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Resumen
RESUMEN

La esporulacion asexual o conidiacion del hongo filamentoso Aspergillus nidiulans
ha constituida un buen sistema experimental para abordar problemas de diferenciacion
cetular y regulicion gendtica. La esporulacion en este ascomiceto es dependieme de la
activacion del gen briA, el cual codifica para una pratefna con un dominio de widn al
DNA del tipo dedos de zine. Esta y otras evidencias indican que fa funcién del producto
del gen briA es la de un activador transeripcional fundamental,

Se han descrito algunos Tactores ambientales que reguban la activacion de briA les como
posibles hormonas, 1a luz y la privacién de nutrientes especificos. Sin cmbargo, los
Tactores genéticos gue controlan al gen brlA han sido puco estudiados. En este tabajo se
reporta el aislamiento y caraclerizacion de una nueva mutante del tipo algodonaso, la cual
se caracterizé por presentar una proliferacion de hifas aéreas no diferenciadas, una
capacidad para invadir colonias cercanas y coma caracterfstica principal, un considerable
retraso en la conidiacién.

A partir de diversos estudios genéticos de esta mutante, s¢ definid o] locus flull, mismo
que s¢ mapeo ¢n ¢l cromosoma IV, La morfologfa de Tas hifas de 1a mutante fIuH 1 se
estudid con respecto a los patrones de ramificacidn y diamétro de las hifas, Los resultados
indicaron que el fenotipo algodonoso de la mutante flul] estd asociado a moditicaciones
eh su patrén de crecimicnto, presentando una tasa de ramificacion menor que la observada
para una cepa silvestre. Se comprobd que el retrasa en la esporulacién asexual se debid a
una induccién menor y rdfa del gen briA. Se demastrd que en cultivos s6lidos se
requiere del gen fluH para esporular normalmente, pero que en condiciones de limitacion
de plucasa, éste requerimicnto fué parcialmente aminorado, Por el conirario, en cullivoy
lfquidos, se determiné que el gen fluf es indispensable para csporular en ausencia de
nitrdgeno, més no asf en privacién de glucosa. Se encontré que ademds de fluH. exisken
al menos otros 3 genes cuya mutacion wmbién genera un fenotipo algodonoso y que son
requeridos para esporular en condiciones de privacidn de nitrégeno,

En la scgunda parte de este trabajo, s¢ reporta ¢l aislamiento y caracterizacion de cuatro
mutantes conieniendo supresores extragénicos de flul]. Las mutaciones supresoras
aisladas resultaron ser monogénicas y recesivas. Tres de cllas no confirieron ningin
fenatipo en un fondo gendtico silvestre, mientras que la cuarta muacion canfirié un
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fenotipo bien definido y se denoming suAflul I al locus afectado. La mutante suA lflull!
se analizd de manera mds detallada can respecta a su patrdn de crecimiento y a la
respuiesta a la privacién de nutrientes. La mutacién de sudfluH! genera un fenotipo
pleiotrépico en el cual s¢ observan modificaciones en ¢l patrdn de crecimiento micelial,
generando hifas cortas, engrosadas y con una alia frecuencia de ramificacién, También se
observé la sobreexpresidn de algunas protefias extracelulares tales como protcasas y
amilasas. En condiciones de privacién de nitrégeno en medio lquido, o gen suAfluH!
resultd ser dispensable para esporular, mientras que cuando el nutriente climinado fué la
glucosa, éste gen resultd necesario para inducir la expresidn de briA y por consiguiente
para esporufar. Una mutante doble flulil/suAlfiulll, presenta un fenotipo con
caracterfsticas de ambas mutantes; valores intermedios de ramificacion y morfologia de fus
hifas y una esporulacién por privacién de nuwrientes semejante a la observada en la
mutante flul1, lo cual sugicre interacciones camplejas entre los productos de ambos
genes.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican la existencia de miltiples factores
ambicntales y genéticos que determinan la esporulacidn asexual en A. nidulans. Junto con
estudios de otros laboratorios, nuestros resultados muestran que la regulacién del gen
brlA es un proceso genéticamente complejo donde intervienen varios genes y donde
algunos de los productos de éstos, parccen interactuar directamente, S¢ han definido al
menos 9 genes, incluidos flul y suAfluH I, cuya mutacién afecta Ia conidiacién cn
diversas circunstancias. Los resultados del estudio de las mutantes flubH 1 y sudlfluH ] en
condiciones de privacién de nutrientes, muestran claramente que aungue ambos tipos de
stress nutricional conducen a la expresién del gen briA y ala esporulacién, ambas seiales
son procesadas por vias independicntes.
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INTRODUCCION

Diferenciacién Celulan

El desarrollo en los organismos multicelulares es un proceso complejo de cambios
graduales y progresivos. El desarrollo comprende principlamente dos fases: Ia primera en la
cual se genera la diversidad o diferenciacion celular y una segunda que constituye la
reproduccidn. Durante la diferenciacién celular ocurren la morfogenésis, que se refiere
primordialmente a la onganizacién de las diferentes células en diferentes tejidos u 6nzanas y
el crecimiento.

Los microorganismos han constituido excelentes modelos experimentales para watar
de entender la diferenciacion celular y nos han permitido conocer muchos de los procesos
de regulacion de la expresion génica que ocuren durante ¢l proceso. En muchos
microoiganismos se ha determinado que la escases de nutrimentos constituye el estfmulo
principal para iniciar la diferenciacién celular. La privacitn de fosfato o de nitrdgeno, la
tension de axfgeno y la presenciz de distintas fuentes de carbono y de nitrdgeno, son
solamente algunas de las sefiales amhicntales que los microorganismos tienen que sentir,
integrar y transducir para producir ripidamente una respuesta apropiada. En ¢l caso de la
bacteria Bacillus subtilis 1a limitacién de nutrientes lleva a la formacion de una endospora,
proceso que ha sido considerado como un modelo simple de diferenciacién celular en
procariontes. A partir de mutantes incapaces de esporular ain en condiciones nutricionales
limitantes, s¢ ha detenminado toda una red compleja de interacciones entre: diferentes
productos génicos especfficos de la célula madre y de 1a endospora. Una de las maneras ¢n
que las sciiales ambientales son captadas, es a través de los diferentes “sistemas de dos
componentes” (Parkinson, 1995). Estos sistemas estdn formados por dos moléculas; una
protefna sensora encargada de captar las sefales ambientales y de enviar éstas sefales al
segundo componente del sistema, ¢l cual ¢sid constituido por una protefna reguladora de I
respuesta. Este tipo de protefnas son del tipo modular; la protefna sensora tiene
generalmente en su extremo amino terminal el médulo encargado de recibir cl estfimulo
arnbiental y en su extremo carboxilo terming el médulo transmisor. La protefna reguladora
de Ta respuesta recibe 1 seiial en un médulo localizado en su extremo amino terminal, el
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cual puede estar acoplado a uno o mds dominios de salida de la sefial localizados en ol
extremo carboxilo terminal (Parkinson, 1995). Se ha demostrado que los mecanismos de
comunicacién entre los dos componentes de este tipo de sistemas involucra weacciones de
fosforilacién y desfosforilacién. En el ejemplo que comesponde a la induccidn de I
esporulacién en B. subrilis mostrado en la figura 1, la protefua SpoOF (uni de las protefnas
reguladoras de la respuesta) es fosforilada por cualquicra de las cinasas KinA o KinB
(protefnas scnsoras), en respuesta a sefiales no caracterizadas adn, aunque en ol caso de
KinB, se cree que la sefial para su activacidn cs transmitida a través de la protefna
citoplismica KapB. Una vez que SpoOF es fosforilada, transfiere su grupo fostato a la
protefna Spo0A, 4 través de la fosfotransferasa Spo0B. La forma activa de Spo0A, que es
¢l estado fosforilado, funciona como factor transcripcivnal para activar o reprimir la
expresién de cicrtos genes dependicndo del promotor sobire el que scwe (Hoch, 1995),
Como activador, promueve la transcripei6n de genes como spollA y spollG, que codifican
pana los factores sigma F y sigma E, respectivamente, Los factores sigma, son protefnas
accesorias de la RNA polimerasa que le dan especificidad para transeribir ciertos genes. En
B. subiilis, los factores sigma constituyen un nivel fundamental de Ja regulacién de la
expresion genética, indispensable para la formacién de la endospora. (Losick, 1989;
Emigton, 1992; Hoch, 1995).
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Membrana celular
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Figura 1. Esquemn del sistema de transducclon de seinles por fosfotransferencin,
durante la esporulacion de Bacillus subtilis.
(Figura modificada de Hoch, 1995).

En cucariontes sdlo se conocen tres casos de transduccidn de sefales mediadas por
sisternas de dos componentes (Chang et al., 1993; Maeda, ct al., 1994; Brown, et l.,
1993; Alex, et al., 1996). En cambio, se conocen varios sistemas que dependiendo tambisn
de cascadas de fosforifacidn, estin mediados por proleinas G triméricas. La respuesta a
leromonas en levaduras es un paradigma de este tipo de sistemas de transduccién de
sefiales. En €1, las células haploides responden a feromonas peptidicas producidas por la
célula de tipo de apareamiento contrario, desencadenando asf cambios que llevan a la
generacion de un diploide (Herskowitz, 1995). Una vez que las feromonas son producidas,
¢stas ticnen como blanco a receptores espeetlicos, los cuales esidn asociados a una protefna
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G heterotrimérica. La unidu al receptor produce, al parecer, cambios conformacionales que
activan a la protefna G disocidndola en sus dos componentes Go~P y Gily, siendo dsie
tiltimo el responsable de activar la cascada de fosforilacion efectuada por Proteinas Cinasas
Activadas por Mitogénos (MAPK; ver figura 2). E receptor final del grupo fosfato es un
factor transcripeional (STE12), ¢l cual en su estado activo (fosforilado), actua inducivndo la
transcripcién de genes que codifican para componentes de la respuesta a feromonas y pencs
necesarios para la fusién celular (Ammerer, 1993; Roberts y Fink, 1994; Herskowitz,
1995).

Feromonss de
aprradmienio
faoa)
/(rm o} \(qu »
-——1 m ey F
CTP—{ G

/EEI
e

warec R ]

HAPKK 5 STE S
nar TENYEX]
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wanecrigeienat STE N
L fAs

o~~~

Figura 2. La via de respuesta a feromonas mediada por protefnas G en Saccharomyces
cerevisige,

Una vez que Lts feromonas actan sobre su receptor blanco se desencadena una cascada de fosforilacioms por
proteinas cinasas gue a su vez son activadas por fosforilacidn. En este modelo se propomen también tas
interacciones gue existen entre los diferentes componentes del sisiema, en base a diversos estudios
bioqufmicos y genéticos. (Figura modificada de Herskowitz, 1995),
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Aspergillus  niduluns  como  sistema  experfmental  para estudiar Ia
diferenciacién celular,

El  uso de  hongos ascomicetos  como  Succharomvees  cervisiap,
Schizosaccharomyces pombe, Newvspora crassa y Aspergillus nidulans, como anganismaos
experimentales para ¢l estudio de procesos bioldgicos fundamentales ha sido sumanente
decisivo. Estos microorganismos han sido clegidos por ser cucariontes sencillos sujetos a
una amplia gama de manipulaciones genéticas.

Aunque para diversos procesos bioldgicos la levadura ha sido un modelo experimental
ampliamente utilizado, representa un modelo de estudio muy limitado para entender
procesos de difercnciacidn celular multicelulares, Por el contrario, A. nidulans resuha
atractivo debido a que sus actividades reproductivas involucran la formacion de
conididforos. Los conidiéforos son estructuras complejas que consisten de varios tipos
celulares con funciones bien diferenciadas. Eatre las principales ventajas de A, nidulans
como sistema experimental se encuentran las siguientes:

4) Fécil manipulacién por su tamaiio pequefio y su crecimiento colonial en medio sélido, lo
que pemite su replica en placa.

b) Genomna pequeiio (2.4 X 107 pb), aproximadamente 5.8 vecesel genoma de £, coli.

¢) Se cuenta con una gran variedad de mutantes disponibles en colecciones.

d) Sus ciclos sexual y asexual son cortos, ademds de prescntar un ciclo parasexual.

¢) Tiene esporas asexuales uninucleadas y haploides, lo que pentite su mutagénesis.

1) Es una especic homotdlica, es decir existe un s6lo tipo de cruza y por ello exisw
compatibilidad entre todas las cepas de laboratorio.

£) A partir del establecimiento de diploides y heterocariontes se pueden realizar andlisis de
complementacién y de dominancia.

I) A la fecha més de 700 genes han sido mapeados en sus ocho cromosomas,

i) 8¢ puede analizar la expresién de ciertos genes por medio de fusiones cnire regiones
regulatorias y genes reporteros (como el de la B-galactosidasa), o con promotores
regulables y genes estructurales (como es el caso del promotor alcA).

j) Existen sistemas de transformaci6n con una variedad de vectores.
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Ciclo de vida de Aspergillus nidulans.

Fase Asexual.

Al ser expuesto el micelio vegetativo a una interfase acrea, s¢ induce fa fase asexual del
cicto de vida, Esta fase se caracteriza por la detencidn del crecimiento polizado y su
reemplazo por un crecimiento por gemacion, que lleva a la formacion de la estructura
portadora de las csporas asexuales o conidias (Smith, et al, 1977, Clutterbuck vy
Timberlake, 1992; Timberlake y Marshall, 1988). Durante mucho tiempo s¢ planted que
para esporular, fa interfase aérea cra un requisito indispensable en Aspergillns nidulans y
que ademds la conidiacidn era un evento genéticamente programado que no dependfa de
factares ambientales (Axelrod, 1973; Adams, et al., 1988; Mooney y Yager, 19%0; Champe
y Simons, 1992; Han, ct al,, 1993; Lee y Adams, 1994). Skromne et al. (1995),
demostraron que en condiciones de cultivo Mquido podfa inducirse Ta esporulucion par
privacién de nutrientes, Con los hallazgos reportados por Skromne, dos de las premisas
postuladas para la conidiacién de A. nidulans fucron revocadas:

La esporulacién no depende dnicamente de una interfase adrea y na ¢s un fendmeno
genéticamente programado independiente de factores ambientales, ya que puede inducirse
por privacién de nutricutes. Skromne y colaboradores, también demostraron que la
expresién del gen brlA (regulador primario de la esporulacién) ocurre de manera dosis-
dependiente. Durante la privacién de glucasa, la induccion de briA egd a niveles altos en
poco tiempo, produciendo esporas a partir de lis puntas de las hifas, Micntras que durante
la privacién de nitrégeno, Ia induccién de brlA era gradual, y se producfan conididforos
semejantes a los obtenidos en una interfase aérea. Otro de los factores que se conoce gue
inducen la conidiacidn son los factores "psi”, Los factores psi (precocious sexual inducer)
son precursores “hormonales™ derivados del 4cido linolefco, purificados a pantir de una
routante que presentaba un retraso en a conidiacién. Al agregar a un cultivo confluente wna
muestra concentrada def factor psi, se inhibe Ja conidiacién y se induce prematuramente I
reproduccitn sexual (Champe, 1987; Champe y Simon, 1992; Manzur et al., 1990). La
actividad del factor psi estd determinada por diferentes formas interconvertibles de ésie,
psiA, psiB y psiC (Kurtz y Champe, 1981; Champe, o1 al., 1989). Estas sefiales no se
cncuentran bien caracterizadas, ya que adn no s¢ conoce cudles son los factores que
promueven su interconversion y su produccidn.

6



Introduccion

Ademds de los estimulos ambientales necesarios para iniciar et desarollo en A, nidulans,
iambicn se han descrito diversos requerimientos gendticos para que se Heve a cabo este
praceso. Axelrod (1972; 1979) demosted que para esporular no sélo bastaba que un micelio
vegelativo pudiera crecer, sino que también era necesario alcanzar cierts madurer;
aproximadamente 18 b después de la germinacion. Si un micelio vegetativa es expuesto a
una interfase adrea, este no comenzard a esporular hasta que no abtenga ciena capacidad
para responder a tos diferentes estfimulos dados ("Capacitancis”; Axelrod, 1979), Aunque
ta capacitancia ha sida un fendmeno poco entendida, resulta evidente la necesidad de
enienderla a nivel molecular (Champe, ¢t al., 1981).

El desarvollo asexual se inicia por la diferenciacidn de algunas células de las hifas en células
pie, las cuales sostietien a los conididforas (figura 3). A panir de la células pie se
desarrollan hifas aéreas que crecen perpendienlarmente al micelio vegetativo, Hamadas
tallos. Las paredes celulares de los conidiéforos son mds delgadas y més hidrofdbicas que
las de las células vegetativas. Los tallos crecen hasta una altura aproximada de 100 pm y
comienzan a hincharse para formar una vesfenla multinucleada. A partir de gemaciones
muhtiples de la vesfeula se originan las mélas (esterigmata primarios) y la gemacion
subsccucnte de las mémlas genera al siguiente tpo celular 6 fidlides (esterigmata
sccundarios), las cudles son las células conidiogénicas. Las conidias se forman por
divisiones mitducas repetidas del nicleo de cada Hiflide.

Fase sexual.

A. nidulans como ya se ha mencionado antcrionmente es una especie homotdlica, por o que
una cruza puede darse dentro de una misma colonia. Para que haya reproduccitn sexual se
requiere ta fusion de un par de hifas provengan o no de la misma cepa y, por consiguiente,
de 1a fusién de niicleos para formar un diploide (2n), fase que puede ser estable (figura 1).
Las células diploides, por una disminucién en 1a tensidn de oxigeno o por la abscuridad
pueden enrroltarse y formar agregados. Los agregados celulares pueden hincharse y formar
a las odlulas nodrizas o "hulle” del cleistotecio (cuerpo fruetifera). En el intedor del
cleitotecio se theva a cabo la carfogamia,
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Figura 3. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans.

L.a porcion central muestra a las oflulas vegetativas (hifas) que crocen por extension apical y por
ramilicicién, Estas lifas pueden paseer micleos genfticamente idénticos (hoinocariomes) o distintos
(heterocariontes). En un beterocaridn las micleos pueden fusionarse y generar un diploide estable o
transitorio. Los homocariontes y leterocariontes, tanto haplaides como diploides, pueden reproducirse &
manera sexual (pante superior de fa figura) o asexual (pante interior). Los diplaides pueden entrar a fa fase
sexual del ciclo de vida al ocurrir la cariogamia. La fusién de micleos s scguida de uma meiosis y
posterionnente ocurren dos divisiones initéticas. generandose ocho ascosporas haplaides binucleadas. Las
ascosporas se generan en bolsas ilunadas ascas, Lus cuales estin contenidas en los cleisiotecios. que son Jos

cuerpos fructiferos. Las ascosporas al germinar dan ongen a hifas haploides bomacaridticas,

En el ciclo parasexval, un dipiode puede ser haploidizado can la ayuda de agentes quiinicos que promucven §a
pérdida de cromosomas al azar,

En la fase asexual del ciclo de vida se forman los conidiéforos y a partic de éstos se generan las conidias, que
san las esporas asexuales haploides y uninucleadas, Las esporas se forman por mitusis repetidas de las
células conidiogénicas 6 Gatides (figura modificada de Aguine, 1993).
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Ciclo Parasexual.

