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Resumen. 

El hongo Candida albicans es un importante patógeno fúngico en pacientes 

inmunocomprometidos. Una característica fundamental de su virulencia es la gran 

plasticidad fenotípica que le permite realizar cambios reversibles entre levadura e hifa. El 

inicio de la formación de una hifa requiere de la rápida degradación de Nrg1, el principal 

represor del crecimiento hifal. El modelo actual propone que esta degradación es esencial 

para generar una ventana de oportunidad en los promotores de los Genes Específicos de 

Hifa (HSGs) que permita la unión del factor de transcripción Brg1 para activar la expresión 

de estos genes. En esta tesis hemos estudiado la función de Sok1 y los factores que 

regulan la disociación de Nrg1 de los promotores de los HSGs y de BRG1 durante el inicio 

del crecimiento hifal. Los resultados obtenidos demuestran que disociación y degradación 

de Nrg1 no es necesaria para crear la ventana de oportunidad que active la transcripción 

del programa hifal. También, se ha puesto de manifiesto mecanismos diferentes de 

regulación para el despegue de Nrg1 de los promotores de los HSGs y BRG1. En el primer 

caso, Nrg1 se despega de los promotores de los HSGs mediante un mecanismo que 

requiere la fosforilación de un grupo de 7 sitios S/TP presentes en el extremo N-terminal 

de Nrg1 y de la acción de Sok1. Una vez Nrg1 es disociada de la cromatina, se exporta al 

citoplasma para su degradación de forma dependiente de la exportina Crm1 y Sok1. 

Respecto al promotor de BRG1, Nrg1 se separa del DNA por un nuevo mecanismo 

independiente de la proteína Sok1 y la fosforilación de Nrg1. Por último, hemos 

identificado a Sok1 como un nuevo factor necesario para que Brg1 se una a los 

promotores de los HSGs para activar la transcripción del programa de desarrollo hifal, 

fundamental para la virulencia de este importante patógeno oportunista. 
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Abstract. 

The fungus Candida albicans is an important fungal pathogen in 

immunocompromised patients. A fundamental characteristic of its virulence is the great 

phenotypic plasticity that allows it to make reversible changes between yeast and hyphae. 

The initiation of hyphal formation requires rapid degradation of Nrg1, the main repressor 

of hyphal growth. The current model proposes that this degradation is essential to 

generate a window of opportunity at the promoters of hyphal-specific genes (HSGs) that 

allows the binding of the transcription factor Brg1 to activate the expression of these 

genes. In this thesis, we have studied the function of Sok1 and the factors that regulate 

the dissociation of Nrg1 from the promoters of HSGs and BRG1 during the initiation of 

hyphal growth. The results obtained demonstrate that dissociation and degradation of 

Nrg1 is not necessary to create the window of opportunity to activate transcription of the 

hyphal program. Also, different mechanisms of regulation for Nrg1 detachment from the 

promoters of HSGs and BRG1 have been revealed. In the first case, Nrg1 detaches from 

the promoters of HSGs by a mechanism that requires phosphorylation of a cluster of 7 

S/TP sites present at the N-terminal end of Nrg1 and the action of Sok1. Once Nrg1 is 

dislodged of chromatin, it is exported to the cytoplasm for degradation in a Crm1 and 

Sok1 exportin-dependent manner. With respect to the BRG1 promoter, Nrg1 is dislodged 

off DNA by a novel mechanism independent of Sok1 protein and Nrg1 phosphorylation. 

Finally, we have identified Sok1 as a novel factor required for Brg1 to bind to the 

promoters of HSGs to activate transcription of the hyphal developmental program, critical 

for virulence of this important opportunistic pathogen. 
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1. Candida albicans: comensal y patógeno. 

Durante su evolución, los microorganismos han desarrollado mecanismos para 

generar una gran diversidad fenotípica como herramienta para adaptarse rápidamente a 

las condiciones ambientales fluctuantes [1]. En patógenos, estos cambios fenotípicos son 

esenciales para facilitar la colonización e infección del hospedador [2]. 

El hongo Candida albicans es un organismo diploide que forma parte de la 

microbiota comensal de las mucosas del tracto gastrointestinal (GI) y genitourinario de 

seres humanos. Sin embargo, puede comportarse como un patógeno oportunista en 

pacientes con disbiosis intestinal o inmunocomprometidos. En la mayoría de los afectados 

produce infecciones leves en mucosas, aunque existe una población de riesgo donde 

éstas pueden derivar en infecciones sistémicas con una alta tasa de mortalidad (40%). En 

este grupo se encuentran pacientes de UCI, neonatos prematuros, pacientes con 

quimioterapia, trasplantados y aquellos infectados por VIH [3]. En Europa y Norteamérica, 

las candidiasis ocupan el segundo lugar entre las infecciones sistémicas de pacientes de 

UCI [4]. La alta incidencia en estos grupos de riesgo, junto con la elevada morbilidad y 

mortalidad, generan un impacto en la estancia media hospitalaria y un coste sanitario que 

están convirtiendo a las candidiasis en un problema clínico en expansión [5]. 

Una de las principales características de C. albicans es su gran plasticidad fenotípica 

que le permite realizar cambios reversibles entre múltiples tipos celulares (células 

levaduriformes white, hifas, pseudohifas, células opaque y células GUT). Cada uno de 

estos morfotipos expresan genes específicos necesarios para adaptarse mejor a los 

diferentes nichos que coloniza en el hospedador. El estudio de estas transiciones 

fenotípicas es esencial para entender el comportamiento de C. albicans como comensal 

o patógeno en humanos [2]. 

2. Morfotipos celulares e interacción con el hospedador. 

Como ya se ha comentado, C. albicans puede adoptar diferentes morfologías en 

función de las señales ambientales presentes en el hospedador. En las condiciones 

estándar de laboratorio, el morfotipo por defecto es la levadura, también conocido como 

célula white. Este morfotipo se caracteriza por estar formado por células redondeadas u 
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ovaladas que se separan fácilmente tras la mitosis, por lo que se consideran estructuras 

unicelulares. El resto de morfotipos (hifas, células opaque, células GUT) se activan cuando 

las células white se incuban en condiciones ambientales presentes en el hospedador. 

Todas estas transiciones son reversibles y cuando desaparecen las señales externas 

vuelven al morfotipo levadura. 

Las hifas son estructuras tubulares multicelulares en las que únicamente la célula 

apical se divide activamente, ya que los compartimentos subapicales se encuentran 

bloqueados en G1. Este tipo de crecimiento es muy invasivo en medio sólido debido a la 

fuerza física producida por el rápido crecimiento del ápice de la hifa (0.01-0.1 µN/µm, 

fuerza suficiente para penetrar una placa de agar al 8%). Las pseudohifas comparten 

características de las levaduras y las hifas. Al igual que las hifas, las células permanecen 

unidas tras la citocinesis, aunque presentando constricciones en los lugares de formación 

del septo, mostrando una estructura ramificada a diferencia de la forma tubular de las 

hifas (Figura 1A). Las clamidosporas son un tipo celular redondeado, que se origina en 

respuesta a condiciones adversas como inanición o hipoxia, caracterizado por tener una 

pared celular gruesa y localizarse en los extremos distales de los filamentos (Figura1B). 

Tradicionalmente, las hifas se han considerado las formas patogénicas puesto que 

expresan numerosos factores de virulencia como adhesinas, proteasas que degradan la 

matriz tisular y toxinas citotóxicas que lisan las células epiteliales de las mucosas como la 

candidalisina Ece1 [6]. Su potencial virulento frente a las levaduras ha quedado patente 

en modelos de infección localizada como orofaríngea [7] y vulvovaginal [8]. Sin embargo, 

esta dicotomía entre hifas virulentas y levaduras comensales no puede aplicarse a las 

infecciones sistémicas ya que mutantes bloqueados en cualquiera de las dos formas 

muestran menor virulencia [9]. En resumen, estas observaciones sugieren que las 

transiciones dinámicas y bidireccionales entre levaduras e hifas son realmente 

importantes en la interacción con el hospedador. Estudios recientes en modelos 

comensales de ratón han puesto de manifiesto que el hospedador tolera las formas 

levaduriformes, pero monitoriza indirectamente el nivel de las formas hifales a través de 

la detección de proteínas pro-inflamatorias específicas de hifas, como la proteasa Sap6. 

Se ha propuesto que cuando dichos marcadores sobrepasan un umbral, se activa una 

respuesta antifúngica localizada que mantiene el nivel de hifas bajo control [10]. 
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En condiciones de laboratorio, las células white pueden dar lugar, de forma 

estocástica y con baja frecuencia (1 cambio cada 104 divisiones), a una célula opaque. 

Estas células son elipsoidales y aproximadamente 2-3 veces más grandes que las células 

Figura 1. Morfologías, comensalismo y patogenicidad de C. albicans. Imagen modificada de [2]. 
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white. Además, estos dos tipos celulares se diferencian en la expresión de más de 1000 

genes que modifican su competencia para el apareamiento, la virulencia y el metabolismo 

[11]–[13]. La importancia de las células opaque radica en que son las formas competentes 

para iniciar el ciclo parasexual de C. albicans (Figura 1G). El mecanismo de transición 

white-opaque está formado por una compleja red de factores de transcripción (TFs) entre 

los que destacan Efg1 y Wor1 [14]. La expresión de Efg1 promueve la aparición del estado 

white mientras que la expresión de Wor1 da lugar a células opaque. La expresión de Wor1 

está reprimida por el heterodímero a1/a2 presente en las células white. Por tanto, el 

inicio de la transición white-opaque requiere la pérdida funcional de a1/a2. En 

condiciones de laboratorio, el ruido de este sistema transcripcional, que se manifiesta 

cada 104 divisiones, da lugar a un pequeño incremento en los niveles de expresión de 

Wor1 que estabiliza el estado opaque mediante dos mecanismos. Por un lado, Wor1 es 

capaz de unirse a su propio promotor activando su propia transcripción 

(retroalimentación positiva). Por otro lado, Wor1 bloquea el estado white ya que se une 

al promotor de EFG1 actuando como represor transcripcional. En consecuencia, una vez 

que se manifiesta el fenotipo opaque, este se mantiene estable durante generaciones 

gracias a la retroalimentación positiva mediada por Wor1. Además del circuito de TFs, la 

regulación de la cromatina también es importante para regular la transición white-opaque 

[15] 

Las células GUT representan un estado comensal adaptado al nicho intestinal, ya 

que la expresión de este fenotipo GUT reduce la expresión de genes relacionados con 

virulencia e incrementa la permanencia intestinal de C. albicans en modelos murinos de 

comensalismo [16], [17]. Morfológicamente, son células elipsoidales parecidas a las 

células opaque. Sin embargo, mientras que las células opaque no están adaptadas al 

intestino y expresan genes relacionados con rutas implicadas en respiración oxidativa, las 

células GUT muestran un metabolismo optimizado para los nutrientes presentes en el 

tracto intestinal (GlcNAc y ácidos grasos de cadena corta). La transición white-GUT, que 

tiene lugar en el intestino, también depende del factor de transcripción Wor1. Las células 

del mutante wor1D son incapaces de competir en el nicho intestinal y desaparecen 

rápidamente de la microbiota presente en heces mientras que cepas que sobreexpresan 

Wor1 desplazan rápidamente a las células white control [17]. En resumen, la existencia 

de las células GUT sugieren que la coevolución con el hospedador ha seleccionado un 
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mecanismo de desarrollo que permite al hongo adaptarse al ecosistema intestinal sin 

causar daño al hospedador y ser competitivo en un ambiente dominado por la microbiota 

procariota intestinal. 

Por último, C. albicans muestra una gran capacidad de formar biopelículas 

(biolfilms), tanto en superficies bióticas como abióticas, por lo que pacientes con 

implantes o catéteres tienen alto riesgo de infección [18]. La formación del biofilm se 

puede dividir en cuatro fases bien diferenciadas (Figura 2). En primer lugar, se produce la 

adhesión de las células en forma de levadura a una superficie, la segunda fase se 

caracteriza por un elevada proliferación de las levaduras generando una capa basal de 

anclaje, en la tercera fase se produce el desarrollo filamentoso mediante el crecimiento 

de pseudohifas e hifas extensas además de la producción de la matriz extracelular usada 

como protección para las propias células y por último una fase de dispersión de las células 

en forma de levaduras desde el biofilms para colonizar nuevas superficies [19]. Este tipo 

Figura 2. Proceso de formación del biofilm en C. albicans. Las levaduras se adhieren a una 
superficie (1), posteriormente se produce la proliferación celular y el inicio de la miceliación (2), las 
hifas se desarrollan y se genera la matriz extracelular (3). Por último, se produce la dispersión de las 
levaduras no adheridas diseminándose a través del torrente sanguíneo para dar lugar a la formación 
de nuevos biofilms (4). Imagen propia, generado en BioRender. 
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de estructura desarrollada por C. albicans le confiere una mayor resistencia a las drogas 

antifúngicas y a los factores inmunológicos del hospedador [18], [20]. 

3. Características generales de las redes transcripcionales que regulan los 

morfotipos. 

En las últimas dos décadas se han identificado numerosos factores de 

transcripción (TFs) implicados en las principales transiciones morfológicas y la formación 

de biofilms, necesarias para su interacción con el hospedador [2], [12], [17], [21]. En todas 

estas transiciones, existen un grupo de TFs principales y otros auxiliares, que actúan de 

forma concertada para activar a los genes dianas en respuesta a las señales ambientales. 

Una característica común de la arquitectura de las rederes transcripcionales que 

regulan estas transiciones reversibles entre morfotipos es la existencia de regiones 

promotoras grandes en los genes dianas que 

actúan como super-enhancers [22]. Por 

ejemplo, mientras que el tamaño medio de las 

regiones intergénicas de C. albicans es de 

557bp, los genes diana de los TFs que regulan 

la transición white-opaque tiene un tamaño 

medio >7Kb. En estas regiones promotoras se 

reclutan numerosos TFs principales y 

auxiliares, incluso en ausencia de motivos de 

unión a DNA específicos, indicando que su 

unión al promotor está mediada, 

probablemente, por interacciones proteína-

proteína [22]. En la transición white-opaque se 

ha observado que estos reclutamientos 

pueden estar mediados por dominios 

semejante a priones (Prion-Like-Domains, PrLDs) presentes en los TFs. Los PrLDs son 

dominios de baja complejidad estructural desorganizados, ricos en residuos de 

asparragina/glutámina y algunos aminoácidos hidrofóbicos (Bioinformatics, [23] 

Recientemente se ha observado que 7 de los 8 TFs que forman esta ruta tienen PrLDs que 

Figura 3. La transición white-opaque está 
regulada por una red transcripcional 
cuyos TFs se unen a sus propios 
promotores y a los del resto de TFs que 
forman la red. 
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favorecen interacciones proteína-proteína, tanto homotípicas como heterotípicas, que 

son críticos para su función in vivo [24].  

Por último, los TFs centrales de estas redes suelen estar interconectados ya que 

se unen a sus propios promotores, amplificando su transcripción, y a los promotores de 

los otros TFs de la red para regularlos positiva o negativamente (Figura 3). Se cree que 

este tipo de organización de redes transcripcionales muestra una gran sensibilidad a 

perturbaciones externas lo que permite rápidamente adaptarse a condiciones presentes 

en el nicho del hospedador [22]. 

4. Regulación de la transición levadura-hifa. 

Debido a su importancia en virulencia, la transición levadura-hifa es una de las 

transiciones entre morfotipos más estudiadas en C. albicans. En respuesta a una gran 

variedad de estímulos ambientales (Figura 4), el morfotipo de levadura activa la expresión 

de genes específicos de hifas (HSGs: Hypha Specific Genes) entre los que se encuentran 

numerosos factores de virulencia [6], [19], [25]–[27].  Durante el crecimiento 

levaduriforme, los HSGs no se expresan porque las proteínas Tup1, Nrg1 y Rfg1 se unen a 

sus promotores reprimiendo su transcripción [28]. 

4.1. Rutas de señalización del crecimiento hifal. 

Basándose en estudios in vitro, se han identificado múltiples rutas de señalización 

implicadas en la activación de numerosos TFs necesarios para transcribir los HSGs (Figura 

4). Como se ha comentado, estos HSGs codifican para diversos factores de virulencia 

entre los que se encuentran las adhesinas (como Als3 y Als8) [20], [29], proteínas de pared 

celular que al ser O-manosiladas aumentan la capacidad de adhesión de las células (como 

Hwp1) [30], la toxina candidalisina (Ece1) que induce la lisis celular al provocar la 

permeabilización de las membranas de las células del hospedador [31] y otros productos 

de secreción que degradan la matriz extracelular como las aspartil-proteasas (Sap4, Sap5 

y Sap6), las fosfolipasas (Plb1–5) o las lipasas (Lip1–10) [18], [20] 
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Entre las diferentes rutas de señalización identificadas, la ruta de protein-quinasa A 

dependiente de AMPc (AMPc-PKA) es de las más importantes para iniciar el crecimiento 

hifal ya que el mutante carente del gen CYR1, que codifica para la enzima adenitlato 

ciclasa, o el doble mutante deficiente en las dos subunidades catalíticas de la PKA (tpk1/2) 

permanecen bloqueados en el morfotipo de levadura en todas las condiciones inductoras 

de crecimiento hifal ensayadas [32]. Tras la activación de la PKA, esta quinasa fosforila 

numerosos sustratos entre los que se encuentra la proteína Efg1 [32], [33]. 

La proteína Efg1 pertenece a la familia de TFs basic-Helix-loop-Helix (bHLH) [34] En 

concreto, pertenece a una subcategoría de los TFs bHLH denominados APSES. En hongos, 

esta subcategoría está formada por proteínas de unión a DNA que pueden actuar como 

activadores o represores de la transcripción, dependiendo de señales ambientales, en 

procesos como esporulación, conjugación o morfogénesis. Dado que Efg1 es necesario 

Figura 4. Rutas de señalización de activación del crecimiento hifal. En rectángulos grises se 
representan los reguladores transcripcionales de la expresión de los HSGs. Imagen modificada de 
[2]. 
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para la formación de hifas en respuesta a una gran variedad de señales como la presencia 

de suero, 37ºC, GlcNAc, aminoácidos, peptidoglicanos, CO2 o baja cantidad de nitrógeno 

[2] se cree que es esencial regular las interacciones de C. albicans con el hospedador. De 

hecho, este TF desempeña un papel central en todas las redes transcripcionales que 

controlan las transiciones entre los diferentes morfotipos (Levadura/hifa, White/Opaque, 

GUT y biofilms) [35]. 

4.2. Reguladores negativos del crecimiento hifal. 

Durante el morfotipo de levadura, la expresión de los HSGs se encuentra reprimida 

por la acción de las proteínas Tup1, Nrg1 y Rfg1.  La deleción de cualquiera de estos tres 

genes da lugar a un crecimiento hifal constitutivo en ausencia de señales inductoras de 

miceliación [28], [36]–[38] (Figura 4). Mediante el uso de microarrays de DNA, Kadosh y 

col. identificaron los genes reprimidos por estas tres proteínas y establecieron las 

relaciones funcionales entre los 3 represores transcripcionales (Figura 5)[28]. Dado que 

Tup1 es la única de las tres proteínas que no tiene dominios de unión a DNA, y en analogía 

de lo que ocurre en Saccharomyces cerevisiae, se cree que Tup1 forma complejos con 

Nrg1 y Rfg1 para unirse a los promotores [39]. 

Sin embargo, respecto al complejo Tup1/Nrg1, existen evidencias que sugieren que 

Tup1 y Nrg1 tienen funciones genéticamente separables, no esperables si funcionaran 

como un solo complejo. Recientemente, estudios genéticos han puesto de manifiesto que 

el crecimiento hifal constitutivo del mutante tup1D, tanto in vitro como in vivo, depende 

de Efg1. Sin embargo, la filamentación del mutante nrg1D es independiente de Efg1 [40]. 

Teniendo en cuenta estos resultados, junto a otros descritos en la literatura, Wakade y 

col proponen un modelo en el que las funciones represoras de Tup1 y Nrg1 se llevarían a 

cabo de forma independiente. Estos autores proponen que Tup1, en lugar de formar 

complejo con Nrg1, se uniría a Efg1 para inhibir su función. Una vez que Efg1 se activara 

en respuesta a las señales inductoras del crecimiento hifal, éste desplazaría a Nrg1 de los 

promotores de los HSG y favorecería la unión de otros TFs, como Brg1 y Tec1, que serían 

los responsables de activar el programa transcripcional. Por tanto, Efg1 desempeñaría un 

papel indirecto en la regulación de los HSGs a través de la inactivación de Nrg1, dejando 

la activación directa de los genes a los TFs Brg1, Tec1 y Rob1 (Figura 6). 
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Por último, en determinadas condiciones de estrés oxidativo, osmótico o daño 

celular se puede producir la represión de la transición levadura-hifa a través de la 

activación de la ruta de señalización de Hog1 (Figura 4). Estas condiciones de estrés 

mencionadas son detectadas a través de las proteínas Sln1 o Sho1 que inducen la 

fosforilación de la MAPK Hog1 que tras su activación puede bloquear tanto a Cek1 como 

la expresión del factor de transcripción Brg1, mediante la activación del represor Sko1, 

impidiendo que se produzca el crecimiento hifal [2]. 

Figura 5. Genes específicos de hifas regulados negativamente por Tup1, Nrg1 y Rfg1. Imagen 
modificada de [28]. 
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4.3. El represor Nrg1 en C. albicans. 

Tras la identificación de Tup1 como represor del crecimiento hifal [37], se buscaron 

proteínas de unión a DNA que confirieran a Tup1 su capacidad de unirse al DNA. Para ello, 

se buscaron en el genoma de C. albicans secuencias similares a represores dependientes 

de Tup1 de S. cerevisiae [36]. Se identificaron las secuencias de los ortólogos de los 

represores Sko1, Mig1 y Nrg1. La deleción de los tres genes puso de manifiesto que sólo 

el mutante nrg1D daba lugar a un crecimiento hifal constitutivo, similar al mutante 

tup1D. Dado que ambos mutantes mostraban el mismo fenotipo y compartían perfiles 

transcripcionales de HSGs similares [28], se propuso que Nrg1 era la proteína de unión a 

DNA responsable de reclutar al represor general Tup1 a los promotores de los HSGs. 

Aunque como hemos comentado, resultados muy recientes postulan otra relación 

funcional entre ambas proteínas en la represión de los HSGs (Figura 6). 

En C. albicans, Nrg1 es una proteína de 310 aminoácidos (34 kDa) que tiene una 

secuencia de exportación nuclear (NES, Nuclear Export Signal) en el extremo N-terminal 

y dos dominios de unión a DNA del tipo dedos de Zinc (ZNF: zinc fingers) en el extremo C-

terminal, entre los residuos 225 y 284. La proteína Nrg1 de C. albicans no tiene homología 

con el Nrg1 de S. cerevisiae, salvo en los dominios ZNF que tienen 61% de identidad [36]. 

Figura 6. Circuito transcripcional regulador de la expresión de los HSGs. Círculos rojos: represores 
de filamentación; Amarillos: TFs centrales; verdes: TF auxiliares. Tomado de [40]. 
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La importancia de Nrg1 como represor general del crecimiento hifal se puso de 

manifiesto al realizar el análisis fenotípico de una colección de 143 mutantes de deleción 

de TFs no esenciales en la que se observó que únicamente los mutantes nrg1D y tup1D 

son los que muestran un crecimiento hifal constitutivo en todas las condiciones ensayadas 

[41] Además, la expresión ectópica de NRG1 inhibe el crecimiento hifal, tanto in vitro 

como en modelos de ratón [42], [43], lo que sugiere que las señales que inducen la 

miceliación deberían inhibir la función represora de Nrg1. De hecho, se ha observado que 

las señales inductoras del crecimiento hifal bloquean la función represora de Nrg1 

mediante dos mecanismos diferentes (ver más adelante). 

Por un lado, se inhibe la transcripción de NRG1 de forma dependiente de PKA y por 

otro se induce la degradación del represor [44]. Al inicio del crecimiento hifal, se genera 

una ventana de unos 30 min iniciales en la que Nrg1 se degrada rápidamente. 

Transcurrido ese tiempo, los niveles del represor vuelven a alcanzar los niveles del 

morfotipo de levaduras. Sin embargo, Nrg1 es incapaz de reprimir a los HSGs durante el 

mantenimiento del crecimiento hifal, ya que se produce un reposicionamiento de 

nucleosomas que oculta los sitios de unión de Nrg1 en los promotores de los HSGs [45]. 

4.3.1. Regulación de Nrg1 la miceliación. 

Durante el inicio del crecimiento hifal, la proteína Nrg1 desaparece rápidamente 

mediante dos mecanismos complementarios: la inhibición de la transcripción de NRG1 y 

la degradación de la proteína Nrg1 [45]. 

Respecto al control de los niveles de mRNA de NRG1, se ha descrito que depende de 

la ruta AMPc-PKA y de los TFs morfogenéticos Efg1, Flo8, que ejercen su función aguas 

debajo de PKA [45]–[47]. También se ha descrito otro mecanismo dependiente del TF 

Brg1 en el que se bloquea la transcripción de NRG1 mediante RNAs antisense [48]. 

