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Introduccién.

Diferenciacién celular,

El estudio de la diferenciacion celular consiste en tratar de comprender
las causas y procesos que llevan a un tipo celular a trasfonmarse en otros tipos.
Con el auge de la biologia molecular, iniciado con Ia publicacion del modelo de
regulacién de la expresién genética propuesto por Jacob y Moned (Jacob y

.

Monod, 1961), la diferenciacion celular se ha ct do como cc

de una expresion secuencial y diferencial de genes. Asi, parte de la pregunta
sobre como se inicia el proceso de la diferenciacion celular se ha convertido en
{a pregunta de como se inicia la expresion de genes claves en el proceso. Ain
con esta simplificacion, el problema es complejo, ya que modelos de regulacion
genética tan sencillos como el operdn de lactosa de Escherichia coli son
controlados por maltiples sedlales (por ejemplo: la presencia de lactosa
(inductor) o de glucosa (represor)) y mediadas por diferentes factores
wranscripcionales (las proteinas Lacl y CAP-cAMP, Reznikoff, 1992). La
expresion genética y los procesos de diferenciacion tanto en procariontes como
en eucariontes suelen ser controlados por multiples seffales fisiclogicas y
ambientales tales como el estado nutricional, el ciclo celular e inclusive

diversas sefiales hor les y célula-célula, donde cierta

combi de diciones es necesaria para que los procesos de

diferenciacion ocurvan. La esporulacion en la levadura Saccharomyces
cerevisige esta sujeta tantd a controles nutricionales como a controles del ciclo
celular (Fantes, 1989). La formacion de cuerpos fuctiferos y la formacion de

esporas en la bacteria Myxococcus xanthus requiere la privacion de nutrientes



asi como de contactos célula-célula (Kim, ef af, 1992). Se requiere limitacidn

! para la diferenciacion de fa forma ameboidea a Ia forma flagelada en
Ia amiba Noegleria gruberi (Fulton, 1983), y para que Escherichia coli sufra
distintos cambios fisioldgicos que le permitan sobrevivir fases adversas de
crecimiento (Hengge-Aronis, 1993). Las interacciones entre célula y célula son
muy importantes para establecer los distintos tipos celulares durante fa

formacién y migracion de la forma multicelular de Dictiostefium discod.
{Gerisch, 1987), el desarrollo vulvar en Caenorhabditis elegans (Fesguson, e
al, 1987), la neurogénesis en i (Doe y Goodman, 1985) asi como en la

induccion de mesodermo en vertebrados (Smith, 1987). En todos estos
organismos deben existir mecanismos que registren e integren las diversas
sedales que disparan los distintos procesos de diferenciacitn, para coordinarlos

de manera adecuada, Afor d son hos los

1

que se an conservadas en Jos distintos organismos

o

empleados como modelos de estudio, tales como: cascadas y redes de
regulacion, reiteracion de muchas vias regulatorias, seffales anilagas y pawranes
de desarrollo con caracteristicas comunes {Cove, et af, 1992),

No ot los miitipk delos, estrategia écnicas experi
P

desarroliadas, la gran idad de conocimi lados durante este

wtimo siglo en torno 2 los procesos de diferenciacién, aun no es posible
comprender en su totalidad la naturaleza de los controles regulatorios que

determinan si un microorganismo i iendo vegetati Q entra
en un ciclo de diferenciacion, Se ha observade que los procesos de

duodd

diferenciacién celular en micr )} ueden ser idos fr
s

en condiciones que tienen efectas negativos sobre el crecimiento. Poco se sabe
sobre estas sefiales ambientales y como disparan los procesos de diferenciacién
(ver Hansberg y Aguirre, 1990).




Aspergillus nidnlans como modelo de diferenciacion
celular.

Aspergillus nidulans es un hongo fillamentoso ascomiceto (Fennell,
1977) cuyas multiples ventajas genéticas, bioquimicas y fisiologicas, que
aunadas al desarrollo de técnicas sofisticadas de biologia molecular, lo han
converido en un modelo ideal para el estudio de los controles genéticos v
moleculases de la diferenciacion en hongos (Timberlake y Marshall, 1988;
Aguirre, 1992). Este microorganismo fue introducido al mundo experimental
por el Dr. Pontecorvo de la Universidad de Glasgow, Escocia, buscando wn
organismo adecuado para estudiar los problemas espacio-temporales a los que
se enfrentan las células, y cuyo trabajo pionero (Pontecorvo, 1953) semo las
bases del estudio de la genética y fisiologia de 4. nidulans.

