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INTRODUCCION
Le_vonidincion en Aspergillus reidulans como modelo de diferencincion celular

La diferenciacion celular

El entender coino varias células, todas con la misma informacion gendtica, pueden generar
conjuntos de células con formas y funciones muy diferentes, forma pane de las preguntas
fundamentales de 1a biologia actual. Este problema puede ser abarcado desde diferentes puntos de
vista, por ejemplo, entendiendo como una célula consigue expresar diferencialmente ciertos genes,
o bien, analizanda ¢l resultado de dicho proceso. Con ¢l auge de la biologla molecular y In
publicacion de Yo que ahora se coustdera ¢l paradigin de la regulacion transcripcional (Jacob y
Monad, 1961), una parte de los esfuerzos por entender la diferenciacion celular se ha centrado en
identificar genes especificos de ciertas etapas de diferencineion y entender los mecanisinos de sh

regulacion.

Dado que 1a diferenciacidn celular es un proceso que se presenta en todos los organismos, es
posible estudiarlo en una amplia variedad de sistemas que van desde los procariotes mds simples
hasta organismos multicefujares como plantas, insectos y vertebrados. La expresidn genética
diferencial se encuentra regulada por muchos factores genéticos y medicambientales, siendo
necesario ¢n nuimerosos casos, tna combinacidn entre varios de éstos para que cl proceso se
dispare. Asl mismo, se ha observado que difercntes esthinulos pueden llevar a una misma ruta de

expresion genética,

Para los microorganismos, se ba propuesto que la diferenciacion celular resulta de un estado
de tensidn. En esta proposicidn, la tension tendria un efecto negativo sobre el crecimiento,
generando un estado hiperoxidante inestable, el cual flevarin al inicio de los procesos de

diferenciacion celular, consiguitndose ast otro estado estable (Hansberg v Aguirre, 1990).

El ciclo de vida de Aspergillus nidulans

El hongo ascomiceto Aspergilius nidulans fue reconocido por el Dr. Guido Pontecorvo y
calaboradores en 1953, como un organismo que presenta importantes vemtajas genéticas y
fisiologicas para su estudio. El Dr. Pontccorvo encontrd al hongo cuando buscaban un

microorganismo adecuado para realizar estudios genéticos y fisioldgicos. 4. nidulans ¢s un modelo



muy Gtil porque tiene las ventajas de que puede ser sujeto a propagacion clonal, presenta alternancia
de generaciones asociada con el ciclo sexual (Martinelli, S.D.. 1994). asi como un ciclo parasexual,
¢ cual permite realizar estudios genéticos con relativa facilidad. En particular, resulta @il para
estudiar el proceso de la diferenciacion celular, ya que la esporulacion asexual (conidiacion) puede
ser inducida a voluntad, ocurre en tiempos relativamente cortos v duranie la misma, se producen
distintos tipos celulares. Presenta otras ventajas, como la capacidad de crecer en niedios de cultivo
definidos formando colonias compactas. También posec ventajas genéticas y fisioldgicas, ejemplos
de Ias cuales son su homotatismo y los conidios uninucleados que pueden ser mutagenizados y
transfarmados utilizando técnicas de biologia molecular y genética clisica. Esto ha permitido que se
ciente eon un gran nimero de cepas mutantes afectadas en disersas funciones metabédlicas y/o en

su morfologia (Aguirre, 1992).
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Figara 1. Ciclo de vida de Aspergiltus midutans (Fomado de Martinelli, 1994




Elciclo de vida de Aspergilluy widulans (figura 1) presenta alternancia de generaciones y dos
ciclos: el sexual y el asexual. La parte haploide del ciclo asexual es la que normalmente se wtiliza en
¢l Taboratorio para propagar al organismo. El micelio vegetativo crece por extension apical y
ramificacion de fas hifas, utilizanda los mitrimentos adquiridos del medio ambiente. Los wileleos de
las hifas pueden ser gendticamente iguales (homocariosis) o bien pueden coexistir nicleos
diferentes (heterocariosis), Asi mismo, los nicleos pueden fusionarse, adyuiriendo asi fa condicion
de diploidismo. Los individuos diploides responden a tratamientos que impiden ta polimerizacion
de los microtibules con lo cual se haploidizan, esto ¢s, picrden gradualmente cromosomas hasta
Hegar o fa condicion haploide. Est fase ded ciclo de vida ha resoltado particulamiente ail yu que
perntite fa asignacion de wna mutcion a un cromosoma determinado, Bl ciclo sexnal regquiere de
lusion de hifas ¢ involucra cariogamia y mweiosis, procesos que se Hevan a cabo en hifas
especiatizadas ascopénicas, tocalizadas en woas estreturas multicelulares especializadas Hamadas
cleistotecios. Dentro de log cleistotecios se Torman las aseas, cada una de las cuales contiene ocho
ascosporas, o esporas sexuales, formadas como resultado de v division meidtica seguida de una
mitatica. Rodeando los cleistotecios o enerpos frucliferos, se encuentrn las células Hie o células

ciscara (Vimberlake y Marshall, 1988; Yager, 1992).

Figura 2. Fases del desarrolla ded conididfora de Aspergiltas nidalans qomida de Tinberlake, 1993). La figon se
compone de micrografias lomadas por medio de micrascopin elecirdnicic de barrido. Lis abrevimuras usadas sony, 1allo
det couididtoro; v, vesicufn del conidioture: m méwtas; p, Gidlides, e, conidios. B el exlo se encuentra las
deseripeiones detalladas de fos evenlos que se presentan en cada elapa.




Durante la reproduccion asexual se forman esparas uninucleadas (los conidios) por medio de
una serie de divisiones mitdticas en una estructura especializada (el conididforo). La reproduccion
asexual puede ser inducida por factores externos como son la exposicidn al aire y la privacion de
nitrégeno o de glucosa (Skromne ef al., 1995), El proceso de la conidiacién puede ser dividido en §
clapas, mismas que s¢ maestran en la figura 2. En la ctopa A, la hifa, que después serd el tatlo del
conidiéforo, emerge de fa célula pie y crece hacia fa fase aérea hasta Hegar a un momento en el cual
el crecimiento apical se detiene y en la punta de dicha hifa comicnza a formarse una veslcula (etapa
13). Durante la etapa C se gencran una serie de gemas, lamadas métulus, a ¢ada una de las cuales
penetra up ncleo. Finalmente éstas son separadas fisicamente de la vesleuln por inedio de Ia
formacién de septa. En las métulas ocurre una division nuclear, a partir de la cual se forman las
fidlides (ctapa D), células que originan las esporas por medio de repetidas divisiones mitéticas, de
monera que ¢l conidio mfs joven de cada cadena se encuentra en la posicion proximal al

conidioforo (etapa E; Timberlakc y Clutterbuck, 1994).



La genética de la conidiacién en Asperpillus nidulans

Regulacion genética de la conidiacidn

Las células de 4. widdans que crecen como micelio vegetativo, Hegun a un determinado
momento en el cual, ante cicrtos estimulos, pueden cambiar ¢l tipo de desarrollo, ¢ iniciar e
proceso de la conidiacion. Axelrod y colaboradores (Axelrod, 1972, Axclrod et al., 1973 ) han
demostrado que para esto ¢s necesario que el micelio haya aleanzado un estado de “capacitacion”,
una vez que ha crecido en forma vegetativa por alrededor de 18 horas. La unturaleza de este
fendmeno es desconocida; sin embargo, se ha demostrado que existe una reduccién en los niveles
de nitrato reductasa y proteasa extracelular, dos enzimas que no presentan una conexion obvia con
¢} proceso de la conidincidn (Gealt y Axelrod, 1974). Una colonia que no ha slcanzado el estado de
copacitacién no responde inmediotamente a la induccidn de la diferenciacién celular,
Tradicienalmente la conidiacion se desencadena por medie de la exposicion del micelio al aire,
aunque recientemente se Na demostrado que Ja privacion de nutrimentos en un medio liquido

también induce ls conidiacién (Martinelli, 1976; Skromne ¢t af,, 1995).

Es posible disccar el proceso de Ja diferenciacidn celular en 4. nidhduns por medio del
andlisis de diferentes mutantes afectadas especificamenle en la esporulacion (Clutterbuck, 1969;
Clutterbuck y Timberlake, 1992; Timberluke y Marhsall, 1988). A. J. Clutterbuck (1969, 1977) ha
analizado mutantes que presentan fenotipos alterados en la conidiacion con el propdsito de
identificar los genes esencfales para la formacion del conidiéforo. EI autor identificd de esta manera
dos genes cuya ausencia origina fenotipos aconidiales: brid y abad (“bristle” o cerdas y “sbaco”).
Las cepas que presentan mutaciones cn el gen briA son capaces de levar a cabo la etapa A de la
conidiacidn, esto es, producen hifas que tienen crecimicnto aéreo; sin embargo este crecimiento es
indefinido y no se alcanza ln etapa B (formacion de la vesfeula). Las cepas con mutaciones enabad
producen conidiforos en los que las fidlides y los conidios son reemplazadas por estructuras que
dan la apariencia de un dbaco, siendo la etapa E (produccidi de los conidios por la fillides) la que
fulla. Otras mutaciones que tienen efectos en la conidiacidn incluyen*wet-white conidia” (conidios
blancas-hinmedos), fenotipo que se debe a la mutacion de wetd, indispensable para el desarrollo

normal de los conidios: en su ausencia, los conidios se hidratan y se lisian (Clutterbuck, 1969%;

Clutterbuck, 1977).



Asl misimo se han aislado genes estructurales especificos de In conidiacion, como los genes
Yivory" (ivod e ivoB), cuyas mutaciones originan cambios en los pigmentos del conididforo; los
genes “yellow” (amarillo, vA) ¥ “whire” (blanco, w.1) que codifican para las enzimas responsables
de Ja sfntesis de los pigmentos que otorgan el color amarillo y verde a los conidios; ¢l genrodd
(“rodletless™) cuya mutacion origina la ausencia de una hidrofobina de la pared conidial que otorga
la caracteristica hidrofdbica de las mismas, ol igual que la mutacidn en el gendewd (Mdetergent
weltable”, se humedece al contacto con un detergente) que codifica para otra hidrofobina de la
pared conidial (Stringer y Timberlake, 1995). Estos 3 otros genes se encuentran bajo el control de
brld, abad v weld de manera directa o indirecta (Bovianer al, 1987, Mirabito et al., 1989; Aguirre
et al, 1990, Miller et al., 1991; Timberlake, 1991: Clutterbuck y Timberlake, 1992; Miller, 1992),

La sobreexpresién de brid ileva a Ja activacion transcripcional de nlgunos genes especificos
de Ja conidiacion, a una disminucién en e) crecimiento apical de las hifas y al desarrollo de los
conidios a partir de las puntas o ramificaciones de las mismas, sin que se produzca un conididfaro
normal. Esto puede deberse a la falta de participacion de otras rutas bioquimicas que no estdn
siendo estimuladss (Adams cf al,, 1988). También existen evidencias de que los efectos del gen
brid sobre otros genes pucden ser dosis-dependiente (Skromne ¢f al,, 1995). El gen brld c¢s
considerado el regulador central de fa reproduccion asexual. El producto de este gen tienc
homologia con los factores transcripeionales del tipo “dedos de Zinc” y su presencia ¢s necesaria de
matiera continua desde la formacidn de las vesiculas hasta la produccion de los conidios, aunque no

se detecta sumRNA en los conidios aislados (Aguirre. 1993).



Induccion del gen briAd

Cuilles son los clementos genéticos y
wmbientales que actiun sobre el gen brld, es tema
de investigacion actual, Estndios realizados por J,
Agnirre (comunicacion persanal) en ¢l promotor
de brld sugieren que existen una amplia scrie de
lactares transcripcionates que actian sobre brid,
ya sea de manera positiva o negativa. Parece
improbable que este gen responda a un solo factor
transcripeional, ya que escisiones consecutivas en
¢l prowotor vriginan una disminucion gradual en
I expresion, sin que sea posible localizar nng
secuencia especilica cuya climinacion Ileve a la
fulta towal de dn expresion, Otra evidencia a favor
de esta interpretacion es que en todas los estudios
natagénicos que se han realizado, el fenolipo
aconidinl caracteristico de la mutante cn brld no

se i asociado con mutaciones en otros genes.

Se ha demostrado que la privacion de
autrimentos Heva o la conidiacion, incluso ¢n
ausencin de la exposicion adrea del micelio.
Utilizando un pratocolo que consiste en cambiar
al micelio de un medio liquide con todos los
nutrimentos requeridos, a otro en el cual hace
falta algin sutrimento (carbono y/o nitrogeno), se
demostrd que dichas privaciones llevan a la
indnecion del gen brid y u In formacion de los

conidios (Skromne ef l., 1995).
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Figura 3, induccion de brid y marfologia del conididforo
et cultivos suinergidos expuestos a privacion de glucost o
de nitrato. (A) Acumutacion de i-galpcinsidasa como gen
repactero de Ta induccion de brid, en 4. nidvlans crecido
por 18 horas y wanslerido # medio sin glucosa (@), sin
nitrato (Q) o o medio minimo  estandar (3). (B)
Acumulacion de transcritos de bdda  y de bridf
inducidos por las privaciones de nutrimentos (C)
marfologta de las estneeturas prodoctoras de conidios, 20
horas después del caribio 1 media sin ghicosa (Ct), sin
nitrato (C2) 0 con todos los nwrimentos regueridos como
control (C3); se indican con flechas los conididforos
reducidos (en ef easo de fa privacion de carbono) y los
conidioforos complejos (privacion de nitrogeno; tomado
e Skromne et of,, 1995),




Las respuestas a la privacion de nutrimentos son interesantes puesto que, a pesar de que los
dos estimulos mencionados Hevan a la expresion de brid y a la canidiacion, todo parece indicar
que no lo hacen por la misia via. En respuesta a la privacion de carbono, la induccion del gen brld
es rapida aleanzandose niveles elevados del transcrito, mientras que la privacién de nitrdgeno
induce al gen de manera mas lenta y a niveles menores (figura 3B). También se observan
diferencias en la produccion de los conidios; en el primer caso, los conidios s¢ forman en lus puntas
de 1as hifas (conididforos reducidos) sin pasar por la formacion de los conidioforos elaborados, En
respuesta a la privacién de nitrégeno, se forman conididforos complejos donde todos los tipos

celulares earacteristicos se encuentran representados (figura 3C; Skromne e al., 1995).

