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RESUMEN

La diferenciacion celular puede ser estudiada desde distintos puntos
de vista. En nuestro laboratorio hemos eligido abordar este problema
desde un enfoque genético. La esporulacion asexual (conidiacion) del
hongo Aspergillus nidulans es un excelente modelo para abordar
problemas de diferenciacién celular, El aislamiento y caracterizacién de
mutantes bloqueadas en etapas especificas de la conidiacién, ha sido
fundamental para entender este proceso,

En este trabajo se reporta la caracterizacion de una nueva mutante de
A. nidulans afectada en la conidiacion. Esta mutante se obtuvo por
mutagénesis con luz UV y se seleccioné por su incapacidad para crecer
bien a 42°C y por sus defectos morfolégicos.

Nosotros determinamos que las caracteristicas de esta nueva mutante
resultan de la mutaciéon de un solo gen designado cfwA (cross feedable
white) el cual localizamos en el brazo derecho del cromosoma 1. Al
parecer cfwA es un gen esencial para la vida ya que determinamos que
una mutante aislada independientemente (¢fwwAl), que para crecer
requiere de la cercania de una cepa silvestre, es alélica a la aqui
reportada,

Las mutantes ¢fwA2 son incapaces de crecer bien a 42°C, mientras
que a 30°C crecen bien pero presentan un retraso en la esporulacién
asexual. Nosotros encontramos que este retraso esta relacionado con la
expresion tardia del gen brlA, gen esencial para la conidiaciéon. También
determinamos que el retraso en la expresion de este brlA, no esta
relacionado con la falta de expresion del gen fluG, reportado
recientemente como necesario para la activacion de brlA y cuya mutacién
también da lugar a un retraso en la esporulacion, El retraso en la
conidiacion se revierte parcialmente en presencia del*factor PsiA
(precocious sexual inducer), este factor funciona como hormona y
promueve la _reproduccién asexual en A. nidulans. Sin embargo, la
mutante ¢fwA2 produce tanto las enzimas que participan en la sintesis
de este factor (Champe, comunicacién personal), por lo que el retraso en
la esporulacion pudiera estar relacionado con la falta de precursores
__para la sintesis de diversos compuestos, entre los que se encontraria el
factor PsiA..

ifi



RESUMEN

Una vez que el gen brlA se expresa, la conidiacion ocurre normalmente
en la mutante ¢fwA2, excepto por que los conidios producidos son
blancos en lugar de pigmentados. La sintesis de los pigmentos de los
conidios depende de los genes wA e yA, cuya expresion también esta
regulada por brlA. El producto del gen wA es una policétido sintasa
necesaria para la produccién de pigmento a partir de un precursor
incoloro (posiblemente acetil-CoA) y su mutaciéon da lugar a conidios
blancas. Dado que si encontramos expresién del gen wA durante la
conidiacion de esta mutante, el fenotipo de esporas blancas no puede
explicarse por la falta de expresion de wA, pero podria explicarse por la
falta del precursor incoloro sobre el cual actua la proteina WA. Cabe
mencionar que la mutante produce un perfil de policétidos diferente al de
una cepa silvestre (Schnabel y Aguirre, comunicacién personal) y es
incapaz de producir esterigmatocistina, policétido precursor de
aflatoxinas (Ruiz-Herrera, comunicacién personal). Estos datos indican
una alteracion general en la produccion de policétidos.

Observamos que el desarrollo sexual también esta alterado en esta
mutante ya que es capaz de formar células Hiille (nodriza), pero incapaz
de producir cleistotecios (cuerpos fructiferos que contienen ascosporas o
esporas sexuales) viables por si sola. ,

La sensibilidad a temperatura, el retraso en la conidiacién, la
produccién de conidios blances y la incapacidad para producir
cleistotecios se revierten por complementacion extracelular.

Al crecer a una cepa silvestre a un lado de la mutante, en la interfase
se producen conidiéforos pigmentados y en las condiciones adecuadas,
cleistotecios. Esta complementacién extracelular no se observé al
interponer una membrana de dialisis o un papel filtro entre ambas
cepas, ni tampoco al adicionar a la cepa mutante extractos de una cepa
silvestre. Aunque atin no hemos podido identificar la naturaleza del
factor de complementacion, sabemos que las esporas recuperadas de las
zonas de complementacion poseen un genotipo ¢fwA2, lo cual sugiere
que no hay fusion de hifas entre la cepa mutante y la silvestre.

Considerando que nuestra mutante presenta alteracion en la
prodrca?')n de pigmentos derivados de policétidos y posiblemente en la
produccién de hormonas derivadas de acidos grasos, cuyo precursor
comun es sintetizado por la enzima acetil-CoA carboxilasa, exploramos si

v



RESUMEN

la mutacién en c¢fwA2 ocurria en esta enzima, mediante la
transformacion de una cepa ¢fivA2 con césmidos que supuestamente
contenian el gen de la acetil-CoA carboxilasa. Sin embargo, ninguno de
estos cosmidos complement6 la mutacion. También se transformé con
cosmidos cercanos al gen pyrG, dada la cercania entre ¢fwAy pyrG
segin nuestro mapa genético. Tampoco estos cosmidos complementaron
a la mutante ¢fwA2. Por otra parte, determinamos el perfil de acidos
grasos en la cepa mutante y en una cepa silvestre a 30°C y 42°C.
Encontramos que los perfiles eran muy similares a 30°C, sugiriendo que
la sintesis de acidos grasos no esta alterada en la mutante ¢fwA2. Sin
embargo, si se detectaron algunas diferencias a 42°C, por lo que estos
datos requieren ser confirmados,

De acuerdo con los resultados reportados en este trabajo, proponemos
que el gen cfivA esta involucrado en la sintesis de un metabolito esencial,
el cual se requiere en mayor demanda durante la esporulacién. La
mutacion ¢fwA2 daria lugar a un polipéptido alterado posiblemente
sensible a temperatura y con una funcién parcial a 30°C, pudiendo por
ello crecer bien pero no esporular igual que una cepa silvestre. En estas
condiciones, la producciéon de policétidos y posiblemente factores
hormonales se veria severamente afectada. A 42°C, ocurriria una pérdida
total de la funcién de la proteina CfwA.
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1. Diferenciacién celular,

Durante la diferenciacién de las células se dan una serie de camblos
genéticos y morfoldgicos que permiten, observar por ejemplo, que a partir
de una sola célula se pueden obtener individuos completos formados por
diferentes tipos celulares. Al estudiar la diferenciacién celular desde un
punto de vista genético, se ha dilucidado paulatinamente que existe una
expresion diferencial de genes, cuyos productos modulan y determinan
los camblos que sufre 1a célula. La expresion genética y los procesos de
diferenciacion, tanto en procariotes como en eucariotes, suelen ser
controlados ademas por multiples seriales fisloldgicas y ambientales,
tales como el estado nutricional, el ciclo céluar, diversas sefiales
hormonales y los contactos célula/célula. Generalmente es necesaria la
combinacion de todos estos factores para que los procesos de
diferenciacion ocurran. En todos los organismos deben existir
mecanismos que registren e integren las diversas sefales y den inicio a
los procesos de diferenciacién, para coordinarlos de manera adecuada,
Afortunadamente, es posible emplear modelos de estudio ya que muchos
de los mecanismos de regulacion y patrones de desarrollo se encuentran
conservados y presentan caracteristicas comunes tanto en eucariotes
como en procariotes (Cole, 1986),

No obstante los multiples modelos, estrategias y técnicas experimenta-
les desarrolladas, no ha sido posible comprender en su totalidad la
naturaleza de los mecanismos de regulacion que determinan si un
microorganismo continta creciendo o sl entra en un proceso de
diferenciacion. Se ha observado que los procesos de diferenciacién
celular en los microorganismos son inducidos frecuentemente en
condiciones que tienen efectos negativos sobre el crecimiento, Durante la
diferenciacion se producen cambios estructurales y fisiologicos que
permiten soportar las condiciones adversas. Se ha propuesto que las
seriales ambientales de cualquier tipo finalmente generan un estado
hiperoxidante que dispara los procesos de diferenclacion (Hansberg y
Aguirre, 1990).
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La formacion de esporas en los microorganismos es un ejemplo claro
de diferenciacion celular, El enfoque genético aborda este problema
aislando mutantes bloqueadas en la esporulacion, tanto para identificar,
a los genes que participan en la esporulacién, como para entender el
mecanismo por el cual se controla su expresion,

2. Aspergillus nidulans como modelo de diferenciacién celular.

Aspergillus nidulans esta clasificado taxonémicamente como hongo
filamentoso en la subdivision Ascomicotina, Los ascomicetos se caracteri-
zan por tener esporas sexuales (ascosporas), producidas dentro de una
estructura similar a un saco, llamado ascus. A nidulans es un hongo
saprofito que puede encontrarse en el suelo o como moho en los
alimentos. En el laboratorio puede crecer en un medio simple y definido,
en el que se pueden variar un gran numero de fuéntes de carbono o de
nitrégeno, lo cual hace posible el estudio de la regulacién de las vias
metabdlicas que se requieren para la asimilacidn de estos catabolitos
(Raper y Fennel, 1965; Fennel, 1977).

Los estudios sobre Aspergillus nidulans, los iniciaron Pontecorvo y sus
colaboradores a finales de los 40s y la mayoria de las cepas empleadas
en la actualidad son derivadas de las aisladas originalmente por cllos
{Pontecorvo et al., 1953), A nidulans constituye un modelo experimental
excelente debido a que posee un ciclo sexual bien caracterizado y un
mapa genético con mas de 400 genes identificados en sus 8 cromosomas.
Tiene también un ciclo parasexual mediante el cual se forman diploides
estables, proporcionando informacion inmediata sobre las relaciones
alélicas y/o sobre la dominancia entre las diferentes mutaciones, asi
como la posibilidad de determinar en qué cromosoma se encuentra el gen
que se ha mutado a través de la haploidizacion de los diploides. Los
~ conidios de A. nidulans presentan un solo micleo haploide con un
genoma de 2.4 X 107 pb, lo que facilita la mutagénesis y
consecuentemente el aislamiento de una amplia gama de mutantes
morfoldgicas y nutricionales {Aguirre et al., 1990; Timberlake, 1991b;
Timberlake y Marshall, 1988: Ward, 1991; Champe y Simon, 1992,
Aguirre, 1993).
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*Ciclo de vida de Aspergillus nidulans,

A. nidulans es un organismo homotalico, que forma células
especializadas llamadas esporas. Durante el ciclo de vida pueden
observarse cuatro etapas: crecimiento vegetativo, ciclo sexual, ciclo
parasexual y ciclo asexual (Figural),

La hifa crece por extensién apical y ramificacién de las hifas. El
crecimiento polar es una caracteristica de los hongos filamentosaos, que
ocurre al depositarse precursores de la pared celular y enzimas
polimerizantes en el extremo apical de la hifa (Oliver, 1972; Bartnicki-
Garcia, et al,, 1978; Cole, 1986; McKerracher y Heath, 1987).

Cuando el micelio vegetativo se expone al aire, o se limita de
nutrimentos en medio liquido, se induce el desarrollo asexual, que se
caracteriza por la sustitucion del crecimiento polarizado por un
crecimiento por gemacién, que culmina en la formacién de una
estructura multinucleada llamada conididéforo. Los conidios (esporas
asexuales) de este conididforo, en condiciones adecuadas, germinan y
forman un nuevo micelio (Smith, et al,, 1977; Clutterbuck, 1977 Boylan,
et al., 1987, Skromne, et al., 1995).

La capacidad de formar conidios no se alcanza sino hasta después de
un periodo de crecimiento de aproximadamente 18 a 20 h (a partir de la
germinacion de los conidios). A este punto de "madurez” se le ha
denominado capacidad de formar conidios. Antes de alcanzar la
capacidad de formar conidios, la exposicion del micelio al aire no induce
la conidiacién. Sin embargo, después de alcanzarla la induccion resulta
en la expresion secuencial de numerosos genes especificos de este
proceso (Axelrod, 1972: Axelrod, et al,, 1973; Champe, et al., 1981;
Timberlake, 1980: Zimmerman, et al., 1980; Boylan, et al,, 1987).

El ciclo sexual requiere de la fusion de las hifas (ya sea de la misma
cepa o de cepas distintas) y de los nucleos para formar un diploide (2N}
que puede ser estable o inestable. Las células diploides, en baja tension
de oxigeno o en la obscuridad, forman agregados. Algunas células de los
agregados se hinchan y forman las células Hiille que protegen al
cleistotesio o cuerpo fructifero. En su interior ocurre una cariogamia,
una meiosis y varias divisiones mitéticas consecutivas para formar los
ascos que contienen a las ascosporas (esporas hinucleadas haploides, N},
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Al germinar en condiciones adecuadas, las ascosporas reinician el ciclo
de vida del hongo, dando origen a un micelio haploide (Zonneveld, 1977,
Timberlake y Marshall, 1988, Yager, 1992).

El ciclo parasexual es un proceso mediante el cual un diploide estable
heterocarionte formado por la fusién de dos nucleos, da lugar a dos
homocariontes. A diferencia de la meiosis, rara vez se da un
entrecruzamiento entre cromatidas homdélogas, como consecuencia los
homocariontes generados en este ciclo poseen cada uno el material
genético de alguna de las cepas originales (Champe y Simon, 1992),
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Figura 1. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans.

A, nidulans produce dos tipos de células especializadas llamadas esporas (esporas
sexuales 6 ascosporas, esporas asexuales ¢ conidios),

Cuando el micelio vegetativo se expone al aire, se induce el desarrollo asexual, que
culmina con la formacién de un conidiéforo. Las conidios de este conidiéforo en
condiciones adecuadas germinan y forman un nuevo micelio, El ciclo sexual requiere de
la fusion de hifas y de nicleos para formar un diploide. Las células diploides finalmente
traz una serie de divisiones dan lugar al cleistotesio o cuerpo fructifero, En el interior
del cleistotesio se formar las ascas que contienen a las ascosporas. Al germinar las
ascosporas (binucleadas haploides), se reinicia el ciclo de vida del hongo dando origen a
un micelio haploide.

3. Genética de la conidiacién en Aspergillus nidulans.

La esporulacion asexual {conidiacién) comienza cuando un micelio
“competente”, no diferenciado (crecido en medio liquido) se expone al aire
o cuando se priva de nutrimentos en medio liquido (Skromne et al,,
1995)..

En una interfase aerea, algunas hifas se aislan de las demas a través
de septos completos de pared engrosada, para formar las células pie, las
cuales se extienden apicalmente hasta una distancia fija de 100 pm del
tallo del conidioforo. Al terminar la elongacidn, las puntas se hinchan
para forman vesiculas apicales globosas y multinucleadas. Posterior-
mente la vesicula comienza a gemar originando células uninucleadas
llamadas métulas. Divisiones subsecuentes de la métula dan lugar a las
células conidiogénicas o fidlides, Las cadenas de confdios o0 esporas
vegetativas surgen a través de divisiones celulares, asimétricas y
repetidas de las fialides. Después de cada division el nticleo aplotde de la
espora se detiene en la fase Go del ciclo celular, Las esporas previamente
formadas son desplazadas por otras recién formadas, dando lugar a
largas cadenas, donde las ultimas conidios de cada cadena son las
conidios "maduras”, Esta serie de divisiones da lugar a la formacidn de
una estructura multinucleada llamada conidiéforo. Las conidios se
encuentran en un estado de latencia, por lo que en condiciones
adecuadas germinan y forman un nuevo micelio. (Aguirre et al., 1990;
Champe y Stmon, 1992; Timberlake, 1991; Timberlake y Marshall, 1988,
Ward, 1991), Figura 2,

Mediante analisis genético y molecular de mutantes afectadas en
algin paso de la esporulacidn, se ha logrado determinar que a lo largo de
este proceso se activan una serie de genes. Aunque no se ha definido atin
el papel de todos ellos, se conace la actividad de genes reguladores como
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brlA, abaA y wetA, Estos genes conforman la via de regulacion genética
central que controla la conidiacién en A. nidulans ya que cepas que
tienen mutado algunc de ellos dan lugar a fenotipos anormales. Por
ejemplo, en cepas brlA- el proceso de conidiacion comienza con la
formacién del tallo del conididforo, pero el tallo crece indefinidamente sin
formacion de vesiculas ni ningin otro tipo celular. En cepas abaA- se
inicia la esporulacion normalmente, pero las fidlides que producen son
incapaces de producir conidios viables, formando estructuras anormales,
Las cepas wetA- inician el procesa de esporulacion normalmente pero las
conidios que producen se lisan durante la maduracién y son incapaces
de germinar, Figura 3 (Mirabito, et al., 1989). La actividad de estos genes
es modificada por otros genes reguladores auxiliares, tales como stud y
medA; las cepas stuA- esporulan normalmente, pero los conididforos que
producen son mas pequerios que los normalmente observados; las cepas
medA- forma largas cadenas ramificadas y puede dar lugar a varios
conidioforos dentro de uno solo, produciendo estructuras similares a
Medusa, el personaje mitologico (Figura 3). Gracias al estudio molecular
de mutantes de este tipo, pero en diferentes genes, se ha logrado
determinar que senales de induccién como luz, aire, hormonas, tension
nutricional y osmética (Mooney y Yager, 1990; Hans et al., 1993} y otras
sefiales aun no identificadas, disparan la via de la diferenciacion. Ello
ocurre activando a brlA y a abaA con la ayuda de medA que a su vez es
activado por stuA. La proteina AbaA activa a brlA y activa su propia
transcripcion, ademas de activar a wetA y a genes estructurales (como
por ejemplo: yA y wA). La proteina WetA activa a numerosos genes
especificos de las esporas que se requieren para la maduracion de las
células. Tanto stuA como medA también estan involucrades en la
reproduccion sexual; Figura 5 (Miller, 1993; Timberlake, 1993;
Andrianopoulos y Timberlake, 1994).
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Figura 2. Desarrollo del conidiéforo de Aspergillus nidulans.

