Vegetativo Métula Fiilida

DIC

+:GFP

FlbC

Fig R1.3. Localizacién intracelular de FIbC. Esta fue examinada observando FIbC::GFP en células
vegetativas (cultivo liquido), vesiculas, métulas y fidlidas (durante la esporulacion asexual), siendo

detectada en los niicleos (puntas de flecha). Barra de escala = 10 pm.

FIbD es un factor de transcripcion con un dominio de union al ADN del
tipo cMyb. El etiquetado en el extremo C-terminal de FIbD con una proteina
fluorescente sigui6 el proceso descrito en la seccion de Materiales y Métodos 4.3 y
siendo la misma estrategia que para los factores previamente descritos. Asi se generaron

las cepas BD246 y BD250, que expresan respectivamente FIbD::GFP y FIbD::CR. En
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este caso las proteinas fusionadas también eran funcionales ya que las cepas etiquetadas
mostraron capacidad similar a la de la cepa silvestre para conidiar. Al igual que en el
caso anterior, el factor FIbD fue visualizado en todos los nucleos del sincitio, desde que
ocurre la germinacion de las conidias y durante el crecimiento vegetativo del micelio
(Fig R1.4). Por el contrario, durante el desarrollo del conididéforo no se detectd
fluorescencia en ningun tipo de célula especializada, como por ejemplo las vesiculas
(Fig R1.4), en las cuales se acumulan un nimero elevado de ntcleos (Etxebeste et al.,

2009b) como se observa en una cepa que expresa la histona H1 etiquetada con GFP
(H1::GFP; Fig R1.3B).

::GFP_

DIC = FIbD

=GP

H1

Fig R1.4. A) Localizacién intracelular de FIbD. En cultivos liquidos estiticos la proteina
FIbD::GFP se acumula en los nucleos (puntas de flecha). Como se observa en la fotografia de la
derecha, mientras que en hifas vegetativas la proteina sigue siendo detectable, en estructuras
especificas de la conidiacién no se observa fluorescencia. B) A modo control se utilizo la cepa
generada previamente en el laboratorio con histona H1 etiquetada con GFP (Etxebeste et al.,
2009b) para estudiar la presencia de nucleos en vesiculas con métulas incipientes, observando la

acumulacion de niicleos. Barra de escala =10 pm.
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Como era predecible los tres factores de transcripcion UDA: FIbB, FIbC
y FIbD, muestran una localizaciéon nuclear. Dado que la inactivacion de cualquiera de
los tres factores de transcripcion causa una reduccion total o parcial de la expresion de
brliA (ver Introduccién general), es posible proponer dos modelos generales de
regulacion. Los factores de transcripcion Flb podrian actuar de forma independiente o
conjunta, modulando de forma individual o coordinada la expresion del gen maestro de
la conidiacion. Trabajos genéticos previos que estudiaron los mecanismos de activacion
de briA situaban al factor FIbD aguas arriba, y en la misma ruta, que FIbB (Wieser &
Adams, 1995, Yu et al., 2006), mientras que FIbC fue situado en una ruta paralela (Yu
et al., 2006). Estos trabajos sugerian la posibilidad de que brl4 se activara mediante la
convergencia de al menos dos rutas diferentes de regulacion. Este aspecto es
especificamente tratado desde un abordaje experimental por genética molecular en un

capitulo posterior de esta tesis.

2.3. Factores de regulacion temprana apicales

Dado que ninguno de los Flb estudiados se localizaba preferentemente en
el apice, cobrdé un mayor interés el determinar la distribucion celular de FIbE, cuya
secuencia de aminodcidos aportaba escasa informacion per se. Se gener6 la cepa BD186
que expresaba una forma de FIbE etiquetada en el extremo C-terminal con GFP.
Nuevamente observamos que la cepa fIbE::gfp, a semejanza de las anteriormente
citadas, no manifestaba ningiin fenotipo asociado a su capacidad de conidiacion (no
mostrado). Al estudiar la localizacion de FIbE mediante el anélisis de microscopia de
cultivos liquidos estaticos se observo que FIDE::GFP se acumulaba en la punta de la hifa
desde la germinacion, y que esta localizacion se mantenia inalterada en las hifas durante
el proceso de crecimiento vegetativo (Fig R1.5A). Esta localizacion apical era
practicamente indistinguible de la que presentaba la cepa FIbB::GFP en sus células
vegetativas (Fig R1.5B; (Etxebeste et al., 2008)). Sin embargo, FIbE no fue observado
durante el desarrollo del conididforo lo que contrasta con FIbB, que localiza en los
extremos de las métulas incipientes (Fig R1.5B imagen de la derecha; (Etxebeste ef al.,

20092)).
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DIC

+GFP

DIC ° FIbE

GFP

FlbB

Fig R1.5. A) Localizacion intracelular de FIbE (utilizando la cepa fIbE::gfp). En cultivos liquidos
estaticos la proteina se acumula en la punta de la hifa desde la germinacién y durante el
crecimiento vegetativo (puntas de flecha). B) Localizacion intracelular de FIbB en hifas vegetativas
y células especializadas del desarrollo (métulas) (Etxebeste er al., 2008, Etxebeste et al., 2009a).

Barra de escala =10 pum.

Con el objeto de corroborar que ambas proteinas colocalizaban en el
apice de las hifas vegetativas, se gener6 la cepa BD207 que expresaba conjuntamente
GFP::FIbB y FIbE::CR. La conidiacion silvestre que mostro la cepa BD207 mostraba la
funcionalidad del doble etiquetado, lo que fue corroborado al observar que las
localizaciones de cada una de las quimeras eran idénticas a las descritas para cepas
etiquetadas individualmente. Asi, FIbB se visualiz6 en el dpice y preferentemente en los

nlcleos mas apicales, como se observa en la imagen de la Fig R1.6, mientras que
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FIbE::CR se detectd tinicamente acumulado en la punta de la hifa, aunque no se excluye
de la regién donde se localiza el nucleo, por lo que no podemos concluir que cierta

poblaciéon de moléculas no puedan acompafiar a las moléculas FIbB nucleares.

GFP: :FIbB FIbE::CR

LY

Fig R1.6. Las proteinas GFP::FIbB y FIbE::CR (cepa BD196) colocalizaron en la punta de la hifa
durante el crecimiento vegetativo (puntas de flecha). FIbB también localiza en el niicleo mas apical

de hifas vegetativas (flechas). Barra de escala =10 pm.

La presencia de ambas proteinas en la punta de las hifas vegetativas y los
fenotipos indistinguibles de las cepas que portan mutaciones de pérdida de funcion en
fIbB o fIbE sugieren que ambas proteinas realizan funciones interrelacionadas entre las
que podria estar la anteriormente propuesta funcion sensorial en el apice. Este aspecto

se aborda de manera monografica en el proximo capitulo.

En resumen, a lo largo de este capitulo y como consecuencia del estudio
realizado sobre los reguladores tempranos de conidiacion, se han obtenido evidencias
sobre diferentes puntos de interés cuya aproximacion experimental ha dado lugar a los
diferentes capitulos de esta tesis. La presencia de los tres factores de transcripcion Flb
en los nucleos de las hifas durante el crecimiento vegetativo sugeria un mecanismo
coordinado de regulacion transcripcional, al menos, sobre la activacion del gen brid
antes del proceso de desarrollo de diferenciacion asexual. Por otro lado, el hecho de que
el factor FIbE colocaliza en la punta de la hifa con el factor de transcripcion FIbB, abre

la puerta a la posible formacion de un complejo sefalizador en el apice de la hifa.
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PARTICIPACION DE FACTORES DE REGULACION TEMPRANA EN LA PUNTA DE LA HIFA

1. Introduccion

La ya mencionada localizacion apical de FIbB (Etxebeste ef al., 2008) llevo a
considerar la posibilidad de que existiera un mecanismo sefializador localizado en la
punta de las células vegetativas que regularia el inicio del desarrollo asexual. Una
posible hipotesis era que el factor de transcripcion FIbB podria recibir una senal en el
apice y posteriormente migrar al nticleo para desarrollar alli su funciéon como regulador

de la expresion génica, en este caso preferentemente en el ntiicleo més apical.

FIbE es el tnico de los UDAs que colocaliza en la punta de las hifas vegetativas
con FIbB. Por lo tanto, esta proteina, de la cual no se tenia apenas informacion, cobrd
una mayor importancia en este sistema regulatorio, ya que podria estar implicada en las
funciones de sefializacion apical. En este capitulo se explora la funcion de FIbE y su

relacion con el factor transcripcional FIbB.

2. Resultados

2.1. fIbE codifica una proteina especifica de hongos filamentosos con

dominios conservados de funcion desconocida

El gen fIDE fue identificado mediante complementacion del fenotipo
aconidial del mutante BD13 utilizando una genoteca de ADN gendmico insertada en el
plasmido autorreplicativo pRG3-AMA1-Notl (Etxebeste et al., 2008, Osherov et al.,
2000).

Para verificar la secuencia codificante (CDS) de fIbE se procedid a la
secuenciacion y comparacion de los ADN complementario (ADNc) y ADN gendémico
(ADNg) que fueron amplificados usando cebadores especificos (tabla M&M?2). Se
obtuvieron secuencias nucleotidicas idénticas a las publicadas en las bases de datos
Broad Institute Database y Aspergillus Genome Database. La secuencia codificante de
fIbE posee 682 pb, contenida en dos exones separados por un intrén de 73 nt (Fig R2.1).
La proteina codificada por el ADNc secuenciado consta de 202 amino acidos, con un
peso molecular y un punto isoeléctrico estimados de 23,1 kDa y 4,28, respectivamente.
Las busquedas por similitud de secuencia de aminoacidos en bases de datos Pfam no

facilitaron la identificacion de dominios funcionales conocidos.
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Fig R2.1. Descripcion general de fIbE.

A) Distribucion de exones e intrones en fIbE.

B) Arbol filogenético de los homélogos de fIbE. Abreviaturas: Anid, A. nidulans; Anig, A. niger;
Acla, A. clavatus; Nfis, Neusartorya fischeri; Afum, A. fumigatus; Ater, A. terreus; Cimn,

Coccidioides immitis; Acap, Ajellomyces capsulata; Pnod, Phaeosphaeria nodorum.

Las busquedas realizadas en otras bases de datos de ADN genomicos o
de proteinas utilizando programas como Blastn, tBlastx o Blastp mostraron la presencia
de posibles ortdlogos en otros hongos con capacidad conidiante, como pueden ser otras
especies de Aspergillus, como A. terreus, A. fumigatus, A. clavatus, el estrechamente
relacionado Neosartorya fischeri, asi como otros hongos filamentosos como
Phaeosphaeria nodorum, entre otros (Fig R2.1 y 3.2). Sin embargo, no se encontraron

homologos en genomas de hongos levaduriformes ni en eucariotas superiores.

Alineamientos de las secuencias proteicas mas similares a FIbE revelaron
la presencia de dos regiones conservadas que fueron denominadas A y B ( Fig R2.2).
Las regiones A y B poseen un alto contenido de residuos hidrofébicos (48% de un total
de 93 residuos y 52% de un total de 25, respectivamente), separados por una region no

conservada, que definimos como un enlace o “linkerQ La regiéon C-terminal de la
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proteina contigua a la region B contiene un segmento rico en residuos acidos (66% de

un total de 24).

En este aspecto se realizaron estudios mas detallados en nuestro
laboratorio utilizando técnicas bioinformaticas avanzadas (Cortese et al., 2011). Se
identificaron un total de 40 ortdlogos de fIbE en otras tantas especies fungicas en las que
también se localizaron ortdlogos de fIbB. La identificacion de posibles motivos
funcionales mediante el analisis de regiones conservadas sugirié una prediccion similar
a la mostrada en esta tesis. Se describieron también dos dominios separados por un
“linkerQ) asi como una regién acidica en el extremo C-terminal. En este analisis mas
detallado, la denominada region A se pudo dividir en 4 subdominios. Al no ser el tema

principal de la tesis, estos estudios no seran presentados en detalle (Cortese et al.,

2011).
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Cimm : LN GEE : : 1 DB REEE 1173
Acap : D z R H T
Pnod TG ——————— viEl ) DR ] J WVER AR ;155
Region Acidica
Anid : D--DEYDRDGSSEN------- FBSHBT IRDPET LERFENKTE §= === === = = m e e e e e e e e e ;202
Anig : G--SYADGGEYESDQTQTPPETBSHATMRE PERLIRLEARRTA= == == === == e e e e e 1 210
Acla : DDYDEYTESNGESARDSTAPVTENEPAAVEWQVEGECTLEDMS SDVHEME L= === === = == = = 1 221
Nfis : D--DEYTESNGGSVRNSTAPETPPHPAVSLALRTELILVTIDYTDGLAHSRLDS Prmmm === m e e e e e e e e e e 1 222
Afum : D--DEYTESNGDSVRNSTAPETPPHPVVSLALRTSLILVTIDYIDGLAHLRLDSP-—m—— === mmmmmmm e e e e e 1 222
Ater : Y--ESEDGSEQQQ---------— BSHET TFLPEKLERLFARRSG-——————— === — == ——mmm oo e ;198

Cimm @ DSERDDESKEE TGS ————— === ———mmmm oo 1 187

Prnod : E‘SPSSERSSVGRASDVSGQTQERPETSRSFKKHIGGRLKKSKSGRDLRADVPKDPPPPLPPMSPKWFAPKPMGRVPLPAKISRG : 242

Fig R2.2. Alineamiento de supuestos homoélogos de fIbE en diferentes hongos filamentosos. Se
utilizo el software Genedoc (version 2.6.003; http://www.psc.edu/biomed/genedoc). Abreviaturas:
Anid, 4. nidulans; Anig, A. niger; Acla, A. clavatus; Nfis, N. fischeri; Afum, A. fumigatus; Ater, A.
terreus; Cimn, Coccidioides immitis; Acap, Ajellomyces capsulata; Pnod, P. nodorum. Diagrama de

los dominios conservados.
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Para asignar una posible funcion a las regiones conservadas en el gen
fIbE, se procedié a caracterizar molecularmente a los diferentes mutantes aislados. En
primer lugar, tras identificar el locus que complementaba el fenotipo aconidial del
mutante BD13 se procedio a secuenciar el gen fIbE en dicho mutante. La mutacion, que
se denominé desde entonces fIbEO0I (Fig R2.2; Tabla R2.1) causaba un truncamiento
de la proteina en el aminoacido 27. Dado que el truncamiento se encontraba cercano al
inicio de la secuencia, éste podria considerarse como un alelo nulo. Més adelante en el
desarrollo de esta tesis doctoral se demuestra que efectivamente este es el caso (ver

seccion 2.2 de este capitulo).

Los experimentos de etiquetado de FIbE con GFP (apartado 2.3 del
capitulo anterior; Pag 68) dieron lugar a tres nuevos mutantes, procedentes,
seguramente, de errores espontaneos introducidos durante el proceso de la amplificacion
por técnicas de PCR del fragmento de ADN utilizado en el experimento de
transformacion. De entre todos los transformantes identificamos tres cepas que
mostraron un fenotipo aconidial. Al secuenciar el locus recombinante fIbE::gfp de cada
una de estas cepas aconidiales identificamos los siguientes alelos mutantes fIbE101, 102
y 103. Las secuenciacion del ADNg correspondiente a la region codificante de cada
alelo mostré que fIbEI0] también causaba un truncamiento temprano de la proteina,
R10Stop (Tabla 3.1); que la proteina mutante FIbE102 tenia una sustitucion de la serina
en la posicion 120 por una prolina: S120P; y que, finalmente, FIbE103 portaba una

sustitucion de la alanina en la posicion 131 por una valina (A131V).

La serina substituida en el alelo fIbE7102: S120P esté situada en la region
del “linkerQ no siendo un residuo conservado entre los posibles homologos. Es posible
que la substitucion S120P afecte a un posible residuo susceptible de ser fosforilado o
tenga una funcion estructural, alterando a la flexibilidad del linker. La completa pérdida
de funcion de FIbE102 refleja la necesidad de un “linkerOo una regiéon B flexible (Fig
R2.2). La mutacion en el alelo fIbE103 (Fig R2.2), en cambio, modifica una alanina

conservada.
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Alelo Cambio(s) ADN Proteina mutante Cambio(s) en la proteina
fIE0O! C58T;G59D 1-19+WSTSSCTT R20W
fIEI0] C27T;C28T 1-9 R10STOP
fIbE102 T358C 1-202 S120P
fIbE103 C391T 1-202 Al131V

Tabla R2.1. Mutaciones caracterizadas en este estudio.

