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RESUMEN

Entre una serie de mutantes afectadas en la esporulacion asexual (conidiacion): se
identificé una (¢fiv42) termosensible, la cual a 30°C presenta retraso en la
conidiacion, produce esporas blancas y es autoestéril. Al crecerla junto a una cepa
silvestre estas caracteristicas son complementadas extracelularmente.

Se propuso que esta mutante podria estar afectada en la sintesis de acidos grasos
ya que mutantes en esta ruta aisladas en M. xanthus presentan fenotipos semejantes.
El analisis de la concentracion de acidos grasos libres de la mutante c¢fiv4 mediante
cromatografia de gases, mostré que no hay diferencias con respecto a la cepa
silvestre.

Por el contrario, el analisis de metabolitos secundarios y pigmentos. mediante
cromatografia en capa fina, si mostré diferencias entre la mutante y la cepa silvestre.

Al transformar a la mutante cfiv42 utilizando diferentes grupos de cosmidos
seleccionados mediante chiromosome walking o por hibridar con genes involucrados
en la sintesis de aflatoxinas, no fue posible complementar a esta mutacion.

Mediante mutagénesis con luz U.V., se seleccionaron 7 posibles supresores.
dentro de los cuales 6 resultaron ser revertantes de la mutacion ¢fiv42 y el restante
suprime parcialmente los efectos de la mutacion en ¢fiv42. En el mismo experimento
se aislaron potenciadores de la mutacion c¢fiv42 los cuales presentan caracteristicas
peculiares estos se caracterizaron genéticamente.



INTRODUCCION

LA DIFERENCIACION CELULAR Y EL HONGO Aspergillus nidulans COMO MODELO
EXPERIMENTAL.

Se piensa que el crecimiento vegetativo es un estado fisiolégico estable de la
célula. Esta estabilidad deriva principalmente del ajuste del metabolismo ante
cambios continuos del interior y exterior. Muchos micro-organismos pueden
continuar creciendo en casi cualquier condicién ambiental con un minimo de
nutrientes. Sin embargo, en condiciones que limitan el crecimiento vegetativo.
muchos micro-organismos forman células o estructuras celulares que se encuentran
relativamente aisladas del medio ambiente. Estas células o estructuras celulares se
encuentran a su vez en otro estado fisiologico estable. Por lo tanto, el proceso de
diferenciacién celular puede considerarse como una transicion entre estados estables
(Hansberg y Aguirre 1990 ).

La formacion de esporas en microorganismos es un ejemplo claro de la
diferenciacion celular. Durante el ciclo de vida de 4. nidulans (fig. 1) se alternan
diferentes estados de diferenciacion, la generacion de esporas asexuales o conidias
durante la reproduccién asexual (conidiacidn) o la producion de las esporas sexuales
o ascosporas durante el ciclo sexual (ascosporogénesis), lo que hace a este
organismo un excelente modelo experimental para el estudio de la diferenciacion
celular, ya que combina ventajas experimentales de los procariontes, como su facil
manejo en el laboratorio con la complejidad del desarrollo eucarionte.

Ciclo Parasexual
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% mitosis ~e
-:unixliu:/f"’\u“"idm hoterocigoto mciosis initosis
w conidiston =% 2N / .
i madure =Ee @
/‘ @ cleistotecio
YW fialidos serminula heterocarion cn dcsarrollo seccidn de
IR N+N / cleistotecio
Ve mevuta . D
t colula — -— _
germinuls == asco

\ !i / ple homocarién
~ ascospora

vesicula

Figura 1 Ciclo de vida de Aspergillus nidulans
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CICLO DE VIDA

Durante el ciclo de vida de A4. nidwulans se destacan tres fases: el crecimiento
vegetativo, el ciclo asexual y el ciclo sexual. El crecimiento vegetativo se caracteriza
por un crecimiento apical y la ramificaciéon de células cilindricas 6 hifas. que en
conjunto se denominan micelio. Nucleos genéticamente distintos pueden encontrarse
en micelios separados (homocariones) o en un mismo micelio (heterocariones). En
este caso, dos nucleos pueden unirse y generar un diploide (Pontecorvo y col.. 1988).

El ciclo asexual se inicia cuando los segmentos de ciertas hifas se diferencian para
formar a las células pie, las cuales dan soporte a la estructura caracteristica
(conidioforo) donde se encuentran las esporas o conidias. Al igual que en el
crecimiento vegetativo se generan ramificaciones a partir de esta céiula pie.
creciendo de manera apical; pero a diferencia de las hifas vegetativas. este
crecimiento se detiene y las puntas se hinchan formando vesiculas. Posteriormente.
en la superficie de la vesicula se forman, mediante gemacioén, células uninucleadas
denominadas métulas. Estas a su vez se dividen generando a las fialides, las cuales
generan las conidias uninucleadas, a partir de divisiones nucleares repetidas
(Timberlake y Clutterbuck, 1994 ).

Por otro lado, la reproducciéon sexual involucra la formaciéon de cuerpos
fructiferos llamados cleistotecios, los cuales se encuentran rodeados de las células
Hiille. Como resultado de la meiosis y division mitética se forman ocho ascosporas
dentro de una estructura denominada asca. Posteriormente ocurre una segunda
divisién mitética generandose un segundo nucleo en cada ascospora (Champe y col..
1994 ).

Estas tres etapas pueden ocurrir simultineamente en una colonia, pero en regiones
y tiempos diferentes. Por ejemplo, en el borde de la colonia se presenta cl
crecimiento vegetativo, mientras que anterior a este borde se encuentran
conidiéforos con cadenas de conidias y al centro de la colonia aparecen las células
Hiille que marcan el inicio de la esporulacién sexual. Los cleistotecios maduran de
manera progresiva hacia el centro de la colonia hasta que, finalmente, después de
aproximadamente 90 horas, aquéllos que se encuentran en el centro contienen ascas
y ascosporas desarrolladas (Timberlake y Marshall, 1988 ).

FACTORES PSI

Existe una familia de substancias producidas por A. nidulans denominadas
factores psi (“precocious sexual inducer’), psiA, psiB y psiC, los cuales son
derivados hidroxilados del acido linoleico. PsiC es el acido 5,8-dihydroxilinoleico,



psiB es el acido 8-hydroxilinoleico y psiA es la §-lactona de psiC (Mazur y col..
1990; 1991 ). Se piensa que psiB es probablemente un intermediario de la biosintesis
de psiC. No se conoce el mecanismo de accidén de estos factores psi, sin embargo se
ha observado que el factor psiA induce la esporulacion asexual mientras que el
factor C la inhibe, induciendo probablemente la esporulacion sexual (fig. 2). Por lo
tanto, cuando una colonia comienza a esporular asexualmente, la presencia de una
enzima lactonizante que daria como resultado la acumulacién del factor psiA.
resultando en la esporulacion asexual. Se ha propuesto que conforme transcurre e!
tiempo de crecimiento de la colonia una lactonasa estado-especifica podria convertir

a psiA en psiC e iniciar la esporulacion sexual (Champe y El-Zayat 1989; Champe y
col. 1994).

Figura 2 Estructuras de los factores Psi. Psi A y Psi C tienen efectos opuestos durante el
desarrollo y son interconvertibles in vivo.

A. nidulans COMO SISTEMA EXPERIMENTAL

En los ultimos ailos, se ha incrementado el uso de este hongo ascomiceto como
sistema experimental debido a sus ventajas bioldgicas y al desarrollo de herramientas
moleculares:

« Es un eucarionte sencillo capaz de crecer rapidamente en una gran variedad
de medios de cultivo definidos ya sea liquidos o sélidos.

« Forma colonias compactas e individuales en medio sélido, lo que hace posible
el uso de técnicas de inoculacion y de replicacién en placa.

o La separacion de los cromosomas en geles de agarosa hace posible asignar
genes a los distintos cromosomas.



* Se cuenta con bibliotecas genémicas separadas por cromosoma y un mapa

fisico.

« Es un organismo homotadlico cuyo ciclo de vida se alterna entre el ciclo sexual
(ascosporogénesis) y el asexual (conidiogénesis).

e Las conidias son uninucleadas, lo que permite el aislamiento subsecuente de
clonas idénticas y la mutagénesis directa de éstas.

e La reproduccion sexual permite el analisis genético tradicional

a) se pueden crear mutantes que pueden ser mapeadas.

b) es posible cruzar cualquier par de cepas.

c) es facil formar diploides estables; con lo cual se pueden establecer
relaciones de alelismo y dominancia entre distintas mutaciones y asignar
mutaciones a cierto cromosoma (Ward, 1991; Aguirre , 1992; Martinelli, 1994).

Gracias a estas caracteristicas se han generado una gran variedad de mutantes,
entre las que se encuentran muchas afectadas en diferentes etapas de la conidiacion:
entre estas las que definen a los genes brid, abad, wetd, stud 'y medA. También
genes relacionados con la produccion de metabolitos secundarios, algunos
encargados de la pigmentacion del conidioforo: y4, wA; y otros de la produccion del
precursor de aflatoxinas llamado esterigmatocistina afIR, stcF, stcl, etc (Brown y
col., 1996).

El gen brid o "bristle” (cerdas) juega un papel esencial en el
crecimiento vegetativo a la reproduccién asexual. Mutantes en este gen no llegan a
producir las vesiculas, métulas, fialides o esporas (fig. 3a); tampoco se activan genes
asociados a estados posteriores de la formacion del conidiéforo como abaAd y wer-t
(Clutterbuck. 1969). Mutantes afectadas en el gen abad o "abacus” producen
conidiéforos con vesiculas y métulas reiteradas que asemejan a un abaco (Sewall y
col., 1990a; fig. 3b). Las mutantes en el gen werd (mojadas), forman conidioforos
normales, pero las conidias no alcanzan la madurez, ya que se hidratan y lisan
(Sewall y col 1990b; fig.3¢).

Los genes stud y medA estan relacionados con la organizacion espacial del
conidioforo y son esenciales para la diferenciacién sexual. Mutantes en los genes stu,
“stunted’ (achaparrado), forman esporas a partir de conidiéforos enanos, que poseen
paredes celulares anomalamente delgadas (Miller y col., 1991, 1992): mientras que
las mutantes en el gen medA (medusa) producen métulas reiteradas y conidioforos
secundarios o cabezas secundarias a partir de una cabeza principal (Timberlake y

Clutterbuck 1994; fig. 3d).

cambio del



Figura 3 Estructuras de los conidioforos de diferentes mutantes morfolégicas y la cepa
silvestre. a, brid; b, abad; c, wetd; d, medA y e, silvestre (Modificado a partir de
Timberlake y Clutterbuck, 1994).

Existen una gran variedad de mutantes afectadas en genes que se requieren para la
pigmentacion de las esporas tales como: wA (blancas "white" ); y4 (amarillas
‘vellow" ); bwA (café "brown"), pA (palidas); dil4 (diluido); drk4, B (obscuro
“dark") etc. Sin embargo Gnicamente los productos de los genes y4 y wA han sido
caracterizados; ¥4 codifica para una enzima p-difenol oxidasa o lacasa, la cual es
depositada por las fialides en la pared de las conidias, donde convierte el pigmento
intermediario de color amarillo en el producto final de color verde (Clutterbuck,
1972). La secuencia del gen w4 indica que codifica para una policétido sintetasa. Por
lo tanto el precursor amarillo de la lacasa es un policétido sintetizado por el producto
del gen wA (Timberlake y Clutterbuck, 1994). En Aspergillus parasiticus se
demostré que el precursor del pigmento amarillo es el policétido hydroximetil
naflopiranona (Brown, 1993). Otros policétidos sintetizados por Aspergillus, tales
como las aflatoxinas y la esterigmatocistina, son metabolitos secundarios que se
encuentran clasificados dentro los productos naturales mas carcinogénicos,
mutagénicos y toxicos (Wogan y col. 1992). A partir de los estudios previos en A4.
parasiticus, Brown y colaboradores describen un conjunto de 25 genes que definen



la mayor parte de las enzimas que se requieren para la sintesis de esterigmatocistina
en A. nidulans: aflR, stcA, stcU, entre otros (Brown y col. 1995).

ANTECEDENTES

Mediante mutagénesis con luz ultravioleta Aguirre aislé a partir de la cepa TJA22
mutantes condicionales incapaces de crecer a 42°C y/o que presentaran defectos en
la conidiacién. Habiendo demostrado que ambos fenotipos son resultados de una
sola mutacion, se seleccioné a la cepa CJA1S5, cuyas caracteristicas a 30°C son: el
retraso en la conidiaciéon, las conidias que produce son blancas y es incapaz de
formar cleistotecios. También se observé que al crecer a esta mutante cerca de una
cepa silvestre, en la interfase todos estos defectos eran remediados (fig. 3).
Anteriormente se habia aislado otra mutante por A. J. Clutterbuck (comunicacion
personal) cuya caracteristica principal es que no puede crecer por si sola y para
crecer requiere estar co-inoculada con una cepa silvestre y una vez que esporula los
conidioforos que produce son blancos. A esta mutante se nombro cfiv4/ (“cross

Jeedable white” alelo 1).



