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INTRODUCCIÓN 

La venidiisción en A spergifillud~  callo modelo de diferene~nlar  

La diferenciación celular 

El entender cómo varias células, todas con la misma información genética, pueden generar 

conjuntos de células con formas y funciones muy diferentes, forma parte de las preguntas 

fundamentales de la biologla actual. Este problema puede ser abarcado desde diferentes puntos de 

vista, por ejemplo, entendiendo cómo una célula consigue expresar diferencialmente ciertos genes, 

o bien, analizando el resultado de dicho proceso. Con el auge de la biología molecular y la 

publicación de lo que ahora se considera el paradigma de la regulación transcripciunal (Jacob y 

Monod, 1961), una parte de los esfuerzos por entender la diferenciación celular se ha centrado en 

identificar genes específicos de ciertas etapas de diferenciación y entender los mecanismos de su 

regulación. 

Dado que la diferenciación 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 más simples 

hasta organismos multicelulares como plantas, insectos y vertebrados. La expresión genética 

diferencial se encuentra regulada por muchos factores genéticos y medioambientales, siendo 

necesario en numerosos casos, una combinación entre varios de éstos para que el proceso se 

dispare. Ad mismo, se ha observado que diferentes estImulos pueden llevar a una misma ruta de 

expresión genética. 

Para los microorganismos, se ha propuesto que la diferenciación celular resulta de mm estado 

de tensión. En esta proposición, la tensión tendría un efecto negativo sobre el crecimiento, 

generando un estado hiperoxidante inestable, el cual llevarla al inicio de los procesos de 

diferenciación celular, consiguiéndose asl otro estado estable (Hansberg y Aguirre, 1990). 

El ciclo de vida de Aspergillus nidulans 

El hongo ascomiceto Aspergillus nidulans fue reconocido por el Dr. Guido Pontecorvo y 

colaboradores en 1953, como un organismo que presenta importantes ventajas genéticas y 

fisiológicas para su estudio. El Dr. Pontecorvo encontró al hongo cuando buscaban un 

microorganismo adecuado para realizar estudios genéticos y fisiológicos.A. nidulans es un modelo 
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CICLO ASEXUAL 
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muy útil porque tiene las ventajas de que puede ser sujeto a propagación clonal, presenta alternancia 

de generaciones asociada con el ciclo sexual (Maninelli, Si)., 1994 I. asi como un ciclo parasexual, 

el cual permite realizar estudios genéticos con relativa facilidad. En particular, resulta útil para 

estudiar el proceso de la diferenciación celular, ya que la esporulación asexual (conidiación) puede 

ser inducida a voluntad, ocurre en tiempos relativamente cortos y durante la misma, se producen 

distintos tipos celulares. Presenta otras ventajas, como la capacidad de crecer en medios de cultivo 

definidos formando colonias compactas. También posee ventajas genéticas y fisiológicas, ejemplos 

de las cuales son su homotalismo y los conidios uninucleados que pueden ser mumgenizados y 

transformados utilizando técnicas de biología molecular y genética clásica. Esto ha permitido que se 

cuente con un gran número de cepas mutantes afectadas en diversas funciones metabólicas y/o en 

su morfología (Aguirre, 1992). 
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Figura I. Ciclo de cita de Aspergillus Mutan% (tomado de Allutinelli, 199 
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El cielo de vida de Aspergillus nichdans (figura 1) presenta alternancia de generaciones y dos 

ciclos: el sexual y el asexual. La parte haploide del cielo asexual es la que normalmente se utiliza en 

el laboratorio para propagar al organismo. El tnicelio vegetativo crece por extensión apical y 

ramificación de las has, utilizando los nutrimentos adquiridos del medio ambiente. Los núcleos de 

las libs pueden ser genéticamente iguales (homocariosis) o bien pueden coexistir núcleos 

diferentes (heterocariosis). Asi mismo, los núcleos pueden fusionarse. adquiriendo asi la condición 

de diploidistno. Los individuos diploides responden a tratamientos que impiden la polimerizaeión 

de los microtúbulos con lo cual se haploidizan, esto es, pierden gradtmlntente cromosomas hasta 

llegar a la condición haploide. Esta fase del ciclo de vida ha resultado particularmente útil ya que 

permite la asignación de una mutación a un cromosoma determinado, El cielo sexual requiere de la 

fusión de hilbs e involucra cariogamia y meiosis, procesos que se llevas a cabo en hitas 

especializadas ascogénicas, localizadas en unas estructuras muhicelulares especializadas llamadas 

eleistotecios. Dentro de los cleistotecios se forman las aseas, cada una de las cuales contiene ocho 

ascosporas, o esporas sexuales, Ibrmadas como resultado de una división meiótiea seguida de una 

mitót ida. Rodeando los cleistotecios o cuerpos fructiferos, se encuentran las células I liille o células 

cáscara (Timberlake y Marshall, 1988; Yager, 1992). 

figura 2. Pases del desarrollo del conidióforo de Aspergillus !Mininos (Imitado de 'fimberlake, 1993). La figura se 
Lompone de micrograllas tontadas por medio de inicroscopla electrónica de barrido. Las abreviaturas usadas sosa, tallo 
del conidiálbro; v. vesícula del conidióibro: m. undiutas; p, 	e, conidios. En el texto se encuentran las 
descripciones detalladas de los eventos que se presentan en cada etapa. 
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Durante la reproducción asexual se forman esporas uninucicadas (los conidios) por medio de 

una serie de divisiones mitóticas en una estructura especializada (el conidióforo). La reproducción 

asexual puede ser inducida por factores externos como son la exposición al aire y la privación de 

nitrógeno o de glucosa (Skromite el al., 1995). El proceso de la conidiación puede ser dividido en 5 

etapas, mismas que se muestran en la figura 2. En la etapa A. la Ida, que después será el tallo del 

conidióforo, emerge de la célula pie y crece hacia la fase aérea hasta llegar a un momento en el cual 

el crecimiento apical se detiene y en la punta de dicha hita comienza a formarse una vesicuta (etapa 

13). Durante la etapa C se generan una serie de gemas, llamadas métalas, a cada una de las cuales 

penetra un núcleo. Finalmente éstas son separadas fisicamente de la vesícula por medio de la 

formación de sepia. En las métalas ocurre una división nuclear, a partir de la cual se forman las 

fiálides (etapa D), células que originan las esporas por medio de repetidas divisiones mitóticas, de 

manera que el conidio más joven de cada cadena se encuentra en la posición proximal al 

conidióforo (etapa E: Timberlake y Clutterbuck, 1994). 
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Lu genética  de la conidiación en AspergIllus ttidulaw 

Regulación genética de la conidiación 

Las células de A. nidoions que crecen como micelio vegetativo, llegan a un determinado 

momento en el cual, ante ciertos estímulos, pueden cambiar el tipo de desarrollo, e iniciar el 

proceso de la conidiación. Axelrod y colaboradores (Axelrod, 1972, Axelrod et al,, 1973 ) han 

demostrado que para esto es necesario que el micelio haya alcanzado un estado de "capacitación", 

una vez que ha crecido en forma vegetativa por alrededor de 18 horas. La naturaleza de este 

fenómeno es desconocida; sin embargo, se ha demostrado que existe una reducción en los niveles 

de nitrato reductasa y proteasa extracclular, dos enzimas que no presentan una conexión obvia con 

el proceso de la conidiación (Gealt y Axelrod, 1974). Una colonia que no ha alcanzado el estado de 

capacitación no responde inmediatamente a la inducción de la diferenciación celular. 

Tradicionalmente la conidiación se desencadena por medio de la exposición del micelio al aíre, 

aunque recientemente se ha demostrado que la privación de nutrimentos en un medio liquido 

también induce la conidiación (Martinelli, 1976; Skromne et al., 1995). 

Es posible disecar el proceso de la diferenciación celular en A. nidulans por medio del 

análisis de diferentes mutantes afectadas especificamente en la esporulación (Clutterbuck, 1969; 

Clutterbuck y Timberlake, 1992; Timberlake y Marhsall, 1988). A. J. Clutterbuck (1969, 1977) ha 

analizado mutantes que presentan fenotipos alterados en la conidiación con el propósito de 

identificar los genes esenciales para la formación del conidióforo. El autor identificó de esta manera 

dos genes cuya ausencia origina fenotipos aconidiales: brIA y abaA ("bristle" o cerdas y "ábaco"). 

Las cepas que presentan mutaciones en el gen brlA son capaces de llevar a cabo la etapa A de la 

conidiación, esto es, producen hitas que tienen crecimiento aéreo; sin embargo este crecimiento es 

indefinido y no se alcanza la etapa 13 (formación de la vesícula). Las cepas con mutaciones enabaA 

producen conidióforos en los que las fiálides y los conidios son reemplazadas por estructuras que 

dan la apariencia de un ábaco, siendo la etapa E (producción de los conidios por la fiálides) la que 

falla. Otras mutaciones que tienen efectos en la conidiación ineltiyen"wei.white conldia"(conidios 

blancos4ininedos), fenotipo que se debe a la mutación de wei.4, indispensable para el desarrollo 

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

Clutterbuck, 1977). 
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Así mismo se han aislado genes estructurales específicos de In conidiación, como los genes 

"ivary" (ivo.4 e hall), cuyas mutaciones originan cambios en los pigmentos del conidióforo; los 

genes "yello;i (amarillo, pl) y "mbar" (blanco, ua I que codifican para las enzimas responsables 

de la síntesis de los pigmentos que otorgan el color amarillo y verde a los conidios; el gafad( 

("rodlelle.vs") cuya mutación origina la ausencia de una hidrofobina de la pared conidial que otorga 

la característica hidrofóbica de las mismas, al igual que la mutación en el gen dewA ("detergent 

wenable", se humedece al contacto con un detergente) que codifica para otra hidrofobina de la 

pared conidial (Stringer y Timberlake, 1995), Estos y otros genes se encuentran bajo el control de 

brbi, abaA y u•etA de numera directa o indirecta (Boylan et al, 1987; Mirabito el al., 1989; Aguirre 

et al., 1990; Miller et al, 1991; Timberlake, 1991; Clutterbuck y Timberlake, 1992; Miller, 1992), 

La sobreexpresión de br/A lleva a la activación transcripcional de algunos genes específicos 

de la conidiación, a una disminución en el 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 conidióforo 

normal, Esto puede deberse a la falta de participación de otras rutas bioquímicas que no están 

siendo estimuladas (Adams et al., 1988). También existen evidencias de que los efectos del gen 

briA sobre otros genes pueden ser dosis•dcpendiente (Skromne el al., 1995). El gen brIA es 

considerado el regulador central de la reproducción asexual. El producto de este gen tiene 

homologia con los factores transcripcionales del tipo "dedos de Zinc" y su presencia es necesaria de 

manera continua desde la formación de las vesículas hasta la producción de los conidios, aunque no 

se detecta su inIthlA en los conidios aislados (Aguirre. 1993). 

6 
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Figura 3. Inducción de br1.4 y morfología del conidiófom 
en cultivos sumergidos expuestos a privación de glucosa o 
de nitrato. (A) Acumulación dell-gulactosidasa como gen 
reportero de la inducción de brIA, cn4. nido/aro crecido 
por 18 horas y transferido a medio sin glucosa (11), sin 
nitrato (0) o a medio mínimo estandar (0). (U) 
Acumulación de transcritos de brtht y de brIAll 
inducidos por las privaciones de nutrimentos (C) 
morfologfa de las estructuras productoras de conidios, 20 
horas después del cambio a medio sin glucosa (C1), sin 
nitrato (C2) o con lodos los nutrimentos requeridos como 
control (C3); se indican con !lechas los conidióforos 
reducidos (en el caso de la privación de carbono) y los 
conidióforos complejos (privación de nitrógeno; tomado 
de nomine et al., 1995). 

Inducción del gen brIA 

Cuáles son los elementos genéticos y 

ambientales que actúan sobre el gen briA, es tema 

de investigación actual. Estudios realizados por J. 

Aguirre (comunicación personal) en el promotor 

de in 1/1 sugieren que existen una amplia serie de 

factores transcripcionales que actúan sobre br/A, 

ya sea de manera positiva o negativa. Parece 

improbable que este gen responda a un solo factor 

transcripcional, ya CILIC escisiones consecutivas en 

el promotor originan una disminución gradual en 

la expresión, sin que sea posible localizar una 

secuencia CtilICeiliCa cuya eliminación lleve a la 

falta total de la expresión, Otra evidencia a favor 

de esta interpretación es que en todos los estudios 

mutagénicos que se han realizado, el fenotipo 

aconidial característico de la mutante en Mil no 

se ha asociado con mutaciones en otros genes. 

Se ha demostrado que la privación de 

nutrimentos lleva a la conidiación, incluso en 

ausencia de la exposición aérea del nticelio. 

Utilizando un protocolo que consiste en cambiar 

ul micelio de un medio líquido con todos los 

nutrimentos requeridos, a otro en el cual hace 

falta algún nutrimento (carbono y/o nitrógeno), se 

demostró que dichas privaciones llevan a la 

inducción del gen br/A y a la formación de los 

conidios (Skromne cr al., 1995). 
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Las respuestas a la privación de nutrimentos son interesantes puesto que, a pesar de que los 

dos estímulos mencionados llevan a la expresión de ()HA y a la conidiación, todo parece indicar 

que no lo hacen por la misma vía. En respuesta a la privación de carbono. la inducción del gen hrL4 

es rápida alcanzándose niveles elevados del transcrito, mientras que la privación de nitrógeno 

induce al gen de manera más lenta y a niveles menores (figura 3B). También se observan 

diferencias en la producción de los conidios; en el primer caso, los conidios se forman en las puntas 

de las hifas (conidióforos reducidos) sin pasar por la formación de los conidióforos elaborados. En 

respuesta a la privación de nitrógeno, se forman conidióforos complejos donde todos los tipos 

celulares característicos se encuentran representados (figura 3C; Skrontne et al., 1995). 