La represion eatabélica por carbono en A, nidulans estd a cargo del gen cred que, ¢n
presencia de glucosa, reprime la expresion de las enzimas del metabolismo del carbono (Arst y
Bailey, 1977). Se ha observado que, al utilizar fuentes de carbono ne represorns en higar de
glucosa, la esporulacian no se induee. Esto sugicre que cf producto del gen cred no forma parte de
la ruta de respuesta a la privacién de glucosa y no parcee tener un efecto sobre brld de manera
directa o indirecta ¢n respuesta a la privacién de glucosa. Paraddjicamente, una cepa que no
contiene una copia silvestre del gen cred, no esporula en respuesta u fa privacién de nitrdgeno

(Sanchez y Aguirre, comunicacion personal).

La represion catabolica por nitrdgeno estd mediada por el gen ared que codifiea para un
factor transcripcional que. en ausencia de amonio, activa los genes involucrados en el catabolismo
de fuentes altenativas de nitrégeno (Caddick, 1994). Una cepa que carcce de una proteina AreA
funcional es incapaz de conidiar en respuesta a fa privacion de nitrégeno, lo que sugicre que brid
estd sujeto directa o indirectamente, a regnlacion por parte de Ared (Sinchez y Apuime,

comunicacion personal).

A la luz de eswos estudios, se comenzd a considerar la posibilidad de que difcrentes
mutaciones, que afectan la conidiacion, formaran parte de las rutas de respuesta a la privacion de
nutrimentos. Existe un grupo de mutaciones en diferentes loci que otorgan el fenotipo“fluffy” o
algodonoso, consistente en un cambio en el crecimiento y la ramificacion de las hifas, dandv una
apariencia algodonosa a las colonias y un notable retraso en la esporulacidn. Resulta
particulirmente interesante que niuchas de estas mutantes adquicren un fenotipo casi silvestre
cuando crecen en un medio solido con privaciones nutricionales (Aguirre v Tapia, 1991; Adamses

al, 1992; Lee y Adams 1994A y Lee y Adams, 1994B). En trabgjos realizados por R. Tapia, O.



Sanchez y J. Aguirre (en praceso) se ha observado que las mutantes en los genes fluF. fInG y fiull
producen conidios en respuesta a la privacidn de carbono. pero no asi en respuesta a la privacién de
nitrdgeno. E1 gen identificado como A, cuya sobreexpresion leva a la conidiacion (Wiescret al,
1994), es necesario. tanto para la respuesta a la privacion de nitrogeno, comuo para la de carbono

(Lee v Adams. 1995).
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El nimero de genes involucrados en el proceso de la conidiacion ha sido caleulado por
diferentes métodos. En el primero de ellos, wtilizando gendtica clasica (Maninelli y Clutterbuck,
1971), se estimd que entre 45 y 100 genes se encuentran fnvolucrados directamente en la
conidincion. Esta aproximacion se basa en ¢l nimero de cepas obtenidas tras un proceso de
mutagénesis con  N-metil-N'-nitro-N-itroguanidina (NTG) que mostraron nn fenotipo afectado

cn la conidiacion, en comparacion eon Ia frecuencia de mutantes suxotroficas obtenida.
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Figura 4. Preparacion de ¢cDNA's especificos de la cobidiacion por ¢l imétodo de hibridacion ¢n
cascada. Sceuencias de cDNA especlficas de las esporas o de In conidiacién (no esporas) se aistaron
por incubaciones secucnciales con RNA poli(A) de cultivos vegaativos, csporas y cultivos
contdiantes. La mezcla resultants se pasd por columnas de Hidroxispatita tHAT) Jo que permise
distinguir fas especics que no sc encoentrisn formando hibridos de fas qoe si (tomado de Timbertake,
1980).

El segundo estudio involuerd ¢ método de hilidacidn diferencial, o en caseada, de RNA
(figura 4; Timberiake, 1980). Basdandose en Ja cantidad de transcritos de mRNA que se encuentran
presentes en un cultivo conidiante y ausentes en uno vegetativo, se cstimé que aproxtmadamente el
20% de las especics de RNA poli(A) que se encuentran en cultivos conidiantes se transcriben
especificomente durante la conidiacion, EI 80% restante corresponde a los genes euyos productos se

encuenlran presentes también durante e crecimiento vegetativo, De acuerdo con eslos datos, de los



700-1100 genes que sc transeriben especificamente durante el proceso de esporulacién asexual, e

11.4% representan inensajes que sou especiticos de los conidios.

Las discrepancias que existen entre ambas aproximaciones pucden deberse a varias razones:
purece probable que en los estudios de gendtica clisica, ef nimero de genes se haya subestimado,
ya que no s¢ consideraron las colonias que presentaban defectos tanto en la conidiacion como en ef
crecintiento vegetativo, tampoco se consideraron las eolonias cuyo fenotipo era poco claro o que
presentaran alteraciones sutiles (Martinelli y Clutterbuck. 1971). Es posible ademds que algunos de
los productos de los mensajes encontrados mediante el método de hibridacion en eascada tengan
funciones redundantes, siendo asi virtualnente imposible encontrar un fenotipo para su pérdida o
bien, que ¢l fenotipo originado no fuese aparente en las condiciones estindares de crecimiento. Por
altimo, algunos de Jos RNA mensajeros que se hacen evidentes en Ia hibridacion en cascada pueden
codificar para enzimas cuyo papel no sca especifico para fa conidiacion, sino que se induzean de
mancra paralela a cste proceso, probablemente como resullado del metabolismo secundario. La
combinacién de todos estos factores pudo levar a la sobreestimacion del mimero de genes cuyo

papel es intportante en la conidiacion (Boylan et al., 1987).

Existen dos bibliotecas que contienen genes cuya expresion esta asocinda con la conidiacion.
La primera de clas eonsiste en aproximadantente 50 cosmidos que conlienert uns o mas unidades
de transcripeion especificas de la conidiacioi. Esta biblioteca se aislo utilizando ¢l método de la
figura 4, siendo posible diferenciar entre las clonas de cosmidos Spo (especificas de esporas) y Spn
(especificas del proceso de produccion de conidiacion mas no presentes en esporas; Zimmennan ¢f

al., 1980, Orr y Timberfake, 1982).

La segunda biblioteca (figura 5) es una coleccion de aproximadamente 40 cionas CAN (de
Canidiacion de dspergillus gidulans) de cDNA que representan especies de mRNA que se
acumulan de mancra preferencial duronte fa conidiacion. Para ubtener esta biblioteca, se partié de
dos bibliotecas de chHNA, una hecha con RNA poli(A) obtenido de cultives conidiantes y In
segunda de cultivos vegetativos. Los ¢cDNA de cultivos vegetativos se aplicaron en filtros de
nitrocelulosa donde sc expusicron a hibridaciones contra ¢f cDNA marcado con P, provenicatd de
ambas bibliotecas. Las clonas que hibridaron con el cDNA de los cultivos conidiantes pero ho con

¢l cDNA de fas hifas vegetativas se aislaron como clonas CAN (Boylan ¢r al., 1987),



La regulacion transceripeional  de

a ¢INA de cultivos conidiantes muchas de estas clonas CAN, Spo y Spn

durante el proceso de conidiacion, inducido

/ por exposicion acrea, ha sido estudisdo

- mediante hibridaciones de tipo Northern

* (Zimmerman et al, 1980; Boylan ¢t al.,

1987). Se ha encontrada que, por ejemplo,

Al O—E algmos de los genes codificados por las

Uibridacién con cDNA Hibridacion can ¢DNA | clonas CAN se expresan en tiempos muy
hifas vegetmivas cultivas conidiantes

cortos después de la exposicion adrea y
otros  se expresan  solamenie  cn  los

Figura 5. Diagrama de la obieacion de clonas CAN. Al realizar
la hibridacidn diferencial, los ¢DNA de caltivos canidiantes
que uo hibridan con ¢ONA de hilis vegetativas, se consideran| - estas genes con respecto a los reguladores

conidios. La dependencia de algunos de

especificas de la coniiacifn (7). bild. abad y wetd se estadio induciendo

la esporulacion por exposicion aéred en mutintes gue no conticnen una copia silvestre de uno de
eslas genes y analizando si, transcurrido el tiempo e el que una cepa silvestre completa el ciclo de

couidiacion (25 horas), s¢ encontraban transcritos de algunas clonas CAN (Boylan ¢t al., 1987),

En otra serie de experimentos, por medio de fusiones con ¢! promotor del gen de la alcohol
deshidrogenasa, que es inducible con etanol o treoning, se expresaron de manera forzada los genes
brid, abud y wetd ew hifas vegetativas de cepas con mutaciones en los genes brid, abad o wetd y
en la cepa silvestre. Se hizo uia clasificacion de las clonas CAN de acuerdo con su dependencia de
eslos genes reguladores, analizando su expresivon como resuliado de fa expresion forzada de éstos y
durante la conidiacion inducida por exposicion del micelio at aire. De esta manera, las clonas CAN

se dividicron en los siguientes 4 grupos (Mirabito er ol., 1989; Marshall y Timberlake 1991):

Clase A: Genes que se activan por fa induccion forzada de brdd  ylo abud de manera
independiente de wetd. Se expresan durante el proceso de produccion de los conidios y, por lo
general, sumRNA no se encuentra ea los conidios (excepto CAN26), Pertenecen a este grupo los

genes representados por las clonas CANA T, CAN2G asi como el producto del gen ya.

Clase 3: Genes que se activan por induccidn forzada de «bad y wetd  de manera

independiente de brid. Se activin una vez que los conidios contienzan a formarse y sus transcritos



se acumulan en éstos. Los genes correspondientes a CANY, CAN78 y CAN92 pertetiecen a este

grupo.

Clase C: L.a activacion de los genes que pertenecen a este grupo requicre de la combinacion
de la actividad de brid, abad y werd ya sea por expresion forzada de éstos o durante la
conidiacion inducida por exposicion al aire. EI mRNA se encuentra presente en los conidios. Genes

representados por CANIO2, CAN101, CAN13 y CAN2 pertenecen a este grupo,

Clase D: Al igual que los genes de la clase C, se inducen por la actividad combinada de los
genes brld, abad y wetd durante la induceidn artificial de la conidiacion. Sin embargo, a
dilerencia de los genes de la clase C, también se expresan durante 1a conidiacion inducida por
¢xposicion aérea en cepas carentes de un gen brld  silvestre, lo cual demuestra que pueden ser
activados de manera independiente de brld, abad y werd. De manera que la actividad de estos tres
genes s suficiente pero no necesaria para la expresion de los genes pertenccientes a la clase D, la
finica clase que contiene genes independicntes, cuando menos parcialmente, debrid. En este grupo

se clasificaran los genes correspondientes a las clonas CANGS, CANG3, CAN1T, CANT2 y CANT7.

El que los patrones de transcripeion de los genes correspondientes a las clonas CAN sean tan
repulados, sugicre que tienen una funcion en la formacion del conididforo. Es posible, sin embargo,
que varios de estos genes sean dispensables durante el proceso de cottidiacion y/o crecimiento,
como se demostrd para el caso de un grupo de 14 genes especificos de la esporulacion asexual que
se encientran formando el cluster spoCl., fiste clurter puede ser escindido del genoia sin que esto

tenga ningin efecto aparente (Aramayo et of., 1989).

L.as clonas CAN se han caracterizado de acuerdo con el tamaiio del transcrito del gen que
representan por medio de hibridaciones tipo Northern. A Ia vez, se analizd la presencia del
transerito cn hifas vegetativas, para comprobar que los genes son especificos de la conidiacion, en
cultivos conidiantes (25 horas después de la exposicion aérea) y en conidios aislados (Mirabito,

1989).

Mary Stringer secuencid aproximadimente 150 nucledtidos de uno o ambos extremos de fas
¢elonas CAN v busco homologias con secuencias en el GeneBBank (sin publicar). De esta manera se
abservid que el gen representado por CANS codifiea para la isocitrato liasa (acud) de Aspergillus
nidulans y que la clona CAN9 es idéntica a un RNA ribosomal de mitocondria.  Asi mismo, se

establecicron identidades entre algunas clonas que contenian transeritos de un mismo gen (tabla 1).



Tubla 1. Clonas CAN equivalenies
CANI1 =CANG67
CAN26 =CAN2I mancera completa otros genes representados en
CAN4l  =CAN4S, CAN4S, CAN76
CAN44 =CAN38

Se han secuenciado y caracterizado de

las clonas CAN. E} correspondiente a CANS

CAN77  =CANGS, CAN9S codifica para una catalosa especifica del
CAN78  =CANS4, CAN92 b R
CANIOI =CAN2, CAN7 conidio (Navarro ez al., 1996), cuya regulacién

CANI02 =CANI2,CANI ¢ importancia son actualmenle motivos de

esiudio. CAN41 contiene ¢l transcrito del gen rodA, una hidrofobina de la pared conidial (Stringer
¢t al., 1991) proteina parecida 8 dewd, encontrada ¢n ua principio como la clona CAN4. La
primera indicacion de que los genes representados por las clonas CAN41 y CAN4 codificaban para

hidrofobinas de la pared celular provino de las secuenciaciones parciales previamente mencionadas,

Otras comparaciones revelan datos interesantes sobre posibles identidades, La secuencia
parcial de CANI1 es similar 4 un gen especifico de la conidiacion del hongo filamentoso
Neurospora crassa, canl0, cuya interrupcidn no origind ningdn fenotipo apreciable y su regulacion
continba sicndo objeto de estudios (Springer y Yanofsky, 1992; Springer et al, 1992: Lauter y
Yanosky, 1993; Madi ef al,, 1994 y Corrochano ef al, 1995). Tanto CAN46 como CANT{, que
entre su secuencia parcial comparien una homologta del 71%, son similares a otro gen deN. crassy,
nislado como grg-1 (“glucose repressible gene” o gen reprimible por glucosa) y como cey-/
("clock controled gene” o gen controlado por el reloj intermo en un ritmo circadiano) por dos grupos
independientes (McNally & Free, 1988 ; Loros et al, 1989 ; Aconson et al., 1994 ; Wang et al.,
1994 y Arpaia ef al,, 1995). La transcripcidn de este gen se encuentra reprimida cuando existe
glucosa como fuenie de carbono y sc activa cuando se priva n N, crarsa de carbono; ademds los
niveles del Iranscrito muestran una oscilacidn de tipo circadiana. Su funcién ¢s desconocida y su
interrupeidn no origind ningdn fenotipo notable o pesar de la regulacion a la que estd sujeto por dos
proteinas transcripcionales independientes, lo cual parecerfa sugerir una funcion importante. La
secuciicia parcial de CAN77 muesira una fuerte semejanza con un gen de Saccharomyees
cerevisiae encontrado por dos gropos, ispi2 (“heat-shock protein” o proteina de choque de calor
de 12 kD) o glp/ (“proteina regulada por glucosa y lipidos”), cuyo producto polipeptidico se
encucntra presente cuando S8, cerevisiae crece ea ausencia de glucosa y presencia de lipidos
(Prackelt et al., 1990; Stone et al., 1990 ; Varela et al.,, 1992; Varela et al., 1995).



o e

El ¢studio de las clonas CAN e¢s atractivo ya que ¢l entendimiento de su regulacion v posible
papel en el proceso de fa conidiacion puede Hegar a constituir una poderosa herramiemta para
comprender mejor ¢l proceso de la difcrenciacion celular endspergillus nidulans. Los factores
ambicntales que pueden tener un papel durante la conidiacion inducida por exposicion al aire son
numerosos, por 1o que es posible que en las clonas CAN se encuentren represcntados genes cuya

induccion dependa de la privacion de carbono y/o nitrdgeno ¥ que pudiesen regular al gep brld.