2.2. Caracterizacion fenotipica de los mutantes en flbE

Para poder entender mejor el papel de FIbE durante el crecimiento
vegetativo y/o en la produccion de las células especializadas del conididforo, se generd
el mutante nulo del gen fIbE (cepa BD142; Materiales y Métodos 3) y se llevo a cabo
una caracterizacion fenotipica de todos los mutantes frente a una cepa referencia
silvestre (TNO2A3). El disefio experimental incorpor6 ademas del analisis tanto en
medio s6lido minimo (MMA) como completo (MCA; ver Materiales y Métodos 2), el
estudio de los fenotipos bajo diferentes condiciones de estrés. Se estudiaron
limitaciones nutricionales provocadas en medios con agotamiento de carbono
(reduccion del 80% de glucosa; concentracion final 0,4%) o nitrégeno (reduccion del
80% de sodio nitrato; concentracion final 14mM). También se analizd el efecto que
causaba el estrés osmotico (MMA complementado con 0,6M KCl). Estas condiciones
ya fueron utilizadas anteriormente para la caracterizacion de mutantes fIbB (Etxebeste et
al., 2008), por lo que proporcionaron una comparacion muy util entre los nuevos

mutantes de fIbE y el mutante nulo de fIbB.

En MMA o MCA, la cepa nula fIbE (Fig R2.3) mostré un fenotipo
aconidial. Las cepas portadores de los alelos mutantes de fIbE, mencionados
anteriormente (Tabla R2.1), también mostraron un fenotipo aconidial comparable que
contrastaba con la capacidad normal de conidiacion en estos medios de cultivo de la
cepa silvestre, o de la cepa que expresa la version de FIbE etiquetada con GFP
(fIbE100). Estos resultados nos permitieron concluir que tanto los mutantes con
truncamientos tempranos, como los mutantes con cambios de amino 4cidos puntuales

daban lugar a la perdida de funcion de la proteina FIbE.
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Fig R2.3. Caracterizacion de los mutantes de fIbE en medio sélido. Morfologia de colonias de las
cepas silvestre (WT; TN02A3), AfIbE (BD142), fIbE102 (BD201), fIbE103 (BD202)y AfibB (BD143)
cultivadas durante 72 horas en medios sélidos MMA, MMA con 0,4% de glucosa, MMA con 14mM
de nitrato sédico y MMA con 0,6 M KCI (ver capitulo de Materiales y Métodos). Los alelos
mutantes fIbE00I, fIbE::gfp 6 fIbE10I no se muestran. Las cepas mutantes fIbE00I y fIbE101
causan proteinas truncadas en amino dcidos tempranos, mostrando un fenotipo similar al alelo

nulo. La cepa fIbE::gfp no se difirio de la cepa silvestre (WT). Barra de escala =1 cm.

Ciertas condiciones de estrés ambientales ejercen un efecto positivo
sobre la capacidad de conidiacion de A. nidulans (Skromne et al., 1995). Para
determinar si FIbE participa en dicha respuesta se estudid el fenotipo que presentaban

los mutantes fIbE™ aislados en diferentes condiciones de estrés arriba indicadas. Asi, el
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estrés inducido por agotamiento de nutrientes tuvo un efecto diferenciado. La reduccion
de glucosa provoco bajos niveles de conidiacion en el centro de la colonia, mientras que
una reduccién equivalente de la fuente de nitrégeno no indujo ningin cambio apreciable
en el fenotipo aconidial (Fig R2.3). En condiciones de estrés osmotico, las colonias
mutantes fIbE produjeron conididforos en la superficie de un micelio mayoritariamente
aéreo e indiferenciado, es decir principalmente “fluffy”. Las respuestas observadas en
los mutantes puntuales eran indistinguibles de las que se observaron en el mutante nulo

de fIbB (Fig R2.3; (Etxebeste et al., 2008)).

También se estudi6 el fenotipo de los mutantes fIbE en cultivos liquidos.
En este caso los micelios cultivados durante 18h en medio minimo fueron transferidos a
medios libres de carbono o nitrégeno, o suplementados con KCI (estrés osmotico;
0,6M), y cultivados durante 20h adicionales (Materiales y Métodos 2). Tras este periodo
se determind el fenotipo de cada mutante observando muestras de micelio al

microscopio Optico mediante técnica de contraste de fases.

Cuando las diferentes cepas fueron cultivadas en MMA liquido, el
micelio mostrd un crecimiento vegetativo. Sin embargo, la transferencia a medios libres
de fuentes de carbono dio como resultado la produccion de conidias directamente desde
el apice de la hifa (conididéforos simplificados), sin producir células especializadas,
tanto en la cepa silvestre como en las cepas mutantes (puntas de flecha negras en Fig
R2.4). Ademas, las hifas de las cepas mutantes mostraron un didmetro inusualmente
reducido (1,5um, mientras que el diametro medio de las hifas silvestres alcanza las
3um; Fig R2.4). Este fenotipo es compartido con los mutantes fIbB (Fig R2.4;
(Etxebeste et al., 2008)).

En cuanto a la respuesta observada en un medio liquido sin nitrégeno
afiadido, la cepa silvestre produjo conidias que se generaban desde conididéforos
completos, mientras que el nulo y los demés mutantes de perdida de funcioén de fIbE
mantuvieron el crecimiento vegetativo (Fig R2.4), mostrando, ademds, un elevado
numero de vacuolas en el citoplasma. El estrés salino estimul6 la conidiacion en la cepa
silvestre, mientras que las células de las cepas AfIbE y fIDE prosiguieron creciendo en
fase vegetativa. En los anteriores mutantes no se observd diferenciacion celular, a
excepcion del mutante fIbE103 que produjo conididéforos defectuosos con métulas

anormalmente alargadas (indicado por puntas de flecha blancas en Fig R2.4).
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Fig R2.4. Caracterizacion de los mutantes de fIbE en medio liquido. Fotografias de micelios de las
cepas silvestre (WT; TN02A3), AfIbE (BD142), fIbE102 (BD201), fIbE103 (BD202) y AflbB (BD143)
cultivadas durante 18 horas en MMA liquido y transferidas posteriormente a medios liquidos
MMA, MMA-glucosa, MMA-nitrato y MMA mas 0,6 M KCI durante otras 20 horas (ver capitulo
de Materiales y Métodos). Las puntas de flecha indican estructuras del tipo conidia. Los alelos
mutantes fIbE00I, fIbE::gfp 6 fIbE10I no se muestran. Las cepas mutantes fIbE00I y fIbE101
mostraron un fenotipo similar al alelo nulo. La cepa fIbE::gfp no se difiri6 de la cepa silvestre

(WT). Barra de escala =30 pm.
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La combinaciéon de los resultados del analisis fenotipico indicé que el
nulo y los alelos mutantes de fIhE no mostraron ninguna respuesta fenotipica
diferenciada bajo diferentes condiciones de cultivo con respecto a los que exhiben los
mutantes caracterizados en fIbB y que también resultan en pérdidas de funcion del factor
transcripcional (Etxebeste ef al., 2008). Esto fue interpretado como una nueva evidencia

de la posible relacion funcional entre FIbB y FIbE.

2.3. FIbE y FIbB son necesarios para la produccion de un mismo

metabolito necesario para la conidiacion

Durante la produccion del conidioforo se sintetizan sefales extracelulares
que inducen la conidiacion (Adams et al., 1998). Es conocido que el factor FluG es
necesario en la sintesis de una primera sefial y al mismo tiempo, se habia propuesto que
la actividad de los Flb-s daba como resultado la produccion de una segunda sefial
extracelular que actiia aguas abajo de la sefial de FluG (ver Introduccion general). Para
corroborar la existencia de esta segunda sefial y su dependencia respecto a los Flb-s se
realizaron experimentos de complementacion (Materiales y Métodos 2), en los cuales se
observo la zona de contacto entre dos cepas inoculadas en MMA, y se analizo la
capacidad de revertir extracelularmente el fenotipo aconidial de cada cepa en dicha
zona. Al realizar este estudio con los mutantes de fIbE descritos con anterioridad, se
observd que todos ellos siguieron el patron de complementar a mutantes en fluG en las

zonas donde ambas cepas estaban en contacto (Fig R2.5).

En contraste con lo observado con el mutante fluG", los mutantes de fIbE
y fIbB eran incapaces de transferirse mutuamente ninguna sefial extracelular que
complementase sus respectivos fenotipos aconidiales (Fig R2.5), complementacion que
ocurria, sin embargo, cuando ambos mutantes entraban en contacto con una cepa
silvestre. Esta observacion se corresponde con la hipotesis planteada de que todos los
UDAs son necesarios para la sintesis de una misma sefial y refuerza nuestra idea de que
FIbB y FIbE, ademas de coincidir en su localizacion, actuan en el mismo paso de la ruta
de induccion de la conidiacion, siendo coherente con el resto de resultados obtenidos

hasta ahora.
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Fig R2.5. Experimentos de complementacion extracelular para la induccién de la conidiacién. El
mutante AfIbE (BD142) conidia en la zona de contacto con una cepa silvestre (MAD782) y actia
como donante de la molécula sefializadora sobre una cepa AfluG (TTA127.4). Se observa ausencia
de complementacion extracelular de la molécula sefializadora en la region de contacto entre AfIbE
(BD142) y AfibB (BD143). Tampoco hay complementacion entre dos cepas AfIbE (BD142 y BD162).
La fotografias de la columna derecha muestran ampliaciones de las zonas de contacto. La banda
amarilla de la segunda fila representa conidias amarillas. Barra de escala =1 cm para la columna

de la izquierda y ampliacion de 10x esa columna para las fotografias de la derecha.

2.4. FIDE y FIbB se asocian en la punta de la hifa durante el crecimiento

vegetativo

Los datos obtenidos sobre FIbB y FIbE en apartados previos nos hicieron
plantearnos el objetivo de profundizar en una posible interrelacion entre ambas
proteinas. Utilizando la fluorescencia como herramienta, analizamos si ambas proteinas

podrian ser interdependientes. Por otro lado, las mutaciones obtenidas durante el
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proceso de etiquetado de FIbE con GFP (Tabla R2.1), permitieron examinar la
localizacion y el nivel de expresion de proteina intracelular, obteniendo asi mas datos

sobre los posibles dominios funcionales de la proteina.

Para abordar estos objetivos, por un lado se analizé la fluorescencia de
los mutantes aconidiales etiquetados con GFP (flIbE102 y fIbE103, presentados en el
apartado 2.1). También se generaron cepas en las que FIbB o FIbE estaban etiquetadas
con GFP en un fondo nulo de la otra proteina (cepas BD176 y BDI186,
respectivamente). De esta manera se estudié la localizacion de ambas proteinas,
comparandola con la localizacion observada en una cepa silvestre. Estos experimentos
se acompafaron con ensayos de Western blot para obtener informacion acerca de la

expresion y estabilidad de las proteinas en la célula de las cepas mutantes.

Las proteinas mutantes FIbE102::GFP y FIbE103::GFP no se acumularon
en la punta de la hifa (Fig R2.6A). Para determinar si esto se debia a una pérdida del
mecanismo de localizacion o, por el contrario, a una incorrecta expresion de la proteina,
se realizaron andlisis de Western blot, en los cuales la proteina actina fue utilizada como
control de carga. Las proteinas extraidas de cada cepa cultivada durante 18h en MFA
(Materiales y Métodos 2) mostraron unos niveles mas bajos de las proteinas FIbE
mutantes en comparacion con los detectados en una cepa silvestre (Fig R2.6B, lineas 2,
3 y 4). En consecuencia, el fenotipo aconidial de estas cepas mutantes se atribuy6 a la
deslocalizacion de FIbE::GFP de la punta de la hifa, seguida posiblemente por una

degradacion parcial de la proteina.

Las evidencias obtenidas sobre la colocalizacion entre FIbE y FIbB
sugirid que ambas pudieran interactuar directamente formando asi un heterocomplejo.
La localizacion de dicho complejo podria ser el resultado de las sefiales de localizacion
o péptidos senal contenidas en cada proteina Flb o por otro lado ser una de ellas la que
dirigiese la localizaciéon de la otra. Para distinguir entre estas posibilidades la
localizacion de una de las proteinas fue observada en el fondo genético nulo para la
otra. Los resultados mostraron que la acumulacion apical de la fluorescencia FIbB::GFP
se perdia en un fondo AfIHE e incluso no se observd fluorescencia en el niicleo mas
apical. Cuando se realiz6 el estudio contrario, analizando la localizacion de FIbE en un

fondo AfIbB, tampoco se observo ninguna fluorescencia a lo largo de la hifa (Fig R2.6).
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Fig R2.6. A) Localizacién intracelular de FIbB y FIbE en cepas mutantes: en la columna de la
izquierda se muestran los mutantes aconidiales en fIbE, fIbE102 y fIbE103. En la columna de la
derecha se muestra la localizacion de las proteinas FIbB y FIbE en el fondo nulo del otro gen (cepas
BD176 y BD187, respectivamente). Barra de escala = 10 um B) Analisis de Western blot utilizando
anticuerpos primarios anti-GFP y anti-actina (control de carga). Las puntas de flecha indican la
proteina detectada. Linea 1, TN02A3 (W7, control); linea 2, fIbE100 (FIbE::GFP); linea 3, mutante
fIBE102; linea 4, mutante fIbE103; linea 5, AflbB FIbE::GFP ( BD186); linea 6, FIbB::GFP (BD167);
linea 7, AfIbE FIbB::GFP (BD176). En este experimento se aprecié una banda de peso molecular
mis bajo (indicado con *) que podria indicar la presencia de una forma truncada de la proteina
FIbB. Estos analisis se realizaron utilizando una cepa etiquetada con GFP en el extremo C-terminal
y un anticuerpo primario anti-GFP. Esto significaria que la nueva banda de FIbB de peso
molecular mas bajo deberia corresponder a un fragmento que hubiera perdido la region N-

terminal, region en la que se encuentra el dominio bZip.

Con el objetivo de determinar si la pérdida de acumulaciéon de
fluorescencia era resultado de la degradacion de las proteinas, se procedi6é a detectar
mediante Western blot a cada una de las proteinas etiquetadas en los extractos proteicos
de las cepas antes mencionadas y cultivadas durante 18h en MFA. Estos analisis

mostraron que la cantidad de proteina FIbB detectada era notablemente menor en
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ausencia de FIbE en comparacion con una cepa silvestre (Fig R2.6B, linea 6 y 7). Por el
contrario, los niveles de proteina FIbE seguian siendo comparables entre un fondo AfIbB
y un fondo silvestre (Fig R2.6B, lineas 2 y 5). Estos resultados indicaron que FIbB y
FIbE son interdependientes para sus respectivas localizaciones subcelulares, y que la
estabilidad de FIbB esta afectada en ausencia de una forma funcional de FIbE, pero no

al revés.

Ante las evidencias presentadas anteriormente, se procedi6 a estudiar la
posible interaccion fisica entre FIbB y FIbE in vivo mediante el sistema de
Complementacion de Fluorescencia Bimolecular (Bimolecular Fluorescence
Complementation, BiFC; (Takeshita et al., 2008)). Para evaluar esta posibilidad se
fusion6 la mitad N-terminal de la proteina amarilla fluorescente (YFP") al extremo N-
terminal de FIbB, y la mitad C-terminal de YFP (YFP®) al extremo N-terminal de FIbE,
estando ambas quimeras bajo el control del promotor inducible alcA. De esta forma se
generaron las cepas que expresaban solamente YFP"::FIbB (BD224) o YFP“::FIbE
(BD225) a modo de control, y la cepa BD226 que co-expresaba YFP'::FIbB y
YFPC::FIbE. En los casos en los que solo se expresaba una de las dos quimeras no se
observo fluorescencia alguna (no mostrado). En cambio, la co-expresiéon de YFP™::FIbB
y YFP::FIbE resulto en la reconstruccion de la sefial YFP en la punta de la hifa (Fig
R2.7), coincidiendo esta localizacion apical con la que se observo en la cepa
doblemente etiquetada (Fig R1.5) y demostrando asi la proximidad fisica entre FIbB y

FIbE en el apice de la célula fungica.

YFPN::F1bB, YFPC::FIbE

Fig R2.7. Analisis de Complementacion de Fluorescencia Bimolecular o BiFC de FIbB y FIbE. En la
cepa que co-expresaba YFP"::FIbB y YFPC::FIbE fue detectada fluorescencia en la punta de la hifa

(puntas de flecha). Barra de escala =10 um
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2.5. La localizacion apical de FIDE y FIbB es dependiente del

citoesqueleto de actina

Los anteriores experimentos de epifluorescencia por microscopia
suscitaron la cuestion de si la localizacion de FIbE y FIbB en el 4pice de la hifa podria
ser dependiente del los citoesqueletos formados por los dimeros de tubulina,

microtubulos, o los filamentos de actina, F-actina.