Figura 4 Fotografia en la que se muestra a la cepa mutante c¢fived’ (¢fiv) de A. nidulans
creciendo cerca de una cepa silvestre (cs) a 30° en Ia interfase de muestra la
complementacion por parte de la cepa silvestre: ¢fir.42 produce esporas de color verde en Ia

zona de contacto (—).

Posteriormente M.Cardenas siguio con el estudio de esta mutante. asi caracterizo
si la mutante CJA1S era un alelo “‘leaky’ de ¢fiv</: mapeo a este gen dentro de los
cromosomas de A. nidilans; observo si el retraso observado en la conidiacién se
debe a que este afectada la expresion de genes involucrados en la conidiacién como
brid y fluG y sila falta de pigmentacion esta causada por la falta de expresién del
gen wd: se comprobd que la complementaciones extracelular y finalmente se estudié
la posibilidad de que la mutante codificara para la acetil-CoA carboxilasa; ademas en
experimentos preliminares observo diferencias en el patron de acumulacidon de
acidos grasos entre una cepa silvestre ¥ la mutante CJA 15 (Céardenas 1996).

« Identificacion de CJA 15 como alelo de ¢AvA/.

Con el fin de determinar si la mutante CJA1S era un alelo “/eaky™ de c¢fivd/ se
realizé una cruza entre ¢fivad/ y la mutante CJA15. El diploide obtenido. mostro
caracteristicas de la cepa CJA1S5. por lo que se concluyd que en efecto la mutacion
contenida en la cepa CJA1S es alélica a ¢fivd/: por lo que se denomind a esta
mutante como c¢fiv+2 al alelo correspondiente. Con estos resultados se interpretd que

i e o

3
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cfiv4Al es una mutacion nula del gen ¢fiv4, mientras que ¢fiv42 se comporta como
una mutacion parcial, conservando parte de la funcion del gen a 30°C, permitiendo el
crecimiento pero se muestra afectada tanto en la esporulacién sexual como asexual.

* Mapeo Genético de cAivA42
Mediante cruzas con una cepa que contiene marcadores genéticos en cada uno de

los ocho cromosomas, MSF (A2, acrA,; galdl; pyroA4; facA303; sB3; nicBS:
riboB2), se determiné que la mutacién c¢fiv42 se encuentra localizada en el
cromosoma I. Posteriormente se procedié a ubicarlo dentro del cromosoma I para
esto se hicieron cruzas con la cepa A362 (riboAdl, anAdl, adGl4, proAdl. pabaAl,
»yA2) cuyos marcadores se encuentran distribuidos a lo largo del cromosoma en el
orden indicado. Se mapeo y se encontro que el gen c¢fiv4 se encuentra en el brazo
izquierdo del cromosoma I a 9.4 cM del gen pyrG (fig. 5).

S 15 36 94 63 91
1.1 141 1 1 i
LR B LR 1 L
41 i N | 1 L
¥ ' T T 1

tp cre cfwA ribo A centromero
medA pyrG

Figura 5 Mapa genético del cromosoma I. Las distancias estan dadas en unidades de mapa ¢
centiMorgans (Modificado de Cardenas, 1996).

* Retraso de la conidiacion en la mutante cfiv42
Con hibridaciones de tipo “Northern’ utilizando como sonda un fragmento del

gen briA, se determino que hay un retraso de 10 horas en la expresion del gen &r/4



en la cepa mutante con respecto a la silvestre. Esto indicé que el retraso en Ia
esporulacién de la mutante ¢fiv4 se debe a que se expresa de manera tardia el gen
bri4 . Se analizd posteriormente la expresion del gen /7uG, ya que la mutacién en
este gen retrasa la expresion de br/4 (Lee y Adams, 1995), retrasandose la
conidiacién, al igual que en la mutante ¢fiv4. Los resultados que se obtuvieron
mostraron que la expresion de /7uG no esta alterada en la mutante. por lo tanto cfiv4
actia de manera independiente a_fluG en la regulacion de la expresion de br/d.

* Expresion del gen wA en la mutante ¢fiv42.

Como la mutante c¢fiv4 produce conidias blancas al igual que la mutante w+
(Mayorga y Timberlake, 1992), una posibilidad es que no se expresara el gen w4 en
la mutante ¢fiv4. Sin embargo, se observé que el gen wA si se expresa en la mutante
¢fivA, aunque de manera tardia.

* Autoesterilidad
Se estudio la posibilidad de que la autoesterilidad y el retraso en la conidiacion

estuviera causado por la falta en la actividad de las enzimas responsables de la
sintesis de los factores psi. S. P. Champe (comunicaciéon personal) determind, que la
actividad de las enzimas involucradas en la sintesis de estos factores no esta afectada
en la mutante ¢fivA42.

« Complementacion extracelular

Se comprobd que la complementacion observada al crecer a cepa ¢fiv42 cerca dec
una cepa silvestre es extracelular; porque al aislar conidias de la interfase y
sembrarlas, presentaron un fenotipo igual al de ¢fiv4. La complementacion no se
observo cuando en la interfase se interpusieron diferentes membranas, tales como
membranas de dialisis de 4000 y 6000 Da, filtros Whattman de 3 mm, Celofan,
filtros hidrofobos 6 filtros millipore de 0.22 uM y 0.45 uM. Esto resultados sugieren
que la complementacion requiere de un contacto cercano célula-célula para llevarse
acabo y que no se trata de un metabolito difusible.

» Posible relacion entre la mutante ¢fiv4 y la enzima ACC
M. Cardenas propuso que cfiv4 podria codificar para la acetil-CoA carboxilasa
(ACC) ya que es una enzima involucrada en la sintesis de acidos grasos asi como en



la sintesis de algunos metabolitos secundarios (Hopwood y Sherman. 1990). Esto
correlaciona con que posiblemente la mutante cfiv42 fuese incapaz de sintetizar
acido linoleico, precursor de los factores Psi, causando asi las alteraciones
observadas durante la esporulacion sexual y asexual; también al estar involucrada la
ACC en la sintesis de metabolitos secundarios afectaria probablemente Ia
pigmentacion de las esporas, caracteristicas de la mutante ¢fiv42.

Asi, mediante hibridaciones tipo “Southerr’ con un fragmento que codifica para
el gen de la ACC de levadura, se seleccionaron 7 césmidos del cromosoma 1. los
cuales se utilizaron para tratar de complementar la mutacion cfiv42. Sin embargo, los
resultados fueron negativos, sugiriendo que ¢fiv4 no codifica para la ACC.

» Sintesis de Esterigmatocistina
Los policétidos es una clase diversa de metabolitos secundarios sintetizados

mediante la condensacién secuencial de acidos carboxilicos catalizado por enzimas
denominadas policétido sintetasas (PKS). Los policétidos son sintetizados en
bacterias, hongos y plantas, en algunos Aspergilli (parasitucus, flavus y nomius) se
produce la aflatoxina; mientras que la esterigamtocistina, el penultimo intermediario
de la biosintesis de aflatoxina , es sintetizado como producto final en 4. nicilans.

Experimentos realizados por Guzman (1996) mostraron que la cepa CRO!
(¢chivd2, pabadl, vA2, veAl) es incapaz de sintetizar esterigmatocistina; sin embargo
muestra una serie de metabolitos secundraios que no se encuentran en una cepa
silvestre, posiblemente precursores de la esterigmatocistina que en la mutante ¢fiv{2
se acumulan al no cumplirse por completo la biosintesis de este policétido.

= Patron de acumulacion de acidos grasos en la mutante ¢fiv42.
Dado el efecto pleiotropico de la mutante ¢fiv42 esta mutacion podria explicarse

por un defecto en la sintesis de acidos grasos, alterandose la producciéon de

metabolitos derivados de éstos, como factores psi, dando como consecuencia el
retraso en la conidiacion y la falta de formacién de esporas sexuales. asi como la
sintesis de metabolitos secundarios, bloqueando la pigmentacion y la producion de
esterigamtocistina. En experimentos preliminares utilizando a las cepas FGSC26
(bioAal, vedl) y a la cepa CROI (cfivd2, pabaAdl, yvAl, veAl) se determind que a
30°C ambas cepas presentan la misma proporcion de acidos grasos excepto por el
acido linoléico el cual se encuentra 3 veces mas acumulado en la cepa silvestre. Al
elevar la temperatura de cultivo a 42°C, se observd que ambas cepas presentan la
misma proporcion de acidos grasos , excepto que la cepa silvestre presenté 70 veces
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mas acido linolénico que la mutante y esta a su vez presentd 5 veces mas acido
linoléico que la silvestre. Esto sugirié que tal vez el fenotipo observado en la
mutante estuviese relacionado con estas diferencias.



OBIJETIVOS

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ACIDOS GRASOS EN LA MUTANTE cfivd

Consideramos importante re valorar los resultados obtenidos anteriormente en el
laboratorio, ya que el estudio se realizé6 una sola vez, sin duplicados y no se
utilizaron cepas isogénicas, lo cual no permite evaluar si la diferencia en el patrén de
acidos grasos se debe a la mutacion en el gen ¢fiv42 o si los distintos requerimientos
de cada cepa son los que alteran el patron de acumulacion de acidos grasos.

IDENTIFICAR COSMIDOS QUE COMPLEMENTEN LA MUTACION cfivA.

Se decidio hacer una caminata por el cromosoma I utilizando como sonda los
cdsmidos que contienen a py»rG, el cual se encuentra localizado 9.4 cM de distancia
de c¢fiv42. Asi seleccionar césmidos y utilizarlos para transformar a la mutante
cfivA2, y seleccionar aquel cosmido que sea capaz de complementar la mutacién.

OBTENCION DE MUTACIONES SUPRESORAS DEL FENOTIPO c¢fivA4.

Dados los efectos pleiotropicos de la mutacion c¢fiv42, resulta interesante
preguntarse si es posible prescindir del producto de ¢fiv4 a través de la mutacion de
otros genes; por lo cual decidid obtener supresores de la mutante cfiv42 mediante
mutagénesis con luz U.V.



MATERIAL Y METODOS

CEPAS DE 4. nidulans EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO

CEPA GENOTIPO ORIGEN
CRO 1 cfivA2, pabaAdl, yA2, veAl. R. Ortiz
CMC 2 ctwA2; bidl; pyroA4; riboB2, veAl. M. Cardenas
CDS 4 pabaAdl, yA2, veAl. RMSO011 X
G1102
(este trabajo)
CDS 6 pyvroBl2; riboB2, veAl. G102 X
MHI1164
(este trabajo)
G1102 pyroBi12, sulAl: dil4, veAl. Glasgow
MH1164 vAl, suadE20, adE20, riboB2, veAl. M. Hynes
RMSO011 pabaAdl, yA42; (argB::trpC::B); trpC801; M. Stringer
veAdl.
TIA22 brid (-2900p/l). lacZ (argB+::argB::CAT), J. Aguirre
bidl . metGl, vedl.

RELACION ENTRE LOS MARCADORES GENETICOS DE LAS CEPAS EMPLEADAS Y SU
FENOTIPO

Genotipo Fenotipo
adE20 requerimiento de adenina
argB2 requerimiento de arginina
biAl requerimiento de biotina
cfivA2 mutante afectada en la esporulacion
ilA color de las conidias diluido

metGl requerimiento de metionina
requerimiento de acido p-aminobenzoico

pabaAdl
pyroA-4 requerimiento de piridoxina
pvro Bl12 requerimiento de piridoxina

riboB2 requerimiento de riboflavina

suadE20 supresor de adE20

sulAl resistencia a sulfanilamida

rpC801 requerimiento de triptéfano

veAl da a la colonia apariencia aterciopelada, y elimina

el requerimiento de la luz para esporular
Conidias amarillas

vA2




MEDIOS DE CULTIVO (Kifer, 1977).
«Medio Minimo

Solucion de sales 20X 50ml
elementos traza 1 ml
D-glucosa 10 g

Se ajusto el pH a 6.5 con una soluciéon de NaOH 5M y se aford a un litro con agua
destilada. Se agregaron en el caso de medio sdlido 12.5 g de agar. Se esterilizo
durante 15 min a 121°C.

«Solucion de sales 20X

NaNO3 120 g
KCl 10.4g
MgS04.7H20 10.4g
KH2PO4 30.4g

Se afor6 a un litro con agua destilada y se guardo6 a temperatura ambiente.

«Elementos traza

ZnS0O4.7H20 22 g
H3BO3 1.1 g
MnCl2.4H20 05 g
FeSO.7H20 05 g
CoCl2.5H20 0.l16g
CuS0O4.5H20 0.l16g
(NH4)6MO7024.4H20 0.11g
Na2EDTA 5.0

Se agregaron los compuestos conforme a la lista a 80 ml de agua destilada. Se
calenté hasta ebullicién y se afor6 a 100 ml con agua destilada. Se guardo a
temperatura ambiente.

«Requerimientos
Se agregd la siguiente cantidad por litro de medio minimo dependiendo de los

requerimientos de cada cepa.