OBJETIVO

Como objetivo general del presente trabajo se planted estudiar un conjunto de clonas CAN
cuya expresion fuese independiente del gen regulador de Ja conidiacidn brlA y analizar su patron

de expresion durante Ja privacion de carbono y/o nitrogeno.
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MATERIALES Y METODOS
COMPARACIONES DE SECUENCIAS PARCIALES

Las secuencias parciales de las clonas CAN, obtenidas por M. Stringer y W, Timberlake (no
publicado), consistian en aproximadamente 150 nucledtidos, los que por medio del algoritmo
FASTA del Genetics Computer Group (GCG; version 7, 1991) se compararon con las secuencias
contenidas en la base de datos GeneBank. Este algoritmo, disedado por Pearson y Lipman (Pearson
& Lipman, 1985, 1988), consiste en identificar regiones de similitud entre la secuencia y cada una
de las secuencias de la base de datos. Bf primer paso consiste en construir un “diccionario” con
todas las posibles “palabras™ contenidas en la secuencia por analizar. Las paluliras consisten en
regiones de la secuencia de un determinado miimero de nucledtidos (para las bisquedas realizadas
cn este trabajo, cada “palabra” consistia en 6 “letras™), y se compila un segundo diccionario a partir
de la cadena complementaria (cuando la bitsqueda se realiza para un deido nucleico). Para cada una
de las secuencias que existen en la base de datos. hay un dicejonario equivalente, por lo que ¢l
siguiente paso consiste en comparar fas palabeas de los tres tipos de diccionarios para establecer una
matriz que contiene informacion sobre o cantidad de palabras similares encontradas para cada una
de las secucncias, otorgando una mayor valoracion para las comparaciones que tienen un mayor
nimero de palabras en comin. I siguiente paso consiste en volver a evaluar las regiones con
mayor valor de cada vomparacion usando una matriz que permite cambios conservados (para el
caso de comparaciones de aminodcidos) y analiza ideatidades para regiones de menor tamaiio af
considerado para cada palabra. Ei tereer paso consiste en reevaltuar si es posible unir, en regiones
contiguas, Jas regiones de cada comparacion que ticnen un mayor vafor. Finalmente, sc define
cuales son {os mejores segmentos, esto es, lus que presentan mayores semejantes entre {a secueacia
para ln que se esta realizando la Wisqueda y cada secuencia de la base de datos que obtuvo un valor
alto. En cl reporte otorgado por ¢l prograima, sc listan las secuencias que obtuvieron un mayor valor

al realizar las comparaciones.

A partic de las secuencias de nucledtidos, se obtuvieron las 6 posibles secuencias de los
péplidos que resultarlan de ellas mediante ¢l comando “translate” del GCG. El producto de este
comando ¢s un archivo que contiene [as secuencias de los pépiidos derivados de los 6 marcos de
lectura abiertos precedida por 6 lineas en lis que se indican los aminadcidos correspondientes a

cada uno de los supuestos péptidas, tal como el que se muesira a continuacion:



CANIRT

bases 110: 122 translaled into:  110:40

bases 2o 122 translaled inlo: 4t lo: 80

bases 3to: 122 iranslaled into: 81to: 120

reverse of bases  1to: 122 lanstated into: 121 to: 160

reverse of bases  110: 121 lranslated inlo: 161 10: 200

reverse of bases 110" 120 lranslated into: 201 to: 240

CAN3IRT pdt Lengih: 240 June 13, 1996 13:29 Type: P Check: 516
1 TKVDLVCILD IHR'FSTA'H TRSA'ICLLY HPRRESR'DT RRWIWFAF*
51 YIDNLAQHSI LDGHRYACSY TLEENGDKIH EGGSGLHFRY TlI*HSIAY
101 “ISIDMLART PSKRIKIRYT CVSYLDSLRG CTSKHIYADL VCYAVLNYLC
151 ISKMQTRSTF VYULILFEG VRASISMLI® YAMLC*IYV YLKCKPDPPS

201 CILS'FSSRV YEQAYLC®SS MLCCAKLSMY I'NANQIHLR

Asi se obtuvieron los archivos para cada una de las secuencias de ¢DNA, a partir de los
cuales se crearon 6 archivos diferentes, cada uno de los cuales contenia otro marco de lectura
ahierto, Esto se hizo usando el programa*pepdata® realizado por el Dr. Mario Magidin , ¢l cual lee
la informacion sobre cudles son los aminoicidos correspondicntes para cada uno de los péptidos en
las primeras lineas y lucgo los copia de la sccuencia principal. generando 6 archivos con nombres
idénticos al primero, pero con las extensiones [, 2...6 indicando asf cada uno de Jos marcos de

lectura,

Para los archivos que contenian los presuntos péptidos se realizé una blisqueda de similitud
en la base de datos SwissProt mediante el algoritmo FASTP, que funciona con ¢l mismo principio

descrito para cl algoritmo FASTA.

Para aquellas comparaciones que parecicron significativas, se hizo tm andlisis por medio del
algaritino “bestfit” del GCG, el cual parte de las dos secuencias que se desea comparar y, usando ¢l
nlgoritmo de semejanza local diseiado por Smith y Waterman (1981), encuentra los segmentos de
mayor similitud entre las dos secuencins, asigna un valor a la comparacion que cs mayor micntras
mayor sea la region de similitud y disminaye si es necesario incluir espacios en las secuencias para
obtener una mayor similitud. Mediante un método estadistico, al anotar la opcion -
RANdotizaciones en {a linea de comando, sc producen varias secuencias como producto de
“revalver” las letras de la segunda secuencia, manteniendo el nrismo tamefio. Estas secuencias se
comparan contra la primera ¥ se hace el edlealo de la calidad promedio. Cuando fa calidad de la

primera compiraeion se encontraba dentro del rango de la media & Ia desviacion estandar de la



calidad de las comparaciones con las sccuencias generadas al azar, la similitud se considerd como

no significativa y se desechd.

dspergillus niduelaus, MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE
O 1 D ~(

Para la realizacion de este trabajo se empled la cepa FGSC-26 (Fungal Genetics Stock
Center, No. 26) cuyo genotipo es bidl, vedl; por lo que es auxdtrofa para la biotina y puede
esporular sin necesidad de luz. Se obtuvieson esporas de la cepa silvestre inoculando a confluencia
en un medio minimo sélido que contiene glucosa como fuente de carbono y nitrato como fuente de
nitrogeno (deserito por Kiifer, 1977) en el cual se dejé crecer por § dias a 37 °C. Las esporas se
rasparon utilizando un asa de metal y una sobucion de Tween 80 al 0.01%, se Javaron § veces con

agua estéril y se caleuld la cancentracion de esta suspension utilizando un iremocitometro.

T e la privacion de
nurimentos se realizé en medio
(t=0) AM Ih 50y 100 liquido, inoculando una
«C ‘s
= w = concentracién  de esporas de
curn’
¢ 5x10° esporas/ml en matraces
i .
=p +N = Eﬁilg Erlenmever de 250 mi que
N - 3 contenian 50 mi de medio
. +C EIracei .. . o
MM Extraceida mRNA minimo liquido. Se incubaron a
184 N 37 °C y 300 rpm durante 18
-c 3 .
loras, al tértino de las cuales el
Figura 7. Protocolo seguido para los cultivas de A, mididans en los que se | micelio se 1iltrd por Miracloth y
analizd la expresion de las clonus CAN
se lave con 50 ml de agua

estéeil y 50 ml de medio de cullivo con los mismos wutrientes que el medio al que fueron
transferidos posteriormente (4C/4N, -C/+N, 1C/-N o -C/-N). Los micclios se transfiricron a medic
ninimo sin fuente de carbono, sin fuente de nitrogeno, sin fuente de carbono ni de nitrégeno, 0 a
uedio minimo con todos los requerimientos; cada uno de estos por triplicado (figura 7).
Posteriormente se incubaron a 37 °C y 300 rpm por 1, 5 o 10 horas, al término de las cuales se
colectd el micelio filtrando los 50 ml del cultivo por Miraclath y lavando con 50 ml de agua cstéril.

Se eliminé cf exceso de liquido y se congeld en nitrogeno liquide. Las muestras se conservaron a -



70 °C hasta que se liofilizaron, empleando vacio et una liofilizadora Speed-Vac (Savant) durante

4" horas. EY micelio liofilizado se molid manualmente para Inego extraer su RNA.

Para la parte del presente trabajo que intvolucrd el esiudio de las cepas afectadas en el

metabolismo del acetato, las cepas utilizadas y sus genotipos se representart en la tabla 2

Cepa Genotipo Lesidn enzimatica

A409 pabadl; facBI0l, chadl -auxotrofia para paba

-macion en el gen que codifica
para el regulador de la
ranscripeion (FacB) de enzimas
asociadas con ¢l metabolismo del
actlato

-color chatterusse

A649 pabadl, yA2; acuD254 -color amariilo
Enzima isocitrato liasa (acuD)
(Armitt et al,, 1970)

AGS0 pabadl, yA2; ucut 0! -Enzima malato sintasa (acuE)
(Amiitt e1 al,, 1971)

A65) pabadl, yA2: acuf205 -Enzima PEP carboxicinasa
(acul?)

AGS2 pabadl, y42; acuG223 -Enzima fructosa |,6-difosfatasa
(acuG) (Amiitt e al., 1976)

A6S3 pabadl, A2 acull253 * no se hit caracterizado el
producto del gen acul!

A0S4 acul2i 1, pabatl, y42 -Enzima carnitin-acyl
translerasa (ac/) (Midgley,
1993)

AGSS pabad i, yA2; acuk248 -Enzima malica (acuk')
(McCullongh & Roberts, 1974)

A6S6 pubadl, yd2; acul.217 * no se ha caracterizado el
producto del gen acul,

TJA22 metGlhidl; pbrlA®/y::lacZ -auxotrofia para metionina

-auxotrofia para biotina

-fusion del promotor del gen brid
con ¢} gen reportero lacZ
(Aguirre, 1993)

Tabla 2. Cepas utilizadas. gepatipos y fenatipos ssaciidos can éstos,



EXTRACCION DE mRNA DE esperpillus nidulans

Para obtener una buena preparacion de RNA es necesario minimizar In actividad de las

RNasas liberadas durante Ia lisis celular, o introducidas a lo largo del proceso de extraccion; por

esto es que se wiliza material estéril v

dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1%. un potente inhibidor de la RNasa o se tratan directamente con

las soluciones se hacen con agua ratadn con

el inhibidor. El méiodo wiilizado se basa en el uso del fenol acido para separar el RNA del DNA

(Timberlake, 1980).

Soluciones:
Agun tratadn con DEPC al 0.1%

PAS
TNS
SX RNB

Cloruro de litio 10M
Acetato de sodlo 3IM
1X TELS

Se agita vigorosamente y se deja toda la noche, al dia
siguicnte se esteriliza en la antoclave.

Acido p-aminosalicilico de sodio (PAS)1.2 gr/10 mi
Acido sullénico tri-isopropilnaftaleno (TNS) 0.2p/10 ml
TRIS (120 mM)

NaCl (150 mM)

EGTA (30 mM)

Se ajusta el pH a 5.0 con deido acético glacial.
Tris, pH 6.7, 10 mM

EDTA 0.1 mM

SDS  02%

‘Todas las soluciones se tratan con DEPC 0.1% y se esteritizan, En caso de no ser posible, se

preparan con agua tratada con DEPC. Las saluciones de PAS y de TNS deben de ser frescas, por lo

que se preparan cl mismo dia, antes de comenzar con fa extraccion.

1 Seagrego el PAS al TNS y luego se adicionaron 5 ml de X RNB. A 15 mi de esta solucion se

le agregaron 7.5 ml de fenol saturado con agua y se mantivo en hielo con agitacién constanie.

A cada una de las muestras, previamente fofilizadas y molidas, se fe agregaron 600 (900) ptl de

esta solucion procurando que todo el micelia se mojara ripidamente, ya que en este paso se

ronpen fas células y es necesario que la RNnsa se inactive,

2. Seagregd un tercia del valumen inicial, de cloroformo a cada nuestra y se catema a 68 °C por

S minutos. Las muestras se enfriaron en hiclo,

3 Se centrifugaron a4 °C, se recuperd la fase acuosa y se mantuvo en hiclo,



4 Las proteinas se extrajeron con fenol-cloroformo, agregando un volumen de éste a cada
muestra, agitando vigorosamente y centrifugando a 4 °C. la fase acuosa se recuperd en un

nuevo tubo para poder repetir el mismao paso 3 veces mds,

5. f.as muestras se incubaron toda la noche con cloruro de litio, a una concentracion final 2M.