En la serie de [otografias de microscopio electronico se pueden observar las
diferentes lases de desarrollo del conidicforo.

1. Micelio vegelativo (no diferenciado).

2. La pared de las células pie se engrosa ¥ se inicia un crecimiento apical que da
lugar a una hifa aérea multinucleada.

3. Al alcanzar un allura aproximada de 100 pm ¢l extremo apical se¢ hincha para
fonmnar una vesicula globosa multinucleada (vesicula).

4, La gemacion multiple de dicha vesicula da lugar a células uninucleadas lNlamadas
métulas.

5. Lu gemacion de tas meétulas da lugar a células uninucleadas Namadas fidlides.

6. Las cadenas de conidios a esporus vegelalivas surgen a Lravés de divisiones
celulares, asumélricas v repetidas de las fidlides, donde los conidios en la punta de cada
cadena sott fos mias thaduros. La seric de divisiones de Lodas tas lidlides culming en la
formacion de una estructura mullinucleada Namada conidioforo. Los conidios
generadas se encuentran en un estido de fatencra, en candiciones adecuadas gerninan
y forman un tuevo micelio (Boylan et al., 1987).
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Figura 3. Fenotipo observado en cepas con mutaciones en los genes centrales de
la esporulacién de Aspergillus nidulans,

En las fotografias de microscopio electranico puede abservarse los fenotipos de las
diferentes cepas muladas en genes que confornan Ja via de regulacion genética central
de Ia canidiacian.

1. FGSC 4, fenotipo silvestre.

2. GO241 {wetA, hiAl), sc observa ln autdlisis en Jas esporas.

3. GOI tabaA, biAl), se observa i [ormacion de fialides anormales.

4. TRPAZIN {AbrlA) se observa anicamente micelio indiferenciado.

{Bovian et al., 1987, Prade y Timbertake, 1993) .
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*Papel del gene brlA en la conidiacién,

En mutantes brlA ("bristle", cerda), el proceso de conidiacién comienza
con la formacion del tallo del conidiéforo como en la cepa silvestre, pero
el tallo crece indeterminadamente; y no hay formacion de la vesicula ni
de ningin otro tipo celular (Clutterbuck, 1969; Figura 3). Este gen da
lugar a una proteina del tipo “dedos de zinc” que se une a los acidos
nucléicos, comin en factores transcripeionales (Miller et al, 1985;
Adams et al,, 1988 y Adams et al., 1990), El mRNA de briA se encuentra
en muy bajos niveles en las hifas y se comienza a acumular un poco
antes del inicio de la esporulacién (Boylan et al,, 1987; Prade y
Timberlake, 1993). Cuando el gene brlA se expresa en las hifas no
diferenciadas por la activacién de un promotor heterdlogo inducible, se
producen esporas viables en las puntas de las hifas. Esta expresion
forzada de brlA también conduce a la expresion de genes especificos de la
conidiacién, como abaA (Adams et al., 1988; Mirabito et al., 1989).

El control de la acumulacién del mRNA de brlA esta regulado por
factores desconocidos, que aparecen en respuesta a las condiciones de
tensién (nutricional y osmética) u otro tipo de senales inductoras, como
son luz, aire u hormonas, que actiian como reguladores. Los factores
genéticos mas estudiados son: acoB, fluG, flbA. fibB, fibC, flbD y flbE. Se
ha propuesto que fluG (acoD) regula a los demds mediante una sefial
extracelular, necesarla para la induccién programada del desarrollo del
conidiéforo, mediada por la activacion de brlA. Sin embargo, atin no se
ha definido si estos genes actian de manera dependiente a las
condiciones de tension o requieren de otras sefiales inductoras (Lee y
Adams, 1994a, Lee y Adams, 1994b; Wieser y Adams, 1995, Lewis y
Champe, 1995),

El locus de brlA es un complejo que consiste en dos unidades de
transcripcion traslapadas designadas como brlAay brlAg. brlAginicia su
transcripeion aproximadamente a un 1 kb antes del inicio de la de brlAa,.
El transcrito de brlAg presenta dos marcos de lectura abierta (ORF’s,
Open Reading Frames), uno antes del de brlAa (1ORF) y otro desplies
(ORF), que codifican para el mismo polipéptido BrlAe, excepto por 23
aminoacidos en ¢l extremo amino terminal. En una mutante brlAp se
observan conidiéforos secundarios sin esporas, pues a partir del
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conidioforo algunas métulas dan lugar a un segundo conidiéforoy atin a
partir de él se puede dar lugar a Ia formacion de un tercer conidiéforo. La
mutacién de brlAa provoca la produccion de conidioforos anormales, que
presentan métulas ramificadas y fialides con una sola espora (Figura 4),
pero a pesar de existir ambos transcritos la sobre-expresion de brida o
brlAS, elimina la necesidad del otro (Prade y Timberlake, 1993, Miiler,
1993). La traduccion de brlAg se inicia a través del pORF que da lugar a
BriAp. Esta proteina activa la transcripcion de otros genes especificos de
la conidiacion, dentro de los que se encuentra abaA. La proteina AbaA
activa a brlAa (Hans et al., 1993).

11
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Figura 4. Fenotipo observado en mutantes brla,

En las folograflas de microscopio electronico pueden chservarse los diferentes
fenotipos de las cepas mutadas en briAa, brlAfl o en ambos,

I. FGSCA, fenotipo silvestre.

2. TRPA3IN {AbrlA), se observa Gnicamenie micelio no diferenciado.

3. TRPG62N (brlAa’f™), se aobserva micello indiferenciado y talles con tumatio
indetenninado.

4. TRP4AL (brlAa® 7). se observan tallos, vesiculas y falides secundaras.

5. TRPA31396 (brlAa’fi?). se observa la formacion de flalides anormales v algunes
conidios {Prade v Timberlake, 1993).

12
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Figura 8, Interaccién genética durante el desarrolio del conididforo.

En la figura se muestra la via de regulacion genética que controla la conidiacion en
Aspergillus nidulans. Paralelamente, se presenta un diagrama que representa los tipos
celulares observados durante el desarrollo y se intenta relacionarlos con la expresion de
los denes en cada etapa. Los genes reguladores centrales de la esporulacion son briA,
abaAy welA. La actividad de estos genes modifican otros genes reguladores auxillares,
tales como stuA y medA. ( 1) regulacion positiva y (1) regulacién negativa. Senales de
induccion como Juz, aire, hormonas, {ension nutricional, oxidativa, osmética, ténica y
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otras ain no estudiadas dan inicio a la diferenciacién, activando a bIAB, produciendo
bajos niveles de BrlA, el cual acliva al gen abaA y éste a brlAa. abaA también es
aclivado con la ayuda de medA, aclivado a su vez por stuA. AbaA activa a brlAa, ademas
de activar a wetA y a numerosos genes estructurales, por ejemplo los genes de la
pigmentacion yA y wA. WetA activa a numerosos genes especificos de las esporas que
se requierens para Ja maduracion de las célujas. stud y medA también intervienen en la
reproduccidon sexual (Andrianolpoulos, A. y Timberlake, 1994 Miller, 1993; Hans et al,,
1993; Mooney y Yager, 1990},

4, Genética de Ia pigmentacién de los conidios en A. nidulans.

Clutterbuck, Timberlake y otros autores han reportado que la
pigmentacion verde-café, de composicion desconocida, en la parede de
los conidios de Aspergillus nidulans, protege a las esporas de los darnos
par luz UV y contribuye en la supervivencia del conidio en la naturaleza
{Armitt et al., 1976, Clutterbuck, 1990}, La sintesis de los pigmentos
depende de varios genes, entre los que destacan wA e yA. Estos genes
" codifican para las enzimas que catalizan secuencialmente la sintesis de
un pigmento a partir de un precursar sin color, no identificado, wA
codifica para una policétido sintasa necesaria para dar el color amarillo
{Mayorga y Timberlake, 1990; Mayorga y Timberlake, 1992}, mientras
que yA codifica para una p-difenol oxidasa, que convierte el intermediario
color amarillo, en un producto final de color verde (Kurtz y Champe,
1982; Aramayo y Timberlake 1990; Aramayo y Timberlake 1993) (Figura
6). Las mutaciones en los genes reguladores del desarrollo de A nidulans
{brlA, abaA y wetd), impiden la acumulacion del mRNA de wA ¢ yA, lo
que indica que la regulacion de la transcripcion de wA e yA, se da
durante el desarrolla del conidiéforo y dependen de la activacién de genes
reguladores de la via central de la conidiacion {O Hara y Timberlake,
1989). Ello se confirma con el hecho de que los mRNA de wA e yA estan
ausentes en las hifas y ios conidios maduros pero se acumulan cuando
se forman las primeras esporas pigmentadas (Marshall y Timberlake,
1991; Law y Timberlake; 1980}, '

Los genes de la pigmentacién estudiados hasta la fecha no son
esenciales, ni para el crecimiento ni para la conidiacién, pero si son
genes especificos de la conidiacién y su estudio ha permitido entender en
parte los mecanismos de accion de los genes que son reguladores
centrales de la conidiacién, como lo es el gen brlA. Los genes de la
pigmentacion wA e y A son de los pocos genes especificos de la
conidiacion cuya funcion bioquitnica se conoce.

14
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wetA
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abaA |- —= [LDA
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brlA
p-difenol oxidasa
r&l::::ido (lacasa de conidias)
precursor pigmento Y pigmento
/ incoloro > amarillo =" verde
acetil-CoA

Figura 6. Secuencia de genes relacionados con la produccién de los pigmentos de
los conidios.

En el esquema se presentan los genes (wA y yA) y la participacion de sus productos
en la sintesis del pigmento verde final de la parede de las esporas. Se ha propuesto que
el sustralo inicial es la acetil-CoA debido a que a partir de ella se sintetiza malonil-CoA
precursor de los policélidos como de! pigmento amarillo intennedio (Armitt et al., 1976;
Mayorga y Timberlake, 1992),
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5. Biosintesis de policétidos y su relacién con la biosintesis de
4cidos grasos.

La acetil-CoA carboxilasa (ACC) cataliza el paso inicial que limita la
velocidad de sintesis de los acidos grasos.

La ACC es un complejo enzimético con tres diferentes actividades:
acarreadora de grupos biotin-carboxilicos, actividad de biotin-carboxilasa
y actividad de carboxil-transferasa. En animales vertebrados esta
formada por multimeros de subunidades idénticas y es regulada
alostéricamente por citrato y por acetil-CoA. En levaduras es un
tetramero regulado por fosforilacion y defosforilacién mediada por
proteina/cinasas dependientes de AMP, las cuales coordinan su
actividad de acuerdo a la necesidad de Acidos grasos, colesterol y
triglicéridos. La regulacion de la expresion genética de la ACC se
relaciona directamente con la velacidad de crecimiento celular (Hopwoaod
y Sherman, 1990; Haglacher et al., 1983 y Li y Cronan, 1993),

La ACC sintetiza malonil-CoA mediante la carboxilacién de su biotina y
la transferencia del carboxilo del complejo biotina-bicarbonato a la
acetil-CoA. La malonil-CoA sirve como sustrato del complejo FAS (Fatty
Acid Synthase, sintasa de acidos grasos}), que se emplea para la sintesis
de palicétidos y de esteroles.

En el caso de Escherichia cali, durante la sintesis de acidos grasos, la
f-cetoacetil sintasa determina la longitud de la cadena y la saturacidn o
insaturacién del acido graso, dependiendo de los policétidos que
requiera. Esto depende de la presencia de las enzimas que relacionan a
la FAS con la PKS (PolyKetide Synthese, policétido sintasa). Mecanismos
similares de regulacién ocurren en Rhizobium sp. y en la espinaca. Los
genes de ambaos sistemas (FAS y PKS} son estructuralmente similares ya
que son multifuncionales y se interrumpen por secuencias repetidas.
Algunos genes codifican enzimas involucradas en ambas vias
biosintéticas {Hopwood y Sherman, 1990; HaBlacher et al,, 1993) (Figura
7) y las proteinas en ambos casos son estructuralmente similares. Por
cjemplo, existe homologia entre la proteina PksA de Aspergillus
parasiticus que se requiere para la biosintesis de aflatoxina B1, la
proteina WA de Aspergillus nidulans que da lugar a una policétido
sintasa involucrada en la sintesis del pigmento de las esporas de este
hongo, la FAS de Rhizopus novergicus, la FAS de Gallus gallus {ambas
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determinantes en la biosintesis de acidos grasos} y la PKS de
Streptomyces antibioticus, determinante en la produccion de metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana (Chang, et al., 1995),

La similitud entre la via de sintesis de policétidos y acidos grasos,
permite que productos de una via actuen como inhibidores o activadores
de la otra via o viceversa, por ejemplo, el dcido jasménico (derivado del
4cido linoleico) y el metil-jasmonato ambos, ademas de tener la funcién
de reguladores del crecimiento de plantas, inhiben (a nivel de la sintesis)
la produccién de aflatoxinas (toxinas derivadas de policétidos) por
Aspergillus flavus, y proteger a las plantas de estas (Goodrich-Tanrikulu,
et al., 1995).

Los policétidos son metabolitos secundarios abundantes tanto en
procariotes como en eucariotes, que se obtienen por condensacién de los
acidos grasos; todos ellos tienen diferentes propiedades biolégicas como
las que se enlistan en la Tabla 1.

(FAS)
Sintasa
de Actdos aceti! malont] B-cetoaci]
Grasos transferasa transferasa  sintelasa
: ’ e gy acetil-CoA
acetl]-CoA
-ice.lm:cduclasa carboxilasa
- .+ . smalonil-CoA
PKS 7 e =", . .. LIS .
policétidos S deshidratasa .
pollcéudo \‘ ~ - , .
sintasa ~ -~ o .
~ — .
~ L
~ enoll
enoll maloiM , dreductasa
reductasa  celoreductasa lmnsfcmsa_ T

palmitll
lmnsfcmsn“_' - g g g -—

B-cetoacl
deshidratasa transferasa

dcidos grasos

Figura 7. Representacion esquemitica de la biosintesis de dcidos grasos y
policétidos.

Este esquema muestra que la biosintests de acidos grasos se relaciona con la
biositesis de policétidos, algunos de sus productos son empleados como suslralos por la
polcétido sintasa. FAS (Fatty acid synthase, sintasa de dcidos grasos) y PKS (poliketide
synthase, policélido sintasa) (Hopwood y Sherman, 1990).
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Organismo
Angiospermas

Policetido producido

Flavonoides
{anlocianinas)

Actividad

Responsaglcs del sahor de la
mayoria de los alimentos
derivados de planlas y del
color de muchas flores.

Urishioles

Sustancia irritante de Ia
hiedras.

Eslilbenos e isollavonoides
{filoalexinas)

Agenles antifingicos.

Hongos Micoloxinas Allaloxinas y ocraloxinas de
Aspergillus.
Ergocromos de Claviceps.
Palulina de Penicillum.
Anlibiélicos Griseolulvina de_Penicillun.
Derivados
de melaninas En hongos filopatogénicos.
Pigmenlos
Organismos Breveloxinas de
marinos Gymnocdium sp.