La represión catabólica por carbono en A. nidulans está a cargo del gen creA que, en 

presencia de glucosa, reprime la expresión de las enzimas del metabolismo del carbono (Arst y 

Bailey, 1977), Se ha observado que, al utilizar fuentes de carbono no represoras en lugar de 

glucosa, la esporulación no se induce. Esto sugiere que el producto del gen creA no forma parte de 

la ruta de respuesta a la privación de glucosa y no parece tener un efecto sobre brIA de manera 

directa o indirecta en respuesta a la privación de glucosa. Paradójicamente, una cepa que no 

contiene una copia silvestre del gen creA, no esporula en respuesta a la privación de nitrógeno 

(Sánchez y Aguirre, comunicación personal). 

La represión catabólica por nitrógeno está mediada por el gen areA que codifica para un 

factor transcripcional que. en ausencia de amonio, activa los genes involucrados en el catabolismo 

de fuentes alternativas de nitrógeno (Caddick, 1994). Una cepa que carece de una proteína AreA 

funcional es incapaz de conidiar en respuesta a la privación de nitrógeno, lo que sugiere que hrIA 

está sujeto directa o indirectamente, a regulación por parte de AreA (Sánchez y Aguirre, 

comunicación personal). 

A la luz de estos estudios, se comenzó a considerar la posibilidad de que diferentes 

mutaciones, que afectan la conidiación, formaran parte de las rutas de respuesta a la privación de 

nutrimentos. Existe un grupo de mutaciones en diferentes loei que otorgan el fenotipo'fluffy" o 

algodonoso, consistente en un cambio en el crecimiento y la ramificacion de las hifas, dando una 

apariencia algodonosa a las colonias y un notable retraso en la esporulación. Resulta 

particularmente interesante que muchas de estas instantes adquieren un fenotipo casi silvestre 

cuando crecen en un medio sólido con privaciones nutricionales (Aguirre y Tapia, 1991; Adatases 

Id, 1992; Lee y Adams 1994A y Lee y Adams, 1994B). En trabajos realizados por R. Tapia, O. 
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Sánchez y J. Aguirre (en proceso) se ha observado que las mutantes en los genes IMF. fluG yflull 

producen conidios en respuesta a la privación de carbono. pero no así en respuesta a la privación de 

nitrógeno. El gen identificado comoflb.4, cuya sohreexpresion lleva a la conidiación (Wieseret al., 

1994), es necesario, tanto para la respuesta a la privación de nitrógeno, como para la de carbono 

(Lee y Adams. 1995). 
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Figura 4. Preparación de cDNA's específicos de la conidiación por el método de hibridación en 
cascada. Secuencias de cDNA especificas de las esporas o de la conidiación (no esporas) se aislaron 
por Incubaciones sccuenciales con ItNA poli(A) de cultivos vegetativos, esporas y cultivos 
conidiantes. La mezcla resultante se pasó por columnas de I lidroxiapatita (IIAP) lo que permite 
distinguir las especies que no se encuentran formando hibridos de las que si (tomado de Timberlake, 
1980). 

Las donas CAN de cDNA 

El número de genes involucrados en el proceso de la conidiación ha sido calculado por 

diferentes métodos. En el primero de ellos, utilizando genética clásica (Martinelli y Clutterbuck, 

1971), se estimó que entre 45 y 100 genes se encuentran involucrados directamente en la 

conidiación. Esta aproximación se basa en el número de cepas obtenidas tras un proceso de 

mutagenesis con 	N-metil-N'-nitro-Nmitroguanidina (NTG) que mostraron un fenotipo afectado 

en la conidiación, en comparación con la frecuencia de mutantes auxotróficas obtenida. 

El segundo estudio involucró el método de hibridación diferencial, o en cascada, de RNA 

(figura 4; Thnberlake, 19801. Basándose en la cantidad de transcritos de ntRNA que se encuentran 

presentes en un cultivo conidiante y ausentes en uno vegetativo, se estimó que aproximadamente el 

20% de las especies de RNA poli(A) que se encuentran en cultivos conidiantes se transcriben 

especificamente durante la conidiación. El 80% restante corresponde a los genes cuyos productos se 

encuentran presentes también durante el crecimiento vegetativo. De acuerdo con estos datos, de los 
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700-1100 genes que se transcriben especificamente durante el proceso de esporulación asexual, el 

11.4% representan mensajes que son específicos de los conidios. 

Las discrepancias que existen entre ambas aproximaciones pueden deberse a varias razones: 

parece probable que en los estudios de genética clásica, el número de genes se haya subestimado, 

ya que no se consideraron las colonias que presentaban defectos tanto en la conidiación corno en el 

crecimiento vegetativo, tampoco se consideraron las colonias cuyo fenotipo era poco claro o que 

presentaran alteraciones sutiles (Martinelti y Clutierbuck. 1971). Es posible además que algunos de 

los productos de los mensajes encontrados mediante el método de hibridación en cascada tengan 

funciones redundantes, siendo asi virtualmente imposible encontrar un fenotipo para su pérdida o 

bien, que el fenotipo originado no fuese aparente en las condiciones estándares de crecimiento. Por 

último, algunos de los RNA mensajeros que se hacen evidentes en la hibridación en cascada pueden 

codificar para enzimas cuyo papel no sea especifico para la conidiación, sino que se induzcan de 

manera paralela a este proceso, probablemente como resultado del metabolismo secundario. La 

combinación de todos estos factores pudo llevar a la sobreestimación del número de genes cuyo 

papel es importante en la conidiación (Boylan el al., 1987). 

Existen dos bibliotecas que contienen genes cuya expresión está asociada con la conidiación. 

La primera de ellas consiste en aproximadamente 50 cósmidos que contienen una o más unidades 

de transcripción específicas de la conidiación. Esta biblioteca se aisló utilizando el método de la 

figura 4, siendo posible diferenciar entre las donas de cósmidos Spo (especificas de esporas) y Spn 

(especificas del proceso de producción de conidiación mas no presentes en esporas; Zimmennan el 

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

La segunda biblioteca (figura 5) es una colección de aproximadamente 40 donas CAN (de 

Conidiación de aspergillus uidulans) (le cDNA que representan especies de niRNA que se 

acumulan de manera preferencial durante la conidiación. Pura obtener esta biblioteca, se partió de 

dos bibliotecas de cDNA, una hecha con RNA poli(A) obtenido de cultivos conidiantes y la 

segunda de cultivos vegetativos. Los cDNA de cultivos vegetativos se aplicaron en filtros de 

nitrocelulosa donde se expusieron a hibridaciones contra el cDNA marcado con 32P, proveniente de 

ambas bibliotecas. Las clonas que hibridaron con el cDNA de los cultivos conidiantes pero no con 

el cDNA de las Rifas vegetativas se aislaron como donas CAN (Boylan el al.. 1987). 



cDNA de cultivos conidiantes 

1 
Hibridación con cUNA 

hilas vegeiatisas 
Hibridación con cDNA 

cultivos conidiantcs 

Figura 5. Diagrama de la obtención de <lonas CAN, Al realizar 
la hibridación dircrencial, los cUNA de cultivos conidiantes 
que no hibridan con cDNA de hilas vegetaiis as, se consideran 

especiticos de la conidiación *1. 

La 	regulación transcripciona I de 

muchas de estas donas CAN, Spo y Spn 

durante el proceso de conidiación, inducido 

por exposición aérea, ha sido estudiado 

mediante hibridaciones de tipo Northern 

(Zinunerman et al., 1980; Boylan et al., 

1987). Se ha encontrado que, por ejemplo, 

algunos de los genes codificados por las 

clonas CAN se expresan en tiempos muy 

cortos después de la exposición aérea y 

otros se expresan solamente en los 

conidios. La dependencia de algunos de 

estos genes con respecto a los reguladores 

br/4. alud y ,reta se estudió induciendo 

la esporulación por exposición aérea en mutantes que no contienen una copia silvestre de uno de 

estos genes y analizando si, transcurrido el tiempo en el que una cepa silvestre completa el ciclo de 

conidiación (25 horas), se encontraban transcritos ele algunas clonas CAN (Boylan et o/., 1987). 

En otra serie de experimentos, por medio de fusiones con el promotor del gen de la alcohol 

deshidrogenasa, que es inducible con etanol o treonina, se expresaron de manera forzada los genes 

br/A, abaA y weiA en 'tifus vegetativas de cepas con mutaciones en los genes br/A, abaA o weol y 

en la cepa silvestre. Se hizo una clasificación de las donas CAN de acuerdo con su dependencia de 

estos genes reguladores, analizando su expresión como resultado de la expresión forzada de éstos y 

durante la conidiación inducida por exposición del ni ccl in al aire. De esta manera, las donas CAN 

se dividieron en los siguientes 4 grupos (Mirabito et al., 1989; Marshall y Timberlake 1991): 

Clase A: Genes que se activan por la inducción forzada de briil y/o abaA de manera 

independiente de treM. Se expresan durante el proceso de producción de los conidios y, por lo 

general, su tuRNA no se encuentra en los conidios (excepto CAN26), Pertenecen u este grupo los 

genes representados por las donas CAN4 I, CAN26 así como el producto del gen pl. 

Clase 13: Genes que se activan por inducción forzada de aba,1 y trekl de manera 

independiente de brIA. Se activan una vez que los conidios comienzan a formarse y sus transcritos 
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se acumulan en éstos. Los genes correspondientes a CAN4, CAN78 y CAN92 pertenecen a este 

grupo. 

Clase C: La activación de los genes que pertenecen a este grupo requiere de la combinación 

de la actividad de br/A, (iba/1 y Ira( ya sea por expresión forzada de éstos o durante la 

conidiación inducida por exposición al aire. El mRNA se encuentra presente en los conidios. Genes 

representados por CAN102,CAN101, CAN 13 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 br/A, abaA y wetA durante la inducción artificial de la conidiación. Sin embargo, a 

diferencia de los genes de la clase C, también se expresan durante la conidiación inducida por 

exposición aérea en cepas carentes de un gen brlit silvestre, lo cual demuestra que pueden ser 

activados de manera independiente de br/A, abrid y wer.4. De manera que la actividad de estos tres 

genes es suficiente pero no necesaria para la expresión de los genes pertenecientes a la clase D, la 

Única clase que contiene genes independientes, cuando menos parcialmente, de br/A. En este grupo 

se clasificaron los genes correspondientes a las donas CANO, CAN63, CAN I I, CAN72 y CAN77. 

El que los patrones de transcripción de los genes correspondientes a las donas CAN sean tan 

regulados, sugiere que tienen una función en la formación del conidióforo. Es posible, sin embargo, 

que varios de estos genes sean dispensables durante el proceso de conidiación y/o crecimiento, 

como se demostró para el caso de un grupo de 14 genes específicos de la esporulación asexual que 

se encuentran formando el cluster spoC I. Este cluster puede ser escindido del genoma sin que esto 

tenga ningún efecto aparente (Aramayo eral., 1989). 

Las donas CAN se han caracterizado de acuerdo con el tamaño del transcrito del gen que 

representan por medio de hibridaciones tipo Northern. A la vez, se analizó la presencia del 

transcrito en tifus vegetativas, para comprobar que los genes son específicos de la conidiación, en 

cultivos conidiantes (25 horas después de la exposición aérea) y en conidios aislados (Mirabito, 

1989). 

Mary Stringer secuenció aproximadamente 151) nueleotidos de uno o ambos extremos de las 

donas CAN y buscó homologias con secuencias en el Genellank (sin publicar). De esta manera se 

observó que el gen representado por CAN8 codifica para la isocitrato liasa (oettn) de Aspowillus 

nidulans y que la cluna CAN9 es idéntica a un RNA ribosomal de initocondria. Así ni sino, se 

establecieron identidades entre algunas donas que contenían transcritos de un mismo gen (tabla 1). 
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Tabla I. Clonas CAN qui% alcnics 
CAN11 = CAN67 
CAN26 = CAN21 
CAN41 = CAN45, CAN48, CAN76 
CAN44 =CAN38 
CAN77 = CAN65, CAN95 
CAN78 = CAN54, CAN92 

CAN101 CAN2, CAN7 
CAN102 =CAN12, CANI3 

Se han secuenciado y caracterizado de 

manera completa otros genes representados en 

las donas CAN. El correspondiente a CAN5 

codifica para una catalasa específica del 

conidio (Navarro et al., 1996), cuya regulación 

e importancia son actualmente motivos de 

estudio. CAN41 contiene el transcrito del gen rodil, una hidrofobina de la pared conidial (Stringer 

es aL, 1991) proteína parecida a dets,:l. encontrada en un principio corno la duna CAN4. La 

primera indicación de que los genes representados por las donas CAN41 y CANA codificaban para 

bidrofobinas de la pared celular provino de las secuenciaciones parciales previamente mencionadas. 