Al crecer de manera contigua un par de cepits gendticamente distintas, puede haber fusion
de sus hifas, levando a fa formacién de un heterocarién. El leterocarién puede ser
propagado en un medio mfimo sabre el cual ninguno de los padres puede crecer y se
producen conidias de los dos progenitores. Si dos ndcleos diferentes se fusionan, se
forman esponidneamente diploides heterocigotos a baja frecuencia. Estos diploides pueden
seleccionarse en medio mMmimo debido a la complementacién de auxotroffas, Una vez
generados los diploides, éstos pueden ser haploidizados utilizando diversas drogas que
afectan I formacién de uso mitético. Durante Ia haploidizacidn, los ocho pares de
cromosomas segregan independientemente, Un haploide gencrado de esta manera puede
entonces poseer cromosomas de ambos progenitores. Cuando se aisla una mieva mutacion,
In haploidizacion es la manera més rdpida de asignar és1a mutacion & un cromosoma, por lo
que esta fase del ciclo de vida presenta una gran utilidad.

El gen briA y otros genes reguladores de la conidiacién de Aspergillus
nidulans.

La morfogenésis del conididforo requicre del estableciemienta de  gradientes
espacio-temporales de factores regulatorios que contralan la activacién coordinada de
decenas de genes. Ademds de Hevar a cabo Ia transicién de un crecimiento polar de hifas
multinucleadas al crecimiento gemante de los esterigmata uninucleados (méulas y {idlides),
la regulacién del desarrollo y et conwol de ciclo celular parccen estar fntimamante
relacionadas

La red genética (figura 3) que controta la conidiacidn estd formada principalmente por cinco
loci regulatorios: cerda o"bristle” (briA), abacus (abaA), wet-white (wetA), stunted (siA)
y medusa (medA). Mutaciones nulas de estas genes, alteran la expresidn de otros genes
conidiacion-especfficos, bloqueando el desamollo o resultando en Ia formacién de
conidiéforos aberrantes que parecen. ser reminiscencia de los defectos causados por
mutaciones homéoticas o mutaciones heterocrénicas cn plantas (Coen y Meyerowitz,
1991).



Introduccion

- El gen briA.

En mutantes brlA (“bristle”), el proceso de conidiacion se inicia con la formacion de tatlos
de conidiéforos que crecen indefinidamente, sin formar los siguientes tipos celulares
(Clutterbuck, 1969; Martinelli, 1979). La actividad de briA es importante en el control del
cambio de crecimiento apical a la formacién de vesfeulas globosas, o sea de un crecimiento
polarizado a uno no polarizado. A partir del andlisis de la estructura primaria de este gen, se
ha encontrado que pucde codificar una protefna que ticne dos dominios del tipo “dedos de
zinc” semejantes al factor ranscripeional TFIITA de Xenopus laevis y ciertas otras protefnas
cucarionticas de unidn a DNA (Adams, ct al,, 1988; 1990). La interrupcién del desarrollo
eh sus clapas empranas eh mutanies briA, asf coma ¢l blogueo a nivel de la acumulacion de
RNAm de genes activados especificamente durante la conididgencsis, ha levado a
proponer que la funcién de briA ¢s la de una activador transcripcional (Clutterbuck, 1977;
Boylan, 1987, Adams ct al, 1988 y 1990). Posiblemente, la regulaciin de genes
especilicos por brlA se efectue debido a gradientes espacio-temporales de ésta protefna en el
conidéforo (Aguirre, 1993). La expresién ectdpica de briA desde un promotor inducibie,
resulta en el detenimiento del crecimiento vegetativo y la formacién de conidi6foros
rudimentarios (Adams, et al.,, 1988), lo que demucstra que Ia expresidn de este gen ¢s
necesaria y suficiente para inducir la esporulacion asexual. La diferenciacidn ¢s mantenida
por la amplificacion de 1a expresidn de briA a través de una awtoactivacién (Aguirre, 1993)
y por retroalimentacion por la protefna AbaA (Boylan, et al., 1987; Adams, et al,, 1988;
Mirabito, et al., 1989).

El locus briA consiste de dos unidades de transcripeidn sobrelapadas; El sitio de iniciacién
del transcrito briAa cae dentro del inico intron de 392 pares de bases del transcrito hriAf

(Prade y Timberlake, 1993). Con excepeién de 23 aminoacidos adicionales en ¢l extremo
amino wrminal del polipéptido BrlAB, los productos traduccionales son idénticas en los
testantes 432 residuos, Et RNA mensajero (RNAm) de briAf presenta como caracterdstica
particular una regién lider muy laga de 752 pb. Dentro de ésta regién se localiza. un
pequefio marco de lectura (WORF) de 123 ph, caracterfstico de los RNAm sujetos a
regulacién traduccional (Han, et al, 1993; Prade y Timberlake, 1993). Se ha propuesto
que ¢} tORF funciona como regulador de la traduccién del RNAm de briAS durante ¢l
crecimiento (Han, et al., 1993; Miller, 1993).
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El siguiente gen en la via regulatoria de la conidiacion es el gen abaA (abacus). Las
mutantes abaA son esporogénicas, pero los conidiéforos producidos son casi normales. En
Jugar de conidias, éstas mutantes producen cadenas anommales de células semejantes a las
métulas. El gen abaA es miembro de una familia de protefnas de unidn a DNA y su
transcrito es altamente regulado durante el desaolto. (Clutterbuck, 1969; Boylkn el al.,
1987, Mirabito, ct al., 1988).

El gen wetA tiene una funcidn esencial en el estableciemiento de ta integridad de la conidia,
debido a que cepas que contienen alelos nulos forman esporas gue se autolisan antes de la
maduracién. Los RNA's de un gran ndmero de genes que son transeritos especificamente
durante la diferenciacién de esporas, pero cuyos productos tienen una funcidn desconocida,
estdn ausentes en csporas de cepas mutantes wetA- (Clutterbuck, 1969; 1977, Mirabito,
1988; Aguirre et al., 1990).

Ademds de los tres genes regulatorios del desarrollo existen un par de genes que aunque no
son indispensables para la esporulacién, son necesarios para modular I organizacion
cspacial del conidi6foro. Estos genes son stuA (“stunted”) y medA (medusa). Las mutantes
afectadas en estos genes forman algunas esporas viables en conidiforos anormales y son
sexualmente estériles (Clutterbuck, 1969; Martinelli, 1979; Miller et al., 1992 1993;
Aguirre, 1993; Timberlake, 1993).
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Figura 4. Modelo de las Interacciones génicas durante el desurrollo del conldléforo de

Aspergillus  nidulans.

Los genes centrales de 1a regulacion son briA, abed y wetA. Las actividades de éstos genes son reguladas
también por los genes auxiliares stuA y medA. Los genes estructurales rodA, YA, wA y otros ssg (genes
especificos de las esporas) son los encargados de conferir ¢l fenotipo de las esporas. Las flechas indican
regulacion positiva y las basras, regulacion negativa. La regulacidn de briA y abaA se ha visto estar snediada
por interacciones directas entre los factores de transcripcion codificados por estos genes v las secuencias
promoloras coerienie arriba de los genes regulatorios y motfogenéticos. E1 inicio de la activacidn de los dos
transcritos de brlA, se dispara por seflales inductoras, no caractarizadas aiin (tomada de Timberlake, 1993).
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Mutantes “fluffy” o algodonosas.

Se han reportado diversas mutntes afectadas en el desarrotio del condidiotoro
(Dom, 1970; Maninelli y Clutterbuck, 1971; Butnick, et al, 1984; Martinelli y
Cluttrebuck, 1971). El fenotipo mds comunmente obtenido entre fas mutantes atectadas en
¢l inicio de la esparulacion han sida las dewominadas mutantes “tufly™, Este grupo de
mutantes incluyen a un grupo de cepas que aunque con discretas diferencias en la
morfologfa, presentan caracterfsticas comunes tales como el crecimiento desmedido de hifas
adreas, lormando colonias prandes que asemejan algod6n (Dom, 1970, Martinelli y
Clutterbuck, 1971). Otro de tos defectos comunes de este tipo de mutantes, es el presentar
alteraciones en la conidiacion, sin Hegar nunca a ser totalmente aconidiales, ya que la
esporulacién tinalmente si se produce. Una posible explicacion para el fenotipo de estas
mutantes, consiste en proponer que estan alteradas en la activacién det gen briA, o
regulador temprano de 1a conidiacién. Es importante destacar que después de biisquedas
exhaustivas, nunca se han aislado mutantes tatalmente aconidiales que eswén afectadas en un
gen diferente de briA.

Elestudio formal de las mutantes “flufly™ o algodonosas se remonta a 1970, cuando Dom
reportd a un grupo de mwtantes con las caracterfsticas de un- crecimiento vegetativo
desmedido, capacidad de invasién a colonias vecinas y defectos en la esporulacién. Aunque
Dom aisl6 varias mutantes de este tipo, éstas no fueron depositadas en ninguna coleccion,
por 1o que su estudio no continué mds alld det reporte morfolégico y del mapeo genético de
algunas de estas mutantes (Dom, 1970; figura 5). Posterionnente Tamame y su grupo
(1983), reportaron una mutante con caracterfsticas semejantes a las reportadas por Do,
denominada fluF1.

En nuestro laboratorio, et Dr. Jesds Aguirre aisl, por mutagenésis con luz UV, una
mutante de A, nmidulans del tipo algodonoso, a la que denomind fluHl. Aunque en A,
nidulans, ¢l proceso de conidiacién es uno de los mejor entendidos para los hongos
filamentasos, poco se sabe de las sefiales de induccién que regulan ta esporulacién,
Cuando esta mutante fué aislada adn no se tenfan noticias de otras mutantes flufy, a
excepeion de los reportes de Dom (1970) y Tamame (1983), por lo que su estudio resulid
allamente atractivo para tratar de dilucidar alguna de las posible vias de induccion del
regulador briA.
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Figura 5. Marfologia de lis mutantes algadonosas  crecidas en medio  completo
abtenidas por Dorn.

Panel 2. cepa sitvesue: 3a. fud; 3b, flud (VIiE; 3¢, flud (VY 3. fhed 324, a2 (VI S, fluZ Ay G
St 2 crecida a 25°C; 6b. Sl 2: 7, flud 1 Ba. flus crecida a 25°C; 8h. fud. Todas las cepas a excepion
las mostradas en los paneles 63 y & se crecieron a 37°C. Entre paremesis se indican algunos de Jas genes

asignadns a agin cromosoma (Figura mmada de Dom. 1970).
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Posteriormente, el estudio de este tipo de mutantes como posibles regutadores del inicio de
la esporulacién comenzd a cobrar imponancia para otros grupos de investigadores. En
1992 se clon6 el primer gene de una mutante algodonosa, acoD (fluG) (Adams et al.,
1992). A partir de un andlisis exhaustivo para buscar mutantes algodonosas afectadas en la
esporulacion, se definieron scis grupos de complementacidn, esto es, 6 diferentes fenotipos
algodonosos provocados por la mutacién de 6 diferentes genes, fInG, fbA, flbB, fIbC,
fbD y fILE (Wieser, et al., 1994). Cabe hacer notar que la mutante fIbB, aislada por ¢
grupo de Adams, es un alelo de la mutacién flull. Esto se detenming en nuestro
laboratosio por andlisis de diploidfa. Este grupo de mutantes algodonosas ademds de
presentar caractersticas morfolGgicas comunes, responden a distintas condicianes de
crecimicnto de manera similar. Al crecerlas en un medio de cultiva rico, se incrementa su
fenotipo algodonoso y al disminuir la fuente de carbono del medio, el fenotipo algodonoso
tiende a desaparecer parcialmente (Adams, et al., 1992; Wieser, et al., 1994; Wieser, et al.,
1995). E} hecho de encontrar esporulacién en condiciones de limitacién nuuicional adn en
mutantes afectadas en el inicio de 1a esporulacion, sugiere que la activacién de briA puede
efectuarse por mds de una via (Skromne, et al., 1995). Una pasible imterpretacién para las
mutantes algodonosas, es que éstas son incapaces de responder a las sefales que
normalmente regulan e inicio de la conidiacién,

La existencia de un grupo de mutantes con fenotipos similares, afectadas en genes
diferentes, nos habla de una via global comin que al ser afectada en algin punto, tiene
como consecuencia {inal, el retrasar Ia esporulacién. Aungte en Ia actualidad el grupo del
Dr. Thomas Adams (Texas A&M) tiene caracterizadas varias de las mutantes algodonosas,
asf como los genes correspondientes, el gen flulf no ha sido aislado, por lo que ¢l estudio y
caracterizacién de Ja mutante fluff 1, fucron objetivo en el presente trabajo.
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Qujelivos

OBJETIVOS

Con hase en los antecedentes de que la induccidn de 1a esporulacién ¢s un proceso
complejo en el que estan involucrados factores tanto genéticos como ambientales, se
planteé que el estudio de una mutante afectada en la esporulacion asexual, podirfa aportar
informacion a cerca de la captacién y transduccién de sefiales durante W esporulacidn
asexual en Aspergillus nidulans.

1.- Caracterizar genéticamente a la mutante fluf .

2.~ Analizar los aspectos fisiolégicos y morfolégicos relucionados con el fenotipo de esta
mutante.

3.- Evaluar la expresién del gen briA en la mutante fluf1,

4.- Determinar los efectos de 1a privacién de glucosa vs. Ia privacidn de nitrégeno en la
esporulacién de 1a mutante fluH 1, y otras mutantes al godonosas,

5.- Aislar y caracterizar mutantes con supresores extragénicos de la mutacion fluf{ 1, con
IeSpecto a su segregacion y fenotipo en presencia y ausencia de nutrientes.
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Materiales y  Métodos.

1, Cepns de Aspergillus nidulans empleadas en este trabajo,

Cepas Genotlpo Orlgen

FGSC 26 hiAl,veAl, IFGSC

PW 1 biAlargB2, meiG 1, veAl. P. Weglenski

MHd440 yAl, suAadE20, adlE20; riboB2; M.J. Hynes
areA217, creA204, veAl.

TIA2 briA(-2900pA)::lacZ  (argB*:argB::CAT),  bidl; 1. Aguine
metGl; veAl

CPG1 briA(-2900p/)::lacZ(argB* ::argB:: CAT), 1. Agnirre
biA 1;me1G1;riboB2; creA204; veAl

RMSO11 pabaAl,yA2; AargB: ampCDB;veALirpC801., Ronald Momis

CJAL6 metGl, biA1; brlA::lacZ; fiuHl, 1. Aguime

CJAL4 pabaAl;yA2; AargB::trpCD; fluHl. 3. Aguimre

CRTS pabaAl, biAl; flul1; briA(-2900 p/1)::lacZ. Segregante de TIA22 y

CJAIS (este trabajn)

CRTY pabaAl, biAl; ful1; suplfiull; Mutagenesis UV,
brlA(-2900 p/l):lacZ CRTS (este trabaja)

CRTI10 pabaAl, biAl; flull1; sup2fluHl; Mutagenesis UV.
briA(-2900 p)::lacZ. CRTS (este trahajo)

CRTI11 pabaAl, biAlL; flull1; sup3fiull; Mutagenesis U.V.
briA(-2900 p)::lacZ CRTS (este trabajo)

CRT12 pabaAl, biAl; flul1; supAlflulil; Mutagenesis L.V,
briA(-2900 p/l)::lacZ CRTS (cste trabajo)

CRTI14 yA2; metGl; supAlflull, Scgregantc e CRIY y

CLK11 (este trabajo)

CLK11 yA2; proAl 1.. Kawasaki

FGSC283 SUANdE20,yA2,adE20;acrA;  galAl;  pyrodd: FGSC
facA303; sB3; nicBS; riboB2.

FGSC-A374 suA1adE20,yA2,adE20;acrA};sAd;pyroad :pA2;lacA FGSC

L:nibB8: riboB2.
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FGSC-A467 yA2,0dE20:lacAL:phenBB6, SF211,palFl S,malAl .cho FGSC
Al nicB8.

Tabla 1 Cepas de Aspergillus nidutans.

2, Medios de Cultivo,

E!l medio de cultivo utilizado para el crecimicnto de Aspergillus nidulans en esie
trabajo fué el Medio mfnimo (MM) recomendado por Kiifer (1977) adicionada con glucosa
al 1.0 %, y suplementado con los requerimiento apropiados. En ¢l caso de ser necesario ¢l
crecimiento en Medio completo (MC), al MM se le agregé peptona (caseina hidrolizada) al
0.2 % y extracto de levadura al 0.1 %. En los casos de preparacién de medios solidos se
aiadid agaral 1.5 %.

Para ¢l crecimiento bacteriano se utilizé Medio Lwia Bertani (LB) recomendado por
Sambrock ef al. (1989). Los antibidticos utilizados fueron ampicilina y tetraciclina a una
concentracion final de 75 pg/ml y de 10 pg/ml respectivamente. Ambos se prepararon en
etanol al 70 % y se afadieron después de esterilizar el medio y una vez que éste alcanzd una
temperatura de aproximadamente 40°C.

Para la detecci6n de cepas con la mutacién creA204, una vez esterilizado el medio se afladid
alcohol alflico a una concentracién final de 2.5 mM (Arsty Cove,1973). Este compuesto al
ser melabolizado produce acroleina, un alidehido téxico para las células; s6la las mutantes
creA que ticnen desreprimida la alcohol deshidrogenasa en presencia de glucosa, son
incapaces de crecer en este medio,

Todos los medios de cultivo y ¢l material empleado se esterilizaron por autoclave a una
presion de 1.4 Kg/em? a 121°C por 20 minutos.
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3. Medicién de la actividad de protensas.

Para la deteccidn de la actividad de proteasas extracelulares se prepard MM, MM sin
nitrato, MM con 10mM de tartrato de amonio mds los requerimientos de las cepas. Como
fuente de caseina se agregd al medio leche descremada a una concentracidn final de 1O %
(Cohen, 1973), Se inncularon por picadura a las cepas de interés en ¢stas medios y se
incubaron por 72 h a 37°C. La actividad de pratcasas extracelulares se detectd por la
aparicién de halos transparentes alrededor de las colonias como producto de degradacion de
la caseina.

4. Medicion de la actividad de amilasns.

Para la deteccién de la actividad de amilasas extracelulares se prepard MM con
almidén 0.5 % sin glucosa mds los requerimientos necesarios. Se inocularon por picadura o
las cepas de interés por 72 b a 37°C, posteriormente se agregaron 15 m! de Lugol (Yodo
0.33 %. Yoduro de potasio 0.66 %). El lugol tific enlaces ai-6 de ta amilopectina, tifiendo

as{ de color morado obscuro un medio con almidén, La actividad de amilasa se detecta por
la formaci6n de halos transparentes alrededor de las colonias que estan secretando esta
[rotefna en un medio con almiddn.

5. Colecta y cuantificacion de esporas

Se inocularon a contluencia sobre cajas Petri esporas de las difereates cepas con las
que se tmbajé y se incubaron a 37°C durante 5 dfas para poder colectar esporas
perfectamente maduras, Se cosechd raspando las esporas con una asa bacterioldgica de
metal y una solucién estéril de Tween 80 (Sigma) al 0.01 %. Las esporas cosechadas se
recuperaron en fubos Falcon estériles de 15 ml y se centrifugaron por 5 min en una
centrifuga clinica. Se decantd ¢l Tween y las esporas se resuspendieron en agua estéril, se
agitaron vigorosamente en un vortex y se centrifugaron nuevamente durante 5 min. Este
procedimiento se repitié cuatro veces inds, las esporas se resuspendicron finalmente ¢n un
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valdmen conocido de agua estéril, A partiv de este punto se almacenaron a 4°C, poy no nds
de un mes para experimentos fisioldgicas. La coantificacidn de esporas se efectud
diluyendo 100 veces I suspensidn y se empled una cdmara de Newbauer, analizando cinco

cuadros al azar,

6. Curvas de crecimiento

Se inocularon 5 x 10 * esporasfmi de las cepas CJATG y FGSC-26 en mutraces de
250 mi con 50 ml de MM + 1.0 % de glucosa, S¢ incubaron ¢ 37°C con una agitacion
constante de 300 rpm y se realizaron cultivos continuos hasta las 42 h. Cada 6 b se tomd un
matraz y el micelio se colecté por filtracion en Miracloth (Calbiochem). Se seeé con toalias
ahsorbentes, se congelé en N2 lfquido y posteriormente el micetio fué liofilizado empleando
vacfo en un Speed-Vac (Maren Savant). Se determing ef peso seco midiendo cadi mucstra
cn una balanza analftica. Cada experimento se yealizé por triplicado, Para determinar o
consumo de glucosa con respecto al tiempo, se tomd 5 ml de medio de cada una de las
muestras y se almacené a -20°C.