Compuesto Concentracion solucién Cantidad
madre
Adenina 0.86 % 10 ml
Arginina 16.80 % 5 ml
Biotina 0.05 % 0.5 ml
Metionina =00 —eeeeee O0.11g
PABA 0.17 % 0.5 ml
Piridoxina 04 % 2 ml
Riboflavina 0.05 % 5 ml
Triptofano 40 mM 100 mil




«LB ("*Luria Broth’')

Caseina 10g
Extracto de l.evadura Sg
NacCl 5g

Se disolvié en 1000 mi de agua destilada y se esterilizé. Una vez frio, se agregd
los antibiéticos en la siguiente proporcioén para cada litro de medio LB:

antibiotico Solucién madre Concentracion
Solucién madre

Ampicilina 5 ml 10 mg/ml

Kanamicina 2 ml 25 mg/ml

Con una concentracion final de 75 pg de ampicilina por ml de LB, y 50ug de
kanamicina por ml de LB (Sambrook y col., 1989).

INCUBACION Y TIEMPO DE CULTIVO (Pontecorvo y col., 1953).

A. nidulans crece en un rango amplio de temperaturas. En medio minimo sélido a
37°C las colonias de tipo silvestre crecen de manera radial a una velocidad constante
de 5.9 mm cada 24 h.; las cepas con un crecimiento normal pueden ser identificadas
después de 48 h después de ser plaqueadas.

PREPARACION DEL INOCULO DE ESPORAS

En medio minimo sdélido con los suplementos apropiados se crecid en cultivos
confluentes por 3 dias a 37°C. Se colectaron las esporas raspandolas con 10 ml de
Tween-80 al 0.1% estéril, se agitaron con vortex vigorosamente, para romper los
cumulos de esporas y se centrifugd en una centrifuga clinica por 5 min a la velocidad
maxima; se decanté y se resuspendieron en 3 6 4 ml de agua desionizada estéril
Estos tltimos pasos se repitieron dos veces y se cuantificaron las esporas en una
camara de Neubauer utilizando la dilucién adecuada.

EXTRACCION Y DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS (Vazquez y Arredondo, 1991).
= Condiciones de cultivo para determinacion de acidos grasos.

En matraces de un litro con 200 ml de medio minimo mas los requerimientos
necesarios se inocularon 5X105 esporas recién cosechadas. Se incubaron bajo
agitacién constante a 300 r.p.m. y 30°C durante 18 horas. Después de 18 horas de
incubacion se modificé la temperatura a 42°C y se cultivaron durante 6 horas mas
con la misma agitacion. Se filtré el cultivo, recuperando asi el micelio, se lavé con
agua destilada estéril y volvid a filtrar con vacio, eliminandose asi el maximo de
agua acumulada en el micelio.



eExtraccion
Aproximadamente 1 g de micelio himedo se resuspendié en 2 ml de metanol en

un tubo el cual se incubd en agua hirviendo por 15 min. Se dejoé enfriar y se agregé |
ml de cloroformo (metanol:cloroformo 2:1). Se incubdé durante 24 h a 4°C
permitiendo que se llevara a cabo la extraccion, posteriormente se centrifugé a 2500
G por 5 min. y se lavé 4 veces con un ml de una solucion de metanol:cloroformo
(1:1) para completar la extracciéon. Los 4 ml de extractos metanol:cloroformo sec
combinaron con un volumen de agua destilada, separandose de este modo la fase del
cloroformo de la del metanol, se centrifugé y se recupero la fase cloroformo: ésta se
evaporo en un rotavapor a 45°C y se seco con flujo de nitrogeno.

eSeparacion de acidos grasos en neutros y polares (Kates, 1972).
La alimina con la cual se prepararon las columnas de separacion se activo durante

una hora a 100°C y después se empacaron en pipetas pasteur, las cuales se

equilibraron posteriormente con éter.
La muestra obtenida se resuspendié en un ml de éter y se aplicé a la columna de

alimina. Los acidos grasos neutros se eluyeron con 10 ml de éter, se secaron en el
rotavapor y posteriormente con nitrogeno. Después se eluyeron los acidos grasos
polares, primero con 10 ml de acetona y después con 10 ml de metanol. Se secaron

de igual manera con el rotavapor y nitrégeno.

e Saponificacion (Kates, 1972)
Los acidos grasos tanto polares (20 ml)como neutros (10 ml)se transfirieron cada

uno a un tubo, se secaron con nitrégeno, se les agregé una perla de ebulliciéon. 3 ml
de una solucion 0.3N de NaOH metandlico al 90% y se hirvieron en bafio maria con
glicerol, con reflujo de agua durante una hora. Después se dejaron enfriar y se
agregaron de 3 a 4 volimenes de una mezcla de derivados de petrdleo (hexanos).
para extraer los acidos grasos no saponificables; esta porcion se desecha. Después
para acidificar se agregd 0.3 ml de una solucion 6N HCI, se agregaron nuevamente
hexanos con el fin de extraer los acidos grasos libres, se tomo la porcion de hexanos

y se seco con nitrégeno.

« Metil-Esterificacion
A los acidos grasos libres se les agregé un mililitro de tricloruro de boro (BF3) en

metanol y se calentd por 5 minutos a 60°C. Se dejo enfriar y se agregaron 3 ml! de
una solucion saturada de NaCl, se hicieron 4 lavados con hexanos, se recupero6 la
fase de hexanos y se secd con nitréogeno.
e Analisis

Los acidos grasos libres metil esterificados se resuspendieron en 50 ul de
diclorometano y se inyectaron en el cromatografo de gases Perkin Elmer de 1 pnia 3



ul segiin la proporcioén de acidos grasos libres en cada muestra; con el fin de inyectar
aproximadamente la misma cantidad de muestra. Se resolvieron las muestras en una
columna de Supelco con fase SBP-20. Los datos obtenidos se analizaron con el
programa HV Chem.

EXTRACCION Y DETERMINACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS.

e Condiciones de cultivo
Las condiciones de cultivo fueron las mismas que en el método de extraccién de
acidos grasos.

e Extraccion (Modificado de Wheeler y Klich, 1995)

Tanto el micelio como las esporas se extrajeron por 24 h con un volumen que
cubriera la muestra de acetona a 4°C. Posteriormente las muestras, se molieron en
mortero con 5 g de polvo de cuarzo. La pasta resultante se resuspendio en 10 ml de
acetona y se transfirié a tubos corex de 25 ml, se centrifugé a 5000 r.p.m. en el rotor
S§$S-34 y se recuperd la acetona, ésta se secO en vacio y se ajustd la fase acuosa
remanente a pH 5 con H3PO4 1IN 6 KOH IN. Posteriormente se agregdé NaCl hasta
saturar la solucién y se extrajo dos veces con un volumen de acetato de etilo. Se
combinaron las fracciones de acetato de etilo y para eliminar cualquier residuo de
agua, se agrego la cantidad necesaria para cada muestra de NaSO4 anhidro: se
concentré en vacio y se secd con nitrogeno. Se peso la cantidad de metabolitos
obtenida, con el fin de aplicar la misma cantidad de cada muestra a las placas de
cromatografia.

e Determinacion (Wheeler y Klich, 1995)

Se aplico 200pg de cada extracto sobre placas de cromatografia fina y se
resolvieron con una solucion de dietileter-hexanos-acido formico (60:39:1). Las
placas se dejaron secar y se rociaron con una solucién de etanol:acido sulfurico 95:5
y se hornearon en a 150-200°C hasta que se hicieron visibles los compuestos.

PURIFICACION Y ANALISIS DE COSMIDOS
e Purificacién de cosmidos

A partir de una biblioteca genémica de césmidos con los vectores PWEIS
(Stratagene)con resistencia a ampicilina o pLorist resistencia a kanamicina,
mantenida en Escherichia coli, se seleccionaron las colonias a utilizar. Se tomoé una
porcion de las células con un palillo y se crecieron 8 h a 300 r.p.m.y 30°C en 3 ml de
medio LB con el antibidtico adecuado. Después se transfiriéo a un matraz de 1 litro
con 300 ml de LB mas el antibidtico y se dejé crecer durante la noche en las mismas
condiciones (Sambrook y col., 1989) se centrifugé el cultivo a 6000 r.p.m. durante
15 minutos a 4°C en un rotor Sorvall GSA. Se siguio el protocolo de QIAGEN para
lisis alcalina y purificacion de ADN. Una vez purificado el ADN se cuantifico.




e “Southern Blot”’ (Sambrook y col., 1989).

Las colonias de E. coli que conforman la biblioteca gendmica de A. nidulans
separada por cromosomas se replicaron en membranas de nylon FHvbond. sec
crecieron y lisaron in situ. El ADN resultante se fijo covalentemente a las
membranas de nylon. Estas se utilizaron en varios ciclos de hibridacién tipo
“Southern".

-Pre hibridacion

A las membranas que contienen los cosmidos correspondientes al cromosoma I de
la biblioteca de A. nidulans se les agregaron 15 ml de solucién de hibridacion y 0.6
ml de ADN de esperma de salmén (10 mg/ ml) y se incubaron por 2 horas en esta
solucién a 65°C.

-Preparacion de la sonda

Todos los c6smidos con resistencia a ampicilina provenientes del vector PWEIS
(Straragene) fueron tratados con la enzima Notl en las condiciones descritas en el
catalogo, asi se liberé el inserto necesario para preparar la sonda. El fragmento se¢
purificé posteriormente con un método rapido de purificacion (“7The Geneclean kir"
Bio 101 Inc. La Jolla, CA).

Se utilizo el “Random primed DNA labeling system ' de GIBCO BRL (“Life
Technologies " Inc., N.Y.). 25 ng de ADN se ajustaron a un volumen final de 20 pl
con agua destilada desionizada estéril (agua dd) y se pusd a bafio maria por 3
minutos. Pasado este tiempo se transfirié inmediatamente a hielo por 10 minutos.
Después se agregaron 2 pl de cada nucleétido (ATP, GTP: TTP), 15 ul del buffer de
reaccién, 5 pl de [-32P)dCTP y se ajusto a 29 pl con agua dd y se agregé 1ul del
frapmento Klenow de la ADN polimerasa. Se incubé por 1 h a temperatura
ambiente. Después se agrega 5 pl de ““stop buffer” y se lleva a 80 nl con agua dd. Se
pasa por una columna de Sephadex G-50 (Penefsky, 1977). Se centrifugd la columna
3 min a 2000 r.p.m. en la centrifuga clinica.

Para los cosmidos de resistencia a kanamicina se sintetizaron los oligos SP6 y T7
(Ongay L.). Se desnaturalizaron 500 ng de ADN se agregaron 2 ul de cada
nucleodtido frio; S ul de [x-32P]dCTP y la cantidad necesaria para tener al final la
concentracion de 1 pmol/ul de cada oligo. Se siguiod el protocolo como se describié
anteriormente para los fragmentos obtenidos del vector PWEIS.

-Hibridacion (Sambrook y col., 1989).

Tanto las sondas como 0.6 ml ADN de esperma de salmén (10 mg/ ml) se
desnaturalizaron hirviéndolas en bafio maria por 5 minutos y después se dejaron
enfriar en hielo.

Se desechd la solucién de prehibridacion y se agregaron 15 ml de solucion de
hibridacion, las sondas y el ADN de esperma de salmon. Se dej6 en agitacion a 65°C
durante aproximadamente 12 h.



-Lavado de membranas.

Las membranas se pusieron a 65°C por 30 min en 500 ml de buffer A y se
agitaron. Se descarté el buffer y se agregaron 500 ml del buffer B y se agité por 30

minutos a 65°C. Estas condiciones corresponden a un lavado de alta astringencia
Buffer A

SSC 2X 50 ml SSC 20X
SDS 0.1% 5ml SDS 10%
Se aforo a 500 ml con agua dd.

Buffer B
SSC 0.1X 2.5ml SSC 20X
SDS 0.1% 5 ml SDS 10%

Se aforo a 500 ml con agua dd.
Soluciones

SSC 20X
NacCl 1753 g
Citrato de Na 88.2¢g
Se disolvié en 800 ml de agua dd, se ajusto el pH a 7 con una solucién de NaOH
10N. Se aford a un litro con agua destilada y esterilizo.
SDS 10%
SDS 100 g

Se disolvié 100 g de dodecil sulfato de sodio en 900 ml de agua destilada. Se

calenté a 68°C hasta que se disolvié. Se ajustd el pH a 7.2 con HCI concentrado. Se
aforé a 1000 ml con agua destilada.

o ldentificacion de cosmidos

Aquellos cosmidos que hibridaron se identificaron como nuevos coésmidos, se

purificaron como se menciona anteriormente y utilizaron para preparar sondas
nuevas y asi se va avanzando a lo largo del cromosoma.

TRANSFORMACION DE A. nidulans

Se realizaron modificaciones a la metodologia de transformacion de A. nidulans
reportada por Ballance y col. en 1983; Tilburn y col. en 1983 y por Turner en 1994,

El protocolo se siguidé de manera similar a la metodologia reportada hasta la
digestion de las germinulas la cual se realizé al poner el micelio obtenido en
presencia de novozyma a una concentracion mayor (10 mg/ml ).