6. Al dia siguiente, se centrifugaron y las pastillas se resuspendieron en 200 pl de agus iratadit con
DEPC. Se incubaron en hielo por 20 minutos después de la adicidn de 20 pl de cloruro de litio
10 My 500 pl de etanal.

7. Se centrifugaron las muestras y las pastillas se lavaron 2 veces con etanol al 70%, preparado

con agua con DEPC. Una vez que se encontraban semisceas, se resnspendieron en TELS.

8. EIRNA sc cuantifico por medio de un espectrofotometro, midicndo la absorbencia entre 320 y
230 1wn, tomando como consideracion que 1.0 unidades de D.0. a 260 wn equivale a 40 mg/ml

de RNA.
ELECTROFORLE.IS Y TRANSFERENCIA DEL RNA A UNA MEMBRANA

La electroforesis del RNA se realizo en geles de agarosa en condiciones desnaturafizantes

con formaldehidn (Sambrook er al., 1989). La composicion del gel es In siguiente:

Agarosa 1% (1.0 gr)
Formaldehido 37% 22M (178 ml)
MOPS 10X 10% (100 ml)

En 100 m| de agua tratada con DEPC se disuelve la agarosa calentando e un horno de microondas.
Una vez que se hu disuelto y alcanzado la temperatura para ef vaciado, se agrega el formaldehido y
¢l MOPS.

Las muestras de RNA se prepararon, también en condiciones desnaturalizantes, con la

siguiente conposicion:

MOPS toxX 10%

Formamida 50%

f'ormaldehido 22M

RNA cquivalentea |5 pg

Bromuro de etidia' 2 pl
STOP MIX 10X 10% (para que quede a una coneentracion final de 1X)

' e utiliza Bromuro de clidio preparado a una concentracion de ¢ mg/mt en agua tratada con DEPC.

1 STOP MEX se prepara 10X y consiste vn una mezcly de 2.5 ml de glicesol (50%), 0.0128 g de azul de brontolenot
(0.25%) y 104d de EUTA 0.5M, pH B (1linM) en 5 mil de aguic tratada con DEPC. Esta solucion se esteriliza por calos
{autvclave).



Después de calentar las muestras a 68 °C por 15 minutos y enfriar en hiclo rapidamente para
cvitar la formacion de estructura secundaria, se cargaron en un gel de 11 x 14 cm, donde migraron

por 5 horas a 60 V.

Una vez terminada la electroforesis el gel se agitd por 30 minutos en 20X S8C, con la
linalidad de hidratarlo. E} gel se transfirio a una membrana de nitrocelulosa con soporte de nylon
Uybond-N (Ainersham, Inglaterra) siguicndo el protocolo de transferencia de Sambrook ef «al.,
1989. Al dia siguiente se dejd sccar la membrana al aire, se irradiv por 5 minutos con iz
ultravioleta en un transilumninador, cubierta con plastica Ega-pack, para unir ¢l RNA a la membrana

cavalentemente, y finalmente sc guardo en tna bolsa de plastico para su posterior hibridacion.
PREPARACION DE LA SONDA

Los plasmidos pCAN extraidos por lisis alcalina se digirieron con las enzimas
correspondientes al sitio de insercion del fragmento CAN (pCAN 1 a 32 sc eneuentran insertados en
el sitio Psth del pldsmido pBIR329, mientrais que los pCAN del 44 al 98 en ef sitie paliclonal del
plasmido pYcDES, flangueados por sitios de restriccion para Bamidl y EcoRl). El fragmento
carrespondiente, en cada caso, al inserta CAN se cortd del gel de agarosa y se aislo utilizando el kit
Genclean 1§ de Bio 101 nc. Este método de purificacion de DNA consiste en disolver In agarosa
con yoduro de sodio 6M a una temperatura de 55 °C, para ego agregar perlas de siiica (Glass
Milk) a las cuales el DNA se unie debido a un efecto de cargas. La agarosi se lava con una solucion

“New Wash” y finalmente se eluye el DNA de lus perlas de silica al resuspenderlas en TE pli 8.

Para marcar la sonda con radioactividad se utilizo ¢l kit Random Primer de BRL y el
nucledtido radioactivo dCTP (32-al) smministrado por Dul'ont, El sistema de Random Primer
consiste en utilizar como cebadores un juego de oligonueledtidos diferentes que se unen al azar con
la sonda, que funciona como molde. Ef volumen equivalente a 25 ng de la sonda que fimciond
como molde, se levd n 20 pl y se colocd e un baiio maria en ebullicion durante 5 minutos con el
fin de desnaturalizar ¢l DNA. Al mokde de DNA se le agregaron los siguicntes componentes de fa
reaccion de duplicacian del DNA:

2 pb de cada uno de los nucledtidos dATP. dGTP y dTTP (concentracion inicial 0.5mM.
simninistrados por BRL como parte del kit Random Primer de 8R1)
5l de dCTP (32-aP) (concentracion inicial {OmCifmi)

15 pl de fa mezela de Random Primers
I pl de fragmento Klenow de la DNA polimerasa.



Esta mezcla se incubd a temperatura ambiente por 1 hora para peamitic la duplicacidn del
wolde de DNA con la incorporacion del nucledtida marcado con fasforo radioactivo, Finalmente,
transawrido este tiempo se agregaron 5 il de Stap Bulfer (suministrado con el kit de Random
Primer) y 45 plde TE,

Con el fin de separar los uucledtidos no incorporados de Ja sonda marcada radioactivamente,
la mezcla descrita se pasd por una columna de Sephadex G-50 a ta cuat se adhicren dichos
nucledtidos. Obteniéndose comoe un cheido de la columna las cadenas de DNA marcadas

radioactivamente que se utilizaron posteriormente para Ja hibridacion tipo Northern Blot,

La hibridacidn tipo Northerm Blot se realizd siguiendo ¢l protocolo previamente descrito por
Sambrook ef al, 1989, De acuerdo con éste, la membrana con el RNA, previamente fijada, se
prehibrida por 2 horas 8 65 °C en solucion de hitiridacion y 600 ul de saucidn de DNA de esperma

de salindn, prevismente desnaturatizado, en una bolsa de hibridacion sellada.

.
s ~

5X Solucidn Denhardt's 10X

5X 20X 8SC

50mM 2 M Fosfato de Sodio, pil 6.5
0.2% SDS 10X

ENH . 20X §SC
2% Ficoll 3M NaCl
2% PVP 0.3 M Acido Citrica

2% BSA
Transcurrido cf tiempo de prehibridacian, se agrego Ia sonda marcada radioactivamente a la

bolsa de hibridacion y se incubd toda Ia sioche a 65 °C con agitacidn constante,

Al dia siguiente, la membrana se lavd con 250 mi de 2X $SC, 0.1% SDS por 30 minutos a
65 °C con agilacién constopte, y posterionmente con 250 mi de 0.15X SSC, 0.1% SDS cn las
mismas condiciones. Al terminar estos lavados, fa membrana se seed parcialmente, se envolvid en
plistico y se expuso ¢n un estuche con una pantalla amplificadora y una placa autorradiografica (X-

OMAT de Kudak) durante el tiempo necesario para observair nia seital,

Las membranas se favaron para su rentilizacion usando una solucion de SDS al 0.1% en agua

tratada con DEPC, Esta solucién se calenté hasta que comenzd a hervir, momento en ¢l cuat fue



vertida sobre la membrana contenida en un recipiente. El recipiente con la membrana y la solucidn

de SDS se volvieron a calentar en un horno de microondas por 4 minutos a temperatura mixima,

Para saber si 1a marca se habia eliminado se utitizd un contador geiger y se expuso la membrana

con tna pelfcula aworradiogrifica.

AMPLIFICACION Y PURIFICACION DE LOS PLASMIDOS

Transformacion

Las transformaciones de bacterias con los diferentes i

EcoRt
Ss!
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Smat
Bamm

plasmidos CAN se realizaron siguicndo ¢l protocota descrita
por Sambrook ef ol, 1989. Lu técnica consiste en dar un
choque de calor (heat shock) a 42 °C por 2 minutas, momento
en el cual ¢l plismido se incorpora o Ins células,
Posteriormente, es necesario que las células se recuperen
durante una hora en medio LD sin amibidtico, para que
comicncen a expresar los genes que después otorgarin las
resistenefas. Por Gltimo, sc plaquearon las células en medio

LB con ¢l antibidtico correspondicnte y se selecciond una
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colonia para amplificar ¢l plasmida en un cultivo de 2 ml de medio selectivo para obiener las

células que se guardaron con glicerot estéril al 15% a -70°C. Las cepas de bacterins utilizadas se
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Figura 9. Plasmido pBR32Y. Las clonas CAN se
encucniran  insedadas  en el silio  Pst,
interrumpienda ast el gen que contieee resistencia
a ampicilina,

muestran en la tabla 3, junto con los plismidos que se
amplificaron en cada wna de estas y la resistencia a
anlibiotico usada para la seleccion. Las clonas pCAN
se encuentran clopadas en los pldsmidos pYceDES
(insertadas en el sitio multiclonn del plismido) y
pBR3I29 (insentadas en el sitio Pstl). Los mapas de
estos plismidos se encuentran representados en las
figuras 8 y 9. En algunos casos, oo fue posible
seleccionar células que hubicran adguirido resistencia
a tetracicling por media de la transformacidn con
clonas aisladas en ¢! pBR329, por lo que se aislaron

transformantes por medio de¢ la seleccion en medio



con cloranfenicol. L.a cepa HB101 se sclecciond en un principio puesto que parecia funcionar como
un buen huésped de los plismidos ya que sélo presenta resistencia a estreptomicina, sin embargo,
estas células expresan altos niveles de endonucieasas por lo gue la extraceidn de los plasmidos se
hacia mas compleja. Cuando fue posible, se utilizaron Ias células XL1blue que, a pesar de ser
resistentes a tetrucicling, ofrecen otras ventajas importantes como la menor cantidad de
endonucleasas, Jo que permite extraer una mayor cantidad de plismido por un proceso menos
luborioso (no es necesario realizar repetidas extracciones con fenol para inactivar a Ins nucleasas;

Schoenfeld, eral, 1995).

Cepas de bacterlas Plasuidos Resistencia usada para la seleccidn
clonados
1tB10t pCAN44 ampicilina
(FF7, thi-!, hsdS20 (ry", my"), supEdd, pCAN46 (100 pg/mly
recAld, ara-14, leuB6, proA2, lacY |, pCANG3
rpsl20 (str), xyl-S, mil-1) pCANG? (otorgada por el vector, pYcDES)
pCANTI
pCANT2
pCAN77
pCANS?
pCAN9S
pCANIOI
pCANiQ2
Hto) pCANI tetraciclina
(F~, thi-1, hsdS20 (ry", m ), supEdd, pCAN3 (12.5 ug/ml)
recAll, ara-14, leuB6, prod?2, lacY!, pCANII
rpsL.20 (str’). xyl-3, mtl-1) pCANI6 (olorgada por el vector pBR329)
xLIblue pCANS cloranfenicol
(recAl,endAl.gyrA96,thi- pCANIS (100 pg/ml)
LhsdR172.supEd4.reldd, lac, pCANIS
[F'prodB.laclyZAM1 §)) pCANI9 (olorgada por el vector pBR329)
pCAN23
pCAN24
pCAN26
pCAN32
Tabla 3. Cepas de bacierias usadas para las ransformaciones. Se indican las resistencias propias de los plasmidos que
fucron usadas para reconocer a las cétulas Los d genéticos indicados implican: arg-L{:

Mutacidn en ¢l metabolismo de ln urabinusa: eydd [ Mutacidn en la endonucleasa (mejora la calidad de los pIAsmidos
extraidos); grrd96: Mutacion ea la DNA girasa; hsfR17: No presenta restrivelén; hsd$20: No presenta restriceidn ni
modificacion de DNA ; la:ll, Mutacion en el gen de la fi-D-galoctasidasa ;feufis : Mutacion en ef gen de lapeisopropil

matato deshidrog : Mutacion en ¢l metabolismo del manitol ireed ] : Mutacion en la recombinacion (asegura
ustabilidad de los msmm) ch[_ Fenutipo “retajado” (permite ta sintesis de RNA ¢n avsencia de sintesis de proteinas) ;
sl 20 - Mutacion en la subunidad 512 Jel rib 1308, que conlicre resistencia a streplomicing supld4 : Mutaciones

supresoras ; hi-1 : Mulacion en ¢f metabalismo de la tiamina ; xad-5 : Mutacidn en ef inciabolismo de la xilosa.



Extraccién de los plasmidos por lisis alcalina

Los plasmidos que se clonaron en las células XL1blue se extrajeron siguicndo ¢l protocolo
basico descrito por Sambrook ef al. Para el caso de fos plasmidos clonados en las cepas HBI0I fue
neeesario ineluir dos extracciones con fenol-cloroformo seguidas de dos extracciones con
cloroformo para poder asf inactivar a las endonucleasas propias de esta eélula. En algunos casos se
realizé la extraccion de plismidos partiendo de SO ml de cultivo. realizando las modificaciones
adecuadas en los volimenes, debido al bajo rendimienta de la extraccion cuando se realizan las

extracciones con fenol-cloroformo.

SECUENCIACION PARCIAL DE CAN3

I.a secuenciacion parcial del CAN3, en el plasmido pCAN3 se realizo siguicndo el método de
terminacidn de cadena descrito pur Sanger et al., (1977). Las reacciones de secuencia se realizaron
de acuerdo al protocole def estuche de Sequenase Version 2.0 de la compaiifa United States
Biochemical (USB).

Preparacion del molde

Partiendo del plismido pCAN] purificado de preparé DNA de cadena sencilln usando el

método de desnaturalizacién alealina modificado de Sambrook ef al.. 1989.

A 5 pg de DNA se les agregaron 4 pl de la solucion desnatizralizante, consistente en 5.0 M de
NaOH y 0.5 M de EDTA preparado en T1E 1X, pl! 8, Se mezelo e incubd a temperatura ambicnie
jtor 5 minutos al término de los cuales fa solucidn se neutralizd con 2ul de acetato de sodio 2M ptl
5.2 y el DNA se precipitd usando 60 pi de ctanol absoluto. Se incubd en higlo por 5 minutos y se
centrifugd a 12,000 rpm por 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante se desechd y Ia pastilla se lavé con
500 p! de ctanol al 70% para finalmente centrifugar por 5 minutos y obtener fa pastilla que se secd

durante 5 minulos en wn liofilizador al vacio (Speed vac SAVANT).