7. Cultivos Sincrénicos en Medio Sdlido

Se inocularon 5§ x 10® esporas/m! a MM Ifquido + glucosa 1.0 % adicionado con
requerimientos y se incubaron por 18 ha 37°C con agitacién constante de 300 rpm. Tiempe
y condiciones ¢n Ias que se ha establecido que A. midulans alcanza un cieno grado de
madurez o competencia para poder esporular (Axelrold, 1979). Pasado este tiempo para
inducir la conidiacidn, se filtaron 100 ml de micelio en cfreulos de papel filtro Whatman 1,
se climing la mayor cantidad de lfquido por succifn con vacfo a través de un embudo
Buchner (Law y Timberlake, 1980). Postweriormente s¢ transfirieron los filros a charolas
que contenfan MM sélido mas requerimicntos, en los que la variable fué Ia concentracién de
glucosa utilizada, 1,0 o 0.1 %. Las charolas fueron cubiertas con papel aluminio y sc
incubaron a 37°C. Se utiliz6 un filtro por cada tiempo a anatizar. A cada tempo establecida
se colectd un filuo y se hicieron las observaciones pertinentes, Posteriormente s¢ eliming el
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exceso de lguido presiondndolo con toallas absorbentes, ¢l micelio se colectd en un who
eppendorf y finalmente se congelé cada muestra con N2 liquido y se almacend a -70°C
hasta su procesamicnto, Para las muestras comespondientes al tiempo cera (18 b de
crecimiento), se filtraron 100 ml de micelio ¢n un filro Miracloth (Calbiochem) estéril, y se
proceso de la misma forma (Law y Timberlake, 1980).

Las observaciones del crecimiento y esporulacién en los filtros a los diferentes tiempos se
realiz6 bajo el microscopio estercoscdpico, y en algunos casos a simple vista.

8. Cultivos Sumergidos

En este caso se parti de esporas que se procesaron como ya se menciond
anteriormente, Este tipo de experiinentos consta de dos partes principalmente, ¢l precultivo
y el cultivo come tal, en el que se hicieron las modificaciones reportadas que a continuacién
s¢ detallardn, En el precultivo se inocularon 5 x10° esporas/ml en 400 ml de MM lfguido +
glucosa 1.0 % suplementado con los requerimientos necesarios en matraces de 2 litros,
Esto fué para tratar de mantener la relacién lfquido/aire 1: 5, Se incubd durante 18 h a 37°C
con una agitacién constante de 300 rpm. Una vez tenninado ¢l periodo de precultivo el
micelio se transferfo a las diferentes condiciones experimentales. Se tomaron alfcuotas de
50 ml del culiive y se filtraron por Miracloth estéril, se lavé con un volumen de agua
destilada estéril y posterionnente con dos volumenes de MM, suplementado, ya' sea con
glucosa 1.0 %, 0.1 %, 0 %, o bien sin nitrato segin fuera ¢l caso. Una vez que se traté de
eliminar la mayor cantidad de liquido posible sin maltratar al micelio, &ste fué transferide
cuidadosamente con una espdtula a matraces de 250 ml los cuales contenfan 50 ml del
medio con las condiciones a analizar, ya sea sin glucosa o sin nitrégena. Incubdndose
nuevamente 4 37°C con agitacién constante,

A diferentes ticmpos se colectaron las muestras (50 ml de cultivo), por filuacién en
Miracloth estéril y se eliming el exceso de l{quido con toallas absorbentes, Las muestras se
guardaron en tubos eppendorf y s¢ congelaron con N2 lfquide, y s¢ almacenaron a -70°C.
Todas las muestras colectadas congeladas fucron fiofilizadas empleando vacfo en un Speed-
vac (Savant) por aproximadamente 4 h. Una vez secas las muestras se molicron y se
guardaron a -70°C hasta su procesamiento.
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9. Andllsls microscépico

Las muestras de los cultivos sélidos fueron observadas a diferentes tiempos
utilizandv un microscopio estereoscopico. Las diferentes mucstras obwnidas a partir de los
cultivos ifguidos fueron almacenadas a -20°C, agregindoles plicerol esténl o una
concentracién final del 20 % (v/v). La morfalogfa y produccidon de esporas tué analizada
por la observacion bajo un microscopio dptico Karl Zeiss, utilizando el sistenia de contaste
de fases. Las microfotograffas fueron tomadas en un microscopio dptico Leitz, empleando
un filtro verde y pelicula fotogrdfica Kodak Tri-X-Pan 4(X). La amplificacién fué de 4(X)
veces,

10. Dcterminacién de la Actividad Especifica de B-galnctosldasa

Sc utilizé bdsicamente el protocolo sugerido por Miller (1972). Este método
consiste en dos fases. La primera sc basa en la extraccion de protefnas totales y la segunda
en la determinacién de ia actividad espectfica de 8-galactosidasa por la hidrolfsis de la
ontonitrofenil-8-D-galactopiranosa  (ONPG), reaccién que libera el o-nitrofenol, un
compuesto cromogénico, que puede cuantificarse espectrofotométricamente. Las soluciones
utilizadas fueron las siguientes:

- Buffer de Extraccién: Buffer de fostatos 0.2 M, pH 7, Cloruro de Potasio 20 mM y
EDTA ImM.

- Buffer Z: Buffer de Fosfatos 0.IM, pH 7, Cloruro de Potasio [0 mM, Sulfato de
magnesio | mM y B-mercaptoetanol 25 mM.

- Solucién para detener Ia reaccién: Bicarbonato de sodio | M.

- Solucién con ¢l sustrato ONPG 4 mg/ml. o-nitrofenol-8-D-galactopiranosa (ONPG),
resuspendido en Buffer Z.

Reactivo de Bradford. Es un reactivo concentrado para la determinacidn de protefna total
(BIO-RAD Laboratories, Richmand, CA, USA). \

10a) Actividad especifica de f-galactosidasa.

Las muestras congeladas y liofilizadas que se encontraban en wbos eppendort tanto
de cultivos sétidos como fquidos bajo diferentes condiciones de crecimiento, s¢ molieron
hasta obtener un polvo fino el cual se resuspendi6 en un 1 il del Bufler de extraccidn frio,
Se mezeld todo cuidadosamente en un vortex tratando de hacer una suspension homdgenca,
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Los extractos se mantuvicron por utta hora en hiclo, agitando ocasionalmente para tactltar
una mejor extraceidn. Las muestras se centrifigaron por 15 min a 4°C 'y 10 K rpm. El
sabrenadante se deposito en otro tuho eppendorf. Se prepararon wbos para cada uno de los
diferentes tiempos de reaccién 0, 2.5 y 5 min. respectivamente. Se afadi6 a cada tubo 50
de extracto crudo mis 720 pb de Butfer Z. Come hlanco se prepard un tubo con la mezch
de reaccidn sin extracto, La reaccion se inicid agregando 160 pl del la solucion de ONPG y
se detuvé agregando 50011 de la solucidn de bicarbomato de sodio a dilerentes tiempos, 1.4
regcei6n se efectud a 30°C y actividad se leyd a 420 nm., Posteriarmiente se realizaron los
cdlculos respectivos para determinar Ia actividad especifica de 8-galactosidasa. La actividad
se reporta en witidades definidas como fa cantidad de enzima que libera una micromol de o-
nitralenol por minuto (coeficiente de extincién molar = 0.0045), La actividad especifica se
expresa por miligramo de protefna.

10t Cuantificacién de protefnas

Para realizar ta cuantificacidn de protefnas se tomaron S0 pl del extracto erudo de
cada muestra y se Jevé a 1 ml de volumen final con agua desionizada, De esta dilucion se
tomaron 50 pl y se agregaron 750 pl de agua, para tener 800 pl de volumen final. Se
afiadicron 200 p) del Reactivo de Bradford (diluyendo Ja muestra 40 veces). Las muestras
fueron lefdas en un espectrofotdmetra “Shimadzu” 4 595 nm, La curva pawdn se biz6 con
albimina sérica de bévino (Sigma).

11. Determinacién de Glucosa.

la cuantificacidén del consumo de glucosa se realizd utilizando un método
enzimdtico de Sigma (St. Louis, MO, USA) y s¢ empleo de acuerdo a las especiticaciones
del proveedor. Este método esta basado en ¢l propuesto originalmente por Keaston (1956),
modificado por Raabo y Terkildsen (1960). Este método combina la accién de la glucosa
oxidasa y Ja peroxidasa, que achian acopladamente. La reaccidn se electda de Ja siguiente
manera; en presencia de glucosa, Ja glucosa oxidasa genera deido gluednico y perdxido de
hidrégeno, siendo éste dltimo sustrato de la peroxidasa el cual es utilizade para oxidar 1a o-
dianisidina, un compuesto  cromogénico  que  puede  ser  cuantilicado
espectrofotométricamente. El color desarrollado es proporcional a fa cantidad de glucasa
presente en cada muestra.
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Las muestras a analizar se obtuvieron a partir de medios de cultivo en los gue se crecieron
por diferentes tiempos las cepas FGSC-26 y CIA16. La concentracidn inicial de plucosa
fué de 1.0 %.

El método utilizado consistié en lo sighiente:

Se disolvid ¢n 100 ml de agua destilada una cdpsula que contenfa 500 U de glucosa
oxidasa mds 100 U de peroxidasa en solucién butfer. Separadamente se disolvieron S0 mg
de cloruro de o-diasidina (reactivo cromogénico) en 20 ml de agua destilada (solucion
colorante). A los 100 ml de solucidn de enzimas se agregd 1.6 ml de Ja solucion colorante.
Las muestras a cuantificar se diluyerdn 200 y 400 veces y se ntilizd 1l de éstas, Al wbo
que contenfa la muestra a analizar se le agregaron 5wl de la solucién de enzimas mids
colorante mezeldndose todo perdectamente. La reaccidn se incubd a 37°C por 30 min en la
obscuridad. Las muestras se leyeron a 450 nm y los datos obtenidos se cuantificiron
utilizando una curva patrén de glucosa.

12, Anilisis Genético

12a). Andlisls melético.

Para este andlisis sc utilizaron los procedimientos de penética cldsica en los que se
cfectuaron cruzas con las diferentes cepas de A, nidulans para poder obtener y analizar la
progenie (Pontecorvo, et al, 1953; Clutterbuck, 1974). Brevemente: Paa realizar las cruzas
se seleccionaron cepas con marcadores genéticos diferentes. Preferenciadmente  s¢
recomiendi utilizar una cepa que produzea esporas amarillas (que lleve una multaciGn yA) y
otra que produzca esporas verdes, para poder seleccionar mis facilmente a la progenic
recombinante. Posteriormente se inocularon por picadura 4 las dos cepas de imerds de
manera contigua sobre MM mis los requerimientos necesarios y se incubaron de dos a tres
dfas a 37°C.

Una vez que las cepas crecicron lo suliciente para que sus hifas estuvieran en contacto y
llegaran a fusionarse, se cortaron pequefios trozos de la penferia que contenfan a ambas
cepas y se transfiricron a cajas con MM (medio selectivo). incubdndose a 37°C. hasta
observar Ia formacion de heterocariontes (hifas que comparten nicleos diferentes). Las
esporas de la zona del heterocarién fueron raspadas guarddndose como una suspensién en
apua estéril. Para la formacidn de diploides en cajas Petri se colocaron aproximadamente
100 p de 1a suspension de esporas de la zona del heterocaridn perfectamente
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homogenizadas y se dispersaron en la caja wtilizando la @enica de vaclado en plica,
empleando para esto MM. Una vez solidificado ol agar se incubaron a 37°C por dos o ties
dfas hasta detectar I formacidn de diploides, 1os cuales se distinguicron por erecer como
colonias circulares y vigorosas de color verde, a diferencia de los helerocariontes que
crecieron de forma irregular y con esporas tanto verdes como amarills, Una ver
seleccionados los diploides, éstos fueron estriados para colonia aislada en MM. El diploide

crecido bajo estas condiciones puede ser utilizado para andlisis posteriores.

Las cajas que inicialmente contenfan al heterocarién fueron seltadas con cinta adhesiva para
reducir a tensién de oxfgeno, lo cual favorece la formacidn de cleistotecios (cuerpos
fructffcros) y sc¢ incubaron nucvamente a 37°C hasia detectar microseopicamente
formacion de dichas estructuras, Se seleecionaron tos cleistotecios de mayor tamafio que
generabimente son hibridos. Estas estructuras fructiferas son redondas de color gris obscuro
y s¢ encuentran cubiertas por células “Hille” o nodrizas. Los cleistotecios fucron
transferidos a cajas con agar al 3.0 % cn donde se limpiaron de lus células Hillle,
haciéndolos rodar sobre ¢f agar con ayuda de una aguja de diseccion estéril. Una vez
limpios, se colocaron en tubos eppendorf estériles y se rompieron con una aguja de
diseccion liberarando las ascosporas (esporas sexuales). Se agregaron aproximadamente
900 ! de agua esténl por wbo, agitando perfectamente con el vortex para Watar de tener
una suspension Jos mds homogénea posible,

Para realizar el andlisis dz la progenic obtenida se plaquearon aproximadamente 50 pl de la
suspensidn de ascosporas sobre MM mis los requerimicntos de los dos progenitores y se
incubaron a 37°C por wes dias. Para determinar si el cleistotecio selecionado era hibrido se
debe observar la progenic ya esporulada, tanto colonias verdes como amaritlas (colures de
las cepas progenitoras). Esta segregacion-sirve como marcador intemo y debe ser 1:1
(aproximadamente et 50 % de la progenie total de cada color). Una vez que se detecia que cf
cleistotecio es hibrido se plaguean varias cajas con las ascosporas para poder asf obtener un
ninera representativo de colonias y realizar el andlisis genético. Una vez esporutadas fas
colonias, éstas se seleccionaron una a una inoculéndolas por picadura en un orden
detenminado a una caja Petri con MM mds los requerimientos de los dos padres, esto us, se
hicen “cajas macstras”, Estas placas maestras se utilizaron para replicar en MM sclectivos,
lo cual nos penniti6 identificar los marcadores genéticos que portaba cada colonia.
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12b. Mapeo genético.

Para mapear las mutaciones que se generaron en este trabajo fué necesario obtener
de diploides entre una cepa maestra, la cual lleva marcadores genéticos en cada uno de los
ocho cromosomas de A. nidulans y las cepas cuya mutacién queriamos asignar a un
Cromosoma.

Para realizar ¢l mapeo se aproveché de una parte del ciclo de vida de A. nidulons, gue es o
ciclo parasexual. En dicho ciclo se forman diploides estables y posteriommente se haploidiza
can una droga; los haploides generados portan cromosomas que segregaron al azar sin
haberse dado recombinacién mitética. Posteriormente se realiza el andlisis de los haploides
¢n medios selectivos para cada uno de tos marcadores de la cepa maestra y se trata de
encontrar alguna posible relecién entre la segregacion de la mutacién recesiva de interds y
alguno de tos marcadores de la cepa maestra. Si uno de los haploides porta el marcador de
uno de los cromosomas de la cepa macstra y continia presentando la caracterfstica mutante,
quiere decir que la mutacién que nos interesa no se encuentra en el cromosoma marcado de
la cepa maestra que ahora porta el haploide (Ward, 1991).

Una vez generados los diploides entre la cepa maestra y las diferentes cepas mutantes, éstos
se inocularon por picadura en el centro de cajas Petri con MM mds los requerimientos de las
cepas adicionando p-F-fenilalanina (Sigma) a una concentracion de 75 pg/ml. Lste
compuesto es una droga que inhibe ka fonmacién del huso mitético (McCully, y Forbes,
1965). La p-F-fenilalanina se disolvié en agua y se esteriliz6 por filracién, Una vez
esterilizado y tibio el medio de cultivo se agregé la p-F-fenilalanina, ya que ésta s ldbil a
allas temperaturas. Los diploides se incubaron sproximadamente 15 dfas a 37°C, hasta
observar la formacién de diferenies sectores haploides. Se verificé la formacion de dichos
sectores utilizando un microscopio estereoscdpico. Estos sectores se observan comno zonas
que crecen vigorosamente debido a la pérdida de cromosomas. Cada uno de ellos fue
inoculado en cajas con los diferentes marcadores selectivos.
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13, Mutagenésis por Radiacion con Luz Ultravioleta,

La mutagenésis con luz UV se llevé a cabo emipleando la téenica de Kiifer (Kiifer,
1965). Se utiliz6 una suspension de esporas de 1 x 10° esporasiml  de la cepa CRTS
@nutante fluH!, bioAl; pabaAl) en 25 wl de agua estéril. Se imvadié con luz U V.
utilizando Mmpara modelo UVGL-25. La distancia caire la Mmpara y la suspensién de
esporas fué de 7.5 em, lo cual corresponde 2 una dosis aproximada de 700 pWiem’®. Las
csporas s¢ mantuvieron cn agitacién durante la mutagénesis de manera que sicrapre
estuvieran en una suspensién homogénca y recibicran una cantidad constante de trradiacion
durante todo ¢l experimento.

La mutagénesis se llevd a cabo durame 180 segundos, y s¢ tomaron alfenotas de | mi a
diferentes tiempos para hacer una curva de sobrevivencia. Las esporas. colectadas a cada
ticmpo se diluyeron y se inocularon en cajas con MM mds Jos requerimientos y adicionado
con desoxicolato de sodio (Sigma) al 0.05 %, como inhibidor def crecimiento, Se
determinaron los valores de sobrevivencia,

Una vez que se establecid el tiempo de iradiacion que produce 10 % de sobrevivencia, se
debe irradiar una nueva suspensién de esporas a es¢ tienipo, y buscar un método de
seleccidn para las mutantes de interés. En este cuso el métoda de seleceidn para las
mutantes fué crecerlas en MM con glucosa 1.0 %, y encontrar a aquellas que esparularon
mejor que la mutante fluH! cn estas condicianes a tiempos cortos. Una cepa con
mutacidn fluH1 no esporularia en estas condiciones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

fluH1 define un nuevo locus en Aspergillus nidulans, cuya mutacién cansa
un considerable retraso en Ia esporulacion asexual.

A partir de mutagenésis con luz Ultravioleta, el Dr. Jesds Aguine aisté una cepa
cuya mutacién producfa un fenotipo algodonaso. Esta mutacién fué designada como flut 1,
por tratarse del primer alelo descrito, La mutante en fluF{] presenta caracteristicas tipicas de
mulantes del tipo “flufly” o algodonosas, como son el crecimiento vegetativo
aparentemente desmedido y una esporulacién asexual retrasada. En la Figura 6 se muestra a
Ia mutante flyH! y a una cepa silvestre crecidas por 48 h. La mutante flulf! puede
observarse como una cepa con colonias robustas en las cuales cxiste proliferacién de
micelio afreo indiferenciado a semejanza de algodén. A partiv de las 48 h
aproximadamente, la cepa silvestre esporula abundantemente, lo cual no ocurre ¢n esta
mutante sino a partir de las 72 h, siendo esta esporulacién muy escasa.