Hidrocarburos
poliinsalurados de algas cafés

Macrolidos de esponjas.

Polipropionalo de moluscos.

Actinomicetos

Antibidlicos

Tetraciclina,

Antraciclina.
{e.q. daunorubicina)

Macrolidos.
{e.g. erilromicina)

Paliéleres.
{e.g. monenstna)

Ansamicinas,
{e.g. rifamicina)

Avermeclina.

Inmunosupresores.

Pamarnicina

Microorganismos

Diferentes antibiolicos de
Mixobaclerias

Produclos de los genes
nod E, Fy Gde
Rhizobacterias

ac. 6-metil salicilico
Transporlador de hierro de
Muycobacterium phelei

Mupiromicina de
Pseudomonas

Auranlinina de Bacelillus

Tabla 1. Algunos ejemplol.' de policétidos y su actividad blologlcl.

Los policélidos se encuentran lanto en eucarioles como en procariotes y su aclividad

biologica es diversa (Hopwood y Sherman, 1980).
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6. Factores hormonales Psi.

Los hongos se reproducen mediante la formaciéon de esporas, las
cuales pueden ser de origen sexual o asexual, En algunos hongos
heterotdlicos se sabe que ciertas fcromonas especificas se cxcretan al
medio en pequenas concentraciones y promueven el desarrollo y la
produccién de las esporas. Algunas han sido identificadas, como por
cjemplo los terpenos (icido trispérico) de Mucor sp., los esteroides
(anteridiol y ogoniol) de Achlya sp., varios oligopéptidos (factores ay o) de
Saccharomyces cerevisiae y de Tremellales sp. y las feromonas de
Ustilago maydis (Kurjan, J., 1992; Silver, et al., 1993; Spellig, et al,,
1994). Estas feromonas actuan de diversas formas, ya sea induciendo
estructuras reproductivas, o bien. preparando a las células para quc se
fusionen. La naturaleza quimica de las feromonas conocidas es diversa,
aunque en su mayoria son derivados de los acidos grasos (Gooday, 1983;
Champe y El-Zayat, 1989).

A. nidulans excreta una sustancia estructuralmentc similar a los
leucotrienos (metabolitos que median las reacciones de hipersensibilidad
¢ inflamacion en vertebrados; Samuelsson y Funk, 1989} y al acido
jasménico (fitohormona reguladora del crecimiento de las plantas;
Hamberg y Gardencr, 1992, Sembdner y Parthier, 1993), todos ellos
derivados del acido linoleico. Esta sustancia es llamada factor Psi
(precocious sexual inducer) con una actividad similar a la de una
hormona: cuando cste factor se concentra y se aplica en un cultivo
crecido a confluencia, inhibe la conidiacion e induce prematuramente la
rcproduccion sexual, La actividad del factor Psi estd determinada por
diferentes formas del mismo: PsiA, PsiB y PsiC. PsiA promueve la
esporulacién asexual, PsiB y PsiC son promotores de la reproduccion
sexual. Se piensa que ¢} balance entre la reproduccion asexual y sexual
parece cstar determinado por 1a abundancia de PsiA con respecto a la dc
PsiB y PsiC. Dos de estas formas, PsiA y PsiB, son estructuralmente muy
similares, siendo PsiA el mas abundante y por ello se supone que es cl
precursor mctabélico de los otros faclores Psi, cuya presencia inicia la
'réproduccién sexual durante el desarrollo de A nidulans (Kurtz y
Champe, 1981; Champe et al., 1987: Figura §)
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Figura 8. Estructura de los factores hormonaies PuiA y PsiC,

Hastn ahora se han reportndo tres faclores hormonles Psi, producidos por
Aspergillus nidulans, PsiA es el nas nbundante durante el desarrollo de A, nidulans,
promteve T espondacion asexuul y se lnterconvierte en PsiC In vitro. PsIB y PsIC son
pramsfores de la reproducelon sexual, PsiB es extrucluralmente simiinr a PsiA,
{Chaumpe et al., 1987: Champe y El-Zayal, 1989).
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ORJIEAVOS

Nuestro interés particular es estudiar la regulacion del inicio de la
esporulacién, y como el organismo dependiendo de sus necesidades sigue
creciendo vegetativamente o esporular.

En este trabajo se presenta la caracterizacién de una nueva mutante
de A nidulans sensible a temperatura, con retraso en la esporulacién y
otros defectos relacionados directamente con la esporulacién, como son
la produccién de conidios blancos y la incapacidad de producir
ascosporas {esporas sexuales). Todos estos defectos se complementan
por un factor extracelular.

OBJETIVOS:
a) Determinar si todas las caracteristicas que presenta la cepa
mutante son consecuencia de la mutacion de un solo gen.

bl  Localizar cromosomalmente al gen y mapearlo.

c)  Determinar la relacion entre la expresion del gen briA y el gen fluG
con el retraso en la esporulacion que presenta esta mutante.

d)  Determinar la relacion entre la expresion del gen wA y la
produccién de conidios blancos.

¢}  Determinar la naturaleza del factor que complementa esta
mutacion.

f) Proponer la posible funcién del gen ¢fwA en el crecimiento, la
esporulacién y el metabolismo secundario.
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1, Cepas de Aspergillus nidulans.

Tabla I1. Genotipo de las cepas de A, nidulans empleadas en este trabajo,

Cepa No. Genotipo Origen
A256 abaAl, wA3; argC3, facB101) FGSC
A362 | (riboAl, anAl, adGl4, proAl, pabaAl yAd) FGSC
AJC7.1 [(biAl, brlAl J. Clutterbuck
CJAL15 |(cfwA2, biAl, metGl, brlA::lacZ) Este trabajo
CJA16 |(vegAl, metGl, biAl; brlA: lacZ) J. Aguirre
CMC2 [(cfwA2, nboB2, pyraA4, biAl) Este trabajo
CRO1 cfwA2; pabaAl yA2) Este trabajo
FGSC26 [ (biAl) FGSC
G196 trpB403, pabaAl yA2) J. Clutterbuck
MH440 | (yA2, suadE20, adE20, rihoB2, areA217, creA204) |M. Hynes
MSF suAadE20yA2, adE20, acrA. galAl, pyraA4, fac
| | A303. sB3, nicB8, riboB2) - T | w. nmberiake
NK002 | (WAl yA2, DiAl, r(pC801, pabaAl) M. Mayorga
rBN124 | (biAl: AfluG:: trpC) T. Adams
RMS011 abaAl yA2: AargB:: trpCAB: veAl: trpC801 ) M. Stringer
SAA19 |(biAl, metGl) . A. Andrianopoulus
SJA14 | (medA26 vA2, metGl, brlA: lacZ) J. Aguirre
'TJA22 [(brlA2913p/1/)lacZ), argB+/ argB:: CAT). metG 1: biAl}| J. Aguirre




MATERIALES Y
METODOS

Tabla II1. Fenotipo de los distintos marcadores genéticos utilizados.

Genotipo _ Fenotipo
acrA Resistencia a acriflavina.

adE20 Requerimiento de adenina.
adGl4 Requerimiento de adenina,

anAl Requerimiento de aneurina.

areA217 Incapacidad de crecer en nitrato. Mutacion en el
activador de los genes del metabolismo del nitrogeno,
biAl Requerimiento de biotina.

cfwA Gen mutado en la mutante caracterizada en este
trabajo. Cross feedable white conidio.

creA204 Tiene desreprimido el gen de la alcohol deshidrogenasa.
Mutacion en el represor de los genes del metabolismo de
carbono.

facA303 No puede utilizar acetato como fuéente de carbono.
Mutacidn en acetil-CoA sintasa,

MluG:trpC | Retraso en la conidiacion dada por supresion de fluG
por insercion de trpC.

galAl No utiliza galactosa por tener algan defecto en la
regulacion de galactocinasa y galactosa-1-p-uridil
transferasa.

medA26 Morfologia medusa.

methGl Requerimiento de metionina.

nicB8 Requerimiento de acido nicotinico, acido antranilico o
de triptofano.

pabaAl Requerimiento de acido p-aminobenzoico.

proAl Requerimiento de prolina.

pyroA4 Requerimiento de piridoxina.

rihoAl Requerimiento de riboflavina.

riboB2 Requerimiento de riboflavina.

sB3 No utiliza sulfato inorganico por tener alguna alteracion

en el transporte del mismo.

suAadE20 | Supresion de la mutacién en adE20.

trpB403 Requerimiento de triptofano. Mutacion en la triptofano
sintasa.

trpC801 Requerimiento de triptofano. Mutacion en la Indol-3-
glicerol phosphate sintasa, Fosfo ribosil antranilato
isomerasa y antranilato sintasa.

vegAl Vegetative appearance. Apariencia vegetativa o indife-
renciada. Similar a brlA” o *fluffy” {(algpodonosa),
wA Produce conidios blancos. Mutacion en la policétido

sintasa que produce el color amarillo intermedio del
igmento verde final de los conidios.

UA2 Produce conidios amarilios. Mutacion en la p-difenol

oxidasa que produce el pigmento verde final a partir del
recursor amarillo, "
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2. Plismidos y Césmidos empleados en este trabajo.

Plésmidos
Plasmido Fuente
pPL1 Oakley et al.,1987.
pNK15 Mayorga et al.,1990.
Help Gems et al,, 1991,
pFMI Lee y Adams, 1994,
pDHG25 Gems et al,, 1991,
Césmidos

*De la Biblioteca Gendmica de Aspergillus nidulans, separada por
cromosomas (Brody et al., 1990), se emplearon los siguientes
Cosmidos :

a) Mezclas de los cosmidos que contienen todo el cromosoma 1.

b) Los cdsmidos L10F09, L10G09, L19A12 y L19B11 del
cromosoma I de A nidulans, que hibridaron con un fragmento del
gen pyrG.

¢) Los césmidos L13A06, L20C09, W13FQ1, W01C10, W28C01,
WI12E11 y W19B07 del cromosoma I de A. nidulans seleccionados
por haber hibridado con un fragmento del gen de acetil-CoA
carboxilasa (ACC) de levadura, obtenido de la digestién con Sacl del
YAC YEp 352-ACC1, proporcionado por el Dr. Kohlwein (Halacher,
et al., 1993).

d) Los Césmidos L24007, W26C10, W26C10, L25C12, W27Gl1l y
L30C03 obtenidos durante el "cromasome walking” a partir de pyrG.
En la seccién "Caminata por el cromosoma” a partir de pyrG, se
indica como fuéron seleccionados estos cosmidos.
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3. Condiciones de crecimiento.

- Las cepas se hicieron crecer en un medio de cultivo originalmente
descrito por Kéfer (1977), que consiste en:

Sales 20X 50 ml
Elementos trazal 000X 1m]
D-glucosa 10g

Se ajusta el pH a 6.5 y se afora a un litro. Si se requiere medio sélido
se le adicionan 15 gramos de agar bacteriologico por litro. Se debe
ademas suplementar con los requerimientos de aminoacidos y/o
vitaminas necesarios de acuerdo a la cepa,

Sales 20X

NaNO3 1200¢
KCl 104¢
MgS04.7H20 104¢
KHgPO4 304¢
Disolver en un litro de H20dd.

ZnS04.7H90 220g
H3BO3 1.10¢
MnCly.4H50 0.50 g
FeS04.7Hy0 0.50¢g
CaClg.5Ho0 0.16g
CuS04.5H20 0.16¢
(NH4)sM07024.4H20 01lg
Na4EDTA 500g

Disolver y aforar en 100ml de H20 dd.

Todos los medios de cultivo y el material se esterilizé a una presion de
1.4 Kg/em2 {121°C) durante 15 minutes, con excepcion de las sustancias
termoldbiles, que fuéron esterilizadas por filtracidn,

En general los experimentos se realizaron a 30 y a 42°C.

4. Obtencion de la cepa mutante.

La cepa mutante original CJA15 (¢fwA2, biAl, metGl, brlA::lacZ) fué
aislada por el Dr. Jestis Aguirre, quien mutagenizo con luz ultravioleta a
la cepa TJA22 (brlA2913p/l/lacZ, argB+/argB::CAT; metGl1, biAl),
empleando una dosis suficiente para generar 90% de muerte. Los
conidios sobrcvivientes se sembraron en placa a 30°C y se replicaron a
42°C. Se seleccionaron las cepas cuyes conidios al ser incubados a 42°C
daban lugar a colonias con defectos morfologicos o eran incapaces de
crecer a esta temperatura, suponiendo que dicha incapacidad se debe a
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una expresién prematura del gen brlA y/o a una sobre-expresion del
mismo (Adams et al., 1988). En este ultimo grupo se detectd a la cepa
CJAIL5. Aunque la incapacidad de esta cepa para crecer a 42°C no se
debid a la expresion prematura o sobre-expresion del gen brlA, esta cepa
presentd una serie de caracteristicas asocladas con la esporulacion, que
ameritaban estudiarla y caracterizarla, motivo del presente trabajo.

5. Obtencidén de diploides.

Para obtener diploides, es necesario crecer juntas las dos cepas a
partir de las que se quieren obtener diploides. Para ello se inoculé cada
una de las cepas a una distancia aproximada de 3 mm, en un medio con
los requerimientos de ambos padres. Las cajas se incubaron 48 h a 30°C.
Pasado el tiempo de incubacién se transfirieron pequeios fragmentos de
agar con micelio de ambas cepas a un medio minimo (medio sin ninguno
de los requerimientos de los padres) y se incubé a la temperatura
adecuada. Después de 3 a 4 dias aparecen sectores esporulados; estas
esporas, se sembraron nuevamente en un medio minimo, Las colonias
con crecimiento vigoroso son generalmente esporas diploides ya que para
poder crecer en un medio minimo requerrn que las mutaciones se
complementen,

Para inducir la haploidizacion, se preparé medio minimo provisto de
los requerimientos de ambos padres. Una vez que el medio se esterilizo y
se enfrio a 45°C, se le adicioné p-fluoro-fenilalanina (PFPA), hasta una
concentracion final de 50 mg/ml. A las cajas con este medio se les
inoculé el mismo diploide con un palillo 4 veces y se incubé, durante una
semana o hasta que comenzaron a aparecer “sectores” (zonas con
diferente morfologia en una misma colonia). Se inocularon los medios
provistos de los requerimientos de ambos padres, con esporas de los
diferentes "sectores”, se incubaron y cuando formaron colonias, se
replicaron en los medios con cada uno de los requerimientos.
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6. Cruzas Sexuales.

Las cruzas sexuales se hicieron inoculando con palillos estériles las
cepas en un medio minimo con los requerimientos de las dos cepas a
cruzar, a una distancia aproximada de 3 mm, Las cajas se incubaron 48
h a 30°C. Pasado el tiempo de incubacién se transfirieron pequenos
fragmentos de agar con el micelio de ambas cepas a un medio minimo.
Las cajas se incubaron a 30°C durante 6 a 7 dias y se sellaron con cinta
adhesiva para generar un ambiente parcialmente anaerobio. Esta
condicién favorece la formacion de los cleistotecios, que son los cuerpos
fructiferos. La caja se incubdé durante 5 dias o hasta obtener
cleistotecios. Estos cuerpos fructiferos son redondos, rojo vino, contienen
las ascosporas (esporas sexuales) y estan cubiertos por las células Hiille
(nodrizas).

Con ayuda de una aguja flameada, en condiciones estériles y bajo el
microscopio, se extrajo un cleistotecio grande para aumentar las
posibilidades de que se tratara de un hibrido. El cleistotecio se limpio
rodandolo suavemente en el agar hasta que quedo limpio y brillante y se
colocd en un tubo para microcentrifuga,

Con la aguja de diseccion se rompi6 el cleistotecio para liberar las
ascosporas y se le anadieron 600 pl de agua bidestilada para
resuspenderlas, agitando con vortex, De la suspensién obtenida se
plaquearon 30 ul en medio minimo provisto de con los requerimientos de
ambos padres y se incubaron 48 h a 30°C. Luego cada colonia se replicd
en un medio selectivo en diferentes cajas con los diferentes
requerimientos de los padres y se determind el porcentaje de dobles
mutantes (con la mutacion a mapear y la mutacion selectiva) o bien, se
obtuvd una nueva mutante con caracteristicas especificas.

La caracterizacion y mapeo genético inicial de la mutante lo realizé el
Q.F.B. Rogelio Ortiz bajo la direccion del Dr. Jesiis Aguirre Linares.