Otras comparaciones revelan datos interesantes sobre posibles identidades. La secuencia 

parcial de CAN11 es similar a un gen especifico de la conidiación del hongo filamentoso 

Neurospora crassa, coal O, cuya interrupción no originó ningún fenotipo apreciable y su regulación 

continúa siendo objeto de estudios (Springer y Yanofsky, 1992; Springer el al, 1992; Lauter y 

Yanosky, 1993; Madi es aL, 1994 y Corrochano el al., 1995). Tanto CAN46 como CAN71, que 

entre su secuencia parcial compasen una homologla del 71%, son similares a otro gen deN. crassa, 

aislado como grg-1 ("glucose repressible gene" o gen reprimible por glucosa) y como ccg•l 

("clock coniroled gene" o gen controlado por el reloj interno en un ritmo circadiano) por dos grupos 

independientes (McNally & Free, 1988 ; Loros et aL, 1989 ; Amuela et aL, 1994 ; Wang et al, 

1994 y Atpaia el al., 1995). La transcripción de este gen se encuentra reprimida cuando existe 

glucosa como fuente de carbono y se activa cuando se priva a N. crassa de carbono; además los 

niveles del transcrito muestran una oscilación de tipo circadiana. Su función es desconocida y su 

interrupción no originó ningún fenotipo notable a pesar de la regulación a la que está sujeto por dos 

proteínas transcripcionales independientes, lo cual parecería sugerir una función importante. La 

secuencia parcial de CAN77 muestra una fuerte semejanza con un gen de Saccharotnyces 

cerevisiae encontrado por dos grupos, Imp I 2 ("/wat•shock protein" o proteína de choque de calor 

de 12 kD) o 04 ("proteína regulada por glucosa y lípidos"), cuyo producto polipeptidico se 

encuentra presente cuando S. ceretiviae crece en ausencia de glucosa y presencia de lípidos 

(Prackelt et al., 1990; Stone eral.. I990 ; Varela et al, 1992; Varela es al., 1995). 
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El estudio de las donas CAN es atractivo ya que el entendimiento de su regulación y.  posible 

papel en el proceso de la conidiación puede llegar a constituir una poderosa herramienta para 

comprender mejor el proceso de la diferenciación celular en .4spergillus nidulans. Los factores 

ambientales que pueden tener un papel durante la conidiación inducida por exposición al aire son 

numerosos, por lo que es posible que en las donas CAN se encuentren representados genes cuya 

inducción dependa de la privación de carbono y/o nitrógeno y que pudiesen regular al gen br/A. 
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OBJETIVO 

Como objetivo general del presente trabajo se planteó estudiar un conjunto de donas CAN 

cuya expresión fuese independiente del gen regulador de la conidiación briA y analizar su patrón 

de expresión durante la privación de carbono y/o nitrógeno. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

COMPARACIONES DE SECUENCIAS PARCIALES 

Las secuencias pardales de las donas CAN, obtenidas por M. Stringcr y W. Timberlake (no 

publicado), consistían en aproximadamente 150 nucicótidos, los que por medio del algoritmo 

FASTA del Genetics Computer Group (GCG; versión 7, 1991) se compararon con las secuencias 

contenidas en la base de datos Gcnellank. Este algoritmo, diseñado 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. El primer paso consiste en construir un "diccionario" con 

todas las posibles "palabras" contenidas en la secuencia por analizar. Las palabras consisten en 

regiones de la secuencia de un determinado número de nucicótidos (para las búsquedas realizadas 

en este trabajo, cada "palabra" consistía en 6 "letras"), y se compila un segundo diccionario a partir 

de la cadena complementaria (cuando la búsqueda se realiza para un ácido nucleico). Para cada una 

de las secuencias que existen en la base de datos, hay un diccionario equivalente, por lo que el 

siguiente paso consiste en comparar las palabras de los tres tipos de diccionarios para establecer una 

matriz que contiene información sobre la cantidad de palabras similares encontradas para cada una 

de las secuencias, otorgando una mayor valoración para las comparaciones que tienen un mayor 

número de palabras en común. El siguiente paso consiste en volver a evaluar las regiones con 

mayor valor de cada comparación usando una matriz que permite cambios conservados (para el 

caso de comparaciones de aminoácidos) y analiza identidades para regiones de mentor tamaño al 

considerado para cada palabra. El tercer paso consiste en reevaluar si es posible unir, en regiones 

contiguas, las regiones de cada comparación que tienen un mayor valor. Finalmente, se define 

cuáles son los mejores segmentos, esto es, los que presentan mayores semejantes entre la secuencia 

para la que se está realizando la búsqueda y cada secuencia de la base de datos que obtuvo un valor 

alto. En el reporte otorgado por el programa, se listan las secuencias que obtuvieron un mayor valor 

al realizar las comparaciones. 

A partir de las secuencias de nucicótidos, se obtuvieron las 6 posibles secuencias de los 

péptidos que resultarían de ellas mediante el comando "translate" del GCG. El producto de este 

comando es un archivo que contiene las secuencias de los péptidos derivados de los 6 marcos de 

lectura abiertos precedido por 6 líneas en las que se indican los aminoácidos correspondientes a 

cada uno de los supuestos péptidos, tal como el que se muestra a continuación: 
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CAN3RT 

bases 1 to, 122 translated hito: I to: 40 
bases 2 lo: 122 translated loto: 41 to: 80 
bases 3 to: 122 translated íleo: 81 to: 120 
reverso ol bases 1 to: 122 translated finto: 121 to: 160 
reverse of bases 1 to: 121 translated iota 1611o: 200 
reverse DI bases 1 lo.  120 translated finto: 201 to: 240 

CAN3RT pdt Lenoth: 240 June 13, 199613:29 Typo: P Check: 516 

1 TKVDLVCILD IHRTSTA*11 1RSA'ICLLV HPRRESR'DT RRVVIINFAF1 

51 YIONLACIISILDOIIRYACSY TLEENODKIH EGGSGLHFRY 

101 'ISIDMLART PSKRIKIRYT CVSYLDSLRG CTSKHIYADL VCYAVLNYLC 

151 1SKMOTRSTF VYLILILFEG VRASISMLI' YAMLC'llYV YLKCKPDPPS 

201 CILS'ESSRV YEOAYLC'SS MLCCAKLSMY l'hIANOIHLR 

Así se obtuvieron los archivos para cada una de las secuencias de cDNA, a partir de los 

cuales se crearon 6 archivos diferentes, cada uno de los cuales contenía otro marco de lectura 

abierto. Esto se hizo usando el prograina"pepdata" realizado por el Dr. Mario Magidin , el cual lee 

la información sobre cuáles son los aminoácidos correspondientes para cada uno de los ¡temidos en 

las primeras líneas y luego los copia de la secuencia principal, generando 6 archivos con nombres 

idénticos al primero, pero con las extensiones I, 2...6 indicando así cada uno de los marcos de 

lectura. 

Para los archivos que contenían los presuntos péptidos se realizó una búsqueda de similitud 

en la base de datos SwissProt mediante el algoritmo FASTP, que funciona con el mismo principio 

descrito para el algoritmo FASTA. 

Para aquellas comparaciones que parecieron significativas, se hizo un análisis por medio del 

algoritmo "bestfit" del GCG, el cual parte de las dos secuencias que se desea comparar y, usando el 

algoritmo de semejanza local diseñado por Smith y Waterman (1981), encuentra los segmentos de 

mayor similitud entre las dos secuencias, asigna un valor a la comparación que es mayor mientras 

mayor sea la región de similitud y disminuye si es necesario incluir espacios en las secuencias para 

obtener una mayor similitud. Mediante un método estadístico, al anotar la opción 

RANdomizaciones en la línea de comando, se producen varias secuencias como producto de 

"revolver" las letras de la segunda secuencia, manteniendo el mismo tamaño. Estas secuencias se 

comparan contra la primera y se hace el cálculo de la calidad promedio. Cuando la calidad de la 

primera comparación se encontraba dentro del rango de la inedia ± la desviación estándar de la 
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Figura 7. Protocolo seguido para tos cultivos de Á. rzidulans en los que se 
analizó la expresión de las donas CAN 

calidad de las comparaciones con las secuencias generadas al azar, la similitud se consideró como 

no significativa y se desechó, 

Aspergillta nidulal, MEMOS DF, CULTIVO Y CONDICIONES DF, 

CRECIMIENTO  

Para la realización de este trabajo se empleó la cepa RiSC-26 (Fangal Genetics Stock 

Center, No. 26) cuyo genotipo es biA 1, ve41; por lo que es auxótrofa para la biotina y puede 

esporular sin necesidad de luz. Se obtuvieron esporas de la cepa silvestre inoculando a confluencia 

en un medio inhibo sólido que contiene glucosa como fuente de carbono y nitrato como fuente de 

nitrógeno (descrito por Uf«, 1977) en el cual se dejó crecer por 5 días a 37 °C. Las esporas se 

rasparon utilizando un asa de metal y una solución de Tween 80 al 001%, se lavaron 5 veces con 

agua estéril y se calculó la concentración de esta suspensión utilizando un hemocitómetro. 

1.a 	privación 	de 

nutrimentos se realizó en medio 

liquido, 	inoculando 	una 

concentración de esporas de 

5x105  esporas/ml en =traces 

Erlenmeyer de 250 ml que 

contenían 50 ml de medio 

mínimo líquido. Se incubaron a 

37 °C y 300 rpm durante 18 

horas, al término de las cuales el 

micelio se filtró pm Miracloth y 

se lavó con 50 ml de agua 

Lstéril y 50 ittl de medio de cultivo con los mismos nutria tes que el medio al que fueron 

transferidos posteriormente (+C/+N, -C/+N, C/-N o -C/-N). Los 'Medios se transfirieron a medio 

mínimo sin fuente de carbono, sin fuente de nitrógeno, sin fuente de carbono ni de nitrógeno, o a 

medio 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 

colectó el micelio filtrando los 50 ml del cultivo por Miracloth y lavando con 50 ml de agua estéril. 

Se eliminó el exceso de liquido y se congeló en nitrógeno líquido. Las muestras se conservaron a - 
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70 °C hasta que se liotilizaron, empleando vacío en una liofilizadora Speed-Vac (Savant) durante 

4Y horas. El micelio liofilizado se molió manualmente para luego extraer su RNA. 

Para la parte del presente trabajo que involucró el estudio de las cepas afectadas en el 

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

Cepa Genotipo Lesión miro:ática 
A409 paboAl; fiic11101, cha41 -auxotrofla para palla 

-mutación en el gen que codifica 
para el regulador de la 
transcripción (Facli) de enzimas 
asociadas con el metabolismo del 
acetato 
-color chatterusse 

A649 paboA 1, yA2; acul)254 -color amarillo 
-Enzima isocitrato liara (acta)) 
(Artnitt el al, 1970) 

A650 pabaAl, yA2; acuE201 -Enzima malato sintasa (acuE) 
(Muja es al., 1971) 

A651 pahaA 1, yA2; acuF205 -Enzima PE!' carboxicinasa 
(acul9 

A652 paha41, yA2; acuG223 -Enzima fructosa 1,6-difosfatasa 
(acuG) (Amtitt er al., 1976) 

A653 pahaA 1, yA2; acu11253 ' no se ha caracterizado el 
producto del gen oca!! 

A654 acu.1211, pahaAl, yA2 -Enzima carnitin-acyl 
transferasa (acu.!) (Midgley, 
1993) 

A655 pahaA 1, y.42; acuK248 -Enzima 'itálica (acuK ) 
(MeCullough & Roberts, 1974) 

A656 paba41, yA2; acuL217 ' no se ha caracterizado el 
producto del gen acuL 

TJA22 tneiG 1 ; hiA 1; phrbelp::lacZ -auxotrofla para metionina 
-auxotrotla para Notina 
-fusión del promotor del gen &Id 
con el gen reportero lacZ 
(Aguirre, 1993) 

Tabla 2. Cepas utilizadas. genotipos y fenotipos asociados con éstos. 
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FXTRACCIÓNDEnfitNA DE itypergillits nidulans 

Para obtener una buena preparación de RNA es necesario minimizar la actividad de las 

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

esto es que se utiliza material estéril y 	las soluciones se hacen con agua tratada con 

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

el inhibidor. El método utilizado se basa en el uso del fenol ácido para separar el RNA del DNA 

(Timberlake, 1980). 

Soluciones: 
Agua tratada con DEPC al 0.1% 	Se agita vigorosamente y se deja toda la noche, al día 

siguiente se esteriliza en la autoclave. 
I'AS 	 Acido p-aminosalicilico de sodio (PAS)1.2 gr/10 ml 
TNS 	 Acido sulfónico tri-isopropilnallaleno (TNS) 0.2g/I0 ml 
5X 12N11 	 TRIS (120 mM) 

NaCI (150 mM) 
EGTA (30 mM) 

Cloruro de litio 10M 
Acetato de sodio 3M 
1X TELS 

Se ajusta el 111.1 a 5.0 con ácido acético glacial. 
Tris, p116.7, 10 IttM 
EDTA 0.1 tnis1 
SDS 0.2% 

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

preparan con agua tratada con DEPC. Las soluciones de l'AS y de TNS deben de ser frescas, por lo 

que se preparan el mismo día, antes de comenzar con la extracción. 

1. Se agregó el MS al .1751S y luego se adicionaron 5 ml de 5X ItN13. A 15 mi de esta solución se 

le agregaron 7.5 ml de fenol saturado con agua y se mantuvo en hielo con agitación constante. 

A cada una de las muestras, previamente liotilizadas y molidas, se le agregaron 600 (900) pl de 

esta solución procurando que todo el 'Medio se mojara rápidamente, ya que en este paso se 

rompen las células y es necesario que la RNasa se inactive. 

2. Se agregó un tercio del volumen inicial, de cloroformo a cada muestra y se calentó a 68 °C por 

5 minutos. Las muestras se enfriaron en hielo. 

3. Se centrifugaron a 4 °C, se recuperó la fase acuosa y se mantuvo en hielo. 
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4. Las proteínas se extrajeron con fenol-clorofonno, agregando un  volumen de  éste a cada 

muestra, agitando vigorosamente y centrifugando a 4 'C. La fase acuosa se recuperó en un 

nuevo tubo para poder repetir el mismo paso 3 veces más, 

5. Las muestras se incubaron toda la noche con cloruro de litio, a una concentración final 2M. 

6. Al día siguiente, se centrifugaron y las pastillas se resuspendieron en 200 pl de agua tratada con 

DEPC. Se incubaron en hielo por 20 minutos después de la adición de 20 pl de cloruro de litio 

10 M y 500 pl de etanol. 

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 semisecas, se resuspendieron en TELS. 

8. El RNA se cuantificó por medio de un espectrofotómetro, midiendo la absorbencia entre 320 y 

230 11111, tomando como consideración que 1.0 unidades de D.O. a 260 :un equivale a 40 mg/ml 

de RNA. 

ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA_ DEL RNA A UNA MEMBRANA 

La electroforesis del RNA se realizó en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes 

con formaldehído (Sambrook er at, 1989). La composición del gel es la siguiente: 

Agarosa I% (1.0 gr.) 
Fomuddelildo 37% 2.2 M (17.8 	ml.) 
MOPS 10X 10% (10.0 ml.) 

En 100 ml de agua tratada con DEPC se disuelve la agarosa calentando en un horno de microondas. 
Una vez que se ha disuelto y alcanzado la temperatura para el vaciado, se agrega el formaldehído y 
el MOPS. 

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

siguiente composición: 

MOPS 10X 	10% 
Formant ida 	50% 
Formaldehído 	2.2 M 
RNA 	 equivalente a 15 pg 
Bromuro de etidio' 	2µl 
STOP MIX 10X2 	10% (para que quede a una concentración final de IX) 

Se utiliza Bromuro de elidir) preparado a una concentración de I nigind en agua tramada con 	PC. 
2 11 STOP MIX se prepara lux) consiste en una mezcla de 2.5 ml de glicerol (50%), 0.0125 g de azul de bromolenol 
(0.25%) y lo td de 11/TA 0.5M, pi' 811inM) en 5 ml de agua tratada con DI:PC. Pgil solución se esteriliza por calor 
(autoclave). 
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Después (le calentar las muestras a 68 "C por 15 minutos y enfriar en hielo rápidamente para 

evitar la formación de estructura secundaria, se cargaron en un gel de I I x 14 cm, donde migraron 

por 5 horas a 60 V. 

Una vez terminada la electroforesis el gel se agitó por 30 minutos en 20X SSC, con la 

finalidad de hidratado. El gel se transfirió a una membrana de nitrocelulosa con soporte de nylon 

Ilybond-N (Amersham, Inglaterra) siguiendo el protocolo de transferencia de Sambrook el al., 

1989. Al día siguiente se dejó secar la membrana al aire, se irradió por 5 minutos con luz 

ultravioleta en un transiluminador, cubierta con plástico Ega-pack, para unir el RNA a la membrana 

covalentemente, y finalmente se guardó en una bolsa de plástico para su posterior hibridación. 

PIEU3ACIII11.11145_50191A 

Los plásmidos pCAN extraídos por lisis alcalina se digirieron con las enzimas 

correspondientes al sitio de inserción del fragmento CAN (pCAN I a 32 se encuentran insertados en 

el sitio l'stl del plásmido pBR329, mientras que los pCAN del 44 al 98 en el sitio policlonal del 

plásmido pYcDE8, flanqueados por sitios de restricción para DamlJl y EcoRI). El fragmento 

correspondiente, en cada caso, al inserto CAN se cortó del gel de agarosa y se aisló utilizando el kit 

Genclean II de Dio 101 Inc. Este método de purificación de DNA consiste en disolver la agarosa 

con yoduro de sodio GM a una temperatura de 55 °C, para luego agregar perlas de silica (Glass 

Milk) a las cuales el DNA se une debido a un efecto de cargas. La agarosa se lava con una solución 

New Wash" y finalmente se eluye el DNA de las perlas de silica al resuspenderlas en TE pl1 8. 

l'ara marcar la sonda con radioactividad se utilizó el kit Random Primer de BID, y el 

nueleófido radioactivo dCTP (32-aP) suministrado por DuPont. El sistema de Random Primer 

consiste en utilizar como cebadores un juego de oligonuelcótidos diferentes que se unen al azar con 

la sonda, que funciona como molde. El volumen equivalente a 25 ng de la sonda que flutcionó 

como molde, se llevó a 20 pl y se colocó en un bailo maría en ebullición durante 5 minutos con el 

fin de desnaturalizar el DNA. Al molde de DNA se le agregaron los siguientes componentes de la 

reacción de duplicación del DNA: 

2 pl de cada uno de los nucleólidos dATP. dein' y dril,  (concentración inicial 0.5mM, 
suministrados por BRI, colmo parte del kit Random Primer de 111(1,) 
5 pl de dell' (32-aP) (concentración inicial I OniCiánll 
15µl de la mezcla de Random Primers 

pl de fragmento Klenow de la DNA polimerasa. 
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Esta mezcla se incubó a temperatura ambiente por I hora para permitir la duplicación del 

molde de DNA con la incorporación del nucleótido marcado con fósforo radioactivo. Finalmente, 

transcurrido este tiempo se agregaron 5 pl de Stop Buffer (suministrado con el kit de Random 

Primer) y 45 pl de TE. 

Con el fin de separar los nueleófidos no incorporados de la sonda marcada radioactivamente, 

la mezcla descrita se pasó por una columna de Sephadex (3.50 a la cual se adhieren dichos 

nucleófidos. Obteniéndose como un eluldo de la columna las cadenas de DNA mareadas 

radioactivamente que se utilizaron posteriormente para la hibridación tipo Northent l3lot. 

IIIBRIDACIÓN TIPO NORTIIERN BLOT 

La hibridación tipo Northem Blot se realizó siguiendo el protocolo previamente descrito por 

Sambrook et al,, 1989. De acuerdo con éste, la membrana con el RNA, previamente fijada, se 

prehibrida por 2 horas a 65 °C en solución de hibridación y 600 pl de solución de DNA de esperma 

de salmón, previamente desnaturalizado, en una bolsa de hibridación sellada. 

SOLUCIÓN DE HIBRIDACIÓN 
5X 	Solución Denhardt's 10X 
SX 	20X SSC 
50mM 	2 M Fosfato de Sodio, p116.5 
0.2% 	SDS 10X 

$0111CIÓN DENHARDTS 100X 	 21)X SSC 
2% Ficoll 	 3M NaCI 
2% PVP 	 0.3 M Ácido Cítrico 
2% LISA 

Transcurrido el tiempo de prehibridación, se agregó la sonda marcada radioactivamente a la 

bolsa de hibridación y se incubó toda la noche a 65 °C con agitación constante. 

Al din siguiente, la membrana se lavó con 250 ml de 2X SSC, 0.1% SDS por 30 minutos a 

65 °C con agitación constante, y posteriormente con 250 tul de 0.15X SSC, 0.1% SDS en las 

mismas condiciones. Al terminar estos lavados. la membrana se secó parcialmente, se envolvió en 

plástico y se expuso en un estuche con tina pantalla amplificadora y una placa autorradiográfica (X-

OMAT de Kodak) durante el tiempo necesario para observar una señal. 

Las membranas se lavaron para su reutilización usando una solución de SDS al 0.1% en agua 

tratada con DEPC. Esta solución se calentó hasta que comenzó a hervir, momento en el cual fue 
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Figuro 11. Plitsmido pYcDÜB. Las donas CAN st 
encuentran insertadas en el sitio municiono 
marcado C01110 publinker. 

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

de SDS se volvieron a calentar en un horno de microondas por 4 minutos a temperatura máxima. 

Para saber si la marca se habla eliminado se utilizó un contador geiger y se expuso la membrana 

con una película autorradiográlica. 

AMPLIEl 1CIC)N 1' 	lEICACIÓN DE LOS PLÁSMIDOS 

Transformación 

Las transformaciones de bacterias con los diferentes 

plásmidos CAN se realizaron siguiendo el protocolo descrito 

por Sambrook el al., 1989. La técnica consiste en dar un 

choque de calor (heat shock) a 42 °C por 2 minutos, momento 

en el cual el plásmido se incorpora a las células. 

Posteriormente, es necesario que las células se recuperen 

durante una hora en medio LB sin antibiótico, para que 

comiencen a expresar los genes que después otorgarán las 

resistencias. Por último, se plaquearon las células en medio 

LB con el antibiótico correspondiente y se seleccionó una 

colonia para amplificar el plásmido en un cultivo de 2 nl de medio selectivo para obtener las 

células que se guardaron con glicerol estéril al 15% a •70 °C. Las cepas de bacterias utilizadas se 

	  muestran en la tabla 3, junto con los plásmidos que se 

(Cm') 
ru gen 	 amplificaron en cada una de estas y la resistencia a 

wm 	antibiótico usada para la selección. Las donas pCAN 
LeAV 

se encuentran donadas en los plásmidos pYeDfig 

"Ara 	(insertadas en el sitio multiclona del plásmido) y 
tot gen (A J

bla in 

	

	 (Ter) 1)1312329 (insertadas en el sitio Pstl). Los mapas de 
pr) 

7M0
h.i 	 estos phismidos se encuentran representados en las 

'nd 

er 
ickm 	 figuras 8 y 9. En algunos casos, no fue posible 

seleccionar células que hubieran adquirido resistencia 

a tetraciclina por medio de la transformación con 
l'igura 9. Plasinido p131029. Las donas CAN se 
encuentran insertadas en el sitie Psu,  donas aisladas en el 1)1312329, por lo que se aislaron 
interrumpiendo asl el gen lile comiere resistencia 
o ampicilina. 	 transformantes por medio de la selección en medio 
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con cloranfenicol. La cepa 1-1131 0 I se seleccionó en un principio puesto que parecía funcionar corno 

un buen huésped de los plásmidos ya que sólo presenta resistencia a estreptomicina, sin embargo, 

estas células expresan altos niveles de endonueleasas por lo que la extracción de los plásinidos se 

bada más compleja. Cuando fue posible, se utilizaron las células XLIblue que, a pesar de ser 

resistentes a tetraciclina, ofrecen otras ventajas importantes como la menor cantidad de 

endonucleasas, lo que permite extraer una mayor cantidad de plásmido por un proceso menos 

laborioso (no es necesario realizar repetidas extracciones con fenol para inactivar a los nucleasas; 

Scboenfeld, elaL, 1995). 

Cepas de bacterias Plásmidos 
donados 

Resistencia usada para la selección 

110101 
(F", ilii.1, lisdS20 (r jr, m o"), supE44, 
recAIJ, aro-!•1, kuB6, proAZ loa!, 

rpsL20 (su!), xyl-S, mi!-!) 

pCAN44 
pCAN46 
pCAN63 
pCAN67 
pCAN7 I 
pCAN72 
pCAN77 
pCAN87 
pCAN98 

pCAN101 
pCAN102 

ampicilina 
(100 pg/m1) 

(otorgada por el vector, pYcDE8) 

110101 
(F", MI-!, ladV10 (r¡, n, ir), supE44, 
recA11, ora-!4, leu116, proAZ lacY 1, 

rpsL20 (sir'), xy!-S, nal-l) 

pCAN I 
pCAN? 

pCANI I 
pCAN16 

tetraciclina 
(12.5 sig/m1) 

(otorgada por el vector pI3R329) 

al blue 
(recALendALsprA96,1hi- 

LissdR17,sup£44,relA I, loe, 
[F'proA0,1arlyZAMIJJ) 

pCAN5 
pCANI5 
pCAN I8 
pCAN 19 
pCAN23 
pCAN24 
pCAN26 
pCAN32 

cloranfenicol 
(100 pg)m1) 

(otorgada por el vector pl3R329) 

Tabla 3. Cepas de bacterias usadas para las tras formaciones. Se indican las resistencias propias de los plásmidos que 
fueron usadas para reconocer a las células transformantes. Lo marcadores genéticos indicados implican: una•!(: 
Mutación en el metabolismo de la urabinosa:cndli: Mutación en la endonucleasa (mejora la calidad de los plásmidos 
extraídos); ag.,426: Mutación en la DNA piusa; blifflil: No presenta restricción; ludY212:  No presenta restricción ni 
madi licación de DNA ; LacEL : Mutación en el gen de la ITD•galactosidasa dela : Mutación en el gen de la ibisopropil 
malato deshidrogenara ; 	 : Mutación en el metabolismo del manitol :ata/ : Mutación en la recombinación (asegura 
estabilidad de los insertos); &A(: Fenotipo "relajado' (permite la síntesis de RNA en ausencia de síntesis de proteinas); 
rpsL2a:  Mutación en la subunidad SI: del ribosomal 305, que confiere resistencia a streptotnicina •tupt14 : Mutaciones 
supresoras shjd: Mutación en el metabolismo de la tiamina ; g.11:1: Mutación en el metabolismo de la Mill5a. 
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Extracción de los plásmidos por lisis alcalina 

Los plásmidos que se donaron en las células XLI blue se extrajeron siguiendo el protocolo 

básico descrito por Sambrook el aL l'ara el caso de los plásin idos donados en las cepas 1113101 fue 

necesario incluir dos extracciones con fenol•cloroformo seguidas de dos extracciones con 

cloroformo para poder así inactivar a las endonucleasas propias de esta célula. En algunos casos se 

realizó la extracción de plásmidos partiendo de 50 ml de cultivo. realizando las modificaciones 

adecuadas en los volúmenes, debido al bajo rendimiento de la extracción cuando se realizan las 

extracciones con fenol-cloroformo. 

SECUENCIACIÓN PARCIAL DE CAN3 

La secuenciación parcial del CAN3, en el plásmido pCAN3 se realizó siguiendo el método de 

terminación de cadena descrito por Sangerer al., (1977). Las reacciones de secuencia se realizaron 

de acuerdo al protocolo del estuche de Sequenase Version 2.0 de la compañia United Siates 

13iochein ical (USD). 

Preparación del molde 

Partiendo del plásmido pCAN3 purificado de preparó DNA de cadena sencilla usando el 

método de desnaturalización alcalina modificado de Sambrook e: al.. 1989. 

A 5 pg de DNA se les agregaron 4µl de la solución desnaturalizante, consistente en 5.0 M de 

Na011 y 0,5 M de EDTA preparado en TE 1 X, p11 8. Se mezclo e incubó a temperatura ambiente 

por 5 minutos al término de los cuales la solución se neutralizó con 2u1 de acetato de sodio 2M 141 

5,2 y el DNA se precipitó usando 60 pl de etanol absoluto. Se incubó en hielo por 5 minutos y se 

centrifugó a 12,000 rpm por 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante se desechó y la pastilla se lavó con 

500 pl de etanol al 70% para finalmente centrifugar por 5 minutos y obtener la pastilla que se secó 

durante 5 minutos en un liofilizador al vicio (Spred vac SAVANT). 