Cuando los protoplastos no se bandearon como se espera con el protocolo
original, se retir6 la mezcla de las soluciones y se resuspendié el pellet en
aproximadamente 10 ml de STC e inmediatamente se filtraron por miracloth estéril
lavando varias veces con STC. Los protoplastos obtenidos ya sea por el bandeo o

mediante filtracion se resuspendieron con STC-poliaminas-DMSO en el volumen
adecuado y se dejé una hora en hielo.



e Transformacion

Se utilizaron aproximadamente 3 ng de ADN y se diluyeron con STC-poliaminas-
DMSO 1:1. Se agregaron 100 ul de la solucion de protoplastos y se dejaron durante
25 min a temperatura ambiente. Se incubaron a 42°C por 2 min y se pasaron 4 min a
hiclo. Se continud el protocolo como estaba descrito anteriormente (Ballance y col..
1983; Tilburn y col., 1983 y Turner 1994).

-Soluciones
STC

Se preparo un litro de una solucidn se sorbitol al 1.2M mas CaCl2 10mM vy tris-
HCI 10 mM. Se esterilizo y guardé a 4°C.

STC-poliaminas

En 10 ml de STC se disolvié 1 mg de heparina y 10 ul de una soluciéon 100 mM
de espermidina. Se esterilizo por filtracion y guardo a 4°C.
STC-poliaminas-DMSO

Se agregaron 10 pul de DMSO por cada ml de STC-poliaminas. Se prepard para
cada transformacion.
Solucién de Novozyma

Se utilizo la enzima litica de Trichoderma harazaniton de Sigma; se disolvieron 5
mg, de enzima en 0.5 ml de agua desionizada estéril. Se preparo para cada
transformacion.

Solucién de albumina (BSA)

Se disolvieron 12 mg de albumina de suero bovino (BSA) de Sigma en 1 ml de

agua desionizada estéril. Se prepard la solucién para cada transformacion.

MUTAGENESIS DE Aspergillus nidulans CON LUZ ULTRAVIOLETA (Grigorov y col..
1983).
e Preparacion de las condiciones de mutagénesis.

Se utilizé una lampara modelo UVGL-25, colocada sobre dos soportes universales
a una distancia de 8 cm sobre las esporas que se irradiaron. Debajo de la lampara y
procurando que quedara lo mas centrado posible se colocé un agitador, que se utilizo
para agitar las esporas que se irradiaron. Se prendié la lampara eligiendo la longitud
de onda corta y se dejo calentando durante 15 minutos. Se colocé una cortina de
papel aluminio alrededor de la lampara para que no se dispersara la luz.
e Preparacion de esporas

Se utilizaron 25 ml! de una suspensién de 1X108 esporas por ml, se colocaron en
una caja Petri de vidrio estéril y se agitaron con una barra magnética estéril.
e Condiciones de irradiacién

Se colocaron las esporas en el agitador debajo de la lampara de U.V.
momentaneamente tapada. Esto se realizé en la presencia de un mechero con el fin
de mantener la esterilidad durante el proceso. Se tomé 1 ml de la suspensién a los O,



15, 30, 45, 60, 90, y 120 segundos de irradiacion, y se mantuvieron en hielo en
ausencia de luz.
e Plaqueo de muestras

Se plaquearon 200 ul por duplicado los diferentes tiempos de irradiacion en cajas
Petri con medio minimo mas los requerimientos de la cepa mutagenizada, ademas de
desoxicolato de sodio al 0.04 %6, ya que éste inhibe el crecimiento permitiendo que
las colonias crezcan compactas y de este modo poder cuantificarlas mas facilmente.
Se incubaron las cajas a 30°C y después de 3 dias de crecimiento se contaron las
colonias y construyé una curva de porcentaje de muerte.
* Mutagénesis

Se repitid el protocolo anterior al tiempo que correspondié a 90-95% de muerte y
se seleccionaron posibles supresores.

CRUZAS SEXUALES

Se cruzaron las cepas de la siguiente manera: con palillos estériles se pican en
medio minimo mas los suplementos, las colonias de las cuales se desea obtener la
cruza a una distancia aproximada de 3 mm y se dejan crecer por 3 6 4 dias hasta que
las colonias toquen sus bordes. Posteriormente una pequeifa porcién de agar con
hifas de ambas cepas (se procuré remover el exceso de agar) se transfirié a medio
minimo soélido, donde se dejaron crecer aproximadamente 3 dias mas hasta que se
forman heterocariontes. La caja Petri se sella con cinta adhesiva, lo cual favorece la
formacion de cleistotecios.

Después de 4 6 5 dias se buscaron los cleistotecios bajo el microscopio y se
eligieron aquéllos que fueran grandes, ya que éstos tienen la mayor probabilidad de
ser hibridos. Se limpio el cleistotecio quitando las células Hiille que lo rodean. Se
pasdé este a un tubo eppendorff y se rompid liberando las ascosporas, éstas sc
resuspendieron en aproximadamente 500 ul de agua desionizada estéril de ahi se
tomaron 50 ul y plaquearon en medios con suplementos de ambas cepas.

OBTENCION DE DIPLOIDES

El procedimiento para hacer diploides es igual que en las cruzas sexuales hasta
que se forma un heterocarionte; las esporas del heterocarionte se raspan con agua dd
¥ se recuperan en un tubo Eppendorff. De esta suspension se toman
aproximadamente 30 ul y se ponen en una caja de Petri y se agrega sobre ellas medio
minimo agar suave (7 g/l), se agita la caja para que las esporas se esparzan por la
caja y se dejan solidificar. Aquéllos que crezcan en medio minimo formando una
colonia de apariencia sana y con el color apropiado son considerados como
diploides. Esto puede ser confirmado posteriormente en base al mayor tamarfio de las
esporas y a la posibilidad de haploidizacién.
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MAPEO GENETICO

Para mapear una mutacion con respecto a cierto marcador se obtienen
cleistotecios formados entre la mutante y otra cepa que contenga el marcador de
interés. Para hacer este mapeo se siembra un cleistotecio y se analizo la progenie en

medios selectivos para observar la segregacion meidtica de cada uno de los
marcadores.



RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS DE ACIDOS GRASOS LIBRES EN LA MUTANTE cfiv42.

En 1995 Toal y col. describen una mutante en Myxococcus xanthus (esg) afectada
en la sintesis de acidos grasos, que presenta caracteristicas fenotipicas semejantes a
la mutante ¢fiv42; esto es: retraso en el crecimiento, defecto en la pigmentacion y
defectos en la esporulacion. Una de las posibles explicacidones de los efectos
pleiotropicos de la mutacion en ¢fiv42 es que es una mutacion parcial que afecta la
sintesis de acidos grasos. lo que explicaria que una mutacién nula (¢fivA7) sea letal
que tuviese problemas para esporular tanto sexual como asexualmente ya que los
factores psi que regulan la esporulacion son derivados del acido linoleico ¥y
finalmente que este alterada en la produccién de metabolitos derivados de los acidos
grasos, afectando asi la pigmentacion y otros procesos fundamentales para la vida
del hongo.

Experimentos preliminares realizados en el laboratorio mostraron que tal vez el
fenotipo observado en la mutante estuviese relacionado con estas diferencias en la
acumulacion de acidos grasos, sin embargo, consideramos importante revalorar estos
resultados. Para el presente estudio se seleccionaron dos cepas que fueran isogénicas
CDS4 (pabaAdl, vAl, veAl) y CROI (cfiva2, pabaAdl, yAl, vedl), se sembraron a
confluencia en medio sélido y se crecieron por 72 h a 30°C, posteriormente se
obtuvieron las conidias y se cuantificaron. En 50 ml de medio con la solucién madre
de esporas se inocularon 5X 105 esporas por ml de medio. Se utilizaron dos distintas
condiciones para cada cepa, una primera, en la que se crecio el cultivo durante 18 h a
30°C y una segunda condicidén en que se crecid igual que la anterior y posteriormente
se elevd la temperatura a 42°C por 6 h mas; se seleccionaron estas temperaturas
porque como se menciono anteriormente la mutante cfiv4 presenta las caracteristicas
descritas a 30°C, mientras que a 42°C las caracteristicas de esta mutacion se vuelven
mas dramaticas (la mutacion cfiv42 es sensible a la temperatura).De este modo. de
haber diferencias a 30°C, estas diferencias se acentuarian a 42°C. Se hicieron ademas
duplicados de cada condicion para cada cepa.

Los cultivos tanto de la cepa silvestre como de la mutante en las diferentes
condiciones, se filtraron descartando los sobrenadantes, obteniendo asi los micelios
de los cuales se procuré eliminar la mayor cantidad de agua. Posteriormente, se
determino el peso seco.



Condicion Peso seco
CDS4 18h 150mg
CROI1 18h 60 mg

CDS4 24h 163 mg
CROI1 24h 152 mg

Tabla 1 Peso seco de los micelios de

cada condicion.

Con los micelios obtenidos se siguié el protocolo de extraccién de lipidos
reportado por Vazquez y Arredondo (1991), posteriormente cada muestra se separé
en: acidos grasos que se almacenan dentro de la célula 6 neutros y aquellos que son
componentes de la membrana 6 acidos grasos polares. Después las mezclas de
lipidos se hidrolizaron para obtener inicamente los acidos grasos libres, los cuales se
metilesterificaron para hacerlos volatiles y asi poderlos detectar con el cromatdgrafo
de gases. Los resultados se analizaron con el programa HV quem y se obtuvieron las

graficas de la figura 6.
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ura 0 Pertil de deidos grasos libres de una cepa silvestre CDSS (@) » doe o copa mutanie
CROI (1), Perfil de acidos grasos neutros (a) y polares (c) a las 18 h de crecimiento a 30°C.
Perfil de acidos graso neutros (b) y polares (d) a las 24 h de crecimiento (18 ha 30°C + 6 h
o 42°C) los valores mostrados son el promedio de los duplicados en cada condicion

texcepto en b donde CDSY no tiene duplicado). Se utilizd aceite de oliva como estandard.,
con el cual se pudo determinar la identidad de algunos picos con respecto al tiempo de
retencion, tales como el acido linolénico, linoleico, oleico y estedrico, con tiempos de

retencion de 15.8, 21.3, 22 y 23.3 respectivamente.

La composicion de acidos grasos neutros en el micelio obtenido después de
cultivar por 18 h a 30°C no varia entre la cepa silvestre y la mutante. Al aumentar Ia
temperatura a 42°C, tampoco se observaron diferencias en el perfil genecral de dcidos
grasos neutros, excepto en el caso del acido linoleico, en el que la mutante tiene 13
% menos que la cepa silvestre. Esto podria sugerir que la mutante es incapaz de
almacenar acido linoleico a altas temperaturas. Por otra parte, el perfil de acidos
grasos polares en los cultivos del8 h no mostré diferencias entre la mutante y la
silvestre y, al aumentar la temperatura y cultivar por 6 h mas, el perfil de acidos
grasos entre la cepa silvestre y la mutante se mantuvo similar al anterior y no se¢
presentan diferencias significativas entre las cepas. Esto indica que la composicion
de la membrana, tanto de la cepa silvestre como la mutante, es similar y, que al
aumentar la temperatura esta composicion no se altera.

Sin embargo, los datos obtenidos presentan variaciones muy altas dentro de los
mismos duplicados, tales como el perfil de acidos grasos neutros a las 18 h (a).
donde los acidos grasos con tiempos de retencion de 22, 22.3 y 39 asi como en los
acidos grasos polares (b) se observan variaciones significativas dentro de los
duplicados de los acidos grasos con tiempo de retencion de 22.3, y 39. Esto puede
deberse a error experimental durante el proceso de extraccion, a diferencias dentro
de las muestras o a que en la condicién de 18 h a 30°C la variacion en la cantidad de
biomasa obtenida al inicio era de la mitad de la mutante con respecto a la silvestre
(tabla 1).

Debido a esto, se decidid repetir la extraccion de acidos grasos libres con algunas
modificaciones. Para obtener mas biomasa se utilizé una mayor cantidad de cultivos,
se ajustd el numero de matraces para obtener la misma cantidad de biomasa de la
cepa mutante y de la cepa silvestre. Asi, después de cultivar de la misma manera que
el experimento anterior se obtuvo 1 g de micelio humedo para cada condicion. Se




siguié el mismo protocolo de extraccion y se analizaron con el programa MV quem y
se obtuvieron los resultados que se muestran en la figura 7.
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Figura 7 Perfil de acidos grasos libres de la cepa CDS4 (silvestre) y la cepa mutante CRO1.
Perfil de acidos grasos neutros (a) y polares (c) a las 18 h de cultivo a 30°C. Acidos grasos
neutros (b) y polares (d) después de transferir los cultivos de 30°C a 42°C por 6 h mas de
cultivo. Los valores obtenidos en a, b y d son el promedio de los duplicados de cada
condicion. Los tiempos de retencion 18, 18.3, 21.5 representan a los acidos linoléico,
linoleico y oleico respectivamente, de acuerdo con los estiandares, usando aceite de oliva.