7. Obtencién y cuantificacién de esporas,

La suspension de esporas empleadas para inocular se obtuvo sem-
brando a confluencia aproximadamente 5 cajas Petri con medio provisto
de con los requerimientos de la.cepa e incubando 5 dias a 30°C. Las
esporas se colectaron raspandolas con un asa de metal y
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resuspendiéndolas en una solucion de Tween 80 al 0.01%, La
suspension de esporas se centrifugd en una centrifuga clinica a la
maxima velocidad durante 10 minutos, después de centrifugar se eliming
el sobrenadante y las esporas se resuspendieron en agua destilada
desionizada estéril y se centrifugaron nuevamente en las mismas
condiciones. Se eliming el sobrenadante y finalmente se rcsuspendieron
en agua estéril.

Para cuantificar la concentracion de esporas, se hizo una dilucién
1:100 (10 pl de suspensidn de esporas + 990 pl de agua estéril) agitando
hasta resuspenderlas completamente, A continuacién se tomaron 10 pl
de esta dilucién y se colocaron en un hemaocitémetro. Las esporas se
observaron por el microscopio en contraste de fases con un objetivo de
40X y se contaron en 5 de los cuadros observados al microscopio.
Finalmente para obtener el namero de esporas por mililitro se hizé el
siguiente calculo:

& esporas de los 5 cuadros + 5) x 25 (ndmero total de cuadros) x 100
(factor de ditucion 100+ 1) x 104 (factor de correccién del
hemocitémetro) = No .de esporas /ml

8, Aislamiento y Purificacién del DNA genémico de
Aspergillus nidulans.

En 20 ml de medio liquido estéril en una caja petri, se sembraron 1 x
109 esporas de la cepa a 30°C por 16 h.

Pasado el tiempo de incubacidn se removieron las hifas que se
desarrollaron en la superficie del medio de cultivo, se secaron lo mejor
posible, se colocaron en un tubo para microcentrifuga, se congelaron con
nitrogeno liquido y se secaron en un evaporador rotatorio Savant®
durante 6 h.

Cuando las hifas estaban completamente secas, se molieron hasta
tener un polvo fino y se les adicionaron 500 il de una solucién de EDTA
50 mM pH 8.5, SDS al 0.2 % y di-etil pirocarbonato (DEPC) ai 0.01 %,
agitando en vortex para mezclar perfectamente.

La mezcla se incubd a 68°C durante 20 min, agitando cada 5 min.
Pasado el tiempo de incubacion se centrifugd 5 min a 11,000 rpm en
microcentrifuga.

A la pastilla que se obtuvo se le adiclonaron 40 pl de acctato de potasio
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5 M pH 4.2, se mezclé perfectamente y se mantuvo en hielo durante 5
min,

Se centrifugd 5 min a 11, 000 rpm en microcentrifuga y se transfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo para microcentrifuga y se adicionaron
600 pl de isopropanal frio, se mezcld y se centrifugd durante 5 min a 11,
000 rpm en microcentrifuga.

La pastilla se resuspendi6 en 200 pl de TE (Tris-HCl 1M, Na4EDTA 100
mM pH 8.0) + 3 ul de RNAasa (10 pg/ml) y se incubd durdnte 30 min a
37°C.

Pasado el tiempo de incubacién se adicionaron 10 pl de LiCl 10 My
500 ul de Etanol al 95%, se mezcld y centrifugd por 5 min a 11, 000 rpm
en microcentrifuga.

La pastilla obtenida se lavé dos veces con etanol al 70 %.

Después del ltimo lavado, l1a pastilla se seco en evaporador rotatario
durante 5 min y se resuspendi6 en 100 pl de TE.

9. Extraccién de DNA de los plismidos o de los césmidos,

El DNA de los plasmidos o de los cosmidos se extrajo empleando el
sistema "QUIAGEN-tip 100%", para obtener aproximadamente 100 pg de
DNA:

Las bacterias que contenian el plasmido o cdsmido a purificar se
crecieron en 150 ml de medio liquido LB (Luria-Bertani} provisto de con
el antibiotico correspondiente {esto depende del vector a partir del cual se
construyo el plasmido o césmido), hasta una DOseoo de 1.0 a 1.5, A
continuacién la suspension bacterlana se centrifugd a 4°C durante 15
mina6, 000x¢g.

La pastilla obtenida se resuspendié en 4 ml de amortiguador P1® (tris-
HCl 560 mM, EDTA 10 mM pH 8.0, RNAsa 100 mg/ml} y se procedié de
acuerdo con el protacolo del sistema comercial.

10. Aislamiento y Purificacion de RNA de Aspergillus nidulans.

Para extraer el RNA tanto de la cepa mutante como de la cepa silvestre
en los diferentes tiempos de induccién de la esporulacién se partié de
cultivos conidiantes sincranicos.

Cultivos conidiantes sincrinicos.
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Se sembraron 5 x 105 esporas/m! en 1,000 ml de medio liquido
provisto de con los requerimiento de la cepa y se incubé a 30°C durante
24 h agitando a 300 rpm. Después de transcurrido el tiempo de
{ncubacién y agitando manualmente se tomaron alicuotas de 200 ml y se
filtraron a través de filtro Wathman® No. 1 con ayuda de un embudo
Biichner y vacio; el fiitro se enjuagd con agua dd procurando que las
células del cultivo formaran una monocapa sobre el papel filtro. Con
ayuda de vacio se eliminé el exceso de agua; los 4 primeros filtros se
colocaron sobre la superficie de medio (Figura 9). Del quinto filtro, sin
colocarlo sobre el medio de cultivo, se tomaron con un sacabocados de 1
cm de diametro 2 muestras, cada una de las cuales se colocé (sin el
papel filtro) en un tubo para microcentrifuga etiquetado como tiempo cero
y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido, al resto de la
muestra sobre el papel filtro se le eliminé el exceso de agua y se transfiri6
a papel aluminio previamente esterilizado, se envolvié y etiqueté como
tiempo cero e inmediatamente se congelé en N2 liquido, luego se transfirio
a -70°C. Los cuatro filtros que se colocaron en el medio de cultivo se
incubaron a 30°C durante 10, 20, 30 y 45 h respectivamente. Pasado el
tiempo de incubacion cada filtro se trato de igual manera que el quinto
filtro. Todas las muestras se mantuvieron a -70°C hasta su uso.
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Figura 9. Esquema de induccion de cultivos conidiantes sincronicos.

1, Se sembraron 5 x 10% esporas/m! en 1000 m! de medio liquido y se
incubaron a 30°C durante 24 h agitando a 300 rpm.

2, Después del tiempo de incubacién y agitando manualmente se tomaron
alicuotas de 200 mi,

3. Se filtraron a través de filtro Wathman®No,1 con ayuda de un embudo
Bachner y vacio, procurando que las células del cultivo formaran una mono
capa sobre el papel filtro.

4. Los 4 primeros filtros se colocaron sobre la superficie del medio sélido y se
incubaron a 30°C.

Alslami Purificacion de RNA de A llus nidulans:

A partir de cada una de las muestras obtenidas de los cultivos
conidiantes sincronicos se extrajo RNA de acuerdo al siguiente protocolo:

Todo el material que se empled durante la extraccion se esterilizo, el
mismo dia de la extraccion y todas las soluciones empleadas se
prepararon en agua dd tratada con di-etil pirocarbonato {DEPC) al.0.1 %
(DEPC/H20]) (el agua se agita por aproximadamente 12 h con DEPC, se
deja reposar 12 h mas, pasado este tiempo se esteriliza para eliminar ¢l

cxceso de DEPC).
Se hicieron las siguientes mezclas:

a. 1 ml de DEPC/H20 + 0.24 g de p-aminosalicilato de sodio (PAS).
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b. 1 ml de DEPC/H20 + 0.40 g de tri-isopropilnafteno sulfato de sodio
{TNS).

En bario de hielo se adicioné agitando lentamente la solucion de PAS a
la de TNS; cuando !a mezcla era homogénea se le adicioné 1 ml de
amortiguador para RNA {RNB) 5X (Tris-HC! 1M, NaCl 1.25M, EGTA
0.25M, pH 8.5). El pH de la mezcla final debio ser 8.9,

La muestra envuelta en papel aluminio se sacé del ultracongelador y
se sumergié inmediatamente en N2 liquido, en ese momento a un mortero
con pistilo, estéril y lavado con DEPC/H20 se le adiciond hasta la mitad
de su capacidad Nzliquido y en seguida una porcién de la muestra, Se
molié con el pistilo hasta obtener un polvo fino, adicionando N2 liquido
continuamente para evitar que la muestra se descongelara durante el
procedimiento,

Un tubo 2 ml se llend hasta la marca de 500 u! con el polvo y se le
adicionaron 700 ul de la mezela de (RNB/PAS/TNS), 0.5 volumenes de
fenol saturado con agua dd y un tercio de volumen de cloroformo (200 pl)
y s¢ mezcl6 en vortex durante 5 min,

A continuacién se calenté en bario de agua a 65°C durante 5 min, se
enfrio en hielo y se centrifugé a 4°C, durante 5 min a 10,000 rpm en una
microcentrifuga.

Se recuper6 la mayor parte de! volumen de la fase acuosa y se le
adicionaron 500 yul de (RNB/PAS/TNS) y 200 yl de cloroformo, sc mezelo
en vortex durante 5 min y se calento en bario de agua a 65°C durante 5
min. Se enfrié en hielo y se centrifugé a 4°C, durante 5 min a 10,000
rpm en una microcentrifuga.

Se recuper6 la mayor parte del volimen de la fase acuosa y se
reextrajo con fenol/cloroformo 5 veces y con cloroformio dos veces.

Al sobrenadante final obtenido se le adicion6 un cuarto de volumen de
LiCI 10 M, se mezclo por inversion y se colocé en hielo. El recipiente con
hielo se coloeé a 5°C durante toda la noche,

Al dia siguiente se centrifugo a 4°C durante 15 min a 10,000 rpm. La
pastilla se resuspendié en 200 ul de DEPC/H20; cuando se resuspendio
se adiciondé un décimo de volumen de LiCl 10 M y 2.5 volumenes de
Etanol al 95 % y se mantuvo en hielo 20 min.

Se centrifugé a 7,500 rpm durante 10 min a 4°C. La pastilla se lavé
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con etanol al 70% y se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 min a 4 °C,

La pastilla se resuspendio en 100 pl de TELS {Tris-HCI 10mM, EDTA
0.1M, SDS 0.2 %, pH 7.6) y se calentd a 68°C hasta que se resuspendid
completamente, se dejo enfriar. Cuando se enfrio se le adicioné un
décimo de volumen de acetato de sodio 3 M pH 4.8 y 2.5 volumenes de
etanol al 95 % y se mantuvo a -20°C durante 2 h, pasado este tiempo se
centrifugd a 4°C durante 15 min a 10,000 rpm. La pastilla obtenida se
lavo con etanol al 95 % y se seco en evaporador rotatorio durante 10
min,

Se le adiciond TELS y se calentd hasta su resuspension. Se tornd una

- alicuota de 10 pl para cuantificarlo y el resto se mantuvo a -70°C.

11, Cuantificacién de dcidos nucléicos.

Para cuantificar DNA o RNA se determind la absorbencia de la muestra
a 230, 260, 280y 320 nm, Los acidos nucléicos absorben a 260 nm. La
relacion A260/A280 se usa como un indicador de pureza de los dcidos
nucléicos, una relacion de 1.8 a 2.0 indica acidos nucléicos de alta
pureza. Las proteinas tienen su pico de absorcion a 280 nm, por lo que
una relacién menor indicaria contaminacion con proteinas, Absorbencia
a 320 nm indica particulas en suspensiéon 0 cubetas sucias y la
absorbencia a 230 nm indica contaminantes con uniones peptidicas o
residuos de fenol.

Se empled la absorbencia de 260 nm para calcular la concentracion de
acidos nucléicos. Una A260 de 1.0 indica 50 ug/ml de DNA de doble
hebra (DNAds), 37 ug/ml de una sola hebra de DNA {DNAss) 0 40 pg/ml
de RNA.

Para determinar la concentracién del acido nucléico en pg/ml se
realizo la siguiente operacion:

[ Azso X (50 para DNAds, 37 para DNAss 6 40 para RNAJ X el factor de dilucion=pg/mi |
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12, Hibridacién tipo northern,

Para determinar la expresion de diferentes genes se realizaron
hibridaciones tipo northern, para lo cual se hicieron electroforésis de
RNA en geles de agarosa con formaldehido corriendo a 60 volts durante 5
a 6 h, Una vez concluida la electroforésis, el RNA se transfiri6 a
membranas de nitrocelulosa con soporte de nylon {Hybond-N® durante
toda la noche (Timberlake, 1980; Sambrook, et al., 1989),

Para marcar la sonda con radioactividad se empleé el sistema Random
Priming de GIBCO BRL® (Life Technologies Inc,, N.Y., U.S.A) y se
procedio de acuerdo con las instrucciones del fabricante y manteniendo
las normas de seguridad adecuadas para el trabajo con radioactividad,
Este método consiste en incubar el DNA desnaturalizado con
dodecameros (oligomeros de 12 nucledtidos) de DNA de secuencia al azar
y nucleétidos (uno de ellos radioactivo) en presencia del fragmento
Klenow de la DNA polimerasa de E. coli. La DNA polimerasa sintetiza las
hebras complementarias del DNA con los nucleétidos adicionados y el
nucleétido radioactivo (Sambrook, et al., 1989).

13. Hibridacién tipo Southern,

Este tipo de hibridacion se realizo para determinar si el gen de acetil-
CoA carboxilasa de la levadura Saccharomyces cerevisiae tenia homologia
con el de Aspergillus nidulans, para ello DNA gendomico total de
Asperglllus nidulans fué digerido totalmente de manera separada con
BamHl y con Saulll, La electroforésis de DNA se realizo en geles de
agarosa al 1 % corriendo las muestras a 60 volts durante 2a 3 h
(Timberlake, 1980; Sambrook, et al,, 1989). Una vez. concluida la
electroforésis el DNA se transfirlo a membranas de nitrocelulosa con
soporte de nylon (Hybond-N®) durante toda la noche y se hibridizo con el
fragmento del gen de acetil-CoA carboxilasa de levadura, encontrandose
hibridacion en fragmentos definidos, También este tipo de hibridacion se
empled para determinar qué césmidos del cromosoma 1 de la biblioteca
genomica de A, nidulans contenian el gen de la acetil-CoA carboxilasa,
hibridando al mismo fragmento del gen de acetil-CoA carboxilasa de
levadura con los cosmidos que contienen todo el cromosoma 1. Al igual
que para la hibridaeion tipo northern para marcar la sonda con
radioactividad se emple6 el sistema Random Priming de GIBCO BRL®,
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Tabla IV, Fragmentos de los genes empleados para la realizaclon de las sondas
para las hlbridaciones tipo northern y tipo Southern,

northern
Gen a Tamano | Plasmido del | Digestién Origen del
Identificar del que se obtuvo para su plismido
— fn‘mento s obtencién,
argB 1.8 kbs [pDHG25 Hindlll Gems et al., 1991
briAcyp | 2.0Kkbs [pBS2.5 BamHI/EcoRl | Boylan et al., 1987
fluG 2.5kbs {pMF1 Xbal/EcoRl | Lee y Adams, 1994
uA 1.0kb pNK15 Sall /Xhol | Mayorgay
Timberlake, 1990
Southern
Gen a Tamafio | Plasmido del | Digestion Origen del
Identificar del que se para su plasmido
fragmento obtuvo obtencién,
accl 8.0kbs [YEp352-ACC1 Sacl Haglacher,1993

14. Efecto de PsiA.

Para determinar el efecto de PsiA sobre la cepa mutante se inocularon
1 x 108 conidios de 1a cepa CRO1 en 3 ml de agar al 0.7 %, se mezclaron
perfectamente y se adicionaron sobre una caja con 25 ml de medio con
los requerimientos necesarios (con agar al 1.2 %). Cuando el medio
solidificd, se colocaron en la superficie 2 filtros Whatman 3M de 4 mm de
diametro, a uno se le adicionaron 23 ng del metil éster de PsiA (forma
activa) que se prepar6é mezclando 1:1 una solucién de PsiA en acetato de
etilo con metanol acido (Metanol:HCI 1:0.5), e incubando la mezcla a
40°C durante 1 h y manteniéndola luego a 4°C. En el otro filtro se coloco
igual volumen de los disolventes empleados para la solucién pero sin
PsiA. Como control se realizd exactamente lo mismo para la cepa silvestre
FGSC26.