Alineamiento del cebador 

El DNA se resuspendió en un volumen de 10 pl usando amortiguador para la DNA 

polimerasa (Sequenase Version 2.0) a una concentración final de I X. 1.5 pinol de cebador y agua 

desionizada. Se incubó a 65 °C por 2 minutos y se dejó enfriar en el temp-block a temperatura 
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ambiente, lentamente hasta que alcanzó una temperatura de 30 °C. Como cebadores se utilizaron 

oligonueleótidos con secuencias correspondientes a las zonas del plásmido pl3R329 que se 

encuentran cercanas al sitio l'stl. 

Reacción de marcado 

A la mezcla anterior, una vez fría. se le agregaron 1 pl de l)rr 0.1M, 2µl de la mezcla de 

marcado diluidos 1:5 en agua, 03 pl (o.-35S1-dATP (10 	y 2 pl de DNA polimerasa 

(Sequenase Version 2,0) diluida en el buffer de dilución para la enzima. Se mezcló y se incubó a 

temperatura ambiente por 10 minutos con el propósito de que se incorporara la marca radioactiva a 

la cadena polimerizada por la enzima, 

Reacción de terminación 

Se marcaron 4 tubos COMO A (para las cadenas que terminan en adenina). C (para las que 

terminan en citosina), G (guanina) y T (timidina). A cada tubo se le agregaron 2.5 pl de mezcla de 

terminación del ddNTP correspondiente y 3.5 pl de la mezcla proveniente de la reacción de 

marcado. Se incubaron a 37 °C por 5 minutos, al término de los cuales se agregaron 4 pl de 

solución de término (Stop Solution, provista por el proveedor del estudie) a cada tubo y se 

almacenaron a •20 °C hasta el momento en el cual se cargaron en el gel de secuencia. 

Gel para secuencia 

Los vidrios se lavaron adecuadamente con agua y etanol del lado que se encontraría 

posteriormente en contacto con el gel. Para un facilitado manejo del gel los vidrios se tratan con 

pegamento y con silicón para que el gel se pegue a uno y sea fácil desprenderlo del Otro. Esto se 

hace de la siguiente manera: 

El vidrio pequeño se trató con una mezcla consistente en 3 ml de etanol, 50 pl de ácido 

acético al 10% i 5 Id de y.metacriloxipropiltrimetoxisilano (Sigma), la cual se extendió por todo el 

vidrio utilizando una toalla absorbente. Una vez. que se secó (aproximadamente 5 minutos), se 

aplicaron 5 ml de etanol por todo el vidrio para lograr que el pegamento se extienda por todo el 

vidrio. Este tratamiento crea una superficie hidrofilica a la que el gel se adhiere. 
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El vidrio grande se trató con silicón para facilitar que este se despegue del gel al terminar la 

corrida. Para esto se colocaron 3 ml de silicón Sigmacote (Sigma) en el centro del vidrio y se 

extendieron por el mismo. Una \ a secó se aplicaron 5 ml de etanol comercial. El silicón genera 

una superficie hidrofóbica lo que facilita que el gel se despegue del vidrio tratado con el mismo. 

Una vez tratados los vidrios se colocaron dos espaciadores a cada lado del vidrio grande y se 

colocó el vidrio pequeño encima del vidrio grande, cuidando que los lados tratados quedaran 

encontrados. Se puso cinta adhesiva en los extremos largos de los vidrios así como en el extremo 

inferior, dejando el lado superior libre para agregar el gel. 

El gel tenla una concentración de 6% acrilamida/bis•acrilantida preparado en 100 ml de agua 

con 5.7 g de acrikunida, 0.3 g de his•acrilamida y 42 g de urea. Una vez que todos los componentes 

se hablan disuelto, se filtró por Millipore y se desgasificó a vacío por espacio de 5 minutos. 

Finalmente se agregaron 400 01 de persulfato de amoldo y 20 pi de TEMED para catalizar la 

reacción de polimerización que se presenta entre la acrilamida y la bis•acrilamida. Una vez vaciado 

el gel se pusieron los peines y se dejó toda la noche para que la polimerización fuera total. 

Electroforesis y tratamiento del gel 

Se usó buffer i'IW I X para la electroforesis. El gel, lavado con el fin de limpiar la 

poliacrilatnida polinterizada fuera de los vidrios, se precalentó por aproximadamente una hora, 

tiempo en el que llega a una temperatura de 50 "C y las muestras se cargaron una vez 

desnaturalizadas. El gel corrió manteniendo una temperatura constante de 50 °C, a 

aproximadamente 70 Watts por una hora y inedia en el caso de la corrida corta y por el doble de 

tiempo para la corrida larga. 

Al término de la electroforesis los vidrios se separaron y el gel se fijó en ácido acético al 10% 

por media hora con agitación constante. Se secó en una estufa a 80 °C por una hora y se puso a 

exponer con una placa para autorradiogratia toda la noche a temperatura ambiente. Al otro día se 

reveló y se leyó la secuencia. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los plásmidos que incluyen a las donas CAN que fueron enviados por la Dra. Mary Stringer 

se listan a continuación: 

pCAN I 	 pCANIS 	 pCAN44 	 pCAN77 
pCAN3 	 pCANI9 	 pCAN46 	 pCAN78 
pCAN8 	 pCAN23 	 pCAN63 	 pCAN87 
pCANII 	 pCAN24 	 pCAN67 	 pCAN98 
pCAN S 	 pCAN26 	 pCANII 	 pCAN101 
pCANI6 	 pCAN32 	 pCAN72 	 pCAN102 

Se realizó una búsqueda de similitud de las secuencias parciales obtenidas por M. Stringer y 

W. Timberlake (no publicado) con las bases de datos del Cienenank y SwissProt, por medio de los 

algoritmos FASTA y FASTP del Genetics Computer Group (GCG; versión 7, 1991) utilizando los 6 

marcos de lectura posibles para cada una de las donas secuenciadas. Desafortunadamente esta 

búsqueda no proporcionó datos nuevos sobre la posible identidad de las donas CAN, teniendo 

como resultado solamente los datos que ya se conocían: 

• CANS contiene cONA correspondiente al gen mol que codifica para la catalasa especifica de 

los conidios de Aspergillus nidulans (Navarro es al., 1996). 

• En la clona CAN8 se encuentra representado el gen previamente donado y secuenciado de la 

isocitrato liasa (acuD) de Aspergillus 'acidula (Gainey el al., 1992 ). 

• La secuencia parcial del eDNA contenido en la dona CAN II (CAN67) presenta una alta 

similitud con el gen can-10 de Neurospora crasa, identificado como un gen específico del 

desarrollo (Roberts er al., 1988 ). 

• Tanto CAN46 como CAN7I, que contienen transcritos similares, comparten una alta similitud 

con el gen grg-I (ccg-l) de Ncuraspor•a cromo (McNally & Free, 1988) 

• CAN77 representa un gen cuya secuencia parcial tiene Ulla alta similitud con el gen de 

Saccharontyces cerevisiae identificado como glplihsp12 (Stone el al., 1990; Praekelt & 

Meacock, 1990). 

Para el análisis presentado en este trabajo, se eligieron las donas CAN que se encuentran 

listadas en la tabla 4. La selección se llevó a cabo eliminando aquellas elonas cuya expresión fuese 

independiente del gen regulador ha,' (13oylan el al., 1987)o que hayan sido clasificadas dentro de 

los grupos A, 13 o C (ver introducción; Adams el al., 1988). 
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Expresión en mutantes 

Cicuta Tatuarlo del 
transcrito (ni) 

Tipa 
de gen 

hr1.-11 ahaA 1 wal 6 

CAN3 2150 9 '1  ? ? 

CAN5 2050 D + 

CANI5 1500 D I . 

CAN16 1450 ? ± _ _ 

CAN44 1600 9  + 1 

CAN46 1100 D / ' 

CAN63 2100 1) I 

CAN I I 
CAN67 

500 D+ _ t 

CAN7I 550 O " 
CAN 77 
CA N95 
CANOS 

600 1) • • 

CAN87 1400 ?'5 . ) 
CAN98 500 ? ? 7 ' 

Tabla 4. Clonas CAN 	en este trabajo. por expresión en con limites de 
gris ación de nutrimentos. Se presentan los datos d 1 tipo de gen (ver 
introducción), expresión en mutantes de tipa hslAt, 	/.41 	acr.46. y los 
taninAos de lus transcritos estimados de hibridaciones lira Nuithen (Stringer. 
blirahito y Timberlake•  sin publicar). 
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Patrones de expresión y análisis de las donas 

Transcritos que no se acumulan en las condiciones estudiadas 

CAN 5 

El gen correspondiente al cDNA que se encuentra donado en el plásmido CAN5 codifica 

para una catalasa especifica de los conidios deAspergithis nidulans y ha sido designado como crn.4. 

La transcripción de ami no se induce, en los tiempos estudiados. por la privación de nitrógeno y/o 

carbono. 

En cultivos conidiantes la transcripción de este gen comienza a las 12 horas de exposición al 

aire, de manera independiente de los genes reguladores brIA,abal y wed, sin embargo la actividad 

de la catalasa no concuerda con la presencia del niRNA, por lo que se dedujo que puede existir una 

regulación post-transeripcional (Navarro a al.,en preparación). El mayor tiempo analizado en este 

trabajo es 10 horas después de la privación de nutrimentos. Es posible que la transcripción ocurra a 

tiempos más largos. 

CAN98.  

La secuencia parcial del inserto del plásmido pCAN98 no presentó ninguna similitud 

significativa con secuencias de otros genes o proteínas conocidas. Representa un transcrito de 500 

pb que se encuentra presente en cultivos conidiantes, así como en los conidios aisladas (Mirabito, 

1989). Su expresión no se indujo en ninguna de las 4 condiciones estudiadas. 
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Transcritos regulados por privación de nitrógeno o carbono 

CAN46 y CAN71 

Los genes correspondientes 

a las donas CAN46 y CAN7I 

tienen transcritos de aproxima-

damente 1101) y 550 nucleólidos, 

respectivamente. Ambos fueron 

clasificados dentro de la clase D, 

esto es, son independientes 

cuando menos parcialmente del 

gen regulador brlA (Adanes el 

al., 19811). A pesar de la 

diferencia en el tamaño del 

transcrito ambos genes tienen una 

semejanza grande entre si, que 

comparten con el gen grpl (gen 

regulado por glucosa o Olerme 

repressible gene) de ,Veurasporn 

cromo (McNally & Free, 1988) 

que, al igual que CAN7I, es un 

gen pequeño (figura 10) 

A 
CAN46 29 METIKNTVNYVTE51WAGATASKraX1VAKZNUA 64 

1.1 ,11-111•;•;111•111111•11;1H.• 

GRG.1 1 MITUVAANWWWWATATASKEAUKDUKDSNQ 16 

CAN46 65 DIZTRATAAKDALFDKITEKVHETQADWEEUXU 121 
:.11 	.11 	11: 	11 	.1. 	1:..1: , .,, ; 

GRO-1 37 GVGTRLUAAGDAISDKVSENMAKAEAUKQW,TH 99 

CAN/1 27 NETVKNAVNYVSESVOGAGATASKETNK 55 

1.1.111•111,1111.111111.11 
GR0.1 1 NDUKNAANYVGDKVCCATATASKEANK 28 

CAN71 56 NVAXDSCASLTSRATAAKDAVVDKKDEKS Al 

	

W111 , 	" 	1 	.11 	11. 	11. 	1. ,  
CR0.1 29 DVAKOSNQGVGTELNAAGDAISOKVSENK 57 

c 
1 	 40 

00.1 140T1KNaaNY VqDkVG,GAtA TASKEaNKdV Kflanqgvgt. 
CAN71 METVEUOVMY VsEsVCGAgA TASKEtNKNV KDadaalta 
CAN46 NET1KNtvNY InEs14:2GAgA TASKEvNW Onnadltt 

Conmanao MET-K11.-NY V-E-VCGA.A TASKE-NK.V 1CD 	 

41 	 71 
CR0.1 R1W1A0Als DKvoEnkhda kaeahkwiath 
CAN71 RatAAkDAvv UkdEka... ......... 
CAN46 RatAAIDAlf UKkdEkvhet qadvykeaakh 

Conaenao R--AA.DA-- DK.-E 	  

Figura 10. A. Comparación de la secuencia parcial del plptido propuesto paro la 
clama CAN46 con la secuencia de Ci1t0.1 de A'eurnspara cram 	porcentaje 
de similitud es de 6911y el de Identidad de 53%. 11 Comparación de CAN7I 
con 060-1. Similitud de 73.7%e identidad de 57.9%. C. Alineación de la 
secuencia propuesta pasa los péptidos de CAN71 y CAN4 7 con el de grg-I .  

En la figura I I se muestran los patrones de acumulación del mRNA para ambas donas. El 

transcrito correspondiente a CAN7I se encontró presente a partir de la primera hora después de la 

transferencia a un medio de cultivo con glucosa y nitrógeno. Esta acumulación se mantiene, aunque 

de manera menos conspicua hasta las 10 horas. Cuando se transfirió el micelio a un medio carente 

de glucosa también se observó acumulación del transcrito 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 

transfirió a medio carente de nitrógeno, la acumulación se observó hasta las 5 horas y continuó 

presente a las 10 horas. Esta situación se asemeja a la que se observó al transferir el micelio a un 

medio de cultivo carente de ambos nutrimentos, donde la acumulación se hizo evidente sólo a las 5 

horas. 
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Figura II Acumulación del mIkNA correspondiente a las elonas CAN7I y CAN46 en cultivos 
liquidas, después de 18 lunas de crecimiento en medio mínimo (O horas) y transferidas a medios con 
nutrimentos, (40-1-N); sin glucosa (•C); sin nitrato, (•N); o sin glucosa y sin nitrato (•CI•N), por los 
tiempos indicados. La equivalencia entre las cantidades de RNA usadas para cada muestra se basa en la 
lindón de los geles con bromuro de etidio, antes de la transferencia a la membrana de nylon. Las 
folograllas de los geles correspondientes se muestran en el apéndice 1. 