Alineantiento del cebadur

El DNA se resuspendio en un volumen de 10 pl usande amortiguador para la DNA
polimerasa (Sequeitase Version 2.0) a wna concentracion final de IX, 1.5 pmol de cebador y agua

destonizada. Se incubd a 65 °C por 2 minutos y se dejo enfriar en el temp-block o temperatura



ambiente, fentamente hasta que alcanzo wna temperatura de 30 °C. Como cebadores se utilizaron
oligonucledtidos con sceuencias correspondientes a las zonas del plasmido pBR329 que se

encuentran cercanas al sitio Pstl.

Reaceidn de marcado

A la mezela anterior, una vez fria. se le agregaron tpl de DTT 0.1M, 2 pl de la mezela de
marcado diluidos 1:5 en agua, 0.5 jd [u-”S]-dA'l'l‘ (10 peifpl) y 2 b de DNA polimerasa
(Sequenase Version 2.0) diluida en ¢l bufYer de ditucidn para fa enzima, Se mezelo y se incubs a
temperatura ambiente por 10 minutos con el propdsito de que se incorporara la marca radioactiva a

la cadena pelimerizada por la enzima,

Reaceién de terminacidn

Sc marcaron 4 tubos como A (para las cadenas que teminan en adenina). C (para las que
terminan ¢n citosina), G (guanina) y T (timidina). A cada wbo se le agregaron 2.5ul de mezcla de
terminacion det ddNTP correspondiente y 3.5 gt de $a mezcla proveniente de la reaccion de
marcado. Se incubaron a 37 °C por 5 mimdos, al término de los cuales se agregaron 4 pt de
solucion de término (Stop Solution, provista por el proveedor del estuche) # cada tubo y se

almacenaron a <20 °C hasta cl momento en ¢l cual se cargaroa en el gel de secuencia,

Gel para secuencin

Los vidrios se lavaron adecuadamente con sgua y etanol del lado que se encontraria
posteriomiente en contacto con el gel, Para un facilitado manejo det gel los vidrios se trtan con
pegumento y con silicén para que el gel se pegue a uno y sea facil desprenderlo del otro. Eslo se

lace de la signiente manera:

El vidrio pequeiio se trato con una suezela consisteme en 3 ml de ctanol, 50 pl de dcido
nedtico al 10% i 5 pt de y-metaeritoxipropiltrimetoxisilano (Sigma), la cual se extendio por todo el
vidrio utitizando una toalla absorbente. Una vez quie se secd (aproximadamente 5 minutos), se
aplicaron 5 ml de etanol por todo el vidrio para fograr que ¢l pegamento se extienda por todo ¢!

vidrio. Este tratamiento crea una superlicie hidrofifica a li que el gel scadhiere.



E} vidrio grande se truo con siticon para facilitar que este se despegue del gel al terminar la
corrida. Para esto se colocaron 3 ml de silicon Sigmacote (Sigma) en el centro del vidrio y se
extendicron por el mismo. Una vez seco se aplicaran § ml de etanol comercial. El silicon genera

una superficie hidrofébica lo que facilita que el gel se despegue del vidrio tratado con ¢l mismo.

Una vez tratados Jos vidrios se colacaron dos espaciadores a cada lado del vidrio grande y se
colocd el vidrio pequeiio encima del vidrio grande, cuidando que los lados tratados quedaran
encontrados. Se puso cinta adhesiva en los extremos largos de los vidrios asi como en el extremo

inferior, dejando el fado superior libre para agregar of gel.

El gel tenfn upa concentracion de 6% acrilantida/bis-acrilamida preparado en 100 ml de agua
con 5.7 g de acrilamida, 0.3 g de bis-acrilamida y 42 g de urea. Una vez que todos las componentes
se habfan disuclto, se filrd por Millipore y se desgasificd a vacio por espacio de 5 minutos.
Finalmente se agreparon 400 pi de persulfato de amaonio y 20 pl de TEMED pora cutalizar la
veaceion de polimerizacién que se presenta entre by acrilamida y la bis-acrilamida. Una vez vaciado

el gel se pusicron los peines y se dejo toda la noche para que la polimerizacion fuera total.

Electroforesis ¥ tratamicato del gel

Se usd buffer TBE IX para la cleetroforesis. El gel, favade con of fin de limpiar la
poliscrilunida polimerizada fuera de los vidrios, se precalentd por aproximadamente una lora,
tiempo en el que Hega o una remperatura de 50 “C y las muestras se cargaron una vez
desnaturalizadas. El gel comid manteniendo una temperatura constamte de 50 °C, a
aproximadamente 70 Watts por uaa hora y medin en el caso de la corrida corta y por ¢l doble de

tientpo para la corrida larga.

Al término de fa electroforesis los vidrios se separaron y ef gel se £ij6 en deido acético al 10%
por media hara con agitacion canstante, Se seed en ung estufa a 80 °C por una hora y se puso 8
exponer con una placa para autorradiografia toda fa noche a temperatura ambiente, Al otro dfa se

reveld y se leyo la secuencia.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los plasmidos que incluyen a las clanas CAN que fucron enviados por lt Dra. Mary Stringer

se listan a continuacion:

pCANI pCANIS PCANG4 pCANT?
pCAN3 PCANIY pCANGG PpCANTS
pCAN:I}I p(?:::s] pCA:(:] pCANS7
pCAN pCAN24 pCANGT7 PCANYS
pCANIS pCAN26 pCANT7I pCANIOL
pCANIG PCAN32 pCANT2 pCANI02

Se realizo una bisqueda de similied de las secuencias parciales obtenidas por M. Stringer y

W. Timberlake (o publicado) con las bases de datos del GeneBank y SwissProt, por medio de los

algoritios FASTA y FASTP def Geneties Computer Group (GCG; versién 7, 1991) utilizando los 6

marcos de lectura posibles para cada una de las clonas secuenciadas, Desafortunadamente esta

busqueda no proporciond datos nuevos sobre la posible identidad de las clonas CAN, teniendo

como resultado solamente los dalos que ya se conoclan:

CANS conliene cDNA correspondiente al gen catd que codifica para la catalasa especifica de
los conidios de dspergillus nidulans Navarro et al., 1996).

En la clona CANS sc encucnlra representado el gen previamente clonado y secnenciado de la
isocitrato linsa (acuD) de Axpergitlus nidulans (Gainey et al., 1992 ).

La secuencin parcial del ¢DNA contenido en lu clonn CANIL (CAN6T) presenta una alta
similitud con el gen con-10 de Newrospora crassa, idenlificado como un gen especifico del
desarrollo (Robedts et al, 1988).

Tanto CAN46 como CAN7I, que cantienen transeritos similares, comparten una alta similitud
con el gen grg-1 (ccg-1) de Nenrospora crassa (McNally & Free, 1988)

CANTT7 representa un gen cuya secuencia parcial tiene una alla similitud con ¢f gen de
Saccharomyces cerevisiae identificado como glpl/hspl2 (Stone et al, 1990; Prackelt &
Meacock, 1990).

P'ara el andlisis presentado en este wabajo, se eligicron las clonas CAN que se encueniran

listadas en la tabla 4. La seleccion se lleve a cabo eliminando aquellas clonas cuya expresion fuese

independiente del gen regulador hrld (Baylan ¢r al, 1987) o que hayan sido clasificadas dentro de

los grupos A, B o C (ver inlroduceion; Adams ef al,, 1988).
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Expresion en mutantes

Clona Tamato del Tipo | bri4l } abodl | werd6
transcrito (nt) de gen

CAN3 2150 i ? ? !
CANS 2050 D 4 + v
CANIS 1500 Y 7 '
CANIG 1450 " 1
CAN44 1600 7 + 4
CAN4G 1100 D ’
CANG3 2100 D [
CANII
CAN67 500 D t k3 t
CAN7I 350 )
CANT?
CANYS [} o}
CANGS
CANB7 1400 ? ' '
CAN9S 500 K 7 ? i

Tabla 4. Clonas CAN analizadas i este trabajo, por expresion en condiciones de
privacion de nutrimentos. Se presentan lus datos ded tipa e gen (ver
imroduccion), expresion en mutames de tipa bridl, abadl v werd6, y loy
tamaios de Joy transcritos estimados de hibridacianes tipo Nowthem (Stringer,
Mirabilo y Timbertake, sin publivar).
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Latrones de expresidn y anilisis de las clonas
Transcritos que no se acumulan cn las condiciones estudiadas

CANS

El gen correspondiente al cDNA que se encuentra clonado en ¢l plasmida CANS codilica
para una catalasa especifica de los conidios de Aspergillns nidulans y ha sido designado como cand.
La transcripeidn de catd no se induce, en los tiempos estudiados. por la privacidn de nitrégeno y/o

carbono.

En cultives conidiantes la transeripeion de este gen comienza a las 12 horas de exposicién al
aire, de manera independiente de los genes reguladores brid, abad y wetd, sin embargo la actividad
de la catalasa no concuerda con la presencia del mRNA, por lo que se dedujo que puede existir una
regulacion post-transcripcional (Navarro ef al.en preparacion). El mayor tiempo analizado en este
trabajo es 10 horas después de la privacion de nutrimentos. Es posible que la transcripcion ocurra a

tiempos tis largos.

CANOS

La secuencia parcial del inserto del plaismido pCAN9S no presentd ninguna similitud
significativa con secuencias de otros genes o prareinas conocidas, Representa un transcrito de 500
pb que se encuentra presente en cultivos conidiantes, asi como en los conidios aisladas (Mirabito,

1989). Su expresion no se indujo cn ningui de las 4 condiciones estudiadas.

n



Transcritos regulados por privicion de nitrdgeno o carbono

CAN46 y CANT1

Los genes correspondientes

a las clonas CAN46 v CANT! [cpus 29 METIFNTVNYVTESIQGAGATASKEVRED VAKINNA 64

. . . Pebelb b e e
tienen transcritos de  aproxima- |gra1 3 MDTLENARNYVGDKVQGATATASKEANKDVAKDSNG 1€

damiente 1100 y 550 nucledtidos, | cams 65 DLTTRATAAKDALFDKKDERVHETORDVYKERAKI 127

: " IR R TR
respectivamente. Ambos  fueron 1 are-1 37 GVGTRLNAAGDAISDKVSENKHNAYAEAHKQSATN §9

clasificados dentro de la clase D, |B

CANT1 27 METVKNAVNYVSESVQGAGATASKETNK 56

esto ¢s, son  independientes BRI R
GRG-1 1 MDTLKNARNYVGDKVGGATATASKEANK 28

cuando menos parcislmente del
CANTL 56 NVAXDSDASLTSRATAAKDAVVDKKDEKS A3

gen regulador brid  (Adams ot Rk NI
GRG-1 29 DVAKDSHQGVGTRLNAAGPAISDKVSENK 57

al, 1988). A pesar de la o

N . 1 40

diferencia en ef tamano del | oo 7 woriknaalty vaokvaaath TASKEaNKdY Kbanggvgt
erlt bos genes tiene CANT1  METVKHavHY VsESVQGAgA TASKEtNKnV KDsdaslite
transcrito ainbos genes LENen UN3 | cangg  METiKNLVIY VEESIQGAGA TASKEVHKDY KDnnadItt

. . Consanao MET-KN--NY V-E-VQGA-A TASKE-NK-V KDe--os--
semejanza grnndc cnlre 8, que

11 11

comparten con cf gen grg-/ (860 | Gro-1  RinaagbAis DkvoEnkhda kaeahkggath
CAN71 RatAAKDAvv DKkdEks..  ...... o

regulado por glucusa o glucose | canes  RatAAKDALE DEkdEkvhet qadvykeaskh
Consenso R--AA-DA-- DKe-E-cee: sorecncanen

repressible gene) de Neurospora
. Figura 10, A, Comparacion de la secuencia parciu! del péplido propuesto para la
crassa (McNally & Free, 1988) | clona CANSS con 1a secuencia de GRG-1 de Neurnspora crassa. B porceniaje

. R de similitud es de 69%% y ¢t de Identidad de 53%%. B. Comparacion de CANT
que, al igual gue CANTL, es unt | con GRG-1. Similitud de 73.7% ¢ identidad de 57.9%. C. Alineacion de ta
secuencia prapuesta pua los péptidos de CANTI y CANS7 con el de grg-/.

gen pequedio (figura 10)

En la figura 1 se muestran los patrones de acumulucion del mRNA para ambas clonas. El
transcrito correspondiente a CANTI se enzontré presente a partir de la primera hora después de la
trausferencia a un medio de cultivo con glucosa y nitrdgeno. Esta acinnlacion se mantiene, aunque
de inanera menos conspicus hasta fas 10 horas, Cuando se transfirio el micelio a un medio carente
de glucosa también se¢ observe acnnlacion del transcrite en la primera hora, sin embargo ésta no
es tan alta y disminuye de manera tal que, para las 10 horas, es imperceptible. Cuando el micelio se
transfirio a medio carente de nitrdgenn, la acumulacion se observo hasta las 5 horas y continud
presente a las 10 horas, Esta situacion se asemeja o la que se observo al teansferir ¢l micelio a un
medio de cultivo carente de ambos autrimentos, donde ka acumulacion se hizo evidente sélo a tas §

horas.
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CAN46 mostrag un patrdn de acumulacion parecido al de CANTI (figura 11). Ef mRNA se
encontrd presente transeurrida 1 hora de cultivo en presencia de nutrimentos asi como en ausencia
de glucosa, pero a diferencia de fo que se observo para CANT1, esta acumulacion es transitoria en
ambos tipos de cultivo, Cuando se transfirio el micelio a un medio carente de nitrato, Ia
acumulacian del transcrito correspondicnte a CAN46 se hizo evidente solamente a la 5 horas de
cultivo y cuando se privo de ghicosa y nitrato, la acumulacion det mRNA se observd desde tas §

horas y eontinud hasta las 10 horas.

Resulta interesante que los genes representados por ambas clonas, no solo compartan
semcjanzas en sus secuencins parciales, sino que también tengan un patron de regulacion por
nutrinentos similar, En ambos casos, hay una acumutacion del transcrito al transferir el micelio a
medio con nutrimentos (1 h), fa cual disminuye o desaparece por completo posterionmente. Esta
acumuiacion se ve afectada por las limitaciones de nutrimentos, siendo menor euando se priva de

glucosa y mds tardia al privar de nitrato, en ambos genes.