Se utilizaron diversas técnicas genéticas conel fin de determinar el tipo de mutacién de que
se trataba y dar una localizacién a la misma dentro del genoma de A, nidulans (Pontecorvo,
1953; Clutterbuck, 1977, Ward 1991). Para saber si el fenotipo de la mutante flulil fué
generado por una sola mutaci6n o si éste correspondfa a la inutacidn de varios genes, se
utiliz6 bdsicamente un enfoque genélico, se realizaron cruzas entre la mutante fluH! y una
cepa silvestre. Al analizar 1a progenic meidtica se encontré que la scgregacién de esta
mutacidn fué I:1 con respecto al fenotipo silvestre, 1o que demostraba que se trataba de una
mutacién monogénica. Para determinar si la mutacién ffuH] era dominante o recesiva, asf
como para asignarla a un cromosoma, se hicieron diploides entre Ja cepa CIAIG y la cepa
maestra MSE (cepa que porta marcadores de cada uno de los cromosomas de A, nidulans).
Los diploides obtenidos se observaron como colonias silvestres, por lo que se concluyé
que la mutacidn fluH 1 era recesiva, Posteriomiente se realiz6 un andlisis de haploidizacién
mitdtica con p-fluorofenilalanina a partir de los diploides obtenidos (McCullly y Forbes,
1965).
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(fMlul’) (flul’)

Figura 6. Morfologia de la mutante fllull] y de una cepa silvestie,

Se crccieron a las cepas FGSC26 (fluM+) y CJA16 (flull-) durante 72 h ¢n
MM + glucosa al 0.1 %. La mutante fluH1 es una mutante del tipo
algodonoso, la cual presenta un creciemiento vegetativo apurenfemente
desmedido, y un marcndo retraso en la esporulacién asexual (conidiacidn),
comparada con la cepa silvestre, el color obscurv en la cepa proviene de la
pigmantecion de las esporas asexuales o conidias. La muotacién flulll, es
una mutacion recesiva que segrega Mendelianamente.

Se obtuvicron diversos sectores haploides, como producto de la segrepacion azarosa de
cada uno de Jos ocho cromosomas de A. nidulanx. A partic del andlisis de los sectores
haploides se encontré que la mutacién TuH 1 estaba asociada al Cromosoma IV, A la fecha
existen los reportes de otras mutantes tipo algodonosas diferentes a flulf1, tales como flufF,
JIuG, fIbA, Jas cuales corresponden s mutaciones independientes de fluH 1 ya que mapean
en Jos cromosomas VIII, 111, y | respectivamente (Tamame y Antequera, 1983, Adams y
Lee, 1994 a y b). Posteriormente se realizé un andlisis genético a un
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poder localizar la mutacién en ¢l cromosoma IV (Dorn, 1970; Clutterbuck, 1977). Para esto
se hicieron cruzas con cepas que portaban diferentes marcadores en el cromasoma IV, En la
tabla 2 se muestran las cruzas realizadas, el ndmero de progenie paremtal y recombinanwe
abtenida. A pantir de estos resultados se determing el porcentaje de recombinacion con cada
uno de los marcadores que mapearon mds cerca de fluH 1. Se encontrd que esta mutacion se
localizaba en el brazo derecho del cromosoma IV, a 10 unidades de mapa
(aproximadamente a 60 Kpb) del marcador palC (deficiencia de fostatasa alcaling), ¢l
marcador mds cercano a esta mutacion. También se mapeé con respecto a olros dos
marcadores, gue fueron acuk (utilizacién de acetato) y meaA (resistencia a meti! amonio),
los cuales se encontraron a 31 y 35 ¢M respectivamente (Clutterbuck, 1994). Bn L figura 7
st muestra un segmento del brazo derecho del cromosoma IV, en el cual se esquematiza la
localizaci6n del gen fluf 1 con respecto a otros marcadores.

Cruza |Genotipo {No. de Genotipo No. de |Progenie | Recombinante
Progenie Progenic | Total s

(%)
G420 fluH 1%, mea 63 fluH 1t meat 56 262 36
X
CIAL6 | fluH1meat 104 {fluH 1" meaA" 39
G0306 | fluH1*,acu” 46 fluld1*,acuk* 54 206 3
X
CIAI6 | fluHI acuK* 95 fluH 1", acukK" 1l
AS1T | fluHI* pal N | uHi*palCt 10 158 10
X
CIAN4 | fluH] palC* n fulil- palC 6

Tabia 2. Recombinacién entre fluHI y otros marcadores del cromosoma 1V,
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MAPEQ DEL GEN fluH1
ScM dcM e ' tick
|yl et i ot o}
B mesA  acuk paiC pimA  bruA tnodt
4 | ! 1.1 i ]
Cromosoma IV flull
L. i Bl
g "
o
(= 1
10cH
(-}

Figura 7. Mapeo de !a mutacion flulll.

A través del andlisis parasexual y meidtico se determind que la mutacién
flul 1 esta localizada en el brazo derecho del Cromosoma V. En esta figura
solo se representa parte del cromosoma 1V en donde se localizé a flull a
partir de los datos obtenidos en la tabla 3,

La limitacion de glucosa suprime parcialmente los efectos de la mutacién
JluH1.

Al crecer a la mutante flufd 1 en medios con una concentracion de glucosa diez veces
menor (0.1 %) a la normal, se encontré que {a esporulacién mejoraba notablemente, ya gue
aproximadamente 3 dfas después de [a inoculacion, la formacién de micelio aéreo se redujo
y se oliservd esporulacidn. Esta caracterfstica, también ha sido reportada en olras mutantes
algodonosas, Al crecer en un medio con baja glucosa, se disminuye la formacidn de micelio
adreo y se favorece la esporulacion (Lee y Adams, 1994). Con estos antecedenes, se
decidié explorar 12 posiblidad de que pudieran existir diferencias en la tasa de crecimiento
entre la mutante en cuestién y Ia cepa silvestre, para lo cual se wealizaron dos tipos de
experimentos. El primero de ellos consistio en crecer colonias aisladas de Jas cepas CIALG
y FGSC26 sobre una membrana de celofdn sobre MM + glucasa 1.0 % y MM + 0.1 % de
glucosa por 72 h. Posteriormente se cortaron segmetitos def celofdn que contenfan una sala
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colonia y se cuantificaron el peso seco y la produccion de esporas. Como se observa en la
Tabla 3, no se detectaron diferencias signiticativas en el peso de las colonias FGSC26
{cepa silvestre) y CJAL6 (mutante fluH) al crecer en las dos candiciones probadas,
mostrando que amhas cepas presentan lasas de crecimicnto similares. En cuano a la
esporulacin puede observarse que al crecer en MM + glecosa 1.0 %, la cepa con I
mtacion en fluld! produce aproximadamente 200 veces menos esporas que Ja cepa
silvestre crecida en fas mismas condiciones. Sin embargo, en la condicidn de baja glucosa,
la muante flud produce sélo 5 veces menos esparas que la cepa silvesire y
aproximadamente 10 veces mis que clla misma en glucosa 1.0 %. Estos resulados
muestran que la limitacién de glicosa suprime parcialmente la incapacidad para esporular de
la mutante fluH.

Peso/Colonia Esporas/Colonla
(mg) (%)
[Glucosa) {Glucosa)

1% 01% | 1% 0.1 %
FGSC26
(fluH+) 13.8 6.9 100 26.34
CIAL6
(fluH1-) 139 8.6 0.45 49

TABLA 3 Crecimlento y produccion de esporas en una cepa silvestre ¥ en ln mutante
fluH1 en diferentes concentraciones de glucosa,

Las cepas FGSC-26 y CJAL6 se sembraron para coloniz aislada sobre colofin en MM
+ glucosa 1.0 y 0.1 % por 72 h., Al cabo de este tiempo se corturon segmentos que
coptenfan sélo una colonia, Las muestras se secaron a 65°C por 24 h, se pesuron y
posteriormente se resuspendieron en 1 mil de agua cstéril para cuantlficar las esporas
producldas por colonia. Los datos reportados son el yramedlo de mediclones de tres
colonias independlentes. E! porcentaje miximo de error estindor no rebasé el 10 %. E)

160% de esporulzcién correspondié a 2.725 x 10 esporas/ml
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La tasy de crecimiento y el consumo de glucosa en cultivos liquidos no se
ven afectades por Ia mutacion fluH 1.

Durante mucho tiempo se habfa propuesto que el desarrolto del conidi6fora de A,
nidudans era un fenémeno que respondfa a un programa genético, méds que uia respuesta a
factores ambientales (Adams, ef al., 1992). Sin embargo, 1a escases de nutrientes ha sido
reportada como uno de fos principales factores que inducen diferenciacion celular y
esporulacion en diversos microorganismos tales como, Saccharomyces cerevisiae,
Dyctiostelium discoideum y Mixobacterias, entre otras (Shimkets, 1990, Li, etal,, 1992,
Kaiser y Losick, 1993). Una interpretacidn que inicialmente se le dié a 3a mutante flld1,
dado su fenotipo, era que posiblemente no esporulaba por que no detectaba la disminucion
de glucosa en el medio sino hasta mucho tiempo después. Por o tanto, la utifizacidn de
glucosa en esta mutante podrfa ser m4s cficiente, pucsto fue presentaba un crecimicnto
aparentemente mayor. Ef experimento reportado anteriormente ya sugerfa que no habfa
diferencias netas en el crecimiento entre fa cepa con fa mutacién en flull y fa cepa silvestre.
Sin embargo, tomando en cuenta e} anfecedente reportado por Skromne ef al, 1995, de que
{a esporulacién se reprime en cultivos Hquidos en presencia de alta ghicosa, decidimas
analizar de manera cuantitativa ¢l consumo de glucosa y fa iasa de crecimiento de fa mutante
flut ! (cepa CIA16) comparados con una cepa silvestre (cepa FGSC26). Para esie
propdsito se realizaron curvas de crecimiento para fas cepas CJA 16 y FGSC26 en cultivos
lquidos continuos. Adistintos tiempos, se tomaron muestras de micelio y del medio de
cultivo y se determind ¢l peso seco y Ja glucosa, respectivamente. En cultivo MquidaA .
nidulans crece como pequedias pelotas o “peflets” de micelio vegetativo. A partir de las 30
h, fué evidenie que ia cepa mutanie presentaba pellets de mayor tamafio y menos compuictos
que Ja cepa silvestre, es decir, que en medio fquido sepufa mostrdndose algodonosa. Al
abservar los peliets al mictoscopio se encontrd que estaban formados por hifas muy lapas
y delgadas. mientras que la cepa silvestre presentaba hifas de mayor grosor y no an
alargadas. La Figura 8-A mucestra Jas cusvas de crecimiento para las dos cepas. Se observa
yue 1a tasa de crecimiento para Ja cepa CJA16 no presenta diferencias significativas con
respecto a la cepa PGSC26. Este resultado nos confirma que aunque el fenotipo de la cepa
mutante e§ el de una colonia grande y robusta, su crecimicnto es similar al de una cepa
stivestre, y que por lo tanto, fas difereucias observadas estan dadas por ut cambio en el
patrén de crecimiento, mis que por diferencias en la tasa de crecimiento absoluto,
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La cuantiticacidn de glucosa en el medio, se realizs usando un mdtodo enzimitico. Los
resaltados de la figuea 8-B, muestran que of consumo de glucoss en las dos cepas
estudiadas presemé cinéticas muy similares. Desde tempos tempranos de caliivo, la
glucasa comienza a consumirse y a partir de las 30 h la concentracion fué pricticamente
cero. Por lo tanta, no existen altieraciones ni en la tasa de erecimicnto ni de consumo de
2lucosa en la mutante algodonosa, descartdndose fa hipdiesis de que tas mwtanes fluff
debicran su tenotipo a un consumo y/o utilizacion diferencial de glucosa con respecto a la
cepa silvestre,

A B
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-
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Figura 8. Curvas de crecimlento y consumo de glucosa de las cepas FGSC.26
(slivestre) ¥y CJAL6 (flukl),

A. Curva de crecimiento, Se inocularon § x 10° esporas/ml en MM + glucosn 1.0 % ¥
se crecleron por 42 h a 37°C con agitaclén constante. A dlferentes tlempos se tomaron
muestras, se congelarén con N2 Ilfquido, se llofilizaron y se pesaron. Cadn punto de
las grificas representa el promedio de tres experimentos Independientes, con un
porcentaje de varlacién no mayor al 15 %, con respecto al promedio,

B. Consumo de glucosa. El experimento se reallzé lgusl que en la figura 84, con Ia
varlacidn de que en este ensayo se tomaron muestras del medio de cultiva a diferentes
tiempos. El consumo de glucosa -se determing ulilizando un méteda  enzimitico
(SIGMA), Cads punte de i»s curvas representa el promedio de tres experimentos
independientes, con un porcentaje de varlacion no mayor al 16 %, con respecto al

promedio.
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Anilisis morfologico de la mutante flulil,

Apartir de los resultados descritos anteriormente, se planted yue la mortologia de a
mutante fTuf ! podrfa provenir de cambios en el patrén de crecimiento vegetativo, por lo
cual se decidid analizar la morfologfa de las hifas. Se inoculd por picadura a partir de una
suspencidn de esporas en el centro de una caja Petri a las cepas CIALG y FGSC 26, se
erecieron a 37°C por 100 h y posteriommente las colonias se fijaron con una solucion de
dcido acérico al 0.5 % y CrO3 a1 0.25 %. Los andhisis morfoldgicos se realizaron a partir de
1as hifas terminales de cada calonia con ayuda de un procesadar de imdgences. Se realizaron
mediciones de la longitud de las hifas terminales a partir de la dhima ramificacion
abservada. Los datos obtenidos a partir de a2 medicién de Ja longitud de 18 ramiticacion
wrminal se muestran en la Figura 9-A, cada barra en la grdlica representa el promedio de
120 mediciones, en las cuales el porcentaje de variacidn con respecto al promedia, no fué
superior al 8 %, En la figura 9-A pucde observarse que la longiwd de ramificacién
promedio de las hifas para la cepa FGSC-26 fué de aproximadamente 90 pm mientras que
para fa cepa CIALG fué de 230 pm, Esto significa que las hifas de la mutante fluH!
producen un micelio con menor ramificacién y consecuentemente una mayor elongacion de
Ias hifas terminales en comparacidn con la cepa silvestre,

Owa pardmetro de crecimiento que pudo obtenerse a partie del andlisis con el procesader de
imdgenes, fué 1a medicidén del didmeiro de las hifas, Laos resultados de estas medicianes se
muestran en ta Figura 9-B. Cada bama representa el promedio de 10 mediciones en las
cuales el porcentaje de variacién no fué mayor al 10 % con respecta al promedio. En el caso
de la cepa FGSC-26 el grosor promedio de las hifas fué de 2.8 pm, micniras que para la
cepa CJA1L6 fué de 1.8 pm, por lo tanto 12 mutante fluH ! produce hifas mds delpadas que
la cepa silvestre.

Los resultados obtenidos a partir de este andlisis muestran que la muante flubf ] produce un
menor grado de ramificacion y produce hifas mds delgadas que una cepa silvestre, y por lo
tanto su fenotipo de una colonia grande y robusta surge principalmente de Ia produccion de
hifas poco ramificadas sumamente langas y delgadas, mds no por presentar una mayor tasa
de crecimiento. A partir de esto, puede concluirse que una mutacidn en ¢l gen fluld produce
cambios en ¢f hibito de crecimiento micelial y que estos cambios, que afectan ta morfologfa
vegetativa, tienen efectos notables sobre la esporulacion de A, nidulans.
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Flgura 9, Andlisls de la ramificacién y grosor de las hifus de ta mutante flul{l y una

cepa sllvestre.

A) Anilisis de longitud de ramificacién de las hifas. Se inocularon por picadura en el
centro de una caja Petri a las cepas CJAL6 y FGSC-26, y se¢ incubaron por 100 h. Las
colonlas se fijaron en una solucién de dcido acético al 0.5 % y CrOJ al 0.25 % por 24
h. La longitud de las ramificaciones se midieron en un procesador de imidgenes. Cada

birra en (a grifica es el promedio de 120 medicl para cada cepa, con un porcentaje

de variaclén no mayor al 8.0 %.

B). Andllsls del grosor de las hifas, Se utilizaron Ins cepas CJAL6 y FGSC-26 y se
procesaron como se describié en la figura 9-A. En este caso se realizaron mediclones
del grosor de las bifas de las cepas estudladas. Cada barra de la grifica representa el

promedio de 10 mediciones, con un porcentaje de varfacion del 10 %, con respecto al

promedio,

La extensién apical de las puntas de las hifas es inherente al crecimiento normal de los
hongos filamentosos (Wessel, J.G.H, 1992). En las hifas pueden formarse gradientes
osméiicos, mewbélicos y posiblemente sea a través de fa punia de éstas por donde se
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efectua la toma de nutrientes y a partir de donde algunas protefnas son secretadas al medio.
Después del crecimiento apical, la ramificacion de las hifas ¢s otre de los factores
importantes que regula la morfologfa de Ja colonia (Yarden et al., 1992). En la mutame flull
csta afectado uno de estas procesos de I morfologfa colonial, ya que se mantiene la
capacidad de elongar las puntas pero la capacidad de ramificacién estd notalemente
disminuida.

La expresién del gen briA se cncuentrn marcadamente retrasada en cepas
con la mutacion fluH],

La conidiacién en A. nidulans se induce exponicado un micelio competente a una
interfase aérea (Axelrod, 1977) o por privacién de nutrientes en medio Hquido (Skromne, e1
al., 1995). El heeho de que las mutantes flub/} presenten una conidiacién retardada,
sugiere que el gen brlA no se estuviera ckprcsando adecuadamente, o que habiéndose
expresado, el patrén de respuesta estuviese alicrado. Para discriminar entee cstas
alternativas, s¢ decidié analizar la expresion de briA de mancra indirecta en las mutantes
fluH } utitizando como gen reportero, una fusién génica que contiene al promotor de! gen
brlA fusionado al gen estructural de 1n B-galaclosidasa de E. coli, el gen lacZ (Aguirre,
1993). La cfectividad de csta fusién para medir la expresion de briA, corelaciona
perfectamente con la expresién detectada en experimentos tipo Northern blot (Aguirre,
1993; Skromne et al., 1995). Esta fusién se introdujé a una ccpa con la mwtacién flul a
través de una cruza sexual. Las cepas TIA22 (fluH') y la mutante CRT8 (fIuH ], derivada
de la CJA16), las cuales contienen la fusién briApfacZ integrada en ¢l locus de agB, se
crecieron en medio lquido por 18 h. Posteriormente, el micelio se filtrd y expusé al aire
para inducir 1a esporulacién y se tomaron mucstras a diferenies tiempos, A partir de las 12
I, la cepa silvestre ya presentaba la formacién de conididforos, mientras que la mutanie no
comenzd a producir conidiéforos sino hasta las 30 h. Los cultivos s¢ continuaran hasta las
45 h y posteriormente, las muestras s¢ procesaron para determinar It actividad de 8-
galactosidasa.