CAN4 mostró un patrón de acumulación parecido al de CAN71 (figura I I). El tuRNA se 

encontró presente transcurrida 1 hora de cultivo en presencia de nutrimentos así como en ausencia 

de glucosa, pero a diferencia de lo que se observó para CAN7I, esta acumulación es transitoria en 

ambos tipos de cultivo. Cuando se transfirió el micelio a un medio carente de nitrato, la 

acumulación del transcrito correspondiente a CAN46 se hizo evidente solamente a la 5 horas de 

cultivo y cuando se privó de glucosa y nitrato, la acumulación del mRNA se observó desde las 5 

horas y continuó hasta las 10 horas. 

Resulta interesante que los genes representados por ambas donas, no sólo compartan 

semejanzas en sus secuencias parciales, sino que también tengan un patrón de regulación por 

nutrimentos similar. En ambos casos, hay una acumulación del transcrito al transferir el micelio a 

medio con nutrimentos (1 II), la cual disminuye o desaparece por completo posteriormente. Esta 

acumulación se ve afectada por las limitaciones de nutrimentos, siendo menor cuando se priva de 

glucosa y más tardía al privar de nitrato, en ambos genes. 

En experimentos previos, realizados por la Dra. M. Stringer (sin publicar) con el objetivo de 

analizar si existía una regulación por lípidos de los genes representados en las donas CAN, se 

encontró que el gen correspondiente a CAN46 es de los pocos, representados en las donas CAN, 

que se transcribieron cuando, después de crecer cultivos sumergidos de 4. nidulans durante 12 

horas, éstos se transfirieron por 2 horas a un medio mínimo o por 2 o 4 horas a un medio mínimo 

con Tween80 (0.05% v/v). La inducción se observó específicamente en los medios suplementados 

con glucosa. En esta misma serie de experimentos se encontró que CAN7I se indujo a las 2 horas 

de crecer en presencia de glucosa y Tween80. No se observó acumulación 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 ácido oleico. Esto sugiere que la presencia de glucosa es necesaria 

para que en los tiempos y condiciones estudiados por la Dra. M. Stringer, se presente la inducción 

de estos genes. 

El gen grg-I de Neurospora crassa fue aislado también como ccg- I (gen controlado por el 

reloj endógeno o dock controlled gene) en una básqueda realizada para encontrar genes que se 

encontraran bajo el control del ritmo circadiano deN. crassa como un gen específico de la mañana 

(Loros a al., 1989). En este mismo proceso de selección, el gen encontrado como ccg-2 resultó ser 

el que codifica para la hidrofobina de los conidios, previamente identificado como eas (de easily 

n'arable) que tiene similitud con rodA de A. nicht/mis, también encontrado como clona CAN (Bell-

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

Pese nl alto grado de simiLitud que existe entre grg-I y los genes representados por CAN46 

y CAN7I, sus patrones de regulación por glucosa son totalmente opuestos. Mientras que CAN46 y 

CAN7I no parecen presentar una acumulación dependiente de la privación de carbono, grg-I se 

induce en respuesta a la privación de glucosa en cuestión de minutos (McNally & Free, 1988). 

Los resultados sugieren que los genes representados por CAN46 y CAN7I son regulados por 

más de un factor nl igual que el gen grg-/ de N. crassa. grg-I se encuentra sujeto a regulación por 

el gen especifico de la conidiación acon-2 y por condiciones como el choque de calor. La 

concentración de la glucosa regula a grg-I por medio de dos elementos en su promotor. Todo lo 

anterior parecería sugerir quegrg-/ tiene una función importante, sin embargo no se ha encontrado 

un fenotipo para la cepa que tiene este gen interrumpido (Wang el al, I994). 

CAN77 

El gen correspondiente a CAN77 fue 

clasificado dentro del grupo D (Mirabito ei al., 

1989; Marshall & Timberlake, 1991) y su 

independencia de brIA se demostró en mutantes 

carentes de una copia funcional de dicho gen 

(Boylan ct al., 1987; figura 12). Al realizar 

0 5 10 15 20 25 30 b a w 

CAN65 11.1.11111111111111111W51: 

CAN77 MISMISkilKiWiTtAgeDP 
Figura 12. Expresión de CAN65 y CANT7 a diferentes 
tiempos tras la inducción de la esporulación por 
exposición aérea (en lloras). Se incluye la expresión C11 

mutantes de tipo brIA I (b), abaA I (a) y wetA6 (w). 
Tomado de lloylan et al., 1987, 
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comparaciones entre las donas CAN. CAN77 se identificó como equivalente a CAN65, que no 

tiene un patrón de regulación igual. Estas diferencias podrían deberse a problemas técnicos con las 

hibridaciones. 

La secuencia parcial de CAN77 presenta una alta similitud con una proteína de 

Saceharamyces eerevisiae que se regula de manera negativa por glucosa y positiva por lípidos, 

GLPI (Stone et al., 1990) (figura 13). Esta proteína fue también identificada como IISP 12 

(proteína de choque de calor, herr shock pratein 12) debido a la activación de su transcripción en 

respuesta a este tipo de tensión (Praeckelt & Meacock, 1990), Esta similitud resulta interesante, 

entre otras cosas, porque también ocurre con el gen whl de Gandida albieans, un gen específico 

del estado blanco con crecimiento levadurifonne de dicho organismo, el cual cambia entre fenotipos 

alternantes por medio de mecanismos desconocidos. Esta transición se estimula por medio de 

incrementar la temperatura en la cual el organismo crece y se ha observado que se asocia con 

cambios en el pN intracelular. Se desconoce la función del producto de 14/ / y su interrupción no 

tuvo ningún efecto en el desarrollo de los diferentes fenotipos del organismo (Knut el al., 1988; 

Srikantha & Soll, 1993; Soll et al., 1993; Srikantha et al., 1995; Srikantha et al., 199513). Así mismo 

la interrupción del gen que 

codifica para GE.P1/11SP12 no 

tuvo ningún efecto observable 

en 	el 	crecimiento 	de 

Saecharonlyee.s. (Praeckelt & 

Meneo& 1990). GIP1/11SP12 

se induce, además de en las 

condiciones mencionadas, por 

choque osmótico, tensión 

oxidativa y al entrar en fase 

estacionaria, 	aunque 	su 

sobreexpresión no confiere 

protección a la tensión osmótica 

(Varela et al., 1992; Varela el 

al, 1995). 

A 

CAN77 32 MSPFARKDESTEARESITPDASKSTOERVKETVTPTURIS 71 
111 dld:.11.1...11. 11 .1..11 ,11..1, . 

NEP12 1 MSDAGRIMFGEKASEALKPOSONSYMGKEYITDKAPKWI 40 

CAN77 72 1105.71PDDOKST1WFUSQRVSPREGUGSTPOSIGETWIN 113 
111.1.11. 1.. 1—, 	1: 

NSP12 41 GWOPEDNIMFG.GVUDSKEK..GEDNAEGIgGESLADWID 80 

13 
40 

OLP1/HSP12 H5DaGAKgF0 EKAsEsUPD SQKSyaEQgK Ey1TDkaPkV 
NH11 HSDLCAKD10 bKlesALTPD SQKSTpECO DkVTDolD0a 

CAN77 MSDFaRKDPs tlakEeSTPD auKSTgErvk EtVTIRtDr1 
Consenso MED-GRKDFO -KA-E-LTPD SUST-4-1( 6-1/TD—P-- 

41 
	

8U 

GLP1/BSP12 ACKVOPEDIIN gyfPgvhDea ekgkiklaegg geoladgard 

	

WI111 AOKatiandk SfvOkA019.71. fgdSk 	  
CAN77 srOARDDqK SttQqA[Oks grvS0reghg etpgs1gdkv 

Consenso AOKVQPED-K 	 -Si) 	  

Figura 13. Comparación de la secuencia parcial de CAN77 con 
G1.1'1/11912 de Saccharomms ecrevisiav y Will I de Cambia allneans. 
A Similitud entre las secuencias lisp12 y CAN77, similitud de 61.25% e 
identidad de 35%. B Comparación de las 3 secuencias, se muestra la 
secuencia consenso. 
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1 

Figura 14. Acumulación del tuRNA correspondiente a CAN77 en cultivos liquidas, después de 18 horas de 
crecimiento en medio mlnimo, (0 horas) y transferidos a medios con nutrimentos, (+C/+N); sin glucosa (-C); 
sin nitrato, (-N); o sin glucosa y sin nitrato (-C/-N), por los tiempos indicados. 

A pesar de esta alta similitud, CAN77 no se regula de manera similar, cuando menos en 

cuanto a la respuesta a la privación de glucosa (figura 14). En el presente estudio se observó que 

CAN77 se acumula, además de en otras condiciones, después de transferir el micelio a un medio 

mínimo, donde todos los nutrimentos están presentes. En experimentos previos se observó la 

inducción de este gen en respuesta al crecimiento por dos horas en presencia de glucosa y Tween80 

(Stringer, M. comunicación personal), lo cual parcela sugerir una regulación positiva por lípidos, 

pero la acumulación que se encontró cuando el micelio creció en medio con glucosa, sin lípidos, 

pone en duda esta inferencia. 

En presencia u ausencia de glucosa y presencia de nitrógeno, el mlINA se acumuló rápida y 

transitoriamente siempre y cuando hubiera nitrógeno en el medio. Cuando el ni icelio se transfirió a 

medios carentes de fuente de nitrógeno, fue necesario más tiempo (5 horas) para que el mensaje se 

acumule. Cabe hacer notar la similitud que existe entre este patrón y el observado para CAN71 y 

CAN46. 

CAN1(1 

CAN16 corresponde a un gen cuya secuencia 

parcial no tiene similitud con ninguna otra conocida. 

Con base en su expresión al inducir la conidiación por 

exposición aérea, así como en mutantes br/A, aba.4 y 

wed, tiene una independencia, al parecer, parcial de 

0 5 10 15 20 25 30 	b a w 

1MILVE313W 
Figura 15 Expresión de CANI6 en diferentes 
tiempos tras la inducción de la esporulación por 
exposición nema (en horas). Se incluye la 
expresión en mutantes de tipo brI,41 (b), abaA I 
(a) y werA6 (w). Tomado de lloylan el al., 1987. 

br/A (figura 15, 13oylan rl al., 1987). En la figura 16 st, muestran los patrones de acumulación del 

mRNA para esta dona, donde se puede observar que no hubo expresión en presencia de 

nutrimentos. La privación de carbono y/o de nitrógeno indujeron la expresión y el transcrito 

comenzó a acumularse más temprano en ausencia de una fuente de carbono (5 horas de privación 

de carbono o de carbono y nitrógeno), Resulta interesante que, en el caso donde se producen 
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Figura 16. Acumulación del mItNA correspondiente a CAN I 6 en cultivos líquidos, después de 18 horas de 
crecimiento en medio mínimo, (O horas) y transferidos a medios con nutrimentos, (-4C1+N); sin glucosa (-
C); sin nitrato, (-N); o sin glucosa y sin nitrato (-C/-N), por los tiempos indicados. 

-C 	 -N 	 -C/-N  
0 	111 	5k 	101t 	111 	511 	100 	1 ti 	511 	101l 	111 	50 	1011 

Figura 17, Acumulación del mitNA correspondiente n CAN 15 en cultivos líquidos, después de 18 horas de 
crecimiento en medio mínimo, (0 horas) y transferidos a medios con nutrimentos, (+C/+N); sin glucosa (-C); 
sin nitrato, (S); o sin glucosa y sin nitral° (•C/•N), por los tiempos indicados. 

conidióforos reducidos, al privar de carbono o de ambos ultimemos, la acumulación del mRNA 

correspondiente a CAN16, ocurra más temprano. Existe un paralelo en la acumulación del mensaje 

correspondiente a CAN16 y la expresión de br/A (figura 3B), por lo que esta dona es un candidato 

para analizar con más detalle como posible regulador de brIA. 

Transcritos regulados por la privación de nitrógeno y carbono 

CAN 15 

El transcrito con el que la sonda de CAN I5 hibrida es pequeño, tiene aproximadamente 150 

nucleólidos. No presenta similitud con ninguna secuencia conocida. CAN15 fue clasificado como 

gen tipo D (Mirabito er al., 1989; Marshall & Timberlake, 1991) y resulta interesante su inducción 

transitoria al crecer Aspergillus ?lid:dans en medio carente de fuente de carbono y de nitrógeno por 

5 horas, la cual se muestra en la figura 17. El nivel de acumulación del mRNA que se observa en 

este tiempo es mayor al que hay tras realizar un cultivo en medio mínimo por 10 horas, Dado este 

patrón de expresión, resulta poco probable que este gen pudiera regular la expresión de br/A. 
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Figura 19. Acumulación del mItNA correspondiente a CAN63 en cultivos líquidos, después de 18 horas de 
crecimiento en medio mlnimo, (0 horas); y transferidos a medios con todos los nutrimentos presentes, 
(+C/+N); medios sin carbono, (-C); sin nitrógeno, (S); o sin carbono y sin nitrógeno, (•C/•N) por los 
tiempos indicados. 

Transcritos regulados por la privación de carbono 

CAN63.  

La clona CAN63, cuya secuencia pardal no 

tiene semejanzas significativas con ninguna proteína en 

la base de datos SwissProt, representa un gen 

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

dato se corroboró por los estudios de expresión 

realizados en murantes br/Al, abail I y weiA6 donde 

0 5 10 15 20 25 30 	b a w 
alL(NE11111111111111411111:Ailiiiii.) 