15. Efecto de Soraphen A%,

Soraphen A® es un policétido con accion fungicida reportado
recientemente como inhibidor Ia acetil-CoA carboxilasa, enzima clave en
la via de sintesis de acidos grasos y policétidos. En Ustilago maydis la
inhibe in vitro y en Saccharomyces cerevisiae la inhibe in vivo
(Vahlensieck, et al,, 1994). El Dr. Vahlensieck gentilmente nos envié este
policétido. Para ver el efecto de este policétido sobre Aspergillus nidulans
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se sembraron 5 x 105 esporas de la cepa RMSO11 (cepa siivestre) en 4 ml
de medio con agar al 0.7 %, se mezclaron perfectamente y se adicionaron
sobre una caja con 25 m} de medio con los requerimientos necesarios
(con agar al 1.2 %). Cuando el medio con las esporas solidifico, se
colocaron en la superficie 6 filtros Whatman 3 M con 4 mm de diametro a
los que se les adicionaron diferentes volumenes de Soraphen A® a partir
de una solucién madre en metanol hasta tener 0, 0,005, 0.05, 0.1, 0.5y
1.25 pg de Soraphen A®,

16, Transformacién de Aspergillus nidulans.

El protocolo original para co-transformar emplea un plasmido de
replicaciéon auténoma, pDHG25 (Gems y Clutterbuck, 1993). Este
plasmido contiene un marcador selectivo que nos permite determinar si
la transformacion se realizé o no; el marcador selectivo es el gen argB,
por lo que para realizar la transformacion se requeria una cepa ¢fwA2-y
argB-. Sin embargo, no se pudieron obtener cepas (¢fivA2", argB") para
ser transformadas. por lo que empleamos al plasmido pPL1 con riboB2,
como marcador selectivo y a la cepa CMC2 (cfwA2, riboB2) para
transformar,

Se crecid la cepa a transformar CMC2 (¢fwA2, riboB2, pyroA4, biAl) a
confluencia en 5 cajas de medio provisto de con los requerimientos
adecuados, durante 5 dias a 30°C: se colectaron las esporas y se¢
inocularon 109 esporas/mi en 400 ml de medio con los requerimientos
adecuados y 1.2 M de sorbitol. Se crecié durante 20 h a 30°C y una
agitacion de 300 rpm; pasado el tiempo de incubacion se observaron
germinulas jovenes de la cepa a transformar, con las que se procedié a
hacer protoplastos de la siguiente manera:

El cultivo se filtré a través de Miracloth® estéril y se lavd con KCi 0.6 M
eliminando el exceso de humedad presionandolo con ayuda de una
espatula contra el Miracloth®, Se colocé en un tubo con tapa estéril ya
pesado y se determind ¢l peso del micelio para tener entre 0.5y 1 g, que
se colocd en hielo.

Se prepararon las siguientes soluciones, con agua esteril:

*5 mg/ml de Novozyme® 234 (nombre comercial de un preparado de
enzimas liticas obtenidas del hongo Trichoderma harzanium).

*12 mg/ml de albuiimina sérica bovina (BSA, Sigma A-6003).
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El micelio se resuspendid en 5 ml de medio osmético (KC1 0.1 M, acido
citrico 0.1 M, pH 5), se transfirié a un matraz de 250 ml estéril y se le
adicionaron 500 pl de la solucién de Novozyme®, se mezcld svavemente y
se mantuvo en hielo durante 5 min y se le adicionaron 500 pl de la
solucion BSA,

Se agit6 a 80 rpm durante 45 min a 30°C, Cada 15 min se observé una
muestra al microscopio para verificar la formacion de protoplastos. ‘

Cuando se observaron protoplastos de "buena calidad®, se
transfirieron a un tubo de vidrio para centrifuga y se les adicionaron 10
ml de “trapping buffer” {Sorbitol 0.6 M, Tris-HC1 0.1 M, pH 7.0},
centrifugando a 5,000 xg en un rotor de angulo libre Sorvall HB-8 a 4°C,
los protoplastos que se encontraban en la interfase se recuperaron con
ayuda de una pipeta Pasteur, se transfirieron a otro tubo para
centrifuga, se matuvieron en hielo y se repitié la operacion, eliminando el
*trapping buffer” y adicionando nuevo.

A los protoplastos obtenidos se les adiciond igual volumen de STC
{Sorbitol 1.2 M, Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, CaCl, 10 mM) y se centrifugé a
5,000 xg, en el mismo rotor.

El sobrenadante se eliminé y la pastilla se lavo tres veces con 10 ml
cada vez de STC frio.

Finalmente los protoplastos se resuspendieron con mucho cuidado con
ayuda de una pipeta Pasteur en 1 ml de STC y se mantuvieron en hielo.

Con los protoplastos obtenidos se realizé la transformacién de la
siguiente manera:

El DNA de los plasmidos o cosmidos con los que se iba a transformar,
asi como el plasmido pPL]1 (plasmido integrativo que contiene el
marcador selectivo riboB2) se diluyeron 1:1 con STC, Se le adicionaron
100 pl de protoplastos se mezclaron y se incubaron a temperatura
ambiente durante 25 min.

Pasado el tiempo de incubacién se adicioné a la mezcla 350 pl de PEG
{Polietilglicol 4000 al 60%, CaClz 10 mM, Tris-HCl pH 7.5 10 mM, en
STCJ, se mezclaron suavemente por rotacion hasta que la solucion era
homogenea, se incubaron a temperatura ambiente 5 min, se repitié la
operacion 2 veces hasta haber adicionado 1,050 pl de PEG y se incuho
nuevamente a temperatura ambiente 5 min, Finalmente se centrifugs a
7000 xg durante12 min a 4°C, Se eliminé el PEG por inversion del tubo.
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La pastilla con los protoplastos se resuspendio en 200 ul de STC, se
plaquearon en medio adicionado con Sorbitol 1.2 M, con los requerimien-
tos adecuados menos el marcador selectivo (riboflavina) y se incubaron a

o
30}\(1: 'mismo tiempo, se realizaron los siguientes controles:

Cont e ilid

En medio provisto de con los requerimientos, inclusive riboflavina, se
sembraron 10 pl de protoplastos no transformados, pero tratados como si
hubieran sido transformados, asi comol00 ul de diluciones 1:100,
1:1,000 y 1:10,000 de los mismos (a estos controles se les etiqueté como
Post-PEG).

También se sembraron 10 pul de protoplastos no transformados {Post-
PEG) y no tratados (Pre-PEG) y 100 pl de diluciones 1;100, 1:1,000 y
1:10,000 de los mismos,

En medio provisto de con los requerimientos excepto riboflavina, se
sembraron 100 pl de protoplastos no transformados, pero tratados como
si hubieran sido transformados y 100 pl de protoplastos transformados
unicamente con pPL1.

17. "Caminata por el cromosoma” (Chromosome walking) :

Para localizar a los cosmidos que contienen el gen cfivA, se "caming”
" sobre el cromosoma 1 a partir de pyrG empleando a los cosmidos de la
biblioteca gendmica de A. nidulans, que hibridan con pyrG (Rolf Prade,
comunicacién personal). La sonda para hibridar se obtuvo a partir de
uno de los casmidos {seleccionado al azar) L10G09, usando el sisterna
comercial Random Priming de GIBCO BRL®. Se utilizaron los oligonu-
cleotidos de T7 y de SP6 en lugar de los oligonucléotidos del sistema
comercial ya que el vector empleado para construir la biblioteca es
pLorist B que contiene en uno de los extremos del sitio de clonacion la
region promotora del bacteriéfago T7 y en el otro extremo la del SP6
{Cross y Little, 1986). Después de realizar una hibridacién tipo Southern
con esta sonda y todos los cosmidos que contienen el cromosoma I, se
observo que la sonda hibrido con los cosmidos que hibridaron con pyrGy
con otros cosmidos, los nuevos cosmidos se emplearon ahora como
sonda para la segunda hibridacion de igual manera que el cosmido
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L10G09y asi, en dos ocasiones mas,
18. Extraccion y determinacién de écidos grasos libres,

Los acidos grasos libres se extrajeron de micelio seco de acuerdo a una
modificacién del procedimiento descrito por Christie (Christie, 1982), Se
sembraron 5 x 105 esporas/ml en 1,000 mi de medio liguido provisto de
los requerimientos de cada una de la cepas FGSC26 y CRO1, cada cepa
se sembrd en dos matraces diferentes, estos se incubaron a 30°C durante
20 h agitando a 300 rpm, pasado este tiempo uno de los matraces de
cada cepa se incubd a 42°C y el otro se mantuvo a 30°C, los cuatro se
incubaron durante 45 hr, a 300 rpm. Después de el tiempo de
incubacion y agitando manualmente el contenido de cada matraz se filtro
a través de filtro Wathman® No. 1 con ayuda de un embudo Biichner y
vacio; cuando se elimin6 el exceso de agua, el micelio se transfirio a
tubos para microcentrifuga, se congel6 inmediatamente con N2 liquido y
se seco en evaporador rotatorio.

La extraccion de lipidos se hizo homogeneizando 1 g de micelio seco
con eter etilico/HCl {7/1) y extrayendo la fase organica con hexano; el
solvente se evaporo a sequedad en bano de agua y el residuo se
resuspendié en 50 pl de hexano antes de inyectarse en el cromatdgrafo
de gases. Todos los solventes empleados para la extraccién eran grado
HPLC y a todas las soluciones se les adicioné BHT al 0.01 % como
antioxidante. Los acidos grasos fuéron analizados por cromatografia de
gases empleando un cromatografo (Varian, Model 3300) equipado con
detector de ionizacion a la flama a 230°C, un inyector a 200°C y una
columna capilar de silica. El gas acarreador fué nitrégeno a un flujo de
30 ml/min y un programa de temperatura de 100 a 195°C a una
velocidad de 8°C/min, manteniéndose a 195°C durante 15 min. La
identificacion de los diferentes acidos grasos se realizo por comparacion
de la muestra con estandares de referencia previamente identificados y
archivados en el integrador computarizado (Varian 4290),
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1.0 CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA CEPA MUTANTE cfwA2,

La cepa mutante original CJA15 (cfivA2, biAl, metGl, brlA::lacZ) fué
aislada por el Dr. Jestis Aguirre, quien mutagenizé con luz ultravioleta a
la cepa TJA22 (brlA2913p/1/lacZ; argB+/argB::CAT. metGl; biAl). La
seleccion6 de un grupo de cepas con defectos morfologicos o por ser
incapaces de crecer a 42°C (ver materiales y métodos).

La cepa CJA15 ademas de su incapacidad para crecer bien a 42°C

“presenta una serie de caracteristicas a 30°C, como un retraso en la
conjdiacion, produccion de conidios blancas y autoesterilidad sexual por
ser incapaz de producir cleistotecios viables por si sola. Se observo que la
sensibilidad a temperatura, el retraso en la conidiacion, la produccién de
conidios blancos y la autoesterilidad se remediaron al crecer a una cepa
silvestre a un lado de la mutante, En la interfase entre las dos colonias
se produjeron conidiéforos pigmentados y en las condiciones adecuadas
cleistotecios. En la figura 10A se integran estas caracteristicas,
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Figura 10A.Caracteristicas fenotipicas de cepas mutantes ¢fivA2a 30°C ya 42 °C.

Esla cepa ademds de su incapacidad para crecer bien a 42°C tiene una serie de
caracteristicas asociadas con la esporulacion que pueden ser observadas a 30°C como
son;

1) Retraso en la conidiacién: Da lugar a hifas no diferenciadas durante un periodo
mayor al observado en una cepa sllvestre por lo que la colonia se ve algodonosa. Eslo
puede observarse en la fotogralia de la cepa CJA15 (Figura 10B, derecha).

2) Produccion de conidios blancos, a diferencia de una cepa silvestre que produce
conidios pigmentados (verdes o amarillos, segun su genolipo).

3} Es sexualmente autoesléri] ya que es incapaz de producir cleistotecios o
ascosporas (esporas sexuales) viables por si sola.

La sensibilidad a lemperatura, el relraso en la conidiacion, la produccién de conidios
blancas y la auloesterilidad se revierten al crecer a una cepa silvestre a un lado de la
cepa mulante, en la interfase entre las dos colonias se producen conidiéforos
plgmentados (Figura 10 B, flecha) y en las condiclones adecuadas cleislolecios.

lzquierda derecha

Figura 10B, Fotagrafias de dos cepas mutantes CRO1 y CJALS,

Las cepas sllvestres FGSC26 (biA 1) o RMSOU ] (pabaAl yA2; AargB: trpCAB:; veAl;
trpC801), se crecleron cerca de las cepas CRO! (¢fwA2. pabaAl yAl) o CJAILS (cfwA2,
biAl. melG1, brlA:lacZ) respectivamente. Las flechas indican una zona de complementa-
cion evidente por la pigmentacion de los conidios de las mutantes ¢fivA2, En el caso de
la complementacion entre la cepa FGSC26 y la cepa CROI (izquierda), la zona de coin-
plementacion es amarilla debido a que la cepa CROI presenta una mutacion en yA,
cuyo producto es necesarjo para converlir el color amarillo intermedio en el color verde
final (como el que se observa en la cepa FGSC26), en el caso de la zona de
complementacion entre la cepa RMSO11 y la cepa CJALS (derecha) Ia zona de comple-
mentacion es verde ya que la cepa CJA]5 no tiene mutacién alguna en yA, pero la cepa
RMSO01 1 si, por lo que tiene conidios amarillos.
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1.1 Complementacién extracelular,

Como se observa en las fotografias de la figura 10B, la zona de
complementacion presenta el color de la cepa que contienen la mutacién
cfwA. Este hecho sugiere que la complementacién es extracelula; es
decir, que no hay fusion de hifas ni intercambic de nucleos. Esto se
comprobdé cuando con ayuda de un microscopio estereoscépico, se
aislaron conidios de la interfase de complementacion y se estriaron en
medio nuevo con los requerimientos de ambas cepas. Todas las colonias
recuperadas presentaron un fenotipo idéntico al de la cepa cfwA". La
complementacion extracelular no se observé cuando entre las dos cepas
¢fivA*/cfivA", se interpuso una membrana de dialisis, con un corte de
peso molecular de 4,000 a 6,000 Da o inclusive papel filtro Whatman
3mm. Este resultado sugiere que existe un compuesto no dializable de
peso molecular > 6,000 Da y que ademads se requiere de un contacto muy
cercano entre las hifas. Recientemente se ha reportado que una seial
extracelular (CsgA) indispensable para el desarrollo de Mixococcus xantus
requiere no solo de la proximidad célula-célula sino también de una
orientacién especifica. Esta proteina presenta homologia con miembros
de la familia SCAD (short-chain alcohol dehydrogenase),

Los miembros de la familia SCAD catalizan reacciones de
oxido/reduccidn, algunos sustratos o productos de estas reacciones son
moléculas que actian como sernal para otras reacciones, como
prostaglandinas y esteroides en vertebrados y factores de nodulacién en
Rhizobium. Esta fanilia también esta involucrada en la produccion de
numerosos metabolitos secundarios que incluyen policétidos, como
aflatoxinas y melaninas de hongos (Lee et al., 1995}, El factor de
complementacion que necesita esta mutante podria estar relacionado con
este tipo de serales extracelulares.

Dado que el gen brlA es indispensable para la conidiacion en etapas
muy tempranas y de que mutaciones en el gen wA resultan en la
produccion de esporas blancas, resultaba interesante probar mutantes
afectadas en estos genes en cuanto a su capacidad para complementar a
la mutante cfivA2,

Los resultados se muestran en la figura 11. Dado que ambas
mutantes complementan a c¢fwA2, se puede concluir que el factor
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responsable de la complementacion es independiente de brlA, Asimismo,
es posible concluir que aunque la mutante wA produce conidios blancos
por carecer de una enzima policétido sintasa (Mayorga y Timberlake,
1990), es capaz de producir el factor de complementacién, que
posiblemente da lugar al sustrato de la misma.