En paralelo a la represión de la expresión de NRG1, se produce una rápida, aunque 

transitoria, degradación del represor mediante un mecanismo independiente de la ruta 

de AMPc-PKA. Con el fin de identificar posibles quinasas implicadas en la ruta de 

degradación de Nrg1, Lu y col realizaron un escrutinio de una colección de mutantes de 
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deleción de quinasas de C. albicans e identificaron a Sok1 como una proteína requerida 

para degradar a Nrg1 en respuesta a la inducción hifal [49]. 

En S. cerevisiae, el gen SOK1 (Suppressor Of Kinase) se identificó como supresor 

multicopia del defecto de crecimiento del triple mutante de PKA (tpk1 tpk2 tpk3) [50] El 

gen SOK1 codifica para una proteína nuclear cuya secuencia de aminoácidos no sugiere 

ninguna función o actividad obvia. Únicamente se ha descrito un 25% de identidad y 49 

% de similitud con la proteína PBS13 de ratón, de función desconocida y que se expresa 

en testículos. En esta levadura, se ha propuesto que Sok1 forma parte de una ruta paralela 

a la vía de señalización de PKA, necesaria para el crecimiento vegetativo[50]. Dado que 

los mutantes sok1D crecen normalmente, la función de Sok1 seria menos importante que 

la desempeñada por PKA. También se ha observado que la sobreexpresión de SOK1 

reduce el crecimiento pseudohifal de S. cerevisiae [51]. 

Figura 7. Regulación de Nrg1 al inicio de la respuesta hifal. Los niveles de Nrg1 en el comienzo de 
la miceliación son regulados a través de dos rutas paralelas. Por un lado, se produce el bloqueo de 
la transcripción de NRG1 mediante la activación de la ruta AMPc-PKA y por otro, se activa la 
degradación de Nrg1 tras producirse la liberación de la inhibición por farnesol. Imagen propia 
generada en BioRender. 
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En C. albicans, como ya hemos comentado, Sok1 es necesaria para degradar a Nrg1 

durante la inducción hifal mediante un mecanismo independiente de la ruta de AMPc-

PKA [49]. La expresión de SOK1 se encuentra regulada por farnesol, una molécula de 

quorum sensing que inhibe la transición levadura-hifa [52]. En presencia de farnesol, el 

represor Cup9 inhibe la expresión de SOK1, estabilizando así a Nrg1 y, por tanto, 

inhibiendo la transición levadura-hifa. La sobreexpresión de Sok1 es capaz de inducir el 

crecimiento hifal en presencia de farnesol [49]. Estos autores han observado que cuando 

se elimina el farnesol, el represor Cup9 es degradado de forma dependiente de la E3 ligasa 

Urb1, lo que induce la expresión de SOK1, implicado en la degradación de Nrg1 mediante 

un mecanismo (Figura 7). 

5. Inicio y mantenimiento del crecimiento hifal. 

Teniendo en cuenta la bibliografía actual, el desarrollo de la miceliación en C. 

albicans puede dividirse en dos fases: inicio y mantenimiento [45] (Figura 8). Estas etapas 

pueden diferenciarse en primer lugar según los niveles de acumulación del represor Nrg1, 

y en segundo lugar e igualmente importante mediante el posicionamiento de los 

nucleosomas en los promotores de los HSGs. En este proceso de reordenamiento 

nucleosomal tienen una gran importancia las proteínas acetiltransferesas (HATs) y las 

deacetilasas (HDACs), encargadas de modificar los niveles de acetilación de las histonas, 

que junto con los complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP modulan 

la apertura y el cierre de la cromatina en zonas específicas durante la transición levadura-

hifa [44], [45], [53], [54].  

 

 

Figura 8. Fases del desarrollo hifal en C. albicans. Imagen modificada de [45]. 
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5.1. Importancia de la degradación de Nrg1 al inicio del crecimiento hifal. 

Durante la primera fase, como ya se ha dicho anteriormente en presencia de ciertas 

señales ambientales que inducen miceliación se produce un bloqueo de la transcripción 

de NRG1, a través de la ruta AMPc-PKA, junto con una rápida expulsión de Nrg1 de las 

zonas promotoras de los genes que reprime, seguido de una casi instantánea degradación 

del represor mediada por la proteína Sok1 [45], [49]. Esta eliminación transitoria de Nrg1 

da lugar a la denominada como ventana de oportunidad (Figura 8), momento en el que 

se ve favorecida tanto la unión de factores de transcripción necesarios para la activación 

de la expresión de los HSGs como la muy importante remodelación de la cromatina, 

indispensable para posteriormente bloquear la unión de Nrg1 a los promotores de los 

HSGs durante el mantenimiento del desarrollo hifal [36], [45]. Aunque la reducción de 

Nrg1 en la célula es temporal, esta degradación es primordial para que pueda llevarse a 

cabo la remodelación de la cromatina que oculta, mediante el reposicionamiento de 

nucleosomas, el sitio de unión del represor. Este proceso de remodelación es esencial 

para que, una vez vuelva a acumularse Nrg1 a niveles del morfotipo de levadura, ésta no 

pueda unirse al DNA, lo que permite la correcta elongación de la hifa durante la fase de 

mantenimiento de la filamentación [45].  

5.2. Reordenamiento nucleosomal y mantenimiento del desarrollo hifal. 

Como ya hemos mencionado, durante la ventana de oportunidad que genera la 

degradación de Nrg1 se produce un reordenamiento de los nucleosomas en los 

promotores de los HSGs que tendrá un impacto posterior en el mantenimiento del 

crecimiento hifal (Figura 9) [45], [53], [55]. 

En el morfotipo de levaduras, Efg1 atrae al complejo histona acetiltransferasa 

conocido como NuA4 [56] a las zonas promotoras de los HSGs. NuA4 se une a la cromatina 

formando un supercomplejo con SWR que, por su parte, está implicada en la deposición 

de la variante de histona H2A.Z en los nucleosomas [57] (Figura9). La histona H2A.Z está 

relacionada con genes pobremente expresados [58]–[61]. Durante el crecimiento 

levaduriforme, la actividad acetiltransferasa del complejo NuA4 se ve bloqueada por la 
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presencia de la deacetilasa Rpd3 en las zonas promotoras de los genes HSGs reprimidos 

[45]. 

En el inicio del crecimiento hifal, junto a la degradación de Nrg1, se produce la 

disociación de la deacetilasa Rpd3 de los promotores lo que permite la acetilación de la 

histona H4 por parte de NuA4 [45], [56]. Esta modificación post-transcripcional de 

histonas en las zonas promotoras ha sido asociada con genes cuya transcripción esta 

activa [62], [63]. Como resultado de las acetilaciones, se produce la unión del complejo 

remodelador de cromatina SWI/SNF a los promotores de los HSGs[54], [56], [64] (Figura 

Figura 9. Remodelación de la cromatina durante el inicio y mantenimiento del crecimiento hifal. 
Imagen propia generada en BioRender. 
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9). El ensamblaje de este complejo SWI/SNF provoca, a través de su actividad 

remodeladora dependiente de ATP, el desplazamiento de los nucleosomas cercanos a la 

región donde se une, generando regiones NFR (Nucleosome Free Regions) en la que 

quedan expuestos los sitios de unión de diferentes TFs [54], [56], [65]. Entre estos TFs, 

destaca Brg1 que, una vez unido al promotor, recluta a la deacetilasa Hda1 (Figura 9), 

unión que solo puede darse si previamente Nrg1 se ha eliminado completamente [53]. 

Además, el ensamblaje de Brg1 favorece la llegada de INO80, complejo encargado de la 

eliminación de la histona H2A.Z de los nucleosomas, lo que es necesario para la expresión 

de los HSGs en la transición levadura-hifa [61]. 

Por último, la deacetilasa Hda1 provoca la deacetilación de Yng2 (integrante del 

complejo NuA4) inactivando la actividad HAT del complejo NuA4. Asimismo, Hda1 

deacetila a Eaf1 proteína de andamiaje del complejo NuA4 lo que causa la escisión del 

supercomplejo NuA4-SWR, perdiéndose la unión del complejo SWR a las zonas 

promotoras. Esta pérdida de SWR impide la entrada de la variante H2A.Z a los 

nucleosomas que se van ensamblando [57], [58], [60]. 

En resumen, estas continuas acetilaciones y deacetilaciones en el inicio del 

crecimiento hifal tienen como finalidad modificar la posición de los nucleosomas, 

respecto al lugar que ocupan durante el morfotipo de levadura, en los promotores de los. 

Este proceso es fundamental para el posterior mantenimiento de la miceliación, debido 

a que el nuevo posicionamiento de los nucleosomas produce un enmascaramiento de los 

sitios de unión reconocidos por el represor Nrg1 en los promotores (Figura 9) [53]. Este 

ocultamiento de las regiones de reconocimiento del represor es necesario para una 

correcta elongación durante el crecimiento hifal ya que, a pesar de recuperarse los niveles 

proteicos iniciales de Nrg1 (tras finalizar la ventana de oportunidad), el represor no puede 

unirse a sus sitios de unión porque se encuentran ocultas por el nuevo posicionamiento 

de los nucleosomas [45], [53]. 

5.2.1. Regulación del factor de transcripción Brg1. 

La proteína Brg1 es un factor de transcripción GATA esencial para el desarrollo hifal, 

tanto in vitro como in vivo [40]. Su expresión se encuentra reprimida en el morfotipo de 

levadura de forma dependiente de la ruta TOR y Nrg1 [48], [66]. Tras la expresión de 
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BRG1, este factor de transcripción posteriormente se localizada en el núcleo 

independientemente de las condiciones ambientales inductoras [53].  

La proteína quinasa Tor1 es fundamental en la ruta central de señalización en 

respuesta a nutrientes que favorece el crecimiento y la proliferación celular. En 

condiciones ricas en nutrientes, Tor1 favorece el desarrollo levaduriforme mediante dos 

mecanismos. En primer lugar, Tor1 activa al represor Sko1 de forma dependiente de 

Hog1, el cual bloquea la transcripción de BRG1. En segundo lugar, Tor1 promueve la 

expresión de los represores de la miceliación Nrg1 y Tup1 [66], [67]. Cuando se dan 

condiciones de inanición, bajos niveles de nitrógeno, pH alcalino o presencia de 

rapamicina, la quinasa Tor1 se inhibe lo que induce la expresión de BRG1 al inactivarse 

Sko1 [2], [66]–[68]. Además, se ha descrito un bucle de respuesta negativa entre Brg1 y 

Nrg1. El represor Nrg1 reprime la transcripción de BRG1 durante el crecimiento 

levaduriforme y, en el morfotipo de hifa donde se expresa BRG1, Brg1 regula 

negativamente la expresión de NRG1   [40], [48], [53]. Por tanto, la activación de la 

expresión del factor de transcripción BRG1 se produce tanto al inhibir el efecto represor 

de Sko1, bloqueando la ruta TOR, como eliminando a Nrg1 a través de la vía AMPc-PKA y 

Sok1. 

Una vez que ese activa su transcripción durante el inicio del crecimiento hifal, la 

proteína se une a los promotores de los HSGs, durante la ventana de oportunidad como 

hemos descrito en el apartado anterior, para favorecer la expresión de genes de virulencia 

(ALS3, ECE1 o HWP1 entre otros) y de otros asociados con la regulación del 

mantenimiento de la filamentación como UME6 y HGC1.  Por último, como ya hemos 

comentado, desempeña un papel importante en el mantenimiento del crecimiento hifal 

debido a su función de atraer a remodeladores de cromatina como INO80 y Hda1 [53]. 

(Figura 9). 

Dado que Brg1 sería importante para facilitar tanto el inicio como el mantenimiento 

del desarrollo hifal, se ha demostrado que la deleción de este gen afecta a la formación 

del tubo germinativo en presencia de señales de inducción hifal como suero, 37ºC o 

GlcNAc [48], [69], [70]. Sin embargo, otros autores han reportado que en presencia de 

rapamicina la eliminación de BRG1 solo provoca defectos en mantenimiento ya que 

células deficientes en Brg1 pueden emitir el tubo germinativo de forma similar al control 
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silvestre [53]. A pesar de estas contradicciones, los diferentes fenotipos encontrados tras 

la deleción de BRG1 puede deberse a la señal de inducción de la miceliación utilizada en 

cada uno de los estudios realizados. Sin embargo, aún en presencia de rapamicina, se 

siguen observando grandes defectos en cuanto a la correcta elongación de la hifa, 

consistente con la idea de que la actividad de Brg1 es imprescindible para el correcto 

reposicionamiento de los nucleosomas, reorganización implicada en impedir la unión del 

represor Nrg1 durante la fase de elongación. Además, Brg1 junto con Hda1 son 

imprescindibles para favorecer la expresión de UME6, factor de transcripción que toma 

el control de la miceliación durante la fase de mantenimiento de la filamentación [53].  

En cuanto a la sobreexpresión de Brg1 también hay resultados contradictorios. 

Según  [53], la expresión ectópica de Brg1 bajo el promotor de MAL2 no induce el 

desarrollo hifal en condiciones de crecimiento levaduriforme, según postulan debido a la 

presencia del represor Nrg1 en los promotores de los HSGs. Sin embargo, la 

sobreexpresión de BRG1 bajo el promotor regulable tet induce el desarrollo hifal bajo 

condiciones de crecimiento levaduriforme [48] (YPD a 28ºC). Además, estos mismos 

autores [48] reportaron que la inhibición del crecimiento hifal por sobreexpresión de 

NRG1 se suprime parcialmente por la sobreexpresión de BRG1 a 37ºC. 

5.2.2. Importancia de Ume6 en el mantenimiento del desarrollo hifal. 

Una de las características especiales de C. albicans es su capacidad de mantener la 

elongación hifal. En la transición desde el tubo germinativo, observado al inicio del 

crecimiento hifal, a una verdadera hifa, desempeña un papel clave el factor de 

transcripción Ume6, tanto para la expresión de los HSGs como para mantener controlados 

los niveles de Nrg1 en respuesta a suero y 37ºC [71]. Su homólogo en S. cerevisiae también 

conocido como Ume6, codifica para una proteína de unión a DNA mediante zinc fingers 

que actúa como un factor de transcripción indispensable para una multitud de procesos 

entre los que se encuentra la expresión de los genes esenciales de meiosis temprana o la 

reparación del DNA [72], [73].  

 En C. albicans, la transcripción de UME6 se produce mediante la unión a su 

promotor de Brg1 tras la degradación de Nrg1, [53], [71], [74]. Este factor de 

transcripción, Ume6, es esencial durante el mantenimiento hifal, aunque no es necesario 
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para la formación del tubo germinativo [71]. Por otra parte, se sabe que la sobreexpresión 

de UME6 provoca una activación de la miceliación en condiciones de crecimiento 

levaduriforme [74], [75] además de revertir el fenotipo de pérdida de mantenimiento del 

desarrollo hifal del mutante hda1D, sugiriendo que la función principal de Brg1 junto con 

la deacetilasasa Hda1 es la de expresar a UME6, para que tome el control del 

mantenimiento del desarrollo hifal [53]. 
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Los objetivos concretos del proyecto de tesis son: 

1) Estudiar la relevancia fisiológica de la fosforilación de Nrg1 en la inhibición de 

su actividad represora en el inicio del crecimiento hifal. 

2) Estudiar los mecanismos de disociación de Nrg1 de los promotores de HSGs y 

BRG1. 

3) Caracterizar la función de Sok1 en el inicio del crecimiento hifal. 
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1. Antecedentes. 

La proteína de unión a DNA Nrg1 juega un papel fundamental en la represión del 

crecimiento hifal [36]. En respuesta a suero, un fuerte inductor hifal, la proteína es 

degradada durante el inicio de la respuesta para luego acumularse durante el 

mantenimiento del crecimiento hifal [45], [49].  

A pesar de la importancia de este represor en el control de la transición levadura-

hifa, poco se conoce sobre los mecanismos implicados en su degradación y sobre cuál 

podría ser la función de Nrg1 cuando se acumula durante el mantenimiento del 

crecimiento hifal, ya que está descrito que Nrg1 no puede unirse a los promotores de los 

HSGs en esta fase de la filamentación [45]. El objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido 

profundizar en la regulación de este importante represor principalmente durante el inicio 

de la miceliación. 

2. La señal nuclear de Nrg1-GFP se reduce rápidamente en respuesta a suero. 

En una primera aproximación al estudio del represor, se analizó el comportamiento 

de la proteína Nrg1 al inicio de la respuesta a suero. Para ello, realizamos experimentos 

de microscopía de fluorescencia a lo largo del tiempo (time-lapse) de células que 

expresaban niveles fisiológicos de Nrg1-GFP en un fondo histona Hhf1-Cherry.  
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Como puede observarse en la Figura 10, la cuantificación de la intensidad media de 

la señal nuclear de Nrg1 mostró una rápida reducción que alcanzó niveles mínimos en los 

primeros 10 minutos, antes de que las células empezaran a emitir el tubo germinativo 

que da lugar a la hifa (Flecha, Figura 10A).  

Para poder determinar si esta reducción de la señal nuclear de Nrg1 se debía a una 

degradación de la proteína en el núcleo o en el citoplasma, se determinaron los niveles 

de Nrg1 en un mutante de la exportina Crm1 en presencia de suero. 
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Figura 10. La señal nuclear de Nrg1-GFP se reduce rápidamente al inicio del crecimiento hifal. A) 
Análisis de la localización nuclear de Nrg1-GFP mediante microscopía de fluorescencia de la cepa 
NRG1-GFP HHF1-mCherry (JC2611) cada 3 min después de la inducción hifal (37ºC + 10% FBS). Las 
imágenes de fluorescencia son la proyección máxima de 3 planos adquiridos cada 0,4 µm. La flecha 
en el minuto 15 indica la aparición del tubo germinativo. B) Cuantificación de la intensidad media 
nuclear de Nrg1-GFP y porcentaje de células con tubo germinativo del experimento mostrado en A 
(n=35 células). 
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3. La exportina Crm1 es necesaria para la degradación de Nrg1 en respuesta a suero. 

El transporte núcleo-citoplasma de proteínas está mediado por las exportinas [76], 

[77]. Estas proteínas, altamente conservadas en la evolución, contienen un dominio N-

terminal que interacciona con los componentes del poro nuclear y un bolsillo hidrofóbico 

que reconoce las secuencias de exportación nuclear (NES) presentes en las proteínas 

cargo. 

La leptomicina B (LMB) es un policétido de 540 Da con actividad antifúngica, 

sintetizado por bacterias del género Streptomyces. Algunas levaduras, como 

Schizosaccharomyces pombe, son sensibles a LMB ya que poseen una cisteína en el 

bolsillo hidrofóbico de la exportina Crm1. Esta molécula inhibe específicamente la función 

de Crm1 al unirse covalentemente a la cisteína y bloquear la interacción de Crm1 con las 

A

B
0 30

Figura 11. La mutación crm1-T533C genera sensibilidad a leptomicina (LMB) en C. albicans. A) 
Diluciones seriadas 1:10 de cultivos en fase exponencial de crecimiento de la cepa silvestre CRM1 
(JC2459) y crm1-T533C (JC2460) sembradas en placas de YPD en ausencia o presencia de 100 ng/ml 
de LMB. B) La inactivación de la exportina Crm1 bloquea el inicio del crecimiento hifal. Células en 
crecimiento levaduriforme de la cepa crm1-T533C (JC2460) se incubaron en ausencia o presencia 
de 100 ng/ml de LMB durante 30 min a 28ºC. Posteriormente, los cultivos se incubaron en 
condiciones de miceliación durante 30 min y se cuantificó el porcentaje de células capaces de 
formar tubo germinativo. Barra: 10 µm. 
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secuencias NES de las proteínas que tienen que ser exportadas al citoplasma [76], [78], 

[79].  Sin embargo, existen otras levaduras, como S. cerevisiae o C. albicans, que son 

resistentes a LMB por la presencia de una treonina en lugar de cisteína en esta región 

hidrofóbica.  Con el fin de obtener un alelo de CRM1 de C. albicans sensible a LMB, se 

generó una cepa que expresaba el alelo crm1-T533C como única exportina (Ángel Ruiz 

Enamorado, TFG 2019, UEX). Como se advierte en la Figura 11A, mientras que la cepa 

silvestre CRM1 fue capaz de crecer en placas de YPD suplementada con 100 ng/ml de 

LMB, la cepa crm1-T533C mostró sensibilidad a la droga. 

Una vez generado este alelo de CRM1 sensible a LMB, se construyó la cepa crm1-

T533C NRG1-HA (JC2640) para estudiar si la degradación de Nrg1 en respuesta a suero 

dependía de su exportación al citoplasma. Para ello, células de dicha cepa, crecidas en 

condiciones de crecimiento levaduriforme (YPD a 28ºC), se incubaron en presencia o 

ausencia de LMB (100 ng/ml) durante 30 minutos. Posteriormente, los cultivos se 

incubaron en condiciones de crecimiento hifal, con y sin LMB, y se recogieron muestras a 

los 0, 30 y 60 minutos. Tras la obtención de extractos celulares, los niveles de Nrg1 se 

analizaron mediante Western-blot, usándose el anticuerpo anti-HA para la detección de 

la proteína Nrg1-HA y el anticuerpo anti-PSTAIRE frente a CDKs como control de carga. 

Teniendo en cuenta los resultados mostrados en la Figura 12, puede decirse que la 

adición de LMB bloqueó la degradación de Nrg1 en respuesta a suero visto que, a 

diferencia del control sin LMB, los niveles del represor se acumularon a lo largo del 

0 30 60 0 30 60 min

Figura 12. La degradación de Nrg1 al inicio del crecimiento hifal depende de la exportina Crm1. 
Un cultivo de la cepa crm1-T533C NRG1-HA (JC2640) se creció en condiciones de crecimiento hifal 
(37ºC + 10% FBS) en ausencia o presencia de 100 ng/ml de LMB y se recogieron muestras a los 
tiempos indicados para la obtención de extractos proteicos con TCA. Posteriormente, se analizaron 
los niveles de Nrg1 mediante Western-blot con anticuerpos anti-HA. Se utilizó como control de 
carga el anticuerpo anti-PSTAIRE. 
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experimento. Además, en las muestras con LMB se observó un aumento de la movilidad 

electroforética de Nrg1, lo que podría sugerir que esta proteína se fosforila en respuesta 

a suero. Esta incapacidad de degradar al represor Nrg1 en presencia de LMB se 

correlaciona con una pérdida completa de la formación de tubos germinativos (Figura 

11B).  

En resumen, estos resultados indican que la exportina Crm1 es necesaria para la 

degradación de Nrg1 en respuesta a suero, sugiriendo que el represor tiene que ser 

primero disociado de los promotores y luego exportado al citoplasma para ser degradado 

en respuesta a las señales que inducen miceliación. 

4. La fosforilación de Nrg1 es necesaria para su degradación en respuesta a suero. 

Los resultados del apartado anterior sugieren que Nrg1 es fosforilado en respuesta 

a suero y exportado al citoplasma para su degradación. En trabajos previos del grupo, se 

iniciaron los estudios sobre la regulación del represor Nrg1 (Tesis Guadalupe Bermejo, 

2016). En dicha tesis se demostró que Nrg1 es una fosfoproteína dado que su movilidad 

electroforética se modifica tras el tratamiento con l-fosfatasa (Figura 13B). Además, el 

estado de fosforilación de la proteína depende de un grupo de 7 sitios S/TP que se 

concentran mayoritariamente en el extremo N-terminal (Figura 13A). La construcción de 

un mutante en el que todos los posibles aminoácidos fosfoaceptores se cambiaron por 

alanina, alelo nrg1-7A, dio lugar a una proteína que muestra diferencias electroforéticas 

con la proteína silvestre, tanto en geles SDS-PAGE como bidimensionales (Figura 13C). Sin 

embargo, el estudio fenotípico del mutante nrg1-7A puso de manifiesto que estos 

residuos no son importantes para regular la función represora de Nrg1 porque las células 

muestran un fenotipo silvestre, tanto en crecimiento levaduriforme como en su respuesta 

a suero (Figura 14B). En levaduras, la única diferencia observada con respecto a la cepa 

silvestre es que en el mutante nrg1-7A se acumula más cantidad de esta proteína 

represora en el núcleo (Figura 15), pudiendo sugerir que la fosforilación de estos sitios 

estaría implicada en la regulación del transporte entre el núcleo y citoplasma. En hifas, el 

fenotipo más relevante es que, a pesar de responder al inductor hifal con una cinética 

similar al control silvestre (Figura 14C), los niveles de la proteína Nrg1-7A no disminuyen 

tras la adición de suero (Figura 14A), indicando que estos sitios son importantes para 

activar su degradación. 
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Con el objetivo de profundizar en esta idea, en la presente tesis comparamos la 

estabilidad de las proteínas silvestre y Nrg1-7A en condiciones de crecimiento 

levaduriforme e hifal mediante experimentos de represión del promotor. Para ello, se 

construyeron las cepas JC1211 (pMET3-NRG1-HA/NRG1) y JC2309 (pMET3-nrg1-7A-

HA/NRG1). En dichas cepas, los alelos de NRG1 etiquetados con el epítopo HA se 

encontraban bajo las órdenes del promotor regulable del gen MET3 reprimido cuando 

hay metionina y cisteína en el medio de cultivo. Para realizar el experimento, cultivos de 

ambas cepas crecidos en MM a 28ºC (levaduras, promotor ON), se transfirieron a 

condiciones de represión del promotor (5 mM metionina y 1mM de cisteína) a 28ºC 

(levaduras, OFF) o 37ºC con 10% FBS (hifas, OFF), recogiendo muestras cada 20 minutos 

Figura 13. El represor Nrg1 es una fosfoproteína. A) Representación de los potenciales sitios de 
fosforilación S/TP en la proteína Nrg1 y la proteína mutante Nrg1-7A. Caja celeste: dominios ZnF. 
Caja roja: 3 copias del epítopo HA. B) Extractos celulares de una cepa silvestre NRG1-HA (JC1139) 
se incubaron en presencia o ausencia de l-fosfatasa y el patrón electroforético de Nrg1 se analizó 
mediante Western-blot con anticuerpos anti-HA. C) El estado de fosforilación de Nrg1 depende de 
los sitios S/TP. Extractos celulares de las cepas silvestres NRG1-HA (JC1139) y mutante nrg1-7A-HA 
(JC1359) se utilizaron para la analizar el comportamiento electroforético de Nrg1 en geles SDS-PAGE 
(izquierda) o geles bidimensionales (derecha). Tomado de la Tesis de Guadalupe Bermejo Pulido, 
2016. 
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durante un periodo de 1h. Posteriormente, se obtuvieron extractos y se determinaron los 

niveles de Nrg1 mediante Western-blot con anticuerpos anti-HA (Figura 16). 