Para alterar la organizacion de estos citoesqueletos se utilizaron los
compuestos desestabilizantes: benomilo para los microtiibulos y latrunculina B para los
cables de actina, siguiendo los protocolos descritos en Materiales y Métodos 8.1. La
adicion de benomilo a una concentracién final de 3 mg ml' apenas afecto a la
localizacion apical de FIbE o de FIbB tras 5 min de incubacién en presencia del
desestabilizante, aunque la morfologia de la punta mostraba el efecto de Ia
desestructuracion de microtibulos al curvarse y perderse el crecimiento polarizado con
el consiguiente abultamiento en la hifa (Fig R2.8B). En cambio, la adicién de
latrunculina B, a una concentracion final 100 uM, causo6 a los 5 min la deslocalizacion
tanto de FIbB como de FIbE (Fig R2.8C). Este efecto pudo ser revertido tras 5 min de
incubacion del micelio en MMA libre del desestabilizante (no mostrado). Estos
resultados indicaron claramente que la localizacion apical de ambas proteinas requiere
del citoesqueleto de F-actina y que la polarizacién de FIbB/FIbE debe ser importante
para la célula dado que es rapidamente recuperada al reensamblarse el citoesqueleto de
actina. Este proceso y el mantenimiento de la polarizacién del heterocomplejo es
energia dependiente dado que ambas proteinas pierden su localizacién en medio con

azida sddica y fluoruro sodico (15mM para cada producto y tras 5 min; no mostrado).
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Fig R2.8. Efectos de las drogas desestabilizantes del citoesqueleto en la localizacién de FIbB y FIbE.
A) Medio control sin ningiin componente afiadido.
B) En presencia de 3 mg ml” de benomilo.

C) En presencia de 100 uM de latrunculina B.

2.6. fIbE se expresa a lo largo de todo el ciclo vital

La presencia en la célula de las proteinas FIbB y FIbE desde el momento
de germinacion y a lo largo del crecimiento vegetativo contrastan con una funcion
exclusiva en la induccién del proceso morfogenético de la conidiacion. Este hecho nos
llevé a analizar el patron de expresion de los genes fIb a lo largo del ciclo de vida de A.
nidulans. La expresion fue analizada tanto durante la fase de crecimiento vegetativo
como durante la de reproduccion sexual y asexual en una cepa silvestre y para ello se
realizaron experimentos de Northern blot. La hipotética interdependencia entre las dos
proteinas descrita a nivel de proteina, también fue analizada a nivel transcripcional,

observando niveles de expresion de los genes fIDE y fIbB en el fondo nulo del otro.
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El ARN total de una cepa silvestre fue extraido en condiciones de
crecimiento vegetativo o induccion de desarrollo sexual o asexual (protocolo detallado
en el apartado de Materiales y Métodos 2). Para poder realizar este experimento e
inducir el ciclo sexual se utilizd una cepa con un alelo veA silvestre (ver Introduccion
general). El perfil de expresion de fIbE en las condiciones analizadas muestra que estd
presente en todos los estadios del ciclo de vida (Fig R2.9). Hitos como la activacion
transcripcional de br/4 que marca el inicio de la formacion de esporas no altera el perfil
de expresion de fIbE. Incluso los niveles de expresion de fIbE son detectables durante el

ciclo sexual.

En contraste con el perfil de expresion de fIbE, la expresion de fIbB tras
ser detectada durante el crecimiento vegetativo y las primeras fases del desarrollo
asexual, sufri6 una disminucion tras la activacion de bri4 (Fig R2.9). Durante el ciclo

sexual no se observé expresion de fIbB.

Veg Asexual Sexual

Fig R2.9. Expresion de ARN mensajero de fIbE, fIbB y briA durante el ciclo de vida de una cepa
silvestre ve4A+ (WIN126). Los nuimeros indican las horas de incubacion en medio liquido,
correspondiente a crecimiento vegetativo (Veg) o bajo condiciones de inducciéon de desarrollo

Asexual o Sexual (ver Materiales y Métodos).

De forma similar se realizaron los andlisis de expresion de fIbB y fIbE en
el fondo nulo del otro gen. Dado que solo se explord el ciclo de crecimiento vegetativo
y reproductivo asexual, se utilizaron las cepas que portaban el alelo ve4 1. Los estudios

determinaron que la expresion de fIbE no se veia significativamente alterada en un
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fondo nulo de fIbB (Fig R2.10), como ya sugeria el analisis de Western blot (Fig R2.6B,
lineas 2 y 5). Sin embargo, a pesar de que FIbE no es estrictamente necesario para la
expresion de fIbB, se observaron niveles de transcripcion de fIbB més bajos en el fondo
AfIbE (Fig R2.10). Anteriormente se ha descrito (apartado 2.3 de este capitulo) como en
un fondo nulo de fIbE los niveles de proteina FIbB eran mas bajos en comparacion con
una cepa silvestre (Fig R2.6B, lineas 6 y 7). La alteracion de expresion de fIbB podria

explicar estos cambios a nivel proteico.

Es preciso mencionar que utilizamos los niveles de expresion del gen de
la actina (acnA) a modo de control de carga conjuntamente con la imagen de tincidon con
bromuro de etidio de los rRNAs. Se observo que los niveles de expresion de acnAd
variaban a lo largo del ciclo de vida, pero que para cada estadio los niveles de expresion

son comparables en las diferentes cepas.

WT AflbB AfIBE
0 6 12 24 48 0 6 12 24 48 0 6 12 24 48

IbE |

ool GNeEN

g e i
wd WL RRRE RPN

« JEERESEEERRRRES

Fig R2.10. Expresion de ARN mensajero de fIbE, fIbB, brlA y acnA (actina, control de carga) en

diferentes tiempo durante el crecimiento vegetativo (0) o desarrollo asexual (6, 12, 24, 48 horas), en
las cepas mutantes nulas de fIbE y fIbB en comparacion con una cepa silvestre (WT; TN02A3). La
expresion de acnA varia a lo largo del ciclo de vida, pero experimentos con diferentes cepas

muestran niveles de expresion comparables para cada estadio.

Las expresiones de fIbE y fIbB en cepas que portaban el alelo veA
silvestre o el alelo ve4l mostraban patrones comparables, por lo que se concluy6 que
las expresiones de fIbE y fIbB no se encuentran bajo el control del regulador de la luz

VeA (Fig R2.9 y R2.10, respectivamente; ver Introduccion general).
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En resumen, estos resultados indican que fIbE es expresado a niveles
relativamente constantes durante el ciclo de vida y que este patron es independiente de

la expresion de fIbB, el cual disminuye tras la induccion de briA.

Tras observar el efecto que causa la ausencia de estos factores, se analizd
la sobreexpresion de fIbE y fIbB con el objeto de observar su efecto sobre el fenotipo y
poder actualizar asi el modelo de la ruta de induccidon. Se generaron cepas que
expresaran fIbE bajo el promotor inducible alcA, con los cuales se analiz6 el fenotipo de
sobreexpresion de fIDE en fondos silvestre, AfIbE y AflbB. Ademas, se genero la cepa de

sobreexpresion de fIbB en un fondo AfIbE y su fenotipo fue también evaluado.

Las cepas de sobreexpresion de fIbE en un fondo silvestre o un fondo
AfIbE mostraron un fenotipo conidiante similar a una cepa silvestre. En cambio la
sobreexpresion de fIbE no pudo suprimir el fenotipo aconidial impuesto por AflbB,
observando idéntico resultado cuando se realizé el experimento contrario y fIbB fue
sobreexpresado en un fondo AfIPE (Fig R2.11). Esto situaria a ambos factores en el
mismo nivel funcional como factores de induccion temprana o UDA, en linea con los
experimentos anteriores. Por lo tanto, la posibilidad mas razonable es que FIbB y FIbE
actian al mismo nivel en la ruta de seflalizacidén de los UDAs, inmediatamente antes del

factor de transcripcion BrlA.

T alcA(p) Warm@; fIbE  AfIE alcA(p) ARBE alcAQp)::ibE ME alcA(p):fbB AfbE alcA(p)  AfTbB aleA(p)::fIbE

0990 ®ee
EECIECIO0

Fig R2.11. Experimentos de sobreexpresion de fIbE y fIbB en diferentes fondos genéticos. La

MMG

MMT + 5Y

sobreexpresion de fIbE no afecta al fenotipo conidiante de una cepa silvestre (WT). Cepas
cultivadas durante 72 horas en MMA mas glucosa (MMG; medio no inductor) y MMA mas
treonina y extracto de levadura (MMT + 5Y; medio inductor del promotor alcA con 5 g I de

extracto de levadura. Barra de escala=1 cm.
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3. Discusion

Durante el trabajo presentado en este capitulo se caracteriz6 la relacion entre los
miembros de la ruta de regulacion temprana FIbB (Etxebeste et al, 2008) y FIbE,
destacando la interaccion entre ambos en la punta de la hifa. Anteriormente, la
localizacion apical de FIbB nos llevé a proponer que este factor podria ser parte de un
complejo sefializador de conidiacion que colocaliza con la maquinaria de crecimiento
polar en la punta de la hifa (Etxebeste et al., 2008, Taheri-Talesh et al., 2008). En este
capitulo se ha precisado mas sobre la interdependencia funcional entre FIbE y FIbB, y

se han aportado nuevas evidencias que apoyan la hipotesis de un complejo apical.

Los andlisis epistaticos que se realizaron en trabajos previos situaron a f/bE en la
misma ruta que fIbB y fIbD (Wieser et al., 1994). Los ensayos de sobreexpresion que se
realizaron sugirieron que FIbE actuaba en primer lugar en la secuencia FIbE — FIbD —
FIbB (Wieser & Adams, 1995). En trabajos posteriores FIbE fue descrito como una
proteina con dominios desconocidos y con un papel represor sobre sfgd o de los

hipotéticos genes SAR (SfgA-Activated Repressors of conidiation; (Seo et al., 2006)).

Durante esta caracterizacion de FIbE se han obtenido evidencias que confirman
la interdependencia funcional entre FIbB y FIbE. Los fenotipos indistinguibles de los
mutantes de ambos genes bajo todas las condiciones probadas, asi como el bloqueo de
la sintesis de un mismo factor sefializador difusible necesario para la conidiacion y que
actua aguas abajo del factor dependiente de FluG apoyan atin mas la hipotesis. Ademas,
la sobreexpresion de fIbB no puede suprimir el fenotipo aconidial de AfIbE o viceversa.
Estos resultados indican que ambos factores actian en el mismo paso y son
interdependientes. La colocalizacion en la punta de la hifa presentada en el capitulo
anterior, la dependencia de FIbB tanto en localizacion como en estabilidad de una
correcta expresion de FIbE y las evidencias de una interaccion fisica afiaden pruebas

adicionales de que ambos factores son parte de un complejo funcional.

A pesar de su probada relacion con FIbB, la funciéon de FIbE no ha podido ser
determinada con precision, aunque el hecho de que la delecion de FIbE de lugar a una
deslocalizacion y degradacion parcial de FIbB sugiere que una de las posibles funciones
de FIbE puede ser asegurar adecuadamente la localizacion y la funcion de FIbB en o
cerca del Spitzenkorper. Los datos también podrian apoyar la hipdtesis de que FIbB

podria ser transportado desde la punta de la hifa al niicleo mas apical. Cuando no puede
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localizar correctamente en el apice, no podria ser transportado al nucleo y ello evitaria
su funcidon reguladora. Esto explicaria la anteriormente sefialada coincidencia en los
fenotipos de los mutantes nulos de ambos factores. Cabe destacar que no se detectd
fluorescencia alguna de FIbB o FIbE en el fondo nulo del otro, ni siquiera a lo largo de
la hifa en direccion al la punta. Estos resultados podrian sugerir que ambas proteinas se
sintetizan en el 4pice, siendo transportadas en forma de ARN mensajero e interaccionan

directamente en la punta para una correcta localizacion.

Los estudios con latrunculina B muestran una dependencia sobre el citoesqueleto
de actina para la correcta localizacion de ambos factores, la cual deberia ser aclarada en
futuros trabajos. A este respecto, es interesante observar que la mutacion A131V causa
el efecto de deslocalizacion. Esto se podria considerar como una evidencia preliminar a
favor de que la region B de la proteina (Fig R2.2) ejerce un papel en la localizacion
apical dependiente de actina. Por otro lado, la mutacion S120P, que se encuentra en la
region del “linkerO podria interferir con la organizaciéon espacial de las regiones
conservadas A y B en la proteina, o prevenir la interaccidon con otro factor implicado en
el supuesto complejo. La posible dependencia de la localizacion de FIbB respecto a los

dominios A o B de FIbE (Fig R2.2) también requiere trabajos futuros mas detallados.

La presencia de FIbB en la punta de la hifa podria corresponder a una forma
especifica de la proteina, la cual, tras modificaciones relacionadas con la percepcion de
estimulos externos, podria ser relocalizada en el nucleo en una nueva forma que
promoviese un nuevo programa morfogenético. La forma truncada de FIbB que se
muestra en la Fig R2.6B indicaria que la proteina estd dividida en por lo menos dos
fragmentos, uno que probablemente lleva el dominio de uniéon de ADN en la mitad N-
terminal de la proteina, y otro con la forma truncada observada, que contendria la mitad
C-terminal. Un examen mas detallado de las modificaciones post-traduccionales que
ocurren en FIbB en relacion a su distribucion celular y dindmica podria aclarar su
relacién con otras funciones de los UDA. La perspectiva que emerge de las pruebas
presentadas es coherente con el control de un proceso que implica el cese del
crecimiento apical, y el cambio a programas morfogenéticas que implican

necesariamente cambios de expresion génica a nivel nuclear.

Dadas las implicaciones de los resultados obtenidos, la existencia de un supuesto

complejo en la punta de la hifa que ejerce control sobre la activaciéon de un programa
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morforgenético alternativo sale reforzada. Asi, aparece una nueva perspectiva sobre el
Spitzenkérper, no actuando unicamente como centro de reparto de vesiculas requerido
para el crecimiento (Bartnicki-Garcia et al., 1995), sino también como centro que
integra sefiales ambientales y enddgenas, y coordina las maquinarias requeridas para la

activacion o represion de diferentes programas morfogenéticos.
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INTERRELACION ENTRE LOS FACTORES DE REGULACION TEMPRANA Y LA RUTA
CENTRAL DEL DESARROLLO

1. Introduccion

Los factores de induccién temprana o UDAs regulan los procesos tempranos
relacionados con la generacién del conidiéfono y participan en la activacion y/o
modulacion de la ruta central de conidiacion (Seo ef al., 2006). Los trabajos presentados
en capitulos anteriores indican que FIbE y el factor de transcripcion tipo bZip FIbB
participan de forma interdependiente en un complejo apical (trabajo recogido en (Garzia
et al., 2009)). FIbC y FIbD también son supuestos factores de transcripcion tipo dedos
de zinc clasicos C;H; y cMyb, respectivamente (Wieser et al., 1994, Wieser & Adams,
1995, Yu et al., 2006). Los trabajos de epistasia y sobreexpresion que se realizaron con
anterioridad (Wieser & Adams, 1995) sugirieron un posible orden de funciones FIbE —
FIbD — FIbB, con FIbC siguiendo una ruta paralela, y todos ellos se consideraron

candidatos a regular directamente la expresion de brl4 (Yu et al., 20006).

La co-localizacion nuclear durante el crecimiento vegetativo de FIbB, FIbD y
FIbC mostrada en el capitulo sobre la localizacién de los UDAs de esta tesis (Pag 65)
reforzo la idea de que los tres factores de transcripcion podrian ejercer un papel en la
activacion del gen maestro br/iA. Se propusieron dos posibles modelos de regulatorios
de briA. En el primero, cada uno de los factores transcripcionales Flb actuaria de forma
independiente entre si modulando de forma conjunta la expresion de br/i4A. Dado que
cada factor tiene mddulos de union a ADN diferentes, era previsible que reconocieran
secuencias diferentes en el promotor de br/4. El segundo modelo contemplaba un efecto
combinado pero interdependiente en el que la unioén y/o reconocimiento de cada una de
las dianas en el promotor de briA4 fuera consecuencia del efecto coordinado entre FIbB,
FIbD y FIbC. En este capitulo se tratara de establecer cual de los dos modelos es el mas

probable para la regulacion del gen maestro de la conidiacion briA.
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2. Resultados

2.1. Evidencias de una cascada de sefializacion no lineal en el desarrollo

asexual

Debido a que trabajos previos habian sugerido que FIbD y FIbB podrian
actuar en una misma ruta de activacion de bri4, y tras los resultados obtenidos sobre
FIbB en esta tesis, nos propusimos el estudiar en profundidad el papel que ejerce FIbD

en la ruta de induccion temprana de conidiacion.