Figura 11, Mutaciones en otros genes especificos de la esporulacion no afectan la
complementacién extracelular,

En esta folografia se observan las cepas mutante CRO! (¢fwA2, pabaA] yAl), mutante
CJALS (¢fwA2, bial, metG), silvestre FGSC26 {biAl), mutante NKOO2 {wAl yAZ2, biAl,
trpC801, pabaAl) y mutante AJC7.1 {(biAl, brlAl). Las flechas indican las zonas de
complementacion extracelular. Entre la cepa FGSC26 y CRO1, asi como entre NKOO2 y
CROl y AIC?.1 y CROL, la zona de complementacion es amarilla debido a que la cepa
CRO! tiene una mulacién en el gen yA y si esta cepa produjera esporas pigmentadas
serian amarillas, En el caso de la zona de complementacion entre NK00O2 y CJA1S, asi
como AJC7.1 y CJALS, la zona de complementacion es verde ya que la cepa CJALS no
tiene mutacion alguna en yA y si estn cepa produjera esporas pigmentadas serian
verdes.
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2.0 CARACTERIZACION GENETICA DE LA CEPA MUTANTE cfwA2,

2.1 La mutacién es en un sdlo gen.

Dada la complejidad del fenotipo descrito antes, resultaba indispensa-
ble demostrar que este fuése producto de una sola mutacién. Esto se
determiné a partir de varias cruzas entre la cepa CJA15 y otras cepas, a
partir de las cuales se obtuvieron cerca de 700 cepas todas ellas con
retraso en la esporulacién, esporas blancas, incapaces de crecer a 42°Cy
presentaron complementacion extracelular al crecer cerca de una cepa
cfuAt,

Cabe aqui mencionar algunos resultados particularmente intrigantes,
Toda vez que se cruzo una cepa con la mutacién ¢fwA2, con cualquier
otra cepa que contenia la mutacién nula argB2, después de hacer una
busqueda exhaustiva jamdas se recuperaron mutantes dobles
c¢fwA2/argB2. El gen argB codifica para la enzima ornitina trans-
carbamilasa; OTC, la cual cataliza la sintesis de citrulina a partir de
ornitina. Para probar sf ésto tenia que ver especificamente con la enzima
OTC o con el metabolismo de arginina, se llevaron a cabo cruzas con la
cepa A256, la cual contiene una mutacién nula en argC. El gen argC
codifica para la enzima arginino succinato sintasa, la cual cataliza la
sintesis de arginosuccinato a partir de citrulina y aspartato.

Al igual que con argB, no fué posible obtener mutantes dobles
argC/cfivA2.

Aunque hasta este momento ignoramaos el significado de este resulta-
do, sin duda es importante para comprender los efectos de la mutacion
cfwA. Existe el antecedente de mutantes en argB12 con efectos
dramaticos en la conidiacipn, aunque el fenémeno permanece sin
explicacion (Serlupi-Crescenzi et al., 1983),
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2.2 Localizacién cromosomal de la mutacién,

Con el fin de determinar en que cromosoma se encuentra la mutacion
cfwA2, se obtuvieron diploides entre la cepa CJA15 y una cepa maestra
MSF, con un marcador genético en cada uno de los ocho cromosomas de
Aspergillus nidulans.

_hlgcndor cromosoma
yA2 1
acrA 11

alA 1 111
pyroA4 [\Y
fac A303 \'
sB3 VI
nicB8 VI
riboB2 Vil

En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos tras la
haploidizacion de dos diploides, a partir de la cual se obtuvieron 19
cepas haploides. Cada una de estas cepas presentaron los fenotipos
enlistados. Los resultados indicaron que la mutacion estaba localizada
en ¢l cromosoma 1 o en el cromosoma VII. Sin embargo, se concluyé que
la mutacion ¢fiwA2 se encontraba en el cromosoma 1 ya que todos los
haploides seleccionados por su mutacion en ¢fwA2 resultaron ser
auxotrofos de biotina y la mutacion de biAl se encuentra en el
cromosoma 1. Ademas en el laboratorio se repitio este analisis con otros
fines y si se encontraron cepas ¢fwA2" y nicB8".

Namero Fenotipo
de Cepas
0 cfwA2" v yA2

13 cfwA2" y acrA”

10 cfwAZ v galAl”

8 cfiwA2" y pyroAd-
16 | cfwAZ" y fac AJ03"
8 cfwA2" y sB3

0 cfwA2" v nicBS

1 cfwA2" v riboB2"
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2.3 Mapeo Genttico de cfwA2,

Después de haber determinado que cfwA se localizaba en el
cromosoma I, se procedié a ubicarle dentro del ecromosoma, primero
mediante la cruza sexual entre la cepa CJAL5 {cfwA2, biAl, metGl,
briA:lacZ) y la cepa A362 {riboAl, anAl, adGl4, proAl, pabaAl yA2),
cuyos marcadores genéticos estan distribuides a Jo largoe del cromosoma
I, en el orden Indicado de lzquierda a derecha, como se muestra en el
siguiente esquema. Los nimeros indican la distancia aproximadas entre
un gen y otro, en unidades de mapa y el punto indica el centrémero del

cromaosoma.

Cromosoma |

18 15 55 11, 15
[ ] | P | |
B e T T 1o T
riboA  anA  adG proA yA
pabaA

Después de hacer esta cruza, el nimero de cepas con la combinacion
cfivA2", riboAl” fué menor al obtenido con las otras combinaciones, lo
gue indicé un ligero ligamiento entre ¢fwA2y riboAl y sugirlé que ¢fivA
se encontraba en e} braze izquierdo del cromosoma !, Para continuar la
ubicacién de ¢fwA en el cromosoma, ahora se seleccionaron cepas con
marcadores en el brazo jzquierdo.

La cepa CJALS (¢fiwA2, biAl, metGl, brlA:lacZ) se cruzd con las cepas
G196 (trpB403, pabaAl yA2) y MH440 {yA2, suadE20, adE20, riboB2,
areA217, creA204) y la cepa CRO1 (¢fiwA2; pabaAl yA2) se cruzé con la
cepa SJAL4 (medA26 yA2, metGl, briA:lacZ}, obteniéndose los diferentes
porcentajes de recombinacién entre el gen c¢fiwA y el marcador genético
relevante. Los resultados se presentan en la tabla V.

El porcentaje de recombinacién indica la distancia entre un gen y otro,
1% de recombinaclén corresponde a una unidad de mapa indicada en
centiMorgan's 6 cM, como se observar en el mapa genético que se
presenta en la figura 12, la distancla en unidades de mapa es consistente
con la reportada en la literatura (Clutterbuck, 1990),
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Cepas que se No. total de cepas | Namero de cepas | % de Recombinantes
cruzaron y sus obtenidas recombinantes (cfwAZ*,
genotipos marcador selectivo?)
CRO1
{cfwA2 , medAt) cfwA2+medAY) 57
SJA14 394 (cfiwA2 medA’) 42 25
(cfivAZ*, medA’)
CJALS
{cfivAZ:, creAt) [cfivA2*, creAt) 40
MH440 605 (cfiwA2:, creA’) 33 12
(cfivAZ*, creA’)
CJA1S
(cfwAZ, trpBY) (cfwA2*, rpB*) 33
G196 190 (cfwA2", tpB’) 18 27
(cfwAZt, trpB-)

Tabla V. Recombinacién genética entre ¢fwA2 y distintos marcadores situados en
el brazo isquierdo del cromosoma 1.

En esla tabla se presentan los porcentajes de recombinacién entre ¢fwA y los
diferentes marcadores genéticos en el brazo izquierdo del cromosoma 1, El niimero de
progenie corresponde a las cepas con el genotipo (¢fwA2*, marcador selectivo?) o con el
genotipo {cfwAZ2" y el gen marcador selectivo”). El porcentaje de recombinacién se da
con respecto al nimero Lotal de cepas analizadas. Para delerminar sf una cepa poseia
ambas mutaciones primero se seleccionaron las que presentaban las caracteristicas
fenotipicas dadas por la mutacién ¢fwA2y, en el caso de medA la combinacién con la
morfologia medusa, en el caso de creA colonias compactas y en el caso de trpB las cepas
que no pudieron crecer en ausencia de triplofano.

CROMOSOMA 1
5 16 36 94 63 91
ls-als. alenls als ks »l
[ 3 § Vol LM L 1
trpB| n;edA creIA fyrG pyroB rib|oA centrémero
1 u O ”

Figura 12, Mapa gentético de cfieA.

¢fwA (ué localizado en el brazo izquierdo del cromosoma | muy cerca de los genes
pyrG y pyroB. Las distancias estan dadas en unidades de mapa (centiMorgan’'s 6 cM),
Las distancias en la parte superior son las reportadas en la literatura (Clutterbuck,
1990), las distancias de la parte inferior fuéron obtenidas experimentalmente.
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2.4 cfwA es un gen esencial,

La existencia de una cepa con una mutacién alélica sugirié que el
producto del gen ¢fwA tiene una funcién esencial, Esta mutante atn no
descrita, nos fué proporcionada por el Dr. Clutterbuck (Universidad de
Glasgow, UK}, quien la aisld en su laboratorio. La caracteristica
principal de esta mutante es su incapacidad para crecer por si sola, pues
requiere a una cepa silvestre para crecer. La mutante crece como un
borde de conidiéforos blancos alrededor de la cepa con la cual se co-
inocula. El Dr. Clutterbuck, a través de cruzas sexuales, asignoé la
mutacion al cromosoma 1, ligada a medA,

La mutacion de esta mutante se designé cfwAl (cross feedable white,
alelo 1).

Para determinar que se trataba de una mutacién alélica a la nuestra,
se seleccionaron conidios de la cepa mutante, se inocularon junto con la
cepa CRO!. Se obtuvieron diploides capaces de crecer en medio minimo.
Las esporas obtenidas en la linea de complementacion con la cepa
silvestre presentaban conidios verdes. Esto indica que realmente era un
diploide entre ambas cepas ya que la cepa CRO1 tiene la mutacién yA2
que si produjera conidios serian amarillas. Estos diploides nunca se
pudieron haploidizar, concluyendose que la mutacién contenida en la
cepa CRO1 es un alelo de ¢fwAl y ha sido designada cfiA2.

A partir de este resultado interpretamos que cfwAl es una mutacion
nula o total del gen ¢fuwA, el cudl es indispensable para crecer, mientras
que ¢fwA2 es una mutacion parcial o leaky, que conserva parte de la
funcion del gen, lo que permite el crecimiento, pero afecta la
diferenciacion sexual y asexual.
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3.0 ESTUDIO DEL RETRASO DE LA CONIDIACION EN LA MUTANTE
cfwA2,
3.1 Expresion del gen brlA,

A simple vista, 1a mutacién de ¢fwA da lugar a un retraso en la
conidiacién a 30°C. Para determinar la relacién entre este retraso y la
induccién del gen brlA, indispensable para la conidiacién de A. nidulans
(Adams et al., 1988), se extrajo RNA total de la cepa mutante (CRO1) y de
una cepa silvestre (FGSC26) a diferentes tiempos de induccién de la
esporulacion (0, 10, 20, 30 y 45 h). Con este RNA se realiz6 una
hibridacién tipo northern, empleando como sonda un fragmento del gen
brlA. En los resultados que se muestran en la figura 13, puede apreciarse
un retraso de 10 h en la expresién del gen brlA en la cepa mutante con
respecto a la cepa silvestre,

Esto indica que el retraso en la conidiacién que presenta la mutante se
debe a la expresion tardia del gen brlA, por lo que posiblemente el
producto del gen cfivA regula la expresién del gen brlA de manera directa
o indirecta ya que su mutacién da lugar a un retraso en la expresién del
mismo.

Figura 13. Expresion del gen brlA durante la induccién de la conidiacién en una
mutante cfwA2 (CRO1) y una cepa silvestre (FGSC26).

Los detalles melodoldgicos de las hibridaciones tipo northern se presentan en la
seccion de materiales y métodos. Los numeros indican el tiempo de induceién de la
esporulacion en horas. brlAn y brlAfi son las dos unidades de transcripcion del gen briA
(Prade y Timberlake, 1993). Para confirmar gue s¢ puso la misma cantidad de RNA, se
lavd la membrana y se hibridé con una sonda del gen argB.
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La produccion de esporas depende del gen brlA (Mirabito, et al., 1989),
Consistente con esto, la cepa mutante mostré un retraso de 10 hen la
produccién de esporas con respecto a una cepa silvestre, como se
observa en la figura 14. También se observa que el niumero de esporas es
menor en la cepa mutante que en la cepa silvestre en las primeras horas
de induccién de la esporulacion, pero después de 55 h alcanza un
numero similar. La mutante cfivA a pesar de que expresa tardiamente el
gen brlA, da lugar a conidiéforos normales.

. CIFGSC 26
4.0X 10 - CICRO 1
3.0X10-
N

]

Q

®

g 20x10-

)

]

1.0 X 10

10 20 30 45 55
Tiempo (h)

Figura 14, Produccion de esporas en una mutante en ¢fwA (CRO1) y una cepa
silvestre (FGSC26),

Las muestras empleadas para la realizacton de esta curva fuéron las mismas que se
emplearon para la extraccion del RNA total, pero ademas se hizo la cuenta de esporas
de las muestras correspondientes a las 55 h de induccion de la esporulacion. El nimero
de esporas que se presenta en cada tiempo corresponden al promedio de tres
experimentos. con una variacién maxima del 5% con respecto al promedio. Las esporas
se contaron en un hemocitometro y el calculo final se hizo por cm? debido a que se
toma una drea fija de cada muestra a partir de un cultive conidionlte sincronico.
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3.2 Expresién del gen fluG,

Habiendo encontrado que el retraso en la esporulacion en la mutante
cfwA2 esta asociado con un retraso en la expresion del gen briA,
decidimos explorar la posibilidad de que la expresién de otros genes
conocidos, cuya mutacion retrasa la expresion de brlA, puedan estar
afectados en la mutante cftvA2, La mutacion de estos genes da como
resuitado colonias fluffy (algodonosas), resultado de la proliferacion
indiferenciada del micelio vegetativo o aéreo dada por un retraso en la
esporulacidn, Se han caracterizado recientemente cuatro de estos genes:
acoB, fibA, fibD y fuG (Lee y Adams, 1994a, 1994b; Wieser y Adams,
1995; Lewis, C y Champe, S.P., 1995}, Del que mis se conoce es de fluG
y se ha propuesto que regula la expresion de los genes flbA, fibB, fibC,
D y fbE, mediante la produccion de una senal extracelular y que los
productos de estos genes se requieren para la activacién de brlA (Wieser
y Adams, 1995),

Para determinar alguna posible relacion entre esta mutante y el gen
JuG:; dado el retraso en la esporulacién, producto de la expresion tardia
de brlA, realizamos una hibridacion tipo northern. Se empled como sonda
un fragmento del gen fluG, RNA total de la cepa mutante CRO1 y de la
cepa silvestre FGSC26, correspondiente a diferentes tiempos de
induccion de la esporulacion {0, 10, 20, 30 y 45 hr}. Observamos que
este gen se expresa de manera constitutiva, tanto en la cepa mutante
como en la cepa silvestre Figura 15. Este resultado nos indico que la
expresion de el gen fluG no esta afectada en la mutante y sugiere que
¢fwA2 actia de manera independiente a fluG en la regulacién de la
expresion de brlA. Dobles mutantes (fluG-, cfivA27), presentan un retraso
en la esporulacion mayor que cualquiera de las dos mutantes
individuales y un fenotipo predominantemente cfivA2 (Tapia y Aguirre,
comunicacion personal), lo cual apoya que cfwAZ2 actia de manera
independiente a fluG.
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Figura 15. Expresion del gen fluG.

Las muestras de RNA total empleadas para esta hibridacion fuéron las mismas que
se emplearon para la hibridacién con un fragmento del gen brlA (figura 13). En este
caso, Ja hibridacién tipo northem se hizo emnpleando como sonda un fragmento del gen
JG (ver materiales y mélodos). La expresion de fluG en la cepa mutante se da de
manera constitutiva al igual que en una cepa silvestre, lo que indica gue los genes ¢fivA
y luG actuan de manera independiente sobre la expresion de brlA y la carencia de)
producto de ambos da Jugar a un retraso en la esporulacion. Los mimeros indican el
Liempo de induccion de la esporulacion en horas. Para confinnar que se puso fa misma
cantidad de RNA en cada canal, se Javo Ja membrana y se hibridé con una sonda del
gen argb.
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4.0 PRODUCCION DE CONIDIOS BLANCOS EN MUTANTES cfivA2.

4.1 Expresion del gen wA,

Aunque la mutacion de cfivA provoca que la conidiacion se retrase, las
cepas mutantes finalmente producen conidiéforos normales pero con
conidios blancos. La sintesis de los pigmentos de las esporas depende de
varios genes, entre los que destacan yA y wA (Aramayo y Timberlake,
1993; Mayorga y Timberlake, 1990)., Los productos de estos genes
catalizan secuencialmente la sintesis del pigmento a partir de un
precursor incoloro. wA da lugar a una policétido sintasa necesaria para
la produccion del color amarillo, mientras que yA codifica para una p-
difenol oxidasa, necesaria para dar lugar al color verde final (ver Figura
6).