Figura 14. A) La degradación de Nrg1 en respuesta a suero depende los sitios S/TP. Una cepa 
silvestre NRG1-HA (JC1139) y un mutante nrg1-7A-HA (JC1359) se pusieron en condiciones de 
crecimiento hifal (37°C + 10%suero), recogiéndose muestras a los tiempos indicados en la figura 
analizándolas mediante Western-blot con anticuerpos anti-HA. Para el control de carga se utilizó 
anticuerpos anti-PSTAIRE. B) El crecimiento levaduriforme y miceliar es independiente de los sitios 
S/TP. Morfología de las células del mutante nrg1-7A crecidas a 30°C y a 37°C suplementado con 
10% de suero. Tomado de la Tesis de Guadalupe Bermejo. C) Porcentaje de células con tubo 
germinativo de una cepa silvestre NRG1-GFP (JC2611) y mutante nrg1-7A-GFP (JC2608) tras 
incubarlas en YPD suplementado con 10% de suero a 37ºC. La grafica muestra la media de tres 
experimentos independientes con células incubadas en cámaras Ibidi en el microscopio y las barras 
de error corresponden a la SEM. 
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Como se aprecia en la Figura 16, no se observaron diferencias en la estabilidad de 

ambas proteínas en condiciones de crecimiento levaduriforme. En cambio, bajo 

condiciones de desarrollo hifal, la proteína silvestre se degradó rápidamente en los 

primeros 20 min mientras que no se observó variación alguna en los niveles de Nrg1-7A. 

Por tanto, estos resultados indican que la fosforilación de los sitios S/TP regula la 

estabilidad del represor específicamente al inicio del crecimiento hifal. 

 

Figura 15. Localización de Nrg1 en levaduras de la cepa nrg1-7A. Tomado de la Tesis de Guadalupe 
Bermejo. 

 

Figura 16. La inestabilidad de Nrg1 al inicio del crecimiento hifal depende de los sitios S/TP.  
Cultivos de las cepas silvestre pMET3-NRG1-HA (JC1211) y mutante pMET3-nrg1-7A-HA (JC2309) 
crecidos en MM a 28ºC (levaduras, promotor ON) se inocularon en condiciones de represión del 
promotor pMET3 (MM + 5 mM Met + 1 mM Cys) a 28ºC (levaduras) o 37ºC suplementado con 10% 
de suero (hifas). Posteriormente, se tomaron muestras a los tiempos indicados para obtener 
extractos proteicos con TCA y se realizaron Western-blot con el fin de analizar los niveles de Nrg1 
con anticuerpos anti-HA. La tinción con Coomassie se utilizó como control de carga. 
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5. El inicio del crecimiento hifal es independiente de la disociación de Nrg1 de los 

promotores. 

El hecho de que el mutante nrg1-7A fuera capaz de responder a suero sugería que, 

a pesar de no degradar al represor, debería tener lugar la expresión de genes específicos 

de hifas. Con el fin de confirmar este punto, se analizó, mediante qRT-PCR, la expresión 

de los genes ECE1, HWP1 y ALS3 en muestras de cultivos de la cepa silvestre NRG1-HA 

(JC1139) y del mutante nrg1-7A-HA (JC1359) tras la adición de suero a 37ºC. Como cabía 

esperar, la estabilización del represor en el mutante nrg1-7A no afectó a la inducción de 

los genes ECE1, HWP1 y ALS3, aunque inesperadamente se observó una mayor expresión 

de los genes en el mutante frente al control silvestre (Figura 17). 

Por tanto, si el mutante nrg1-7A era capaz de activar la expresión de ECE1, HWP1 y 

ALS3 la adición de suero debería inducir la disociación del represor de los promotores. 

Para comprobar esta hipótesis, realizamos experimentos de inmunoprecipitación de 

Figura 17. La mutación nrg1-7A no afecta a la expresión de ECE1, HWP1 y ALS3. Expresión de los 
genes específicos de hifas ECE1, HWP1 y ALS3 en las cepas silvestre NRG1-HA (JC1139) y mutante 
nrg1-7A-HA (JC1359) tras la inducción del crecimiento hifal. Se obtuvo mRNA de cada cepa a los 
tiempos indicados y se cuantificó la expresión de ECE1, HWP1 y ALS3 mediante RT-qPCR utilizando 
el gen ACT1 como control interno. El valor normalizado de cada gen a t0 se le dio el valor 1. El resto 
de los valores normalizados se referenciaron al tiempo t0. Las gráficas incluyen la media de dos qRT-
PCRs. 
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cromatina (ChIP) en células de la cepa nrg1-7A-HA (JC1359), en las que se analizó la 

interacción de Nrg1 a una región del promotor de ALS3, tanto en levaduras (t0) como al 

inicio de la respuesta a suero (t30 min). Sorprendentemente, la adición del suero tuvo el 

efecto contrario al esperado ya que en lugar de detectar menos unión de Nrg1 al 

promotor, se observó un enriquecimiento cuatro veces superior al t0 de levaduras (Figura 

18A). Un comportamiento similar se observó cuando se analizó el promotor de ECE1 

(Figura 18B). Por tanto, en contraste con trabajos previos [45], estos resultados sugieren 

que la activación del programa transcripcional de hifas es independiente de la disociación 

y degradación del represor Nrg1.  

6. El mutante nrg1-7E tiene fenotipo de pérdida de función. 

Los datos mostrados en el apartado anterior indican que la proteína Nrg1-7A no 

puede disociarse de los promotores en respuesta a suero, sugiriendo que la fosforilación 

de los sitios S/TP podrían contribuir a su despegue de los promotores. Si esta idea fuera 

Promotor de ALS3 Promotor de ECE1

0 30 0 30

Figura 18. La proteína Nrg1-7A no se disocia del promotor de ALS3 en respuesta a suero. A, B) 
Células de la cepa nrg1-7A-HA (JC1359) se recogieron a 0 y 30 min tras la inducción hifal y se 
procesaron para realizar ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) con el fin de 
determinar la unión de Nrg1 a una región del promotor de ALS3 a -0,2 kb del ATG iniciador y a una 
región del promotor de ECE1 a -0,6 kb del ATG iniciador. Los datos de cada tiempo se normalizaron 
con la señal del control de carga (input). Las gráficas representan el enriquecimiento relativo al 
control negativo sin anticuerpo. La gráfica perteneciente al promotor de ALS3 incluye la media ± 
SEM procedente de 3 experimentos independientes mientras que en la gráfica referente al 
promotor de ECE1 se representa la media de dos qPCRs. El valor 1 representa el nivel de 
enriquecimiento obtenido en el promotor de CDC12, gen no regulado por Nrg1. Líneas rojas: 
Posibles sitios de unión de Nrg1. 
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cierta, cabría esperar que un mutante fosfomimético nrg1-7E se comportara como un 

mutante de pérdida de función lo que daría lugar a la formación de hifas en condiciones 

de crecimiento levaduriforme. 

Para comprobar esta hipótesis, se construyó un alelo nrg1-7E-HA mediante síntesis 

génica (gBlocks, IDT) y se utilizó para sustituir el alelo silvestre de una cepa heterocigótica 

NRG1/nrg1D (JC2273: nrg1-7E-HA/ nrg1D), dando lugar a células que sólo expresaban la 

forma mutada del represor. Con la finalidad de analizar su fenotipo, se determinó la 

morfología de las células de la cepa silvestre NRG1-HA (JC1139), nrg1-7A-HA (JC1359) y 

nrg1-7E-HA (JC2273) crecidas en condiciones de crecimiento levaduriforme a 28ºC. Como 

Figura 19. La mutación nrg1-7E genera un fenotipo de pérdida de función. A) Morfología de las 
células de la cepa silvestre NRG1-HA (JC1139), nrg1-7A-HA (JC1359) y nrg1-7E-HA (JC2273) crecidas 
en condiciones de crecimiento levaduriforme a 28ºC. B) Niveles de la proteína Nrg1 en extractos 
celulares de cultivos asincrónicos de las cepas indicadas en A) crecidas a 28ºC. La tinción con 
Coomassie se utilizó como control de carga.  
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puede observarse en la Figura 19A, únicamente las células de la cepa nrg1-7E eran 

capaces de formar hifas a 28ºC. Este fenotipo no era consecuencia de que las mutaciones 

presentes en la proteína Nrg1-7E desestabilizaran la proteína puesto que los niveles de 

Nrg1 presente en los extractos celulares de las tres cepas era similar (Figura 19B). 

Tampoco se debía a que dichas mutaciones excluyeran a la proteína del núcleo al ser 

detectada señal nuclear de GFP en células de la cepa NRG1/nrg1-7E-GFP (JC2790) (datos 

no mostrados). Además, dichas células crecían en forma de levadura a 28ºC, indicando 

que la mutación nrg1-7E era recesiva.  

En conjunto, estos datos sugieren que la proteína Nrg1-7E tiene menor afinidad por 

el DNA que el represor silvestre, por lo que decidimos realizar experimentos de ChIP para 

comparar la capacidad de unión de Nrg1 al promotor de ALS3 en condiciones de 

crecimiento levaduriforme en la cepa control NRG1-HA (JC1139) y el mutante nrg1-7E-HA 

(JC2273). En todos los experimentos de ChIP, los valores de enriquecimiento obtenidos 

se normalizaron con el valor de enriquecimiento de Nrg1 en el promotor de CDC12, gen 

no regulado por el represor. Por tanto, valores de enriquecimiento de Nrg1 en el 

promotor de ALS3 de 1 son indicativos de ausencia de unión al DNA. En la Figura 20, se 

representan los valores medios de enriquecimiento de Nrg1 en el promotor de ALS3 de 3 

réplicas biológicas independientes de las cepas silvestre y mutante. Como se aprecia en 

la figura, se obtuvo una reducción significativa en el enriquecimiento de Nrg1 en la cepa 

Figura 20. La proteína Nrg1-7E tiene menor afinidad por 
el promotor de ALS3 en levaduras.  Células de la cepa 
silvestre NRG1-HA (JC1139) y el mutante nrg1-7E-HA 
(JC2273) se recogieron en fase exponencial de 
crecimiento a 28ºC y se procesaron para realizar ensayos 
de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) con el fin de 
determinar la unión de Nrg1 a una región del promotor 
de ALS3 a -0,2 kb del ATG iniciador. Los datos de cada 
tiempo se normalizaron con la señal del control de carga 
(input). Las gráficas representan el enriquecimiento 
relativo al control negativo sin anticuerpo. Las gráficas 
incluyen la media ± SEM procedente de 3 experimentos 
independientes. La significación estadística de las 
diferencias se realizó mediante el unpaired t test. 
(**P=0,006). Líneas rojas: posibles sitios de unión de 
Nrg1. El valor 1 representa el nivel de enriquecimiento 
obtenido en el promotor de CDC12, gen no regulado por 
Nrg1. 

 



   RESULTADOS 

 53 

nrg1-7E-HA respecto al control, alcanzando valores próximos a 1. En resumen, todos estos 

datos indican que la mutación nrg1-7E reduce la afinidad de la proteína por el DNA. 

7. La reducción de los niveles de Sok1 suprime el crecimiento hifal constitutivo del 

mutante nrg1-7E.  

El farnesol es una molécula de quorum sensing sintetizada por C. albicans que actúa 

como un potente inhibidor de la transición levadura-hifa [49]. Recientemente, se ha 

demostrado que el farnesol inhibe el inicio del desarrollo hifal porque bloquea la 

degradación de Nrg1 [49]. Por tanto, el mutante nrg1-7E debería ser insensible al farnesol 

porque, aunque esta molécula inhibiera la degradación de Nrg1 en respuesta a suero, el 

represor no podría reprimir la transcripción del programa hifal al tener reducida su 

capacidad de unirse al DNA. Sorprendentemente, la adición de 25µM de farnesol suprimió 

el crecimiento hiperpolarizado en las células nrg1-7E (Figura 21). Dado que 

concentraciones elevadas de esta molécula puede inhibir el crecimiento celular [52], [80], 

Figura 21. La molécula de quorum sensing farnesol suprime el fenotipo de nrg1-7E. Morfología de 
las células de la cepa nrg1-7E-HA (JC2273) y nrg1D (JC1054) crecidas en condiciones de crecimiento 
levaduriforme a 28º en ausencia o presencia de 25 mM de farnesol. Barra de escala: 5 µm. 
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decidimos comprobar si esta supresión era consecuencia indirecta del farnesol sobre el 

crecimiento o estaba relacionado con la inhibición del programa hifal. Para ello, 

analizamos el efecto del farnesol sobre el crecimiento hiperpolarizado del mutante nrg1D 

que crece constitutivamente en forma de hifa [36]. Como puede observarse en la Figura 

21, las células de la cepa nrg1D (JC1054) mantenían el crecimiento hiperpolarizado tras la 

adición de farnesol. Por tanto, estos resultados sugieren que el farnesol estabiliza la unión 

de Nrg1-7E a los promotores. 

¿Cuál podría ser el mecanismo? Se ha descrito que el farnesol estabiliza al represor 

Nrg1 porque inhibe la transcripción de SOK1, proteína requerida para la degradación de 

Nrg1 [49]. Por tanto, si Sok1 estuviera implicado en la inhibición del crecimiento hifal del 

mutante nrg1-7E en presencia del farnesol, la deleción de SOK1 en un fondo nrg1-

7E/nrg1D debería también suprimir el fenotipo en ausencia de farnesol. Para estudiar 

esta hipótesis, se construyó el doble mutante sok1D nrg1-7E-HA/nrg1D (JC2407) y se 

comparó su morfología a 28ºC con el control silvestre BWP17 y los mutantes nrg1-7E-

HA/nrg1D  (JC2273) y sok1D (JC1803). Efectivamente, la eliminación de SOK1 suprimió 

Figura 22. La deleción de SOK1 suprime el fenotipo del nrg1-7E. Morfología de las células de la 
cepa silvestre NRG1-HA (JC1139), nrg1-7E-HA (JC2273), sok1D (JC1803) y sok1D nrg1-7E-HA 

(JC2407) crecidas en condiciones de crecimiento levaduriforme a 28ºC. Barra de escala: 10 µm. 
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completamente el fenotipo hifal de las células nrg1-7E (Figura 22). Por tanto, estos 

resultados indican que la mutación nrg1-7E per se no inactiva la función represora de 

Nrg1, sino que su inactivación depende de la presencia de la proteína Sok1. 

Esta conclusión nos permitió plantear la hipótesis de que la función de Sok1 podría 

ser inducir el despegue de Nrg1 de los promotores cuando dicho represor estuviera 

fosforilado en los sitios S/TP (Figura 23A). Por tanto, en el contexto del inicio del 

crecimiento hifal, Nrg1 y Sok1 podrían ser dianas de las rutas ambientales que inducen la 

miceliación y que ambas, tras sus respectivas modificaciones postraduccionales, 

colaboraran en la disociación del represor para que posteriormente, éste fuera exportado 

al citoplasma donde se degradaría (Figura 23B). 

Figura 23. Modelo sobre la interacción entre la deleción de SOK1 y la mutación nrg1-7E. 

A

B
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8. La deleción de SOK1 no modifica la afinidad de la proteína Nrg1-7E por el 

promotor de ALS3. 

La hipótesis planteada en la Figura 23 implica que el fenotipo del doble mutante 

nrg1-7E-HA/nrg1D sok1D se debe a que la proteína Nrg1-7E recupera su capacidad de 

unirse al DNA en ausencia de Sok1. Para confirmar esta idea, se determinó el 

enriquecimiento de Nrg1 en el promotor de ALS3 mediante experimentos de ChIP a partir 

de cultivos de la cepa silvestre NRG1 (JC1139) y los mutantes sok1D (JC2004), nrg1-

7E/nrg1D (JC2273) y sok1D nrg1-7E-HA/nrg1D (JC2407) crecidos a 28ºC. Contrariamente 

a lo esperado, no se observaron diferencias significativas en la cantidad de Nrg1 unida al 

DNA de las cepas nrg1-7E y el doble mutante nrg1-7E sok1D (Figura 24), lo que podría 

sugerir que, contrariamente a lo pensado inicialmente, Sok1 no estaría implicada en la 

disociación de Nrg1 de los promotores. 

Figura 24. La deleción de SOK1 no modifica la afinidad de la proteína Nrg1-7E por el promotor de 
ALS3. Células de la cepa silvestre NRG1-HA (JC1139), y los mutantes sok1D NRG1-HA (JC2004), nrg1-

7E-HA (JC2273) y sok1D nrg1-7E-HA (JC2407) se recogieron en fase exponencial de crecimiento a 
28ºC y se procesaron para realizar ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) con el fin 
de determinar la unión de Nrg1 a una región del promotor de ALS3 a -0,2 kb del ATG iniciador. Los 
datos de cada tiempo se normalizaron con la señal del control de carga (input). Las gráficas 
representan el enriquecimiento relativo al control negativo sin anticuerpo. Las gráficas incluyen la 
media ± SD procedente de 3 experimentos independientes. La significación estadística de las 
diferencias se realizó mediante ANOVA one-way. (P<0,05. ns: no significativo). Líneas rojas en 
promotor: posibles sitios de unión de Nrg1. El valor 1 representa el nivel de enriquecimiento 
obtenido en el promotor de CDC12, gen no regulado por Nrg1. 
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9. Relaciones epistáticas entre nrg1-7A y sok1D. 

Con el propósito de seguir indagando en la posible función de Sok1, y dado que 

observamos interacciones genéticas entre nrg1-7E y sok1D, decidimos investigar si 

existían relaciones epistáticas entre nrg1-7A y sok1D. Para ello, se comparó la respuesta 
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Figura 25. Interacciones genéticas entre las mutaciones nrg1-7A y sok1D. A) Porcentaje de 
formación de tubos germinativos de células de las cepas silvestre NRG1-HA (JC1139), nrg1-7A-HA 
(JC1359), sok1D NRG1-HA (JC2004) y sok1D nrg1-7A-HA (JC2001) tras 30 min en presencia de 10% 
de suero a 37ºC. La gráfica representa la media ± SEM de 3 experimentos independientes. N=50 
células por cada cepa y experimento, La significación estadística de las diferencias se realizó 
mediante ANOVA one-way. (P<0,05. ns: no significativo). B) Medida de la longitud de las hifas y 
morfología tras 120 minutos de crecimiento en condiciones de miceliación de las cepas del 
experimento mostrado en A. La gráfica representa la longitud de cada hifa medida y la media ± SEM. 
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a suero del doble mutante sok1D nrg1-7A-HA/nrg1D (JC2001) frente a los controles 

NRG1-HA/nrg1D (JC1139), nrg1-7A-HA/nrg1D (JC1359) y sok1D (JC2004).  

Este análisis puso de manifiesto que el inicio de la respuesta a suero se ve 

severamente afectado en la cepa nrg1-7A sok1D respecto a los mutantes sencillos (Figura 

25A). Tras 30 min en presencia de suero, el 80% de las células nrg1-7A y el 40% del cultivo 

de sok1D mostraban tubos germinativos mientras que las células del doble mutante 

fueron incapaces de responder. Sin embargo, tras 120 min de incubación, el 40 % de las 

células del doble mutante formaron tubos germinativos. Como consecuencia de este 

retraso, la longitud de las hifas era significativamente más cortas que el control silvestre 

y los mutantes sencillos (WT:13,5 ± 0,347 µm; nrg1-7A: 13,55 ± 0,324 µm; sok1D: 11,2 ± 

0,292 µm; nrg1-7A sok1D: 7,05 ± 0,256 µm; n> 150). El análisis de las células del doble 

mutante capaces de emitir tubos germinativos hizo patente que las hifas eran también 

más gruesas. Estos resultados sugieren que el doble mutante además de presentar un 

retraso en el inicio de la respuesta no puede mantener el crecimiento hiperpolarizado de 

la hifa (Figura 25B). 

Respecto a los niveles de Nrg1 presente en estas muestras, se puede ver claramente 

como la eliminación del gen SOK1 provoca un retraso significativo en la degradación de 

Nrg1 a los 30 min con respecto al control silvestre. Además, el hecho de que los niveles 

de Nrg1 presentes en los mutantes nrg1-7A y sok1D nrg1-7A sean similares (Figura 26) 
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sok1D
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Figura 26. La degradación de Nrg1 en el inicio de la miceliación depende de Sok1 y las 
fosforilaciones de los sitios S/TP. Células de las cepas NRG1-HA (JC1139), nrg1-7A-HA (JC1359), 
sok1D NRG1-HA (JC2004) y sok1D nrg1-7A-HA (JC2001) se incubaron en condiciones de crecimiento 
hifal (37ºC y 10% de suero) y se tomaron muestras a los tiempos indicados para obtener extractos 
proteicos con TCA y analizar los niveles de Nrg1 mediante Western-blot con anticuerpos anti-HA. Se 
utilizó el anti-PSTAIRE como control de carga. 
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indica que la estabilización de Nrg1 provocada por la pérdida de Sok1 no es aditiva a las 

mutaciones en los sitios S/TP. 

Por último, analizamos la expresión de ALS3, HWP1 y ECE1, genes cuya expresión se 

encuentra reprimida por Nrg1 [28], [81]. Para ello, cultivos de las cuatro cepas se 

inocularon en YPD suplementado con 10% de suero a 37ºC y se recogieron muestras a t0, 

t30 y t60 min para la extracción de los mRNAs y su posterior cuantificación mediante RT-
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Figura 27. El doble mutante sok1D nrg1-7A no activa la expresión de Genes Específicos de Hifas 
(HSGs). Análisis de la transcripción de los HSGs HWP1, ECE1 y ALS3 mediante RT-qPCR. Cultivos de 
las cepas silvestre NRG1-HA (JC1139), nrg1-7A-HA (JC1359), sok1D NRG1-HA (JC2004) y sok1D nrg1-

7A-HA (JC2001) se inocularon en YPD suplementado con 10% de suero a 37ºC. Posteriormente, se 
recogieron muestras a t0, t30 y t60 min para la extracción de los mRNAs. Los niveles de mRNA de 
cada gen se determinaron mediante RT-qPCR. La señal obtenida de la expresión del mRNA de ACT1 
se utilizó como control de carga para normalizar las muestras. El valor normalizado de cada gen a 
t0 se le dio el valor 1. El resto de los valores normalizados se referenciaron al tiempo t0. Los datos 
mostrados representan los valores medios ± SD de 2 experimentos independientes. 
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qPCR (Figura 27). Mientras que en la cepa silvestre y los mutantes simples se observó la 

inducción de la expresión de los genes en condiciones de crecimiento hifal, las células del 

doble mutante sok1D nrg1-7A fueron incapaces de activar la transcripción de dichos 

genes. 

Figura 28. El doble mutante sok1D nrg1-7A también presenta una gran pérdida de miceliación en 
presencia de GlcNAc. Morfología de las cepas NRG1-HA (JC1139), nrg1-7A-HA (JC1359), sok1D 

NRG1-HA (JC2004) y nrg1-7A-HA sok1D (JC2001) a tiempos 30, 60 y 120 minutos en presencia de 
condiciones inductoras de la filamentación (37ºC y 2% glucosamina). Barra 10 µm. 
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Con el fin de determinar si esta relación epistática se mantenía utilizando otras 

señales ambientales, decidimos estudiar el comportamiento de las cuatro cepas en 

presencia de 2% de N-acetil-β-D-glucosamina (GlcNAc), otro potente inductor hifal [82], 

[83]. Como puede verse en la Figura 28, el doble mutante responde mucho peor que los 

mutantes sencillos a la GlcNAc. Por tanto, podemos concluir que Sok1 y la fosforilación 

de Nrg1 colaboran en activar el inicio del crecimiento hifal mediante dos mecanismos 

independientes, tanto en suero como en GlcNAc.En resumen, todos estos datos indican 

claramente que existe una interacción negativa entre las mutaciones sok1D y nrg1-7A en 

el inicio del crecimiento hifal en respuesta a suero. 