Para cumplir este objetivo, en primer lugar se generé el mutante nulo
AfIbD y se realiz6 una caracterizacion fenotipica de esta cepa en paralelo con una cepa
silvestre, una cepa AfIbB y el doble mutante de ambos, de forma similar a la que se
realizo en el capitulo anterior con AfIDE (apartado 2.2 del capitulo anterior (Pag 79) y
Materiales y Métodos 2). Asi, en un medio minimo sintético (MMA) los mutantes
simples AfIbB y AfIbD produjeron colonias fluffies (Fig R3.1A), con una produccion de
esporas tres ordenes de magnitud mas baja que la cepa parental silvestre (3,5 x 10°
esporas por cm’ la cepa silvestre y 7 x 10’ esporas/cm® 6 8 x 10° esporas/cm® los
mutantes AflIbB y AfIbD, respectivamente; Fig R3.1B). Este fenotipo aconidial es
caracteristico de los mutantes f/b como ya se ha visto también en el caso de AfIbE
(apartado 2.2 del capitulo anterior; Pag 79). Bajo condiciones de estrés, como por
ejemplo la reduccion de la fuente de carbono (80% menos de glucosa), se observaron
bajos niveles de conidiacion en las tres cepas mutantes (Fig R3.1), siendo la cantidad de
esporas un orden de magnitud mas baja que en la cepa silvestre. Sin embargo, esta
respuesta de conidiacion no fue observada en condiciones equivalentes de reduccion
(80%) en la cantidad de fuente de nitrégeno (Fig R3.1). Finalmente, bajo condiciones de
estrés osmético (0,6 M KCI) o salino (0,5 M Na,H,PO.), la cepa AfIbD mostrd un
fenotipo similar al ya descrito para AflbB y AfIbE (apartado 2.2 del capitulo anterior;

Pag 79), con escasa conidiacion sobre una colonia principalmente aconidial.

La cepa mutante doble nula, en cambio, mostr6 un fenotipo aconidial
aditivo (Fig R3.1). Esta ultima caracteristica no se corresponde con la supuesta ruta
lineal en la que participarian FIbD y FIbB, y fue interpretada como una indicacion de

que el modo de accién de estos factores podria ser interdependiente (no lineal).

98



INTERRELACION ENTRE LOS FACTORES DE REGULACION TEMPRANA Y LA RUTA

A Control Estrés osmotico  Estrés salino

wT
TN02A43

CENTRAL DEL DESARROLLO
Ba|'a Gluc. Ba|'0 Nitrol.

AfIbB

AfIbD

AfIbB
AfIbD

™ AflbB " AflbD ™ AflbB AflbD

9 -

‘! I

6

ol 1

4 4

;] I

14

N | - I I

Control Baja Gluc. Bajo Nitrog. Estrés osmotico Estrés salino

Esporas/cm = (millones)

Fig R3.1. Caracterizacién del mutante nulo f/bD en medio sélido y comparacién con el mutante
nulo de fIbB.

A) Morfologia de las colonias de las cepas silvestre (WT; TN02A3), AfIbB (BD177), AfibD (BD197)
y doble nulo AfIbB AflIbD (BD274) cultivadas en medios sélidos; MMA, MMA con 0.4% glucosa,
MMA con 14 mM sodio nitrato, MMA con 0.6 M KCl y MMA con 0.5 M fosfatos (NaH2PO4; ver
Materiales y Métodos). La fotografias estin tomadas tras 72 horas de cultivo. Barra de escala =1
cm.

B) Cantidad de esporas en millones por cm® producidas por cada cepa bajo las condiciones de
cultivo descritas. El nimero de esporas de una cepa silvestre (WT) se encontraba entre 25 (control)
y 100 (estrés salino) millones, y no se muestran debido a las grades diferencias en el rango en
comparacion con las demas cepas. Las barras de error indican la desviaciéon estindar de un minimo

de tres réplicas.
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2.2. fIbD y fIbB muestran patrones de expresion similares a lo largo del

ciclo de vida

Con el objeto de establecer posibles relaciones en los perfiles de
expresion entre los factores FIbB y FIbD, analizamos la expresion de fIbD en diferentes
etapas de desarrollo y se compard con el perfil descrito previamente para fIbB (Fig
R2.8; (Etxebeste et al., 2008)). Para ello se realizaron experimentos de Northern blot
utilizando ARN total extraido de una cepa silvestre, de forma similar a la realizada para

el estudio de expresion de fIbB y fIbE (Pag 89).

Se observo que los patrones transcripcionales de fIbD y fIbB en las etapas
del desarrollo estudiadas eran similares. El transcrito de fIbD estaba presente durante el
crecimiento vegetativo y en las fases tempranas del desarrollo asexual, precediendo a la
activacion transcripcional de br/4. Posteriormente se observo una notable reduccion de
la expresion de fIbD (Fig R3.2). Al igual que en el caso de fIbB, no se detectd expresion
de fIbD durante el desarrollo sexual (Fig R3.2; Fig R2.8).

»

Veg Asexual Sexual

12 18 24 6 12 24 48 24 48 72 96

rRNA

Fig R3.2. Expresion de fIbD durante el ciclo de vida de una cepa silvestre en fondo genético VeA+.
Los nimeros indican las horas de incubacion en medio liquido con glucosa, correspondiente a
crecimiento vegetativo (Veg) o bajo condiciones de induccién de desarrollo Asexual o Sexual (ver

Materiales y Métodos).

2.3. El complejo apical FIbB/E es necesario para la correcta expresion

de f1bD

Los experimentos de epistasia y sobreexpresion situaban a los productos
FIbE, FIbD y FIbB en la misma ruta y en ese orden, por lo que FIbD podria actuar como
un regulador transcripcional de fIbB (Wieser & Adams, 1995). Para corroborar este

modelo regulatorio con las nuevas herramientas genéticas y moleculares generadas aqui
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se analizo la relacion existente entre FIbD y el complejo FIbB/E utilizando métodos

transcripcionales y estudios de localizacion y expresion de proteina.

Se realizaron experimentos de Northern blot en los que se analiz6 la
expresion de fIbD en ausencia del complejo apical y la expresion de fIbB en una cepa
AfIbD. También se analizo la expresion de ambos genes en ausencia de FluG, activador
que se encuentra aguas arriba en la ruta de induccion (ver Introduccién general). Para
realizar los experimentos de localizacion y andlisis de niveles de proteina se generaron
cepas que expresaban la quimera FIbD::CR en fondos AfIbB (BD254) y AfIbE (BD257)
y se etiquetaron con GFP las proteinas FIbB y FIbE en una cepa AfIbD. Los ensayos de
microscopia y Western blot se realizaron siguiendo los protocolos descritos en la

seccion de Materiales y Métodos (M&M6 y M&MS).

Se observo que los niveles transcripcionales de los factores fIb estudiados
no estaban afectados por la ausencia del factor fluG (Fig R3.3B). Sin embargo, los
niveles de transcrito de fIbD estaban considerablemente reducidos en las cepas AflIbB y
AfIbE (Fig R3.3A y C). Estos bajos niveles tuvieron un efecto directo sobre la cantidad
de proteina FIbD detectada en ensayos de Western blot sobre la proteina FlbD
etiquetada con una proteina fluorescente que no pudo ser visualizada en aquellas cepas

carentes del complejo FIbB/E (Fig R3.3D).

El perfil transcripcional de fIbB no se veia alterado en un fondo AfIbD,
mostrando que FIbD no era requerido para la expresion de fIbB (Fig R3.3B), aunque se
pudieron observar niveles de expresion mas bajos durante las primeras fases de
desarrollo asexual (6 h después de la induccion del desarrollo del conidi6foro). En
consecuencia, los niveles de proteina de FIbB y FIbE en hifas vegetativas de la cepa
AfIbD se consideraron comparables con los encontrados en una cepa silvestre (Fig
R3.4A), y las localizaciones de ambas proteinas (Fig R3.4B), FIbB (nuclear y apical) y

FIbE (apical) no se vieron afectadas.
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Fig R3.3. Relacién entre niveles de transcripcion y traduccion entre FIbD y el complejo FIbB/E.

A) y B) Niveles de expresion de ARN mensajeros a diferentes tiempos durante el crecimiento
vegetativo (0) o desarrollo asexual (6, 12, 24 y 48) en diferentes mutantes nulos en comparacién con
una cepa silvestre (WT).

C) Anilisis de Western blot utilizando anticuerpos primarios anti-mRFP o anti-actina.

D) Localizacién intracelular de FIbD en mutantes nulos de fIbB y fIbE (cepas BD254 y BD257). Se
muestra la localizacion intracelular de FIbD en una cepa silvestre (BD250). Barra de escala = 10

pm
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Se realizaron experimentos de pull-down para verificar la formacion del
complejo apical y su estabilidad en ausencia de FIbD. Para cumplir dicho objetivo se
expreso en E. coli la proteina de fusion GST::FIbB generada previamente y se estudio in
vitro su capacidad de co-precipitar la proteina FIbE::GFP expresada en A. nidulans
(protocolo detallado en Materiales y Métodos 6.3). Utilizando diferentes cepas que
expresaban FIbE::GFP pudimos analizar la formaciéon del complejo en una cepa

silvestre, una cepa AfIbD y en las cepas mutantes FIbE102 y FIbE103.

En estos experimentos se demostré que la proteina GST::FIbB tenia la
capacidad de co-precipitar la proteina FIbE::GFP endogena (Fig R3.4C, lineas 1y 2). Al
mismo tiempo se ratifico que la formacion del complejo FIbB/E no dependia de la
ausencia de FIbD, dado que GST::FIbB seguia interaccionando con FIbE::GFP (Fig
R3.4C, lineas 7 y 8) en el fondo AfIbD, tal como indicaba el hecho de que la
localizacion de las quimeras fluorescentes FIbB y FIbE no se veian modificadas (Fig

R3.4B).

Por otro lado, se observo que las mutaciones FIbE102 y FIbE103 (Tabla
R2.1), que daban como resultado una deslocalizacion de FIbE de la punta de la hifa (Fig
R2.5), interrumpian la interaccion in vitro de esta proteina con FIbB (Fig R3.4C lineas
3-6). Estos ultimos resultados aportaron mas datos a cerca de las posibles funciones de
las regiones de FIbE afectadas por dichas mutaciones. Al igual que en los experimentos
de Western blot, en los experimentos de pull-down también se utiliz6 la actina como
control de carga y como control negativo de la coprecipitacion el extracto proteico de

una cepa silvestre que expresaba FIbE sin etiquetar (TN02A3).
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Fig R3.4. Relacion proteica entre FIbD y el complejo FIbB/E.

A) Analisis de Western blot utilizando anticuerpos primarios anti-GFP o anti-actina.

B) Localizacion intracelular de FIbB y FIbE en un mutante nulo AfIbD (cepa BD209 y BD208).
Barra de escala =10 um

C) FIbE interacciona especificamente con FIbB en ensayos de pull-down. La proteina GST::FIbB
purificada fue incubada con el extracto proteico de cada una de las siguientes cepas, mostrando
para cada una de ellas la carga (input) y el ensayo pull-down, respectivamente: lineas 1-2, fIbE100
(FIbE::GFP); lineas 3-4, flbE102; lineas 5-6, flbE103; lineas 7-8, BD205 (AfIbD FIbE::GFP); lineas
9-10, TN02A3 (WT, control). En los casos de los mutantes en fIbE se cargo el doble de cantidad de
extracto de proteinas con el objetivo de verificar si no ocurria la interaccion con FIbB o si esta

debilitada.

2.4. El factor de transcripcion FIbB se une al promotor de flbD in vivo

Dado que la expresion de fIbD es dependiente de FIbB (Fig R3.3A), se
considerd la hipodtesis de que FIbB realizase su funcion uniéndose directamente al
promotor del gen fIbD. Resultados previos obtenidos en ensayos de movilidad
electroforética (EMSA), mostraron que la proteina de fusion GST::FlbByzip, que
consistia en el dominio tipo bZip de FIbB desde amino &cido K67 al N140 fusionado al
epitopo GST, expresada y purificada de E. coli era capaz de unirse a fragmentos de

ADN con secuencias que contenian dianas de union especificas descritas para factores

tipo bZip (dianas PLD (5’-TTACGTAA) y AP-1 (5’-TTAGTCA);(Etxebeste et al.,
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2009a)). El analisis de la region promotora de fIbD (2kb aguas arriba desde el ATG
inicial) identifico dos posibles dianas de unién de FIbB, en las posiciones que
comprendian desde los nucledtidos -499 a -493 (TCAATAA) y desde -717 a -711
(TCAGTAT) (Fig R3.5A) respecto al sitio de iniciacion de la traduccion.
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Fig R3.5. Union de FIbB a regiones promotoras de fIbD.

A) Busquedas de secuencias de ADN consensos para factores de transcripcién tipo bZip. Se
sugirieron dos posibles dianas para FIbB en el promotor de fIbD (secuencias en negrita y
subrayado) en los fragmentos denominados AB y CD. El diagrama indica las posiciones relativas de
las dianas y los fragmentos estudiados. Las coordenadas se indican tomando como referencia
(posicion +1) la A del codén inicial.

B) y C) Geles de movilidad (EMSA) utilizando por cada reaccion 250ng de proteina de fusiéon
GST::FIbByz;, y 0,3 ng de sondas marcadas radiactivamente. Todos los competidores fueron
afiadidos como sondas no radiactivas y en exceso, unas 500 veces mas (~150 ng) que la sonda
marcada. AP1 y PLD contienen dianas de unién especificas para factores tipo bZip; cMyb contiene
diana de union especifica para factores cMyb; CDRE-5 contiene diana de unién especifica para el
factor de transcripcion CrzA (tipo dedos de zinc); y ipnA2 contiene diana de unién especifica para

el factor de transcripcion PacC (tipo dedos de zinc).
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Se realizaron experimentos tipo EMSA (Materiales y Métodos 7)
utilizando como sonda fragmentos de ADN del promotor de fIbD que contenian las
dianas putativas (fragmentos AB y CD, Fig R3.5A; Materiales y Métodos 7.1) y se
observd que la proteina GST::FIbByzi, era capaz de unirse a estos fragmentos del
promotor. La especificidad de la union entre la proteina GST::FIbByz;, y los fragmentos
de promotor fue verificada realizando experimentos en los que se competia dicha union
con fragmentos de ADN que contenian dianas de unidn especificas descritas para otros
factores de transcripcion (por ejemplo, para factores de transcripcion tipo bZip (AP1 y

PLD) Fig R3.5B y C).

Con el objeto de confirmar in vivo los resultados de ensayos tipo EMSA
obtenidos in vitro, se realizaron analisis por Inmunoprecipitacion de Cromatina
(Chromatin Immunoprecipitation o ChIP). En los ensayos ChIP se analiz6 la union in
vivo de la proteina etiquetada FIbB::GFP a los fragmentos AB, CD y EF del promotor
de fIbD (Fig R3.5A). Se evalu6 el enriquecimiento de la fraccion precipitada en el
fragmento del promotor estudiado, comparando muestras precipitadas con o sin
anticuerpos especificos (anti-GFP). La cantidad de fragmento del promotor precipitado
se evalu6 mediante amplificacién por PCR utilizando cebadores especificos (Materiales
y Métodos 7.2). Se utilizaron cebadores del promotor del gen gabA como control
negativo, puesto que no contiene dianas de FIbB y por lo tanto no deberia unir a dicho

promotor.

Las ChIP confirmaron que FIbB se unia especificamente a los fragmentos
AB y CD en el promotor de fIbD puesto que los productos de PCR estaban enriquecidos
(Fig R3.6) y no se detectd unidon al fragmento EF (Fig R3.5A) o al procedente del
promotor de gabA4 (Fig R3.6), fragmentos estos que carecen de sitios de unién consenso
para FIbB. El conjunto de los resultados aportaron pruebas so6lidas sobre el papel de

FIbB en la induccion de la expresion de fIbD.
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Fig R3.6. Ensayo de ChIP utilizando el anticuerpo anti-GFP directamente contra el FIbB
etiquetado con GFP. E1 ADN inmunoprecipitado fue amplificado con oligonucleétidos especificos
para el promotor de fIbD. Un fragmento del promotor del gen gabA fue utilizado como control
negativo. La grafica muestra cantidades relativas de ADN precipitado en comparaciéon con el
control simulado (sin anticuerpo). Las barras de error indican la desviacion estindar de

experimentos realizados por triplicado. Los productos de PCR se representan en un gel de agarosa.