Muchas son las ventajas que facilitan el estudio de los procesos de
diferenciacion’ en 4. nidulens tales como: capacidad de crecer en diversos

medios de cultivo definidos, tiempo de duplicacion de aproximadamente 2.5
horas, formacion de colonias compactas que permite utilizar técnicas de
replicacion en placa, ser homotdlico (no existen distintos tipos sexuales) lo
cual permite cruzar cualquier par de cepas, y temer conidias uninucleadas
capaces de ser mutagenizadas y transformadas (Timberlake y Marshall, 1988;
Aguirre, 1992; Yager, 1992).

El ciclo de vida de 4. nidulans consta de tres fases: crecimiento vegetativo,
ciclo sexual y ciclo asexual (Fig. 1). El crecimiento vegetativo ocurre por
extension apical y ramificacion de las hifas. Este crecimiento polar es una
caracteristica de los bhongos (Cole, 1986) y se efectia al depositarse
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Figura 1, Ciclo de vida de Aspergillus nidulans.

La porcién central muestra a las celulas vegetativas (hifas) que

crecen por extensién apical. Las hifas tienen eatre 3 y 5 pm de diametro.

Nicleos genéticamente distintos (indicados por circulos vacios y rellenos

dentro de las hifas) pueden encontrarse separados como en los

homocariontes, o cn citoplasmas comunes para producir



selecti que precursores de la pared
celular y enzimas polimerizantes en el extremo apical de la hifa (Barmicki-
Garcia, et af, 1978, McKerracher y Heath, 1987), Las hifas se dividen en
compartimentos por paredes perforadas llamadas septos.

Cuando el micelio vegetativo es expuesto al aire, se induce el desarrollo
asexual, que se caracteriza por la sustitucidn del crecimiento polarizado por un

crectmi por ion, que culmina en la formacién de una compieja

estructura multicelular llamada coniditforo (Fig. 2; Smith, er af, 1977; Cole,
1986, Timberlake y Marshall, 1988). El desarrollo de los conidioforos inicia
con la diferenciacion de algunas células de las hifas en células pie, células que
sostendrin toda Ia estructura del conidioforo (Smith, er af, 1977, Clutterbuck,
1977, Boylan, er al, 1987, Mims, et al, 1988, Timberlake, 1991). Las células

pie producen hifas aéreas que, aunque crecen por extension apical, solo

(cont.) heterocariontes. Los nicleos también se pueden fusionar y producir
diploides.

Los homocariontes y los heterocariontes tante haploides como
diploides pueden reproducirse de manera sexual {porcién superior) o
asexual (porcion inferior), La reproduccién sexual consiste en la formacién
de cuerpos fructiferos es o clei ios. La fusién nuclear
(cariogamia) y la meiosis ocurren dentro de hifas fértles especializadas

(hifas ascigenas) que se ran en el clei io. Ocho poras se
forman en cada asca como resultado de [a ia de una meiosis y una
mitosis. Una segunda divisién mitética ocurre durante la diferenciacién de
las ascosporas, por lo que cada pora madura tiene dos nicl
genéticamente idénticos.

La reproduccién asexual iste en la formacién de conidiéforos y
esporas uninucleadas I d idi Las idias se forman por

Fati

tosis repetidas de los nicleos de [as

P




alcanzan una altura determinada. Posteriormente el extremo apical se hincha

para formar una vesicula glob. Itinucleada. La ion de dicha vesicul

-

da lugar a una capa de células uninucleadas llamadas métulas, que a su vez
suffen una gemacion para formar una segunda capa de células uninucleadas
llamadas fidlides. Las cadenas de conidias o esporas surgen a través de
divisiones asimétricas repetidas de las fidlides, donde las ltimas conidias de
cada cadena son las mds viejas (Oliver, 1972). Estas conidias se encuentran en
un estado de latencia que al activarse por sefiales adecuadas generaran un
nuevo micelio (Clutterbuck, 1977, Timberlake, 1991; Yager, 1992).

La diferenciacidn sexual requiere de la fusion de hifas (ya sean de la
misma colonia o de colonias distintas) y de nicleos para formar un diploide
(2n) que puede ser estable o inestable (Fig. 1). Las células diploides, por una
baja tension de oxigeno o por obscuridad, se enrollan y forman agregados de
donde algunas células se van a hinchar para formar las células Hitlle (células
cascara) que se encuentran asociadas al cleistotecio o cuerpo fructifero. En el
interior del cleistotecio se efectia una cariogamia, una meiosis y varas
divisiones mitdticas consecutivas para formar las ascas que contienen a las
ascosporas (esporas binucleadas haploides, n), que al germinar reiniciaran el
ciclo de vida del hongo dando origen 2 un micelio haploide (Zonneveld, 1977,
Timberlake y Marshall, 1988; Yager, 1992).