El perfil de acidos grasos neutros obtenidos del micelio de un cultivo de 18h de la
cepa silvestre y la mutante es similar. Al aumentar la temperatura a 42°C y seguir el
cultivo durante 6 h mas se observa un cambio en el perfil de acidos grasos neutros en
ambas cepas; a las 18 h se detectaron los acidos con tiempos de retencién de 8.9.
15.4 y 21.3, mientras que a la 24 h de cultivo, estos acidos grasos no estan presentes.
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También hay una disminuciéon en el porcentaje de acidos grasos con tiempo de
retencién de 21.2 y 21.5 y un aumento considerable del acido graso con tiempo de
retencién de 21.4, cuando se transfirieron los cultivos a 42°C por 6 h. Estos datos
coinciden con reportes anteriores en los que muestran que la composicidon general de
aumentar o disminuir la temperatura (Rhoshanara y

acidos grasos varia al
1987). Las diferencias anteriores sec

Shanmungasudaram., 1980; Hori y col.,
observaron tanto en la cepa silvestre como en la mutante. Con estos resultados. sc
demuestra que no hay diferencias en la acumulacion de acidos grasos entre una cepa
silvestre y la mutante cfiv42- y que ambas cepas son capaces de responder al
aumento de temperatura de la misma manera, lo cual indica que la maquinaria de
sintesis y almacenamiento de acidos grasos no esta alterada en la mutante.

El perfil de acidos grasos polares de la mutante y la silvestre observado después
de 18 h de cultivo es similar, no obstante que en esta condicion no se tuvieron
duplicados para cada muestra. Este perfil varia al cultivar durante 6h mas
aumentando la temperatura a 42°C; disminuyendo considerablemente tanto en la
cepa silvestre como en la mutante la concentracion de los acidos grasos con tiempo
de retencion de 21.2 y aumentando la del acido graso con tiempo de retencion de
21.4, mientras que la proporcién de acido oleico se mantiene constante, indicando
que la composicion en la membrana de la cepa CDS4 y la de la mutante CRO1 son
similares con respecto a la composicidn de acidos grasos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo no coinciden con
obtenidos por M. Cardenas anteriormente, lo cual podria deberse a que se utilizaron
cepas, metodologias de extracciéon y analisis diferentes (ver material y métodos;
Cardenas, 1996). Al utilizar cepas isogénicas los resuitados obtenidos sugieren que
las caracteristicas de la mutante cfiv42 no se deben a que tenga deficiencias en la
sintesis o acumulacién de acidos grasos, por lo que probablemente no tenga
deficiencia en la produccion de acido linoleico precursor de los factores psi, y Ia
letalidad de la mutante a altas temperaturas no se debe a que posee una diferencia en
la proporcion de acidos grasos de la membrana con respecto a una cepa silvestre,
ademas se mostro que la cepa mutante es capaz de responder a la elevacion de
temperatura de manera similar que una cepa silvestre, cambiando los niveles de

acidos grasos en la membrana y en las pozas internas de la célula.

los datos
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EXTRACTOS ORGANICOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS

DE BAJO PESO
MOLECULAR.

Una de las caracteristicas mas conspicuas de la mutante ¢fiv42 es la deficiencia en
la producciéon de pigmentos en las conidias o esporas asexuales, lo cual se ha
determinado que no se debe a la falta de expresion del gen w4 (Cardenas., 1996).
también necesario para la sintesis de pigmento. Proponemos que la mutante cfiv4 es
incapaz de producir precursores del pigmento, el cual probablemente sea un
policétido ya que el producto del gen wA es una policétido sintetasa encargada de
llevar acabo la formacién del pigmento amarillo a partir de un "precursor incoloro".
Por otra parte estudios realizados por Guzman (1996) muestran que la mutante ¢fivA
es incapaz de sintetizar otro policétido denominado esterigamtocistina, precursor en
la sintesis de la aflatoxinas, y que la mutante acumula una serie de metabolitos que
una cepa silvestre no acumula. Esto ultimo coincide con reportes en los que al
bloquear la sintesis de metabolitos secundarios (pigmentos) en Penicilliun o
Aspergillus con diferentes fungicidas, se acumulan otros metabolitos (¢j. flaviolina)
que no se producen durante la via normal de sintesis de los pigmentos (Wheeler ¥
Klich, 1993). También se ha demosuado que alguna de ta tunciones de algunos

policétidos se relaciona con la sefalizacion "hormonal" (Hopwood y Sherman.

1990). Asi pues es posible que el defecto causado por la mutacion en ¢fivd es que
éste bloquee la sintesis de policétidos. (esterigmatocistina), la sintesis del pigmento
caracteristico de las conidias y probablemente en la produccion de posibles senales
que regulen la diferenciacién celular en 4. nidulans.

Se decidié explorar la posibilidad de que existieran diferencias en los niveles de
acumulacion de distintos metabolitos secundarios en condiciones de cultivo
diferentes a las condiciones en donde se promueve la sintesis de esterigmatocistina.
Al igual que en el estudio de los acidos grasos se utilizaron las cepas CDS4
(pabaAl, vAl, vedl) y CRO1l (cfivAd2, pabaAdl, vAl, veAl), se sembraron a
confluencia en medio solido y se crecieron por 72 h a 30°C, posteriormente se
obtuvieron las conidias, se cuantificaron. Con la soluciéon madre de esporas se
inoculé a una densidad de 5X105/ ml de medio de cultivo. Se cultivé de la misma
manera que en los experimentos de extraccion de acidos grasos; por 18 h a30°C y 18
h a 30°C mas 6 h a 42°C. Se obtuvo el micelio y se cuantificdé. Para extraer los
metabolitos a partir de la solucién madre de esporas y los micelios se utilizé ia
metodologia reportada por Wheeler y col. (1995), y se pesé la cantidad final de
metabolitos de cada condicién (tabla 2).
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Muestra _peso
CDS4 esporas 6 mg
CRO1 esporas 4 mg

CDS4 18h 14 mg
CROI1 18h 16 mg
CDS4 24h 15 mg
CRO1 24h 19 mg

Tabla 2 Peso seco de metabolitos solubles extraidos con acetona, en diferentes condiciones
de crecimiento y desarrollo. Cepa silvestre, CDS4 (pabaAdl, vAl, veAl) y mutante, CRO!

(chvA2, pabaAdl, yAal, veAl).

Se resuspendioé en el volumen adecuado de acetato de etilo a una concentracion
final de 20 pg/ul, y se aplicaron 10 pnl de cada muestra en placas de cromatografia
fina. Estas se corrieron con una mezcla de eter:hexanos:acido formico 60:39:1. se
revelaron con una solucién de etanol:acido sulfirico 95:5 y se hornearon a 150°C
hasta que las manchas se hicieran visibles y carbonizaran (fig. 8). En la placa de las
muestras obtenidas de micelio cultivado 18 h a 30°C (fig. 8b) pareceria que se cargé
una cantidad menor de la cepa mutante, por lo que se procedié a repetir la
cromatografia de esta muestra cargando el doble de la muestra de la mutante (fig.

8b').
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Figura 8 Fotografias de cromatografias en capa fina de metabolitos secundarios solubles en
solventes organicos. (a)cromatografia de los metabolitos obtenidos a partir de esporas: (b,
b') cromatografia de metabolitos a las 18 h de cultivo a 30°C: (c) cromatografia de
metabolitos obtenidos después de transferir los cultivos de 30°C a 42°C. CDS4 cepa

silvestre ¥y CRO1 mutante ¢fir.42".

Usando las fotografias de las cromatografias de capa fina (fig. 8) se determino la

movilidad relativa (Rf) de los distintos compuestos detectados v se obtuvieron los
resultados que se muestran en la tabla 3. Se asignd un niimero a cada compuesto en

las diferentes cromatografias lo que permite determinar las posibles diferencias entre

la cepa silvestre (CDS4) » Ia mutante (CRO1).



Micelio 18 h a
30°C + 6 h a 42°C

Esporas TMicelio 18 ha
30°C

No. de Rfs No. de Rfs No. de Rfs
compuesto compuesto compuesto
E-1 0.107 M18-1 0.047 ™M24-1 0.231
E-2 0.129 M18-2 0.070 M24-2 0.473
E-3 0.269 M18-3 0.107 M24-3 0.526
E-4 0.344 M18-4 0.190 M24-4 0.568
E-5 0.452 M18-5 0.285 M24-5 0.621
E-6 0.494 M18-6 0.381 M24-6 0.785
E-7 0.753 M18-7 0.533 M24-7 0.936
E-8 0.925 M18-8 0.628

Mi18-9 0.666

M18-10 0.772
M18-11 0.828
M18-12 0.895
M18-13 0.949
M18-14 0.990

Tabla 3. Numeracion de compuestos segiin su movilidad relativa (Rfs) en cromatografias de
capa fina de: las esporas (a), del micelio obtenido a las 18 h de cultivo a 30°C (b) y de
micelio del cultivo que se transfirié después de 18 h de cultivo a 30°C mas 6 h a 42°C (c).
Cabe notar que los nimeros de cada compuesto de las esporas (E-) no coincide con los
numeros asignados a los compuestos de los micelios de 18h de cultivo a 30 °C (M18-)ni a
los micelios después de 24 h de cultivo (M24-); 18 h de cultivo a 30°C mas 6 h a 42°C.
Estos ultimos niimeros asignados no coinciden tampoco entre los micelios.

En la cromatografia de la muestra obtenida a partir de las esporas (figura 8 a), se
muestra que ambas cepas acumulan diferentes metabolitos solubles en acetona. La
cepa silvestre carece de los compuestos E-2 y E-4, mientras que la mutante carece
del compuesto E-1. El compuesto E-7 se acumulan en menor cantidad en la mutante.
Es importante mencionar que los metabolitos que se detectan en la cromatografia de
capa fina no corresponden a los pigmentos de las esporas, ya que estos, siendo
visibles a simple vista, no migraron con el sistema de solventes utilizado. Tampoco
parecen corresponder a las que se han observado por Guzman y col. (1996) ya las
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condiciones de cultivo que se utilizaron (material y métodos), son diferentes a las
que se utilizan para inducir la sintesis de esterigmatocistina en A. nidulans (Yu y
Leonard. 1995).

En 8 b' se observa que la cepa silvestre y la mutante difieren en la cantidad de
metabolitos acumulados en el micelio de cultivos de 18 h a 30 °C; la mutante tiene
una menor cantidad de los metabolitos M18-4, M18-5, M18-6, M18-7, M18-9, M18-
10 y M18-14: sin embargo acumula una mayor cantidad de metabolitos asignados
con los nimeros M18-12 y M18-13, cabe destacar que se observa de manera clara
que el metabolito M18-8 se acumula de igual manera en ambas cepas, lo que indica
que se aplico la misma cantidad de muestra y que las diferencias en la acumulacién
de metabolitos realmente se debe a que se acumulan y/o sintetizan en menor cantidad
en la mutante o en el caso de los compuestos M18-12 y M18-13 menor cantidad en
la silvestre. Como era de esperarse, al aumentar la temperatura, la cepa mutante tiene
caracteristicas mas dramaticas que al cultivarse a 30°C, acumulando la mitad de los
metabolitos que acumula la cepa silvestre; asi en las muestras obtenidas a partir del
micelio que se cultivo por 18 h a 30°C + 6 h a 42°C (fig. 8 c¢), se observa que la
mutante no acumula los metabolitos M24-1, M24-4 y M24-5; el metabolito M24-6
es acumulado en mayor cantidad por la cepa silvestre que por la mutante, los
metabolitos M24-2 y M24-7 se acumulan de igual manera por ambas cepas. ¥ la
mutante acumula mayor cantidad del metabolito M24-3.

Los resultados obtenidos indican que: las cepas silvestre (CDS4; pabasl, y-Al.
veAdl) y la mutante (CROI cfiv42, pabaAl, yAl, veAl), muestran patrones distintos
de acumulacion de metabolitos de bajo peso molecular solubles en solventes
organicos, tanto en el micelio como en las esporas. Durante el crecimiento
vegetativo la mutante ¢fiv42 acumula a las primeras 18 h de cultivo menor cantidad
de metabolitos (M18-4, M18-5, M18-6, M18-7, M18-9, M18-10 y M18-14) que la
cepa silvestre, después 18 h a 30°C de cultivo y elevar durante 6 h la temperatura a
42°C se observa que la mutante acumula (inicamente 4 metabolitos del total de 8 que
acumula la cepa silvestre. Esto sugiere que la mutacién en el gen c¢fiv4 impide
sintetizar o acumular algunos de estos metabolitos, 1o cual pudiera estar relacionado
con la falta de pigmentacion en las conidias.