4+C/+N .C N .C/-N
0 th Sh toh  th 5h 10h th Sh toh  th Sh 10k
W e *:?; ~ ’,::r

s

- rpyR
7 vy

CANd6ln .

Figura 11 Acumulacion def mRNA correspondiente a las clonas CAN71 y CAN46 en cultivos
Hquidus, despuds de 8 horas de crecimiento en medio minimo (0 horas) y transteridas a medios con
nuirimentos, (+CHNY); sin glucosa (-C); sin nitrato, (-N); o sin glucosa y sin nitrato (-C/-N), por los
tiempos indicadus. La equivalencin entre las cantidades de RNA usitdas para cada muestra se basa en 1
tineion de los geles con bromura de ctidio, anfes de la transferencia a la membrana de nylon, Las
fotografias de los geles corsespondicantes se muestean en chapdndice t.

En experimentos previos, realizados por Ia Dra. M. Stringer (sin publicar) con el objetivo de
analizar si existia una regulacion por lipidos de los genes representndos en las clonas CAN, se
encontrd que el gen correspondiente a CANAG es de los pacos, representados en las clonas CAN,
que s¢ transcribieron cuando, después de crecer cultivos sumergidos de A, nidulans durante 12
horas, éstos se transfirieron por 2 horas a un medio minimo v por 2 o 4 horas a un medio minimo
con Tween80 (0.05% v/v). La induceion se observo especificamente en los medios suplementados
cou glicosa, En esia misma serie de experimentos se encontrd que CANTH se indujo a las 2 horas
de crecer en presencia de glucosa y Tween80. No se observé acumulacion del transcrito de ninguno

de los dos genes cuando los cultivos se transfirieron a un medio de cultivo carente de glucosa y
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suplementado con Tween80 y dcido oleico. Esto sugiere que fa presencia de glucosa es necesaria
para que en los tiempos y condiciones estudiados por la Dra. M. Stringer, se presente la induccion

de estos genes,

El gen grg-1 de Newrospora crassa fue aislado también como ccg-/ (gen controlado por ¢!
reloj endogeno o clock controlled gene) en una bisqueda realizada para encontrar genes que se
encontraran bajo el control del ritmo circadiano deN. crassa como un gen especifico de la manana
(Loros et al., 1989). En este mismo proceso de seleccion, el gen encontrada como ceg-2 resultd ser
el que codifica para la hidrofobina de los conidios, previamente identiticado como eas (de easify
wettahle) que tiene similitud con rodd de A. nidulans, también encontrado como clona CAN (Bell-

Pedersen et al,, 1992, Stringer et al, 1991).

Pese al alto grado de similitud que existe entre grg-/ y los genes representados por CAN4G
y CANTY, sus patrones de regulacion por glucosa son totalmente opuestos. Mientras que CAN46 y
CANTI 1o parecen presentar una acumulacion dependiente de la privacion de carbono, grg-/ se

induce en respuesta a la privacion de glucosa en cuestion de minutos (McNally & Free, 1988),

Los resultados sugicren que los genes representados por CAN46 y CANTI son regulados por
mis de un factor al igual que el gengrg-/ de N. crassa. grg-1 se encuentra sujeto a regulacion por
el gen especifico de In conidiacion acon-2 'y por condiciones como ¢l chogque de calor. La
concentracion de la glucosa regula a grg-1 por medio de dos efementos en su promotor, Todo lo
anterior pareceria sugerir que grg-/ tiene una uncion importante, sin embargo no se ha encontrado

un fenotipo para la cep que tiene este gen interrumpido (Wang, et al, 1994).

CANT7

El gen correspondiente a CAN77 fue
clasificado dentro del grupo D (Mirbito ¢ al,
1989; Marshall & Timberlake, 1991) y su

independencia de brid se demostrd en mutamies | Figura 12. Expresiéi de CANGS y CANT a diferentes

tietnpos iras la induccion de la esporulacién  por
carentes de upa cupiu funcional de dicho gen exposiclon adrea (en horas). Se incluye la expresion en
nwtames de tipo brldl (b), abadl (8) y wetd6 (w).
(Boylon ¢ al, 1987, figura 12). Al realizar | Tomado de Boylan et al., 1987,
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comparaeiones entre las clonas CAN, CAN77 se identificd como equivalente a CANGS, que no
tiene un patron de regulacion igual. Estas diferencias podrian deberse a problemas téenicos con las

hibridaciones.

La sccuencia parcial de CANT7 presenta una alta similitud con una proteina e
Saccharomyces cerevisiae que se regula de manera negativa por glicosa y positiva por lipidos,
GLPY (Stone er al, 1990) (figura 13). Lsta proteina fue también identificada como HSP12
(proteina de choque de calor, heat shock protein 12) debido a la activacion de su transcripcion en
respuesta a este tipo de tension (Proeckell & Meacack, 1990). Esta similitud resultn interesante,
enlre atras cosas, porque también ocurre con el genwh!/ de Candida albicans, un gen especifico
del estado blanco con crecimientu levaduriforme de dicho organismo, ¢l cual cambia entre fenotipos
alternantes por medio de inecanismos desconocidos. Esta transicion se estiniula por medio de
incrementar la temperatura en la cual el organismo crece y se ha observado que se asocia con
camhios en ¢l pH intracelular. Se desconoce la funcion del producto de whi? y su interrupeion no
tuvo ningin clecto en el desarrollo de los diferentes fenotipos del orgamsmo (Kauret al., 1988;
Srikantha & Soll, 1993; Soll e al., 1993; Srikantha er al,, 1995; Srikantha ef al, 1995B), Asi mismo

la interrupcidn del gen que

A .

CANTT 32 HSDFMKDFSTKM(EBIT[’DASKSTQERVKFTVTDTIURXS 7 codifica para GLPIMNSP12 no
Hoetlede g I .- ble

fisP12 1 HSDAGRKGPGEKASEALKPD&QKS\AEOGKBYXTDKADWI\ 40 tuvo ningdn efecto observable

CAKIT 12 ncvopbnqusncol\rnxsow's:mzuucs'rposxcox\m us en el crecimiento  de
el d o e ) N

HSP12 41 cxvovsnuxawc\cvunsr\zx GI\DNAEGOGLSLADOARD 80 Succharomyces  (Pracckelt &

B Meacock, 1990). GLPIAISPI2
1 0

OLP1/HSP12 MSDaGRKGFG EKASEALKDD SOKSyaEQgK EylTDkabkV se induce, ademds de en las
WH11 MSULGRKDIG DKLeskLTPD SQKSTPEQfK DKVTDslDsa - . )

CAN?7 MSDFaRKDFD tKAKEeiTPD asKSTQErvK ELVTDttDrl condiciones mencionadas, por
ConBenso MSD-GRKDFG -KA-E-LTPD SQKST-EQ-K E-VID--D-- . .
chogue  osmotico,  tensidn

41 80 s
GLP1/HSP12 AGKVQPEDNK gvtQgvhDsa ekgkDnaegq gesladqard oxidativa y al entrar en fase
WH11 AGKatsEndK SEvQkAsDai fgdSk... . . .
CAN7? 8rgVQPDDQK SttQQAEDKS qrvSDreghg stpgsigdkv estactonaria, aunque su
Consenso AGKVQPED-K S--Q+A-D-- =--5Dree-s  ameevensn

sobreexpresion o confiere
Figura 13. Comparacion de la secucacia parcial de CANTT con
GLOLUSEI2 de Saccharomyves cerevisiae 'y WIN de Candida albicans.
A Similitud entre las secuencias hspl2 y CANTY, similitud de 61.25% ¢] (Varela ef af, 1992; Varcla of
identidad de 35%. B Comparacion de lus 3 secuencias, s¢ muesira la
secuencla consenso. al., 1995).

proteceion a la tension osmética
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A pesar de esta alta similitud, CANT7 no se regula de manera similar, cuando menos en
cuanto o la respuesta a fa privacion de glicosa (figura 14). En el presente estudio se abservd que
CAN77 se acumuln, ademis de en otras condicianes, despuds de transfertr el micelio a un medio
mininto, donde todos los mutcimentos estin presentes. B experimentos previos se observd fa
induccion de este gen en respuesta af crecimiento por dos horas en presencin de glicosa y Tween80
(Stringer, M. comunicacion personal), lo cual parecia sugerir wna regulacion posiliva por lipidos,
pero fa acwmulacion que se encantrd cuando el micclio crecid en medin con glucosa, sin Hpidos,

pone en duda esta inferencia,

1CHN L N .CIN
0 th Sh 10k th Sh Joh b Sh 10h th Sh 10h
T s e s

wemb v

Figura 14, Acitoulacion del mRNA correspindicnte o CAN?7 ent culiivos lguidos, despnés de 18 horas dy
crecimicnta en medio minime, (0 boras) y transteridos a medios con nutrimentos, (+CHN); sin glucasa (-C);
sin nitrato, (-N); 0 sit glucosa y sin nitrmo (-C/-N), par fos tiempas indicados.

En presencia o ausencia de glucosa y presencia de nitrégeno, el mRNA se acumul6 ripida y
transitoriamente siempre y cuando Imbiera nitrégeno en ¢l medio. Cuando el micelio se transfivié a
medios carentes de fucnte de nitrogeno, fite necesario mds tiempo (5 horas) para que el mensaje se
acumule. Cabe hacer notar la stmititud que existe entre esie patréa y el observado para CANT1 y

CAN46.

CANL6

CANIG6 corresponde @ ug gen cuya sceuencia
il 0 Ben Cuya see 0 5 1015202530 b a w

parcial no tiene similitud con oinguna otra conocida. | “WEREE 77 VIRSKRA

Figura 15 Expresidn de CANIG en diferentes
tiempos tras ta induccion de la esporulacion por
exposicion adrea (en horas). Se incluye la
expresion en mutantes de dipo brld ! (b), abadl
wetd, tiene una independencia, al parecer, parcial de | (a)y werd6 (w). Tumado de Baylan et al, 1987.

Con base en su expresion al inducir {a conidiacion por

exposicion adren, asi como en mutanies brld, abad y

brid (Tigura 15, Boylan et al., 1987). En fa figura 16 s muestran tos patrones de acumulacion del
MRNA para esla clopn, donde se puede observar que no hubo expresion en presencia de
mitrimentos, La privacion de carbono ylo de witrogeno indujeron fa expresion y el transcrito
comenzd a acumnlarse mas temprano en ausencia de ana fente de carboao (5 horas de privacion

de cacbono o de carbono y nitrdgeno). Resulta interesante que, en el caso donde se producen
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coniditforos reducidos, al privar de carbono o de ambos nutrimentos, la acumulacion del mRNA
correspondiente 1 CANLG, ocuira mds temprano. Existe un paralelo en la acumulacion del mensaje
correspondiente a CANLG y fa expresion de brld (figura 38), por lo que esta clona es un candidato

para analizar con mas detalle como posible regulador de brid.

+CItN EN N CIN
O th 5h tOh th Sh ioh th 5h 10h th Sh toh

Figura 16, Acunutacion del mRNA correspondiente o CAN16 en cultivos liquidos, después de 18 horas de
crecimlento en medio minimo, (0 horas) y tratsteridos a medios coo nutrimentos, (+C/AN); sin ghicosa (-
C); sin nilrato, (-N); 0 sin glucasi y sin nitrato («C/2N), por los tiempas indicados,

Tyanseritos regulados por la privacion de nitrogeno y carbono

CANIS

L] transcrito con ¢l que Ja sonda de CANIS hibrida es pequeiio, tiene aproximadamente 150
nucledtidos. No preseata similitud con ninguna secuencta conocida. CANLS fue clasificado como
gen tipo D (Mirabito er ol., 1989, Marshall & Timberlake, 1991} y resulta interesante su induccion
transitoria al crecer Aspergillus nidulans en medio carente de fuente de carbono y de nitrogeno por
S horas, la cual se muestra en la figurit 17. Bl nivel de acumulacion del mRNA que se observa en
este tiempo es mayor al que hay tras realizar un cultivo en medio minimo por 10 horas. Dado este

patrén de expresion, resulta poco probable que este gen pudiera regular la expresion de brid.

+CHN -C N -CIN
0 i sh ton W Sho10h Ih Sho o h o Sho 10h
iy ﬁ T, " . R
A
Fid o - Fi‘ “ (N

Figura 17, Acumulacion del mRNA correspondicate o CANIS en cultivos liquidos, después de {8 horas de
crecimiento en medio minimo, (0 horas) y transferidos a medios con nutrimentos, (+C/+N); sin glucosa (-C);
sin pitrato, (-NJ; o sin glucosa y sin nitrato («C7-N), por los ticmpos indicados.
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Transcritos regulados por la privacién de carbono

CANG3

La clona CANG3, cuya secuencia parcial no

0 5 101522530 ba w
g H LT R

ticne semejanzas significativas con ninguna proteina en
la base de datos SwissProt, represemta un  gen
Figura 18. Expresion de CANG3 cn diferenies
tiempos tras la induccion de la esporulacion por
exposicion adrea (en horas), Seincluye Ia
eapresion en mutantes de tipo brdcdi (), abasd !

realizados en murantes bridl, abadl y weid6 donde | (@)Y wetd6 (w). Tondo de Boylan et al,, 1987.

también s¢ observd que CANG3 se transeribe desde fas O horas (figura {8; Boylan et al., 1987).

clasificado como tipo D (Adams ef al,, 1988). Este

dato se corrobord por fos estudios de expresion

En el andlisis de expresion realizado (figura 19), se abserva qtie hubo una ligera acumulacion
del transerito a Yas 0 horas, asi como después de crecer ¢lmicetio en medio minimo por 1 hora. Sin
embargo, esta acumulacion se incrementd notablemente 5 horas después de la privacion de glucosa
y de glucosa/nitrato, CANG3 parece estar respondiendo a la privacion de fa luente de carbono de
manera especifica y resulta intercsante su expresion transitoria, fa cual ocurre antes de que el

mesnsaje de brid se vea acumulado (ver figura 3B).