El momento en donde el hongo adquiere la capacidad de conidiar,
ademds de poder seguir creciendo vegetativamente, no se alcanza sino hasta
después de un periedo de crecimi de aproximad: 18-20 horas (a

partir de 1a germinacién de las conidias). A este punto de "madurez” se le ha
denominado competencia (Axelrod, 1972; Axzlrod, et al, 1973; Champe, et al,
1981). Antes de alcanzar la competencia, la exposicién al aire le resulta
indiferente al microorganismo, sin embargo, después de alcanzada la



competencia, Ja induccidn de la conidiacion por los estimulos adecuados resulta

en la expresion secuencial de numerosos genes especificos dal proceso
(Timberlake, 1980; Zimmerman, et af, 1980; Boylan, et af, 1987).

Figura 2. Fases del desarvollo del conidisforo de Aspergilius
nidulans.

Los panecles de A-E preseatan micrografias de los principales
estadios que conducen a la formacidn de un conidiéforo maduro de
Aspergillus nidulans (microscapia electrénica de barride). Una hifa aérea
(A) se genera a partir de una célula pie que crece a una altura
aproximada de 100 um. E! tallo del conidisforo (s) que se forma contiene
muchos nicleos, ya que en el proceso de elongacién ocurren muchas
divisiones mitdticas. Una vez que el crecimiento apical se ba completado,
la puota se hincha (B) para formar Ia vesicula del conmidiéforo (v).
Numerosas gemaciones (C) forman las métulas {m) en Ia superficie de la
vesicula. Las métulas sufren una o mds divisiones mitdticas (D) para
producir las fidlides (P). Las fidlides dan origen a las conidias (c) por
divisones mitdticas repetidas, doode cada ndcleo hijo genmerado se
incorpora en la espora naciente y el otro nicleo se retiene en la fiilide. E{
conidiéforo madurs (E) contienc numerosas esporas.



La genética de la conidiacién en Aspergillus nidulans.

Mediante el uso de genética cldsica y el aislamiento de mutantes
afectadas en distintos puntos de la conidiacién, se ha logrado disectar el
proceso de la esporulacion asexual (Clutterbuck, 1969; Clutterbuck, 1970;
Yager, er af, 1982, Tamame, er al, 1983; Butick, er o/, 1984; Clutterbuck y
Timberlake, 1992). E! anilisis genético ha demostrado que la reproduccion
asexual en 4. nidulans esta controlada de manera jerdrquica por un numero
determinado de genes (Clutterbuck, 1977, Martinelli, 1979). Del analisis de
aproximadamente 50,000 colonias de 4. ntidulans obtenidas después de varias
mutagénesis con N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) y comparando la
frecuencia de mutantes afectadas en la conidiacidn contra la frecuencia de
mutantes auxdtroficas obtenidas, se estimé que entre 45 y 100 genes estin
involucrados directamente en la conidiacion (Martinelli y Clutterbuck, 1971).
Posteriormente, empleando técnicas sofisticadas de hibridacion diferencial de
RNA se lograron aislar aproximadamente 1200 RNAs mensajeros especificos
de la conidiacién (Timberlake, 1980). La discrepancia de los ntmeros
obtenidos con ambos métodos se debe a que el andlisis genético no considerd
muchas mutantes afectadas tanto en el crecimiento vegetativo como en la
conidiacion, por lo que este nimero esta subestimado (Martinelli y Clutterbuck,
1971), mientras que en el método de hibridizacion diferencial de RNA Ia
cantidad de genes esta sobrestimado, ya que muchos genes pueden codificar
para isoenzimas (Boylan, et al, 1987).

Con el propésito de facilitar la comprension de la jerarquia de los genes
involucrados en la conidiacidn dentro de un marco de eventos secuenciales, se
ha propuesto la siguiente clasificacion (Clutterbuck, 1977; Timberlake, 1991).
Primero, aquellos genes que median la decisidn de las células vegetativas a



comprometerse 2 conidiar se les ha denominado "genes estratégicos”. Aquellos
genes que regulan los patrones espaciales y temporales de la diferenciacion y
que se requieren pasa el desarrollo del conidiéforo como tal, pertenecen a la
categoria de "genes regulatorios", La tercera categoria incluiria a los genes que
directamente determinan [a estructura y fisiologia del conidiéforo, y se les ha
denominado “genes estructurales”. Un cuarto grupo de genes {lamados “genes
de mantenimiento” serfan los encargados de suplir los materiales necesarios
para el desarrollo de las nuevas estructuras. Debido a que en esta dltima
categoria se incluirian genes que son necesarios tanto para la fase vegetativa
del crecimiento como para la reproduccion asexual, estos genes se han
estudiado bajo contextos de fisiologia general de hongos y no como propios de
la diferenciacién (Clutterbuck, 1977; Clutterbuck y Timberlake, 1992).