La figura 10 mucstra los resultados. Se puede observar que la induceidn de briA esta muy
retrasada en 1a mutante flul} comparada a 1a induccidn en la cepa silvestre. La induccidn
en lacepa silvestre comenzd a partir de las 12 h, tiempo en el que se regisr6 Ja aparicién de
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conididtoros, micntras que fa induccivn de briA en fa mutanwe fluffl no comienza sino
hasta fas 30 b aproximadamente, alcanzando la mdxima activacidn o fas 43 h
(aproximadamente 150 unidades de 8-galactosidasa). Estos resultados corresponden con
las observaciones microscdpicas realizadas en fos cultivos commespondientes. eu fos que ki
conidisci6n se observé casi en su totalidad a fas 24 b pura b cepa silvestre, mientras que
para L cepa mutante comenz6 hasta las 300 de induccion de la csporulacion y ademds vl
cultivo no Nlegd a conidiar completamente. A partir de este resultado podemos decir que o
retraso en la esporulacion en la mutante flulf 1 se encuentra estrechamente relacionado con
un retraso en la expresion del gen briA. Por o tnto, ef gen fluf parcee ser necesario, yi
sea de manera directa o indirecta, para a activacion de briA. Cabe hocer notar que ademds
de fluH, otros genes cuya mutacidn produce tambien un tenatipo “uflly” (fuG. fIhA.
fIbC. fibD y IbE) se requiran para activar a brid. (Adams et ol 1992; Lee y Adums.
1994 a y b; Wieser et al 1994) indicando que el inicio de la esporulacin es un proceso

complejo en el gue se require de la panicipacidn de miliples genes.
picj g
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Figura 10, La mutante fluH1 presenta un retraso en la induccion de briA,
Se crecieron a las cepas TJA22 y CRT8 en MM liguido + glucosa 1.0 %.
A Ias 18 I de crecimiento, el micelio se transfirio a MM solido + glucosa
al 1.0 % para inducir Ia esporufacion, Se tomaron mucstras a los tiempos
indicados y se procesaron para determinar la actividad de fi-galactosidasa,
Cada punto de fa grifica représenta el promedio de tres experimentos
independicntes, con un porcentaje de variacién no mayor al 10 %, con
respecto al promedio,

KR



Resultados y Discusidn

La linitacion de glucosa induce una expresion més temprana del brid en la
mutante flul 1,

Bajo diferentes condiciones de crecimiento en el laboratorio, se encontré que
disminucién de glucosa en el medio de cultiva favorecta Ia esporalacion en cepas con I
mutacidn flulll a tiempos mds tempranos, ain cuando esta produccidn fué sicmpre
menor que la observada en una cepa silvestre (ver Tabla 3). Para tratar de comprender ¢l
efecto de fa glucosa coma represor de la esporulacién en la mutante flul | y su posible
relacién con la expresidn de briA. se decidid determinar la expresion de briA en mutantes
SluH I reduciendo la concentracién de giucosa del medio de cultivo. Se realizaron cultivos
sincrénicos en medio sétido como los descritos anteriormiente, exceplo que en un caso s¢
usé glucosa al 0.1 %. A partir de fas 20 b se observd la formacién de conididforos y a las
30 i se inici6 la esporulacién en la mutante flul]. En la figura 11 se muestra la actividad
dc B-galactosidasa de Ja cepa CRTS crecida en diferentes concentraciones de glucosa,
junto con fa cepa silvestre. La gréfica muestra que la induccién de briA en la cepa CRTS
en condiciones de baja glucosa comenzd 10 h antes que cuando el crecimiento se Hevo a
cabo en glucosa 1.0 %. La actividad de B-galactosidasa a las 45 h alcanz6 casi 160
unidades, valor semejante al alcanzado al mismo tiempo en glucosa 1.0 %. Los niveles de
induccién de brlA alcanzados en glucosa 0.1 % en ta mutante fluH 1, aunque mayores que
en la condicidn de glucosa 1.0 %. no alcanzan los niveles de la cepa silvestre.

Estos resultados sugicren que la represion catabdlica por carbono pudiera tener alguna
relacién con ¢l papel que juega el genfluH 1 en la activacion de briA, ya que se sabe que
1.0 % de glucosa es capaz de reprimir la expresidn de ciertos genes a través del regulador
avA, el gen encargado de fa mayor parte de Ia represién catabdlica por carbona en A.
nidulans (Dowzer y Kelly, 1991). Por el contrario, 0.1 % de glucosa es incapaz de
reprimir a través del sistema coeA. También existen casos en los que la represitn
catabdlica por carhono independiente de cred juega papeles regulatorios, como en el caso
de la biosintésis de penicilina la cual estd sujeta a regulacion por las diferentes fuentes de
carbono utilizadas, m4s que a la represién por el gen creA (Espeso, er al., 1992 y 1993).
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Figura 11, Expresion temprana de briA en fa mutante flul{ | en condiclones imitmtes de ghicosa,

Se reatizaron cultivos sincranleos en séfido comao los descritos en ta igura 10 con las cepa CRTS, en
MM sélido con glucosa al 0.1 . A los tiempos Indicados se tomaron muestras para su observacion
bajo el microscoplo y para procesartas y poder determinar la actividad de B-galuctosidasa. £n esta
figura se Incluyeron los resultados obtenidos para las cepas CRT8 y TJA22 cuando ¢l crecimiento se

efectud en glucosa al 1.0 % para poder comparar los resultados,

La privacién de carbono suprime parcialmente el requerimiento de flullI en cullivos
sumergidos.

Uno de los factores ambientales que regulan la expresién de briA es la disposicion
de nutrientes. La limitxién de carbono o niwdgeno para A. nidulans en'cumvos
sumergidos tiene como consecuencia la induccién de briA a distintos niveles. La privacitn
de glucosa induce una rdpida expresion del gen brlA, la cual alcanza niveles
suficientemente altos, para inducir Ia formacién de esporas a partir de conidiéforos
reducidos (Skromne et al., 1995). Para la mutante fluH! en culivo sélido, bajas
concentraciones de glucosa inducen més tempranamente la expresion del gen briA, es
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decir suprime parcialmente ¢l efecto de la mutacién flufdl. Tomando en cuenta estos
nntcccricntcs. se decidid abordar 1as siguientes preguntas:

a) Si bajo las condiciones de cultivos sumergidos, con una limitacién total de Ia fuente de
carbono podfa Ia expresion de br/A ser semediada en mayor grado en nuestra mntante?;

by Si bajo estas condiciones se podfan producir también conididforos reducidos?.

Ademés deseabamos saber si ¢f efecto de supresidn de flul 1 en condiciones limitantes de
glucosa era independiente del tipo de cultivo realizado, es decir, si también podia
observarse este fendmeno en cultivos lquidos v estaba relacionado con el crecimiento en
medio sélido, en el que fos factores ambientales pueden ser diferentes. Para responder
estas pregunias se crecieron las cepas TJA22 y CRTS en MM lquido por 18 ha 37°C y
300 pm, ¢l micelio se transfirié a matraces de 250 mi con S0 mi de MM carente de
glucosa. Se colectaron muestras a distintos tempos y se procesaron para determinar I
actividad de 8-galactosidasa. También se tomaron muestras de cultivo para ser analizadas
bajo el microscopio y para cuantificar las esporas producidas en estas condiciones . En la
figura 12-A se muestra la actividad de 8-galactosidasa, Como ya se habfa reportado para
1a cepa silvestre, se encontrd gue fa privacién de glucosa induce [a expresion del gen briA.
Esta induccién para la cepa TIA22 fué rdpida y alcanzg niveles altos, La cepa CRTS
también expreso briA bajo estas condiciones. Al privar totalmente de glucosa, la expresidn
de brlA se inicia a partir de fas {2 b de induccidn para las dos cepas. Es decir que 2 una
mayor limitacién de glucosa, sc puede dar una expresidn mis temprana de brid en Ia
mutante fluF 1. Aunque los niveles de induccion alcanzados por la cepa CRTS no YHegan a
ser lan altos como los obtenidos para la cepa silvestre, éstos fueron suficientes piara inducir
la formacidn de conididforos reducidos, como se muestra én la figura 12-B,

En la Tabla 4 se muestra el ndmero de esporas producidas por las dos cepas a diferentes
tiempos. La produccidn de esporas en las dos cepas se detectd a partir de las 18 b cuando
habfa ya mds de 100 unidades de B-galactosidasa. Se puede observar que ¢xiste una
correlacidn disecta entre el nivel de expresitn dei gen briA (actividad de B-galactosidasa) y
¢l ndnero de esporas producidas, La mayor esporulacion fué detectada para la cepa
silvestre en fa cual el nivel de induccin de briA 1ué 1ambién mds alto. La utilizacion del
sistema de cultivos sumergidos permite o estudio de los factores ambicutales y
nutricionales que regulan la esporulacion de manera mds homdgenea,
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Figura 12, La privacidn de glucosa remedla parelabnente In expresion temporal de briA en la
mutante flulil.

A) Las cepas TJA22 y CRTS se inoculsron en MM FHquldo con glucosa al 1.0 % y se crecieron por 18
h. Posterformente, el micelio se lavé y transfirlé a matraces con 50 ml de MM sin glucosa. A ks
diferentes tlempos, el micelio de todo un cultivo se colectd para procesarlo y medir ko actividad de 8-
galactosldasa, Cada punto de ls curva represents ¢l promedlo de cuando menos dos experimentos
Independientes, con un porcentaje de variacién no mayor al (5 % con respecto al promedio,

B) Morfologia de los conidiéforos 24 b despuds de la transferencia s un meio sin glucosa, 1.as

flechas indican lss esporas producklas a partir de conldidforos reducidos en fus cepas TIA22 y
CR18.



Resultados y Discusitn

Glucosa 0% Glucosa 0%
Esporas/mi Esporas/ml
(x 103) x 103
Tiempo TIA22 CRTS
()]
18 75 475
S 24 4100 800
30 6100 1360

Tabla 4, Producclén de esporas en la mulante flul{] y una cepa silvestre en MM liquide sin glucosa.
El experimento se realizé tal como ¢l de Ja Ngura 14, A los diferentes tlempos, se tomardn muestras
del medio de cultivo para su abservaclén y para la cuzniificuclén de Iis esporss producldas s partir
de conldidforos reducldos, Cada valor representa el promedio de tres mediclones Independientes e
un parcentsje de varlncidn del {0 %, con respecto al promedio.

A partir de los tesultados obtenidos en los experinientos anteriores podemos decir que en
cultivos sdlidos la mutante fluF! presenta vn retraso considerable de 20 h en la induccién
del gen briA con respecto a la cepa silvestre. Al crecer en medios sélidos con glucosa 0.1
% el retraso se redujd aproximadamente 10 h, Finalmente, la privacitn total de ghucosa en
medio Mquido en condiciones muy controladas, précticamente anul6 el setraso. Estos
resuliados, en conjunto, muestran que a mayor limilacion de glucosa, menor es ¢} grado
del requerimiento del gen fluff. Sin embargo, atn Ia privacion total de glucosa no logra
restablecer e nivel de expresion de brlA que se observa en una cepa fluH+. Eslo nos
sugiere fuenemente que el gen fluH juega un papel importante en la activacién de briA.
Probablemente los efectos observados por 1a limitacién de glucosa supriman parcialmente
cl requerimiento por flul! de una manera indirecta. Al respecto, se ha reportado que otras
mutantes con fenotipos semejantes a flulll, pueden ser curadas parcialmente por
limitaciones nutricionales tal como ¢l cuso de mutaciones cu el gen fluG (Adams et al,,
1992), fibA, fIbC, fbD y fILE (Lee B. N. y Adams T., 1994A; Lee B, N. y Adams T,
19948, Wiesser J. y Adams T., 1995).
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El gen flull es indispensable para la esporulacién inducida por la privacion de
nitrégeno.

Cuando a una cepa sitvestre de A, nidulans se le limita en medio Hquido de la
fuente de nitrégeno, se induce el gen brlA y se producen esporas a partir de conidiforos
claborados, semejantes a los producidos en una interfase aérea. Tanto en upa cepe
silvestre como en la mutante fluf 1, la ghicosa ticne un efecto represivo sobre la expresion
de brlA. Para comprender mejor Jos efectos de fa limitacién de los dos principales
nutrientes en cepas con la mutacién fluF 1 se decidié probar en esta mutante, el efecto de
1a limitacion de nitr6geno sobre la esporulacién. Para este experimento se crecieron a las
cepas TIA22 y CRT8 en MM con glucosa al 1.0 % por 18 h. El micelio se transtirio a
medio sin glucosa o sin uitrato y se tomaron muestras a las 12 y 24 b pura medir la
actividad de B-galactosidasa y para observar la morfologfa. Como puede verse en la Figura
13, en ¢l caso de fa cepa TIA22 la fimitacién de glucosa llevé a una clara induecidn de
brlA, alcanzando a las 24 h aproximadamente 500 U de actividad de 8-galactosidasa y se
produjeron esporas a partir de conidiéforos reducidos. Cuando Ia fuente limitante fué el
nitrato, la cepa silvestre presentd una induccién mds moderada de briA. A las 24 b se
registraron 170 U de 8-galactosidasa y se observé esporulacién a partir de conididforos
claborados.

Para la mutante fluH1 la limitacién de glucosa lieve a Ia formacion de esporas a partir de
conididforos reducidos y a las 24 h se registraron aprosimadamente 240 U de 8-
galactosidasa. La esporulacién observada en este caso fué menor que para la cepa
silvestre, Jo cual concuerda con los niveles de induccidn de brlA obtenidos para cada una
de las cepas. Al observar el micelio de fa mutante flui! en condiciones limitanws de
nitrégeno, no se detectd ninguna esporulacion. Bl andlisis de 1 induccidn de briA en esta
mulante, mostré actividades de B-galactosidasa considerablemente menores que para la
cepa sitvestre (38 U a las 24 h). Este resultado fué interesante, ya que indica una relacion
clara entre el metabolismo nitrogenado, fluli] y la esporulacidn. Un resultado interesante,
relacionado con ¢l anterior, se refiere a la incapacidad de mutantes nulas areA para
esporular por privacién de nitrégeno (Sdnchez y Aguirre, sin publicar), Estos resultados
parecen indicar que cntre los factores ambicntales que regulan Ia esporulacidn asexual en
A, nidulans, cxiste una muy compleja relacién entre el metabolismo del nitrégeno y la
esporulacion. Uno de los componentes de esta relacién pudicra ser ¢l gen activador areA,
¢l cual codifica para un regulador central de los genes involucrados en el metabolismo del
nitrégeno. Andlisis de 1a secuencia del gen areA han mostrado una alta similitud con el gen
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nir-2, responsable de la regulacicn de la represion catbdlica nitrogenada en-Newrospora
crassa. (Arst y Cove, 1973; Arst y Bayley, 1977, Cove, 1979; Kudla, ct al., 1990,
Caddick, 1992; Scazzocchio, 1992; Marzlul, 1993). Nuestros resultados sugieren que
areA al igual que flul puede funcianar en Ja misma via de activacion de briA, Sin
embargo, el proceso debe ser mds camplejo ya gue las mutantes areA no presentan un
fenotipo algodonoso,

Tlempo ~ Sllvestre Silvestre flulll flutil
-C -N -C -N
0 1.5 2.2 1.5 2.2
12 124 80 139 20
24 495 170 236 38

Morfologia

Figura 13, El gen flul] es indispensable para la esporulaciin induclda par la privactin de nitrigena.
Las cepus TJA22 y CRTS se Inocularon a MM + giucoss y se incubaron durante 18 b, E micello se
lavd y transfirld a MM sin glucosa o sin nitrate segin fuera el caso, Se tomaran muestras » las 12y
24 h para ser procesadas pors cuantificar o sctividad de Qgalactosidasa, La morfologia

coresponden a cultlvos de 24 h,
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Otros genes, cuya mutacién genera fenotipos “algodonoses”, tamblén se requieren
para esporular por privacién de nitrogeno

Experimentos realizados con la mutante fIvl! mostraron que la limitacion de
carbono llevaba a una induccidn mds temiprana de brlA, teniendo como consecuencia la
esporulacién a partir de las puntas de las hifas, mientras que la esporulacidn no ocunfa
durante la privacién de nitrégeno, debido a una muy baja induccién de brlA. Con estos
antecedentes, decidimos probar si éstas respuestas a la limitacidn de nutrientes eran
exclusivas de cepas con la mutacién fluldl, o si se trataba de una respuesta connin
presentada por diferentes mutantes algodonosas, que aunque afcctadas en diferentes
genes, presentan una morfologfa muy similar, Se realizaron cultivos sumergidos en Jos
cuales se crecieron en medio minimo con glucosa y nitrato & las cepas algodonosas con
mutaciones en fluF, fluG y fibD por 18 h. Posterionnente los cultivos se lavaron y
transfirieron a medios en los que se privaron de glucosa o de nitrato dorante 24 h y se
hicieron observaciones bajo ¢l microsedpio de cada una de fas muestras. Se encontrd que
para las miutantes algodonosas utilizadas, la lintitacién de glucosa tenfa efectos muy
similares que los observados con la mutante fluki 1, es decir, cuando se privé de carbano a
las mutantes fluF, fluG, y fibD, éstas produjeron esporas a partir de las puntas de las hifas
(ver figura 14). En el caso de la limitacidn de ia fuente de nitrégeno, ninguna de las
mutantes analizadas esporul6. Con estos resultados podemos decir que los genes fluF,
fluG y fbD s requicren para esporular en ausencia de nitrdgeno y que de alguna manera
participan en una via comin, que finalmente conduce a la esporulacién.
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Cepas -C -N

il

bbb

fluG

Figurs 14, Los genes fIbD, fluk y fluG se reguiven para esporular por privaciin de nutrientes.
Cepas con mntacianes en los genes fIbD, fluF y fluG se fnocutsron en MM + giucosa 1.0 % por 18 b,

y eb caltive se

Postertorpiente, el micelio se baovd y transtirdd o MM sis glucosa o sin aitrdgena
cntinud asta Jas 24 h. Los fotomlcrografius se tovaran con un deroscoplo Leley y G amplificacion

(ué de 300 veces,
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Reesultados y Discusido

Obtencién y caracterizacidn parcial de mutantes con supresores extragénicos de
SuHI,

‘A partir de los estudios realizados anteriormente, se detenminaron aigunos
pardmetros relacionados con la mutacidn fluH 1, en cuanto a pavones de esporulacion,
curvas de crecimiento y expresion dej gen briA. Proponemios que el gen fluH! puede
funcionar de manera directa o indirecta como un activador del gen reguiador briA y que i
mutacién en fluH1 ticne alguna relacién con la represién catabélica por carbono, pero
sobre todo, con la regulacién del metabolismo nitrogenado, Decidimos explorar Ja funcidn
de fluH1 y sus posibies relaciones funcionafes con otros genes, a partir de Ia oblencidn de
mutantes con supresores extragénicos. Para ello se lievé a cabo una mutagénesis de a
cepa CRT8 con luz U.V. empleando fa téenica de Kiifer (1965). La dosis de irradiacidn
correspondié aproximadamente a 700 pWrem? y fué suministrada a una suspensién de
esporas por 180 seg. En la Figura 15 se muestra la curva de sobrevivencia, donde puede
observarse que el 10 % de sobrevivencia se obtuvé al irradiar por 120 seg. Posteriormente
s¢ realizaron mutagénesis en fas que una suspensién de esporas se imadié por 120
segundos y las esporas irradiadas se plaquearon en MM + 1.0 % de glucosa mds
requerimientos de la cepa.
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Figura 15, Curva de sobrevivencia de 1a cepa CRTS ala irradiactén con luz Ullravioleta,

"

Esporas de 12 cepa CRTS se genizaron Irradidéndolas con luz ultravioleta hasta por 180 seg, El

10 % de sobrevievencia se detects 2 los 120 ses, Cada punlo en Is grifica vepresenta el promedio de

dos experiimintos Independientes.
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Se seleccionaran a aquellas colonias que en este medio fueran capaces de esporular mejor
que la cepa original fluH1 a las 48 h. De 6884 colonias que crecicron después de ser
mutagenizadas se detectaron tres colonias con apariencia semejante a una cepa silvestre en
cuanto a morfolngfa de la colonia y/o que presentaban una mayor esporulacidn que la
mutante fluH1, Estas wes mutantes fueron denaminadas inicialmente CRTY, CRTIY,
CRT11y CRTI12. Estas cuatro cepas mutantes se¢ purificaron por sembrado para colonia
aislada, para dejar que las mutantes generadas crecicran en condiciones estdndar y poder
asf verificar su fenotipo (figura. 16). Las auxétrofias para biotina y paba (marcadores de la
cepa mutagenizada) se verificaron en las cuatro mutantes, para eliminar la posibilidad de
que se tratara de posibles contaminaciones, '

fluH1 CRTY

CRT10

Figura 16, Mutantes con posibles supresores extragénicos de ba mulacidn flul1.