2.5. FIbD y FIbB se requieren mutuamente para la activacion de brlA

Vistos los resultados anteriores, valoramos la posibilidad de que pudiera
existir un mecanismo segun el cual FIbB regularia la expresion de fIbD, y por tanto, la
activacion directa de bri4 seria dependiente de FIbD. De esta manera, y de acuerdo con
evidencias anteriores que mostraban la capacidad de esporular en medio liquido de una
cepa que sobreexpresaba fIbD (Wieser & Adams, 1995), esta sobreexpresion deberia
también suprimir el fenotipo aconidial de AfIbB, promoviendo asi el desarrollo del
conidioforo. En cambio, ni la sobreexpresion de fIbD en el mutante AfIbB, ni la de fIbB
en el fondo AfIbD fue suficiente para suprimir el fenotipo aconidial causado por la
ausencia del otro gen (Fig R3.7). Por ello el modelo regulatorio basado en una ruta
lineal fue rechazado. Habiendo quedado demostrado que ambas proteinas son necesarias
simultdineamente postulamos una accioén concertada de ambos factores de transcripcion

en la regulacion de briA.
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Fig R3.7. Experimentos de sobreexpresion de fIbB y fIbD en diferentes fondos genéticos. Las cepas
fueron cultivadas bajo condiciones no inductoras para el promotor alcA, MMA mas glucosa
(MMA); y bajo condiciones inductoras del promotor alcA, MMA mas treonina y extracto de
levadura (MMT + 5Y). Este altimo contenia 100mM L-treonina como inductor y 5g I"! de extracto
de levadura para facilitar el crecimiento. La sobreexpresion fue verificada mediante Northern blot
(no mostrado). Las fotografias muestran colonias tras 72h de incubacion a 37 °C. Barra de escala =

1cm.

2.6. FIbD es un factor de transcripcion del tipo cMyb

La comparacion de la region correspondiente a los primeros 108 residuos
conservados de FIbD y dominios similares en otros factores eucaridticos indicaba la
presencia de un dominio de unién a ADN tipo cMyb. Estos factores de transcripcion
suelen estar compuestos de dos o tres repeticiones de un motivo compuesto por dos o-
hélices dispuestas perpendicularmente en el espacio. En este dominio las cadenas
laterales de ciertos residuos situados en la segunda o-hélice de cada repeticion son las
responsables de unir a las bases del ADN, mientras que la primera cumple una funcion
estructural, permitiendo la introduccién de la segunda a-hélice en el surco mayor del

ADN. En el caso de FIbD, la region descrita contiene dos repeticiones de este tipo (Fig
R3.8A).

Se observdo que los residuos que habian sido descritos en otros
organismos como responsables del contacto directo con el ADN se encontraban
completamente conservados, lo que indujo a verificar su funcionalidad utilizando una

sonda sintética comercial (Santa Cruz Biotechnology), la cual contenia una diana

108



INTERRELACION ENTRE LOS FACTORES DE REGULACION TEMPRANA Y LA RUTA
CENTRAL DEL DESARROLLO

consenso para este tipo de factores de transcripcion (5°-YAACKG-3’; (Biedenkapp et
al., 1988, Ness et al., 1989); Fig R3.8B).
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Fig R3.8. Capacidad de union a ADN del dominio cMyb de FIbD.

A) Representacion esquematica y alineamiento de FIbD con varias proteinas tipo cMyb de acuerdo
con predicciones anteriores (Wieser & Adams, 1995, Tahirov ef al., 2002). El software Genedoc fue
utilizado para realizar el alineamiento de las secuencias (version  2.6.003;
http://www.nrbsc.org/downloads). Abreviaturas: A. nid., Aspergillus nidulans; H. sap., Homo
sapiens; D. mel., Drosophila melanogaster; A. thal., Arabidopsis thaliana. Las proteinas utilizadas
para el alineamiento son: ANID_00279.3, AAAS52032, NP_511170 y AAL01236, respectivamente.
Las puntas de flecha indican los residuos que han sido descritos y que estin implicados en el
contacto directo con el ADN (ver panel B).

B) Modelo de union entre la proteina FIbD y la diana de ADN consenso para los ¢cMyb. La
representacion esquematica muestra los contactos entre bases y amino acidos (Tahirov et al., 2002).
C) Ensayo tipo EMSA mostrando el reconocimiento especifico del dominio ¢Myb sobre la sonda de
ADN consenso (oligonucleétidos GST-FIbD ¢cMyb sense and antisense alineados seglin se muestra
en Materiales y Métodos). Las diferentes cantidades de GST::FIbDyy;, utilizadas se indican en ng.
En los experimentos de competicion los 100 ng de GST::FIbD., + 0,3 ng de sonda fueron
suplementados con 150 ng de fragmentos cMyb, AP1 y PLD. AP1 y PLD contienen dianas de unién
especificas para factores tipo bZip; cMyb contiene diana de unién especifica para factores cMyb.

En el caso de competidor inespecifico poli(dIdC)-(dI-dC) se utilizaron 2 p.g por ensayo.
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Una fusiéon a GST expresando la region entre los residuos M1 y P125 de
FIbD, GST::FIbDcmys, fue generada y utilizada en ensayos tipo EMSA contra la sonda
que contenia la secuencia consenso de cMyb. Los ensayos de EMSA se realizaron de
forma similar a los mostrados anteriormente (apartado 2.4 de este capitulo). En este
caso se utilizaron cantidades crecientes de proteina de fusion y se utilizaron también
competidores para analizar la especificidad de la union. La formacion de complejos de
retardo confirmaron la presencia de un dominio de unién a ADN tipo cMyb en FIbD y
los resultados positivos obtenidos en los experimentos de competencia indicaron la

especificidad de dicha unién (Fig R3.8C).

2.7. FIbB y FIbD unen coordinadamente al promotor de brlA in vivo

Para investigar la posibilidad de que FIbB y FIbD regulasen
conjuntamente la expresion de br/4 se procedié a determinar la presencia de dianas para
ambos factores en el promotor mediante ensayos de union a estas secuencias in vitro e

in vivo.

A pesar de que el promotor de brl4A no contiene secuencias especificas
descritas para bZip (apartado 2.4 de este capitulo; dianas tipo AP-1 o PLD; (Etxebeste
et al., 2009a)) se encontraron dianas putativas de unioén similares a las descritas para
FIbB muy préximas a dos supuestos sitios de union de FIbD. Estas dianas localizan en
la region -1600 a -1900 pb desde el ATG inicial de brlAfy por tanto, en la region -2000
a -2400 del ATG de brida (Fig R3.9A).

Se realizaron ensayos tipo EMSA, utilizando cantidades crecientes de las
quimeras expresadas en bacterias GST::FIbDcwy, (apartado 2.6 de este capitulo) o
GST::FIbByzi, (apartado 2.4 de este capitulo) y utilizando como sonda una mezcla de
fragmentos procedentes de la digestion con diferentes enzimas de restriccion de la
region promotora de brliA (Materiales y Métodos 7.1) que cubrian 3 kilobases aguas
arriba desde el inicio del marco de lectura de briAfS (Fig R3.9B diagrama de la
izquierda). Las diferentes movilidades presentadas por los fragmentos de distinto
tamano del promotor facilitaron el estudio del ensayo. De esta manera se observo union
de ambas proteinas de fusion al fragmento que contenia las dianas y denominado como

fragmento G (Fig R3.9B). Cantidades crecientes de ambas proteinas provocaban una
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mayor cantidad de complejo de retardo con dicho fragmento, mientras que la movilidad

del resto de fragmentos no se veia alterada.
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Fig R3.9. FIbB y FIbD regulan conjuntamente a briA.

A) Posibles sitios de union dentro del fragmento G de FIbD (linea superior) y FIbB (linea inferior).
Las coordenadas se indican desde el ATG inicial de bridc.

B) Experimentos tipo EMSA utilizando una mezcla de fragmentos marcados radiactivamente que
cubrian la region promotora de briA que comprende entre -3030 y -837 desde el codén inicial de
briA. El diagrama de la izquierda muestra la posicién y el tamafio relativo de cada fragmento.
Cantidades crecientes de las proteinas de fusion GST::FlbByz;, y GST::FIbDy, fueron utilizadas
(250, 500 y 100ng). La punta de flecha indica el fragmento G unido por las dos proteinas.

Para valorar el analisis funcional de esta activacion concertada entre
factores de transcripcion tipo bZip y cMyb sobre el promotor de briA4, se llevaron a cabo
experimentos de ChIP, midiendo la capacidad de unioén in vivo de formas etiquetadas de
FIbB y/o FIbD a fragmentos especificos de dicha region promotora. Estos ensayos se

realizaron de forma similar a la expuesta en el apartado 2.4 de este mismo capitulo,
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utilizando en este caso cepas que expresaban FIbB::GFP o FIbD::GFP y cebadores
especificos del fragmento G del promotor de briA. Se observd que tanto FIbB como
FIbD co-precipitaban de forma especifica junto al fragmento del promotor de br/4 en el
cual se encuentran las posibles dianas de union (Fig R3.10). Los ensayos se realizaron a
las 24 h de crecimiento vegetativo, tiempo en el que se empieza a detectar la expresion
de briA (Fig R2.8), y reforzaron la hipotesis de que ambos unian especificamente y por
tanto podrian activar la expresion de brl4. Ademas, la union de FIbB al promotor de
brlA se perdia en una cepa AfIbD (Fig R3.10). Este resultado aclar6 el papel combinado
que ejercen ambos factores de transcripcion en la regulacion de expresion de brid y
sugirio6 la posible interaccion molecular entre ambos. El experimento inverso, en el cual
se analizaria la uniéon de FIbD al promotor de brl4 en una cepa AflbB, no fue posible

debido a que la correcta sintesis de FIbD requiere de la expresion de fIbB (Fig R3.10).
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Fig R3.10. Ensayo de Inmunoprecipitaciéon de Cromatina (ChIP) utilizando el anticuerpo anti-GFP
directamente contra el FIbB o FIbD etiquetados con GFP. EI ADN inmunoprecipitado fue
amplificado con oligonucledtidos especificos para el promotor de bri4. La inmunoprecipitacion del
fragmento G fue analizada conjuntamente con un fragmento del promotor del gen gabA como
control. La grafica muestra cantidades relativas de ADN precipitado en comparacion con el control
simulado (sin anticuerpo). Las barras de error indican la desviacion estandar de experimentos

realizados de forma independiente y por triplicado. Los productos de PCR se representan en un gel

de agarosa.

2.8. La activacion de brlA no reprime la expresion de flbB y flbD

Una vez establecida la activacion concertada de bri4 por FIbB y FIbD, y

considerando que los transcritos de fIbB y flbD desaparecen poco después de esa
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activacion (Fig R2.8; Fig R3.2), analizamos si la caida de la expresion es resultado de
una represion mediada por BrlA. Esta hipdtesis era plausible ya que en las regiones
promotoras de ambos factores se encontraron sitios BRE [Elementos de respuesta a
BrlA o BrlA response elements; (C/A)(G/A)AGGG(G/A); (Chang & Timberlake,
1993)). Se encontrd una posible diana en el promotor de fIbB situado en el nucleétido -
1455 desde el inicio del marco de lectura, y dos posibles dianas en el promotor de fIbD
en los nucleotidos -259 y -440. Para estudiar la regulacion de la transcripcion de fIbB y
fIbD por brl4 se generd una cepa que expresaba a briA, en su forma bridaf, dirigido
por el promotor inducible de la alcohol deshidrogenasa I, alcA(p), permitiendo asi una

expresion independiente de los factores UDA.

Los andlisis de Northern blot de micelios cultivados durante 18 h en
MMA (condiciones represoras) y posteriormente incubados durante diferentes tiempos
tanto en condiciones represoras como de induccion (MMT; MMA + 10 mM treonina)
mostraron niveles de transcripcion similares tanto para flbB como para fIbD en
comparacion con la cepa que contenia niveles endogenos de bri4 (Fig R3.11). Este
resultado indicé que la represion de fIbB y fIbD no dependia exclusivamente de la
accion de BrlA. La implicacion de otros factores en este proceso queda pendiente de

estudio.
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Fig R3.11. Niveles de expresion de fIbB y fIbD en una cepa que sobreexpresa briAaf. E1 ARN total
fue extraido de micelios cultivados bajo las condiciones indicadas arriba. La primera linea,
asignada como 18 h veg., indica el ARN de un micelio cultivado en MMA durante 18 horas, el cual
fue transferido a un medio no inductor fresco, MMA, y a un medio inductor, MMT. Los nimeros

indican las horas transcurridas tras el cambio de medio.

2.9. Primera aproximacion a la accion de FIbC en la regulacion

temprana de la conidiacion

Una vez obtenidas evidencias acerca de la funcion reguladora que
ejercian FIbB y FIbD en la activacion de bri4, se procedid a estudiar a FIbC, que es un
factor de transcripcion tipo dedos de zinc C;H; del que no se habia profundizado en su
funcion en la regulacion de brid, mas alla de las conocidas para todos los UDAs. Para
esclarecer el papel que ejerce este factor en la activacion de la ruta central y su relacion
con los descritos en los apartados previos, se colabord con el grupo del Dr. Jae-Hyuk
Yu, de la Universidad de Wisconsin (EEUU). Los datos mdas relevantes obtenidos

durante esta colaboracion se presentan a continuacion.

Los mutantes de pérdida de funcion de FIbC, siendo su mdaxima
expresion el alelo nulo, muestran un fenotipo fluffy (Fig R3.12A) como los demas

mutantes fIb. Sin embargo, la caracterizacion en mayor detalle de este mutante AfIbC
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permitié determinar que, al contrario de lo que ocurria con los mutantes en fIbB, fIbD o
fIbE, que muestran un fenotipo aconidial, este mutante sufria un retraso en la formaciéon
de los conidi6foros y también una menor produccioén de esporas. Asi, los conidoéforos
eran detectables en la superficie de la colonia tras 5 dias de cultivo sélido. De acuerdo
con este hallazgo al analizar la expresion de bri4 se observé transcripcion de este gen a
partir de 24 horas de la induccion del proceso de desarrollo asexual (Materiales y
Meétodos 2; Fig R3.12C). Esto se interpretd como un primer indicio de que FIbC no
estaba ni funcional ni directamente vinculado a FIbB, FIbD y FIbE.

A  WT(FGSC26) Veg  Asexual Sexual

C 6 12 18 24 6 12 24 48 24 48 72 96 AS

AfIbC (TNJ14) B

JIbC
rRNA

C Tras Induccion
0 6 12 24 36 48 72 96 120

wr

brid

y-actina

Fig R3.12. Anailisis fenotipico y de expresion de fIbC.

A) Fenotipo de las cepas silvestre (WT; FGSC26) y AfIbC cultivadas durante 5 dias en MMA. El
panel de arriba muestra los fenotipos de colonias tras inoculacién central (PI; point inoculation) y
el panel tras inoculacion en césped (DI; developmental induction).

B) Expresion de fIbC durante el ciclo de vida de una cepa silvestre en fondo genético VeA+. Los
nimeros indican las horas de incubacién en medio liquido mas glucosa, correspondiente a
crecimiento vegetativo (Veg) o bajo condiciones de induccién de desarrollo Asexual o Sexual (ver
Materiales y Métodos). Conidias (esporas asexuales) y ascoesporas (esporas sexuales) se muestran
como C y AS, respectivamente.

C) Northern blot analisis de brl4 en una cepa silvestre y una cepa AfIbC durante el desarrollo
asexual. Los nimeros indican las horas transcurridas tras la induccion de la conidiacion. EIl gen y-

actina (Fidel ez al., 1988) fue utilizado como control de carga.
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Siguiendo con la caracterizacion de fIbC, se estudid su expresion
mediante Northern blot durante el ciclo de vida A. nidulans, observando que el ARN
mensajero de fIbC estaba presente en todos los estadios excepto en esporas asexuales
(conidias) o sexuales (ascoesporas) (Fig R3.12B). Como se pudo observar en los
estudios realizados por microscopia sobre la localizacion de FIbC durante el desarrollo
(Fig R1.3; Pag 66), FIbC::GFP se detectd en los nucleos durante todo el proceso de
formacion del conididforo excepto en las conidias. De esta manera se demostrd que los

datos de fluorescencia correspondian con los obtenidos en el analisis de expresion.