+C/AN -C -N -GN
Oh Jh Shi0h Ih Sh 10h th Sh Wh 1h Sh 10h
4 - e

-
Figura 19. Acumulacin del mRNA correspondieme a CANG3 en cultivos liquidos, despuds de 18 horas d]
crecimicnto en nedio minimo, (0 horas); y transferidos 0 medios con todos los nutrimentos presentes,
(+C/+N); medios sin carbono, (-C); sin nitrdgeno, (-N); o sin carbono y sin nitrgeno, (-C/~N) por tos
tiempos indicados.

CANGT

El pen correspondiente a la clona CANG7, que se identificd como igual a CANII, presenta
una expresion independiente de drld (Boylan ef af. 1987, figura 20) aunque ni la intensidad ni el

tiempo de expresion concuerdan en ambas clonas.
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CANI

CANG7

figura 20, Expresion de CAN1 y CANGT en diferentes
ticrmpos tras b induccidn de la esporulacion por
exposiclon adrea (en horas). Se incluye la expresion en
mutantes de tipo bridl (b), abatt (@) y wetd6 (W),

Tomado de Boylan eral., 1987.

ba w En el presente trabajo se utilizé como sanda
| a  CANG67, encontrandose una  acumulacion
E’ﬂ»f;&

conspicua del transerito correspondiente cuando se
privé de la fuente de carbono por 10 horas, asi

como al privar de la fuente de carbono y de

nitrogeno por 5 y 10 horas (figura 21), Dado que

10 horas de privacion de carbono constituye un tiempo demasiado largo, no parece probable que

acumulncion del mRNA observada se deba de manera directa a fa privacion de este nutrimento, La

ausencia de acumulacion del mRNA cuando se privo de nitrdgeno sugiere que, al igual que para

CANG3, Ia respuesta se debe a cambios en el metabolismo celular que se relacionan con la

privacién prolongada de la fuente de carhono,

-C =N Ci-N

Figura 21. Acumulicion det mRNA correspondiente a CAN67 cn cullivos liquidos, despuds de 18 horas dej
crecimicnto en medio minimo, (0 horas); y transteridas a medios con todos los nutrimentos presemtes, (FCHAN);
medivs sin carbonoe, (-C); sin nitrégeno, (-N); u sin carbono y sin nirdgeno, (<C/-N) por los tiempos indicados.

Sh 10h th  Sh 10k 1h Sh 10k

CANG7 tiene una alta similitud con un gen de Newrospora crassa que fue gisindo como
[

especifico de la conidiacion, con-10 (figura 22). Lste gen se encuentra altamente regulado por

diferentes factares, estando presente su mRNA durante fa conidiacion y la germinacidn. Esta

transcripeion esth mediada por genes espeeificos de fa conidiacién como fl, acon-2 y acon-3

(Roberts & Yanofsky, 1989; Sachs & Yanofsky, 1991) ademids de exhibir una respuesta ripida y

especifica a la luz azul posiblemente moderada por los genes reguladores de la respuesta a la luz

we-1 y we-2 (Lauter & Russo, 1991). Se ha planleado que con-10 puede tener un papel en los

cambios que se inducen al limitarse de nutrimentos (Roberts el al., 1988). Los datos anteriores

aunados a la presencia de la
protefna codificada por con-10 en
los tres tipos de esporulacion que
presenta  N. crassa (Springer &
1992)

Yanofsky, parecerian

implicar  a  con-100 ¢n as

CAN1l {1 IKMADNQUPGHFANRPIEEVENIA.RNGQSSHSGGFASMDSEK 45

ccxLabLLEULEL TR s Do LT L
con-10 1 MAGTGHDHPGNFANRPKEEVQAIASKGGOASISGGFASMDPEK 43

CAN1l 46 QRNIASQGGHASSGSFQPGDERAREAGRKGGKATGHHEPEE* 87

L TLATEE DT s
con+10 44 QREIASKGGKASSGSFEPGSEKAREAGRKGGKASGGTGADDD 85
Figura 22. Comparacion de la secuencia det péptido propuesto para fa clona
CAN11L con Ju secuencla de con- 10 de Neurospora crassa, El porcentaje de
similitud es de 82.3 y el de idemidad de 67,
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respuestas a tension.  Sin embargo la interrupeion de con-10 no tuvo ningdm efecto aparente en ta

conidincion de N, crassa (Madi et al.,, 1994).

Al unalizar los patrones de expresion de CAN3, clona gue representa un gen sobre e cual np
se tenfs ningdn dato, se cucontrd que se hay una elevada acumulacion, ripida v transitoria e

respuesta a la privacidn de glucosa (figura 23).

1CAN L -N «C{N
¢ th 5h Hh Ih "Sh 10h th Sh 1ok th 5h 10

Fighra 23, Acumulacion del mRNA correspondiente s CAN3Y e culiives liguidos, después de 18 horas dej
crecimiento en medio minito, (0 horas)y y taasfeddos a medios con todos los nutrimentos presentes,
(+CHN); medios sin carbona, (-C); sin nitrdgeno, (-N); o sin carbono y sin nigdgeno, (-C/-N) por las tiempos|
indicadns.

L3ste dato resulto muy interesante, ya que un gen que se express fan mipidamente en respuesta
a una condicidn que induce la conidiacion, podrin estar actuando sobre genes reguladores de Ja
conidiacion transmriticndo una seiial externa. Debido i que no existis ningin otro dato con respecto
a esta clona, se secuencid parcialmenie (figura 24). La secuencia mnstrd un 94.7% de identidad con
el gen acukl de Aspergillus nidulans que codifica para la cozima malato sintetasa del ciclo del
glioxalato (Armitt ef «l, 1976). Las diferencias que se abservan entre ambas secuencias pueden
deberse a que solamente se corrid una reaceion de secuenciacion y es probable que existan crrores

e la lectura,

CANY TTGATTC-TCTTCGAGGGTGTACUAG - - CARGCATATCTATGL - TGATCTAGTATGC

LRTHE DT TR EER PR e

acul TTOATTCATCTTC-AGGGTGTACGAGGCAAAGCATATCTATGCTTGATCTAGTATGC

CMNI TATGCTGTGCTARRTTATCTATGTATATCTAMARTGCARACCAGATCCACCTTCGY
HECCCECEE LR T R e e e o e e e

acuB TATGCTGTGCTAARTTATCTATGTATATCTARMNTGCARACCAGATCCACC TTCGT

Figura 24, Comparacion de fa secuencin de CAN3 can acu £, £ porcentaje de
identidud parat las 113 pb sccuencindas es de 94.7.
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Transcritos no regulados por la privacion de carbono o nitrégeno

CANST

CANST se incluyd en este estudio debidv a que no se sabia nada acerca de su regulacion y su
seciencia parcial no presemta semcjanzas signifteativas con ninguna otra conocida. Ea la figura 25
se muesira fa hibridacion tipo Northern, en fa que se observa fa acumulacion del transerito en todas

las candiciones estudiadas.

1CHN N -N CEN_

0 th Sk l0b th  5h ton I Sh 10k th  3h  10h

RN .

4

Figura 25. Acumulacién del mRNA correspondiente a ta clona CANKT cn cultivos liquidos, después de 18 horas
de crecimicnto en medio minimo, (0 horas); y trahsferidos b medios con fodos los nutrimentos prescntes,
(HCHN); medios sin carbono, (-C); sin nitrdgeno, (N); o sin carbono y sin nitrdgeno, (-U/AN) por tos tiempas
indicados,

Por su expresion en un medio minimo, donde brld no se transcribe (Skromne et al., 1994),
se puede apreciar que es independicmte de este gen regulador. Su expresion es, al pareeer,
constitutiva cuando menos después de las 18 horas de crecimiemo. En estudios realizados se
comprobé que los genes representadus por lus clonas CAN analizadas en ¢f presente trabajo no se
expresan en hifas vegetativas (Stringer, M. com. personal) pero cabe mencionar que las clonas CAN
se aislaron de cultivos que fueron inducidas n conidiar por exposicidn adrea, creciendo en medio de
cultivo suplementado con extracio de levadura. En este trabajo, el micelio se transfirio a medio
minimo de cultivo por lo que ln contradiceion que se presenta entre estos y los datos previas puede

deberse al medio de cultivo,

CANd44

a clona CAN44 corresponde a un pen
La clon i gel 0 51015202530 b a w

independiente de brld cuya expresion alcanza | CANMY < @ @D@N w os ’

LI SEeERe N
Figura 26, Expresidn de CANA4 en diferenies
Hempos tras fa induccidn de In esporalnciéa por
a la induccién de In conidincion por medio de Iu | xposicién adtea (en horas). Se incluye la expresiin
e mutantes de tipo brbdt (), abadl () y wetd6
exposicion adrea (figura 26; Boylan et al., 1987). (w). Towado de Boylan et al., 1987.

niveles muy altos entre las 5 y 20 horas posleriores




En este estudio se observo que ¢l transcrito correspondiente a CAN44 se encontrd presente a
partir de las 18 horas de crecimiento en medio minimo. Su expresion es independiente del medio al
cual se transfirio el micelio aunque hay diferencias entre la acumulacion en los diferentes medios de

cultivo (figura 27).

ACHN C N .Cl-N
0 th Sh 10k th 5h [ th Sh lon th  Sh 10h

Figura 27. Acumulacién del mRNA correspondicnte a fa clona CAN44 en cultivos liquidos, después de 18 horas dg
crecimiento en medio minimo, (0 horas); y transferidos a medios con lodos los nuirimentos presenies, (+C/+N); medios sin
carbone, (-C); sin nitrdgeno, (+N); 0 sin carbopo y sin nitrégena, (-C/N) por los liempos indicadus.
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Metabolismeo del acetato durante la esporulacién

Tomando en cuepta que dos de los genes clonados como transcritos especificos de la
conidiacion resultaron cedificar para la isocitrato liasa (CANS: M. Stringer, comunicacién personal)
y para la malato sintasa (CAN3; este trabajo), se planted analizar el papel que ef ciclo del glioxalato
y, en general, la utilizacién de los dcidos grasos enddgenos durante la conidiacion de Aspergillus
nidulans inducida por privacion de nutrimentos. Para este [ se utilizé una coleccion de mutantes
aisladas por su incapacidad para ntilizar el acetato como tinica fuente de carbono (Ammitt ef al.,
1976). Ef acetato es utilizado en forma de Ac-CoA, compuesto que a si vez es ¢l producto de fa
degradacion de las reservas de carbono enddgenas como los lipidos y precursor de los dcidos grasos
enire cuyos derivados se encuentran los factores capaces de inducir 1a conidiacidn (fuctores Psi;
Champe ef al., 1987). Se explord Ia posibilidad de que exista una relacion entre fa conidiacion y el
metabolismo del acetato utilizando cepas que poseen mutaciones denominadas en conjunto acn (de
dcetate Non-Utilizing). En algunas de las siitantes se ba determinado la lesidn a nivel bioguimico,
las cuales han sido asociadas con enzimas que participan en el ciclo del glioxalate o a genes

reguladores de esta ruta.

Las cepas “acy™ se crecicron e un

Cepa Esporas/mt mRNA de brid
medio miimo liquide por 18 horas, af (x 10%
srmino de las cuales se transfiric TIA22 (w1) 80 WY
término de las cuales se transfirieron a un F—a5e ~530 "o deerminado
medio lquido carente de glucosa y se | AG49 (acub) 4355 YWY
) A650 (ucuE) 1992 WV
colectaron las muestras 24 horas despugs, 1™ 2z37 (acuh) 7325 W
ticmpo en e cual la cepa silvestre produce |_A02(acuG) | W ] no determinado
. A653 (acull) 1.5 v
una ahta cantidad de esporas (Skromne of {7 AGST (uend) 0.6 no determinado
al., 1994), Después de 24 horas de crecer {2033 (acuk) 4123 v_
AG656 (acul) 1190 no determinado

en un medio carente de plucosa, fue  Tablad. Praduccion de esporas y exprezion de brid en las copas

X N “act”, despuds de 24 horas de cultivo en  un medio minima
posible distinguir tres gripos demtro de s caente de glucosa. La expresion de brld  se juzgé de una
hibridacion tipo Northemn usandn et fragmemo Bamitt-Salt del
plasmido pRS2S, que contiene secuentias especificas del gen
brid

mufantes “ace” con base en la cantidad de
esporas  que  habian  formado, e

comparacion con la cepa silvestre (en este estudio TIA22):

s Las ccpas AG4Y (acuD, isocitrata ligsa), A6S0 (acuE, malato sintasa) y AG656 (acul, no

caracterizado) produjeron cusido menos 15 veees mds esporas que la cepa silvestre.



»  Las cepas A409 (facB), AGST (acuF, PEP carboxicinasa), A652 (acuG, fructosa 1,6-difosfatasa)

y A655 (ucuk, enzima milica) produjeron una cantidad de esporas similar a la producida por I

cepa silvestre.

o Las cepas AG33 (acull, no caracterizado) y A654 (acil, camitin-acy| transferasa) produjeron

una cantidad de esporas al menos 50 veces menor que la cepa silvestre.

En el praceso de la conidiacion en Aspergillus nichidans el gen brid resulta indispensable

(Timberlake & Marshall, 1988); por lo que se realizd un andlisis de tipo Northern Blot con el cual

fue posible verificar que algunas de los cambios detectados en cuanto al nimero de esporas

correlacionaron con la expresion de este gen. Estos resvltados se restmen en la tabla 4,

cartolildratos

fructosa b-fostato
Anul
tructosn tifnstaio

trivsn-tasfato

!

oastomturyte i

M,L,M etato
\ j- acua
- UK acctl coA
/ vmdvotelul
maato 2kl
chirule
o disky
fumarato @
boctirato
BUCC!
onoqlAsoto
*
gfutammin

Figura 28. Ruia det metabotismo del acctate en Aspergillus
nidulans, Los genes identificados dentro del conjunto”acy”
codifican para (as enzi igui acull, isoct tiasa;
acukl, molato sintasa;  acul, PEP carboxicinusa;  acu(,
fructosa t, 6 - difosfotasa: ocu/ comitin-ucyl transterusa;
acuk, enzina milica; facl regulador de la ranscripeion de
acuE, acul) y enzimas relacionadas con ta lilizacidn de
scejomida; los produclos de tos genes aeuld y acid, no han
sido idemiticados,

Como ya se menciond, las cepas “acu”
fueron aisladas por su incapacidad de crecer
en un medio sélido con acetato como inica
fuente de carbono. Al crecer en un medio
mfnimo con glucosa como fuente de carbono
cl fenotipo de estas mutantes es indistinguible

del de una cepa silvestre.