CRTH

Las mutantes obtenldas después de la radiaclin con luz uliraviolela de la cepa CRT8 se
selecclonuron plaqueando en MM + 1.0 % y 0.05 % de desoxlcolato se sadlo, Se detectaron cuatro
colonias mutantes, tres de las cuales restablecieron un fenoflpo semejante al silvestre, y una cuaria
que resultd ser una colonts compacts de bordes rugosos, En esta figura se representa a las mutantes
supresoras obtenldas denominadas CRT9, CRTi0, CRT11 y CRT12, asl como también a la cepn
stiivestre FGSC26 y la mutante flul 1 (CJA16), crecidas en MM + glucosz 1.0 %,
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Niveles de esporulacién en las mutantes CRTY, CRT10, CRT11 y CRT12.

Para determinar ¢} grado de supresion del fenotipo algodonoso de la mutante
SlH1 en las mutantes generadas, se decidié cuantificar sus niveles de esporulacion, Se
sembraron para colonia aislada sobre membranas de celofdn en junto con la cepa silvesure
FGSC26 y la CJA16 (fluH). Cada colonia se pess y se cuantificd la esporulacion, En la
Tabla 5 s¢ muestra ¢l promedio del peso seco por colonia y el porcentaje de esporas
producidas por colenia, para cada una de las cepas, tomando como 100 % de esporulacicn
a la cepa silvestre, Puede observarse que el porcentaje de esporulacin de las mutantes
CRTY-CRTI2 ¢s de alrededor del 10 % comparado con la cepa silvestre, Ada cuando los
niveles de esporulacion alcanzados por las mutanies no restablecen los niveles silvestres, si
hubo un incremento de aproximadamente 20 veces con respecto a Ia mutante fJuH, Ia cual
s6lo genera aproximadamente ¢ 0.5 % de la esporulacidn sitvestre. Estos resvitalos
muestran que las mutaciones contenidas en las cepas CRT9, CRT10, CRTI1 y CRTI2,
suprimen parcialmente el fenotipo fluH 1

Cepa Peso Seco Esporas/colonia
(mg) (%)
FGSC26 69.60 100
CIAIG ~69.0 0.53
CRTY 32.66 895
CRT10 4333 1142
CRT11 44.66 12.69
CRT12 48.33 11.82

‘Tabla 5. Niveles de esporulacidn de fas mutantes con posthles supresores de flul 1,

Se inoculd subre MM + glucosa at 1.0 % y celofén & las cepas FGSC26, CJA16, CRTY, CRT10,
CRT11 y CRTI2. Las cepas se Incubaron a 37°C por 68 h, tiempo en el cual se tomaron colonias
alsladas para ser sccadas y coantificar su peso seco. Posteriormente cada cofonla se agité en 1 ml de
agua estéril para ia cusnitficacién de esporus. Los datos reportudos aqui representan el promedto de
cuanda meuos tres colontas diferentes. El porcentaje de error oon respecto al promedio no fué mayor
del 10% para las esporas y del 7.0 % para el peso seco, E{ 100 % de esporas covvesponde a 2.10833
x 10'/ colonts,
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Caracterizacién genética de las mutantes con posibles supresoves de flulfl,

Con el andlisis anterior se establecid que las mutaciones con posibles supresores de
fluH tenfan un efecto sobre ef grada de esporulacidn, por lo que se decidid demostrar
formalmente que las wutantes generadas, contenfan mutaciones independientes de flull !, y
no reversiones parciales de esta mutacién. Para probar este punto se realizaron cruzas
entre cada una de las mutantes CRT9, CRT10, CRT11, CRTI12y la cepa silvestre CLK 11
Los resultados sc muestran en las Tablas 6, 7, 8 y 9, respectivamente. Se utilizé la
proporcién de colonias verdes y amarillas como marcador interno de segregacion, En este
sentido las cruzas se comportaron Mendelinnamente (aproximadamente 50 % de colonjas
verdes y 50 % de colonias amarillas). Las mutantes aisladas se  designaron
provisionalmente como suAfluH 1, suBflull, suCflul{l y suDfiulil (Clutterbuck, AJ. y
ArstH,, 1995).

- Anglisis meidtico de CRTY (suAfluH1).

El andlisis de la progenie generada por la cruza entre Ia cepas CRTY y la cepa sifvesire
CLKII (yA2, argB2, proAl) se muestra cn la Tabla 6. Se obtuvicron resultados
interesantes al observar los difereates fenotipos generados (figura 19). Primeramente, se
obtuvicron cepas con un fenotipo algodonoso, to cual comprobé el hecho de que se habfa
generado uma mutacién independiente de flulf]. Se obtuvieron cepas con el fenotipo
original de la doble mutante, es decir, colonias compactas con bordes anugados y en la
periferia de la colonia gran cantidad de células “hulle” o nodrizas. También seé obtuvieron
colonias con fenotipo silvestre. Otro fenotipo encontrado fué el provocado por la
mutacién supresora, es decir que, fuera del contexto algodonoso la mutante presentaba un
fenotipo propio. Las cepas que slo levaban la mutacion sudflufil, eran colonias
compactas de bordes mds o menos rugosos y con una esporulacion muy abundante y de
coloracidn intensa. Las proporciones con las que segregaron cada uno de los fenotipos fué
de aproximadamente 25 %, lo que indicé que la mutacién supresora era monagénica y no
se encontraba ligada a flub 1.

A partir de estos resultados podemos concluir:

La cepa CRTY contiene una mutacion independiente de fluH, la cual genera un fenotipo
fuera del contexto flul, Con éstos resultados, puede formalmente considerarse que la
mutacion contenida en la cepa CRTY es una mutacién supresora de flul, 1a cudl define al
gen suAflulll,
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Fenotipos obtenidos (%)
Silvestre 21
Alpodonoso (lul 1) 22
Doble mutante(IuH 1 sudflulil) 21
Compactas (suAflul 1) 36
Colonias verdes 49
Colonias amarillas (vA2) 51

Tubla 6, Aniilisis melitico de la cruza de las cepas CRTY (suAflul 1) y CLKIL
Se plagueron alicuotas de ascosporas provenientes de cleistotecios hibridos en medios no selectivos,

para analizur los diferentes fendtipos generudos. La progenle totol inallzada Tué de 266 colonias.

Figura 17, La mutante sudfTuH 1 presents un fenotipo propio en un fando silvestre.

Se plaqueo en un medio no selectlvo a ascosporas de la cruza entre las cepas CLK1L X CRTY.
Dentro de 1a progente ohlenlda se observaron cuatro fenotijos diferentes: 1) colonias silvestres, 2)
colonlas algodonosas, 3) colonias compactas can hovdes rugasos y gran cantidad de eélulas Hulie en

la periferta y 4) colontus compactas con una esporulacién mayor y de colaraclén mny intensa,
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Mutantes afectadas en ¢l gen creA responsable de la represin catabélica por carbono,
crecen como colonias compactas de bordes més o menos definidos (Dowzer y Kelly,
1991). Estas mutantes no pu¢den crecer en alcoliol alflico mds glucosa, ya que la alcohol
deshidrogenasa se encuentra desreprimida y utiliza a este compuesto como sustrato para
formar acroleina, la cual es toxica para las células. Para eliminar la posibilidad de que las
mutantes obtenidas fueran mutantes cred, se realizaron dos pruebas. Se inocularon en
placas con alcohol alflico y los requerimientos necesarios a las cepas CRT14, FGSC26 y
CPGI (mutante creA). Después de 48 h de incubacién sélo crecieron las cepas CRT14 y
FGSC-26. La cepa CPGI no crecid, como era de esperarse. Con esto s¢ comprobé que la
mutante gencrada no era alélica a creA, aunque atn cabfa la posibilidad de que si se tratard
de una mutante creA reprimida para la alcohol deshidrogenasa y desreprimida para otros
sujetos a represion catab6lica por carbono, como se ha reportado para algunos alelos de
creA, Como prueba final se realizaron diploides entre Ia cepa CRT15 y la CPG1. Los
diploides obtenidos crecicron como colonias silvestres en cuanto a morfologfa y
esporulacién. Con estos experimentos quedd totalmente descartado de que la mutacién
suAflul] fuese un alelo de creA, aunque s¢ trate de una mutacion que también genere
colonias compactas.

- Andlisis meidtico de CRT10 (suBflul 1),

Se realizaron cruzas entre las cepas CRT10 y CLKI y su andlisis se reporta en la Tabla 7.
En este caso sélo sc obtuvicron tres fenotipos discernibles, es decir, no se distingui6 un
fenotipo generado por la mutacién de suBfiuH1, 1o que sugicre que esta mutacin no
confiere un fenotipo ¢n un contexto MuH'. Se obtuvieron colonias con fenotipo
algodonoso, lo cual significa que la mutacién gencrada era independiente de la mutacion
en fluH. Los otros dos fenotipos observados fueron: colonias con fenotipo silveste y
colonias con un fenotipo semejante al de la doble mutante fluH!-suBfluit1 (figura 18). Bl
fenotipo algodonoso de la mutante fluH1, sabemos es de caracter monégenico ya que la
proporcién ¢n que segregd este gen es de aproximadamente 25 %, A pair de este
resultado, se esperarfa que, la proporcién en que se presentaran los fenotipos silvestres,
suBflul1 cn un contexto silvestre y suBflull} en un contexto flulll, fueran ambién de
aproximadamente un 25 % cada uno. Dado que no fué posible distinguir el fenotipo
suBflul 1 ¢n un contexto silvestre, del fenotipo dnicamente silvestre, se decidi6 cuantificar
las colonias que presentaban fenotipo silvestre y tomarlas como representantes de ambos
fenotipos. La proporci6n de colonias con morfologfa silvestre fué cercana al 50 %. Si se
analiza a la progenie cuando es muy joven, es ain mds diffcil distinguir estos dos fenotipos
de la doble mulante (TuH 1; suBfluH1), por v que la proporcién para este fenotipo parece
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estar sobreestimada. No obstante ef marcador interno, la segregacidn de colores, 50%
colonias amarillas y 50 % colonias verdes, indicd que Ja cruza se comporté nommalmente,

Las conclusiones obtenidas a partir del andlisis de Ia progenie de las cruzas entre las cepas
CRT10 y CLK11 son las siguientes:

La cepa CRTI0 conticne una mutacidn independiente de flull, la cual no genera un
fenotipo propio fuera del contexto fluH". De los resultados obtenidos a partir de la
segregacion puede observarse que esta mutacidn no se encuentra ligada a fluf, y todo
parece indicar que es monogénica. De aquf en adelante se designard como suBfluH ],

Fenotipos obtenldos (%)
Algodonoso (lul{l) 24
Silvestre 40
Doble mutante(flull{,; suBflulil) 36
Colonias verdes 51
Colonias amarillas (va2) 49

Tubla 7. Anlisks melético de lu cruza entre las cepas CRT10 (sublflull} y CLK11,
Se plaqueron alicuotas de ascosporas provententes de clefstotecios hibrfdos en miedios tto selecilvos

para analizar los diferentes fenotipos gencradus. La progenie total analizada fué de 487 colonias.
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Figura 18, La mutante suBflulf] sw presenta wn fenotipo propla.

Se plagued en un medio no selectivo una alicuota de sscosporas de la cruza entre las cepus CLK11 y
ia CRT10. En la progenle obtenlda se observaron tres fettotipos diferentes: 1) colonias slivestres, 2)
colonlas algodonusas, y 3) colonlas que representun a la doble mutante flull-sullflulll. Resultd
Imposible discernir a la mutacién suBflul1 cuando se encuentra en un contexto slivestre, es decly

gue no presenta un fenotipo prople.

El mismo tipo de andlisis meidtico se aplic6 a las cepas CRTIT y CRT12, Los resultados
se¢ muestran en las tablas 8 y 9, respectivamente. En estos casos, al igual que con la cepa
CRT10, puede concluirse que ambas mulanles contienen mulaciones supresoras
independientes de fluf{1, las cuales no confieren ningiin fenotipo en un fondo silvestre y
que hemos designado suCfluH1 y suDfluH 1, respectivamente.
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Fenotipos obtenldos (%)
Algodonoso (flull1) ’ 22
Silvestre 55
Doble mutante(fluH1; suCflulil) 23
Colonias verdes 50
Colonias amarillas (ya2) 50

‘Tabla 8. Anflists melStico de La cruza de las cepas CRTI1 (suCflull) y CLKIL
Se plagueron alicuotas de poras provenlentes de clelstoteclos hibridos en medios no selectivos

para an.-llur log diferentes fenotipos gencrados. La progenle total anallzada fué de 616 colonlas.

Fenotipos obtenidos (%)

Alpgodonoso (fluH 1) 22

Silvestre 35

Doble mutante(flul!; suDflul 1) 23

Colonias verdes 4] ‘
Colonias aharillas (ya2) 59 ‘

Tabla 9; Anélisls meldtico de Ia cruzs delas cepas CRT12 (subflulll) y CLKI1.
Se plaqueron alicuotas de ascosporns provenientes de clebstotedos blbridos en medios no selectivey
para anallzar los diferentes fenotipos genersdos. La progente total analizzds fué de 383 colonias.
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Las designaciones a las diferentes mutaciones supresoras obtenidas en este estudio
presuponen que cada una de cllas es distinta entre sf, esto es suAflull, suBfluH1,
suCfluH 1 y suDflul1, Esto s6lo ha sido comprobado para la mutacién suAfluH 1, ya que
con cepas que s6lo portan esta mutacién se han podido establecer diploides con las cepas
CRT10, CRT!1 y CRTI12. Los diploides mostraron un fenotipo silvestre, indicando que la
mutacion suAflul{1 es independiente a las otras wes mutaciones. Para el caso de las
mutaciones supresoras B, C y D, el hecho de no presentar un fenotipo en si misimas y
portar cada una los mismos marcadores (pabaAl;biAl; ya que todas provienen de la cepa
CRTS8) ha dificultado el estableciemiento de diploides entre ellas.

La obtencidn de supresores extragénicos de la mutacidn en flulf, es una hermamienta
sumamente interesante. El andlisis de supresores extragénicos constituye uno de los
métodos para establecer posibles interacciones génicas, El hecho de poder determinar qué
productos génicos pucden estar relacionados con otros funcionalmente, facilitarfa el
esclarecimiento de redes regulatorias del gen brid,

Anélisis de dominancia.

CRT10,CRTH y CRTI2.

Para cstablecer st las mutaciones supresoras se comportaban como dominantes 0

recesivas, s¢ construyernn diploides entre las cepas CRT10, CRTIHL y CRTI2 y la cepa
CRTI8 (yA2; meiGlflull). Estos diploides fueron heleréeigos para las posibles
mutaciones supresoras suAfluH, suBflul, suCfluH, suDflul{ y homécigos para la
mutacién flul1. Los diploides obtenidos entre las cepas CRTIS/CRT10, CRT8/CRTIL y
CRTI8/CRTI2 se observaron conto colonias algodonosas que producfan esporas verdes.
Este resultado nos indicé que cada una de las mutaciones supresoras suBflull, suCflul y
suDfluH era recesiva, Para comprobar que las colonias que analizamos eran efectivamente
diploides, se wtilizaron los siguicnles criterios:
Los difesentes diploides obtenidos mostraron estabilidad en MM sin requerimiientos, io que
indicé que se complementaron sus auxotroffas. Al crecer los diploides en MM + p-F-
fenilalanina se obtuvieron diversos sectores haploides, los cuales al ser analizados
mostraron una segregacién at azar de los marcadores que portabun cada una de las cepas
con las que se formaron los diploides. La prueba final de Ia obtencién de diplaides, fué la
obtencion de colonias algodonosas verdes, es decir se complement6 ta coloracin en fas
esporas (ya/ya').
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CRTY

Debido a que la mutacion suAfluld presentd un fenotipo propio, esto facititd muchisimo la
generacién de diploides. Los diploides se generaron entre las cepas CLK11 (yA2; argBI;
proAl) y CRTY, Las colonias diploides obtenidas se observaron como colonias silvestres
robustas y de color verde, indicando que suAflul{] es una mutacion recesiva,

En conclusidn, s¢ han obtenido difercntes mutaciones supresoras del gen fluH 1, que son
monogénicas y recesivas, Faltarfa determinar si todas estas mutaciones son diferentes entre
sf, asf cemo realizar una bisqueda mas exhaustiva de este tipo de mutantes, las coales
restablecieran parcialmente u totalmente la condicién silvestre en un contexto flul’, El
hecho de obtener mutantes supresoras de fluH 1 nos abre la posibilidad de entender las
posibles interacciones que existen entre el gen flul y otros genes, (ue pudieran estar
relacionados con la induccién del gen brlA y por consiguiente en la reproduccién asexual
de A. nidulans.

Caracterizacién de mutantes afectadas en el gen suAfluH 1.

Como se describié en la caracterizacion genética de las cvatro mutantes
supresoras, s¢ encontré que la mutacién supresora suAflul ] presenta un fenotipo “'per
se”, El fenotipo observado fué el de colonias compactas que esporulaban perfectamente y
que en las periferia de Ia colonia producen células Hille. La morfologfa de esta mutante
puede observarse en la figura 19. La mutacion suAfluldl es recesiva y monogénica.
Debido a estas caracterfsticas se decidié cuntinuar con ¢l andlisis de la mutante suAfluH 1,
ya que su morfologfa nos fucilitd el poder realizar un estudio fisioldgico, morfol6gico y
genético més detallado,
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Figura 19, Morfologia de la mutante suAflulil.
Se inocold sobre MM + plucosa 1.0 % afa cepa CRTI4, fa cual tleva o motacion
suAdflulll, La mutacidn en sudfiull vesulta en colonias compactas con bordes mis o

menos  rugosas,

Caracterfzacion Morfologica de la mutante sudflulll.

Para determinar la morfologfa de la muante de una maners mds precisa se

midicron fa longiud de ramificacion y ¢l grosor de las hifas, wtilizando un procesador de
imdgenes integrado a un microscopio Gptice. Se inocufaron por picadura esporas de las
cepas CRTY (fluH 1,suAflulll), y CRT14 (suAdflul 1) en el centro de cajas Pewri, y se
incubaron Ias cajas a 37°C por 100 h. Posteriormente las cotonias se fijaron y se midieron
de fas ramificaciones erminales de las hifas asi coma ambién del grosor de las mismas.
Lus resultados de fa figura 20-A muestran que las mutantes sudfluldl (CRT14) y flulil,
suAflutl] (CRTY), muestran claramente un mayor grado de ramificacion gue la mutante
JuH 1 (CIA16) sola.
Las resultados de la medicion del grosor de las hifas en estas cepas, se muestran en la
fipura 20-B. Para ¢l caso de [a cepa CRTH4 ¢l grosor promedio de las hifas fué de 2.8
pom: inientras que para fa cepa CRTY (doble mutante) este valor fué de 3.8 pm. Es decir,
esta cepa presentd hifas con un incremento notable en el grosor, comparado con lus
grosores presentados por las cepas sifvesue de 2.8 pum y Ia mutanie fleH 1 de 1.8 pm.
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Figura 20, Andlisls de la ramificacién y grosor de Ins hifas de la mutante sudflull}.