Figura 18. Expresión de CAN63 en diferentes 
tiempos tras la inducción de la esporulación por 
exposición aérea (en horas), Se incluye la 
expresión en mutantes de tipo brIA 1 (b), abad /  
(a) y nerA 6 (w). Tomado de Itoylan et al., 1987. 

también se observó que CAN63 se transcribe desde las O horas (figura 18; Boyhm cl al., 1987). 

En el análisis de expresión realizado (figura 19), se observó que hubo una ligera acumulación 

del transcrito a las O horas, así como después de crecer el micelio en medio mínimo por I hora. Sin 

embargo, esta acumulación se incrementó notablemente 5 horas después de la privación de glucosa 

y de glucosa/nitrato, CAN63 parece estar respondiendo a la privación de la fuente de carbono de 

manera específica y resulta interesante su expresión transitoria, la cual ocurre antes de que el 

mensaje de brIA se vea acumulado (ver figura 313). 

CAN67 

El gen correspondiente a lit clona CANG7, que se identificó como igual a CAN I I, presenta 

una expresión independiente de brlA (Boylan el al. 1987; figura 20) aunque ni la intensidad ni el 

tiempo de expresión concuerdan en ambas clonas. 
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CAN11 4 IFIUDNOUPCNFANIIPHEEVENIA.IINGOSSIISGGFASMDSEK 45 

1 •11.1111111111.11 
con-10 1 MAGTOONPONFANRPKEEVQAIASKGGQASUSGGFASMDPEK 43 

CANI1 46 ORMASOGGIIASSGSFQPGDERAREAGIUMGKAT01111EPEE• 87 

11.111.11111111:111:111111111111 
con-10 44 QREIA5KGGKASSGSFEPGSEKAREACRKGGKASGGTGADDD 85 

Figura 22. Comparación de la secuencia del péptido propuesto para la elona 
CAN I I con la secuencia de con-I0 de Neurosporn crasas. El porcentaje de 
similitud es de 82.3 y el de identidad de 67. 

0 5 10 15 20 25 30 	b a w 

CAN11 
	

4-11 
CAN67 1111111111111~E-21 
figura 20. Expresión de CANI I y CAN67 en diferentes 
tiempos Iras la inducción de la esporulación por 
exposición aérea (en horas). Se incluye la expresión en 
mutantes de tipo brIA I (h), alud I (a) y iref46 (w). 
Tomado de Itoylan er al., 1987. 

En el presente trabajo se utilizó como sonda 

a CAN67, encontrándose una acumulación 

conspicua del transcrito correspondiente cuando se 

privó de la fuente de carbono por 10 horas, así 

como al privar de la fuente de carbono y de 

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

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

acumulación del mRNA observada se deba de manera directa a la privación de este nutrimento. La 

ausencia de acumulación del mlINA cuando se privó de nitrógeno sugiere que, al igual que para 

CAN63, la respuesta se debe a cambios en el metabolismo celular que se relacionan con la 

privación prolongada de la fuente de carbono. 

+C/+N 	 •N 	 -C/-N  
Oh 	Ih 	51t 	1011 	111 	511 	I Oh 	Ih 	Sh 	1011 	111 	Sh 	10h 

Figura 21. Acumulación del mRNA correspondiente a CAN67 en cultivos limados, después de 18 horas de 
crecimiento en medio mínimo, (0 horas); y transferidos a medios con todos los nutrimentos presentes, (4C/+N); 
medios sin carbono, (-C); sin nitrógeno, (-N); o sin carbono y sin nitrógeno, (-C/-N) por los tiempos indicados. 

CAN67 tiene una alta similitud con un gen de Neurospora crasa que lite aislado como 

específico de la conidiación, con-I0 (figura 22). Este gen se encuentra altamente regulado por 

diferentes factores, estando presente su mItNA durante la conidiación y la germinación. Esta 

transcripción está mediada por genes específicos de la conidiación como fi, acon-2 y acon-3 

(Roberts & Yanofsky, 1989; Sachs & Yanofsky, 1991) además de exhibir una respuesta rápida y 

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

wc-/ y wc-2 (Lauter & Russo, 1991). Se ha planteado 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 

proteína codificada por con-10 en 

los tres tipos de esporulación que 

presenta N. crassa (Springer & 

Yanofsky, 1992) parecerían 

implicar a con-I0 en las 
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Figura 23. Acumulación del mItNA correspondiente a CAN3 en cultivos líquidos, después de 18 horas de 
crecimiento en medio minium, (0 horas); y transtddos a medios con todos los nutrintentos presentes, 
(4.C/1-N); medios sin carbono, (-C); sin intiógeno, (-N); o sin carbono y sin nitrógeno, (47-N) por los tiempos 
indicados. 

respuestas a tensión. Sin embargo la interrupción de con-I0 no tuvo ningún efecto aparente en la 

conidiación de N. crana (Madi ei al., 1994). 

Al analizar los patrones de expresión de CAN3, elona que representa un gen sobre el cual no 

se tenía ningún dato, se encontró que se hay una elevada acumuladón, rápida y transitoria en 

respuesta a la privación de glucosa (figura 23). 

Este dato resultó muy interesante, ya que 1111 gen que se expresa fan rápidamente en respuesta 

a una condición que induce la conidiación, podría estar actuando sobre genes reguladores de la 

conidiación transmitiendo una señal externa. Debido a que no existía ningún otro dato con resi celo 

a esta dona, se secuenció parcialmente (figura 24). La secuencia mostró un 94.7% de identidad con 

el gen acuE de 4,spergilha nidulams• que codifica para la enzima malato sintetasa del ciclo del 

glioxalato (Ano itt eí al, 1976). Las diferencias que se observan entre ambas secuencias pueden 

deberse a que solamente se corrió una reacción de sectienciación y es probable que existan errores 

en la lectura. 

CAN] TTGATTC-TeTTCGAGGGTGTACUAG--CAAGCATATCTATGC-TGATCTAGTATCC 

1111111 	11111 	111111111111 	11111111111111 	1111111111111 
acuR TTGATTCATCTTC-AGGGTOTACGAGGCNIAGCATATCTATGCTTGATCTAGTATGC 

CAN] TATGCTGTGCTAAATTATCTATGTATATCTAAMITGCMACCAGATCCACCTTCGT 

11111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
ecuS TATGCTGTGCTAAATTATCTATGTATATerMAATUCAAACCAGATCCACCTTCGT 

Figura 24. Comparación de la SecUelleill de CAN3 con aruli, El porcentaje de 
identidad para las 113 pb secuenciadas es de 94.7. 
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Figura 25. Acumulación del mRNA correspondiente a la dona CAN87 en cultivos líquidos, después de 18 horas 
de crecimiento en medio minino, (0 horas); y transferidos n medios con todos tos nutrimentos presentes, 
(+0+N); medios sin carbono, (•C); sin nitrógeno, (•N); o sin carbono y sin nitrógeno, (-C/.N) por los tiempos 
indicados. 

Transcritos no regulados por la privación de carbono o nitrógeno 

CAN87 

CAN87 se incluyó en este estudio debido a que no se sabía nada acerca de su regulación y su 

secuencia parcial no presenta semejanzas significativas con ninguna otra conocida. En la figura 25 

se muestra la hibridación tipo Northern, en la que se observa la acumulación del transcrito en todas 

las condiciones estudiadas. 

Por su expresión en un medio mínimo, donde briA no se transcribe (Skromne el al., 1994), 

se puede apreciar que es independiente de este gen regulador. Su expresión es, al parecer, 

constitutiva cuando menos después de las 18 horas de crecimiento. En estudios realizados se 

comprobó que los genes representados por las donas CAN analizadas en el presente trabajo no se 

expresan en Mías vegetativas (Stringer, M. com. personal) pero cabe mencionar que las donas CAN 

se aislaron de cultivos que fueron inducidos a conidiar por exposición aérea, creciendo en medio de 

cultivo suplementado con extracto de levadura. En este trabajo, el micelio se transfirió a medio 

mínimo de cultivo por lo que la contradicción que se presenta entre estos y los datos previos puede 

deberse al medio de cultivo. 

CAN44 

  

La dona CAN44 corresponde a un gen 

independiente de liriA cuya expresión alcanza 

niveles muy altos entre las 5 y 20 horas posteriores 

a la inducción de la conidinción por medio de la 

exposición aérea (figura 26; Boylan el al., 1987). 

0 	5 10 15 20 25 30 	h a w 
CAN44:;".:, 	N , w :amé 
Figura 26. Expresión de CAN44 en diferentes 
tiempos tras la inducción de la esportilación por 
exposición aérea (en horas). Se incluye la expresión 
en mutantes de tipo brIA (b), abaA I (a) y weol6 
(w). Tomado de Boylan er al., 1987. 
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En este estudio se observó que el transcrito correspondiente a CAN44 se encontró presente a 

partir de las 18 horas de crecimiento en medio mínimo. Su expresión es independiente del medio al 

cual se transfirió el micelio aunque hay diferencias entre la acumulación en los diferentes medios de 

cultivo (figura 27). 

Figura 27. Acumulación del mRNA correspondiente a la dona CAN44 en cultivos liquidas, después de 18 horas tic 
crecimiento en medio mínimo, (0 horas); y transferidos a medios con todos los nutri mentos presentes, (-1C/.11‘1); medios sin 
carbono, (.C); sin nitrógeno, (•N); o sin carbono y sin nitrógeno, (-CbN) por los tiempos indicados. 
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Metabolismo del acetato durante la esportilaeihn 

Tomando en cuenta que dos de los genes donados como transcritos específicos de la 

conidiación resultaron codificar para la isocitrato liasa (CAN8; M. Stringer, comunicación personal) 

y para la malato sintasa (CAN); este trabajo), se planteó analizar el papel que el ciclo del glioxalato 

y, en general, la utilización de los ácidos grasos endógenos durante la conidiación de A.spergillus 

nidulans inducida por privación de nutrimentos. Para este fin. se utilizó una colección de mutantes 

aisladas por su incapacidad para utilizar el acetato como única fuente de carbono (Amiitt el al, 

1976). El acetato es utilizado en forma de Ac-CoA, compuesto que a su vez es el producto de la 

degradación de las reservas de carbono endógenas como los Jipidos y precursor de los ácidos grasos 

entre cuyos derivados se encuentran los factores capaces de inducir la conidiación (factores Psi; 

Champe et al., 1987). Se exploró la posibilidad de que exista una relación entre la conidiación y el 

metabolismo del acetato utilizando cepas que poseen mutaciones denominadas en conjunto tics, (de 

dl ciafe Non•Dllizing). En algunas de las mutantes se ha determinado la lesión a nivel bioquímico, 

las cuales han sido asociadas con enzimas que participan en el ciclo del glioxalato o a genes 

reguladores de esta ruta. 

Las cepas "acu' se crecieron en un 

medio mínimo liquido por 18 horas, al 

termino de las cuales se transfirieron a un 

medio líquido carente de glucosa y se 

colectaron las muestras 24 horas despds, 

tiempo en el cual la cepa silvestre produce 

una alta cantidad de esporas (Skromne el 

al., 1994). Después de 24 horas de crecer 

en un medio carente de glucosa, fue 

posible distinguir tres grupos dentro de las 

mutantes "acu"con base en la cantidad de 

esporas que hablan formado, en 

Cepa EsporasMit 
(x 104) 

inItNA de ',t'A 

TJA22 (mi) 80 NNq 
A409 (fireil) 540 no determinarlo 
A649 (aculn 4355 INNN 
A650 (acuE) 1992 <J,N 
A651 (acuF) 222.5 NR,INN 
A652 (acuG) 14 no determinado 
A653 (mut!) 1.5 Ni 
A654 (rnat.1) 0.6 no determinado 
A655 (oeuK) 412.5 Ni 
A656 (acuL) 1190 no determinado 

l'atila 4. Producción de esporas y esprezión tic bril en las cepas 
"M'Ir, desunes de 24 lloras de cultivo cri un medio mínimo 
carente de glucosa. la expresión de hrIA se juzgó de una 
hibridación tipo Nonhem usando el fragmento hamIll•Sall del 
phismido pl3S25, que contiene secuencias especificas del gen 

comparación con la cepa silvestre (en este estudio TJA22): 

• Las cepas A649 (acuD, isocitrato basa), A650 (acuE, malato sintasa) y A656 (acut, no 

caracterizado) produjeron cuando menos 15 veces más esporas que la cepa silvestre. 
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figura 28. Ruta del metabolismo del acetato endspergillus 
nidulans. Los genes identificados dentro del conjunto"acu" 
codifican para las encimas siguientes: acua isocitrato liara; 
ocuE, malato sintasa; acuP, 	carboxicinasa; acató, 
fructosa I. 6 - difosfatasa: acui eamitin-acyl transferasa; 
acuK, encima mállca; fuel! regulador de la transcripción de 
ocuE, acuD y encimas relacionadas con la utilización de 
acelantida; los productos de los genes (KW y mut no han 
sido identificados, 

• Las cepas A409 Vac11), A65 (acuF, PEP carboxicinasa), A652 (acuG, fructosa 1,6-difosfatasa) 

y A655 (acuK, enzima itálica) produjeron una cantidad de esporas similar a la producida por la 

cepa silvestre. 

• Las cepas A653 (mai 1, no caracterizado) y A654 (acu.1, carnitin-acyl transferasa) produjeron 

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

En el proceso de la conidiación en Aspergillus nidulans el gen brlA resulta indispensable 

(rimberlake & Marshall, 1988); por lo que se realizó un análisis de tipo Northern 13Iot con el cual 

fue posible verificar que algunos de los cambios detectados en cuanto al número de esporas 

correlacionaron con la expresión de este gen. Estos resultados se resumen en la tabla 4. 