Por otra parte, la mutante acumula metabolitos que no se observaron en la cepa
silvestre (fig. 8 b’, compuestos M18-12 y M18-13; fig. 8 a, los compuestos E-2 y E-
4). Se ha demostrado que al bloquear la sintesis de melanina en algunas especies de
Penicillium y Aspergillus con ciertos fungicidas, se acumulan otra serie de

metabolitos que no se acumulan normaimente (Wheeler y Kilch, 1995). Esto es
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consistente con los resultados obtenidos por Guzman y col., (1996) donde también se
observa que la mutante cfiv4 acumula metabolitos que no se encuentran en la cepa
silvestre. Es posible que los compuestos detectados en la mutante sean los
precursores de los pigmentos y al no poder proseguir con la via normal de sintesis se
acumulen en la cepa mutante; una posible explicacion a la letalidad de la mutante es
que al acumularse ciertos metabolitos sean toxicos y finalmente destruyan a la
mutante, de manera alternativa la mutante al carecer de una serie de metabolitos
necesarios para su desarrollo muera por la falta de metabolitos; queda por determinar

si la falta o la presencia en la mutante de ciertos metabolitos son los causantes de la
letalidad de la mutante en ¢fiv42.

ESTRATEGIAS PARA CLONAR EL GEN c¢fiv4 POR COMPLEMENTACION.

a) Caminata por el cromosoma 6 "chromosome walking".

"Chormosome walking" es el nombre que se de a un proceso sistematico que
permite aislar regiones de genomas complejos, de manera ordenada, al sobrelapar
diferentes clonas recombinantes. Una caminata ("walk") es una serie de pasos que
conducen a la identificacion de fragmentos de ADN que se encuentran localizados
en el extremo izquierdo (FI) o derecho (FD) de una clona (C). FI y FD se utilizan
como sondas para identificar nuevas clonas que contengan ADN adicional que se
encuentre del lado izquierdo o derecho de C (Cross y Little, 1986).

Ya que se conoce que el gen pyrG se encuentra cerca del gen c¢fiv4 (Cardenas.
1996), se utilizé como sonda el cé6smido L10F09 del cromosoma I de la biblioteca
gendmica de A. nidulans, el cual se habia determinado previamente que contiene el
gen pyrG (Prade y col. comunicacion personal). Se utilizaron los oligos SP6 y T7
para marcar este c6smido en los extremos y se hibridé contra las membranas que
contienen una coleccion redundante de coésmidos especificos del cromosoma 1 de 4.
nidulans. Se identificaron los césmidos L10F04, L10G09, L19A12, LI19BI11.
L24007 y WO07C06. Los cdsmidos LL10G09, L19A12 y L19B11 también contienen
al gen pyrG (Prade y col. comunicacién personal). Para continuar, con la caminata.
se purificaron los césmidos L24007 y W07C06, se marcaron radioactivamente en
los extremos y se hibridaron nuevamente (materiales y métodos). Se identificaron,

ademas de los cosmidos identificados previamente, a los césmidos L30CO03,
L25C12, W26C10 y W27Gl11.
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Todos estos cosmidos (L10F09, L10F04, L10G09, L19A12, L19B11. L24007.
L30C03, L25C12, WO7C06 W26C10 y W27G11) se utilizaron para cotransformar a
la cepa CMC2 ( cfiv42, pyroA, riboB2, bioA, veAl), yaque al tener la mutacién
riboB2 , puede ser complementada por el plasmido pPL1, el cual contiene una copia
silvestre del gen riboB (Oakley y col., 1987). También se utilizé el plasmido de
replicacion auténoma pHelp ya que este aumenta la frecuencia de transformacién
(Gems ycol., 1991). Los resultados se muestran en la tabla 4.

sin ADN pPL1 pPL1 + | pPL + pHelp | pPL + pHelp
pHelp L24007, W27G11 y
W26C10, L30C03.
L25C12 Yy
WO07C06
No. total de (V] 31 103 81 190
transformantes
No. total de
transformantes nd nd nd 137 261
dilucién 1:100
No. total de
transformantes nd nd nd nd 191
dilucion
1:1000

Tabla 4. Resultados de la cotransformacion realizada con los coésmidos identificados
mediante “"chromosome walking". Se utilizaron las siguientes concentraciones de ADN:

pPL1 4 g, pHelp 2 ug y lpug de cada césmido. Se diluyo 1:100 6 1:1000 de la cantidad
total de ADN. (nd, no determinado).

El total de transformantes riboB™ obtenidas con los césmidos que se identificaron
mediante “chiromosome walking ' a partir del gen pyrG (cercano a cfiv4) fue de 860.
dentro de las cuales no se observd ninguna que recuperara el fenotipo de una cepa
silvestre con respecto a la pigmentacion de las esporas. Como la biblioteca que se
utilizé es altamente redundante, la técnica de ‘‘chromosome walking' permitié un
avance muy lento a lo largo del cromosoma, lo cual se indica por el hecho de que
después de 2 rondas de hibridizacion, se siguieron identificando los césmidos de los
cuales se partié inicialmente. Se procedid entonces a la utilizacion del mapa fisico



del cromosoma 1 elaborado por R. Prade y sus colaboradores (comunicacion

personal). Para elaborar este mapa, se partié de una biblioteca genémica en césmidos
con fragmentos promedio de 40 Kb, la cual representa cerca de 6 veces el genoma de
A. nidulans. Inicialmente. la biblioteca se hibridé contra cromosomas aislados de un
gel tipo CHEF, marcados radioactivamente. Todos los cosmidos que hibridaron con
un cromosoma fueron separados y clasificados como especificos de cada uno de los
ocho cromosomas de 4. niduwl/ans. Posteriormente se seleccionaron varios césmidos
al azar de cada cromosoma que no hibridaran entre si. se utilizaron como sondas
para hibridar contra el mismo cromosoma. Se disefio posteriormente un algoritmo
que permitié ir ordenando en forma lineal los distintos césmidos en base a sus
patrones de hibridacion, hasta construir mapas como el mostrado en la fig 9. Con Ia
ayuda de este mapa es facil seleccionar césmidos que no hibriden entre si. pero que
se encuentren alineados dentro del cromosoma en cierta region. Asi dentro de la
region contigua al gen pyrG (identificado dentro del mapa fisico) se seleccionaron
los cosmidos WO7AO05, WI12F06, WI19EO1 y W23A02 y se utilizaron para
transformar a la cepa CMC2 ( cfiv42, pvroA, riboB2, bioA. veAl). Los resultados
obtenidos no fueron satisfactorios ya que se obtuvieron muy pocas transformantes y
ninguna de éstas presentaba un fenotipo silvestre.

b) ldentificacion de césmidos usando el conjunto de genes involucrados en la
sintesis de esterigmatocistina.

El analisis de los metabolitos solubles en solventes organicos o metabolitos
secundarios de la mutante cfiv4 y la cepa silvestre mostré diferencias en Ia

acumulacion de éstos metabolitos entre estas cepas. Es posible entonces que la

mutante se encuentre afectada en una enzima involucrada en la sintesis de

metabolitos secundarios o policétidos tales como las policétido sintetasas. Como se
ha mencionado anteriormente la mutante c¢fiv4, ademas de no sintetizar pigmentos
(policétidos)y una serie de metabolitos secundarios,
esterigmatocistina (policétido).

Recientemente en el cromosoma IV de 4. nidwlans se identificé un conjunto de
genes que codifican para las proteinas
esterigmatocistina (Brow y col.,,

es incapaz de sintetizar

responsables de la sintesis de

1996). El gen c¢fiv4 también se requiere para
sintetizar esterigmatocistina, sin embargo, se encuentra localizado en el cromosoma |

(Cardenas, 1996). El conjunto de genes se encuentra contenido en los césmidos
L11C09, L24B03 y W27HOS5 del cromosoma V. Dentro de estos genes se
encuentran uno que codifica para una policetido sintetasa (PKS) y dos que codifican



para sintetasas de acidos grasos (Brow, y col., 1996; Mayorga y Timberlake, 1992;
Mohamed y col., 1988; Schweizer y col., 1988). En reportes anteriores se ha
demostrado que es posible identificar diferentes policétido sintetasas utilizando
sondas heterdlogas ya que comparten homologia entre si. Asi estos cosmidos se
utilizaron como sonda para hibridar contra la biblioteca genémica del cromosoma 1.
Se identificaron dos poblaciones de cosmidos de acuerdo con la intensidad de
hibridacion. Una poblacion que hibridé fuertemente, constituida por: LI16FO04.
L16G03. L22H12, WOIF10. W02B10. W02D10. W02G10. WO03B06. WO03EO7.
WO3E09. WO5H06,W19D02. W21E06, W27B07. W29F07 y W30F12. Y otra que
hibridé de manera débil constituida por: L25F02, L26D09, W01B10, WOI1DO5.
WOI1EO6, WOIF08, W02B12, W02C01, WO2F09, WO0O3F08, W04C06, W04C12.
WO5F01, WO2F09, WO3F08, WO3F12, WOSE10, WO5S5F01l. W06GO0S5. WO7AOI1.
WO07B12, W07C06, WO7C11, WO7F05, W07G09, W08C06, WO08CO06. WO8FO1.
WO8HO06, WO09A04, WO0O9D09, WO9EO08, WO09F04, WO09F07, W09F11, WI10A04,
WI10D09, WI10DI12, WI10F07, WI11B11, WI1EO2, WI11EO08, WI11F02, W1IG12.
WI2EQ2, WI2EO05, WI14A03, WIi4B11, WI4E04, WI14E07, WI17E1l, WI17EI12,
W18B04, W18C08, WISEOl, WI18H06, W21A09, W21DI10, W23A02. W23B02.
W24E02, W26A01, W26A06, W26C07, W27C05, W27D06, W27GI11. W29EO0S.
W29E19, W30G05, W31B06, W31F10y W31FI11.

Se procedié a localizar estos cosmidos en el mapa fisico del cromosoma I de 1.
nidulans. Los césmidos que hibridaron de manera fuerte se encuentran todos en una
zona en donde se encuentran los genes pyrG y creA, es decir cerca de donde mapea
el gen cfivid. Estos césmidos también se encuentran cerca de los césmidos
identificados previamente porque hibridaron contra un gen de la acetil CoA
carboxilasa (Cardenas, 1996), asi como a los cosmidos identificados mediante el
cromosome walking desde pyrG (fig.9). En cambio, los cosmidos que hibridaron de
manera débil, se encontraron algunos dentro de esta zona (marcados con * fig 9) y
otros en sitos dispersos a lo largo del cromosoma I.
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WI13F01
1L.20C09
WI2E1
W23IA02
wW19B07
‘w2gcol
WI2F06
wo2B10
wW02G10
W19EO1
Wwo1D0s
‘WO5H06
WO7TA0S5
wW26C10
119811
W27G11

W29F07
L1%A12
L10F09
WwW07C06
L13A06
W30F12
WO3EQ9

Figura 9 Modificacién del mapa fisico del cromosoma 1 de A. nidulans (Prade y col.

comunicacién personal). En la figura se muestran unicamente los césmidos que se aislaron
en este estudio; mediante cromosome walking (CW), aquellos que fueron identificaron que
hibridaron fuertemente (0 de manera débil *) con el “cluster” de genes involucrados en la
sintesis de esterigmatocistina (ST) 6 en el estudio realizado por M. Cardenas (1996); donde
identifico cdsmidos que contienen al gen de la acetil CoA carboxilasa (ACC) y los
reportados por Prade y col.(comunicacion personal), que identifican a genes ya mapeados
en el cromosma y en el mapa fisico (pyrG y cre4). En el mapa fisico original se encuentran
intercalados coésmidos que no fueron seleccionados por ninguna de las estrategias utilizadas
en este trabajo o en el trabajo anterior de Cardenas (1996).

40



En la primera columna se muestran los cdsmidos identificados con los niumeros y letras
caracteristico de cada cosmido. e indica las sondas que fueron utilizadas de manera
aleatoria para realizar el mapa fisico y que no hibridaron con ese césmido en particular. 1.
indica que esa sonda en particular si hibridé con el cé6smido. Las lineas continuas (---)
separan regiones o ‘‘contigs’ no conectadas entre si experimentalmente. Cabe resaltar que
existen cosmidos con uno o mas **1”. Esto quiere decir que ese cosmido hibridé con mas de
una sonda ya que comparte homologia con ese cdsmido. Esto hace que en algunas
ocasiones el mapa fisico no coincida con el mapa genético (Prade y col.. comunicacion

personal).

Es de llamar la atencion que por dos criterios totalmente diferentes e
independientes, la caminata a partir del gen pyrG y la seleccion de céosmidos que
hibridaron con el conjunto de genes que participen en la sintesis de la
esterigmatocistina, se hayan identificado césmidos en una misma regién. Esto
sugiere que dentro de esta region se encuentre el gen ¢fiv4. Es importante notar que
esta region comprendiera a un conjunto de genes diferente del conjunto encontrado
en el cromosoma IV (Brown y col., 1996), involucrados en la sintesis de metabolitos
secundarios 6 policétidos y/o la sintesis de acidos grasos, ya que ahi se encuentra
ubicada la ACC, enzima clave en el inicio de la sintesis de acidos grasos o
policétidos. Posiblemente se encuentren también, sintetasas de acidos grasos (FAS)
y/o sintetasas de policétidos (PKS), ya que dentro de los cdsmidos que se utilizaron
para hacer la hibidacion se encuentran genes que codifican para 2 FAS, y una PKS.