A. Anillsis de Ia ramificacién. Se inocularon a lss cepas CRTY y CRT14 por pleadura ¢n ¢l centro
de una caja Petri, y s¢ Incubaron por 100 h. Las colonlas se {ijeron en una solucldn de dcldo acétlco
al 0.5 % y CrO3 al 0.25 % por 24 b. La longitud de las ramificaciones se midieron en un procesador
de Imigenes. Cada barra en ia grifica es of promedio de 120 mediciones para cada cepa con un
porcentaje de variadén no mayor al 10 %. En esta grifica se muestra también los datos
correspondientes a las cepas FGSC26 y CJA 16 (tomadas de lu figura9-A).

B. Andlisis del grosor de las hifas. Las ccpas CRT9 y CRT14 se procesaron como se indica en ja
figura 20-B . Cada barra en s grafica respresenta el promedio de 10 mediclones para cada cepa,
con un porcentafe de variaclén no mayor al 10 % con respecto al promedio. En esta gréfica se

muestran los datos para lss cepas FGSC26 y CJA16 (tomados de Ia figura 9-11),

En conclusidn, las cepas que portan la mutacién sudfful{] presentan una ramificacion
mucho mayor con hifas més cortas y gruesas que una cepa silvestre, dando lugar estos
cambios morfoldgicos a un fenotipo compacto. Las cepas que son dobles mutantes flull-
suAflull presentan fenotipos intermedios de ramificacién y grosor de las hifas con
respecto a las dos mutaciones independientes.
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Con base en estos resultados encontramos que tanto la mutacion flul como la mutacion
suAflul1, las cuales afectan de manera inversa la morfologfa de las hifas vegetativas
también afectan la conidiacién. El comportamiento de la doble mutante, en la que existe
una expresién parcial de ambos fenotipos sugicre una posible interaccién entre los
productos de ambos genes, interacci6n que serfa realmente importante estudiar con
respecto a la morfologfa del micelio, su crecimiento y diferencincion,

Resulta interesante que otro tipo de mutantes con morfologfa compacta (cred), no alélicas
a suAflul], también afecten la morfologfa de las hifas y la esporulacién de manera
semajante, Cuando se realizaron cruzas entre las cepas CPGI y CJAL4, y se analizg la
progenie, se encantraron cuatro fenotipos:

1) colonias silvestres;

2) colonias “fluffy";

3) colonias creA (con un fenotipo compacto) y

4) dobles mutantes creA-fluH1, con un fenotipo intermedio entre las dos mutaciones, las
cuales s¢ observan como colonias més grandes que una mutante creA pero mfs compactas
que fluH1 y en las cuales se remedia parcialmente la esporulacién (Figura 21),

Como ya se ha descrito anteriormente existe toda una serie de mutantes algodonosas no
alélicas a fluH 1, las cuales parecen resultar también en modificaciones en los patrones de
crecimiento, ademds de estar afectadas cn la esporulacion. A este respecto, se realizaron
cruzas entre la mutante suAfluH1 y la mutante fluF . A partir del andlisis de la progenie,
también sc observé que suAfluld ] suprinie parcislmente a fluF en cuanto a la morfologfs y
esporulacidn (datos no mostrados). Al parecer, el producto del gen suAfluH también tiene
alguna interaccién con fluF y posiblemente con algunos otros de los productos de los
genes “fluffy”, Serfa realmente interesante realizar una serie de cruzas entre las diferentes
mutantes algodonosas y la mutante suAfluH, para determinar si este efeclo de supresitn
parcial s¢ observa con las otras mutantes. Estos resultados sugieren fuertemente que
mutaciones que afecten Ia morfologfa del micelio vegetativo, ticnen wmbién efecto en gran
medida en la esporulacidn asexual del hongo,
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Figura 2, La mutacion cred también afects ta morfologf y contdbacion en b watante fuffl.

Se plagguraron sscosporas de una cruza entre las cepas M40 (ered 204) y CJATS (TuH ). Do 1a
progente obtenida se observan cuatro fenotlpos, 1) colonlas slivestres, 2) colonlas Quffy, 3) colonins
ered (compactas), ¥ 4) dobles mutantes creA<fIuil, con un fenotipa Intermedio enire estas dos

mutaclones

Caracterizacion Fisiologica. Sobrepraduccidn de Proteasas y Amilasas extracelulares
por la mutante suAflulll,

En cepas con la mutacion sudflull cuya modologfa ya ha sido descrita
anteriorniente, se abservd también que al crecerlas en placa producfan una pigmentacion
calé-rojiza en ¢} medio, caracterfstica no observada en cepas sitvestres, En experimentos
pretiminares en medio lguida donde se creci6 o esta mutante se detectd que también
liberaba al medio una substancia rojiza, ademds de formar agregados extracelulares. Estos
agregados se tilieran con el reactivo de Bradtord, lo cual sugind que la mutanie podifa
estar liberando algunas protefoas al medio.

Se ha prapuesto que ta morfalogia del micelio cs determinante et produccisn de
protefnas de secrecion (Smart, N.J. 1991 Ademds de gue T secrecitn de algunas
protefaas extracelures en fos hongos amentosos se efeciia principatimente o raves di ks
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puntas de las hifas. En A. niger s¢ ha demostrado que la secrecidn de glucoamilasa se
realiza solo en las puntas de fas hifas en crecimiento (Wonsten, et al,, 1991; Wessels,
1992), Desde el punto de vista Biotecnolégico, las compafifas de fenueatacion emplean
inhibidores del crecimiento, los cuales incrementan la ramificacidn de los cultivos teniendo
en muchos casos efectos significativos sobre I productividad, La excesiva ramificacion
presentada por la mutante suAflulll y liberacidn de protefnas al medio observada, nos
Hlevd a analizar si ésta mutante sobre producfa algunas protefnas.

En A. nidulans s¢ ha reportado que en condiciones donde la fuente de nitrdgeno es
obtenida de la hidrdlisis de protefnas, se detecté la scerecion de dos protcasas
extracclulares; una neutra y otra alcalina (Cohen, 1973). Estas proteasas estan sujetas a
represin catabdlica por nitrdgeno, a través del activador transcripcional areA. En
ausencia de fuente de nitrégeno y con caseing en ¢l medio, estas proteasas se producen
abundantemente en el medio extracelular. Cuando la fuente de nitrgeno ¢s amenio, la
expresion de estas proteasas se encuenira reprimida adn en presencia de caseing. Para
determinar si Ja mutante supAfluH1 sobreproducea alguna protefna de secrecida, se decidid
probar ¢l sistema de las proteasas extracelulares (Cohen, 1977). Se crecid a la cepa
FGSC26, CIALG (flulil), CRT (flulllsupAflull) y CRT14 (supAflulil) en MM con
nitrato, sin nitrato o con amonio ca presencia de leche descremada al 1.0 % como fuente
de caseina. Los resultados de ta Figura 22 muestran que en las condiciones en las que ¢l
crecimiento se efectud en medio sin fuente de nitrégeno (sin nitrato) se detectd que la
mutante compacta CRT14 y la doble mutanic CRTY productan un hato de degradacidn de
caseina de mayor tamafio, comparado con las otras cepas analizadas.

Cuando ¢l crecimicnto se efectus en un medio con amonio, los halos de degradacisn de fa
caseina no se observaron en ninguna de las cepas, lo cual indica que la produccion de
proteasas esta regulada por la fuente de nitrégeno, como se ha reportado con anterioridad,
Este resultado sugicre que la sobreproduccidn de proteasa extracelular observada en cepas
con la mutacién sudlfluH1, proviene de un incremento cn la secreciéa y no de la
desregulacidn de los genes comespondientes. En el caso del crecimiento en nitrato como
fuente de nitrdgeno, se observaror: halos pequefios sirededor de todas las cepas. EY nitrao
misnto /o constituye una fucnte represora de fas proteasas, pero al ser reducido a amonio,
¢ste produce ciertos niveles de represidn.

62



Resultados y Discusion

Flgura 22, Sobreproduccldn de proteasas extracelulares de L mutante suAflul 1,

Se Inoculd por pleadura a las cepa 1) FGSC26, 2) CJAL6, 3) CRTY y 4) CRI4 en MM con leche
descremada ol 1.0 %, con nltrato, con umotle o sin nitrdgeno segin fuera el caso, A las 72 h se
abservaran halos de degradacldn de la cuselna, estos halos no se observaron sl crecer en amonio,

fuente represars de estas prateasas,

Para investigar si ef fenotipo causado por fa mutacién suAfluHi correspondia a una
secrecion generalizada de protefnas extracefulares, se procedid a flevar a cabo un ensayo
en placa para detectar la produccion de amilasas. Se ha reportado que el gen de la
glucoamilasa ¢s un gen reprimido por glucosa ¢ inducido en presencia de almidon en A.
terreus, condiciones en fas cuales la glucoamilasa ¢s secretada al medio (Ghosh, ef al.,
1990). Se crecicron a las cepas CIA16, FGSC26, CRTY y CRT14 en MM sin glucosa més
almidn al 0.5 % como fuente de carbono, se incubaron a 37°C, Después de 72 h el medio
fué teiido con Lugal, el cual tifie amilopectina. Las cajas de medio con almidén al ser
tratadas con lugol se tifien de un color morado obscuro, alrededor de tas cepas que
presentan actividad de amilasa se observan halos transparentes, debido a la degradicion
del almiddn. Los resultados obtenidos s muestran en la Figura 23. En ¢l medio que
contenfa almidén coma fuente de carhono la mayor degradacién del almiddn ta realizaron
las cepas CRTY y CRT14, por 1o tanto exisie una sobreproduccion de amilasa por csias
dos cepas, comparadas con la cepa silvestre y 1a mutante fluH 1, en tas cuales apenas si s¢
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distinguen hados de degradacion. Para comprobar que Ja amilasa se estuviera regulando
nemalmente, s¢ crecieron a las cepas FGSC26, CIALG, CRTY vy CRTI4 en MM +
2lucosi y se incubaron por 72 h. La caji fué enida ambién con fugol y Tos resultados son
mostrados en la Figura 23, En este ensayo, s¢ observed gue para la cepa sibvestre v la
mutante flul{ # no hubo presencia de amilasa, micntras que en el ciaso de las cepas CRTY y
CRT14 se observd un halo de produccidn de esta protefna. Este resultado nos indicd que
la mutacion sudflld 1 confiere una desrepresicn para i produccion de amilasa, atn en

presencia de glicosa.

Almidén Glucosa

Figura 23, Sobreproducclin de amilusas extrocelulares y desrepreslin de étas en la mulante
sudflulll,

En este caso se Inoculsron en MM + glicosa 1.0 % y MM sin glucoss con nlmlddn 0.5 % a las cepus
1) FGSC2, 2) CJA16,3) CRTY y 4) CRT14. Se crecleron por 72 h y posterlormente se tieron por §
minutos con lugol (Yoda 0.33 %, Yodura de potaslo 0,66 %). Las halos trunspurentes alrededur de

las colonlas mareados por fas Mechas muestran I aclvidad de amblasa,

Con estos dos ensayas parece ser evidente que uno de los efectos de la mutante suAflull |
es una mayor secrecién de algunas protefnas. En el caso de lus proteasas se nbservo que la
sobreproduccion que estaba regulada par ta fuente de nitrdgeno tal como sucede con la
cepa silvestie. En ¢l caso de I amilasa ademds de ser sobresecretada, se encontrd una
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desregulacion por glucosa. La mutacion sudfluH 1 parece presentar defectos en la
represién metdbolica por carbono,

Caracterizacitn Genética de la wintante suAfTulil.

En vista de que los andlisis genéticos de la mutacion supAfluFil nos habfan
permitido establecer algunas caracterfsticas de este gen, se decidi6 Incalizar esta mutacion
en algunos de los ocho cromosomas de A. nidulans. Para este fin se fonmaron diploides de
1a cepa CRT14 (suAflul1,argB) con una cepa maestra (con un marcador en cada uno de
los cromosomas; cepa FGSC-A374). Una vez obtenidos los diploides y probade la
estabilidad de éstos, se haploidizaron usando p-fluorofenilalanina, la cual promueve In
pérdida de cromosomas completos al azar, précticamente sin recombinacion mittica. Se
obtuvicron sectores con fenotipos diferentes, en cuanto a morfologfa y color, Cada uno de
estos diferenies sectores corresponden a diferentes eventos de haploidizacién, Se
seleccionaron diferentes sectores y con estos se elaboraron cajas maestras en MM con
todos fos requerimientos ya sin fa droga. Se obtuvieron en total 58 haploides de los cuales
dnicamente s obtuvicron 3 haploides de morfologfa compacta. Sin embargo, con el
andlisis de estos tres y los haploides de fenotipo siivestre fué posible asignar la mutacién
suAflul 1 al cromosoma VII. En Ia Tabla 10 sc muestran los resultados obtenidos en ¢l
anglisis de los haploides. La manera en coma se realiza este andlisis fué la siguiente:

Si sc obtienen colonias compactas (suAlflul 1) y portan cualquier otro de los marcadores
genéticos de la cepa maestra, autdmaticamente se excluye la posibilidad de que la
mutacién supresora se encuentie ¢n el cromosoma del marcadar. Por ejemplo, si después
de 1a haploidizacion se recuperan haploides compactos con esporas de color amarillo (yA2”
) se descarta la posibilidad de que suAlflull se encuentre en ¢l cromosoma 1. En este
caso la dnica manera de que se manifieste el color amarillo es que ¢l diploide haya perdido
¢l cromosoma I proveniente de fa cepa CRTIS (suAlflull) y conserve ef comespondiente
a la cepa maestra, la manifestacién de colonia compacta en el mismo haploide prueba
formalmente que 1a mutacién suaflulil no esta en ef cromosons 1. La conclusién de que
la mutacién sudlflufl se encontraba asociada al cromosoma VII se bas6 en que no
pudicron encontrarse haploides compactas que requiricran nicotinamida, pero si se
encontraron colonias silvestres mic-, Para localizar mds finamente dentro de cste
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cromosoma a fa mutacin supAfluMl, posteriomente se pueden realizar cruzas con cepas
que tengan miltiples marcadores dnicamente en el cromosoma VIIL

No. de segregantes
Cronwsomna Mareador fenotipko suAflulll
. »
[ yA* 0 4
yA' 3 13
i At 1 26
Actr 2 29
I sp3t 0 1
$B3.” 3 44
v Py ) 33
Py’ i 22
v Pate’ i %
Pate 2 31
vi Lact 2 35
fac } 20
vt Nic* 3 14
Nic_ 0 41
Vit Ribo* 0 14
Ribo” 3 41

* Tabls 10, Asignacion de fa mutacién suAflulft sl Cromosoma VI[,
La cepa CRT15 (suAflulll) se utitiz6 para tormar diploldes heterachgotos con fa cepa FGSC-A374

{cepx maestra quc porta marcadores de cadu uno de los e de A, midulans), tos cuales
después fueron haploidizadas con p-Fefentlalaning, El nimera total de haploides obtenidos fué de 58.
EY primer fenotipo enlistado para cada cromosoms {-) correspotde u las cepas supresoras, El
segundo fenotlpo (+) represents a los cepas silvesires, La manera de Interpretar eslos vesultados e5
buscor alguns posible relaclin entre 1 segregaciin de la motacion sudlffulll y exdn um de los
marcadores de la copa msestra. Si uno de fos haploldes porta el marcador de la ceps maestra y al
misimo tempo presenta el fenotipo compacto, quiere declr que esta mutacién no se encuentra en el

cromosoma marcedo de la cepa muestra,
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El gen suAflul1 es Indispensable para esporular por privadén de carbono,

Dado que flull se requicre para esporular por privacién de nitrdgeno y que
suAflull suprime parte del fenotipo de la mutante flul1, decidimos analizar si I
mulacién suAfluH] tenfa algdn cfecto en la esporulacién inducida por limitacidn de
nutrientes, Se realizaron cultivos sumergidos en los que s crecid a la cepa CRTLS por 18
hen medio mfnimo més requerimientos con glucosa al 1.0 %. Posteriormente el miceliose
lavé y transfiri6 a medio sin glucosa y se tomaran muestras a diferentes tiempos para
medir [a actividad de 8-galactosidasa.

A partir de la observacién al microscopio de las muestras obtenidas se detectd que al
limitar de carbono na habfa esporulacidn en la mutante suAflull. Es decir, que en este
caso ocurre un fendmeno exaclamente contrario al presentado por la mutante fluH 1. Para
deteminar si el defecto observado era debido a que briA no se estuviera expresando, se
midi6 Ja actividad de B-galactosidasa en las muestras procesadas de Ia cepa CRT14. En la
figura 24 se representan la induccidn de bA en la mutante sudflul 1, asf como también
los resultados obtenidos anteriormente al medir la actividad de la fusidn briAflacZ, para las
cepas TJIA22 y CRT8 crecidas en estas mismas condiciones. La induccidn de brid en la
mutante suAfluH1 se encuenira totalmente retrasada ya que esta comicnza a darse hasta
aproxim adamente 18 h después de la transferencia y los niveles alcanzados no superan las
65 U de actividad de B-galactosidasa. La expresién de briA en esta cepa fué adn mucho
menor que la registrada para la mutante flf1. Por lo tanto, fa incapacidad de esporular de
la mutante suAflul 1 al climinar la fuente de carbono (ué debida a la baja induccién de
brlA. Con este resultado se demuestra que ef gen suAflul ] es indispensable para esporular
en condiciones de privacién de glucosa y nucvamente pone de manifiesto la relacién entre
la morfologfa vegetativa, esporulacién y metabolismo del carbono.
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Figura 24, La mutante sudflulil presenta bajos niveles de Inducckin de b7/A en condiclones de
privacion de glucoss.

Se Inoculd a Ia cepa CRTI4 en MM + glucosa 1.0 % y se crectd por 18 h, tiempo al que se lavé y
trasfirld 2 MM sin glucosa. Se tomaron mwuestras a diferentes tiempos y‘ s¢ procesarun para
delerminar la actlvidad de fi-galactosidasa. En esta gralica se rcpreschtaron también a los datos

obtentdos para las cepas TJA22 y CRTS (ver figura 12).

Dado el resullado anterior, se decidié probar los efectos de la limitacién de nitrégeno
tanto en la mulante CRTI4 (suAfluHl) como ¢n la doble mutante CRTY (fluk1,
suAflul1). Para este experimento se crecieron las dos cepas por 18 h en medio mfimo
con glucosa y nitrato de sodio. Pasado este tiempo el micelio se lavd y transfirié a medios
sin glucosa, sin nitrato o sin glucosa y nitrato y se incubaran por 24 h. En este caso,
dnicamente se realizaron observaciones al microscépio para verificar las diferentes
morfologfas y si existfa esporulacién. Los resultados son presentados ¢n la figura 24, La
cepa CRT14 al erecer sin glucosa no esporuld, las hifas eran muy gruesas y la morfologfa
anormal. Cuando se eliminé el nitrégeno, esta cepa presenté una esporulacién tmuy
abundante y las esporas se produjeron a pantir de conidiéforos complejos. Se observé
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también que en el medio habfa gran cantidad de partfculas de origen citopldsmico
probablemente y ademds, las hifas estaban muy vacuolizadas. Este resultado indica que en
condiciones de privacidn de nitrdgeno acurid una induccién de briA, suficiente para la
formacidn de una gran cantidad de conididforos complejos. Al limitar tanto de glucosa
como de nitrégeno, 1a mutante suAffuH 1 no esporuld y en este caso las hifas presentaban
grandes vacuolas opacas. Aunqgue en estas condiclones también exista la limitacidn de
nitrégeno, el efecto por la limitacion de glucosa fud et dominante.