Como ya se mencionó, las cepas "acu" 

fueron aisladas por su incapacidad de crecer 

en un medio sólido con acetato como única 

fuente de carbono. Al crecer en un medio 

mínimo con glucosa como fuente de carbono 

el fenotipo de estas mutantes es indistinguible 

del de una cepa silvestre. 

En ausencia de glucosa, la movilización 

de las reservas endógenas como los lípidos es 

de suma importancia para sostener el proceso 

de crecimiento y/o esporulación. La (I-

oxidación se lleva a cabo en peroxisomas, por 

lo que es necesario que los ácidos grasos 

atraviesen las membranas intentas. La enzima 

carnitin-acyl transferasa cambia la reacción en 

la cual la carnitina se une al acyl-CoA, 

permitiéndole así atravesar la membrana con 

la ayuda de una translocasa (Favell y 

l'incham, 1968). La deficiencia de dicha 

enzima puede implicar la imposibilidad de que 

se lleve a cabo la degradación de los Ilpidos, 

debido a que estos no pueden atravezar las 
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membranas intentas. El bajo índice de esporulación que se observó para la cepa A654 (muní I) se 

puede explicar como el resultado de una incapacidad permanente para movilizar las reservas 

lipldicas endógenas. La función del gen acull se desconoce, pero por la similitud de los resultados 

en condiciones de privación de glucosa podría codificar para la acyl-camitin transferasa II. 

En el caso de las mutaciones en las enzimas isocitrato liasa (acuD254), malato sintasa 

(acuE201) y PEP carboxicinasa (acuP205), el incremento que se observa en la cantidad de esporas 

producidas por la privación de glucosa puede explicarse si se propone que la interrupción del ciclo 

del glioxalato (fig. 28) llevarla a una acumulación de AcCoA. La acumulación de AcCoA puede 

canalizarse a la producción de factores derivados de ácidos grasos. probablemente los factores Psi, 

los cuales se ha encontrado que inducen la conidiación de manera prematura (Champe et al, 1987), 

Estos derivados de ácidos grasos, podrían funcionar como una señal que directa, o indirectamente 

incremente la expresión del gen brIA. Alternativamente, la inducción rápida y transitoria que se ha 

observado para los genes acuD y acuE, ante la privación de glucosa, puede deberse a que en estas 

condiciones 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 célula, y generar así 

NADPH. En las cepas que no pueden llevar a cabo la gluconeogénesis la tensión oxidativa es 

mayor dado que el ciclo de las pentosas no puede generar tanto poder reductor como en una cepa 

silvestre. Es dificil en este momento, explicar la diferencia que se observó entre estas cepas y la 

cepa con mutación en acuG, la cual tampoco podría llevar a cabo la gluconeogénesis. El producto 

del gene acuK no es esencial para este proceso por lo que, en condiciones de privación de glucosa, 

la cepa A655 (acuK) se comporta de manera similar a la cepa silvestre. 

Ya que el gen facB actúa como un activador de la transcripción de acuD y acuE, inducida 

por acetato, parecería probable que una mutación en fac8 tuviera efectos similares a las 

mutaciones en acuD y acuE, lo cual no se observó en los experimentos realizados. Sin embargo, 

estos genes pueden ser regulados también por otros !actores por lo que la ausencia de un fact.? 

funcional no forzosamente implica la pérdida de función de la isocitrato liasa (acuD) o la malato 

sintasa (acuE). Se ha demostrado que la transcripción de acun es reprimida por crol, el regulador 

de la represión catabólica por carbono en Aspergillus nidulaus ffiowyer el al, 1994) y que la 

enzima puede ser inactivada, de manera irreversible e independiente de cre4, por un mecanismo 

desconocido mediado por la glucosa (De Lucas er al., 1994). Parece probable que otras enzimas, 
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codificadas por genes "cica" se regulen de manera similar, en particular la malato sintasa codificada 

por el gen ocriE. 

Los resultados derivados de la inducción de los genes que codifican para la isocitrato basa 

(cuyo cDNA se clonó como CAN8) y la malato sintasa (CAN3) ante la privación de glucosa, así 

como el hecho de que su mutación conduce a una esporulación mayor en cultivos liquidas privados 

de glucosa, pone de relieve la importancia que las reservas endógenas de lípidos y triglicéridos así 

como la gluconeogénesis, pueden tener en el proceso de diferenciación celular en A. nidulans. En 

Sireptomyces se ha demostrado que en a la fase estacionaria de crecimiento se acumulan 

triacilgliceroles, acumulación que es acentuada cuando el organismo crece en un medio con bajas 

concentraciones, o carencia total, de fuente de nitrógeno. Esto podría deberse a que cuando no hay 

nitrógeno, existe un exceso de carbohidratos que se convierten en triacilglicerol. Conforme se acaba 

la fuente de carbono en el media, disminuye la concentración de triacilgliceroles y estos no se 

sintetizan si el organismo crece en medio carente de carbono. Se ha sugerido que esta reserva de 

triacilglicéridos puede tener corno función la de proveer el carbono necesario para la síntesis de los 

derivadas acetilos como los pigmentas, los cuales se producen durante la esporulación y cuya 

síntesis coincide con la disminución en la concentración de triacilglicerol encontrada (Olukoshi y 

Prackter, 1994). 

Dado que tanto la privación de la fuente de carbono como la del nitrógeno originan un 

cambio en los flujos catabólicos, en particular en el ciclo del ácido tricarboxilico (Weete, 1981), 

parece posible que ambos tipos de privaciones lleven a la acumulación de algún metabolito 

mensajero. Este podría ser un derivado de la degradación de ácidos grasos o algún derivado acetilo 

que funcionara dentro de cascadas de fosforilación. 

En Escherichla culi el acetil fosfato, un derivado del AcCoA, funciona dentro de un sistema 

de dos componentes ("neo component system"). En estos, por medio de cascadas de fosforilación en 

los que funciona como donador de fosfatos hacia cinasas, regula la expresión de cuando menos 3 

operones (Wanner el al., 1992; McCleary e; al., 1993; 	et al., 1994 y Nystróm et al., 1994). Se 

ha sugerido que el acetil fosfato pudiera tener el papel de una señal metabólica que indicara la 

existencia de un desbalance entre el flujo del ciclo de los ácidos tricarboxllicos y la glucólisis 

(McCleary et al., 1993). 
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Aunque en eucariontes no se ha probado un papel equivalente para el acetil fosfato, se ha 

propuesto la existencia de un metabolito mensajero equivalente en Saccharonsyces cererisiae (De 

Virgilio er al., 1992). En plantas vasculares se ha encontrado que la isocitrato liasa y la malato 

sintasa, se inducen durante la senesencia y la germinación de manera independiente a la regulación 

por glucosa. Se ha sugerido que existe una regulación transcripcional por metabolitos relacionados 

con el catabolismo de carbohidratos (Sarah er al., 1996). 

En A. aidulans se encontró que al transferir micelio a medios carentes de carbono, nitrógeno, 

fosfato o azufre, se presenta una inducción rápida y conspicua de la fosfatasa alcalina. Esta 

inducción parece ser independiente de los reguladores principales de la represión catabólica por 

estos nutrimentos. Los autores ofrecieron la interpretación de que estos cuatro tipos de privación 

llevaran a la acumulación de un metabolito que indujera a la fosfatasa alcalina (Caddick, et. al. 

1986). Es posible que este metabolito esté relacionado con derivados de la degradación de las 

reservas lipfdicas endógcnas y sería interesante analizar si la privación de fosfato o azufre inducen 

la conidiación, 
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CONCLUSIONES 

Corno objetivo del presente trabajo se planteó conocer el patrón de acumulación del mRNA, 

en respuesta a la privación de nutrimentos, de una serie de donas de CONA que tienen en común el 

inducirse durante la conidiación aérea de Ayergillus nidulans y ser independientes del gen 

regulador brIA. De acuerdo con el patrón de regulación que se observara, se podrían proponer 

candidatos para mediar la expresión de hrIA en respuesta a la privación de nutrimentos. 

Con base base en el patrón de acumulación observada, las donas CAN se dividieron en 5 

grupos: 

• Clonas correspondientes a transcritos que no se acumulan en las condiciones estudiadas (CAN5 

y CAN98) 

• Clonas correspondientes a transcritos que se regulan pm la privación de carbono o nitrógeno, 

con un patrón de acumulación diferente para estas condiciones en comparación con el patrón de 

acumulación en medio con nutrimentos (CAN46, CAN71, CAN77 y CAN I6). 

• Clonas correspondientes a genes que tienen regulación por la privación de carbono y nitrógeno 

(CAN15). 

• Clonas correspondientes a transcritos que se regulan por la privación de carbono (CAN63, 

CAN67 y CAN3). 

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

estudiados. A este grupo corresponden CAN87 y CAN44. 

Los genes cuyos transcritos se donaron como CAN5, CAN98 y CANI 5 resultaron 

irrelevantes para los objetivos del presente estudio. A su vez, el gen correspondiente a CAN87, 

cuyo transcrito se acumuló en todas las condiciones estudiadas, incluyendo las O horas, puede no 

ser un gen especifico de la conidiación. A pesar de que M. Stringer (comunicación personal) 

comprobó que los transcritos representados en las Clonas CAN, incluyendo CAN87, no se 

acumularan en las Rifas vegetativas. Esta contradicción podría deberse a que, al igual que para aislar 

a las donas CAN, se utilizó un medio de cultivo suplementado con extracto de levadura, a 

diferencia del presente trabajo donde los medios de cultivo eran medios mínimos. El transcrito 

correspondiente a CAN44 se encontró en todas las condiciones estudiadas, aunque el grado de 
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acumulación varió considerablemente entre éstas. Dados los patrones de expresión observados para 

CAN87 y CAN44, habría que reevaluar si realmente los genes correspondientes son específicos de 

la conidiación 

El gen correspondiente a CAN67, que se acumuló de manera específica cuando hubo 

privación de glucosa, parece improbable que pudiese contribuir a la expresión de br/A puesto que 

se acumuló en un tiempo posterior a ésta, El transcrito donado como CAN63 se acumuló de manera 

transitoria y específica a las 5 horas de privación de carbono, ya sea que ésta haya estado o no 

acompañada de la privación de nitrógeno. Se cree que la ruta que lleva hacia la activación de br/A 

en respuesta a la privación de carbono es diferente de la ruta que se activa cuando se priva de 

nitrógeno; y que en condiciones de privación de nitrógeno, el transcrito de br/A está presente a las 

10 h. Cabe la posibilidad de que el gen correspondiente a CAN63 se encuentre en la ruta de 

activación de brIA en respuesta a la privación de glucosa. Para analizar más allá esta posibilidad, es 

necesario caracterizar con más detalle este gen cuya secuencia parcial no tiene similitud con 

ninguna otra conocida. 

Las donas CAN46, CAN71 y CAN77 presentaron patrones similares entre si. La 

acumulación de los mensajes correspondientes se observó después de una hora de transferir el 

micelio a medio con nutrimentos. Al transferir el micelio a un medio carente de glucosa, la cantidad 

de mRNA presente disminuyó apreciablemente y emitido se expuso el micelio a la privación de 

nitrato (acompañada o no de la de glucosa) la acumulación se hizo evidente hasta las cinco horas de 

cultivo. Estas donas podrían ser tontadas como punto de partida para entender la respuesta a la 

privación de nutrimentos dado que parecen ser reguladas por más de un factor. 

Resulta particularmente interesante que, habiéndose encontrado donas CAN cuya expresión 

es específica de la privación de carbono, no se hayan encontrado donas que se expresen en 

respuesta a la privación exclusiva de nitrógeno. Cabe hacer notar que, en mutantes que no 

responden ala privación de nitrógeno (mutantes Viulfy"), los genes correspondiente se expresan de 

manera constitutiva y las mutaciones afectan tanto la morfología de las hilas como la conidiación. 

La perspectiva de analizar la relación entre estas mutantes y los genes correspondientes a algunas 

donas CAN resulta atractiva, ya que podría ayudar a entender la relación entre el metabolismo 

celular y la conidiación. Es posible que los genes correspondientes a las C1011aS CAN46, CAN71 o 

CAN77 puedan constituir blancos de los genes "Al". 
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El gen representado por la dona CANI6 resulta un candidato para regular la expresión de 

brbi. La acumulación del transcrito correspondiente es especifica de las condiciones donde hay 

conidiación (privación de nutrimentos) y antecede en tiempo a la expresión de brIA. La 

caracterización de este gen representa una perspectiva del presente trabajo. Dado que su secuencia 

parcial no comparte similitudes con ninguna otra conocida, la secuenciación completa de este gen, 

cuyo transcrito consiste aproximadamente en 1400 nucleólidos, puede arrojar datos sobre su 

identidad, mientras que el fenotipo de una cepa que carezca de una copia funcional podría indicar 

su función. 

Deriva del presente trabajo la perspectiva de estudiar el papel del AcCoA u otros derivados 

t'editados durante el ciclo de vida de A. u/da/aus. Esta posibilidad se podría estudiar comenzando 

con el fraccionamiento celular del organismo para analizar las concentraciones de AcCoA en los 

diferentes compartimentos celulares y realizando una comparación de éstas entre las cepas"acu" y 

la silvestre. También seria interesante analizar los patrones de expresión de los genes como el 

representado por CAN63, en cepas "tren" que no conidian en respuesta a la privación de glucosa. 
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Usada con CAN77 y CAN3. 

Usada con CAN71 y CAN15. 

APÉNDICE 1 

El control de cuanto IINA se cargó en cada carril para las hibridaciones mostradas en esta 

tesis se realizó a partir de la Unción de los geles correspondientes con bromuro de etidio, antes de la 

transkrencia a membranas de nylon. A continuación se muestran las fotografías de estos geles y se 

indican las solidas con la que, la membrana respectiva, fi: hibridada. 

N • 

Usada con CAN44, CAN63 y 
CAN67. 

Usada con CAN46. 

Usada con CAN87. 

III 01 !II 01 
Usada con CAN16. 
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