Para determinar si dentro de los cosmidos que hibridaron fuertemente (L16F04,
L16G03, L22HI12, WO1F10, W02B10, W02D10, W02G10, WO03B06, WO0O3EO07.
WO3E09, WOS5HO06,W19D02, W21E06, W27B07, W29F07 y W30F12) se encuentra
el gen cfivA4, se purificaron y utilizaron para transformar (material y métodos) a la
cepa CMC2 (c¢cfivA2, pyroA, riboB2, bioA, veAl). Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 5.

sin pPL! { pPL1 + pPLI + pPL1 + pPL1 + pPL1 + pPL1 + pPLI ~
ADN pHelp pHelp+ pHelp + | pHelp + { pHelp + pHelp +~ | pHelp +
WOSHO06 | WO3E09 | W29F07 | W27B07 | WO2DI10 | L23H12
W30F12 | WO2B10 | W2IE06 | W02G10 | W19D02 | L16F04
L16G03

No. total de - s 119 107 461 188 210 443 379

transformantes
Tabla 5. Resultados de la transformacion realizada con los cé6smidos identificados mediante

hibidaciénes con el conjunto de genes involucrados en la sintesis de esterigmatocistina. Se
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utilizaron las siguientes concentraciones de ADN: pPL1 4 ug, pHelp 2 ng y 1ug de cada

conjunto de césmidos.

De un total de 1788 transformantes riboB ", ninguna presento un fenotipo silvestre
con respecto a la pigmentaciéon. Esto podria deberse a que la integracion de los
césmidos en el genoma fuese muy baja, por lo que se repitio el experimento anterior
con la variante de que se digirieron tanto al plasmido pPL1 con la enzima Pstl la cual
lineariza al plasmido y el conjunto de césmidos se digirieron con la enzima Notl. la
cual libera el inserto dentro del cosmido. Ademas, no se utilizé el plasmido de
replicacion auténoma (pHelp), forzando asi a que se integren los cdsmidos y el
plasmido en el genoma de la mutante CMC2, los resultados se muestran en la tabla

6.

sin pPL1 | pPL1 pPL1 + pPL1 pPL1 + pPL1
ADN lineal | césmidos lineal + césmidos lineal +
lineales
No. total de - 56 103 41 100 93 160
transfonmantes

Tabla 6 Resultados de la transformacion realizada con los césmidos identificados mediante
hibidaciones con el conjunto de genes involucrados en la sintesis de esterigmatocistina. Se
utilizaron las siguientes concentraciones de ADN: pPL1 4 ug, digerido con Pstl durante una
hora y 1ug de todos cosmidos, digeridos durante una hora con la enzima Notl.

En los resultados mostrados en la tabla 6 se observa que al digerir pPL1 con Pstl y
los césmidos con Notl, aumenta aproximadamente al doble el numero de
transformantes en cada condicién, comparado con las condiciones en donde no se
digirieron ni el pPL1 ni los césmidos. Por otra parte, del total de 394 transformantes
integrativas ninguna presento un fenotipo silvestre.

Los resultados de ambas transformaciones con un total de 2182 transformantes.
muestran que posiblemente los cosmidos utilizados no contienen al gen ¢fiv4 o que
este gen se encuentra incompleto y por lo tanto no complementa la mutacion ¢fiv42.

c) Mapeo de cfiv4 con respecto a pyvroB.
Para determinar si es que dentro de los cosmidos aislados se encuentra el gen de

cfiv4A incompleto y que por esto no ha sido posible complementar la mutaciéon en
cfiv4, se procedié a mapear a ¢fiv4 con respecto a pyroB. Se hicieron cruzas entre las



cepas CROI1 (cAvA2, pabaAdl, yAl, veAl) y G1102 (pyroBl2; riboB2, veAl). Sc
analizaron 3 diferentes cleistotecios (ver material y métodos) para. determinar el
porcentaje de recombinacion entre cfiv4d y pyroB12 (tabla 7).

Cruzas | Genoupo Parentales Genotipo -Recombinantes | progenie total %a

fecombinantes |
G1102 | pvroil

chva~pyraB” |0 o [ 134 63 65 |O 32 0
dilA~ 41 17 16 chvdpyroB+ | g 2 °
x
yA” dila~ 1712 1S |170 90 90 |22 32 27
CROU | cfiva2- A" diiA” 19 17 10
pabatl 93* 434* 49°
vAl” cfivA™ paba + 19 22 13 |192 112 101(30 45 36
gfivA* paba” 39 29 23

Tabla 7 Resuitados de la cruza entre la mutante CRO1 (¢fiv42, pabadl, vAl, vedl) y la
cepa G1102 (pyroBl2; riboB2, veAl). En la primera columna se muestran las cepas
empleadas y en la segunda el genotipo de estas. La tercera columna muestra el total de la
progenie analizado de tres cleistotecios. En el caso de la mutante no se puede distinguir si la

cepa es yA" o yA4~ (*), ya que al ser blanca no permite determinar de manera clara este
marcador.

Al hacer un promedio de la recombinacion total entre pyroB/2 y cfiv42 obtenida
para cada cleistotecio (0, 3.2 y 0) se obtuvo que c¢fivd se encuentra a
aproximadamente 1.1 unidades de mapa o centimorgans (cM) (fig. 10).

3.6 9.4

1.1

i B

creA pyrG cfwA

Ao c—p—

pyroB

Figura 10 Distancia del gen cfiv4 respecto a pyroB y otros marcadores del cromosoma 1 de
A. nidulans. Las distancias estan dadas en unidades de mapa 6 centiMorgans.



El resultado anterior de tres diferentes cleistotecios con un total de 1000 colonias
analizadas mostré que el gen ¢fiv4 se encuentra a 1.1 cM del gen pyroB; aunque la
relacion entre la distancia entre dos genes medida por porcentaje de recombinacién y
la distancia fisica real, no siempre correlaciona de manera lineal. se ha observado
que en A. nidulans, una unidad de mapa corresponde a aproximadamente a 6 Kb
(Clutterbuck, 1994). De esta manera, una distancia entre pyvroB y cfiv4 de 1.1 cM
equivale a 6.6 Kb y en los césmidos utilizados para transformar a las mutantes de
cfivd2 poseen insertos de 50 Kb lo que hace posible que al clonar el gen que
codifique para pyvroB en el mismo césmido se encuentre el gen que codifique para
c¢fiv4. Para llevar a cabo esto se transformo a la cepa CDS6 (pyroBB12, riboB2, verdl)
los cosmidos seleccionados mediante la hibridacion con el conjunto de genes que
estan involucrados con la sintesis de esterigmatocistina. Se siguio el protocolo de
transformacion como se describe en material y métodos con la variante de digerir los
cosmidos y los plasmidos con Notl y Pstl respectivamente ya que como se maostro
anteriormente, esto aumenta la cantidad de transformantes. Los resultados sec
muestran en la tabla 8.

Seleccion para riboflavina Seleccion para pvridoxina
an pPLl pPLLE pPLLE + piLa pPLY - piPLL sin J d J
ADN hneal lincal + hneal ADN lineat -
cosmidos | bimeal | cosmudos pHicip
lineal
No 1otal - 87 305 50 69 87 87 - - - -
trunsformantes

Tabla 8 Resultados de la transformacion de la cepa CDS6 con el conjunto de cosmidos
identificados mediante la hibirdaciéon con los cdsmidos que contienen a los genes
involucrados en la sintesis de esterigmatocistina. Se utilizaron las siguientes
concentraciones de ADN: pPL1 4 pg, digerido con Pstl durante una hora y 1 pg de todos
césmidos digeridos durante una hora con la enzima Notl y pHelp 2 png.

Las 329 transformantes riboB”" se repilcaron a medio minimo con el fin de
seleccionar aquéllas que pudiesen crecer sin piridoxina. Estas cepas secrian
transformantes para pyvroB, y por lo tanto el cosmido en cuestion tendria una alta
probabilidad de contener al gen cfiv4. De las 329 colonias, solo 2 mostraron algin
crecimiento, sin embargo cuando estas colonias se estriaron para colonia aislada en
medio minimo mostrando un crecimiento bastante malo. Esto podria deberse a que la
integracion del césmido que pudiera eliminar al auxotrofia a piridoxina se hubiese
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integrado de manera que el gen pvrG se exprese de manera ineficiente. Estos
resultados podrian sugerir que dentro de este conjunto de 13 césmidos se encuentra
el gen pvroB y probablemente cfiv4. pero por razones que no entendemos. no
complementan a la mutacion c¢fiv42. Alternativamente, los césmidos utilizados no
contienen ni al gen pyvroB ni al gen cfivA4.

Recientemente Jahng K.Y. (comunicacion personal)aislé una mutante con
caracteristicas similares a la ¢fiv42", es decir carece de pigmentacion . se encuentra
alterada tanto en la esporulacién sexual como asexual. también es capaz de ser
complementada al crecer cerca de una cepa silvestre y finalmente se encuentra
mapeada en el cromosoma y en la region en donde se encuentra mapeado cfis.
Mediante complementacion lograron obtener al gen responsable de esta mutacion: Ia
secuencia parcial de este gen codifica para una policétido sintetasa. Estos resultados
en conjunto con los obtenidos en este trabajo permiten proponer que cfivd esta
involucrada en la sintesis de metabolitos secundarios, aunque quedaria por demostrar
que ambas mutantes son alélicas. Alternativamente ambas mutaciones no pertenecen
a un alelo; sin embargo el que presenten un fenotipo tan parecido permite la
posibilidad de que estén relacionadas en una via comun de sintesis de metabolitos
secundarios. Esto abre la posibilidad que de igual manera que en el cromosoma 1V
se encuentra un conjunto de genes responsables de la sintesis de esterigmatocistina:
cn el cromosoma | se encuentre otro conjunto de genes responsables de la sintesis de
diversos metabolitos secundarios. como por ecjemplo la pigmentacion.
esterigmatocistina, etc.

OBTENCION DE POSIBLES SUPRESORES DE LA MUTACION cfiv42.

La mutacion c¢fivd2 tiene efectos pleiotropicos en la diferenciacion de .
nidulans; es letal a 42°C y a 30°C la conidiacién esta retrasada. Una vez que se
producen las conidias, estas carecen de pigmentacién. La mutante es ademas incapaz
de producir esporas sexuales (Cardenas, 1996) Y finalmente no produce
esterigmatocisitina (Guzman, 1996). El analizar supresores extragénicos. es un
método poderoso para disectar las posibles interacciones de c¢fiv4 con los productos
de otros genes y posiblemente identificar nuevas mutantes de interés.

Para obtener los supresores se hizo una curva de supervivencia tal como se
describe en material y metodos; mutagenizado con luz UV de onda corta a la cepa
CMC2 (cfivd, pvroA, riboB, biA, veA). Se tomaron muestras a los 0. 15, 30, 45. 60
90 y 120 segundos de exposicion a la luz UV. Se graficaron los datos obtenidos (fig
11) y se selecciond el tiempo en donde se obtuvo aproximadamente 90% de muerte.
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Curva de sobrevivencia

100%
90% -
80% -
70% -
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40%
30% -
20% -
10% -
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o 15 30

45 60 75 90 105 120
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Figura 11 Curva de sobrevivencia de la cepa CMC2 (cfivA, pyroA, riboB, bid, ved) despues
de irradiar con luz UV durante 0, 15, 30, 45, 60 90 y 120 segundos.

A los 45 segundos se obtuvo aproximadamente el 90% de muerte. Para poder,
posteriormente hacer analisis genéticos con los posibles supresores obtenidos, se
decidi6 utilizar también a la cepa CROI1 (¢fiv42, pabaal, yAl, veAl). Asi ambas
cepas (CMC2 y CROI) se irradiaron con luz UV por 45 segundos, se plaquearon y
se analizaron en total 1X10% colonias, incluyendo esporas mutagenizadas tanto de la
cepa CMC2 como de la cepa CRO1.

Se seleccionaron 6 posibles supresores y 14 cepas donde el fenotipo cfiv4 se cio
incrementado (esporas mas blancas, conidiacion retrasada) 6 potenciadores de la
mutacion ¢fiv4 obtenidas a partir de la mutagenesis de las conidias de CROI, asi
como 13 potenciadores de la mutacion cfvA4d provenientes de la mutagenesis

realizada a las esporas de la cepa CMC2 (fig. 12).
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Figura 12 Supresores y potenciadores obtenidos después de mutagenizar con luz UV a las
cepas CMQC?2 (¢fivd2. myroAl. riboB. 12 bidl, vedl)y CROI (¢chvd2. pabadl, vl ved ).
a), muestra los distintos potenciadores (2 a 5 y de 7 a 16) obtenidos de la cepa CRO1 (1)
b). supresores (2 a 7) de CRO1 (1): c). potenciadores (2 a 14) provenientes de la mutante
CMC?2 (1). La numeracion en cada caja es de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha

como se muestra en el dibujo (d).