10. Análisis de la unión de Nrg1 al promotor de ALS3 en los mutantes nrg1-7A-HA y 

sok1D nrg1-7A-HA. 

El hecho de que el doble mutante sok1D nrg1-7A-HA fuera incapaz de responder a 

suero podría deberse a un mayor incremento en la cantidad del represor unido a los 

promotores respecto al mutante sencillo nrg1-7A-HA. Con la finalidad de profundizar en 

esta idea, decidimos analizar la unión de Nrg1 al promotor de ALS3 con más detalle. En 

un primer lugar, mediante experimentos de ChIP se analizó una región de 1 Kb del 

promotor con diferentes parejas de cebadores para determinar cuáles eran las regiones 

con enriquecimientos significativos de Nrg1 (datos no mostrados). Este estudio preliminar 

nos permitió identificar a las parejas A6 (-672/-447 del ATG iniciador) y A8 (-254/-1 del 

ATG iniciador) como aquellas más apropiadas para estudiar la interacción de Nrg1 con el 

promotor de ALS3 a t0 y t30 min (Figura 29A). Una vez establecidos los cebadores, y dado 

que los niveles de Nrg1 eran similares en las cepas nrg1-7A-HA (JC1359) y sok1D nrg1-7A-

HA (JC2001) (Figura 26), se analizó el enriquecimiento de Nrg1 en las regiones A6 y A8 del 

promotor ALS3 en ambas cepas a t0 y t30 min después de la inducción del crecimiento 

hifal. En levaduras (t0), no se observaron diferencias en las regiones A6 y A8 entre ambas 

cepas (Figura 29). Tras la adición de suero, tampoco se observaron diferencias 

significativas en la región A8. En los dos casos se obtuvieron enriquecimientos 4 veces 

superiores a los obtenidos a t0. Donde sí se apreciaron diferencias claras fue en la región 

A6 a t30 min, zona del promotor de ALS3 donde se une el factor de transcripción Brg1 

requerido para la expresión de los HSGs [40], [53], [69]. Según los resultados obtenidos, 

el sitio A6 no se encuentra ocupado por el represor Nrg1-7A en el mutante simple, ya que 
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se obtuvo un enriquecimiento de 1 tras normalizar los valores de la qPCR respecto al valor 

obtenido para CDC12. Por tanto, este resultado sugiere que en el mutante nrg1-7A, la 

región A6 se encuentra disponible para la llegada y unión del factor de transcripción Brg1. 

En cambio, en el doble mutante sok1D nrg1-7A se detectó un valor de enriquecimiento 

cercano a 4, indicando que la deleción de SOK1 permite que el represor pueda 

posicionarse en la zona de unión de Brg1, lo que podría explicar la ausencia de 

transcripción de HSGs del doble mutante. En resumen, estos datos sugieren que Sok1 

podría ser necesario para favorecer la unión del factor de transcripción Brg1 a la región 

A6 del promotor de ALS3. En ausencia de Sok1, el acceso de Brg1 al promotor se vería 

impedido y Nrg1-7A ocuparía su lugar. Este modelo podría explicar las diferencias 

fenotípicas observadas entre las cepas nrg1-7A y sok1D nrg1-7A (Figura 30). 

A

B C

Figura 29. Análisis de la unión de Nrg1 al promotor de ALS3 en los mutantes nrg1-7A-HA y sok1D 
nrg1-7A-HA. A) Localización de los posibles sitios de unión al factor de transcripción Brg1 (verde) y 
el represor Nrg1 (rojo). Las posiciones de las parejas de cebadores para el análisis del promotor se 
representan como A6 y A8. B, C) Células de las cepas nrg1-7A-HA (JC1359) y sok1D nrg1-7A-HA 
(JC2001) se recogieron a 0 y 30 min tras la inducción hifal y se procesaron para realizar ensayos de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) con el fin de determinar la unión de Nrg1 a -0,6 kb y -0,2 
kb del ATG iniciador del gen ALS3. Los datos de cada tiempo se normalizaron con la señal del control 
de carga (input). Las gráficas representan el enriquecimiento relativo al control negativo sin 
anticuerpo. Las gráficas incluyen la media ± SEM procedente de 2 experimentos independientes.  
La línea roja punteada marca el nivel de enriquecimiento obtenido en el promotor de CDC12, gen 
no regulado por Nrg1 y marca el valor 1. 
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11. Sok1 es necesario para el reclutamiento de Brg1 a los promotores al inicio del 

crecimiento hifal. 

Los resultados del apartado anterior sugieren que Sok1 podría ser necesario para la 

unión de Brg1 a los promotores de los HSG. Para profundizar en esta idea, se etiquetó 

Brg1 con el epítopo myc en su extremo carboxi-terminal en un fondo silvestre (JC2895 

BRG1-myc) y sok1D (JC2942: sok1D BRG1-myc). Una vez construidas las cepas, se 

realizaron experimentos de inmunoprecipitación de cromatina con anticuerpos anti-myc 

para analizar el enriquecimiento obtenido en los promotores de ALS3 y HWP1.  

Para ello, la cromatina inmunoprecipitada de células en las que se había inducido el 

crecimiento hifal (t30 min) se utilizó como molde con los pares de cebadores A6 (ALS3) y 

H3 (HWP1) que hibridan a 0,6 kb y 1,3 kb del ATG iniciador de los respectivos promotores. 

Estos estudios de ChIP pusieron en evidencia que, mientras Brg1 estaba presente en 

ambos promotores de células silvestres, no se detectó enriquecimiento alguno en la cepa 

deficiente en Sok1 (Figura 31A-B). Este resultado podría ser consecuencia de que en la 

cepa sok1D no se expresara Brg1 o que la proteína Sok1 fuera necesaria para la unión del 

factor de transcripción a los promotores. Para dilucidar entre estas dos opciones, se 

analizó, mediante Western-blot, los niveles de Brg1 presentes en los extractos de células 

BRG1-myc y sok1D BRG1-myc incubadas en ausencia o presencia de suero (t0 y t30 min). 

Como se muestra en la Figura 31C, no se observaron diferencias entre ambas cepas en 

los niveles de la proteína Brg1. Por tanto, en conjunto, los resultados mostrados en este 

apartado indican que Sok1 es necesaria para que Brg1 pueda unirse a los promotores de 

los genes ALS3 y HWP1. 

Figura 30. Modelos sobre la interacción entre la deleción de SOK1 y la mutación nrg1-7A. 
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12. Nrg1-7A se disocia del promotor de BRG1 de forma independiente de Sok1 en 

respuesta a suero 

Una vez que Nrg1 ha sido degradado en respuesta a suero, Brg1 se une a su propio 

promotor y retroalimenta positivamente su expresión [40], [53]. Estudios de ChIP, en los 

Promotor de HWP1Promotor de ALS3

A6 A8 H3

C

0 30 0 30 min

Figura 31. Sok1 es necesaria para la unión de Brg1 a los promotores de HSGs al inicio del 
crecimiento hifal. Células de las cepas silvestre BRG1-myc (JC2895) y sok1D BRG1-myc (JC2942) se 
recogieron tras 30 min en condiciones de crecimiento hifal y se procesaron para realizar ensayos 
de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) con el fin de determinar la unión de Brg1 a los 
promotores de ALS3 (A) y HWP1 (B) con los pares de primers A6 y H3 que hibridan a -0,6 kb y -1,3 
kb de los respectivos promotores. Los datos de cada tiempo se normalizaron con la señal del control 
de carga (input). Las gráficas representan el enriquecimiento relativo al control negativo sin 
anticuerpo. Las gráficas incluyen la media ± SEM procedente de 2 experimentos independientes. El 
valor 1 representa el nivel de enriquecimiento obtenido en el promotor de CDC12, gen no regulado 
por Brg1. C) Niveles de la proteína Brg1 a t0 y t30 min tras la inducción hifal de las cepas del 
experimento mostrado en A-B. La tinción con Coomassie se utilizó como control de carga 
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que se analizaron unas 7 kb del promotor de BRG1, han puesto de manifiesto que Nrg1 y 

Brg1 se unen a la misma región del promotor (par de cebadores B6, Figura 32). La 

competencia de ambas proteínas por el DNA del promotor de BRG1 podría ser la causa 

por la cual Brg1 no puede unirse a su promotor cuando se expresa ectópicamente en 

levaduras ya que Nrg1 ocupa el sitio [53]).  

Por tanto, si Brg1 y Nrg1 compiten por unirse al promotor de BRG1 y nuestros datos 

indican que la proteína Nrg1-7A no se disocia de los promotores de ALS3 y ECE1 en 

respuesta a suero (Figura 18), parece contradictorio que se active la transcripción de los 

HSGs en el mutante nrg1-7A. Para resolver esta paradoja, determinamos la unión de Nrg1 

y Brg1 al promotor de BRG1 a t0 y t 30 min después de inducir el crecimiento hifal. 

Figura 32. Nrg1 y Brg1 se unen a la misma región del promotor de BRG1. Enriquecimiento de Nrg1 
y Brg1 en diferentes regiones del promotor de BRG1. Células silvestres que expresan Nrg1-Myc o 
Brg1-Myc crecidas, respectivamente, en YPD a 25ºC o YPD+10 nM de rapamicina a 37ºC durante 6h 
se utilizaron para ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). Como control se utilizó la 
cepa silvestre SC5314 sin marcar. Las gráficas representan los enriquecimientos obtenidos sobre la 
muestra no marcada. La figura inferior representa 10 kb de la región promotora de BRG1 y la 
localización de posibles sitios de unión de Brg1 (rojo) y Nrg1 (verde). Las cajas 1-6 representan la 
posición de los pares de cebadores utilizados. En nuestros estudios, hemos utilizado el par B6. 
Tomado de [53]. 
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Inicialmente, realizamos experimentos de ChIP en los que se analizaron mediante 

qPCR los niveles de enriquecimiento de Nrg1-7A en esta zona B6 del promotor de BRG1 

en las cepas nrg1-7A-HA (JC1359) y sok1D nrg1-7A (JC2001). Estos estudios mostraron un 

enriquecimiento muy significativo (x6) de Nrg1 en las levaduras del mutante nrg1-7A-HA 

(Figura 33). Sin embargo, contrariamente a lo observado en los promotores de ALS3 y 

ECE1, la adición de suero indujo la disociación de Nrg1-7A del promotor. Esta pérdida de 

unión al DNA es independiente de Sok1 ya que también se observó en células deficientes 

en Sok1 (Figura 33). Por tanto, a diferencia de lo que ocurre en los promotores de ALS3 y 

ECE1, estos resultados indican claramente que la disociación de Nrg1 del promotor de 

BRG1 es independiente de los sitios S/TP y Sok1. En resumen, todas estas observaciones 

sugieren mecanismos de disociación de Nrg1 diferentes en los promotores de los HSGs y 

BRG1. 

A continuación, se realizaron experimentos similares para estudiar la unión de Brg1 

a su propio promotor a los 30 min de inducción del crecimiento hifal con las cepas BRG1-

myc (JC2895), nrg1-7A-HA BRG1-myc (JC2896), sok1D BRG1-myc (JC2942) y sok1D nrg1-

7A-HA BRG1-myc (JC2897). Como se muestra en la Figura 34, la unión de Brg1 a su propio 

0 30 0 30 min

Figura 33. Nrg1-7A se disocia del promotor de BRG1 de forma independiente de Sok1. Células de 
las cepas nrg1-7A-HA (JC1359) y sok1D nrg1-7A-HA (JC2001) se recogieron a 0 y 30 min tras la 
inducción hifal y se procesaron para realizar ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 
con el par de cebadores B6 (-1959/-1710) para determinar la unión de Nrg1 al promotor del gen 
BRG1. Los datos de cada tiempo se normalizaron con la señal del control de carga (input). Las 
gráficas representan el enriquecimiento relativo al control negativo sin anticuerpo. Las gráficas 
incluyen la media ± SEM procedente de 2 experimentos independientes. La línea roja punteada 
marca el nivel de enriquecimiento obtenido en el promotor de CDC12, gen no regulado por Nrg1. 



   RESULTADOS 

 67 

promotor depende de Sok1 ya que no se detectó enriquecimiento de la proteína en los 

promotores correspondientes a las cepas sok1D y sok1D nrg1-7A. 

En resumen, los resultados mostrados en este apartado demuestran que el represor 

fosfodeficiente no interfiere en la accesibilidad de Brg1 a su propio promotor ya que se 

produce una rápida expulsión de Nrg1-7A a los 30 minutos de inducir la miceliación, pero 

la falta de Sok1 provoca que Brg1 no pueda interaccionar de forma adecuada con su 

propio promotor a pesar de estar libre su sitio de unión. 

13. Estudio de la localización subcelular de Sok1 en levaduras 

La caracterización de los fenotipos asociados a la pérdida de Sok1 sugieren que la 

proteína se encuentra localizada en el núcleo. Por tanto, dado que nada se sabía sobre su 

localización subcelular, se construyó la cepa SOK1-GFP HHF1-cherry (JC2593) que 

expresaba niveles fisiológicos de una proteína Sok1-GFP funcional y la histona Hhf1-

cherry como marcador nuclear. La observación de un cultivo de dicha cepa crecido en YPD 

a 28ºC reveló que Sok1 se localizaba tanto en el núcleo como en el citoplasma de las 

levaduras en crecimiento exponencial (Figura 35A). Tras comprobar su presencia nuclear, 

Figura 34. Sok1 es necesaria para la unión de Brg1 al promotor de BRG1 al inicio del crecimiento 
hifal. Células de las cepas silvestre BRG1-myc (JC2895), BRG1-myc nrg1-7A-HA (JC2896), sok1D 

BRG1-myc (JC2942) y sok1D nrg1-7A-HA BRG1-myc (JC2897) se recogieron tras 30 min en 
condiciones de crecimiento hifal y se procesaron para realizar ensayos de inmunoprecipitación de 
cromatina (ChIP) con el fin de determinar la unión de Brg1 a su propio promotor con el par B6 que 
hibrida a -1,9 kb antes del ATG iniciador. Los datos de cada tiempo se normalizaron con la señal del 
control de carga (input). Las gráficas representan el enriquecimiento relativo al control negativo sin 
anticuerpo. Las gráficas incluyen la media ± SEM procedente de 2 experimentos independientes. El 
valor 1 representa el nivel de enriquecimiento obtenido en el promotor de CDC12, gen no regulado 
por Brg1. 
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nos propusimos identificar la secuencia de localización nuclear (NLS) de esta proteína de 

815 aa para, posteriormente, generar un alelo mutante de SOK1 que fuera incapaz de 

acumular la proteína en el núcleo debido a la inactivación de la NLS. Este alelo sería una 

herramienta muy poderosa para determinar si las funciones de SOK1 en el inicio de la 

respuesta a suero están relacionadas con su presencia en el núcleo. 

Figura 35. Localización de Sok1 en levaduras. A) Visualización de la proteína Sok1-GFP mediante 
microscopía de fluorescencia de células levaduriformes en crecimiento exponencial de la cepa 
SOK1-GFP HHF1-Cherry (JC2593). B) Representación de la proteína Sok1 (815 aa) y la secuencia 
142DSSKRIRLD150 identificada como supuesta NLS mediante el algoritmo cNLS Mapper (http//nls-

mapper.iab.keio.ac.jp/) que se encuentra en una región desordenada del extremo N-terminal. En 
rojo, los aminoácidos básicos supuestamente importantes para interaccionar con la importina. C) 
Caracterización de la Secuencia de Localización Nuclear (NLS) de Sok1. La secuencia 142DSSKRIRLD150 
de Sok1 se comporta como una NLS. Células de las cepas pMAL2-GFP-NLSSOK1 (JC2487) y pMAL2-

GFP-NLS -3ASOK1 (JC2491) crecidas en YPM se analizaron mediante microscopía de fluorescencia 
para observar la localización de las quimeras formadas por la secuencia de 50 aa de la NLS silvestre 
y mutante fusionadas al extremo C-terminal de la GFP. 
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Para ello, utilizamos el algoritmo cNLS Mapper (disponible en http//nls-

mapper.iab.keio.ac.jp/) que identificó a la secuencia 142DSSKRIRLD150, con un valor de 4.2, 

como una posible secuencia NLS monopartita localizada en una región desorganizada del 

extremo N-terminal de Sok1 (Figura 35B). Según el servidor, secuencias NLS con valores 

entre 3 y 5 son propias de proteínas con localización nuclear y citoplasmática. Una vez 

identificada, procedimos a demostrar si esta secuencia se comportaba realmente como 

una NLS. Si tuviera capacidad de interaccionar con las importinas debería reunir dos 

requisitos. Primero, localizar en el núcleo una proteína citoplasmática y segundo, dicha 

localización tendría que ser dependiente de los aminoácidos básicos presentes en la 

secuencia NLS, que son los responsables de interaccionar con las importinas que las 

transportan del citoplasma al núcleo.  

Para analizar la funcionalidad de esta secuencia, se construyeron los plásmidos 

pMAL2-GFP-NLSSOK1 y pMAL2-GFP-NLS-3ASOK1 en los que fragmentos de 50 aa de Sok1 

(110GLAAA…NPIL160), portador de la NLS silvestre o la forma mutada (NLS-3A, 
142DSSAAIALD150) en la que los tres aminoácidos básicos se sustituyeron por alanina, se 

fusionaron al extremo carboxilo de la GFP (Figura 35C). A partir de estos plásmidos, se 

obtuvieron los casetes de transformación que se integraron en el locus NEUT5L en un 

fondo HHF1-Cherry para dar lugar a las cepas JC2487 (NEUT5L::HIS1-pMAL2-GFP-NLSSOK1 

HHF1-cherry) y JC2491 (NEUT5L::HIS1-pMAL2-GFP-NLS-3ASOK1 HHF1-cherry). Construidas 

las cepas, estas se crecieron en medio con maltosa (YPM) durante 8 horas, para inducir la 

expresión de las quimeras de GFP, y se observaron al microscopio de fluorescencia con el 

fin de analizar la distribución subcelular de la GFP. Este análisis mostró que la secuencia 
142DSSKRIRLD150 era capaz de concentrar a la GFP en el núcleo de forma dependiente de 

los tres aminoácidos básicos presentes en ella (Figura 35C). Por tanto, la secuencia 
142DSSKRIRLD150 identificada por el algoritmo tiene actividad NLS y puede ser la 

responsable de la acumulación de Sok1 en el núcleo. 

Finalmente, identificada dicha secuencia, diseñamos una estrategia para construir 

una cepa que expresara niveles fisiológicos de Sok1 con la NLS mutada para averiguar si 

la expresión de la forma citoplasmática de Sok1 mostraba los mismos fenotipos que las 

células sok1D. Tras construir los plásmidos adecuados, fuimos incapaces de obtener los 

transformantes con la NLS mutada. Por tanto, la construcción de este alelo sok1-NLS-3A-

GFP ha quedado pendiente para estudios posteriores. 
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14. Sok1 es excluido del núcleo al inicio del crecimiento hifal. 

Con el fin de conocer si la proteína Sok1 sufría cambios en su localización subcelular 

al inicio del crecimiento hifal, un cultivo de la cepa SOK1-GFP HHF1-cherry (JC2593) se 

incubó a 37ºC en presencia de 10% de suero y se tomaron muestras a t0, t30 y t60 min 

para su observación en un microscopio de fluorescencia. Este experimento reveló que a 

t30 la señal nuclear de Sok1 era más débil que en ausencia de suero, mientras que a t60 

la totalidad de las células mostraba una señal citoplasmática difusa (Figura 36). Por tanto, 

estos resultados indican Sok1 es excluida del núcleo en respuesta a suero, aunque con 

una cinética más lenta que Nrg1 (Figura 10).  

Esta exportación nuclear no se correlacionó con una degradación de la proteína 

como ocurría con Nrg1 ya que los niveles de Sok1 no disminuyeron en respuesta a suero, 

aunque se observó la aparición de una banda de menor movilidad electroforética a partir 

de los 60 min (Figura 37). 

Figura 36. Dinámica de exclusión nuclear de Sok1 durante la respuesta a suero. Células de la cepa 
silvestre SOK1-GFP HHF1-Cherry (JC2593) se incubaron en YPD + 10% de suero a 37ºC y se 
recogieron muestras a los tiempos indicados para su observación al microscopio de fluorescencia. 
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La exclusión nuclear de Sok1 únicamente tiene lugar únicamente durante el inicio 

de la respuesta a suero puesto que, a tiempos más largos (3h), durante el mantenimiento 

del crecimiento hifal en el que existen varios compartimentos subcelulares, volvimos a 

detectar Sok1 en todos los núcleos de la hifa. (Figura 38).  

 

Figura 38. Figura Localización de Sok1 durante el mantenimiento del crecimiento hifal. Células de la 
cepa silvestre SOK1-GFP HHF1-Cherry (JC2593) se incubaron en YPD + 10% de suero a 37ºC durante 3 
horas antes de su observación al microscopio de fluorescencia. 

SOK1-GFP HHF1-Cherry

Sok1-GFP Mezcla

 
Figura 37. Estudio de la dinámica de Sok1 en la transición levadura-micelio. Células de la cepa 
silvestre SOK1-myc (JC2802) se incubaron en YPD + 10% de suero a 37ºC y se recogieron muestras 
a los tiempos indicados para obtener extractos mediante TCA. Posteriormente, se analizaron los 
niveles de Sok1 mediante Western-blot con anticuerpos anti-myc. Se utilizó como control de carga 
la tinción con Coomassie. 
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15. Sok1 se une al promotor de BRG1 y ALS3 en las mismas regiones que Brg1. 

Puesto que Brg1 es un factor de transcripción y nuestros resultados indicaban que 

existía una conexión entre Sok1 y Brg1, nos plantemos estudiar si Sok1 se encontraba 

asociada a la cromatina en lugares ocupados por Brg1 en los promotores. Como primera 

aproximación, estudiamos su posible interacción con el promotor de BRG1. Para ello, se 

tomaron muestras para ChIP de un cultivo de la cepa SOK1-myc (JC2802) a t0, t30 y t60 

después de añadir suero a 37ºC. La cromatina obtenida se utilizó para analizar los niveles 

de enriquecimiento de Sok1 en la región B6 del promotor de BRG1 (Figura 39). Estos 

experimentos mostraron que Sok1 se encontraba unido al promotor de BRG1 en 

levaduras (t0). Sin embargo, la adición de suero produjo una pérdida progresiva de la 

proteína unida a la cromatina, siendo indetectable a los 60 min. Esta cinética de 

disociación de Sok1 del promotor de BRG1 es similar a la de exclusión nuclear de Sok1 

mostrada en la Figura 36. 

Posteriormente, a partir de las mismas muestras de cromatina, se estudió la 

interacción de Sok1 con el promotor de ALS3 con los cebadores A6 y A8, que amplifican 

regiones de enriquecimiento de Brg1 y Nrg1 respectivamente (Figura 29, [53] ). Una vez 

realizadas las qPCR con los cebadores A6 y A8, el análisis de los datos puso de manifiesto 

que Sok1 no estaba presente en ninguna de las dos regiones del promotor de ALS3 

Figura 39. La proteína Sok1 se encuentra unida al promotor de BRG1 en levaduras. 
Enriquecimiento de Sok1 en el promotor de BRG1 durante el inicio del crecimiento hifal. Células de 
la cepa silvestre SOK1-myc (JC2802) se incubaron en YPD + 10% de suero a 37ºC y se recogieron 
muestras a t0, t30 y t60 min para realizar ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) con 
el fin de determinar la unión de Sok1 al promotor de BRG1 con el par de cebadores B6, que hibrida 
a -1,9 kb antes del ATG iniciador. Los datos de cada tiempo se normalizaron con la señal del control 
de carga (input). Las gráficas representan el enriquecimiento relativo al control negativo sin 
anticuerpo. Las gráficas incluyen la media ± SEM procedente de 2 experimentos independientes. El 
valor 1 representa el nivel de enriquecimiento obtenido en el promotor de CDC12. 
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durante el crecimiento levaduriforme ya que los valores obtenidos a t0 en ambos casos 

fue 1 (Figura 40). Sin embargo, a los 30 min de la adición de suero se obtuvieron valores 

que indicaban asociación de Sok1 al promotor de ALS3 en la región A6, sitio de unión de 

Brg1, pero no en la A8 donde se localiza Nrg1 (Figura 40A-B), asociación eso sí transitoria 

dado que desapareció en la muestra t60 (Figura 40A). En este análisis, como control 

adicional de interacciones inespecíficas, se determinó el nivel de enriquecimiento de Sok1 

sobre el promotor de CDC3 y se normalizó respecto al control interno CDC12. Este control 

en todas las muestras de cromatina debería ser igual a 1 dado que Brg1 no está implicado 

en regular a CDC3, por lo que Sok1 tampoco debería estar presente en el promotor de 

este gen. Efectivamente como se muestra en la Figura 40C, se obtuvo un valor de 1 en las 

tres muestras de cromatina, lo cual validaba como enriquecimiento específico a todo 

valor que se obtuviera por encima de 1. 