Teniendo en cuenta que FIbC es un factor de transcripcion que podria
ejercer un papel en el desarrollo, se estudid la repercusion que podria tener su expresion
en la regulacion de brliA. Se generd una cepa que expresaba fIbC bajo el promotor
inducible alcA(p) (alcA::fIbC) y el andlisis transcripcional mediante Northern blot
reveld que la sobreexpresion de fIbC inducia la activacion del gen maestro briA, al igual
que la del regulador de la ruta central aba4. En cambio, no afectd a la expresion de otro

de los miembros de la ruta central como wetA (Fig R3.13A).

Al mismo tiempo, el estudio del fenotipo de esa misma cepa de
sobreexpresion mostré que, en medio solido, tanto el crecimiento colonial como la
conidiacién estaban inhibidos en condiciones inductoras (no mostrado). Al analizar ese
fenotipo en detalle, experimentos de microscopia en medio liquido inductor (MMA
suplementado con treonina) revelaron la inhibicidon de crecimiento polar, el aumento de
vacuolacion y sobre todo el ensanchamiento de las puntas de las hifas, formando

estructuras parecidas a vesiculas (Fig R3.13B).
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A Noinductor_ Inductor _ B No inductor
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Fig R3.13. A) Analisis de Northern blot de una cepa de sobreexpresion de fIbC. Los niimeros
indican las horas transcurridas tras la transferencia de un micelio cultivado durante 18 horas en
MMA a un medio no inductor (MMA) o inductor (MMT).

B) Caracterizacion del mutante de sobreexpresion de fIbC. Fotografias tomadas tras 12horas desde
la transferencia a un medio no inductor (MMA) o inductor (MMT). Barra de escala =20 pum

C) Ensayo de pull-down proteina-ADN in vitro para la interaccion fisica entre FIbC y las regiones
promotoras de briAB, abaA y wetA, y una region dentro del marco de lectura (ORF) de brid. GST
sola y la region dentro del marco de lectura de briA fueron utilizadas como controles negativos y el
ADN genémico (gDNA) fue utilizado como control positivo para la amplificacién por PCR de cada
region. Los productos de PCR se representan en un gel de agarosa: 1868 pb para bridAg, 1926 pb
para abaA, , 1918 pb para wet4 y 1160 pb para el ORF de brid. Estos fragmentos fueron
posteriormente digeridos mediante enzimas de restriccion para verificar cada uno de los
fragmentos: 1085, 746 y 37 pb (esta banda no se muestra) para briAB (p); 1085 y 841 pb para
abaA(p); 1101 y 817 pb para wetA(p), y 722, 398 y 40 pb (esta banda no se muestra) para ORF de
briA. Los diagramas muestran las secuencias d unién de ADN predichas para FIbC y YPRO13C de

S. cerevisiae.

Los resultados obtenidos en los experimentos de sobreexpresion
sugirieron la posibilidad de que FIbC regulara directamente tanto la expresion de brid
como la expresion de abaA. Con el objeto de verificar esta hipotesis se realizaron
ensayos de pull-down ADN-proteina in vitro. Se generd la proteina de fusion

GST::FIbC y se estudié su capacidad de union in vitro a fragmentos de ADN. Tras
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incubar la proteina de fusién y un fragmento especifico de ADN, se evalud la union
entre ambas mediante la capacidad de amplificar el fragmento de ADN por técnicas de

PCR.

Para verificar nuestra hipodtesis se utilizaron fragmentos cebadores
especificos de los promotores de briAf (fragmento de 1961pb de promotor; (Prade &
Timberlake, 1993)) y abaA (fragmento de 2035 pb; (Mirabito et al., 1989)). También se
utilizaron fragmentos del promotor de wetd (fragmento de 2012 pb; (Marshall &
Timberlake, 1991)) y una regioén dentro del marco de lectura (ORF) de bri4 (1172 pb),
utilizados ambos como controles negativos, ya que de cumplirse la hipétesis, FIbC no

seria capaz de unir ninguno de estos dos fragmentos.

Los resultados de estos ensayos mostraron capacidad de amplificar
fragmentos de los promotores brlAf y abad que fueron co-precipitados con la proteina
GST::FIbC. En cambio las reacciones de PCR sobre los fragmentos correspondientes al
promotor de wet4 y al ORF de briAa no fueron capaces de amplificar tras precipitar
GST::FIbC (Fig R3.13C), demostrando que los fragmentos utilizados como control
negativo no co-precipitaron con la proteina de fusion. Estos resultados indicaron que
FIbC se puede unir directamente a los promotores de brlAf y abaA, pero no al promotor

de wetA y al ORF de briAa, in vitro.

Con el objeto de determinar la secuencia de ADN diana a la que se une
FIbC en promotores, se analizaron tanto los promotores de briAf y abaA, como las
dianas de union del factor de transcripcion tipo dedos de zinc C,H, YPRO13C de
Saccharomyces cerevisiae (Zhu et al., 2009). Una serie de andlisis con el software
MEME (http:// meme.nbcr.net/meme4-3 0/cgi-bin/meme.cgi) facilitaron una secuencia
de ADN candidata que FIbC deberia ser capaz de unir (Fig R3.13D), la cual coincide
con la diana de union de la proteina YPRO13C. Esta secuencia de ADN (TGACGAT) se
encuentra en dos lugares del promotor de br/Af y en un lugar en el promotor de abaA.
Ademas, y corroborando los datos obtenidos anteriormente se observo que en la region

promotora de wet4 no se encontraba ninguna secuencia diana.

Puesto que FIbC actuaba sobre brid, y este también era activado por
FIbB y FIbD, se analiz6 la posible dependencia que podria haber entre ellos. Para ello se

generaron las cepas que expresaban FIbC::GFP en ausencia de fIbB y fIbE (mutantes
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nulos), y se observoé su localizacion por microscopia y la cantidad de proteina detectable
por Western blot. Los resultados mostraron que la delecion de un complejo apical
funcional, y por tanto de un FIbD funcional, no alteraron los niveles de expresion ni la

localizacion nuclear de FIbC::GFP (Fig R3.14A).

Ademas, se realizaron estudio contrarios, en los que se evalu6 la
estabilidad del complejo apical en ausencia de FIbC. Este estudio revel6 que en una
cepa nula de fIbC, tanto FIbB como FIbE se encuentran en la punta, y FIbB también en
el nucleo (Fig R3.14B), indicando que la ausencia de FIbC no afecta a la correcta
expresion y localizacion de ambas proteinas. Estos experimentos corroboraron la

hipotesis de que FIbC actua en una ruta paralela de induccién a la de FIbB/E — FIbD.

A
FIbC::GFP
WT AfIbB AfIbE
o-GFP
ag-actina
B
AfIbC AfIbC

FIbB::CR FIbE::CR

FIbB::CR

FIbE::CR
WT AfibC

a-mRFP [

ag-actina a-actina

Fig R3.14. Relacion proteica entre FIbC y el complejo FIbB/E.

A) Localizacion y niveles de proteina de FIbC en mutantes nulos de fIbB y fIbE. El analisis de
Western blot se realizé utilizando anticuerpos primarios anti-GFP o anti-actina. Barra de escala =
10 pm

B) Localizaciéon y niveles de proteina de FIbB y FIbE en mutante nulo de fIbC. El anilisis de
Western blot se realizé utilizando anticuerpos primarios anti-mRFP o anti-actina. Barra de escala

=10 um
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En resumen, se ha demostrado que FIbC es el factor temprano que
presenta el mutante con un fenotipo menos extremo (mas conidiante), a pesar de ser
igualmente necesario para la activacion de la ruta central, y en concreto de br/4. A su
vez, esta activacion demostrada in vitro, seria completamente independiente de los otros

factores FIbB y FIbD.

3. Discusion

En este capitulo se presentan nuevos elementos acerca de la regulacion temprana

de la conidiacién y su repercusion en la activacion del gen maestro briA.

Por un lado se presentan nuevas evidencias a favor de uno de los modelos
propuestos en el apartado de Introduccion de este capitulo, en el cual se postulaba un
efecto combinado pero interdependiente de los factores. De esta manera, se observa que
la activacion de fIbD es dependiente de FIbB, y a su vez, ambos, FIbB y FIbD, son
conjuntamente requeridos para la activacion de bri4 (Fig R3.15). Considerando ese
primer punto, se ha demostrado que FIbB activa directamente la expresion de fIbD.
Como FIbB present6 una localizacion apical y nuclear, es de esperar que sea la forma
nuclear la que ejerza ese papel. Aunque, por otro lado, nuestros resultados han mostrado
que FIbD se localiza en todos los nucleos de diferentes hifas vegetativas, mientras FIbB
se restringe al nticleo mas apical. Por lo tanto no podemos descartar que, ademés de
FIbB, otros factores de transcripcion pudieran también participar en la regulacion de la

expresion de fIbD, algunos de los cuales podrian estar también bajo el control de FIbB.

En este aspecto, se podria considerar que FIbE juega un papel indirecto en la
regulacion transcripcional de fIbD. La interaccion entre FIbE y FIbB en el complejo
apical ha mostrado ser también un requisito para la expresion de fIbD. Sin embargo, la
forma precisa de FIbB que participa en la activacion de FIbD queda pendiente de

identificar.
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Desarrollo Ruta central
temprano de regulacion
Estimulos ambientales (FIbB)
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Fig R3.15. Modelo actualizado de la cascada que lleva a la activacién del regulador principal bri4d

por los reguladores tempranos FlbB y FlbD.

El segundo elemento de novedad descrito en este trabajo es que FIbB y FIbD
conjuntamente promueven la expresion de br/A. Esto implicaria, muy probablemente, la
existencia de una forma modificada post-transcripcionalmente, y posiblemente activada,
de FIbB. Esto fue apoyado por evidencias previas como que la sobreexpresion de fIbB
nativo no activaba la conidiacion en medio liquido (Etxebeste et al., 2008), mientras
que la sobreexpresion de fIbD si que dio lugar a conidiacion en esas condiciones en las
que el programa de desarrollo asexual no estaba activo (Wieser & Adams, 1995). Esto
sugiere que la dosificacion de los niveles de FIbD y de una forma de FIbB
especificamente activada y presumiblemente transportada desde el Spitzenkorper al
nacleo, serian requeridas para la formacion del complejo transcripcional que ha de

inducir la expresion del gen briA.

La activacioén concertada de briA por FIbD/FIbB es el primer ejemplo de una
interaccion relevante en el desarrollo de hongos entre factores de transcripcion tipo bZip
y cMyb. Interacciones similares han sido descritas en eucariotas superiores, incluyendo
humanos (Tahirov et al., 2002). También esta descrito que los factores de transcripcion
puedan ejercer varios papeles en el desarrollo, basandose en interacciones con otros
factores de transcripcion o proteinas (Foster ef al., 2009). Una muestra significativa es
el doble papel que juega el factor tipo bZip PERIANTHIA en la diferenciacion y
especificacion de 6rganos florales en Arabidopsis thaliana. Este factor de transcripcion

es activado por WUSCHEL, y ambos factores activan conjuntamente a AGAMOUS (un
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factor de transcripcion con dominio MADS que juega un papel central en la modulacion
de la flor). La acumulaciéon de AGAMOUS presumiblemente activa la represion de sus

propios activadores (Maier et al., 2009).

Por otro lado, y una vez inducida la conidiacion, los niveles de expresion tanto
de fIbB como de fIbD sufren una disminucién tras el maximo que muestran en las
primeras etapas del proceso. Esta represion transcripcional coincide con el aumento de
niveles de ARN mensajero de bri4. La existencia de un efecto de retroalimentacion
negativo mediado por BrlA fue descartado mediante experimentos de sobreexpresion de
este factor transcripcional. Aparentemente, las posibles dianas para este regulador en
las regiones promotoras de ambos UDAs no deben ser funcionales. No puede excluirse
la posibilidad de que existan otros factores involucrados y que medien su accion

negativa en este proceso mediante una interaccion funcional con BrlA.

Estudios previos realizados de forma separada sobre la expresion de estos tres
factores (fIbB, flbD y briA) durante el desarrollo asexual indicaron que FIbB estd
presente en la transicion de métula a fidlida (Etxebeste et al., 2009a), mientras el inicio
de expresion de BrlA coincide con la formacién de vesiculas (Adams ef al., 1998). Asi,
la expresion de ambas, FIbB y BrlA, solaparian durante el desarrollo, y hacen mads
probable que factores expresados aguas debajo de brid, y dependientes de FIbB,

pudieran estar involucrados en la represion de los factores UDA.

El estudio realizado sobre FIbC también ha aportado nuevos elementos para una
mejor comprension de la ruta del desarrollo asexual. Por un lado los datos obtenidos en
este estudio sugirieron que FIbC no solo participaria en la regulacion temprana o
induccioén de la conidiacion, sino que podria tener funciones morfogenéticas adicionales
como inhibir el crecimiento polar de las hifas. La sobreexpresion de fIbC en hifas daba
lugar a un crecimiento reducido y ensanchamiento de las puntas de las células. Este
cambio morfoldgico en la hifa se asemejaba al que ocurre con las vesiculas en el tallo y
se observo al mismo tiempo que se producia la activacion de la expresion de bri4. Sin
embargo, en estudios previos ya se habia descrito que la sobreexpresion de br/4 en hifas
vegetativas mostraba la produccion de conididforos simples, produciendo conidias
directamente desde las puntas de las hifas sin la necesidad de formacion de ninguna
estructura especializada (Adams et al., 1988). Por tanto, si la induccion de gran cantidad

de transcrito de brl4 mediada por la sobreexpresion de fIbC no es suficiente para
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provocar la conidiacion, se sugiere que probablemente la sobreexpresion de fIbC pueda
afectar a mas rutas o genes que se activarian durante el desarrollo. Esta teoria concuerda

con la presencia de FIbC durante todo el desarrollo.

A pesar de considerar la posibilidad de ejercer funciones adicionales, el ya
mencionado alto nivel de transcrito de brl4 en una cepa de sobreexpresion de fIbC
sugeria que FIbC también podria participar directamente en la activacion del gen
maestro. Esta posibilidad la apoyaban el retraso que sufria la expresion de br/4 en un
nulo de fIbC'y el hecho de que FIbC fuese un factor de transcripcion que presentaba dos
dominios de dedos de zinc. Tras demostrar por un lado que FIbB y FIbD activaban
conjuntamente la expresion de briA, los experimentos de union proteina-ADN in vitro
realizados con FIbC apoyaron dicha posibilidad, aportando datos sobre la unién de la
proteina FIbC a fragmentos de ADN correspondientes a los promotores de brlA y abaA.
Conjuntamente nuestros datos apoyan la posibilidad de que haya un efecto combinado
de tres factores de transcripcion, FIbC y FIbB/D, en la region del promotor de briA,

modulando entre los tres la expresion del gen maestro de la conidiacion.

Sin embargo, tras analizar los resultados de los experimentos de expresion y
localizacidn, se observd que la accion que ejercia FIbC era independiente respecto a los
otros factores tempranos, ya que ni la localizaciéon ni la cantidad de proteina FIbC
expresada se vieron alteradas en ausencia del complejo apical FIbB/E y viceversa. En
resumen, los tres factores de transcripcion conocidos dentro de los denominados UDAs
participarian en la activacion del gen bri4 y los tres serian necesarios, pudiendo sugerir
que cada ruta de activacion sea responsable de activarlo en respuesta a condiciones o

sefializaciones especificas de conidicacion.

A pesar de haber descrito parte del mecanismo de activacion, un completo
entendimiento de la regulacion de brl4 puede resultar realmente complicado. Sugerimos
que la conidiacion es la respuesta a estados medioambientales que sefializan las
condiciones adecuadas para que ocurra el desarrollo. Por tanto, hipotetizamos que otros
factores especificos de la conidiacion de A. nidulans tienen que estar presentes en la
activacion de la expresion de bri4, independientemente de los factores Flb, como los
que generan la supresion parcial del fenotipo aconidial de los mutantes fIb bajo
condiciones de estrés. Esto podria ocurrir, por ejemplo, por RgsA, una proteina RGS

que controla la conidiacion bajo condiciones de carbono alteradas o estrés nutricional en
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una ruta paralela en la que participa FIbA (Han et al., 2004), o por proteinas reguladoras
que podrian ser transportadas dentro o fuera del nucleo por el transportador nuclear

Kapl (Etxebeste ef al., 2009b), cuyo mutante presenta un fenotipo aconidial.
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DISCUSION GENERAL

El desarrollo asexual en hongos ha llegado a ser uno de los procesos
morfogenéticos mas estudiados en organismos eucariotas (Fischer & Kiies, 2006). Si
bien en los afios 70 se desarrolld una descripciéon morfoldgica y fisioldgica de las
transformaciones celulares (Smith & Berry, 1974), y en los 80-90 se identificaron, a
nivel genético y molecular, varios de los factores que ejercen un papel fundamental en
la regulacion del proceso (Mims et al., 1988, Adams et al., 1998), la manera en que

estos factores regulan la morfogénesis a nivel molecular es todavia una incognita.