En ausencia de glucosa, la mavilizacién
de las reservas enddgenas como los lipides es
de suma importancia para sostener ¢l proceso
de crecimiento y/o esporulacién. La -
oxidacién se fleva a cabo en peroxisomas, por
lo que es necesario que los dcidos grasos
atraviesen las mentbranas internas. La enzima
carnitin-acyl transferasa cataliza la reaccion en
la cual la carnitina se une al acyl-CoA,
permitiéndole asf atravesar la membrana con
la ayuda de wna translocasa (Favell y
Fincham, 1968). La deficiencia de dicha
enzima puede intplicar fa imposibilidad de que
se lleve a cabo la degradacion de los lipidus,

debido a que estos no pueden atravezar las
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membranas intermas. E! bajo {ndice de esporulacion que s¢ observo para la cepa A654 (acw211) se
puede explicar como el resultado de una incapacidad permanente para movilizar las reservas
lipldicas enddgenas. La funcion del gen acul! se desconoce, pero por la similitud de los resultados

en condiciones de privacion de glucosa podria codificar para la acyl-camitin transferasa 11,

En el caso de las mutaciones ¢n fas enzimas isocitrato liasa (uenD254), malato sintasa
(acul201) y PEP carboxicinasa (ac1iF205), el incremento que se observa en la cantidad de esporas
producidas por la privacion de glucoss puede explicarse si se propone que la interrupcion del ciclo
de! glioxalato (fig. 28) llevaria a una acumulacion de AcCoA. La acumulacion de AcCoA puede
canalizarse a la produccion de factores derivados de dcidos grasos. probablemente los factores Psi,
los cuales se ha encontrado que inducen la conidiacion de manera prematura (Champe et of,, 1987),
Estos derivados de dcidos grasos, podrian funcionar como una seial que dirceta, o indirectamente
ineremente la expresion del gen brid. Allernativamente, la induccion ripida y transitoria que se ha
observado para los genes acul y acuk, ante la privacion de glucosa, puede deberse a que en estas
condiclones se genera un estado hiperoxidante requiriéndose de la gluconeogénesis para alimentar
al ciclo de las pentosas, una de las principales fuentes de poder reductor de la céluln, y generar asi
NADPH. En las cepas que no pueden llevar a cabo la gluconcogénesis la tensidn oxidativa es
mayor dado que e! ciclo de las pentosas no puede generar tanto poder reductor come en una cepa
silvestre. Es diflcil en este momento, explicar la diferencia que se observd entre estas cepas y fa
c¢pa con mutacidn en acuG, la cual ampoco podria levar a cabo la gluconeogénesis. El producto
del gene acuk no es esencial para este proceso por lo que, ¢n condiclones de privacion de plucosa,

la cepa A655 (acuK) sc contporta de manera similar a la cepa silvestre.

Ya que el gen fuell actin como un activador de la transeripeion de acuD y acuk, inducida
por acetato, parecerin probable que wna mutacion en  fucB  tuviera cfectos similares o las
mutaciones en acub y acuk, lo cunl no se observa en los experimentos realizados. Sin embargo,
estos genes pueden ser regulados también por otros tactores por lo que la ausencia de un fucl
funcional no forzosamente implica la pérdida de tuncidn de la isocitrato liasa (ucuD) o la nialato
sintasa (acuE). Se ha demostrado que la transcripeion de acul) ¢s reprimida por ered, el regulador
de la represion catubdlica por carbona en dspergillus aidulans (Bowyer ef al,, 1994) y que fa
enzima puede ser inactivada, de manera irreversible e independiente de cred, por un mecanismo

desconoeido mediado por ln glucosa (De Lucas et af., 1994). Parece probable que otras enzimas,
q
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codificadas por genes “act se regulen de manera sitlar, en particular la malato sintasa codificada

por el gen acuk.

Los resultados derivados de la induccion de los genes que codifican para la isocitrato lasa
(cuyo cDNA se clond como CANS) v la malato sintasa (CAN3) ante la privacion de glucosa, asf
como el hecho de que su mutacion conduce a una esporulacion mayor en eultivas liquidos privados
de glucosa, pone de relieve la itportancia que las reservas cndogenas de lipidos y trighicéridos as!
como la gluconeogénesis, pucden tener en el proceso de diferenciacion celular en A, nidulans. En
Streptomyces se ha demostrado que en a la fase estacionaria de crecimiento se acumulan
triacilgliceroles, acumulacion que es acentuada cuando el organismo crece en un medio con bajas
concentraciones, o carencia total, de fuente de nitegeno. Esto podria deberse a que cuando no hay
nitrdgeno, existe un exceso de carbohidratos yue se convierten en triacilglicerol, Confarme se acaba
la fuente de carbono en el medio, disminuye la concenteacion de triacilgliceroles y estos no se
sintetizan si el organismo crece cin medio carente de carbono. Se ha sugerido que esta reserva de
triacifglicéridos puede tener como funcion la de proveer el carbono necesario para la sintesis de los
derivados acetilos como los pigmentos, los cuales se producen durante la esporulacion y cuya
sintesis coincide con la disminucidn ¢en la concentracién de triacilglicerol encontrada (Qlukoshi y
Prackter, 1994).

Dado que tanto la privacion de la fuente de carbono camo la del nitrdgeno originan un
cambio ¢n los flujos catabélicos, en particular en ¢l ciclo del icido tricarboxilico (Weete, 1981),
parece posible que ambos tipos de privaciones lleven a fa acumulacion de algin metabolito
mensajero. Este podria ser um derivado de 1a degradacién de deidos grasos o algin derivado acetilo

que funcionara dentro de cascadas de fosforilacion.

En Escherichia coli el acetil fosfato, un derivado del AcCoA, funciona dentro de un sistcima
de dos componentes (“nwo componeat system”™). En esios, por medio de cascadas de fosforilacion en
los que funciona como donador de fosfatos hacia cinasas, regula la expresion de cvando menos 3
operones (Wanner ef al, 1992; McCleary er al, 1993; Pritf e al,, 1994 y Nystrom ef al,, 1994). Se
ha sugerido que el acetil fosfato pudiera tener ¢l papel de una sefal metabdlica que indicara Ia
existencia de un desbalance entre el flyjo del ciclo de los dcidos tricarboxllicos v la glucdlisis
(McCleary et al., 1993).
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Aunque en cucariontes no se ha probado un papel equivalente para el acctil fosfato, se ha
propuesto la existencia de un metabolita mensajero equivalente en Saccharomyces cercvisive (De
Virgilio et al, 1992). En plantas vasculares s¢ ha encontrado que la isocitrato liasa v la malato
sintasa, sc inducen durante la senesencia y la genninacion de manera independiente a la regulacion
por glucosa. S ha sugerido que existe una regulacion transcripcional por metabolitos relacionados

con el catabolisino de carhohidratos (Sarah er al., 1996).

En A. nidulans se encontrd que al transferir micelio a medios carentes de carbono, nitrogeno,
fosfato o azufre, se presenta una induccion ripida y conspicua de la fosfatasa alealina. Esta
induccion parece ser independiente de los reguladores principales de la represion catabolica por
estos nutrimentos, Los autores ofrecicron la interpretacidn de que estos cuatro tipos de privacion
tlevaran a la acumulacion de ua metabolito que indujera a la fosfatasa alealina (Caddick, et. al.
1986). Ls posible que este metabolito esté relacionado con derivados de la depradacion de fas
rescrvas lipfdicas enddgenas y serfa imeresante analizar si la privacion de fosfato o azufre inducen

la conidiacion,
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CONCLUSIONES

Como objetivo del presente trabajo se planted conocer el patrdn de acumulacion del mRNA,
cit respuesta a la privacion de nutrimentos, de una seric de clonas de cDNA que tienen en comin el
inducirse durante 1a counidiacion adrea de Aspergillus nidilans y ser independientes del gen
regulador brld. De acuerdo con ¢l pateon de regulacion que se observara, se podrian proponer

candidatos para mediar la expresion de brld on respuesta a la privacion de nutrimentos,

Con base base cn ¢l patron de scumulacion observada, las cloas CAN se dividicron en §
grupos:
e Clonas correspondientes a transeritos que ra se aeumulan en las condiciones estudiadas (CANS

y CAN98)

» Clonas correspondientes a transcritos que se regulan por fa privacién de carbono o nitrdgeno,
con uh patrén de acumulacion diferente para estas condiciones en comparacion con cl patrén de

acumulacion en medio con nutrimentos (CAN46, CAN71, CAN77y CANI6).

o Clonas correspondientes a genes que tienen regulacion por la privacion de carbono y nitrdgeno

(CANIS).

o Clonas correspondicntes a transcritos que se regulan por Is privacion de carbono (CANG3,

CANG7 y CAN3).

o Clonas correspondientes a genes que se transcriben en todas las condiciones y tiempos

estudiados. A este grupo corresponden CANS? y CANA4,

Los genes cuyos transcritos se¢ clonaron como CANS, CAN98 y CANIS restultaron
irrelevantes para los objetivos del presente estudio. A su vez, ¢l gen correspondiente a CANS7,
cuyo transcrito se acumuld en todas las condiciones estudindas, incluyendo las 0 horas, puede no
ser un gen especifico de la conidiacion. A pesar de que M. Stringer (comunicacién personal)
comprobd que lus transeritos representados en fus clonas CAN, incluyendo CANB?, no se
acumularan en Ias hifas vegetativas. Esta contradiccion podria deberse a que, al igual que para aislar
a Ins clonas CAN, se utilizd un medio de cultivo suplementado con extracto de levadura, a
diferencia del presente trabajo donde los medios de cultivo eran medios minimos. El transcrito

correspondiente A CAN44 sc encontrd en todas Ins condiciones estudiadas, aunque ¢f grado de
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acumulacion varié considerablemente entre éstas. Dados los patrones de expresion observados para
CAN87 y CAN44, haliria que reevatuar si realinente los genes correspondientes son especificos de

la conidiacion

El gen carrespondiente a CANG7, que se acumuld de manera espectfica cuande hubo
privacion de glucosa, parece improbable que pudiese contribuir a la expresion de brld puesto que
se acumulo en un tiempo posterior a ésta, Ef transcrito clonado como CANG3 se acumuld de mnanera
transitoria y especifica a las 5 horas de privacién de carbono, ya sea que ésta haya estado o no
acompailada de Ia privacién de nitrogeno. Se cree que 1a ruta que Heva hacia la activacion de brid
en respuesia a la privacion de carbonw s diferente de lo ruta que se activa cuando se priva de
nitrogena; y que en condiciones de privacion de nitrogeno, el transcrito de brld estd presente a las
10 4. Cabe la posibilidad de que el gen correspondiente a CANG3 se encuentre en la ruta de
activacion de brld cn respiiesta a la privacion de glucosa. Para analizar mas alld esta posibilidad, es
necesario caracterizar con més detalle este gen cuya secuencia parcial no ticne similitud con

ninguna otra conocida,

Las clonas CANd46, CANT7! y CANTT presentaron patrones similares entre si. La
acumulaeion de fos mensajes correspondientes se observ después de una hora de transferir el
inicetio a medio con nutrimentos. Al transferir ef micelio a un medio carente de glucosa, la contidad
de mRNA presente disminuyd apreciablemente y cuando se expuso el micelio a la privacion de
nitrato (acompafiada o no de 1a de glucosa) ka acumulacion se hizo evidente hasta las cinco horas de
cultivo. Estas clonas podrlan ser tomadas commo punto de partida para entender la respuesta a la

privacion de nutrimentos dado que parecen ser reguladns por mds de un factor.

Resulta particulannente interesante que, habiéndose encontrado clonas CAN cuya expresion
s especifica de la privacidn de carbono, no se hayan encontrado clonas que se expresen en
respuesta a fa privicion exclusiva de nitrdgeno. Cabe llacer notar que, en mutantes que no
responden a la privacidn de nitrégeno (nutantes “fuff™), los gencs correspondiente se expresan de
manera copstitutiva y las wutaciones afestan tanta la morfologia de las hifas como la conidiacidn.
La perspectiva de analizar la relacion entre estas mutantes y los genes correspondientes a algunas
clonas CAN resulta atractiva, ya que podria ayudar a entender la relacion entre ef metabolismo
celular y tn conidiacion. Es posible que los genes correspondientes a las clonas CAN46, CAN71 o

CANT7 pucdan constituir blancos de tos genes "I
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EJ gen representado por la clona CANI6 resulta un candidato para regular la expresion de
brid. La acumulacion del transcrito correspondiente es espeeifica de las condiciones donde hay
conidiacion (privacion de nutrimentos) y amtecede en tiempo a la expresion de hrid. La
caracterizacion de este gen representa una perspectiva del presente trabajo. Dado que su secuencia
parcial no comparte similitudes con ninguna otra conoeida, Ia secuenciacidn completa de este gen,
cuyo transcrito comsiste aproximadamente en 1400 pucledtidos, puede arrojar datos sobre su
idemidad, mientras que el fenotipo de una cepa que carezea de una copia funcional podria indicar

su funcidir,

Deriva del presente trabajo la perspeetiva de estudiar el papel del AcCoA u otros derivados
acetilados durante el ciclo de vida de A. midulons, Esta posibilidad se podria estudiar comenzando
con ¢l {raccionamiento celular del organismo para analizar las concentraciones de AcCoA en los
dilerentes compartimentos celulares y realizando una conparacion de éstas entre lus cepas“ac” y
la silvestre. También serfa interesante analizar los patrones de expresion de los gencs conto el

representado por CANG3, en cepas “act” que na conidian en respuesta a Ja privacion de glucosa.



APENDICE 1
El control de cuanto RNA se cargd en cada carril para las hibridaciones mostradas en esta
tesis se realizo a partir de la tincion de los geles correspondientes con bramuro de etidio, antes de la
transferencia a membranas de nylon. A continnacion se muestran las fotagralias de estos geles y se

indican las sondas con ta que, la membrana respectiva, fue hibridada.

Usada con  CAN44, CANG3 y Usada con CANIG.
CANG7T.

Usada con CAN46. Usada con CANT7 y CAN3.

Usada con CAN87. Usada con CANT! y CANIS,
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