Figura 40. Sok1 se recluta a la región de unión de Brg1 en el promotor de ALS3 durante el inicio 
del crecimiento hifal. Células de la cepa SOK1-myc (JC2802) se incubaron en YPD + 10% de suero a 
37ºC y se recogieron a los tiempos indicados para realizar ensayos de inmunoprecipitación de 
cromatina (ChIP) con el fin de determinar la unión de Sok1 al promotor de ALS3 (A y B). Como 
control adicional del experimento, se determinó el nivel de enriquecimiento de Sok1 en el promotor 
de CDC3 (C). Las gráficas representan el enriquecimiento relativo al control negativo sin anticuerpo. 
Las gráficas incluyen la media ± SEM procedente de 2 experimentos independientes. El valor 1 
representa el nivel de enriquecimiento obtenido en el promotor de CDC12. 



RESULTADOS 

 74 

En resumen, estos resultados nos muestran que Sok1 es capaz de asociarse a la 

cromatina de dos HSGs, aunque con diferentes dinámicas temporales. En las levaduras, 

la proteína Sok1 se encuentra asociado al promotor de BRG1, pero no al de ALS3, mientras 

que al inicio del crecimiento hifal, Sok1 se disocia del promotor de BRG1 y se une, de 

forma transitoria, en la región del promotor de ALS3 que ocupa Brg1. 

16. Sok1 es necesaria para regular los niveles de la proteína Brg1 al inicio del 

crecimiento hifal. 

Teniendo en cuenta que Brg1 retroalimenta su propia transcripción al inicio del 

crecimiento hifal [40], [53] y que la ausencia de Sok1 impide la unión de Brg1 a su propio 

promotor (Figura 34), la expresión de BRG1 debería encontrarse afectada en células 

deficientes en Sok1. Para comprobar esta hipótesis, se analizaron los niveles de mRNA de 

BRG1 en las cepas BRG1-myc (JC2895), nrg1-7A BRG1-myc (JC2896), sok1D BRG1-myc 

(JC2942) y sok1D  nrg1-7A BRG1-myc (JC2897) a t30 y t60 min después de exponerlas a la 

presencia de un 10% de suero y 37ºC. Sorprendentemente, no se observaron diferencias 

en los niveles del RNA mensajero de BRG1 en las cuatro cepas analizadas (Figura 41A). 

Por tanto, estos resultados indican que las mutaciones nrg1-7A y sok1D no afectan la 

transcripción de BRG1, por lo que cabría esperar que los niveles de proteína Brg1 fueran 

similares en estas cepas.  

Sin embargo, los Westen-blots de extractos celulares de estas cuatro cepas tras la 

inducción del tubo germinativo revelaron resultados no esperados (Figura 41B). En la 

cepa silvestre se detectó una rápida acumulación de la proteína Brg1 a los 30 min de 

inducción que desapareció a t60. En los mutantes sencillos nrg1-7A y sok1D , se 

alcanzaron niveles de proteína similar al silvestre a los 30 min. Sin embargo, mientras que 

las células nrg1-7A fueron capaces de degradar Brg1 con una cinética silvestre, las células 

deficientes en Sok1 mostraron un retraso en su degradación. En contraposición a lo 

esperado, el doble mutante sok1D nrg1-7A mostró un incremento considerable en los 

niveles de Brg1 a partir de t30 que se mantuvo estable durante las 2h del experimento. 

Puesto que este incremento en los niveles de proteína no se debía a una mayor 

transcripción de BRG1 (Figura 41A), estos resultados sugieren que la proteína Brg1 es más 

estable en el doble mutante en presencia de suero. 
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Figura 41. Niveles de la proteína Brg1 durante el inicio del crecimiento hifal. A) Las mutaciones 
nrg1-7A y sok1D no afectan la transcripción de BRG1 al inicio del crecimiento hifal. Células de las 
cepas BRG1-myc (JC2895), nrg1-7A BRG1-myc (JC2896), sok1D BRG1-myc (JC2942) y sok1D nrg1-7A 

BRG1-myc (JC2897) se recogieron a los tiempos indicados tras incubarlas en condiciones de 
crecimiento hifal y se procesaron para extraer mRNAs y determinar los niveles del transcrito de 
BRG1 mediante RT-qPCR. Las gráficas representan los valores obtenidos normalizados respecto a 
los niveles del mRNA de ACT1. B) Niveles de la proteína Brg1-myc presentes en extractos celulares 
de las mismas cepas utilizadas en A) a los tiempos indicados tras la incubación en 10% suero a 37ºC.  
La tinción con Coomassie se utilizó como control de carga. 
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17. Sok1 es necesaria para la exportación nuclear de Brg1 y Nrg1 al inicio del 

crecimiento hifal. 

El patrón de acumulación de los niveles de Brg1 de la cepa silvestre mostrado en el 

apartado anterior, sugiere que la proteína es degradada tras iniciar el programa de 

transcripción hifal. Si Brg1 fuera exportada al citoplasma para su degradación, como 

hemos demostrado con Nrg1, los altos niveles de proteína detectada en nrg1-7A sok1D 

podría ser consecuencia de una deficiente exclusión nuclear en respuesta a suero. 

Para poder explorar esta idea, analizamos la dinámica de acumulación nuclear de 

Brg1-GFP en presencia de suero de las cepas silvestre BRG1-GFP (JC2900), nrg1-7A BRG1-

GFP (JC2917), sok1D BRG1-GFP (JC2903) y nrg1-7A sok1D BRG1-GFP (JC2931). Para ello, 
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Figura 42. Análisis mediante microscopía de fluorescencia de la señal nuclear de Brg1 en 
respuesta a suero de las cepas indicadas. Para la cuantificación de la señal Brg1-GFP, cultivos de 
las cepas BRG1-GFP (JC2900), nrg1-7A BRG1-GFP (JC2917), sok1D BRG1-GFP (JC2903) y nrg1-7A 

sok1D BRG1-GFP (JC2931) se incubaron a 37ºC suplementado con 10% de suero y se tomaron 
imágenes a intervalos de 3 min durante 2,5h. Cada imagen de fluorescencia corresponde a una 
proyección máxima de 2 planos adquiridos cada 0,5 µm. Las gráficas representan la intensidad 
nuclear media ± SD de Brg1-GFP a lo largo del tiempo en condiciones de crecimiento hifal. Para cada 
punto se analizaron entre 10-20 células. 
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se tomaron imágenes de fluorescencia cada 3 minutos durante un periodo de 2.30h y se 

cuantificó la señal nuclear mediante ImageJ (Figura 42). En las células silvestres, el 

máximo de intensidad de Brg1 se alcanzó a los 30-40 min de iniciar la respuesta y 

disminuyó a niveles basales a las 2h. Sin embargo, en el doble mutante nrg1-7A sok1D, la 

dinámica de Brg1 se alteró significativamente, ya que la intensidad de su señal nuclear 

fue significativamente superior (x3) y persistió durante más tiempo en el núcleo que las 

cepas control. De la misma forma, este perfil fue muy similar en el mutante sencillo sok1D. 

Por tanto, estos resultados no explican las diferencias observadas en los niveles de 

proteína Brg1 detectados en los extractos de las cepas sok1D y nrg1-7A sok1D BRG1 

(Figura 41), ya que ambos mutantes mostraron similares cinéticas de exportación nuclear 

de Brg1, pero diferentes niveles de proteína en extractos totales. Sin embargo, el hecho 

que la falta de Sok1, ya sea en un fondo silvestre o nrg1-7A, incremente 

considerablemente la permanencia de Brg1 en el núcleo durante el inicio del crecimiento 

hifal sugiere que Sok1 participa en la exclusión nuclear de Brg1 en respuesta a suero. 

Por último, nos preguntamos si Sok1 podría estar implicada en la exclusión nuclear de 

Nrg1 ya que los mutantes sok1D mostraban un retraso en la degradación del represor 

(Figura 26, t30). Para ello, se realizaron experimentos de time-lapse de células SOK1 

NRG1-GFP (JC2611) y sok1D NRG1-GFP (JC2367) crecidas en condiciones de crecimiento 

hifal y se tomaron imágenes cada 3 min durante un periodo de 60 min (Figura 43A). 

Posteriormente, se cuantificó la intensidad de la fluorescencia en 96 células a lo largo del 

tiempo y se representó la intensidad media ± SEM, como muestra la Figura 43B. Con el 

propósito de tener un dato cuantitativo relativo a la exportación de Nrg1 en ambas cepas, 

se determinó el tiempo requerido para reducir la señal nuclear inicial de Nrg1-GFP (t0) a 

la mitad. Para ello, se realizó una nueva gráfica en la que los valores obtenidos en la Figura 

43B se normalizaban respecto a la intensidad a t0. Una vez representados los datos, 

determinamos el t1/2 de Nrg1-GFP en la cepa silvestre y el mutante sok1D. Este análisis 

puso de manifiesto, un retraso muy significativo en la exclusión nuclear de Nrg1 en 

respuesta a suero en las células deficientes en Sok1, ya que mientras el control silvestre 

mostró un t1/2 de 3.9 min, las células del mutante sok1D tenían un t1/2 de 10 min (Figura 

43C). 
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En resumen, los resultados mostrados en este apartado indican que la dinámica de la 

exclusión nuclear en respuesta a suero del represor Nrg1 y el factor de transcripción Brg1 

se encuentra ralentizada en células deficientes en Sok1. 

 

 

NRG1-GFP

sokD NRG1-GFP

NRG1-GFP

sokD NRG1-GFP

Figura 43. Análisis mediante microscopía de fluorescencia de la dinámica de exclusión nuclear de 
Nrg1 en respuesta a suero del mutante sok1D. A) Imágenes tomadas a intervalos de 3 min de 
células de la cepa silvestre SOK1 NRG1-GFP (JC2611) y sok1D NRG1-GFP (JC2367) después de la 
inducción hifal (37ºC +10% FBS). Las imágenes de fluorescencia son la proyección máxima de 3 
planos adquiridos cada 0,4 µm. B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia nuclear de Nrg1 
del experimento mostrado en A. Se muestra la intensidad media ± SD. n=96 células para cada cepa. 
UA: Unidades Arbitrarias. C) Determinación de t1/2 de exclusión nuclear de Nrg1. La gráfica 
representa los valores de intensidad de cada punto referenciados al momento inicial (t0). t1/2 se 
define como el tiempo transcurrido para reducir la intensidad nuclear inicial de Nrg1-GFP a la mitad. 
WT t1/2 = 3,93 min. sok1D t1/2= 10,01 min.   
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 Una de las características fundamentales de la biología de C. albicans es su gran 

plasticidad morfológica que le permite realizar transiciones reversibles entre diferentes 

morfotipos, siendo la transición levadura-hifa la más estudiada por su importancia en la 

virulencia. En el morfotipo de levadura, el programa hifal se encuentra regulado 

negativamente mediante diferentes factores que se unen a los promotores de los genes 

específicos de hifas (HSGs) para reprimir su transcripción. Entre dichos factores, los 

represores Nrg1 y Tup1 desempeñan un papel fundamental ya que son los únicos factores 

descritos cuyos mutantes muestran un crecimiento hifal constitutivo en todas las 

condiciones ensayadas [36], [37], [39], [84], [85]. Por analogía con S. cerevisiae, se 

pensaba que ambas proteínas formaban un complejo proteico, donde Nrg1 sería 

responsable de atraer al represor general Tup1 a los promotores de los HSGs [36]. Sin 

embargo, recientemente se ha puesto de manifiesto que las funciones de ambas 

proteínas en la represión son independientes ya que mientras que el crecimiento hifal 

constitutivo del mutante tup1D depende de Efg1, tanto in vitro como in vivo, el fenotipo 

del mutante nrg1D es independiente de Efg1 [40]. Según estos autores, en el morfotipo 

de levadura, Tup1 reprimiría a Efg1 bloqueando así la regulación negativa que Efg1 ejerce 

sobre Nrg1. En respuesta a señales inductoras del programa hifal, Efg1 quedaría liberado 

de la acción de Tup1, activando así los mecanismos implicados en la inhibición de la 

actividad represora de Nrg1, lo que daría lugar a la activación del programa del 

transcripción hifal (Figura 44). 

La inactivación de Nrg1 en respuesta a las señales inductoras se realiza mediante 

dos mecanismos complementarios que garantizan una rápida reducción de los niveles de 

Nrg1 durante el inicio del crecimiento hifal. Por un lado, se inhibe la transcripción de NRG1 

mediada por la ruta de AMPc-PKA [45] y por otra se induce la degradación de Nrg1 a 

Figura 44. Nuevo modelo de actuación de las proteínas Tup1 y Nrg1. Imagen realizada en 
Biorender siguiendo el nuevo modelo propuesto por [40]. 
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través de la proteína Sok1 y el eje NDR quinasa Cbk1-Ssd1 [49], [86]. Según los trabajos 

del grupo de la Dra. Haoping Liu, la eliminación de Nrg1 es fundamental para inducir los 

cambios de cromatina necesarios en los promotores de los HSGs que garantice el 

mantenimiento del programa hifal [44], [45], [49], [53], [54], [56], [57], [61], [66]. Por 

tanto, podemos conceptualizar el inicio del crecimiento hifal, donde se reducen los 

niveles de Nrg1, como una ventana de oportunidad para garantizar el mantenimiento en 

el tiempo del desarrollo hifal. Por tanto, la variabilidad morfológica observada in vivo en 

un determinado nicho del hospedador, donde encontramos los morfotipos de levaduras, 

pseudohifas e hifas, podría ser consecuencia de la variación del tiempo en que dicha 

ventana se encuentra operativa en cada célula [44]. 

El mantenimiento del crecimiento hifal requiere que el control de la expresión de los 

HSGs se realice a través del factor de transcripción Ume6, uno de los HSGs que se activan 

de forma dependiente de Brg1 [53]. Se ha descrito que los niveles de Ume6 determinan 

la duración del programa hifal, así como los morfotipos de pseudohifas e hifas [71], [74], 

[75]. C. albicans utiliza dos estrategias diferentes para mantener el crecimiento hifal en 

función de la concentración de O2 y CO2. En aerobiosis y limitación de nutrientes, se activa 

la ruta Brg1-Hda1 requerida para inducir los cambios de cromatina necesarios para activar 

la transcripción de los Hypha-Specific Genes (ej. ALS3, HWP1, ECE1, UME6, HGC1). Todos 

ellos tienen sitios de unión a Nrg1 y Brg1 [53]. La función de Brg1 en la elongación es 

garantizar la expresión de UME6 ya que la expresión ectópica de UME6 rescata los 

defectos de crecimiento hifal de los mutantes brg1D y hda1D [53]. En anaerobiosis e 

hipercarbia (5% CO2), se activa una ruta dependiente del sensor de O2 Ofd1 cuya finalidad 

es estabilizar los niveles de Ume6, ya que es una proteína inestable en presencia de O2 

[66], [87]. In vitro, la eliminación de cada ruta bloquea la elongación en respuesta a sus 

correspondientes señales inductoras. Sin embargo, es necesario eliminar ambas vías para 

afectar el crecimiento hifal y la virulencia de C. albicans in vivo [66], [87]. Estas 

observaciones sugieren que este hongo es capaz de detectar la escasez de nutrientes, la 

hipoxia y altas concentraciones de CO2 a través de rutas paralelas que inducen el 

crecimiento hifal y la patogenicidad durante las infecciones sistémicas. 

En esta memoria hemos profundizado en la regulación de Nrg1 al inicio del 

crecimiento hifal y hemos puesto de manifiesto que la proteína Sok1 y la fosforilación de 

Nrg1 en un grupo de sitios S/TP, agrupados en un dominio Prion-like (PrL) central de la 
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proteína (Figura 45), colaboran en la degradación de Nrg1. Además, los estudios de 

inmunoprecipitación de cromatina realizados con el mutante nrg1-7A han puesto de 

manifiesto que las células son capaces de activar el crecimiento hifal sin necesidad de 

disociar y degradar a Nrg1 de los promotores de los HSGs, desafiando el modelo actual 

que subraya la importancia de la desaparición del represor para generar la ventana de 

oportunidad necesaria para mantener el crecimiento hifal. Por último, hemos identificado 

a Sok1 como un nuevo componente del eje Brg1-Hda1 necesario para el mantenimiento 

del crecimiento hifal ya que esta proteína es necesaria para que Brg1 pueda unirse a los 

promotores de ALS3, HWP1 y BRG1 en respuesta a suero, un fuerte inductor hifal. En 

buena correlación con esta función, hemos detectado a Sok1 en la cromatina de los 

promotores de ALS3 y BCR1 en las mismas regiones donde se une Brg1. 

 

1. La degradación de Nrg1 al inicio de la respuesta a suero se regula mediante dos 

mecanismos independientes que requieren a la exportina Crm1. 

En una tesis previa del grupo se generaron mutantes fosfodeficientes de Nrg1 en 

potenciales sitios de fosforilación de las quinasas Cdk1 (nrg1-7A) y Cbk1 (nrg1-3A). La 

razón de construir estos mutantes fosfodeficientes se debía a que la inhibición de la 

actividad quinasa de Cdk1-as o la ausencia de actividad Cbk1 estabilizaban al represor 

Nrg1 en respuesta a suero (Tesis Guadalupe Bermejo). Si ambas quinasas regularan la 

estabilidad del represor de forma directa, cabía esperar que los mutantes de Nrg1 

carentes de los aminoácidos fosfoaceptores de Cdk1 y Cbk1 se mostraran estables en 

respuesta a suero. El estudio de la estabilidad de las proteínas mutantes puso de 

manifiesto que mientras la proteína Nrg1-7A (sitios Cdk) no se degrada, la proteína 

Figura 45. Análisis PLAAC (http://plaac.wi.mit.edu/) de Nrg1 para identificar dominios Prion-Like 
(PrLD). Se representan también la posición relativa de la secuencia NES, los dominios ZnF y los 7 
sitios S/TP analizados en este estudio. 
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fosfodeficiente en los sitios Cbk1 (Nrg1-3A) desaparece con la misma cinética que el 

control. Por tanto, estos resultados sugerían que mientras Cdk1 podría desempeñar un 

papel directo en la regulación de Nrg1, la quinasa Cbk1 ejercería su función 

indirectamente a través de la fosforilación de otro sustrato que regulara a su vez la 

estabilidad de Nrg1.  

La actividad de la NDR quinasa Cbk1 es necesaria para iniciar el crecimiento hifal 

[88], [89] y uno de sus principales sustratos es la proteína de unión a mRNAs Ssd1, que 

posee 9 sitios consenso de fosforilación por Cbk1 en el extremo N-terminal de la proteína 

[86]. La expresión del alelo fosfomimético ssd1-9E o la eliminación de SSD1 restauran la 

capacidad de degradar a Nrg1 y de polarizar el crecimiento de un mutante cbk1D en 

respuesta a suero [86]. Dado que la fosforilación de Ssd1 dependiente de Cbk1 permite la 

traducción de los mRNAs a los que se encuentra asociados Ssd1 [90] estos resultados 

sugieren que algún transcrito unido a Ssd1 codificaría para una proteína implicada en 

degradar a Nrg1. Trabajos preliminares de nuestro grupo han identificado, mediante RT-

PCR, al mRNA de SOK1 en un inmunoprecipitado de Ssd1 en células levaduriformes 

(Antonia Ciudad, comunicación personal). En buena correlación con este resultado, 

hemos identificado la secuencia -103ATCCATTCATT-93 en la región 5’-UTR de SOK1 como 

posible sitio de unión a Ssd1 [91]. Además, la deleción de SOK1 en un fondo cbk1D ssd1D 

suprime el rescate de la pérdida de SSD1 en un fondo cbk1D ya que las células cbk1D 

ssd1D sok1D son incapaces de responder a suero (Antonio Esperilla, datos no mostrados). 

Dado que Sok1 es necesario para exportar a Nrg1 al citoplasma para su degradación en 

respuesta a suero (ver más adelante), estos resultados preliminares del grupo sugieren 

que una función importante de Cbk1 en el inicio del crecimiento hifal podría ser permitir 

la traducción del mRNA de SOK1 que se encuentra asociado a Ssd1. Dado que hemos 

observado que Sok1 se expresa y localiza en el núcleo de levaduras, tal vez la activación 

del eje Cbk1-Ssd1-Sok1 sea un mecanismo rápido de respuesta que permita incrementar 

los niveles de Sok1 en el núcleo para potenciar una brusca bajada de los niveles de Nrg1.  

En esta Tesis hemos observado que la señal nuclear de Nrg1 desaparece 

rápidamente en respuesta a suero. Esta disminución es consecuencia de su exportación 

al citoplasma para que la proteína sea degradada, ya que la inactivación de la exportina 

Crm1-T533C con LMB estabiliza a Nrg1 en presencia de suero (Figura 12). Además, la 

proteína que se acumula tiene una menor movilidad electroforética que la existente en 
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el morfotipo de levadura, lo que sugiere que el represor se fosforila en respuesta a suero. 

Aunque no hemos realizado un experimento similar con el mutante nrg1-7A en un fondo 

crm1-T533C para ver si desaparece dicha modificación, parece lógico pensar que la 

fosforilación de estos sitios podría aumentar su afinidad por la exportina Crm1 ya que la 

proteína Nrg1-7A no se degrada en presencia del inductor hifal (Figura 16). En correlación 

con esta hipótesis, Nrg1-7A se excluye del núcleo más lentamente (Figura 46). Sin 

embargo, no podemos descartar que este retraso en la exclusión nuclear de Nrg1-7A sea 

consecuencia de la menor disociación de Nrg1 de los promotores observada en el 

mutante nrg1-7A (Figura 18). 

Esta exclusión nuclear también depende de Sok1 ya que el t1/2 del mutante sok1D es 

de 10 min, frente a los 4 min del silvestre. En esta memoria hemos puesto de manifiesto 

que Sok1 es una proteína de localización tanto citoplasmática como nuclear en el 

morfotipo de levadura y que es rápidamente excluida del núcleo al inicio del crecimiento 

hifal (Figura 36). Dicha exclusión es transitoria ya que durante la elongación se vuelve a 

localizar en el núcleo. Tras analizar la secuencia de aminoácidos de Sok1 identificamos 

Figura 46. La exclusión nuclear de Nrg1 en respuesta a suero depende de los sitios S/TP de Nrg1 
y de Sok1. Cuantificación de la intensidad de fluorescencia nuclear de Nrg1 en las cepas NRG1-GFP 
(JC1370), nrg1-7A-GFP (JC1398) y sok1D nrg1-7A-GFP (JC2756) de imágenes tomadas a intervalos 
de 3 min tras la inducción hifal de las cepas indicadas. Se muestra la intensidad media ± SD. n=96 
células para cada cepa. La gráfica representa los valores de intensidad de cada punto referenciados 
al momento inicial (t0). t1/2 se define como el tiempo transcurrido para reducir la intensidad nuclear 
inicial de Nrg1-GFP a la mitad (t1/2). WT t1/2 = 3,93 min; nrg1-7A t1/2 = 8,38 min; sok1D t1/2= 10,01 
min.  
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una secuencia de localización nuclear funcional (NLS) en su dominio N-terminal (Figura 

35). Sin embargo, no fuimos capaces de detectar ninguna secuencia de exportación 

nuclear (NES) con los algoritmos disponibles en la web. Aunque no es descartable que 

exista alguna secuencia NES en Sok1, otro escenario posible que explicara su exclusión 

nuclear sería que interaccionara con otra proteína con secuencia NES para ser exportada 

al citoplasma en respuesta a suero.  

El hecho de que Nrg1 tenga que ser exportado al citoplasma para su degradación 

implica que el represor tiene que ser primero disociado de los promotores y luego 

excluido del núcleo a través de la exportina Crm1. Los resultados presentados en esta 

memoria demuestran que la fosforilación de los sitios S/TP de Nrg1 es necesaria para 

despegar al represor de los promotores (Figura 18 y 20) sólo en presencia de señales 

inductoras de crecimiento hifal, y que Sok1 es necesaria para su exportación al 

citoplasma. Por tanto, proponemos un modelo especulativo que integra todas estas 

observaciones. Según este modelo, la fosforilación del grupo de sitios S/TP presentes en 

el PrLD de Nrg1 disociaría a Nrg1 de los promotores (ver más adelante) y permitiría su 

asociación con Sok1. Los PrLD promueven el ensamblaje de complejos macromoleculares 

favoreciendo la interacción entre proteínas [92]. Esta interacción podría producir un 

cambio conformacional de Nrg1 que expusiera su secuencia NES para interactuar con 

Crm1, lo que permitiría la salida al citoplasma de ambas proteínas de una forma 

dependiente de suero. Entendemos que este modelo es meramente especulativo, pero 

nos permite hacer predicciones que confirmen o rechacen este marco teórico. Son 

necesarias responder a varias preguntas antes de validarlo. ¿Existe interacción entre Sok1 

y Nrg1 en los primeros minutos de la inducción? ¿La interacción de Nrg1 con la exportina 

Crm1 depende de los sitios S/TP y Sok1? ¿Se encuentra afectada la exclusión de Sok1 en 

un mutante nrg1-7A?  