Esta tesis se ha centrado en el estudio de la regulacién temprana del desarrollo
asexual y aporta informacion relevante acerca de las interrelaciones entre factores Flb
involucrados. Los resultados obtenidos permiten postular una interpretacion novedosa
sobre el funcionamiento y la organizacion de la maquinaria, factores y sefiales
implicados en el proceso de la conidiacion. Estas primeras hipdtesis seran desarrolladas

en esta discusion general como propuestas para futuros estudios.

1. Los metabolitos como senales clave para la conidiacion

Existe un consenso general en torno a la entidad y organizacion de las diferentes
etapas y factores que participan en la induccién de la conidiacion. El modelo general de
este proceso de desarrollo estd avalado en la gran mayoria de trabajos publicados
(Adams et al., 1998, Fischer & Kiies, 2006, Etxebeste et al., 2010). La esporulacion se
entiende como un proceso morfogenético coordinado que se induce en respuesta a
cambios ambientales especificos (Ni et al., 2010). Esta respuesta implica a nivel celular
la inhibicion del crecimiento vegetativo, la produccion de una bateria de metabolitos de
caracter endogeno denominados autoreguladores y el desarrollo del conidiéforo como

estructura esporogénica (Fischer & Kiies, 20006).

En torno a la producciéon de metabolitos, Roncal y colaboradores (2002)
demostraron que las hifas vegetativas de Penicillium cyclopium producen una molécula
difusible cuya acumulacién en el medio induce el proceso de la esporulacion (Roncal et
al., 2002). Un metabolito funcionalmente comparable, cuya sintesis requiere de una
forma funcional del gen FluG, es necesario para la induccion del proceso en Aspergillus
nidulans (Lee & Adams, 1994). Sin embargo, esta sefial no es la tnica que actia en el

proceso, ya que se ha identificado una segunda molécula enddgena para cuya sintesis
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son necesarias formas funcionales de todos los factores UDA (FIbA-E) (Lee & Adams,
1996). La observacion de que los mutantes de pérdida de funcion en los genes UDA son
capaces de producir conididforos cuando se encuentran en contacto con la sefial o con
una cepa que la produce (Adams et al., 1998, Etxebeste et al., 2008, Garzia et al., 2009)
y, a su vez, de revertir el fenotipo aconidial de un mutante f/uG", indica la existencia de
al menos dos sefiales y sugiere que éstas actuan de manera concatenada. Hay que
destacar que ninguno de los UDAs es una proteina con actividad enzimatica, mientras
que si se han encontrado proteinas sefializadoras como factores de transcripcion (FIbB,
FIbC y FIbD), reguladores de proteinas G (FIbA) o con una supuesta funcion de anclaje
(FIbE). Por lo tanto, las rutas responsables de la sintesis del (los) metabolito(s)
contintan siendo desconocidas e incluso se carece de datos que determinen si dichas
rutas biosintéticas son especificas del proceso de desarrollo asexual. Sin embargo, los
resultados obtenidos durante la elaboracion de esta tesis sugieren que las posibles rutas
genéticas en las que participan los UDAs convergen en una Unica sefial y que esa sefial
es determinante para el inicio del proceso. Al mismo tiempo, el hecho de que mutantes
en los UDA sean capaces de generar conididforos completos en las condiciones
previamente descritas sugiere que los flbs y, en consecuencia, los autoreguladores
ligados a su actividad, regulan la induccion de la conidiacion pero no la génesis de los

tipos celulares que conforman el conidi6foro.

Por tanto, mientras que la acumulacion en la superficie de las hifas del
metabolito ligado a la actividad FluG daria cuenta de la emergencia al medio aéreo (Lee
& Adams, 1996), los estudios realizados sobre el segundo metabolito ligado a la
actividad UDA no muestran evidencias que indiquen que la funcion que pueda ejercer
no esté también ligada al mismo estimulo. Una pregunta que se puede plantear en torno
a este aspecto es ;cudl seria la necesidad de dos sefiales solubles diferentes para un
correcto desarrollo del proceso? Hay que destacar que la produccion de conididforos en
un micelio da muestras de ser un proceso altamente organizado. Durante la fase de
crecimiento vegetativo micelial todas las hifas adoptan un patréon de desarrollo celular
similar, extendiéndose mediante crecimiento polarizado. Sin embargo, en condiciones
de induccion, no todas las hifas se diferencian y los conididforos se producen
unicamente a partir de las células especializadas, denominadas células pie, que surgen
de un numero discreto de hifas. Los conidioforos aparecen distribuidos de manera

regular sobre la superficie de la colonia y la mayoria de ellos llegan a desarrollarse
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plenamente, produciendo alrededor de 60 métulas, 120 fidlidas y cadenas de alrededor
de 10.000 conidios por cada estructura. Esta observacion se muestra en las imagenes de
la Fig DG1, donde se aprecia la distribuciéon homogénea de conididéforos en la superficie
del micelio, mientras que a nivel ultra-microscépico puede verse como no todas las
células del micelio se diferencian. Es l6gico suponer que este sofisticado y reproducible
proceso celular debe de precisar de una gestion optimizada de los recursos energéticos
de la colonia dado que los condidforos se generan en las zonas de la colonia de mayor
edad y/o donde el sustrato contiene menor cantidad de nutrientes. Aparentemente el
material y la energia necesaria para producir las diferentes formas celulares del
conidiéforo es suministrado a través de los procesos de autolisis en células colindantes
(Emri et al., 2008). Las células vegetativas que permanecen vivas tendrian como mision
el transporte de dichos nutrientes hacia el conidiéforo asemejando a un sistema
radicular. Queda implicita la necesidad de un sistema regulador que permita determinar
qué células se comprometen con el desarrollo asexual frente a aquellas que cumplan un
papel de soporte. Se puede postular, por tanto, la conveniencia de una sefal difusible
para diferenciar unas células de otras, regulando de esta manera la cantidad de
conidioforos a los que el micelio sea capaz de abastecer. Una posibilidad seria que el
segundo metabolito dependiente de los UDAs pudiera participar en establecer este
orden. Esta hipdtesis se ve reforzada con la reciente demostracion de la dependencia de

la autolisis en Aspergillus nidulans con respecto a FluG y diferentes factores de la ruta
UDA (FIbB-D; (Emri et al., 2008)).
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Fig DG1. Fotografias representativas del proceso organizado que es la formacion del conidiéforo.

A) Vision de un micelio en condiciones de esporulacion. Se puede observar que los conidiéforos se
generan de manera regular a lo largo del micelio (Rodriguez-Urra et al., 2009). Barra de escala =
Imm B) y C) Imagenes de microscopio electréonico en el que se muestran conidiéforos e hifas
colindantes que no sufren ningun tipo de diferenciacién (cortesia de BASF). Barra de escala = 10

pnm.

La identificacion de la composicion y estructura de estas moléculas
senalizadoras y la posible dependencia entre ambas, pudiendo ser la segunda derivada
de la primera, aportard datos para una mejor comprension del sistema regulador. Al
nivel en que se encuentra el conocimiento de este proceso no se puede descartar que
existan sefiales aun no descritas que tengan un efecto negativo y actuen, por lo tanto,
causando la inhibiciéon de la formacioén de conididéforos. En este sentido, han sido
identificados cuatro genes cuyas formas mutantes suprimen la pérdida de funcion de
FluG (Seo et al., 2003). Sélo uno de ellos, SfgA, nuevamente un factor transcripcional,
ha sido caracterizado como un represor de la actividad de los factores Flb (Seo et al.,
2006). No podemos descartar que éste u otros factores participen en la sintesis de un

autoregulador que inhibiria la conidiacion.
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Aceptar la interdependencia entre los lenguajes quimicos y los procesos
genéticos de desarrollo en hongos ha renovado el interés de diferentes grupos hacia las
moléculas de sefializacion, las cuales se pueden ahora estudiar utilizando técnicas tanto
bioquimicas como moleculares actualizadas (Leeder et al., 2011). Abordajes
experimentales basados en técnicas de genética en reverso permitirian caracterizar a
proteinas que predeciblemente, a través del andlisis de su estructura primaria, pudieran
estar implicados en la produccion de sefales. Estudios de secuenciacion masiva, donde
se analizarian patrones de expresion en condiciones de induccién, también podrian
permitir identificar genes candidatos que participarian tanto en el proceso de generar las
sefiales como en procesar su recepcion. Recientemente, en torno a esta vision, se ha
llevado a cabo un andlisis sistematico de mutantes nulos de 32 policétido sintasas de A.
nidulans (Nielsen et al., 2011), ya que los policétidos constituyen la mayor parte de
metabolitos que produce el hongo. En ese trabajo se ha demostrado la viabilidad y
capacidad conidiante de todos los mutantes nulos, indicando que ninguno de los 32
genes es esencial para el crecimiento y que ninguno de los productos derivados de estos
genes es necesario para la conidiacion. El hecho de que ninguno de los mutantes
muestre un fenotipo distinguible podria sugerir una redundancia funcional de estas
proteinas, la cual tendria que ser verificado con el andlisis de patrones de metabolitos

producidos por cada mutante mediante técnicas de extracciones bioquimicas.

2. El modo de accion de los UDAs en la regulacion temprana  de la

conidiacion

Ademas de su papel en la biosintesis de metabolitos inductores de caracter
enddgeno, los factores UDA ejercen un papel central en el control espacio-temporal de
la expresion del gen maestro de la ruta central, brl4. El trabajo realizado durante esta
tesis revela aspectos de la mecénica de la sefializacion y regulacion desconocidos hasta
ahora en torno al funcionamiento de estos factores sobre la induccion del gen maestro

brlA, que desencadena en el desarrollo completo del conidioforo.

La dindmica de la localizacion y las interacciones de FIbB como factor regulador
de la conidiacion ilustra la versatilidad que puede exhibir uno de estos factores dentro

del sistema. FIbB es un factor de transcripcion que se encuentra en dos localizaciones

131



DISCUSION GENERAL

distintas. Su localizacion apical en o proxima al Spitzenkérper en hifas vegetativas,
formando un complejo con FIbE (Fig DG2; (Garzia et al., 2009)), sugiere un papel
sensorial sobre las condiciones en el punto de extension celular. Aunque se desconoce
la manera en la que se coordina esta maquinaria de induccion con aquella que controla
el crecimiento polar, la presencia de este sensor podria ser consecuencia de que la punta
es la responsable de explorar nuevos medios, y por lo tanto, la primera que detecta
cambios en las condiciones ambientales. Hay que destacar que estudios de citologia
(Harris et al., 2005) demostraron que el citoplasma apical podria estar saturado de
materia (vesiculas, ribosomas, mitocondriasE ), lo cual dificultaria la difusion de
cualquier senal dentro de la célula. Por esta razén se propone que una proteina con

actividad sensorial de las condiciones ambientales deberia localizar en la punta.

Ademas de su localizacion apical, FIbB también se acumula en el nticleo mas
apical de las hifas vegetativas, siendo el primer factor de transcripcion conocido en A.
nidulans con esta localizacion especifica (Etxebeste et al., 2008). Esta localizacion se
mantiene incluso después de la mitosis semiabierta que ocurre en este hongo (De Souza
et al., 2004, Etxebeste et al., 2009a). Durante la mitosis, cuando los poros nucleares
(NPCs) se desensamblan parcialmente, FIbB se dispersa a lo largo del citoplasma
(Etxebeste et al., 2009a). Al final de la mitosis, cuando se reestablece la organizacion de
los NPC (De Souza & Osmani, 2007), FIbB vuelve a acumularse en el nucleo mas
apical. Esta observacion sugiere la propuesta de dos modelos de funcionamiento: en el
primero de ellos el nlcleo més apical poseeria la maquinaria para importar
especificamente a dicho factor, mientras que en el segundo la proximidad de la punta
daria lugar al llenado preferente del nicleo mas apical. El hecho de que toda la
maquinaria de transporte nuclear esta presente en todos los nucleos del sincitio
practicamente anula la primera posibilidad (Markina-Ifiarrairaegui, 2011). La fraccién
de FIbB importada desde la punta proporcionaria al nucleo informacion sobre las
condiciones ambientales que encuentra la zona de crecimiento. Siguiendo esta misma
linea, y tal y como se ha descrito en esta tesis (Fig R2.6, Pag 84), el hecho de que FIbB
se deslocalice tanto de la punta como del ntcleo en un mutante nulo de fIbE sugiere una
secuencia de acontecimientos donde se precisaria inicialmente la localizacion de FIbB
en la punta, para posteriormente poder ser importada desde alli al ntcleo. Los bajos
niveles de fluorescencia en una cepa que expresa a FIbB etiquetada con GFP también

han dificultado el analisis por técnicas de FRAP de la dindmica entre la punta y nucleo
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apical de esta proteina. Con el objeto de profundizar en el funcionamiento de esta
proteina, se estan realizando en nuestro grupo estudios de posibles dominios funcionales
FIbB mediante mutagénesis de residuos puntuales, analizando asi su funcionalidad. A
nivel molecular, resultados preliminares obtenidos sugieren que determinadas formas
mutantes que muestran acumulacion inicamente nuclear, sin necesidad de una fraccion
de FIbB apical, son incapaces de inducir la conidiacion, lo cual indicaria que el paso de
FIbB por la punta es necesario para que su papel inductor se lleve a cabo (Herrero-

Garcia, comunicacion verbal).

El dinamismo descrito en la localizacion subcelular de FIbB y su hipotético
papel sensor sugieren la existencia de diversas formas modificadas de la proteina. El
hecho de que formas etiquetadas de FIbB con GFP tanto en el extremo N-terminal como
en el C-terminal no muestren diferencias en localizacion, movilidad electroforética en
geles de SDS-PAGE o fenotipo colonial, indica que FIbB no sufre un proceso de
truncamiento durante su tiempo de vida (Etxebeste et al., 2009a, Garzia et al., 2009).
Otras modificaciones post-traduccionales cobraron importancia tras observar que la
region de unién a ADN del dominio bZip de FIbB, asi como la mitad C-terminal
(residuos 311-403) presentan un alto grado de similitud con el factor Papl de
Schizosaccharomyces pombe que regula la respuesta al estrés oxidativo (Glover &
Harrison, 1995, Etxebeste ef al., 2009a, Cortese ef al., 2011). La exposicion de la célula
al aire y la consiguiente ausencia de glucosa en el dpice podria incrementar la
produccion en las mitocondrias de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Chae et al.,
2007), lo cual sugiere que FIbB podria sufrir modificaciones dependientes de ROS,
como ocurre en la oxidacidon/reduccion de las cisteinas en Papl. El homologo de Papl
en Aspergillus nidulans esta identificado como NapA (AN7513.3; (Asano et al., 2007)),
pero la similitud en la secuencia primaria de FIbB con esta familia de bZip-s podria
indicar la existencia de un ancestro comun. FIbB podria haber evolucionado y
proporcionado la capacidad al hongo de generar conidioforos (Cortese et al., 2011).
Nuestra hipotesis es que las regiones conservadas entre Papl y FIbB sugieren que el
mecanismo sefializador en el que pudiera participar también fuera similar, adaptando en
este caso las respuestas a las sefiales especificas relacionadas con la conidiacion. El
hecho de que el dominio de unién a ADN de FIbB sea capaz de unir dianas descritas
para Papl refuerza la idea de un mecanismo funcional conservado. En torno a esta

hipotesis, estudios bioinformadticos realizados recientemente han identificado en la
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estructura primaria de FIbB residuos de cisteina que podrian ser candidatos potenciales
a estar involucrados en esa recepcion de sefiales y la consiguiente modificacién post-
traduccional (Cortese et al., 2011). El fenotipo aconidial causado por la sustitucion
puntual de la cisteina 382 de FIbB por una alanina demuestra que este residuo es
necesario para una correcta funcionalidad de FIbB (Herrero-Garcia, comunicacion
verbal). El analisis de otros residuos y dominios conservados potencialmente
funcionales (Cortese ef al., 2011) aportaran nuevos datos sobre las formas de FIbB que

actian en condiciones vegetativas o inductoras y sobre el mecanismo de sefializacion.