Dado que la mutacion de cfivA da lugar a conidios blancos al igual que
la mutacion de wA (Mayorga y Timberlake, 1990), podria pensarse que
una mutante cfwA produce esporas blancas porque no expresa wA. Para
determinar si ésto ocurre, se realizd6 una hibridacion tipo northern
empleando como sonda un fragmento del gen wA. Los resultados
obtenidos se presentan en la figura 16, observamos que wA si se expresa
en la mutante, aunque tardiamente, con respecto a una cepa silvestre.
Esto es consistente con el hecho de que la expresion del gen wA esta
regulada por AbaA, cuya presencia depende de BrlA (Aramayo y
Timberlake, 1993; Andrianopoulos y Timberlake, 1994), Sin embargo, el
retraso en la expresion de wA no explica porque las esporas son blancas
ya que al mutar genes como acoB, fuG, fibA, flbB, fibC, fibD y fIbE, que
también dan lugar a una expresion tardia de brlA y posiblemente de wA,
se producen conidiéforos con esporas pigmentadas (Lee y Adams, 1994a,
1994b: Wieser y Adams, 1995; Lewis, C y Champe, S.P,, 1995).
Considerando este resultado y que las mutantes dobles (fluG', ¢fwA2)
presentaron un retraso en la esporulacion mayor que cualquiera de las
dos mutantes individuales, pero producen conidiéforos con esporas
blancas (Tapia y Aguirre, comunicacion personal), proponemos que la
mutacion del gen cfwA impide que el el precursor incoloro sobre ¢l cual
actia el producto del gen wA se produzca en cantidades adecuadas, Se
ha propuesto que el precursor de éste es la acetil-CoA ya que a partir de
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ella se sintetiza malonil-CoA, precursor de policétidos como el precursor
del pigmento amarillo intermedio (Armitt et al.,, 1976, Mayorga y
Timberlake, 1992},

Figura 16, Réplica tipo northern de la expresion del gen wA.

Las muestras de RNA tolal empleadas para esta hibridacion fuéron las mismas que
se emplearon para la hibridacién con un fragmento del gen brlA {figura 13). En este
caso, Ia hibridacion tipo northern se hizo empleando como sonda un fragmento del gen
wA. La mutacién de este gen da lugar a la produccidn de esporas blancas y su
expresion esla regulada por brlA (Mayorga y Timberlake, 1990: Aramayo y Timberlake.
1993; Andrianopoulos y Timberlake, 1994). Para confinnar que se puso la misma
cantidad de RNA en cada canal, se lavo la membrana y se hibrido con una sopda del
gen argB. Los niimeros indican el tiempo de induccion de la esporulacion en horas.
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5.0 AUTOESTERILIDAD EN MUTANTES cfiwA2,

5.1 Efecto del factor PsiA,

La mutacion de ¢fivA causa también un bloqueo en los procesos que se
dan durante }a esporulacion sexual ya que cepas con esta mutacién son
autoestériles, es decir, pueden producir células Huille (nodrizas), pero no
pueden desarrollar cleistotecios {cuerpos fructiferos) ni ascosporas
(esporas sexuales) viables por si solas. Unicamente al cruzarlas con otra
cepa que no este mutada en ¢fwA pueden obtenerse cleistotecios hibrides
{producto de las dos cepas) o propios (self].

El Dr. 8. P. Champe determind que A, nidulans produce factores
hormonales difusibles derivados del acide linoleico 6 factores Psi
{precocious sexual inducers). Los factores Psi hasta ahora descritos son
tres; PsiA, PsiB y PsIC. El primero es una lactona que se requiere para la
esporulacion asexual, que al parecer se intercombierte en PsiB in vivoy
PsiC es un promotor de la esporulacion sexual (Champe y Simon, 1992;
figura 10),

Para explorar la posibilidad de que el retraso en la esporulacion y la
autoesterilidad se debieran a la falta de estos factores, decidimos probar
el efecto de los mismos sobre la cepa CRO1. El Dr. Champe nos
proporciond PsiA inicamente ya que la purificacién de PsiB o PsiC, es
mas complicada que la de PsiA por su inestabilidad. Lo deseable hubiera
sido probar también PsiC y ver si la mutante sola en presencia de éste
factor podia producir cleistotecios viables.

Como se observa en la figura 17, el retraso en la esporulacién parece
remediarse en presencia del factor PslA ya que en la zona alrededor del
papel filtro con PsiA, se observd una esporulacion mas rapida y mas
sincronica que en el resto del cultivo. Este resultado hace suponer que
los mecanismos sobre los cuales actia este factor, no estdn danados en
esta mutante. Sin embargo, dado que esta mutante si posee actividad de
las enzimas involucradas en la sintesis de estos factores (Champe,
comunicacion personal}, podria pensarse que el retraso en la
esporulacion y la autoesterilidad se deben a que los precursores para la
sintesis de los mismos es deficiente con respecto a la de una cepa
silvestre, o bien que esta cepa no produce otros factores no descritos, con
una actividad similar.
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Figura 17, Efecto del factor PsiA sobre la mutante ¢fwA2,

Para determinar el efecto de PsiA, sobre la cepa mutante se inocularon esporas de la
cepa CRO! en agar suave sobre agar, se colocaron en la superficie 2 filtros de 4 mm de
diametro, a uno se le adicionaron 23 ng (20 pl) del metil ester de PsiA {forma activa) en
{acetato de etilo, metanol/acide) y en el otro filtro se coloct igual volumen de los
disolventes. La fotografia corresponde a 16 h de incubacién a 30°C. El retraso en la
esporulacion se remedia en presencia del factor PsiA ya que en la zona alrededor del
papel filtro que lo contiene (senalada con flechas, de aproximadamente 0.8 cm de
diametro), se observd una esporulacién mas rapida y mas sincronica que el resto del
cultivo. Los detalles metodologicos se encuentran en material y métodos. Como control
se realiz6 exactamente lo mismo para la cepa silvestre FGSC26, observandose también
una estimulacion de la conidiacion por PsiA



RESULTADOS Y
DISCUSION

6.0 Posible relacion entre el producto del gen c_ﬁuA y
la acetil CoA carboxilasa,

Con el fin de dilucidar la naturaleza del producto del gen cfwA2
consideramos los siguientes puntos:

1. El producto del gen cfwA regula al gen brlA, de manera directa o
indirecta ya que la mutacion de ¢fwA da lugar a una expresién tardia del
mismo, Este y los defectos en el desarrollo sexual podrian ser mediados a
través de una produccién defectuosa de hormonas del tipo PsiA, las
cuales son derivadas del acido linoleico o de otro tipo de hormonas.

2. Este producto también esta involucrado en la sintesis de pigmentos
de los conidios, pues la mutacién de cfwA practicamente anula su
produccién.

3. Por ser un gen esenclal, debe estar involucrado en la sintesis de
metabolitos fundamentales para la vida del hongo,

De acuerdo a estas consideraciones, podria pensarse que la mutacion
de cfwA2 daria lugar a un polipéptido alterado, el cual seria sensible a
altas temperaturas, A 30°C, presentaria s6lo una funcién parcial
(leakyness), reflejandose ésto en el fenotipo al que da lugar la mutacion

de cfwA.

En esta parte del trabajo nos propusimos explorar la posibilidad de
que cfwA codificara para la enzima acetil-Co A carboxilasa. La mutante
cfivA presenta alteraciones en la produccion de los policétidos y
posiblemente en las hormanas derivas de acidos grasos y considerando
que la enzima que esta involucrada en la sintesis de ambos es la acetil-
Co A carboxilasa, mediante la sintesis de malonil-CoA (Hopwood y
Sherman, 1990; Hagflacher et al., 1993), esta enzima resultaba un buen
candidato para ser el producto de este gen. Aungue esto parece poco
probable por tratarse de una enzima esencial, no lo es si se considera
que existe una mutante alélica (¢fwAl) que para crecer requiere de una
cepa silvestre; lo que indica la mutacién de un gen esencial. Por otra
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parte han sido reportadas mutantes en acetil-CoA carboxilasa de
Saccharomyces cerevisiae que resultan auxdtrofas para acidos grasos de
cadena larga, por lo que una mutante en esta enzima es viable,

6.1 Efecto de Soraphen A® sobre una cepa silvestre de A. nidulans

Soraphen A® es un policétido con accién fungicida que inhibe a la
acetil-CoA carboxilasa en Ustilago maydis in vitro y en S. cerevisiae in
vivo (Vahlensieck, et al,, 1994). Para determinar si existia una relacion
entre el fenotipo observado en la mutante ¢fivA y la inhibicién de
acetil-CoA carboxilasa {ACC), decidimos probar el efecto de este
policétido sobre una cepa silvestre de Aspergillus nidulans.

Para realizar este experimento colocamos diferentes concentraciones
de este fungicida en papel filtro en una caja sembrada de manera
homogénea con la cepa RMSOL11. En la figura 18 puede observarse que
justo alrededor de los papeles filtro con mayores concentraciones de
Soraphen A® se formé un circulo claro carente de crecimiento micelial,
mostrando que este compuesto también funciona como fungicida en
A nidulans. En la menor concentracion probada (5 ng), no se observé el
halo de inhibicién de crecimiento, sino una area circular de crecimiento
micelial blanca, la cual posteriormente formé conidiéforos con esporas
blancas, a semejanza de la mutante cfivA.
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Figura 18, Efecto de Soraphen A® sobre la cepa silvestre RMSO11,

Para determinar la posible relacion entre ¢fivA y la acelil-CoA carboxilasa, probamos

el efecto de Soraphen A®, un policétido con accion fungicida que inhibe a la acetil-CoA
carboxilasa, en otros hongos, sobre una cepa silvestre de Aspergillus nidulans. Para la
realizacién de este experimento se sembraron esporas de la cepa RMSOI11, Sabre la
superficie se colocaron flltros de 4 mm de diametro a los que se les adiclonaron 0,

0.005, 0.05, 0.1, 0.5y 1.25 ug de Soraphen A® (ver malerial y métodos).

Este resultado nos parecié sugestivo ya que el blanco de este fungicida
es la acetil-CoA carboxilasa en otros hongos, podria considerarse que en
Aspergillus nidulans fuéra el mismo, por lo que el resultado observado
podria interpretarse como una inhibicion parcial de la acetil-Co A
carboxilasa,

Es importante hacer notar que la mutante ¢fwA2 no produce
esterigmatocistina, a diferencia de una cepa silvestre (Ruiz-Herrera,
comunicacion personal), La esterigmatocistina es una micotoxina
precursora de la aflatoxina B sintetizada a partir de un policétido
(octacétido yu y Leonard, 1995). Esto indica, nuevamente, que el
producto de ¢fwA esta involucrado en la sintesis de policétidos. Ademas,
esta mutante presenta un perfil de policétidos diferente al que presenta
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una cepa silvestre (Schnabel y Aguirre, comunicacién personal). Estos
datos confirman que esta mutante esta afectada en la sintesis de
policétidos.

También debe considerarse que se han encontrado variacién en la
composicién de acidos grasos libres en mutantes de Aspergillus nidulans
sensibles a temperatura (Roshanara et al., 1980), al igual que en otros
organismos sensibles a temperatura afectados en la acetil-Co A
carhoxilasa {Hori, et al., 1987). La composicién de acidos grasos de la
membrana varia con la temperatura, gracias a que los termoreceptores
de membrana reconocen un cambio de temperatura y varian la actividad
de ACC/FAS, provocando un cambio en la proporcién de acetil-
CoA/malonil-CoA (Hori et al., 1987).

Encaminados a explorar de manera mas directa la relacién
cfivA /acetil-Co A carhoxilasa, realizamos dos tipos de experimentos de
manera simultanea:

Por un lado transformamos la mutante cfwA2 con césmidos
seleccionados por su hibridacion con el gen de la acetil-Co A carboxilasa
de levadura y por otro, determinamos los niveles de acidos grasos libres
en la mutante ¢fivA2, en comparacién con una cepa silvestre,

6.2 Transformacién de una cepa mutante con césmidos que
presumiblemente contienen el gen de la acetil-CoA carbozxilasa.

Primero determinamos, por hibridacién tipo Southern, si un fragmento
del gen de levadura que codifica para la ACC (Haglacher et al., 1993),
hibridaba con DNA de A. nidulans y encontramos que si, Mediante otra
hibridacién tipo Southern, determinamos st alguno de los cosmidos del
cromosoma 1 de la biblioteca genémica de A nidulans separada por
cromosomas (Brody et al,, 1990), contenia este gen. Encontramos que 7
césmidos (L13A06, L20C09, W13F01, WOI1C10, W28C01 WI12Ell y
W19B07) del cromosoma 1 hibridaron con la sonda de levadura, lo cual
nos llevo a pensar que cfwA realmente codificaba para la acetil-CoA
carboxilasa o bien, por coincidencia, este gen se encontraba también en
el cromosoma 1.

Co-transformamos a una cepa con la mutacién ¢fwA2, con los siete
cosmidos detectados.
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Es importante hacer notar que los siete césmidos identificados de esta
manera hibridaron entre si en experimentos encaminados a ordenar los
césmidos del cromosoma ] (Prade, comunicacién personal) y por lo tanto
comparten secuencias,

La cepa que se co-transformo fué CMC2 (cfwA2, riboB2, pyroA4, biAl).
La transformacién se hizo empleando protoplastos obtenidos a partir de
germinulas de esta cepa {los detalles metodoldgicos se encuentran en
materiales y métodos). La misma cantidad de protoplastos obtenidos se
mezclo en diferentes tubos con el DNA de los plasmidos (un plasmido
integrativo pPL1 y un plasmido de replicacion auténoma pHelp) y los
césmidos que hibridaron con la ACC fueron L13A06, L20C09, W13F01,
WO01Cl10, W28C01, W12E11 y W19B07, como se enlista en la siguiente
tabla.

Tubo | protoplastos | pPL1 | pHelp| ACC
1 vy Y
2 ¥ y y
3 v v v v

pHelp es un plasmido de replicacion auténoma capaz de formar
cointegrados con pPL1 y/o los cosmidos utilizades, incrementando la
frecuencia de transformacién. El plasmido pPL1 contiene una copia del
gen riboB2 la cual es capaz de complementar cepas con la mutacién
riboB2, que son auxdétrofas para riboflavina, por lo que se seleccionaron
como cepas transformantes aquellas que eran capaces de crecer en un
medio sin riboflavina.

Los resultados de la co-transformacién se muestran en la tabla VI.
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sin DNA |[pPL1 [pPL1 y pHelp |pPL1, pHelp y "ACC"
-ee- 6.00 37.00 1.00
- 3.00 44.00 2.00
X [ 450  40.50 1.50
t/ml | ---- 45.00] 405.00 15.00
t/pg ---- 11.25 101.25 3.75

Controles de viabilidad

Pre-PEG No. de colonias Post-PEG No. de colonias
cone, incontables cone, incontables
1:100 incontables 1:100 156

1:1,000 17 1:1,000 2
1:10,000 0 1:10,000 0
Tabla V1. Resultados de la co-transformacién de la cepa CMC2 (riboB2; pyroA4;

biAl; cfwAl).

Para la cotransformacién de la cepa CMC2 (riboB2; pyroA4; biAl: cfwA2), se
emplearon el plasmido pPL1 que contiene al gen riboB2, el plasmido pHelp y los
cosmidos que presumiblemente contienen al gen de la acetil-CoA carboxilasa L13A06,
L20C09, W13F01, WOiC10, W28C01, WI2E11 y Wi19B07 "ACC". Los detalles de la
transformacidn se encuentran en la seccion de materiales y métodos. X representa en
promedio de dos experitnentos, t/m! se reflere al numero de transformantes por ml de
mezcla de transformacion y t/pg se refiere al numero de transformante por pg del
plasmido pPL1. Sin DNA se refiere a protoplastos a los que no se les adiciond DNA de
plasmidos o cosmidos y se sembraron en medio selectivo. Los controles de viabilidad
corresponden a: Pre-PEG protoplastos a los que no se les adicioné DNA de plasmidos o
cdsinidos y se plaquearon en medio no selectivo y Post-PEG protoplastos a los que no se
les adicion6 DNA de plasmidos o cosmidos, pero se les tratado de igual manera que a
los que sf se les adiclond DNA y fuéron plaqueados en medio no selectivo.