2. La disociación de Nrg1 de los promotores de los HSGs no es necesaria para el 

crecimiento hifal. 

Como ya hemos comentado en la introducción, Nrg1 se encuentra unido a los 

promotores de los HSGs en el morfotipo de levadura y se disocia rápidamente de la 

cromatina, mediante un mecanismo desconocido, al inicio de la activación del programa 

hifal [45]. En esta tesis hemos estudiado la asociación de la proteína Nrg1-7A en los 
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promotores de ALS3·, HWP1, ECE1 y BRG1 durante el inicio de la respuesta a suero, un 

fuerte inductor hifal que activa las misma respuesta que la adición de rapamicina [53], 

[66]. Todos estos promotores tienen sitios de unión a Nrg1 y Brg1 [53]. En estos estudios 

de inmunoprecipitación de cromatina hemos utilizado las parejas de cebadores ya 

descritos para detectar el enriquecimiento específico de cada proteína en los promotores 

estudiados [45]. 

En la Tesis de Guadalupe Bermejo se puso de manifiesto que el mutante nrg1-7A 

mostraba una respuesta a suero silvestre a pesar de presentar altos niveles del represor, 

lo que sugería que la proteína Nrg1-7A debería ser capaz de disociarse de los promotores 

para permitir la expresión del programa hifal. Sin embargo, el trabajo presentado en esta 

memoria demuestra claramente que el mutante nrg1-7A es capaz de activar la 

transcripción de ALS3, HWP1 y ECE1 en respuesta a suero sin haber disociado al represor 

de los promotores (Figura 18, 27 y 29). Sorprendentemente, cuando analizábamos el 

enriquecimiento de Nrg1-7A en los promotores a t30 min de inducción, siempre 

encontrábamos una mayor asociación del represor respecto a t0 (Figura 18). Si durante 

el morfotipo de levadura todos los sitios de unión (par A8) estuvieran ocupados por Nrg1 

y la proteína Nrg1-7A no se despegara de los promotores en respuesta a suero, 

deberíamos observar el mismo enriquecimiento a t0 y t30. Una posible explicación a este 

comportamiento no esperado podría ser la existencia de variabilidad en la población 

celular respecto a los mecanismos utilizados para reprimir los HSGs. Es posible que una 

parte del cultivo mantenga la represión a través de su unión del represor y otra 

subpoblación a través de compactación de la cromatina. Si esto fuera así, la pérdida de 

nucleosomas inducida por las señales inductoras expondría nuevos sitios que antes no 

estaban disponibles, lo que aumentaría la cantidad de Nrg1 asociada a A8. 

Por tanto, el hecho de que la proteína Nrg1 fosfodeficiente mantuviera su afinidad 

por los promotores al inicio de la respuesta a suero sugería que la fosforilación de estos 

residuos es importante para su disociación. En buena correlación con esta idea, hemos 

observado que la mutación fosfomimética nrg1-7E se comporta como una mutación de 

pérdida de función porque el mutante muestra un crecimiento hifal constitutivo en 

condiciones de levadura, a pesar de expresar la proteína Nrg1-7E a niveles fisiológicos y 

localizarse en el núcleo (Figura 19 y 20). 
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El hecho de que el mutante nrg1-7A sea capaz de inducir una respuesta hifal 

aparentemente normal, con el represor unido a los promotores, implica que debe de 

existir otro mecanismo no descrito que inactive a Nrg1 independiente de la disociación 

del represor al inicio del crecimiento hifal. Además, estos resultados desafían el concepto 

de la ventana de oportunidad que supone el despegue y posterior degradación de Nrg1 

para realizar las remodelaciones de cromatina dependientes de Brg1 [45], [49], [53]. 

Como veremos más adelante, Brg1 es capaz de unirse a los promotores en un mutante 

nrg1-7A por lo que suponemos que dichas remodelaciones tienen lugar en las células que 

expresan Nrg1-7A. 

3. Sok1 colabora en la disociación de Nrg1 y la unión de Brg1 a los promotores de 

los HSGs durante el inicio del crecimiento hifal. 

En C. albicans, la degradación de Nrg1 al inicio del crecimiento hifal depende de la 

proteína Sok1 [49]. Aunque erróneamente se le ha atribuido una actividad quinasa a Sok1 

debido a que se aisló como un supresor multicopia de un triple mutante tpk1/tpk2/tpk3 

en S. cerevisiae (SOK1: Supressor Of Kinase) [50] y en C. albicans, el mutante sok1D se 

incluyó en una colección de mutantes de quinasas [49], [93], no se puede inferir su 

actividad bioquímica a pa 

rtir de su secuencia de aminoácidos. El estudio de las interacciones genéticas entre 

el mutante sok1D y los mutantes de nrg1 afectados en la fosforilación de los sitios S/TP 

nos han permitido identificar nuevas funciones de Sok1 al inicio del crecimiento hifal. 

En primer lugar, observamos que la deleción de SOK1 suprime el crecimiento hifal 

constitutivo del mutante nrg1-7E (Figura 22). Dado que, en nuestros experimentos, Sok1 

se expresa y localiza en el núcleo de las células levaduriformes en crecimiento exponencial 

(Figura 35), esta supresión sugiere que la proteína Nrg1-7E es sensible a la presencia de 

los niveles de Sok1. En otras palabras, Sok1 podría colaborar en el despegue del represor, 

una vez éste fuera fosforilado en los sitios S/TP. En concordancia con esta idea, la 

sobreexpresión de SOK1 en un fondo nrg1-7A no tiene ningún fenotipo mientras que en 

un fondo silvestre da lugar a un 35% de pseudohifas (Antonio Esperilla datos no 

mostrados). Si la razón por la cual las células nrg1-7E sok1D recuperan el morfotipo de 

levadura se debe a que la proteína Nrg1-7E vuelve a unirse a los promotores, debería 
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observarse un incremento en la cantidad de Nrg1 asociado al promotor de ALS3 en los 

experimentos de ChIP. Aunque efectivamente detectamos un incremento en el 

enriquecimiento en el doble mutante respecto al mutante nrg1-7E, dicho incremento no 

fue estadísticamente significativo (Figura 24). Podemos imaginar dos escenarios que 

expliquen este resultado. Por un lado, la unión de Nrg1-7E en el doble mutante es real 

pero muy lábil respecto a la proteína silvestre, lo que daría lugar a una constante 

asociación/disociación de Nrg1 del DNA. En ese caso, el resultado del ChIP reflejaría el 

número de moléculas presentes en el promotor en el momento de fijar las células con 

formaldehído. Por otro, Sok1 no estaría implicado en la disociación de Nrg1 en respuesta 

a suero sino en la activación del programa transcripcional hifal de forma independiente 

de Nrg1. Dado que nuestros resultados demuestran que Sok1 es necesaria para la 

exclusión nuclear de Nrg1 y para la unión de Brg1 a los promotores de los HSGs (ver más 

adelante), puede que ambos escenarios sean posibles. 

Otra interacción epistática interesante la encontramos entre las mutaciones sok1D 

y nrg1-7A, ya que doble mutante sok1D nrg1-7A no forma tubos germinativos a diferencia 

de los mutantes simples (Figura 25A). La caracterización del doble mutante ha puesto de 

manifiesto que sus niveles de Nrg1, así como la cantidad del represor unido al promotor 

de ALS3 (A8) son similares a las del mutante simple nrg1-7A tras 30 min en presencia de 

suero a 37ºC (Figura 26 y 29). Sin embargo, mientras que el mutante nrg1-7A es capaz de 

activar la transcripción de los HSGs ALS3, HWP1 y ECE1, no se observa inducción de dichos 

genes en el doble mutante sok1D nrg1-7A (Figura 27).  

Con el fin de comprender mejor las diferencias en la activación del programa 

transcripcional entre estas dos cepas, analizamos el promotor de ALS3 con más detalle, 

centrándonos en las regiones A6 y A8 que corresponden a los sitios de enriquecimiento a 

Brg1 y Nrg1 respectivamente [45], [53]. Mientras que en el mutante nrg1-7A, el represor 

sólo ocupa la zona correspondiente a su sitio consenso en la región A8, en ausencia de 

SOK1, la proteína Nrg1-7A se posiciona en ambas regiones (A6 y A8), ocupando la zona de 

unión del factor de transcripción Brg1 (Figura 29 y 47). 
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Por tanto, este resultado nos sugería que en ausencia de Sok1, el factor de 

transcripción Brg1 no podía unirse a su región A6 del promotor ALS3. Esta idea se 

confirmó cuando realizamos los experimentos de ChIP con Brg1 donde observamos que 

la deleción de SOK1 provoca la pérdida de unión de Brg1 en las zonas consenso descritas 

por [53] en los promotores de ALS3, HWP1 y BRG1 a los 30 min de inducción (Figura 31 y 

34). Dado que esta ausencia de Brg1 en los promotores no se debía a que diferencias en 

Figura 47. Modelo de la regulación del promotor de ALS3 en las cepas nrg1-7A y sok1D nrg1-7A.   
Modelo basado en los datos obtenidos en los experimentos de ChIP que explicarían las diferencias 
en la activación transcripcional de ALS3 en ambas cepas. Imagen propia generada en Biorender. 
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los niveles de proteína Brg1 en los extractos de la cepa sok1D respecto al control silvestre 

(Figura 31C), estos resultados demuestran que la unión de Brg1 a los promotores de los 

HSGs dependen de Sok1, lo que podría explicar el fenotipo del doble mutante en 

respuesta a suero. Dado que la expresión ectópica de UME6 rescata el fenotipo del 

mutante brg1D en respuesta a señales inductoras del crecimiento hifal [53], nos 

planteamos en un futuro cercano ver si ocurre lo mismo con el doble mutante sok1D nrg1-

7A. 

4. La disociación de Nrg1 de los promotores de HSGs y BRG1 se regula mediante 

mecanismos diferentes. 

La expresión de los genes HSGs y BRG1 se encuentran regulados por Nrg1 y Brg1. 

Todos los promotores de los HSGs analizados tienen sitios de unión a Brg1 y Nrg1 

próximos, mientras que en el promotor de BRG1 se encuentran solapados [53]. Además, 

las señales ambientales que regulan la asociación de Brg1 a los promotores de los HSGs y 

BRG1 son diferentes [53]. Mientras que la unión de Brg1 a los promotores de los HSGs 

solo requiere la señal de 37ºC que induce la degradación inicial de Nrg1, la unión a su 

propio promotor requiere 37ºC y rapamicina (limitación de nutrientes). Es decir, la 

expresión de los HSGs responde a una puerta lógica NOT (No Nrg1, Si HSG) y la regulación 

de BRG1 responde a una puerta lógica AND (no Nrg1 Y no nutrientes, Si Brg1). Por tanto, 

parece que el promotor de BRG1 es diferente al de los HSGs en cuanto a las señales que 

recibe. En el morfotipo de levadura, Nrg1 se une al promotor de BRG1 y reprime su 

transcripción. Tras la degradación del represor al inicio del crecimiento hifal, Brg1 se une 

a la misma región del promotor de BRG1 para retroalimentar su propia transcripción. 

En este trabajo hemos analizado la unión de Nrg1-7A y Brg1 en la región B6 del 

promotor de BRG1 a los 30 min de inducción, región donde se consigue mayor 

enriquecimiento de ambas proteínas [53]. Respecto al represor, los resultados 

demuestran que la disociación de Nrg1 del promotor de BRG1 es independiente de los 

sitios S/TP y Sok1 (Figura 33), a diferencia de lo que ocurre en los promotores de los HSGs. 

¿Cuál podría ser el mecanismo que indujera la pérdida de afinidad de Nrg1-7A por el 

promotor de BRG1? Tal vez, el responsable de dicha disociación sea Efg1. Como ya hemos 

comentado en la introducción, Efg1 es un factor de transcripción esencial en todas las 
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transiciones entre morfotipos de C. albicans [35]. Recientemente, se ha postulado que 

Efg1 inhibe la función de Nrg1 y que regula la expresión de los HSGs de forma indirecta, a 

través de otros factores de transcripción como Brg1 [40]. Por tanto, las señales inductoras 

del crecimiento hifal podrían modificar a Efg1 para que desplazara a Nrg1 del sitio B6 del 

promotor de BRG1, lo que permitiría la entrada de Brg1 para retroalimentar su propia 

transcripción. 
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1) La degradación de Nrg1 en respuesta a suero depende de la exportina Crm1 y de los 

sitios S/TP presentes en Nrg1, lo que indica que Nrg1 tiene que ser disociado de los 

promotores y exportado al citoplasma para su proteólisis. 

 

2) La activación del programa hifal es independiente de la disociación y degradación 

de Nrg1, lo que desafía el modelo de la ventana de oportunidad para modificar la 

cromatina de los promotores de los HSGs. 

 

3) La fosforilación de los sitios S/TP presentes en Nrg1 es necesaria para inducir la 

disociación del represor de los promotores de los HSGs al inicio del crecimiento hifal. 

 

4) Sok1 es necesaria para orquestar una rápida respuesta a las señales inductoras del 

crecimiento hifal. 

 

5) La proteína Sok1 colabora con la fosforilación del grupo de S/TP de Nrg1 en activar 

el programa de transcripción hifal en respuesta a suero mediante dos mecanismos 

independientes. 

 

6) A diferencia de lo que ocurre en los promotores de los HSGs, el mecanismo de 

disociación de Nrg1 en el promotor de BRG1 es independiente de la fosforilación de 

los sitios S/TP de Nrg1 y de Sok1. 

 

7) Sok1 es necesaria para la unión de del factor de transcripción Brg1 a los promotores 

de los HSGs y BRG1. 

 

8) Las dinámicas de unión de Nrg1-7A y Brg1 en los promotores de ALS3 y BRG1 en las 

cepas analizadas sugieren que Nrg1 y Brg1 compiten por aquellas regiones de los 

promotores de HSGs en los que los sitios de unión de ambas proteínas se encuentran 

solapados. 

 

9) Sok1 es una proteína que presenta localización nuclear durante el crecimiento 

exponencial en condiciones de desarrollo levaduriforme y es exportada al 

citoplasma tras la inducción del crecimiento hifal. 
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10) La exclusión nuclear de Nrg1 y Brg1 al inicio del crecimiento hifal dependen de Sok1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 



 

 

 



   MATERIAL Y MÉTODOS 

 105 

1. Microorganismos utilizados. 

Para el desarrollo de esta tesis se usó como modelo el hongo Candida albicans. 

Todas las cepas utilizadas en este trabajo aparecen en la Tabla 1 donde se describen las 

características y la procedencia de cada una de ellas, compartiendo todas ellas el fondo 

genético BWP17 [94].  

Las distintas cepas de la bactería Escherichia coli DH5a™ (Invitrogen™) y XL10-Gold® 

Ultracompetent Cells (Stratagene) fueron empleadas para los experimentos de clonación 

molecular y como hospedador de los plásmidos empleados a lo largo de este estudio, los 

cuales pueden consultarse en la Tabla 2. La cepa NEB 5-alpha Competent E. coli (High 

Efficiency) se utilizaron para transformar los plásmidos construidos mediante ensamblaje 

usando el kit NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (New England BioLabs). 

Tanto las cepas de levaduras como las de bacterias se conservaron a -80ºC en 

crioviales con glicerol al 20%.  

2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento. 

C. albicans se creció de forma rutinaria a 28ºC en medio rico YPD (2% de peptona 

bacteriológica, 2% de dextrosa, 1% de extracto de levadura) o en medio mínimo (MM) 

(2% de dextrosa y 0,7% de base nitrogenada sin aminoácidos) suplementando los medios 

siempre que fuera necesario en función de la cepa crecida con aminoácidos a una 

concentración final de 40 mg/ml para histidina y arginina y 80 mg/ml para uridina. Para 

miceliación también se utilizó un medio a base de N-acetil-β-D-glucosamina (2% de 

peptona bacteriológica, 2% de GlcNAc, 1% de extracto de levadura). Los experimentos de 

miceliación se realizaron diluyendo los preinóculos del día anterior a una D.O.600 entre 0,3 

y 0,4 en medio líquido YPD, MM o GlcNAC suplementado con un 10% de suero bovino 

incubándose constantemente en agitación a una temperatura de 37ºC. Para la represión 

de los genes bajo el control del promotor MET3 se suplementó el medio de crecimiento 

con 5mM de metionina y 1mM de cisteína. En cuanto a la expresión de los genes bajo el 

control del promotor MAL2 las células se crecieron en medio YPM (2% de peptona 

bacteriológica, 2% de maltosa, 1% de extracto de levadura).  
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Los cultivos de E. coli se crecieron en medio LB (Sigma) a 37ºC. La selección de los 

transformantes se realizó en placas de LB suplementadas con ampicilina a una 

concentración final de 100 µg/ml. 

Todos los medios utilizados se suplementaron con un 2% de agar para la preparación 

de medios sólidos, siendo esterilizados todos a 121ºC durante 20 minutos en autoclave.  

3. Construcción de cepas de C. albicans. 

Tanto la deleción de genes en C. albicans como la construcción de proteínas de 

fusión mediante la adición en fase de las proteínas fluorescentes GFP o mCherry y los 

epítopos MYC y HA, se realizaron aprovechando el sistema de recombinación homóloga 

de C. albicans que da la posibilidad de integrar un fragmento de DNA exógeno. Los 

fragmentos de DNA se amplificaron por PCR usando como molde los plásmidos pFA [95], 

[96] junto con la utilización de un nuevo sistema de plásmidos reciclables pFA-Clox [97]. 

Estos plásmidos pFA-Clox utilizan el módulo pFA integrando en ellos los marcadores 

auxotróficos reciclables del sistema Cre-loxP [98]. Los productos de PCR, usados para la 

construcción de las diferentes cepas, fueron amplificados mediante cebadores largos 

(recogidos en la Tabla 3.1) de 120 nucleótidos que permiten dirigir la integración al locus 

deseado del genoma de C. albicans. La selección de los transformantes de C. albicans se 

llevó a cabo mediante el crecimiento en placas de MM suplementado con los aminoácidos 

necesarios en función de los marcadores auxotróficos integrados y ya presentes en su 

genoma, o en YPD suplementado con nourseotricina (clonNAT) a una concentración de 

200 mg/ml (Werner BioAgents Jena, Germany) para la selección de transformantes en los 

que se haya integrado una cassette con el marcador SAT1. Además, las cepas en las que 

se generaron proteínas de fusión se consideraron funcionales siempre y cuando las cepas 

heterocigóticas para ese gen, teniendo como única fuente de proteína el alelo con el 

epítopo, mostraran un comportamiento de crecimiento silvestre. 

En el caso de construcciones en las que se introducían alelos con mutaciones 

puntuales, las cepas se transformaron mediante fragmentos linearizados obtenidos a 

partir de digestiones con enzimas de restricción de plásmidos que contenían un marcador 

de selección flanqueado a un lado por el alelo mutado y al otro por una región 3’UTR del 

locus al que se dirigía la integración.  
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4. Transformación de C. albicans. 

Para la construcción de las diferentes cepas usamos dos protocolos de 

transformación, siendo más comúnmente utilizado el protocolo de transformación por 

electroporación y en menor medida la transformación por acetato de litio para aquellas 

cepas en las que no obteníamos resultados satisfactorios mediante electroporación.  

4.1. Transformación por electroporación. 

El protocolo de electroporación usado fue el descrito por Reuß y colaboradores [99], 

[100] con modificaciones que mejoraron la eficiencia de transformación en nuestro 

laboratorio. El cultivo nocturno de la cepa a transformar se diluyó en 50 ml de YPD a una 

D.O.600 de 0,5 dejándose crecer a 28ºC en agitación hasta una D.O.600 entre 2-4, 

recogiéndose posteriormente las células durante su fase de crecimiento exponencial por 

centrifugación. El pellet de células se lavó con agua estéril y se resuspendió en 10 ml de 

solución TE1X-AcLi (Tris-HCl 10 mM pH=7,5, EDTA 1 mM pH=8 y acetato de litio 100 mM 

pH=7,5) manteniéndose en agitación a 28ºC durante 1 hora. Pasado este tiempo se 

añadieron 250 uL de DTT 1M (para una concentración final de 25 mM) dejándose en 

agitación a 28ºC durante 30 minutos más. Tras estos tiempos de incubación, las células 

se lavaron una vez con 50 ml de agua estéril, dos veces más con 25 ml de agua estéril fría 

y un último lavado con 5 ml de sorbitol 1M. Finalmente, estas células competentes se 

recogieron por centrifugación, resuspendiéndose en 200 uL de sorbitol 1M. Un total de 

40 µl de células competentes se mezclaron con entre 1 y 5 µl de DNA incubándose 5 

minutos en hielo. Pasada la incubación, las células competentes se pasaron a una cubeta 

de 0,2 cm para su electroporación a 1,8 mA en un electroporador Gene Pulser® (Biorad). 

Las células se recuperaron con 1 ml de sorbitol 1M y se pasaron a un tubo de 

microcentrífuga para la obtención del pellet de células transformadas por centrifugación. 

Por último, el pellet se resuspendió con 100 uL de sorbitol 1M para sembrar las células en 

placas de medio selectivo. 
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4.2. Transformación por acetato de litio. 

En determinadas ocasiones la transformación por electroporación no fue efectiva, 

cambiando al protocolo de transformación por acetato de litio descrito por Walther y 

colaboradores [101], [102] con algunas modificaciones que mejoraron la eficiencia. El pre-

inóculo crecido durante la noche se diluyó en 25 ml de YPD a una D.O.600 de 0,5 

incubándolo a 28ºC en agitación hasta alcanzar una D.O.600 de 1,8. Seguidamente se 

recogieron las células a transformar en crecimiento exponencial mediante centrifugación 

lavándose primero con 25 ml de agua estéril fría y después con 1 ml de agua estéril fría 

transfiriéndose a un tubo de microcentrífuga, centrifugándose para obtener el pellet de 

células. Este pellet se resuspendió en 1,5 ml de AcLi-sol 2X (200 mM AcLi, 20 mM Tris-HCl 

y 2 mM EDTA) estéril. Para cada una de las transformaciones a realizar, previamente se 

mezclaron 100 µg de ssDNA (esperma de salmón, “DNA carrier” 10 mg/ml) 

desnaturalizado y 1-5 µg de DNA a integrar incubándose en hielo 5 minutos. 

Posteriormente, se añadieron 100 µl de las células ya preparadas en la solución de AcLi 

2X, incubándose de nuevo 5 minutos en hielo y añadiendo por último 600 µl de PEG/AcLi-

sol 2X (PEG 4000 al 50% en la solución de AcLi 2X) esterilizada previamente por filtración. 

Todo el contenido fue vorteado brevemente y se mantuvo durante toda la noche a 28ºC 

en agitación. Seguidamente, esta mezcla de células-DNA en PEG/AcLi-sol 2X se sometió a 

un choque térmico incubándose a 44ºC durante 15 minutos. Para finalizar, las células se 

lavaron con 1 ml de MM, resuspendiéndo las células en 100 uL de MM para ser sembradas 

en las placas de selección adecuadas. 

Independientemente del método utilizado para la construcción de nuevas cepas, en 

aquellas transformaciones en las que se usó como marcador de selección SAT1, las células 

tras la electroporación o choque térmico se incubaron en 2 ml de YPD (con adición de 

metionina y cisteína si el cassette de transformación utilizado contenía la recombinasa 

Cre precedida del promotor MET3, bloqueando así su expresión) a 28ºC con agitación 

durante 2 horas para permitir su recuperación antes de ser sembradas. Posteriormente 

se recogieron las células y se resuspendieron en 100 uL de sorbitol 1 M para sembrarlas 

en placas de YPD suplementadas con 200  µg/ml de clonNAT junto con metionina y 

cisteína en aquellos casos necesarios. 
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5. Transformación de E. coli. 

Para la transformación de plásmidos purificados se utilizó la cepa DH5a™ 

(Invitrogen™) utilizando el protocolo descrito por el fabricante.  

Para una mayor eficiencia, cuando se realizaron transformaciones de productos 

obtenidos mediante ligación de varios fragmentos se usaron células competentes de la 

cepa XL10-GOLD® (Stratagene). Estas se transformaron siguiendo el protocolo descrito 

por el fabricante.  

En el caso de los productos obtenidos mediante ensamblaje con el kit NEBuilder® 

HiFi DNA Assembly Master Mix (New England BioLabs), se usaron las cepas NEB 5-alpha 

Competent E. coli (High Efficienc) suministradas en conjunto con el kit, transformándose 

según el protocolo descrito por la casa comercial. 