En las tablas 8. 9 ¥ 10 se muestran las caracteristicas tenotipicas de los supresores
v potenciadores de la cepa CROl(tabla 8 y 9). de las mutaciones potenciadoras de
CMIC2 (tabla 10) y las caracteristicas de las cepas CRO1 y CMC2.

color crecimiento esporas micelio pigmento en
adreo el apar
1 CRO1 blanco amarillo - e + -
2 supl amarillo claro Rl R anand en el centro ++
de la
colonia
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color crecimiento esporas micelio pigmento en
aéreo el apar
3 sup2 amarillo obscuro A et - +
color crecimiento esporas micelio pigmento e¢n
aéreo el apar
4 sup3 amarillo obscuro +++ bt - -+
5 sup4d amarillo obscuro -+ At - +
6 supS amarillo obscuro R - - +
7 sup6 amarillo obscuro +t bttt - +

Tabla 8 Caracteristicas morfologicas de los supresores (sup)de la cepa CRO!1 (c¢fiv 42,
pabaAl, yAl, veAl) obtenidos después de la mutagenesis con UV. La primera columna se
refiere al nimero asignado en la fotografia (fig. 12 b).

color crecimiento | esporas | micelio | pigmentoen otro
aéreo el apar
1 CRO1 blanco ++ 4+ + -
amarillo

2 enhtl beige + ++ ++

3 enh2 beige ++ At + +

4 enh3 beige ++ A+t ~+

[ enhq muy blanca 4 A + -

7 enhS muy blanca ++ +tt + - esporas

humedas |

8 enh6 muy blanca + + et + células hiille
abundantes

9 enh?7 muy blanca ++ bt ~+ -

10 {enh8 muy blanca + i + -

11 enh9 beige ++ - R - aguaen la

colonia
12 enhl0 amarillo + - ++ + células hiille
claro abundantes

13 enhll beige ++ +++ + +

14 enhl2 blanca ++ hanssssl + -

15 lenhl3 blanca ++ hasmansd + -

16 Jenhld beige ++ - - +
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ESTA TESIS Ne pEDE
SALIR BE LA BIBUOTECA

Tabla 9 Caracteristicas morfologicas de los potenciadores de la mutacién c¢fir4 6 enhancers
(enh) de la cepa CROI1 (¢fiv4d2, pabaAl, yAl, veAl) obtenidos después de la mutagénesis
con UV. La primera columna se refiere al numero asignado en la fotografia (fig 12 a).

color crecimiento esporas | micelio aéreo | pigmento
en el agar |

CcMC2 blanco verde ++ - + -
2 enhl beipe 4+ Rl + -
3 enh2 blanco + ++ et -
4 enh3 blanco ++ U + _
5 enhd muy blanco + ++ R -+
6 enhS blanco + 4 +++ -
7 enh6 beige ++ et <+ -
8 enh? blanco + s +++ -
9 enh8 blanco + ++ et -
10 enh9 blanco - ++ e -
11 enhl O blanco + -+ e -
12| enhll blanco + 4+ et +
13{ enhi2 beige 4+ At 4t -
14{ enhl3 beige 4 bt e -

Tabla 10 Caracteristicas morfolégicas de los potenciadores (enh) de la mutante CMC2
(cfivA2, pyroAl, riboB,12 bid4l, vedl) obtenidos después de la mutagénesis con UV. La
primera columna se refiere al nimero asignado en la fotografia (fig 9 c¢).
Para determinar si los supresores aislados de la cepa CROI eran reales o
revertantes, se cruzaron cada uno con una cepa silvestre, TIA22 (mertGl, bidl,
briA(-2900p/l)::lacZ (argB™::argB::CAT)) y se buscé dentro de la progenie de cada
una de las cruzas si habia una poblaciéon que presentara el fenotipo de la mutante
cfiv42. Las cruzas en las que se encontrara esta poblacidn mostrarian que la cepa
empleada es un supresor y no una reversion de la mutacion c¢fiv42. También se
hicieron cruzas con la cepa CMC2 (¢fiv42, pyroAl, riboB.12 bidl, veAl) para ver si
los supresores eran capaces de complementar de manera extra celular a la mutacion
en c¢fiv4, ya que de no complementar a la mutacidn podrian clasificarse como

49



supresores y no como revertantes. Los resultados de estas cruzas demostraron que
los supresores 2, 3,4, 5, 6 y 7 son en realidad revertantes de la mutacién en ¢fiv42.
mientras que el supresor 1 si es un supresor extragénico de ¢fiv42.

Posteriormente se crecidé a los supresores a 37°C durante 72 h para observar si
conservaban las caracteristicas morfologicas observadas a 30°C (tabla 8). Al
incubarlos a 37°C, los resultados mostraron que todos los supresores excepto el No.
1, conservaron las caracteristicas descritas en la tabla 8 y se observaron igual que en
la figura 9 b, es decir completamente silvestres. Solo el supresor ! formd conidias
blancas, pero su crecimiento no se vio afectado. Esto sugiere que el supresor |
suprime parcialmente los efectos de la mutacion ¢fivA.

» Grupos de complementacion

Para determinar si los potenciadores obtenidos son diferentes entre si o pertenecen
a un mismo tipo de mutacién que causa que el fenotipo de la mutacidén c¢fiv42 se
incremente, se decidid llevar a cabo pruebas de complementacion en diploides, entre
los potenciadores obtenidos a partir de CRO1! y los potenciadores provenientes de
CMC2. Los resultados se muestran en las tablas 11y 12.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
enh6CROI1 enh4CRO1 enh13CRO1 | enh12CRO! | enh1 ICMC2
enh4CMC2 enh7CRO1 enhl14CRO1 enhSCMC2
enh7CMC2 enh8CRO1 | enhl12CMC2
enh8CMC2 | enh3CMC2
enh9CMC?2
enhlOCMC2
Tabla 11 Grupos de complementacion obtenidos de los potenciadores de Ia mutacion

c¢fivA2. Agrupadas como alélicas entre si de acuerdo con el criterio de no complementacion
en diploides. El grupo A resulté ser no alélico al D, mientras que el grupo E resulto no ser

alelico del grupos A, By D.

Estos resultados (tabla 11) definen al menos 4 grupos de complementacion (A, B.
D y E) y quedaria por determinar si el grupo C es alélico de alguno de los demas
grupos (no se probod). De los potenciadores 1, 2, 3, 5,9, 10 y 11 provenientes de Ia
mutante CRO! y 1, 2, 6 y 13 de CMC2 faltaria determinar si forman un grupo
adicional o si pertenecen a alguno de los grupos ya definidos por lo que faltaria
realizar las cruzas entre estos potenciadores y con algin representante de los grupos



ya definidos. Algunas de estas cruzas fueron realizadas y los resultados se muestran
en la (tabla 12).

Potenciadores | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo
A B C D E
enh1CRO1 el ? ? > =
enh2CROI1
enh3CRO1 ? ? ? ? *
enhSCRO1
enh9CRO1 = ? ? ? =
enh1CMC2 ? * ? ? ?
enh6CMC?2
enh2CMC2 = ? ? ? ?
enh13CMC2 ? 2 > ? 2

Tabla 12 Potenciadores de la mutacion ¢fiv42 no asignados a un grupo especifico.# no
pertenece a ese grupo de complementacion en particular. ?, no determinado.

De los potenciadores obtenidos, existe la posibilidad de que sean mutaciones
previamente descritas, como por ejemplo la mutacién en w4, que como se describiod
anteriormente, genera conidias blancas, y al estar presentes ambas mutaciones en una
cepa harian que esta fuera mas blanca que una unicamente con la mutacién cfiv42
(por ejemplo los potenciadores 6 y 7 de CROI1; figura 9). Por otra parte, se han
descrito una serie de mutantes que se caracterizan por tener gran cantidad de micelio
aéreo dando como resultado un fenotipo algodonoso (f7uff3’) (cita), las cuales al estar
presentes en un contexto que contiene a la mutacién en c¢fiv42 harian que la mutante
presentara una mayor cantidad de micelio aéreo, fenotipo de algunos potenciadores
obtenidos después de la irradiacion con UV de la mutante ¢fiv42, como los
potenciadores 12 y 13 provenientes de la cepa CMC2 (fig 9). Después de cruzar una
representante de los distintos grupos de complementacién obtenidos, son una cepa
silvestre, permitiria saber si las mutaciones potenciadoras de cfiv4d son capaces de
conferir o no un fenotipo (esporas blancas como w4 6 fenotipo fluffy) en un fondo
cfivA +.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Del presente trabajo se puede concluir que:

e La acumulacién de acidos grasos en las pozas de la célula y en las membranas no
se afecta a causa de la mutacién en el gen cfiv4. Mas aun la mutante responde de la
misma manera que una cepa silvestre cuando se eleva la temperatura de 30°C a 42°C
sintetizando y/o degradando la misma proporcion de acidos grasos.

e Existen diferencias en la acumulacion de metabolitos secundarios entre una cepa
silvestre y la mutante ¢fiv42. Lo que probablemente cause el fenotipo caracteristico
de la mutante ¢/iv42. Seria intresante determinar si alguno de los compuestos que se
observan en la cepa silvestre y no en la mutante es capaz de rescatar el fenotipo de la
mutante al ser aplicado cerca de esta, o de manera alternativa si alguno de los
compuestos acumulados en la mutante es causar el fenotipo caracteristico de la
mutacion en cfiv42 al aplicarlo a una cepa silvestre. De no ser éste el caso es
importante tratar de determinar la identidad de la molécula que complementa a la
mutante al ser crecida cerca de una cepa silvestre, asi podrian aislarse metabolitos
como en este trabajo y hacer purificaciones con otros solventes con el fin de
identificar metabolitos diferentes a los identificados en este trabajo que posiblemente

complementen la mutacion en el gen cfiv4.

e Ninguno de los césmidos probados en este trabajo parece contener al gen cfivAd
aunque no es posible descartar totalmente a los c6smidos L16F04, L16GO03.
L22H12, W02B10, W02D10, W02G10, WO03E09, WO5HO06, W19D02, W21EO06.
W27B07, W29F07 y W30F12, seleccionados por hibridar con el conjunto de genes
que codifican para las proteinas necesarias para la sintesis de esterigmatocistina en
A. nidulans, debido a que complementan parcialmente a la mutacion pvroB, que se
encuentra a 1.1cM de ¢fiv4. Con el fin de complementar a la mutaciéon en ¢fiv4 es
posible utilizar la técnica de “chromosome walkinng™ utilizando a los césmidos que
complementan a pyvroB como sonda e identificar nuevos cosmidos que posiblemente
contengan a ¢fiv4d. De manera alternativa seria interesante utilizar los césmidos que
hibridaron débilmente con conjunto de genes involucrados en la sintesis de
esterigmatocistina que se encuentran ubicados en el mapa fisico cerca de los
césmidos obtenidos a partir de “‘clromosome walking™ o que contienen a la acetil
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CoA carboxilasa o al gen pyrG, que se utilizaron para complementar a la mutante
cfivA2.

Sin embargo recientemente se describié una mutante de 4. nidul/ans la cual tiene
las mismas caracteristicas que la mutante cfiv42, ademas se encuentra mapeada en el
cromosoma I en la regiéon donde mapea cfiv42. Mediante complementaciones se
logré colonar el gen y secuenciarlo parcialmente, logrando determinar la identidad
de este, los resultados indican que codifica para una policétido sintetasa; queda por
determinar mediante analisis genéticos si las mutaciénes son alélicas entre si .
eDe los supresores aislados, el asignado con el nimero 1 es el Unico supresor real:
ya que los demas supresores resultaron ser revertantes de la mutacién en el gen
¢fiv4. Esta mutacién suprime parcialmente la falta de pigmentacion de las conidias:
pero no suprime ningtin otro defecto de la mutante c¢fiv42. Posiblemente no se
pueden obtener supresores en otra via afectada por la mutacién en ¢fiv4 ya que se
analizaron un total de 1X104 colonias dentro de las cuales podrian haberse
seleccionado diversas supresores y en cambio se obtuvieron 5 revertantes de la
mutacion en c¢fiv4. Es interesante estudiar a este supresor y observar el fenotipo del
supresor sin el fondo genético de la mutacién ¢fiv42. Por otra parte los potenciadores
de la mutacién cfiv42 obtenidos, permiten estudiar genes que posiblemente
interaccionen con el producto del gen c¢fiv4, por lo cual es interesante estudiar a estos
potenciadores, eliminando aquéllos que sean genes ya conocidos . asi como analizar
el fenotipo de los diferentes potenciadoes en un contexto donde no se encuentre Ia
mutacion ¢fivA4, siendo interesantes aquellos que dependan de la mutacion en cfiv.d
para presentar un fenotipo particular. También resultan interesantes aquellos
potenciadores que por si solos tengan un fenotipo diferente a una cepa silvestre y se
encuentren afectados en diferentes procesos, como la diferenciacion. el crecimiento,
la sintesis de pigmentos o la sintesis de otros metabolitos secundarios como la

esterigmatocistina.
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