En consonancia con lo que se ha expuesto hasta ahora, se podria hipotetizar
sobre la existencia de una primera forma de FIbB transportada al nticleo mas apical
mientras haya condiciones de crecimiento vegetativo (crecimiento sumergido,
abundancia de nutrientes), cuya funcion seria la activacion transcripcional del FIbD (Fig
DQG2; (Garzia et al., 2010)). Sin embargo, bajo condiciones inductoras de conidiacion,
una forma modificada de FIbB seria transportada para ejercer la funcién de activar la
expresion de briA junto con FIbD (Fig DG2; (Garzia ef al., 2010)). En estas condiciones
FIbB se acumula en todos los nucleos y por lo tanto es posible que en todos esos

nucleos sea donde interaccione con FlbD.

En las primeras etapas de induccion FIbB y FIbD deberian activar
coordinadamente la expresion de bri4. Para que todo esto pueda ocurrir es 16gico pensar
que seria necesaria una mayor cantidad de ambos factores, lo cual facilitaria la posible
interaccidn entre ambas y aumentaria la capacidad de activar brl4. Esto es coherente
con la mayor acumulacion del ARN mensajero de ambos factores a las 6 horas tras la
induccion, momento en el que se activa brl4 (Fig R2.9 y R3.2). Sin embargo, en
ausencia de FIbD no se pudo observar ninglin incremento en los niveles de expresion de
fIbB durante las primeras fases de desarrollo asexual (Fig R3.3). Por ello, se podria
considerar que este incremento del nivel de transcrito de fIbB es dependiente de FIbD,
cuya expresion a su vez es dependiente de FIbB. Esto hace plantear la posibilidad de
que exista un mecanismo de retroalimentacién entre ambas proteinas, formando un
bucle de activacion FIbB <—> FIbD, hasta expresar suficiente proteina de ambas como
para localizar en todos los nucleos y poder asi interaccionar entre si. Esta regulacion
cruzada deberia ocurrir durante el periodo de induccion de la conidiacion y la activacion
transcripcional de br/A, la cual deriva en la formacion de vesiculas (Fig DG2). Por otro

lado, el hecho de que la activacion de bri4 pudiera ser dependiente de una forma
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modificada de FIbB hace plantearse la posibilidad de que pueda ser necesaria la

modificacion de FIbB para que ocurra la supuesta interaccion con FlbD.
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Fig DG2. Interacciones proteina-proteina y modelo de activaciéon de la conidiacion por parte de
UDAs durante el crecimiento vegetativo e induccion de la conidiacién. En este hipotético modelo, el
complejo FIbB-FIbE esta localizado en la punta de la hifa, en o préximo al Spitzenkérper
(semicirculo verde) y es dependiente del citoesqueleto de actina (panel derecho). Una fraccion de
FIbB es transportada al nucleo tras cada mitosis, proporcionando informacién sobre las
condiciones apicales (representado por la linea discontinua desde el panel de la derecha al nicleo
del panel de la izquierda). En condiciones de esporulaciéon a una modificacion de la forma apical
(FIbB*) dependiente de una sefial desconocida es importada. En el nicleo, FIbB activa la expresion
de fIbD para posteriormente, en condiciones de inducciéon, formar un bucle de retroalimentacién.

FIbB* conjuntamente con FIbD activa la expresion de bri4 y el desarrollo del conidiéforo.

Otro de los factores que participan en el desarrollo de la conidiaciéon y une al
promotor de bri4 es FIbC. Este tercer regulador transcripcional podria también estar
involucrado en la activaciéon coordinada de bri4 conjuntamente con el complejo

transcripcional de FIbB y FIbD (Fig DG2), pero esto ain no ha sido investigado en
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detalle. Un fenotipo destacable inducido por la sobreexpresion de este factor de
transcripcion es el cese del crecimiento polarizado y el ensanchamiento del apice de la
hifa. Esto se asemejaria al cese de crecimiento del tallo que da lugar a la formacion de
la vesicula, que coincide con el momento en el que el gen fIbC alcanza mayor nivel de
expresion (Kwon et al., 2010) y simultaneamente con el inicio de transcripcion de briA.
Dado que la sobreexpresion o la expresion desregulada de brl4 no da lugar a este
fenotipo (Adams et al., 1988, Adams & Timberlake, 1990), no debemos descartar un
papel regulador de FIbC sobre la disposicion de la maquinaria de crecimiento
polarizado y sugerir a este UDA como un elemento clave en la transicion hifa/vesicula y

en el proceso de transmision de la sefial a briA.

En resumen, los resultados obtenidos en estudios de genéticos muestran que la
accion de los UDAs converge molecularmente en un mismo punto, brl4, como ya se
sugeria para la biosintesis del metabolito. La compleja regulacion de briA4 indica que la
manera en la que se integran las sefiales a nivel molecular es a través de la accion
combinada y/o cruzada de estos factores de transcripcion. Esto justifica nuevos
experimentos con el objeto de profundizar ain mas en las relaciones entre los UDAs y

poder asi describir el mecanismo global mediante el cual modulan la senalizacion.

En torno a la coordinacion entre los factores reguladores, la aplicacion de
técnicas de secuenciacion masiva podria ser util en el futuro. El estudio de patrones de
expresion diferenciados entre una cepa silvestre y un mutante nulo de uno de los
factores transcripcionales podria ser de gran ayuda a la hora de identificar genes
potencialmente participes en el desarrollo y regulados por proteinas ya conocidas. La
caracterizacion de estos nuevos genes seguiria aportando conocimientos al sistema y
abriria nuevas lineas de investigacion. De la misma manera podriamos definir patrones
de expresion durante el desarrollo en una cepa silvestre, aportando datos acerca de
genes involucrados en la génesis de cada uno de los tipos de células. Esto podria ayudar
a asociar el sistema sefializador y el sistema encargado de erigir las estructuras

celulares.
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3. La conidiacion: cadena de subprogramas de desarrollo celular.

La formacién de cada uno de los 6 tipos celulares: célula pie, tallo, vesicula,
métulas, fidlidas y conidios, que, en conjunto, forman el conidiéforo puede considerarse
como el resultado de la activacion de un subprograma genético especifico como se
defiende a continuacion. Un estudio mas detallado de los factores que actuan en cada
etapa y como se concatenan deberia ser una manera efectiva de avanzar en el

conocimiento global del proceso.

En barridos de mutantes realizados durante mas de 30 afios se han podido
identificar mutantes bloqueados en fase vegetativa o afectados en estadios tardios del
proceso. Esto ultimo es lo que ocurre, por ejemplo, en mutantes de abaAd, en los cuales
se forman fialidas procedentes de otras fidlidas, pero sin llegar a producir esporas
(Sewall et al., 1990a); o en mutantes de wetAd, cuyas esporas carecen de pigmentos, lo
que indica falta de maduracion, ademés de estar afectadas en la integridad de la pared
celular lo que causa finalmente su lisis (Marshall & Timberlake, 1991). Sin embargo,
apenas se han podido obtener mutantes y otros datos genéticos sobre los primeros
estadios de la induccidon, las cuales comprenden la diferenciacion desde hifas
vegetativas a células pie o incluso la elongacion de los tallos. El estudio de estas etapas
cobra especial importancia tras el trabajo realizado en esta tesis, ya que a pesar de
obtener datos sobre la regulacion del proceso, la formacion de estos estadios sigue
siendo una incégnita. Hay que destacar que los mutantes en los UDAs no son capaces de
producir ninguna célula especializada, mientras que los mutantes en el siguiente factor
conocido, brlA, muestran tallos sin capacidad de generar vesiculas, no siendo conocido
ningun factor involucrado en las primeras fases del desarrollo. Aqui se demuestra que
FIbB, FIbD y FIbC actian directamente sobre el promotor de bri4, por lo tanto, de
existir otros factores, éstos también actuarian directamente sobre brid, anadiendo
nuevas formas de modulacion de la expresion de este gen, o modulando la actividad de
los anteriores factores Flb. Esto suscita el planteamiento de la hipodtesis de que
Aspergillus nidulans no dispone de factores especificos para la génesis de cada tipo de
célula y se sugiere que podria haber factores que regulan el proceso, pero que los
mecanismos responsables podrian tratarse de variantes de mecanismos existentes desde
etapas de crecimiento vegetativo. Por ejemplo, la extension de tallos y la formacion de
métulas y fidlidas podrian considerarse pseudohifas o procesos de germinacion

multipolares, y probablemente sean resultado de una regulaciéon programada por una
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magquinaria celular que adoptaria una configuracion diferente de la que tendria durante
el crecimiento vegetativo, ya que no hay razones para sugerir que exista una maquinaria

especifica.

Los nuevos conceptos descritos en esta tesis, apoyan la idea de coémo un factor
podria desempenar diferentes funciones dependiendo de cambios especificos en su
localizacion celular combinado con la formacion de diferentes complejos proteina-
proteina. En este sentido la multiplicidad funcional de FIbB (sensor apical, activador de
fIbD y co-activador de briA) representa un ejemplo ilustrativo. A esto habria que afadir
que FIbB localiza en las métulas incipientes que emergen desde las vesiculas (Etxebeste
et al., 2009a), sugiriendo funciones adicionales una vez iniciada la produccion del
conidiaciéon. De la misma manera, trabajos recientes presentados por Bayram y
colaboradores (2010) sobre el regulador de la respuesta a la exposicion a la luz VeA han
sugerido esta misma vision de multiplicidad funcional (ver Introduccién general;
(Bayram et al., 2010)). La capacidad de este factor para cambiar su localizacion celular
dependiendo de las condiciones ambientales y para formar diversos complejos proteicos
(Calvo, 2008), como por ejemplo, con receptores de luz roja (FhpA) o azul (LreA y
LreB) (Purschwitz et al., 2008, Purschwitz et al., 2009) o con factores que regulan el
metabolismo secundario (LaeA y VelB; (Bok & Keller, 2004, Bayram et al., 2008)) dan
muestra de su versatilidad. En este aspecto, la Fig DG3 muestra los patrones de
expresion o sintesis de proteina de diversos reguladores del desarrollo, y sugiere que la
mayoria de ellos podria desempefar funciones especificas en mas de una etapa.
Estudios futuros utilizando técnicas de localizacion e interaccion entre proteinas in vivo,
combinados con andlisis de expresion detallados se podrian identificar mas casos como

los presentados a lo largo de esta tesis.

En resumen, la hipdtesis propuesta en base a estos ultimos trabajos podria
explicar como un proceso de multiples etapas puede ser regulado con un ntimero
relativamente limitado de factores dependiendo de su localizacidon o disponibilidad de
interactores. El hecho de que haya factores que puedan participar en més de una etapa
durante el desarrollo abre la posibilidad de realizar experimentos mas avanzados en este
aspecto. El enfoque que se ha planteado tradicionalmente, basado en la caracterizacion
de mutantes de pérdida de funcion o nulos, ha generado avances significativos, pero
presenta serias dificultades técnicas, ya que limitaria el andlisis de la accion de

cualquier proteina a su primera funcion. Por ello habria que plantearse nuevos métodos
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de identificacion de mutantes que aportaran datos sobre funciones en etapas especificas

del proceso.

Horas tras :
induccion Crecimiento
vegetativo

Fig DG3. Esquema que representa el solapamiento de factores a lo largo del desarrollo del
conidioforo. El diagrama muestra los intervalos de tiempo en los que los reguladores del desarrollo
han sido detectados. Las barras indican la detecciéon cualitativa de cada factor mediante Northen
blot y/o microscopia de fluorescencia. N.D. indica que la expresién o la fluorescencia no ha sido

determinada.

Una de las posibilidades de abordar nuevos estudios seria realizar experimentos
de silenciamiento génico especifico para cada gen y etapa, de forma similar a la
expuesta por Barton, L. M. y R. A. Prade, (2008) con briAf. En este trabajo la
construccion de ARN interferente que utilizaron constaba de dos repeticiones invertidas
del promotor inducible alcA flanqueando a briAp (Fig DG4). De esta manera, bajo
condiciones inductoras el ARN de doble hebra era transcrito accionando el mecanismo
de ARNI para silenciar bri4f. Este método podria ser de gran utilidad para obtener
datos sobre las funciones que pueda ejercer cada factor en diferentes etapas del proceso.
El objetivo seria silenciar cada uno de los factores en diferentes etapas del desarrollo y

observar los cambios fenotipicos que puedan aparecer. Opcionalmente, en esta cascada
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de sefalizacion/regulacion transcripcional, se podrian utilizar promotores de factores
expresados aguas abajo del gen que se pretende analizar en lugar del promotor inducible
alcA. De esta manera, el silenciamiento de un determinado factor seria dependiente de
la activacion de otro. Por ejemplo, se podria silenciar la expresion de fIbB bajo el
promotor de br/A, de tal manera que la activacion de bri4 en la etapa de formacion de
vesiculas bloquearia la expresion de fIbB, no pudiendo localizar FIbB en métulas. Esto
podria aportarnos evidencia sobre la posible funcion que ejerce FIbB en ese tipo de

células.

A

alcA (p) alcA (p)

brld (p)

Fig DG4. A) La construccion de ARNi consiste en repeticiones invertidas del promotor inducible
alcA flanqueando a briAf (Barton & Prade, 2008). B) Posible diseiio para el analisis de FIbB en

métulas. Silenciamineto de fIbB dependiente del promotor de briA.

Otra de las aproximaciones experimentales seria la busqueda mutantes
termosensibles, de forma que se pudiera obtener una perdida de funcion de la proteina
mutante a una temperatura concreta. Por ejemplo, cabria la posibilidad de obtener
mediante PCR mutantes termosensibles de posibles dominios funcionales de FIbB
identificados mediante métodos bioinformaticos (Cortese et al., 2011). El estudio
fenotipico a diferentes temperaturas podria aportar datos sobre las diferentes funciones

que pueda ejercer en diferentes estadios del desarrollo.

Al inicio de esta tesis se partia desde una vision o modelo regulatorio lineal del
proceso de induccion de la conidiacion, donde los factores involucrados en el desarrollo
gjercian su funcion en una cascada consecutiva de proteinas Flb o desde rutas
independientes, desembocando en la ruta central de la conidiacién. Actualmente se

considera un modelo en el que los diferentes factores FIb modulan entre si su expresion,
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localizacion celular y/o actividad, para finalmente dar lugar a la regulacion directa de la
expresion del gen maestro brlA. Se describe la complejidad de la sefial metabodlica
implicada, pero se desconoce el nexo entre los elementos genéticos y los metabolitos,
cémo se modulan mutuamente y cémo se gestiona la sefializacion al estimulo que da
lugar al desarrollo asexual. Los datos obtenidos actualizan el modelo pero no responden
a todas las incdgnitas, lo que reactiva enormemente el campo de investigacion entorno a
este proceso de desarrollo morfolégico especifico de hongos filamentosos pero con

elementos comunes de otros procesos morfogenéticos en organismos mas complejos.
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CONCLUSIONES

Se ha caracterizado el producto del gen AN0721.3 que corresponde al factor que

media en la regulacion de la expresion de briA4, FIbE.

De entre los factores Flb conocidos, s6lo FIbB y FIbE se localizan en la punta de
la hifa formando lo que se ha denominado el complejo apical. FIbA muestra una
localizacidn a lo largo de toda la hifa, mientras que FIbC y FIbD, de acuerdo con
su posible funcién como factores transcripcionales, se acumulan en los nucleos

de la célula.

La localizacion apical del factor de induccion temprana FIbB depende de su
interaccion con el factor FIbE en la punta de las hifas vegetativas. Esta
localizacién indica una posible funcidon sensorial y posterior transporte de la

proteina FIbB sefializada preferentemente al niicleo mas apical.

FIbB activa la expresion de fIbD uniéndose en su promotor a secuencias diana

tipicas de factores de transcripcion del tipo bZip.

FIbB y FIbD inducen coordinadamente la expresion del primer gen de la ruta
central de conidiacion bri4, uniéndose directamente en el promotor a secuencias

diana del tipo bZip y cMyb.

FIbC también participa en la activacion de la expresion de brl4 uniéndose al

promotor, pero a través de una ruta de sefializacion independiente a la anterior.

Los resultados obtenidos ponen de relieve el papel multifuncional de algunos
factores de regulacion dependiendo de su localizacion y perfil de interaccion con

otros factores en cada etapa del desarrollo.

El modelo de estudio entre factores de regulacion del desarrollo en Aspergillus
nidulans ofrece ventajas interesantes para el estudio avanzado de esta materia,

asi como sus puntos comunes con eucariotas superiores.
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