6. Análisis y manejo de ácidos nucleicos. 

6.1. Extracción de DNA plasmídico. 

Para la obtención del DNA plásmido contenido en las diferentes cepas de E. coli se 

usaron dos kits en función de la calidad requerida en la obtención de dichos plásmidos. 

Para las extracciones rutinarias se utilizó el kit de purificación de plásmidos GeneJET™ 

Plasmid Miniprep kit (Thermo Scientific) siguiendo el protocolo descrito por la casa 

comercial. Cuando se querían obtener los plásmidos contenidos en diferentes colonias de 

transformantes de E. coli procedentes de ligaciones de varios fragmentos y buscábamos 

una mayor calidad de purificación se usó el kit Monarch® Plasmid Miniprep kit (New 

England BioLabs) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. 

6.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

Las amplificaciones de los fragmentos de DNA se realizaron en un termociclador 

SimpliAMP™ Thermal Cycler (Life Technologies™) utilizando dos tipos de polimerasas en 

función de la finalidad del producto de PCR y distintas condiciones de reacción. Las 
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amplificaciones rutinarias se llevaron a cabo con la polimerasa Dream Taq™ Green PCR 

Master Mix 2X (Thermo Scientific) mientras que para aquellas reacciones en las que se 

necesitaba una alta fidelidad de copia se empleó la polimerasa KAPA HiFi HotStart PCR Kit 

(KAPA Biosystems). En cuanto a las condiciones de amplificación se siguió las 

recomendaciones de la empresa fabricante con algunas variaciones entre diferentes 

reacciones en función de la polimerasa utilizada, del tamaño de amplificación y de la 

temperatura ideal de anillamiento de los cebadores usados.  

En líneas generales, primero se desnaturalizado el DNA molde durante 5 minutos a 

95oC seguido de 25 ciclos repitiendo los siguientes pasos: 30 segundos a 95oC, 30 

segundos a la temperatura de anillamiento específico de los cebadores usados, 1 minuto 

de extensión por cada kilobase del fragmento de amplificación a 72oC y una etapa final 

de extensión de 10 minutos a 72oC. Tras la finalización de la PCR, los productos se 

mantuvieron en el termociclador a una temperatura de 10ºC o en refrigeración a 4ºC 

hasta su análisis. 

6.3. Digestión enzimática. 

En todas las digestiones enzimáticas se utilizó la línea de enzimas de restricción Fast 

Digest™ (Thermo Scientific). El protocolo seguido fue el sugerido por el fabricante 

manteniendo la reacción de restricción a 37ºC durante al menos 15 minutos. 

6.4. Ligación de vectores y fragmentos de DNA. 

Para las ligaciones de insertos con vectores previamente digeridos ambos con las 

enzimas de restricción adecuadas se empleó el kit Rapid DNA Ligation Kit (Thermo 

Scientific). Para la reacción se siguieron las indicaciones recomendadas por la empresa 

incubándose la ligación con los productos necesarios durante 15 minutos a 22ºC. 

6.5. Ensamblaje mediante NEBuilder. 

Durante el desarrollo de esta tesis implementamos un nuevo sistema de ensamblaje 

de fragmentos de DNA utilizando el kit NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (New 
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England BioLabs). Este sistema consiste en el ensamblaje de un vector linearizado 

mediante corte con enzimas de restricción y productos de PCR amplificados con 

oligonucleótidos que presentan extremos homólogos al sitio de ensamblaje. Para estas 

reacciones se siguieron las instrucciones del fabricante. 

6.6. Cuantificación y visualización de DNA y RNA. 

La concentración de DNA se obtuvo midiendo la absorbancia a 260 nm mediante el 

equipo Qubit™ 3.0. Fluorometer (Invitrogen™). Tanto las reacciones como las 

cuantificaciones se realizaron siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. Para 

la medición de la concentración de RNA, se utilizó el equipo espectrofotómetro Nanodrop 

ND-1000 (Thermo Scientific). La pureza del RNA medido se determinó mediante la 

relación de absorbancias A260/280 que con un valor entre 2,0-2,2 se considera indicativa 

de un RNA de pureza óptima. 

Todos los fragmentos de DNA fueron visualizados cargando una alícuota en geles de 

agarosa al 0,7-1% teñidos con Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics) en 

tampón TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH=7,5) para las observaciones de DNA en 

luz ultravioleta. En cuanto a la visualización de los RNA se usaron geles de agarosa al 1,8% 

teñidos con bromuro de etidio (Sigma) a una concentración de 0,5 mg/ml observándose 

tras la electroforesis mediante luz ultravioleta. 

6.7. Análisis de colonias de levadura. 

Todas las transformaciones realizadas en las cepas de C. albicans se llevaron a cabo 

mediante la integración de productos de PCR. Las colonias crecidas en las placas de 

selección se analizaron mediante PCR para confirmar la correcta inserción del fragmento 

de integración. A lo largo de la tesis, se utilizaron varios protocolos para la extracción de 

DNA genómico en función de la finalidad y las dificultades que se tuvieron para conseguir 

reacciones de PCR positivas.  



MATERIAL Y MÉTODOS 

 112 

Todas las reacciones de comprobación por PCR se cargaron en geles de agarosa para 

visualizar los fragmentos de DNA amplificados y validar la correcta construcción de las 

cepas generadas. 

6.7.1. Comprobación rápida de colonias. 

Una pequeña parte de las colonias crecidas en placa se picaron con una punta estéril 

y se resuspendieron en 3  µl de agua estéril hirviéndose a 95ºC durante 10 minutos para 

provocar la rotura de las células seguido de 5 minutos en hielo. Posteriormente, se le 

añadió la mezcla de reacción hasta un volumen final de 25 µl tras lo cual se pasó al 

termociclador para un proceso de amplificación con condiciones específicas según el 

fragmento a amplificar.  

6.7.2. Extracción de DNA genómico de C. albicans. 

En determinadas ocasiones, la extracción rápida antes descrita no funcionaba 

correctamente, realizándose la extracción del DNA genómico siguiendo protocolos más 

eficientes para asó obtener una mejor calidad y cantidad de molde de reacción.  

Uno de los métodos aplicados fue el de extracción por acetato de litio-SDS [103] 

Parte de las colonias se resuspendieron en 100 µl de 200 mM acetato de litio con 1% SDS, 

incubándose durante 15 minutos a 70ºC. Pasado este tiempo, las muestras se dejaron 5 

minutos en hielo, se añadieron 300 µl de EtOH 96% frío para precipitar el DNA 

mezclándose por inversión de los tubos. Se centrifugó durante 3 minutos a 13.000 rpm y 

se resuspendió el pellet en 100 µl de agua estéril libre de DNAasa y RNAasa. Se volvió a 

centrifugar a 13.000 rpm 1 minuto para separar los restos celulares del DNA presente en 

el sobrenadante. Para el análisis mediante PCR se tomó 1 µl de este sobrenadante como 

molde de reacción.  
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6.7.3. Extracción de DNA genómico mediante Master Pure™ Yeast Purification 

Kit. 

Cuando se requería una mayor calidad de extracción de DNA genómico por no tener 

resultados positivos con las otras técnicas de extracción o para reacciones de PCR 

enviadas a secuenciación se recurría al kit Master Pure™ Yeast Purification Kit (Epicentre) 

siguiendo el protocolo descrito por la empresa fabricante. 

6.8. Secuenciación de ácidos nucleicos. 

Las secuenciaciones de todos los fragmentos de DNA fueron realizadas en los 

Servicios de Apoyo a la Investigación de la Universidad de Extremadura. 

6.9. Inmunoprecipitación de cromatina. 

Los ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) se realizaron a partir de 50 

ml de cultivo a una D.O.600 de 0,5 fijadas con formaldehído a una concentración final de 

1,42% durante 15 minutos en agitación a temperatura ambiente desactivando la fijación 

mediante la adición de 0,125 mM de glicina incubándose 5 minutos en agitación a 

temperatura ambiente. Tras esto, las células se recuperaron por centrifugación a 4.000 

rpm durante 2 minuto. Los pellets se lavaron con PBS (eliminándose completamente tras 

una segunda centrifugación), se congelaron en hielo seco y se conservaron a -20ºC hasta 

su procesamiento.  

Las células se descongelaron en hielo para resuspenderse en 100 µl de tampón IP 

(150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH=7,5, 5 mM EDTA, NP-40 0,5% v/v, Triton X-100 1% v/v) 

junto con 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) e inhibidores de proteasas 

(complete Lysis-M EDTA free, Roche). A las células resuspendidas se le añadieron 500 µl 

de bolas de vidrio para llevar a cabo la rotura celular mediante el equipo FastPrep (MPBio) 

con un total de 3 ciclos durante 20 segundos a una velocidad de 5,5 incubándose 5 

minutos en hielo entre cada rotura para evitar el sobrecalentamiento de las muestras. 

Tras la rotura, los tubos se perforaron por la parte inferior y se colocaron sobre tubos de 

microcentrifuga limpios para centrifugar a 1.600 rpm durante 2 minutos en frío. Sobre los 
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tubos con las bolas de vidrio se añadieron 300 µl más del tampón IP preparado 

anteriormente para lavar las bolas y recolectar todo el contenido celular centrifugándose 

de nuevo en las mismas condiciones. El extracto total recolectado se volvió a centrifugar 

durante 10 minutos a 13.000 rpm en frío eliminando el sobrenadante y resuspendiendo 

el pellet en 1,5 ml del tampón IP con inhibidores y PMSF evitando la generación de 

espuma. Las muestras ya resuspendidas se sonicaron durante 1 hora en un equipo 

Bioruptor®Plus (Diagenode), aplicando ciclos de 30 segundos de sonicación y 30 segundos 

de reposo, a máxima potencia en frío (4ºC). Terminada la sonicación, las muestras se 

centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 minutos en frío recuperándose el sobrenadante 

(cromatina sonicada) que se dividió en tres alícuotas diferentes, 150 µl como control de 

carga (inputs), 600 µl para la realización de las inmunoprecipitaciones (IPs) y otros 600 µl 

como control de la inmunoprecipitación al que no se añadió el anticuerpo usado (NA). Los 

inputs se precipitaron añadiendo 0,3M de acetato potásico y 2,5 volumenes de EtOH 

absoluto frío mezclándose todo por inversión e incubándolas durante al menos 2 horas a 

-20ºC. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron las muestras a 13.000 rpm durante 5 

minutos en frío, eliminando el sobrenadante completamente mediante vacío para no 

dejar restos de EtOH. Estos pellets se resuspendieron con 100 µl de agua ultrapura, se 

mezclaron con 250 µl de Chelex®100 (Bio Rad) al 10%m m/v y se hirvieron a 95ºC durante 

20 minutos. Tras una centrifugación a 13.000 rpm durante 1 minuto, del sobrenadante se 

tomaron 100 µl para purificarlos mediante el Kit de purificación de banda de gel y DNA 

para PCR illustra™ GFX™ (Cytiva) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante y 

eluyendo el DNA en 250 µl de agua ultrapura, almacenándose a -20ºC. En cuanto a las IPs, 

se añadieron a los 600 µl entre 2 y 5 µg de anticuerpo anti-HA (12CA5, Roche) o anti-MYC 

(9E11, Abcam) según el epítopo de la proteína marcada. Tanto la mezcla IPs-anticuerpo 

como los NAs se sometieron a una sonicación suave durante 30 minutos en el equipo 

Bioruptor®Plus (Diagenode), aplicando ciclos de 30 segundos de sonicación y 30 segundos 

de reposo, a mínima potencia y a 4ºC. Tras esta segunda sonicación, las IPs y los NAs se 

centrifugaron las muestras a 13.000 rpm durante 2 minutos en frío, transfiriéndose el 

sobrenadante a un nuevo tubo donde se mezclaron con 45 µl de bolas recubiertas con 

Proteín A Sepharose (GE Healthcare) equilibradas en tampón IP manteniéndose en 

incubación durante 2 horas a 10ºC en agitación. Posteriormente las bolas fueron lavadas 

6 veces con tampón de IP. Terminado el último lavado y eliminado completamente 

cualquier resto de tampón de IP, las bolas se mezclaron con 250 µl de de Chelex®100 (Bio 
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Rad) al 10%m m/v, hirviéndose a 95ºC durante 20 minutos. Por último, se centrifugaron 

las muestras (tanto de IPs como de NAs) a 13.000 rpm durante 1 minuto transfiriéndose 

el sobrenadante a tubos limpios de microcentrífuga, almacenándose a -20ºC. 

6.10. PCR a tiempo real. 

Las reacciones de PCR a tiempo real tomando como molde tanto los inputs como los 

IPs y NAs obtenidos mediante ChIP se realizaron con el kit SYBR® Premix Ex TaqTM (Tli 

RNaseH Plus, Takara). Las mezclas de reacción se realizaron según indica el fabricante en 

un volumen final de 12 µl que incluía 3µl correspondían al DNA molde correspondiente 

inputs, IP o NA y el volumen correspondiente de los cebadores específicos en cada 

reacción a una concentración final de 1,5 µM. El equipo utilizado para las reacciones de 

amplificación fue un termociclador Bio Rad C1000 junto con el sistema de lectura a tiempo 

real Bio Rad CFX96 con las condiciones de reacción siguientes: una fase inicial de 95ºC/30 

segundos y 42 ciclos de 95ºC/5 segundos seguidos de 60ºC/30 segundos. Se analizaron 

las curvas de disociación para cada una de las parejas de cebadores usadas para así poder 

descartar la presencia de productos inespecíficos en la reacción. Los datos se analizaron 

utilizando el software CFX (Bio Rad), normalizando los valores obtenidos en las muestras 

de IPs primero con respecto a los resultados obtenidos tanto en los inputs como en el NA 

y por último se hizo una última normalización respecto al gen CDC12 como control 

negativo al no unirse el represor Nrg1 en su promotor. En el caso de las qPCR a partir de 

los cDNA obtenidos de las extracciones de RNA, se normalizaron los datos de expresión 

en cada tiempo con respecto a la expresión del gen ACT1. En la Tabla 3.6. se encuentran 

recogidos los oligonucleótidos utilizados para analizar la unión de las diferentes proteínas 

estudiadas en los promotores tanto de los HSGs como del factor de transcripción BRG1.  

7. Análisis de RNA. 

7.1. Extracción de RNA. 

Para la extracción de RNA se realizó previamente una lisis mecánica de las células 

seguida de la purificación del RNA mediante el kit RNeasy Micro Kit (Qiagen). Se partió de 
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20 ml de un cultivo en fase exponencial a una D.O.600 de 0,5, recogiéndose las células 

mediante centrifugación a 4.000 rpm durante 2 minutos. El pellet se lavó con PBS 

centrifugándose de nuevo para congelar el pellet en hielo seco y almacenarlo a -80ºC 

hasta su procesamiento. El pellet se resuspendió en 600 µl de buffer RLT (Qiagen) con 10 

µl de  b-mercaptoetanol homogenizándose el contenido mediante vortex, añadiendo 

después 500 µl de bolas de vidrio para realizar la rotura de las células mediante el equipo 

FastPrep (MPBio) con un total de 3 ciclos durante 20 segundos a una velocidad de 5,5 

incubándose 5 minutos en hielo entre cada ciclo para evitar el sobrecalentamiento de las 

muestras. Se transfirieron 350 µl de sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrífuga 

para seguir con el protocolo según las instrucciones dadas por la casa comercial Qiagen. 

Antes de la elución del RNA, las columnas Rneasy spin fueron tratadas con DNAasa 

(RNase-free DNase Set, Qiagen) para una completa eliminación de DNA de la muestra. 

Finalmente, el RNA fue eluido con 50 µl de agua estéril libre de RNAasa y se almacenó a -

80ºC hasta su retrotranscripción a cDNA. 

7.2. Obtención de cDNA. 

La obtención del cDNA a partir del RNA extraído se realizó con el kit Biotools High 

Retrotranscriptase (Biotools) siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante. 

En primer lugar, se determinó la concentración de RNA en cada una de las muestras 

por duplicado, para cargar un total de 800 ng de RNA por cada una con el fin de observar 

la calidad de los RNA extraídos y para poder visualizar el equilibrio de cargas entre las 

diferentes muestras del ensayo. Seguidamente, se igualaron todas las muestras a una 

concentración de 100 ng/µl, añadiéndose un total de 200 ng de RNA como molde para las 

reacciones de retrotranscripción necesarias. Las muestras de cDNA se almacenaron a -

20ºC hasta su procesamiento. Se realizó una dilución 1/120 del cDNA para su uso como 

molde en las reacciones de RT-qPCR desarrolladas en las mismas condiciones explicadas 

anteriormente. 
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8. Estudio de proteínas. 

8.1. Precipitación de extractos proteicos con TCA. 

La extracción de las proteínas se llevó a cabo con el protocolo de extracción 

mediante ácido tricloracético (TCA). Las células se recogieron a una D.O.600 y volumen 

total según las necesidades de cada ensayo, generalmente 10 ml en fase exponencial a 

D.O. comprendidas entre 0,3-2. Las células se lavaron con 1 ml de agua estéril y se pasaron 

a un tubo de rosca previamente pesado. Se recogió por centrifugación el pellet para 

resuspenderse en 1 ml de TCA 20%, para seguidamente eliminar completamente el 

sobrenadante y obtener por diferencia de pesada la cantidad de pellet total recogido en 

cada muestra. Finalmente, las células se resuspendieron en 100 µl de TCA 20% 

almacenándose a -80ºC durante al menos 1 hora. Las muestras se descongelaron en hielo 

mezclándose con 300 µl de bolas de vidrio (425-600µm; Sigma-Aldrich), lisándose las 

células mediante 3 ciclos de 15 segundos a una velocidad de 5,5 en el equipo FastPrep 

(MPBio) dejando las células 5 minutos en hielo entre cada ciclo de rotura para así evitar 

el sobrecalentamiento del contenido. Los tubos de rotura se perforaron en la parte 

inferior colocándose debajo tubos de recolección limpios recogiéndose el lisado mediante 

centrifugación a 2.000 rpm durante 1 minuto. Las bolas de vidrio se lavaron con 200 µl de 

TCA 5% para recuperar los extractos completamente mediante una segunda 

centrifugación a 3.000 rpm durante 5 minutos sobre el mismo tubo de recolección 

anterior. El sobrenadante se eliminó completamente y el pellet se resuspendió en los 

volúmenes correspondientes de 2X Sample Buffer (100 mM Tris-HCl, 4%SDS, 200 mM 

DTT, 20% Glicerol, trazas de Azul de Bromofenol) y de Tris 2M para neutralizar las 

muestras (estos volúmenes se calcularon en función del peso del pellet en cada muestra, 

normalizándolas entre ellas para tener la misma concentración proteíca).  

8.2. Western-blot. 

El análisis de las proteínas se hizo mediante Western-blot separándolas mediante 

geles de SDS-poliacrilamida al 8% o 10%. Por cada muestra se cargaron entre 40 y 50 µg 

de extracto proteico corriéndose a un voltaje constante entre 75 y 100 V utilizando el 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 118 

sistema de electroforesis Mini Protean II (Bio Rad) en tampón de carrera Tris-Glicina (Tris-

base 3 g/l, Glicina 18,8 g/l, SDS 1 g/l). La electrotransferencia en húmedo a membranas 

0,45 µm de PVDF Hybond (GE Healthcare Life science) se realizó mediante el sistema Mini-

Trans-Blot (BioRad) en tampón CAPS-Metanol (0,01M CAPS, 10% Metanol) durante 60 

minutos a 50V/membrana. La membrana con las proteínas ya transferidas se bloqueó con 

un 10% de leche desnatada en tampón PBS-Tween (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM 

Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 0,01% Tween®20). Posteriormente, la membrana bloqueada se 

incubo durante toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario necesario a la 

concentración deseada diluido en PBS-Tween con 10% de leche desnatada. Al día 

siguiente la membrana fue lavada 6 veces durante 5 minutos cada lavado con PBS-Tween 

a temperatura ambiente tras lo cual se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente 

esta vez con el anticuerpo secundario específico frente al primario usado diluido en PBS-

Tween con 10% de leche desnatada. Tras la segunda incubación, la membrana se lavó con 

PBS-Tween un total de 8 veces con una duración de 5 minutos cada lavado. Por último, se 

procedió a la detección de los complejos antígeno-anticuerpo sobre la membrana 

mediante la reacción de quimioluminiscencia desarrollada por la peroxidasa ligada al 

anticuerpo secundario, añadiéndole el sustrato Supersignal West Femto Trial kit (Pierce 

Biotechnology) durante 5 minutos seguido de la exposición a un sistema de adquisición 

de imagen de Western-blot por quimioluminiscencia.  

8.3. Concentraciones de anticuerpos utilizados. 

Para la detección de proteínas marcadas con los epítopos HA el anticuerpo primario 

utilizados fue Rat anti-HA 3F10 (Roche, cat no 11867423001) a una concentración 1:10000 

o mientras que para la detección de proteínas con el epítopo MYC se usó el primerio 

mouse anti-myc 9E10 (Santa Cruz, SC-40) a una concentración 1:1000. El anticuerpo 

mouse anti-PSTAIRE (Sigma Aldrich, P-7962) se utilizó a una concentración 1:5000. 

La concentración de los anticuerpos secundarios fue 1:10000 Goat anti-rat (Santa 

Cruz, SC-2006) y 1:5000 Goat anti-mouse (Santa Cruz, SC2005) y 1:5000 Mouse anti-

rabbit. 
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9. Determinación de sensibilidad en placa. 

Los ensayos de viabilidad en placa se hicieron a partir de diluciones seriadas en agua 

estéril de las células de cada cepa a estudiar. Para ello se partió de un cultivo de 100 µl a 

una D.O.600 de 1 a partir del cual se realizaron 3 diluciones seriadas 1:10 en placas de 96 

pocillos. Se utilizó un replicador R2383-1EA (Sigma-Aldrich) para sembrar en torno a 5 µl 

de cada dilución en placas de YPD sin y con 100 ng/µl de leptomicina, compuesto que 

provoca el bloqueo de la exportina Crm1 únicamente si esta presenta la mutación T533C. 

Las células se incubaron a 28ºC durante 48 horas. 

10. Técnicas de microscopía. 

10.1. Preparación de muestras. 

En los experimentos de microscopía, las muestras que no podían ser estudiadas en 

el momento de su recogida se fijaron con paraformaldehido al 4% preservando así su 

morfología. Además, aquellas muestras que provenían de ensayos de miceliación se 

trataron con proteinasa K (1 mg/ml) compuesto que degrada las adhesinas de pared las 

cuales provocan la aglomeración de las hifas. Así, conseguíamos poder estudiar la 

morfología de las células adecuadamente pudiendo definir de forma correcta su fenotipo. 

Las células se recogieron por centrifugación resuspendiendose en 1 ml de 

paraformaldehído 4% incubándose en agitación durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. Tras la fijación, las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en 100 µl de 

PBS. Por último, en aquellas muestras en las que se necesitara separar las aglomeraciones 

celulares se añadió 1 µl de proteinasa K incubándose durante al menos 30 minutos a 37ºC. 

Terminados los tratamientos, las células se almacenaron hasta su estudio por microscopía 

a 4ºC. 

10.2.  Microscopía óptica. 

Las células se observaron a través de un microscopio Leica DM-6000B, equipado con 

lentes para óptica Nomarski y una cámara de alta resolución acoplada, CoolSNAP HQ2 
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(Photometrics) que nos permitió tomar fotografías de las muestras utilizando el software 

Metamorph® de adquisición. Las imágenes fueron procesadas con el programa 

MetaMorph® (MDS Analytical Technologies), Adobe Photoshop Elements 7.0. (Adobe 

System, Inc) y Fiji (https://imagej.net/software/fiji/). 

10.3. Microscopía de fluorescencia. 

En la observación de proteínas de fusión fluorescentes se empleó el microscopio 

Leica DM-6000B utilizando los filtros específicos para la proteína fluorescente verde (GFP) 

o roja (mCherry) junto con la cámara de alta resolución acoplada, CoolSNAP HQ2 

(Photometrics), y el microscopio ANDOR Dragonfly Spinning disk Nikon Ti2-E microscope 

equipado con una cámara sCMOS Sona 4.2B-11 junto con el software ANDOR Fusion 

software. Las imágenes fueron procesadas con los programas MetaMorph (MDS 

Analytical Technologies), Fiji (https://imaj.net/software/fiji/) e Imaris (Oxford 

Instruments). 

10.4. Microscopía confocal: Time-Lapse. 

Los experimentos de time-lapse se realizaron en cámaras de ocho pocillos  µ-Slide 8 

Well (iBidi µ-slide) recubiertas previamente con 15 µl de lectina 5mg/ml (Lectin from 

Glycine max, Sigma). En cada pocillo se añadían 300 µl del cultivo de células a estudiar 

fijándose durante 5 minutos, lavándose 2 veces con el medio de cultivo necesario para el 

experimento. Finalmente, se añadían 300 µl de volumen final del medio en las 

condiciones necesarias para el ensayo suplementado con suero en caso de tener que 

activar la miceliación. Para estos experimentos se usó nuevamente el microscopio ANDOR 

Dragonfly Spinning disk Nikon Ti2-E microscope equipado con una cámara sCMOS Sona 

4.2B-11 junto con el software ANDOR Fusion software dotado, de una campana 

termostatizada para mantener la temperatura de incubación constante. Las imágenes 

fueron procesadas con los programas Fiji (https://imagej.net/software/fiji/) e Imaris 

(Oxford Instruments). 
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Tabla 1. Cepas de C. albicans usadas en este trabajo. 