Cuando a la cepa CRTS (MuHI/suAflull) se le privo de glucosa presentd una
esporulacitn mds o menos abundante, las hifas eran gruesas, Las esporas se produjeron a
partir de conididforos reducidos, Cuando se elimind el nitrégeno del medio no se detectd
esporulacidn, las hifas estaban algo més delgadas que en Ia condicidn anterior y con gran
cantidad de pequefias vacuolas muy brillantes. Cuando se limitd de glucosa y nitrégeno se
detectd esporulacidn escasa a partir de conidi6foros reducidos. Las hifas no s¢ observaron
tan engrosadas. En este caso los efectos observados son semajantes a los presentados por
la mutante fluf 1. Es decir, que la doble mutante se asemaja a la mutante sencilla fluf! en
cuanto a sus respuestas a la privacidn de nutrientes.

En copnjunto, esios resultados demuestran que posiblemente existen interacciones
complejas entre los genes luH y suAflultl, las cuales se manifiestan por la expresidn
parcial de Jos efectos de una mutacién sobre la otra:

a) Se ha demostrado que suAfluFi1 se require para esporular cuando existe una privacion
de ghicosa. Sin embargo, una doble mutante suAflufilflubi] recupera ta capacidad para
esporular en ausencia de glicosa, en este caso la nutacién flul se comporta como
dominante.

b) Hemos determinado también que el gen fluld es necesario para inducir la esporulacion
en ausencia de nitrégeno, micntras que una doble mutante fulll-suAfluld} recupera esta
capacidad bajo esas mismas condiciones.

Ademds de esta expresién diferencial de brid y la consiguiente esporulacidn vbservada

con la limitacién nutriciontal, la morfologfa de las hifas de las mutantes luH!, suAflull ] y
SuH1-suAfluH 1, también sugicren posibles relaciones entre estos dos genes.
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Resultadus y Discustin

Cepas

-C

-N

CRTY
(] -sudfluH 1)

CRTIi4
(suAfluH 1)

TIAZ2
(silvestre)

Figura 24. Interacciones entre fos genes flull y suAfluaH1 durante fa privacidn de nutrientes.
Se crecieron a lus cepas CRTY (lulil-sudflulll) y CRTIS (sudflulll) en MM + glucosa 1.0 % por

18 h, posterformente el micelio se favd y transfirié a MM sin glucosa, sln nitrato o sin glucosa y sin

nitrato, Ei cultive se continuo por 24 h después de la transferencla a los diferentes medios. Se

Incluyen los resultadus obtenidos para la cepa stivestre en estas mlsmas condiclones (ver figura 15),

Las microfotograffus fueron tomadas en un microscoplo Lelea y lu ampiifiescton fué de 400 veces.
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

En el presente rabajo reportamos el aistamiento y caracterizacion de una mutante con
detectos en la esporulacién asexual y el crecimiento. Estos defectos que resultan en una
morfologfa “algodonosa”, la cval se debe principalmenic a cambios en el hibito de
crecimicnto dados por una disminucion en la tasa de ramificacion de las hifas. La mutante
aisfada define al gen fTuH, ¢l cual asignamos af cromosoma IV,

Se detemming que ol retraso en 1 esporulacion se debe a un reraso et ta induccidn del
gen briA y que este retraso puede ser parcialmente remediado por limitacién noticional; o
crecer a la mutante ud] en bajas concentraciones de glucasa se ohtiene una. activacidn mis
temprana de brlA, Al privar otalmente de glucosa, la induccion de briA se inicia al mismo
tiempo que una cepa silvestre, aungue no alcanza los niveles silvestres de induccion. Uno de
los resultados m4s interesantes de este trabajo, fué el encontrar una respuesta difercucial a la
privacién de nutrienies que conduce 2 la esporulacion: fluH es indispensable para esporlar
por privaci6n de nitrégeno, pero no por privacién de glucosa. Determinamos gue mutantes en
los genes fluF, fluG y fIbD sc comportan de igual manera en esta respuesta, lo cual sugiere
que dichos genes se encuentren en una misma via de activacidn de briA.

En una segunda parte de este trabajo, se obtuvicron cuawo mutantes con supresores
extragdnicos. Las cuatre mutaciones fucron recesivas, monogénicas y al parecer distintas
entre si. De estas, tres restablecieron parcialmente la morfologfa silvestre. Una cuarta mutante
que present6 un fenotipo compacto en un contexto silvestre, delini6 al gen suAflull. La
morfolopfa de la mutante suAfluH] se debe a una mayor tasa de ramificacién y menor
clongacion de las hifas, caso exactamente contrario a la mutante flul/ 1. En In mutante
suAfluH1, la esporulacion inducida por privacién de nutrientes, tuvo efectos contrarios a los
observados tn la mutante fTluH; la esporulacion es dependiente del gen suAfluf{ ] coundo se
priva de glucosa, e independiente cuando se priva de nitrégeno.

Hasta fa fecha se han aislado y camcteizado parcialmente 9 genes wequeridos
individualmente para Ja conidacién normal de A, nidulans y cuya mutacién produce fenotipos
Nulfy; fluF, fluG, fIbA, fluH (LB alelo de flull), fIbC, fIbD, fIbE, fadA 'y suAfluH1
(Tamame et al., 1983; Tapia-Ldpez y Aguirre, este irabajo; Adams, ei al., 1992, Wivser, et
al,, 1994; Yu, Weiser y Adams, en prensa; tabla 11). El retraso en la esporulacion en estas
mutantes es debido a una expresion 1ardfa del gen briA, por lo que al parecer éstos
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genes actuan de manera positiva durante ¢} desarrollo. En condiciones de baja glucosa, el
fenotipo {lufty puede ser parcialmente suprimido, indicando que bajo cienas circunstancias,
algunos de estos genes son dispensables para la esporulacién,

En las figuras 25 y 26 se propone un modelo para tratar de conjuntar las diferentes
sefiales ambientales y genéticas que estdn involucradas en la diferenciacian celular de A.
nidulans, as{ como las posibes interacciones entre 1os genes implicados. Este modelo estd
basado principalmente ¢n los tenotipos de las mutantes afectadas en los distintos genes, en
relaciones epistdticas, en anélisis de sobreexpresién de algunos de los genes que han sido
clonados, en la similtud de la sccuencia de estos genes con {unciones conocidas y en la
respuesta de las mutantes a 1a privacidn de nutrientes (Tamame et al., 1983, Tapia-Lopez y
Aguire, cste rabajo; Adams, et al., 1992; Wieser, et al., 1994; Yu, Weiser y Adams, en
prensa).

Gen Crontosoma Simititud Referencin
(Posible funcién)

| fuf i Desconocida Tamame e1al, 1983

full=fbB v Descotocida Tapia-Lopez y Aguirre, 1993

G il Glutamina sinetasa | Lee y Adams , 1994
procariética

fibA ! S§ST2  (Adapuwisn  a  la | Lecy Adawms, 1994
respuesta de  feromonas) S,
cerevisiae).
GAIP (G alpha interacting | De Vries et el,, 1995
proiein) Humano
EGL-10 (ovopositacidn) Chang y Otte, 1992,
Celegans. Rurjan, 1993

fsC Proteina de unidn al DNA tipo | Lee, e1al., 1995
dedade 70

b vii Proefna de unién al DNA | Weisser J. y Adams T, 199§
semejante a c-myb

JIE ] Desconocida Weisser ot al, 1995

JodA Subusidad a de protefna G { Yu, Weiser y Adams, cn prensy
heerotringérica

Tabla I1. Genes alstados y parcialmente carscterfzados, cuya mutacién produce colonias
algodonosas y velraso cn la contdiacidn.
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En el modelo propuesto en la figura 25, Ia esporulacidn y el crecimiento de A,
nidulans estarfan regulados por up sistema de transduccidn de sedales mediado por una
protefna G heterotrimérica acoplada a receptores hipotéticos, capaces de captar seiiales
extracelulares, tales como la presencia de nutrientes, 02, ete. La evidencia de la existencia de
tal proteina heterotrimerica provicne de la caracterizacién del gen fadd, el cual fué identificado
como una mutacién dominante capaz de producir colonfas con un fenotipo algodonoso”,
deficientes en la conidiacién y que sufren autolisis al cabo de un tiempo . El producto de fudd
preseata una fuerte homologfa con subunidades o de protcinas G (rfmericas y Ia mwtacién que
confiers ¢l fenotipo autolftico dominante ¢s consistente con una pérdida de actividad de
GTPasa, lo cual resultarfa en un estado permanentemente activo (Yu, Weiser y Adams, en
prensa), Por otra parte, mutaciones en el gen fIbA producen un fenotipo muy parecido al de la
mutacién fadA dominanw, mientras que la sobreexpresidn de fIbA induce la esporulacion en
condiciones donde esta no ocurre normaimente, La secuencia de nucleotidos de fIbA detinié
por primera vez un dominio aliamente conservado, denominado RGS (Regulator of G Protein
Signaling), el cual esta presente en ¢l gen sse2 de Saccharomyces cerevisiae (Chang y Otte,
1992 a y b; Kugjan, 1993), en ¢l gen egl-10 de Caenorhabiditis elegans (Koelle y Horvitz,
1996) y en e} gen gaip (G alpha interacting protein) de humano (De Vries, etal., 1995). Estos
ticnen funciones relacionadas con la transduccién de seffales en estos organismos. La proteina
Ss12p esta involucrada en Ia via de transduccién de sefiales pam la desensibilizacion a
feromonas de aparcamiento ¢n levaduras, funcionando probablemente como un regulador
negativo de esta via, La protefna EGL-10 regula la ovopositacién perfodica de C. elegans y la
protefna GAIP presenta sitios potenciales de fosforilacién. Se ha demostrado que las
protefnas Sst2p, GAIP y al parccer EGL-10 ademds de mostrar similitsd en su extremo
carboxilo terminal, interactuan con la subunidad alfa de protefnas G heterouiméricas (De
Vries, et al, 1995: Dohlman, et al., 1995).

Mutaciones nulas en fadA, suprimen el fenotipo muante fTbA, 1o cual sugiere que la
funcién de fIbA ¢s la de inhibir la activacién de fadA. El otro efecto de la mutacién de fudA es
¢l de reducir ¢} crecimiento, sin afectar la esporulacién ¢ inclusive aumentar ka esporutacion
(Yu, Wisser y Adams, en prensa). En base 4 estos datos, en la figura figura 25 proponemos

que vl dimero By actua sobre efectores que ticnen efectos positivos sobre la esporulacion,
mientras que la subunidad o (fadA) tiene efectos positivos sobre el crecimiento, E fenotipo

crecimiento/faita de esporutaciGn y autolisis que se presenta en mutantes dominates fadA y en
mutantes nulas fIbA es interprerado aqui caine el resultado
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SENALES AMBIENTALES

CRECIMIENTO ESPORULACION

Figura 25. Posible regulaclén del desarvollo en Aspergillus  aidylans medladas por
protefnas G heterotrlméricas (ver texto).

La estimulacién de un receptor membranal hipdietico por diversas seitales ambientales
(nutrientes, 02), produciria un cambio conformacional, seguldo de un intercambio de
GDP por GTP en la subunidad a, lo cval conducirfa a lu disocincidn de la protefua G
usoclada, Esta. disoclacidn pravocarin la activacidn de esta subunidad, Las Interacciones
entre las proteinas FadA y FIbA se describen en el texto. La existencin de las
subunidades y, By a en los dlversos sistemas de transduccidn estudlados hasta la fecha,
su papel en la respuesta a feromonas en levaduras y la presencla de la subunidad o en A
nidulans, nos lleva a postular la existencin “de las subunidades y y B en este mismo
organismo. Una vez disociada Ja protefna beterotrimérica, tunto la subunidad a como el
dimero Ny tendrian la capacidad de activar a otras protefnas postblemente a través de
cascadas de fosforilacidn (Herskowitz, 1995). La protefna Aras se incluyé deblde a que la
forma activa (GTP unido) de esta protefna G monomérica, afecta el crecimiento y Ia
diferenciacidn celular en Aspergiilus nidulans (Son y Kolaparthi, 1994) y existen
reportes en otros sistemas, de que la interacclén del dimero By con {2 protefna Ras puede
activar la via de cinasas MAP, afectando la diferenciacldn celular (Neer, 1995).
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de dos sedales antagdnicas sostenidas (crecimiento vs esporulacién). Esta implica yue el
crecimento y fa esporulacién que se observan cuando A. nidulans crece en medio sdlido en
ung interfase aerea, pravendsfa de ciclos altemados de sefalamicnto, mientras que la via de
esporulacidn debe estar reprimida continuamente en medio liquide con nutrientes, No
sabemos cual pueda ser ¢l papel de Ras en este proceso, pero se ha encontrado que fa
sobreexpresidn de la protefna Ras en un estado activo tieme efectos nocivos sobre el
crecimento polarizado y se ha propuesto que para que la esporulacidn ocurra, es hecesario un
descenso paulating en fa concentracién de ras activa (Som.y Kolaparthi, 1994)

Habicndo propuesto a los genes fadA y flbA como moduladores del crecimicnto, en la
figura 26 se proponen las posibles interacciones entre otras genes implicados en la activacion
del gen brlA. En esta figura, se presenta un modelo basado eo resultadns obienidos en e
presente trabajo con respecto a Ja respuesta a la privacién nutricional por parte de diferentes
mutantes con morfologfas algodonosas, asf como en andlisis de sobreexpresién de algunos de
estos genes (Wieser, et al., 1994; Lee y Adams, 1995; Weiser y Adams, 1995). Se propone

que ¢l dfmero By funcione como estimulador de la esporulaci6n, basado en que la respuesta a

las feromonas de apareamiento en fevaduras esta mediada por el dimero By y fa activacién de

una seric de proteinas cinasas MAPK's (Roberts y Fink, {994). En esta via de negulacion los
genes G, fluH, fIbC, LD y fILE, son requeridos para la esporulacidn dependiente de la
privaciéa de nitrégeno.

El gen fluG se postula como uno de los activadores tempranos de la esporulacién
debido a que mutantes en este gen resultan en colonias algodonosas, pero que pueden
recuperar su capacidad para esporular si se crecen junto a una cepa silvestre, Esta capacidad
de complementacion extracelular también se observa al crecer a2 una mutante fluG cerca de
cualguier otra mutante algodonosa. La sobreexpresion de fluG, induce 1o esporulacion de
manera dependienie de los genes fluld, fIbC, D y fILE, por lo que s e ubica
imnediatamente después del dfimero By. La posicién del gen fIbC se basa en que la
sobreexpresion del gen finG en una mutante fI6C no conduce a esporulacidn, lo cual indica
que fILC es nocesario para transmitir [a sefial de activacién de fluG (Wieser, et al., 1994 Lee
y Adams, 1995). La posicién del gen fIbE con respecto a fluG y fIbD, se basa en que eshe
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gen es requerido para la esporulacién dependiente de fa sobreexpresion de fiuG, pero no para
fa dependiente de fIbD (Lee y Adams, 1995; Weiser y Adams, 1995).

La posicién del gen fluF es totadmente arbitraria, ya que exisien muy pocos reportes
sobre este gen. Lo que si es cierto, es que este gen es requerido para Ja esporulacidn
dependiente de la privicidn de nitrgeno (este trabajo),

Como se menciond anteriormente, ¢l gen fIbD también se requicre para la
esporulacién por sobreexpresion de fluG, y su posicidn después de fIbE, se propone por el
hecho de que fIUE no es requerido para la esporulacidn por la sobreexpresion de fIhD (Weiser
y Adams, 1995),

Se propone al gen flulf como uno de los activadores dtitos de esta via, debido a que
esic gen es requerido para ia esporulacién dependiente de la sobreexpresion de fluG y fIbD
(Weiser y Adams, 1995; Lee y Adams, 1995).

Dentro de este esquema en que hemos demosirado Ja existencia de conexiones cntre cf
metabolismo del nitrégeno y la esporulacién, el gen ared, el regulador de la represisn
catabdlica nitrogenada, debe jugar un papel importante, ya que mutanies nulss ared son
incapaces de esporular en condiciones de privacion de nitrgeno (Sdnchez y Aguime, datos
1o publicados). Sin embargo, la mutacion areA no confiere un fenotipo algodonoso.

Una aportacién del presente trabajo, es que se demostrd que ls esporulacion inducida
por privacion de nutrientes procede a través de vias genélicas distintas; los genes fluff, fibC,
NbD, fIbE y fluF se requieren para esporulac por privacién de pitr6geno, pero no por
carbono, En contraste, el gen suAfliddl, el cual aunque no pertencee al grupo de las mutantes
tipo fluffy, es necesario para fa esporulacién dependicnte de la privacion de glicosa (este
trabitjo). En esie rabajo también se presenta evidencia genética que existe una interaccion
entre flud] y suAflulll, posiblemente en puntos de contacto cruciales entre el metabolismo
primario y c! desarrollo,

En este modelo se proponen ademds que los genes fluG, flull, flul y fIbE pudieran
ser parte de médulos MAPK (Mitogen Activawed Protein Kinase). En este caso Ja activacion
del gen briA, serfa dependiente de una serie de cinasas que para su activacion requieren a su
vez de ser fosforiladas. Esta propuesta se basa en el hecho de que fa iransicién del
crecimicnto colonial a un crecimiento seudofijamentoso en levaduras, es dependiente de la
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privacion de nitrégeno y de varias MAPK's (Raberts y Fink, 1994; Herskowitz, 1995). Fn
esta respuesta a privacion por nitrégeno, en 1a que el gen areA es también indispensable para
la activacién de birA, areA o un gen homoldgo a NMR (Marzluf, 1993), tendrfan que ser
regulados por fosforilacidn para activar a briA.

También es posible que los genes G, fluH, fluF y fIBE codificaran para fosfatasas,
protefnas importantes en las vias de transduccidn se seiales, implicadas en procesos de
diferenciacion celular (Cid, et al,, 1995). En A. nidulans se ha reportado que la plivaciéll
nutricional, en Ja que se incluye la privacidn por niteégeno y por carbono pravocan una
induccidn ¢n los niveles de diversas (osfatasas (Caddick, et al., 1986),

La esporvlaci6n cn A. nidulans muestra una complejidad de interacciones genéticas
cada vez mayor, las cuales diffcilmente pueden ser planicadas en términos de interacciones
lineales jerdrquicas, en las que una activacién transcripcional fuese seguida de la otra, La
fosfotranferencia parece ser uno de los mecanismas importantes en la wansmision de sefiales
que conducen a la diferenciacién celular en A, nidulans.
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Figura 26. Modelo genético de las interacciones entre los distintos genes gue afectan l= esporulacién en Aspergillus nidalans.
Las evidencias para proponer fas interacciones entre fos distintos genes se describen en el texto. La posicion del gen areA, esta
basada en su requerimiento para esporular por privacion de nutrientes (Sdnchez y Aguirre, datos no publicados), su interaccién

con un gen hamologo a NMR es hipotética.
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