En los resultados de la transformacién que se presentan en la Tabla
V1, puede observarse que el plasmido pHelp incrementé cerca de 10 veces
el nmero de transformantes en relacion al pPL1 solo (de 45 a 405). Sin
embargo. la presencia de los csmidos de la ACC redujo este incremento
notablemente (15 transformantes totales contra 405). Las 15 transfor-
mantes obtenidas los cosmidos de la ACC mostraron un fenotipo
indistinguible de la cepa CMC2 en cuanto a la produccion de esporas
blancas.

Este resultado habla en contra de la posibilidad de que cfiwA codifique
para la ACC y sugiere que copias extras del supuesto gen de la ACC no
modifican los patrones de pigmentacion de las esporas en A, nidulans.

Aun cuando no se demostré formalmente que las transformantes
riboB+ contuvieran los cosmidos probados, se sabe que en experimentos
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de co-transformacion aproximadamente el 50% de las transformantes
incorporan los dos 6 mas tipos de DNA probados, por lo que al menos la
mitad de las transformantes deben contener los césmidos de ACC.

Existe también la posibilidad de que el gen de la ACC de A nidulans
no esté representado de manera intacta en los siete cosmidos probados,

6.3 Caminata en el cromosoma I a partir de pyrG.

Dado que los resultados obtenidos hasta el momento no indicaban que
la acetil-CoA carboxilasa fuéra el producto del gen cfwA, decidimos
localizar los cosmidos de la biblioteca que pudieran contener al gen cfiA,
para ello se “caming” sobre el cromosoma I a partir del gen pyrG
empleando a los cosmidos de la biblioteca genomica de Aspergillus
nidulans, que hibridan con pyrG {Prade, comunicacién personal). Esto se
determino mediante una hibridacién tipo Southern, en la que los
cosmidos que contienen el cromosoma I, se hibridaron con una sonda
que se prepard a partir de uno de los cosmidos que contienen al gen pyrG
{L10GO09; los detalles metodologicos se encuentran en la seccién de
materiales y métodos). Después de una serie de hibridaciones, ademas de
los césmidos L10F09, L19A12, L10G09 y L19B11, se localizaron los
cosmidos L24007, W07C06, W26C10, L25C12, W27G11 y L.30C03.

La cepa CMC2 (cfwA2, riboB2, pyroA4, biAl) se co-transformé con una
mezcla de estos cosmidos y con una mezcla de los que contienen pyrG.
La transformacién se hizo empleando protopléastos obtenidos a partir de
germinulas de esta cepa. La misma cantidad de protoplastos se mezcld
en diferentes tubos con el DNA de los plasmidos (un plasmido integrativo
PPLI y un plasmido de replicacion auténoma pHelp) y los cosmidos que
hibridaron con pyrG que fueron L10F09, L19A12, L10G09 y L19B11 y los
césmidos obtenidos durante la "caminata” por el cromosoma "CW"
124007, W07C06, W26C10, L25C12, W27G11 y L30C03 como se enlista
en la siguiente tabla,

Tubo | protoplastos | pPL1 | pHelp] "purG’ | "CW"
1 y v -~ - --
2 v v v -- --
3 N v v y -
4 vV y v - v
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Los resultados de la co-transformacion se presentan en la Tabla VII,

El nimero de transformantes (70) obtenidas con los cdsmidos que
contienen “pyrG” , excluye la posibilidad de que el gen cfiwA se encuentre
muy cercano a pyrG. De acuerdo con nuestro mapa genético, hay menos
de 12 unidades de mapa entre cfwA y pyrG.

Aunque la relacion entre la distancia entre dos genes medida por
recombinacidon y la distancia fisica real, no siempre correlaciona
linealmente, se ha observado que en A nidulans, una unidad de mapa
corresponde a aproximadamente 6 Kb (Clutterbuck et al., 1994). De esta
manera, una distancia entre pyrG y cfwA de 10 cM corresponderia a
aproximadamente 60 Kb. Los cosmidos utilizados en este estudio, poseen
insertos de aproximadamente 50 kb, por lo que la extrategia de la
caminata pareceria plausible. Sin embargo, la biblioteca utilizada es
altamente redundante (Prade, comunicacion personal), Después de tres
ciclos de hibridacién a partir del cosmido L10G09, se avanzt muy poco
en ambas direcciones, Esto fué evidenciado por el hecho de que en la
ultima hibridacién, se siguié observando hibridacién con el cdsmido
inicial L10G09..

sin DNA |pPL1 [pPL1, |pPLl, pHelp |pPL1, pHelp
pHelp {v "pool pyrG"|y "pool CW"
=== ] 6.00] 37.00 5.0 1.00
ee- 3.00] 44.00 9.0 000
X - 4.50| 4050 7.0 0.50
t/mi - 45.00( 405.00 70.0 5.00
1/ug - 11.25] 101.25 17.5 1.25

Tabla VII. Resultados de la co-transformacion de la cepa CMC2 (riboB2; pyroA4;
biAl; cfwA2).

Para la co-transformacion de la cepa CMC2 (rihoB2; pyroA4: biAl; ¢fwA2), se
emplearon el plasmido pPLI, el plismido pHelp. los césmidos que hibridaron con pyrG
" pyrG® {L10F09, L19A12, L10G09 y L19B11) y los césmidos obtenidos durante la
“caminata por el cromosoma” “CW" (L24007, W07C06, W26C10, L25C12, W27G11y
L30C03. X representa en promedio de dos experimentos, t/ml se refiere al namero de
transformantes por ml de mezcla de transformacion y t/pg se refiere al namero de
transformante por pg del plasmido pPL1. Sin DNA se refiere a protoplastos a los que no
se les adiciond DNA de plisinidos o cosmidos y se seinbraron en medio selectivo: Los
valores de las columnas “sin DNA", “pPL1" y "pPL1, pHELP, asi como los controles de
viabilidad son los mismos que se reportan en la tabla V1.
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6.4 Determinacién de dcidos grasos libres, en una cepa mutada en
cfivA2,

Se ha observado que el contenido de acidos grasos libres varia en
mutantes afectadas en la acetil-Co A carboxilasa (Hori et al., 1987) y
aunque con la transformacion no encontramos que la mutante ¢fwA2
estaba afectada en esta enzima, decidimos determinar si presentaba
alguna variacién en el contenido de acidos grasos libres con respecto a
una cepa silvestre. Estos cambios podrian acentuarse a 42°C, si se
considera que la composicion de dcidos grasos de la membrana varia con
la temperatura (Rhoshanara, et al., 1980; Horl et al., 1987).

Los acidos grasos libres se extrajeron de micelio seco a partir de un
cultivo liquido de cada una de la cepas FGSC26 y CRO1. Los detalles
metodoldgicos se encuentran en la seccion de Materiales y Métodos.

Este analisis se hizo por duplicado a partir de un solo extracto de
acidos grasos y los resultados que se presentan son el promedio de
ambos.

En los resultados que se presentan en la figura 19 se observa que a
30°C (Figural9A), no hay cambios notables en las pozas de dcidos grasos
libres entre la cepa mutante c¢ftvA2 y la cepa silvestre, excepto por el
C18:3 (acido linolénico), el cual es aproximadamente tres veces mayor en
la cepa silvestre. A 42°C (Figura 19B), se observan diferencias notables
entre las cepas silvestre y mutante.

Hay aproximadamente 70 veces mdas Acido linolénico en la cepa
silvestre. Contrariamente, hay entre 5 y 3 veces mas acido linolénico,
butirico y estéarico en la cepa mutante.

De los resultados a 30°C podria concluirse que no parece haber un
gran desbalance en las pozas de acidos grasos libres entre las dos cepas
analizadas excepto por una menor concentracién de acido linolénico en a
mutante. Esta diferencia se ve exacerbada a 42°C, lo cual sugeriria
problemas para sintetizar dcidos grasos libres de cadena larga en la
mutante, Esto seria consistente con la acumulacién de acidos grasos
libres de cadena corta observada en la mutante a 42°C. De confirmarse
estos datos serian consistentes con la hipditesis de que la mutante cfivA
esta afectada en la sintesis de acidos grasos por lo menos a 42° y esto
podria explicar en parte su sensibilidad a temperatura,
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Figura 19, Porcentaje de dcidos grasos libres en una cepa mutante (CRO1) y en
una cepa silvestre (FGSC26),

Con el fin de determinar s! esta mutante tiene diferentes niveles de dcidos grasos
como otras mutantes sensibles a temperatura (Roshanara y Shanmugasundaram,
1980) y la variacion de eslos sea la causa de su sensibilidad a temperatura, asi como la
falta de produccién de policétidos y Iposiblemente de factores hormonales derivados de
dcidos grasos, analizamos la concentracién de dcidos grasos libres, tanto de la cepa
mutante como de una cepa sflvestre a 30y 42 °C.

Los écidos grasos libres se extrajeron de micelio seco a partir de un cultivo liquido de
cada una de la cepas FGSC26 y CRO!. Los delalles melodoldgicos se encuentran en la
seccion de maleriales y mélodos.

La gréfica superior muestra el porcentaje de acidos grasos libres en ambas cepas a
30°C y la inferior a 42°C,

Los porcentajes son con respecto al tolal de Acidos grasos en cada caso. La
{dentficacién de los diferentes acidos grasos se realiz6 por comparacion de la muestra
con estandares de referencia previamente identificados, Los acidos grasos, estan
representados con el namero de carbonos que contiene cada uno, de acuerdo a la
siguiente lista,

Ca=acido butirica. Cs=acido pentanéico, Cs=dcido capréico.
Cs= acido caprilico. Ci=acido céprico, Ciz=acido laurico,
Cia=acido miristico. Cis=dcido palmnitico, Cis=dcido estedrico.
Cis:r=acido oléico. Cis2=acido lnoleico. Cis:a=dcido linolénico,
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De acuerdo a los resultados presentados en esta tesis, puede decirse lo
siguiente:

1. El fenotipo pleiotropico de la nueva mutante de Aspergillus nidulans
aqui estudiada, es el resultado de una mutacion recesiva en un solo gen
{cfwA). Este gen se encuentra en el brazo izquierdo del cromosoma I,
cercano a los genes pyrGy pyroB.

2. Este gen es esencial ya que una mutacién alélica a la aqui
estudiada, provoca que la cepa que la posee sea incapaz de crecer por si
sola; inicamente crece junto a una cepa silvestre,

3. cfwA regula directa o indirectamente la expresion del gen brlA. La
mutacion ¢fwA2 da lugar a la expresion tardia de brlA. Esta regulacion
es independiente de la que se ha propuesto para genes como fluG (Lee y
Adams, 1994).

4. Aunque wA se expresa tardiamente por estar regulado por brlA,
finalmente se expresa en la mutante cfwA. El hecho de que el gen wA si
transcriba no indica que se esté traduciendo. Sin embargo, el que
durante la complementacion extracelular se detecte la produccion de
conidios pigmentados por la mutante {en la zona de complementacion),
indica que el mRNA de wA se esta traduciendo y que la proteina que
produce es funcional. Por lo que el fenotipo de conidios blancos parece
corresponder a la falta del precursor, sustrato de la policétido sintasa
producida por el gen wA.

5. El gen cfivA estd relacionado con los procesos que se dan durante la
esporulacién sexual ya que su mutacion da lugar a cepas autoestériles.
Esto puede deberse a una baja produccién de factores hormonales como
los factores Psi (precocious sexual inducers), promotores de la
esporulacién sexual. Aunque la mutante ¢fwA2 produce las enzimas
necesarias para la produccion de estos factores y sus precursores
{Champe, comunicacion personal), el factor psiA fué capaz de remediar el
retraso en la esporulacién en la mutante. '
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6. Aunque los resultados que aqui presentados, no indican que el
producto de c¢fiwA sea la acetil-CoA carboxilasa; el producto de este gen al
igual que dicha enzima, vincula el metabolismo primario con el
metabolismo secundario,

7. La mutacién del gen cfwA2 parece disminuir los niveles de un
precursor de policétidos necesario para la sintesis de pigmentos (posible
sustrato de la proteina WA), asi como los sustratos de otras dos
policétido sintasas indispensables para la sintesis de esterigmatocistina
{micotoxina precursora de la aflatoxina B1 sintetizada a partir de un
policétido; octacétido (Yu y Leonard, 1995; Chang et al., 1995} ya que la
mutante ¢fiwA2 no produce esterigmatocistina (Guzman, Aguirre y Ruiz-
Herrera, comunicacion personal) y produce un perfil de policétidos
diferente al de una cepa silvestre (Schnabel y Aguirre, comunicacion
personal),

Considerando los resultados mencionados, proponemos el siguiente
esquema (Figura 20) en el que se relaciona a ¢fwA con brlA, wA y la
sintesis de policétidos y factores hormonales derivados de acidos grasos,
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Figura 20, Poslble papel del gen cfiA, en el crecimlento, la esporulacién y el
metabolismo secundario,

Este esquema se pretende relaclonar ¢fuA, briA! wA. la sintesls de policétidos y faclores
hormonales derivados de dcidos grasos.

Proponemos que ¢l gen ¢firA2 esta Invotucrado en fa sintesis de un metabolito esenclal Mgado
con la produccisn de faclores hormonales (similares al factor Psl) y con la produccion de
policétidos (precursores de pigimentos). Un candidalo seria un regulador de la slntesis de acellt
CoA o de sus niveles, pues esti es precursor de la sintesls de policétidos y de acidos grasos
{Hopwood, el al., 1990). ¢firA actiaria de manern independiente a olras genes propuestos coimo
reguladores de in expresion de brlA, tales como fuG (Wieser y Adarns, 1995, Lee y Adams,
1995).
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La caracterizacion de la nueva mutante de Aspergillus nidulans,
presentada en este trabajo, nos indicé que el producto de este geh esta
involucrado en el metabolismo primario, el metabolismo secundario y la
diferenciacion celular de este hongo. Esto incrementa el interés en
determinar ctal es la funcién del gen ¢fwA, tanto por razones basicas
como aplicadas.

Para la identificacion de este gen se propone lo siguiente:

1. Seguir transformando la mutante ¢fwA con el Cromosoma | de
bibliotecas gendémicas de A. nidulans hasta clonar por complementacién
el gen mutado. Alternativamente, proseguir con la caminata en el
cromosoma | a partir de creA y pyrG hasta encontrar el punto de
contiguidad.

2. El producto del gen wA es una policétido sintasa cuya secuencia
presenta homologia con secuencias de otras policétido sintasas y
sintasas de acidos grasos de diferentes organismos. Seria interesante
determinar si en el cromosoma [ existen secuencias similares a la de este
gen, en regiones cercanas a pyrG y pyroB, hibridando con un fragmento
de wA. Simultaneamente podria determinarse si alguno de los césmidos
del cromosoma I tienen homologia con alguno de los transcritos que
definen el grupo de genes aislados e identificados recientemente
participan en la sintesis de esterigmatocistina (Brown, et al., 1996).

3. La sensibilidad a temperatura, el retraso en esporulacién asexual,
la produccidn de conidios (esporas asexuales) blancas en lugar de
pigmentadas y la incapacidad de producir clelstotecios viables o
ascosporas (esporas sexuales) por si sola, se revierten por
complementacién extracelular al crecer a una cepa silvestre a un lado de
la mutante. En la interfase entre las dos colonias se producen
conidiéforos pigmentados y en las condiciones adecuadas cleistotecios.
Por ello, debe realizarse un mayor es fuérzo en intentar determinar la
naturaleza de esta sustancia. Esto puede hacerse mediante una
purificacién exhaustiva a partir del medio sélido que rodea a una colonia
de una cepa silvestre o directamente de una cepa silvestre,
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4, Recientemente se ha reportado que una serial extracelular (CsgA)
indispensable para el desarrollo de Mixococcus xantus requiere no solo de
la proximidad célula-célula sino que también de una orientacion
especifica. Curiosamente, esta proteina presenta homologia con
miembros de la familia SCAD (short-chain alcohol dehydrogenase),

Los miembros de la familia SCAD catalizan reacclones de oxido/
reduccion, algunos sustratos o productos son moléculas que actian
como serial para otras reacciones, como prostaglandinas y esteroides en
vertebrados y factores de nodulacion en Rhizobium Esta familia también
esta involucrada en la produceién de numerosos metabolitos secundarios
que incluyen policétidos, aflatoxinas y melaninas de hongos (Lee et al.,
1995), Por lo que podria determinarse si los cosmidos del cromosoma 1
hibridan con genes de la familia SCAD y determinar si el gen cfiwA tiene
alguna relacion con este tipo de sefales extracelulares que requieren de
la proximidad célula-célula.
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