Estirpe Genotipo Procedencia 

JC1054 nrg1::ARG4/nrg1::URA3 JCB 

JC1075 nrg1::URA3/NRG1 JCB 

JC1139 nrg1::URA3/nrg1::NRG1-HA::HIS1 JCB 

JC1211 NRG1/ARG4::pMET3-NRG1-HA::HIS1 JCB 

JC1359 nrg1::URA3/nrg1 7A-HA::ARG4 JCB 

JC1370 nrg1::URA3 /NRG1-GFP::ARG4 JCB 

JC1398 nrg1::URA3/nrg1 7A-GFP::HIS1 JCB 

JC1641 BWP17 Wilson 

JC1803 sok1::URA3/sok1::HIS1 Yu Wang 

JC1879 sok1::URA3/sok1::HIS1 nrg1-7E-HA::ARG4 JCB 

JC2001 
sok1::URA3/sok:HIS1 

nrg1-7A-HA::ARG4/nrg1::SAT1 
JCB 

JC2004 
sok1:URA3/sok:ARG4  

NRG1-HA::HIS1/nrg1::SAT1 
JCB 

JC2218 pECE1-GFP-HIS1 Esta tesis 

JC2273 nrg1::URA3/nrg1-7E-HA::ARG4 Esta tesis 

JC2309 URA3::pMET3-nrg1-7A-HA::ARG4 Esta tesis 

JC2317 sok1::URA3/sok1::HIS1 hog1::loxP/hog1::loxP Esta tesis 

JC2367 
sok1::URA3/sok1::HIS1  

NRG1-GFP::ARG4 
Esta tesis 

JC2407 sok1::URA3/sok1::HIS1 Esta tesis 
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Estirpe Genotipo Procedencia 

nrg1-7E-HA::ARG4/ nrg1::SAT1 

JC2459 crm1::LHL/CRM1-URA3 NRG1-GFP::LAL JCB 

JC2460 
crm1::LHL/CRM1(T533C)-URA3 

 NRG1-GFP::LAL 
JCB 

JC2487 
NEUT5L::HIS1-pMAL-GFP(6xGA)-NLS-SOK1 

HHF1-cherry:LUL 
JCB 

JC2491 
NEUT5L::HIS1-pMAL-GFP(6xGA)-NLS-3A-SOK1 

HHF1-cherry:LUL 
JCB 

JC2505 HHF1-mCherry::LHL Esta tesis 

JC2593 SOK1-GFP::LAL HHF1-mCherry::LHL Esta tesis 

JC2608 
nrg1::URA3/nrg1 7A-GFP::HIS1 

HHF1-mCherry::LAL 
Esta tesis 

JC2609 
sok1::URA3/sok1::HIS1 NRG1-HA::ARG4 / 

nrg1::SAT 
Esta tesis 

JC2611 
nrg1::URA3/NRG1-GFP::ARG4  

HHF1-mCherry::LHL 
Esta tesis 

JC2640 
crm1::loxP/crm1T533c::URA3 

NRG1-GFP::loxP NRG1-HA::loxP 
Esta tesis 

JC2756 
sok1::URA3/sok1::HIS1  

nrg1-7A-GFPg::loxP/nrg1::LAL 
Esta tesis 

JC2802 sok1::LHL SOK1-MYC::LAL Esta tesis 

JC2895 
NRG1-HA::HIS1/nrg1::URA3  BRG1-MYC::loxP 

BRG1-MYC::loxP 
Esta tesis 

JC2896 
nrg1-7A-HA::ARG4/nrg1::URA3 

BRG1-MYC::loxP BRG1-MYC::loxP 
Esta tesis 

JC2897 

sok1::HIS1 sok1::loxP  

nrg1-7A::ARG4/nrg1::loxP  

BRG1-MYC::loxP BRG1-MYC::loxP 

Esta tesis 
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Estirpe Genotipo Procedencia 

JC2900 nrg1::URA3 NRG1-HA-HIS1 BRG1-GFP-LAL Esta tesis 

JC2903 
sok1::HIS/ sok1::lox nrg1-HA::ARG4/nrg1::lox 

BRG1-GFP-Lox 
Esta tesis 

JC2917 nrg1::URA/ nrg1-7A-HA-ARG4 BRG1-GFP-LHL Esta tesis 

JC2931 
sok1::HiIs1/sok1::lox NRG1-7A-HA-

ARG4/nrg1::lox BRG1-GFP-LUL 
Esta tesis 

JC2942 

sok1::HIS1/ sok1::loxP  

nrg1-HA::ARG4/nrg1::loxP  

BRG1-MYC::loxP BRG1-MYC::loxP 

Esta tesis 
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Tabla 2. Plásmidos empleados en la tesis. 

Nombre Tipo Procedencia 

pFA-GFPg-LAL Etiquetado con GFP 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-GFPg-LHL Etiquetado con GFP 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-GFPg-LUL Etiquetado con GFP 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-GFPg-URA3-Clox Etiquetado con GFP 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-HA-LAL Etiquetado con HA 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-HA-LHL Etiquetado con HA 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-HA-LUL Etiquetado con HA 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-HA-NAT1-Clox Etiquetado con HA 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-HA-URA3-Clox Etiquetado con HA 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-LAL Disrupción génica 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-LHL Disrupción génica 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-LUL Disrupción génica 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-mCherry-LAL  Etiquetado con mCherry 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-mCherry-LHL Etiquetado con mCherry 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 
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Nombre Tipo Procedencia 

pFA-mCherry-LUL Etiquetado con mCherry 

(Dueñas-
Santero et 
al,.2019) 

pFA-mCherry-NAT1-Clox Etiquetado con mCherry 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-mCherry-URA3-Clox Etiquetado con mCherry 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-MYC-LAL Etiquetado con MYC 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-MYC-LHL Etiquetado con MYC 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-MYC-LUL Etiquetado con MYC 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-MYC-NAT1-Clox Etiquetado con MYC 

(Dueñas-
Santero et 
al,.2019) 

pFA-MYC-URA3-Clox Etiquetado con MYC 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-NAT1-Clox Disrupción génica 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-URA3-Clox Disrupción génica 
(Dueñas-

Santero et 
al,.2019) 

pFA-ARG4 Disrupción génica (Gola et al., 
2003) 

 pFA-ARG4-MAL2p  Cambio promotor (Gola et al., 
2003) 

pFA-GFP-ARG4 Etiquetado con GFP (Gola et al., 
2003) 

pFA-GFP-HIS1 Etiquetado con GFP (Gola et al., 
2003) 

pFA-GFP-URA3 Etiquetado con GFP (Gola et al., 
2003) 

pFA-HIS1 Disrupción génica (Gola et al., 
2003) 

pFA-HIS1-MAL2p Cambio promotor (Gola et al., 
2003) 
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Nombre Tipo Procedencia 

pFA-HIS1-MET3prom Cambio promotor (Gola et al., 
2003) 

pFA-URA3 Disrupción génica (Gola et al., 
2003) 

pFA-URA3-MET3prom Cambio promotor (Gola et al., 
2003) 

pFA-HA-ARG4 Etiquetado con HA (Lavoie et al., 
2008) 

pFA-HA-HIS1 Etiquetado con HA (Lavoie et al., 
2008) 

pFA-HA-URA3 Etiquetado con HA (Lavoie et al., 
2008) 

pFA-MYC-ARG4 Etiquetado con GFP (Lavoie et al., 
2008) 

pFA-SAT Disrupción génica (Schaub et al., 
2006) 

pFA-SAT1-pMET3 Cambio promotor (Schaub et al., 
2006) 

pFA-NAT1-Clox-TDH3prom Cambio promotor Carlos 
Vázquez  

pFA-URA3-Clox-TDH3prom Cambio promotor Carlos 
Vázquez 

pFA-nrg1-7A-HA-ARG4-3'UTR Sintesis génica Jaime Correa 

pFA-nrg1-7A-HA-URA3 Sintesis génica Jaime Correa 

pFA-nrg1-7E-HA::ARG4-3’UTR Sintesis génica Jaime Correa 
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Tabla 3.1. Cebadores usados en este trabajo: deleción de genes. 

Nombre Secuencia Número 

S1-NRG1 
AGAATCTGAAACAGGTATTATATAAATAACAAATAAAACATC
GTTATCCTGTTTCTCATCTCAAAATTTTTCCCTGCTAGTTTCAT

TAAGAATCAAACAATGAagcttcgtacgctgcaggtc 
#768 

S2-NRG1 
TTTGGAGGTAAAAGTATATTAGAAAAAGAACCTATACATGA
ACCAGTAACCATAACAAAAAAAAACTAAACCCAAGCAATTA

ACCATCCAAATTTAACCCtctgatatcatcgatgaattcgag 
#769 

HOG1 
ATTCAAGTCGTCTTTGAAAACATACACCGTGGAATAATAACA
ACAACATTTTAAACAAGTTATAGAAAGAAAATTTTTACAAAG

ATAAAAGCATATAAGAAGAagcttcgtacgctgcaggtc 
#905 

HOG1 
ATATATTTAATCAAAATTAATAATGTAAAGTTAATAGTAATA
GTAATAGTAATACATATTTCACTTTTAAATTTATTTCTATAATT

GCTAGCTTGTATTTTTGAAGTCTGatatcatcgatgaattcgag 
#906 

S1-SOK1 
CATTCAATAACACCGGCTAATTTTATTGAAGCTAAGTTTTACT
CACTATTCACTATTACCCACTTTCTAATATAGCACAACACAGT

TTACATATTAAAAGgaagcttcgtacgctgcaggtc 
#1082 

S2-SOK1 
CAGTTAACAAACCCTTCCAACCACCAGAAGAAACGATTCCAA
CAGGCAATATTTATAATATAATGTAATGTGAAATAATATTAA

TATATATATGTATGAGtctgatatcatcgatgaattcgag 
#1083 

S1-NEUT5L 
GTAAGAATGACAAGTATCAGTTGAGAAAAAAAGTAACAAAG
AGAAAGCTCGGAGGAGGCTCCCCAAAGGTTTTATCACCAAT

GGTGGTACCACTAACCCAgaagcttcgtacgctgcaggtc 
#1382 

S2-NEUT5L 
CCCACTGAATTCTACATCGAACAAGAGAAACCTTTTTTTTTAC
TTTTTTCAAACTTGAACAAAGAAAAGAAAAAGAAAAAGAAA

AAGCAATCACAGCTTAcgactcactatagggagaccgg 
#1383 

S1-BRG1 
TTAATAATTGGTACTACTGTTCATATTTGATATTTCAACGTTA
TTTCTCCATCCATACTTGTTACATTATAAATATTCACTACTATT
CCAGAAATTCAAATTgaagcttcgtacgctgcaggtc 

#1552 

S2-BRG1 
ACTGTAGCAGAAAACAAAGAATGTGCAAAAAATTAAATTAA
AACTATTTTAATGACGAATTAAAGGAATTTGGGTTGGGTAA

GCAACAGGAATACCGCCAtctgatatcatcgatgaattcgag 
#1553 
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Tabla 3.2. Cebadores usados en este trabajo: marcaje de genes. 

Nombre Secuencia Número 

S1-pECE1-
GFP 

AAATAACCCACCTATTTCAAAATTGTTTTATTTTTGTTTATCTC

TACAACAAACAACTTTCCTTTATTTTACTACCAACTATTTTCCA

TTCGTTAAAATGggtgctggcgcaggtgcttc 

ATTTTCCATTCGTTAAAATGGGTGCTGGCGCAGGTGCTTC 

#367 

S2-pECE1-
GFP 

AAGCAATTCAACACCACCACAAAAAACAACAATTAAAAAAA

TCAGTTACAGCAAAAGTGTCACAAGACTTATGGAATAAAAG

ATTAAGCTTGTGGAAAACtctgatatcatcgatgaattcgag 

#368 

S1-NRG1-HA 

CAAGACTCATACCAATGGGAAAAACAAACGCAACAGACAAC

AACACAGGACTTTAGAAGCTTCACATGTTGGAACAAAATAC

AACACCAAGAGCCTAGTACCCgggtacccatacgatgttcc 

#864 

S2-NRG1-HA 

ACTTCAAATTCGTGTACTTTGCTTATGCCAGATACTTAGCACT

GGGAAATTGTTACAACCCCATTTCTGGAAATGTAACGTCACC

TGAAACCATCTTATGTCATCGATGAATTCGAGCTCGTT 

#865 

S1-NRG1-GFP 

CAAGACTCATACCAATGGGAAAAACAAACGCAACAGACAAC

AACACAGGACTTTAGAAGCTTCACATGTTGGAACAAAATAC

AACACCAAGAGCCTAGTAggtgctggcgcaggtgcttc 

#902 

S2-NRG1-
HA/GFP 

TTTTGATATTTATAATAATAGGTCACCTGTTTTGAGTATTTCC

TACAGGGACTTTTATTTTCATAAGGTGGATATGCTATCACTT

GGTCTGATATCATCGATGAATTCGAG 

#904 

S2-SOK1 

CAGTTAACAAACCCTTCCAACCACCAGAAGAAACGATTCCAA

CAGGCAATATTTATAATATAATGTAATGTGAAATAATATTAA

TATATATATGTATGAGtctgatatcatcgatgaattcgag 

 

#1083 

S1-SOK1-GFP 

GATGATAATAAAGCCAATAATACTAATCCAACATCTCATCGT

GGTGGTGAAAATAATTCAAACATTGATAATACTACTTCAGCC

CCATTAAGTATGTTATCAGGTGCTGGCGCAGGTGCTTC 

#1084 

S2-SOK1-
3xGFP 

CCTAAATATTAATTAATTTAACAAAAAAAGGAAAAGAAAAA

GAAAAACCGTAAAATAAACGTAAGGAAAAATAAAAAACATT
#1317 
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Nombre Secuencia Número 

TCTTTATTTTTTTTAATTGGTGGggatctgatatcatcgatgaattcga

gctcg 

S2-CRM1 

GTTAAATTTAATTTAGTGATATTAATAAAGTGGTAATAAAAC

TCTTTTGTTAGGCTTTTTTGGGGGTGGGGAAAGTCAACTGTA

GAAACTAGAAGGTTTCtctgatatcatcgatgaattcgag 

#1379 

S1-SOK1-
MYC 

ATAATAAAGCCAATAATACTAATCCAACATCTCATCGTGGTG

GTGAAAATAATTCAAACATTGATAATACTACTTCAGCCCCAT

TAAGTATGTTATCACCCGGGGAACAGAAGCTTATATCC 

#1398 

S1-HHF1-GFP 

TGTTACTTACACTGAACACGCTAAAAGAAAAACCGTCACTTC

ATTGGATGTTGTTTACGCTTTGAAGAGACAAGGTAGAACCTT

GTATGGTTTCGGTGGTggtgctggcgcaggtgcttc 

#1410 

S2-HHF1 

CATTTTACTAGGCAACTGACTTTGCCACTAAGAAGTAGGAAA

ATCCTCACCCCCTTTTCATACTACAACTCAAATGATATTTTCA

AAACGTTATACtctgatatcatcgatgaattcgag 

#1411 

S1-CRM1-
MYC 

GCTGAAGATAAACAAATAGAAAGAGAAGAACAAGATAGAT

TACAAAGAGAACGAGACATGCAAGTTGGTGGGTTAATTAGA

CCTTCTGAAATGGATGACGAAgaagcttcgtacgctgcaggtc 

#1450 

S2-BRG1 

ACTGTAGCAGAAAACAAAGAATGTGCAAAAAATTAAATTAA

AACTATTTTAATGACGAATTAAAGGAATTTGGGTTGGGTAA

GCAACAGGAATACCGCCAtctgatatcatcgatgaattcgag 

#1553 

S1-BRG1-
MYC 

TTGATGCACGGCCAATATCCAAACAATGTGAACAATCTTGTC

ATTCATCAACCACCACCACAACAACAACAACAACAACAGCAA

CACAACAACATATGTgaagcttcgtacgctgcaggtc 

#1554 

S1-BRG1-GFP 

TTGATGCACGGCCAATATCCAAACAATGTGAACAATCTTGTC

ATTCATCAACCACCACCACAACAACAACAACAACAACAGCAA

CACAACAACATATGTggtgctggcgcaggtgcttc 

#1597 
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Tabla 3.3. Cebadores usados en este trabajo: comprobaciones de integración. 

Nombre Secuencia Número 

G2-ECE1 CCCCAGACGTTGGTTGCAAAAC #370 

X2-SAT1 GCACACACTACTTAATATACACAGC #519 

X3-SAT1 GTGAAGTGTGAAGGGGGAG #521 

X2-CaARG4 AATGGATCAGTGGCACCGGTG #543 

X3-CaARG4 GCTCTTGGTGGTACTGCTAAAAGTGCCG #544 

X2-CaURA3 GTGTTACGAATCAATGGCACTACAGC #545 

X3-CaURA3 GGAGTTGGATTAGATGATAAAGGTGATGG #546 

X2-CaHIS1 CAACGAAATGGCCTCCCCTACCACAG #547 

X3-CaHIS1 GGACGAATTGAAGAAAGCTGGTGCAACCG #548 

G1-NRG1 CCCCTCCTTGCTTTCATCTTGTTTGTCAC #770 

G2-NRG1 GGCCCTGGAATATAATACTTCCTGTAG #771 

NRG1-S1 GCAACCCCAACAAACACTAC #828 

NRG1-S2 CCCAAGAAGAAAACACG #829 

G4-NRG1 CCACGATGGCCAAAAGAAATCTAAAGTTGGC #866 

GST-SalI-
NRG1 gctagtcgacttaCGATCTCGAACACACTTTGCAGACGTG #961 

G2-SOK1 GTTACACCTGATTTTAACCCCTCTCG #1085 

G1-SOK1 CACTAACACACACTCACACTAACACATTC 1086# 

X3-GFP CCAATTGGCGATGGCCCTGTCCT #1163 

G2-NRG1-Sec CATGCATTTACTTATAATGGCGCGCCCTA #1186 
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Nombre Secuencia Número 

X2-NAT1 CGATACTAACGCCGCCATCC #1258 

Cre1-F CCGGTGCTATGGTTAGATTGTTGG #1259 

CRM1-Seq7 CTCAACCAGATCATAAAGCAGGAT #1395 

CRV2353 G1-
NEUT5L TGCTGAATCACTTGATAGGATTTAGTTCC #1400 

CRV2377 
G02-NEUT5L CACGACCTTGGAGTGATCTTTTTTC #1401 

G2-HHF1 CGACAAAGATGAAGACATGAAAG #1412 

G2-BRG1 TTCGGTTTGATCCAGCTCAGG #1556 

G1-BRG1 GGTCATAGATCCCTGAAAATCTC #1557 

 

 

Tabla 3.4. Cebadores usados en este trabajo: comprobación internos del gen. 

Nombre Secuencia Número 

I1-NRG1 CCACCACCATATCCAATGAGCTCGC #403 

I2-NRG1 CCAGTATGGATACGATTGTGTCTAGCTAA #404 

I1-SOK1 CCGCCACCAACAATACAGC #1098 

I2-SOK1 CCGTTTGCCGCGTTCACCA #1099 

I1-HOG1 TTGTGGTCTGTGGGTTGTATC #1326 

I2-HOG1 CTGGCAAGTCTGCGTCATTA #1327 

I3-SOK1 
 GAAGTGCGGAAAGAATGTCAAG #1328 

I4-SOK1 
 CGGGCATCAGCTCTCAATAA #1329 
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Tabla 3.5. Cebadores usados en este trabajo: cambio de promotor. 

Nombre Secuencia Número 

S1-MET3-
NRG1 

AAAATATCAAAAATAATCCTATTATCAGTTATTATATACTAG
GATTTGTTATTACAATTTGCTTTACAAGAGAAACCTCATTGTT

CAAGTATCTTCCAGAAGAagcttcgtacgctgcaggtc 
#885 

S2-MET3-
NRG1 

ACAACGTGCAACCACCGTCAATTATAGAAGCTGTGGATGTA
CTACCAGCAGCACTAGCATTTAATAACTTATTTGTTATTGGA

ATATGATTGTTGATAAAGCATGTtttctggggagggtatttac 
#886 

S1-SOK1 
CATTCAATAACACCGGCTAATTTTATTGAAGCTAAGTTTTACT
CACTATTCACTATTACCCACTTTCTAATATAGCACAACACAGT

TTACATATTAAAAGgaagcttcgtacgctgcaggtc 
#1082 

S2-pMAL2-
SOK1 

CAGCAGCAGCAGTAGCTGAAGCTGGTGATGAAGCAGTGGC
AATATTGTATCCTGGTTGCTGTTGTTGTTGTTGTGAATGTTGT

CCATTTGTTGAAGTCATcattgtagttgattattagttaaaccac 
#1095 

S1-BRG1 
TTAATAATTGGTACTACTGTTCATATTTGATATTTCAACGTTA
TTTCTCCATCCATACTTGTTACATTATAAATATTCACTACTATT

CCAGAAATTCAAATTgaagcttcgtacgctgcaggtc 
#1552 

S2-pMET-
BRG1 

TGGTTGATCGTGAAGTCAATTCACTTATTGATGGTAAACGAA
TACGTGCACTGGTTGTTGTTGCAGTAGTAGTAGATGAAGAT

AAAGATGATGAACTGGAcatgttttctggggagggtattta 
#1598 

S2-pTDH3-
BRG1 

TGGTTGATCGTGAAGTCAATTCACTTATTGATGGTAAACGAA
TACGTGCACTGGTTGTTGTTGCAGTAGTAGTAGATGAAGAT
AAAGATGATGAACTGGACATTGTTAATTAATTTGATTGTAAA

GTTTGTTGATG 

#1599 

 

 

Tabla 3.6. Cebadores usados en este trabajo: qPCRs y RT-qPCRs. 

Nombre Secuencia Número 

pALS3-A6-fwd ATGAGCCAAACAATCCGAAGC #1604 

pALS3-A6-rev ATCAAAAAGTGGGCAACCAGC #1605 

pALS3-A8-fwd GTCCGCCATTTTTCGTATTCG 
Andrés 

Clemente 
(#742) 

pALS3-A8-rev TCAGACCTCAATTCAAGGGAG 
Andrés 

Clemente 
(#743) 
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Nombre Secuencia Número 

pECE1-E6-fwd 
GTTGTATAGTTGTATGACGCC 

#1642 

pECE1-E6-rev GGGCTTTACAAGTTTAGGCGC #1643 

pHWP1-H3-Fwd TACGTTGTTGTTGTCCTCGTC #1562 

pHWP1-H3-Rev GCATCAGGAAAAACCTTAGCC #1563 

pBRG1-B6-fwd ACAAAGTGAACGGGACTACGG #1600 

pBRG1-B6-rev TGGTTTGCCCTTCGGATTTTC #1601 

ECE1-fwd- RT-qPCR  CCATGACTTCTGTTGCTTCT #966 

ECE1-rev-RT-qPCR 
 ATCTGGAACGCCATCTCTCT #967 

HWP1-fwd-RT-qPCR AGTTTCTACTGCTCCAGCCACT 
Carlos 

Vázquez 
(#1610) 

HWP1-rev-RT-qPCR CGGTACAAGAGCTTTCAGAACA 
Carlos 

Vázquez 
(#1611) 

ALS3-fwd-RT-qPCR  CCAGGTGGAACTGATACTGTGA 
Carlos 

Vázquez 
(#1614) 

ALS3-rev-RT-qPCR ACAACCTTTATCACCTTCACAGC 
Carlos 

Vázquez 
(#1621) 

BRG1-fwd-RT-qPCR AATAAAGTCTACCGTTGGCGG 
Andrés 

Clemente 
(#953) 

BRG1-rev-RT-PCR AGGAGGTAATTGTGGCTGTTG 
Andrés 

Clemente 
(#954) 

ACT1-fwd-RT-PCR CGATAACGGTTCTGGTATGTG 
Andrés 

Clemente 
(#746) 

ACT1-rev-RT-PCR TTTGGATTGGGCTTCATCACC 
Andrés 

Clemente 
(#747) 

CDC3-fwd GCCATTGGTGAAAGTGGATT 
Carlos 

Vázquez 
(#2169) 
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Nombre Secuencia Número 

RCDC3-rev TCAAATTCATCGGAATCGTG 
Carlos 

Vázquez 
(#2170) 

Cdc12-RTu AAAGAGGGTGCCACATTCAC 
Carlos 

Vázquez 
(#2175) 

Cdc12-RTd CTTGGCTCTTGGTGTGGTTT 
Carlos 

Vázquez 
(#2176) 

 

 

Tabla 3.7. Cebadores usados en este trabajo: secuenciación. 

Nombre Secuencia Número 

M1-NRG1-
SalI GCTAGTCGACACAGCTTCTATAATTGACGGTGGTTGCAC #772 
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