Durante la conidiacidn, un grupo de genes regulatorios define una via
lineal de genes de diferenciacién que controlan ia foniacién del conidigforo
(Fig. 3). Los genes que forman esta secuencia son los genes bristle o "cerda”
(brid), abacus o "abaco" {abad) y wet-white conidia o "conidias blancas-
humedas” (wetd) (Clutterbuck, 1969; Clutterbuck, 1977, Boylan, e af, 1987;
Mirabito, er af, 1989; Aguirre, er al, 1990; Timberlake, [991; Clutterbuck y
Timberlake, 1992). Esta secuencia de activacion de genes se determind por un
andlisis de epistasis entre los distintos genes de la via, que posteriormente se
comprobo mediante tecnicas de biologia molecular (Clutterbuck, 1969; Boylan,
et al, 1987), Existen otros genes del tipo regulatorio que modulan Ia
organizacion espacial del conidioforo, tales como los genes stunted o
"atrofiado™ (srud) y medusa o "medusa” (medA) (Fig. 3; Clutterbuck, 1969,
Martinelli, 1979; Miller, et al, 1991; Timberlake, 1991; Clutterbuck y
Timberlake, 1992; Miller, 1992).
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Figura 3. Via regulatoria propuesta para el desarrollo del
conidiéforo.

Los genes reguladores mds importantes son drld, abad y wetd. La
via de regulacién central que controla el desarrollo en A. nidulans se
muestra paralela con un diagrama que representa al conidioforo, para
relacionar los tiempos de expresion de los genes con el desarrollo. Los
tipos celulares del conidiéforo estin indicados. Las actividades de estos
genes son modificadas por genes regulatorios auxiliares tales como st y
medA. Los productos de los genes morfogenéticos tales como rodd, y4d y
wA contribuyen directamente a los fenotipos especializados de los distntos
tipos celulares, ssg indica genes especificos de las esporas cuya funcidn se
desconoce. Las flechas indican regulacién positiva y las barras indican

regulacién negativa. Sedales de induccidn atin no caracterizadas




También se han aislado muchos genes estructurales especificos de la
conidiacién como son los genes ivory o "marfil* (ivod e ivoB), yellow o
"amarillo” (y4), white o "blanco” (wAd), rodletless (rodd) entre otros
(Clutterbuck, 1969; Martinelli y Clutterbuck, 1971; Clutterbuck y Timberlake,
1992). Se han observado que estos genes estin regulados por la via que define
el gene bristle y por los genes stunted y medusa (Brise y Clutterbuck, 1990;
Clurerbuck, 1990; Brise y Clutterbuck, 1991; Clutterbuck y Timberlake, 1992;
Aramayo y Timberlake, 1993). Las fuertes interacciones existentes entre la via
del gene brislte y los genes stunted y medusa regulan de manera precisa ¢l
desarrollo det conididforo (Fig. 3; Clutterbuck ¥ Timberlake, 1992; Miller, et
al, 1992; Aguirre, 1993).

Ei papel dei gene brid enla conidiacién.

El gene que hasta la fecha se ha encontrado que juega un papel central en
1a conidiacion es el gene bristle (6rf4). Mutantes en ¢! gene brl4 son incapaces
de efectuar la transicion de la el ion del tallo del conidioforo a la

formacién de la vesicula y al subsecuente crecimiento por gemacion. Por

(cont.) disparan la via de diferenciacién, activando a bride o bridf . La
regulacién inicial de brldi8 puede ocurrir a nivel de la traduccién. La
actividad de bri4 es modulado por stuAd y un represor x. brlda ylo bridf
activan al gene abad con la ayuda de medAd. Abad activa a brldea, y
refuerza su propia transcripcién, ademds de activar a wetd y a numerosos
genes estructurales, cuyos productos contribuyen a la forma y funcién del
conidiéforo (por ejemplo: redd, yd y wAd). wetd activa a numerosos genes
especificos de las esporas (ssg) requeridos para la maduracién de las
conidias.



esta razdn, las mutantes &rld forman colonias con hifas aéreas profusas con
apariencia de cerdas (Clutterbuck, 1969). Mutantes en el gene brid que
conservan distintos grados de la funcion pueden ser ordenados en series
morfologicas, desde mutantes sin funcién (nulas) que producen tnicamente

hifas aéreas no diferenciadas, hasta r pricti silvestres con hifas

aéreas muy ramificadas, lo que sugiere que el producto génico de brl4 controla
una gran variedad de genes (Clutterbuck y Spathas, 1984; Clutterbuck, 1990;
Brise y Clutterbuck, 1991), posiblemente a través de gradientes espacio-
tempotales en el conidiéforo (Aguirre, 1993).

El mensajero para 5r/4 se acumula durante ¢l desarrollo del conidioforo
a partir de la formacién de la vesicula, principalmente en las vesiculas, metulas
y fialides (Johnstone, et al, 1985; Boylan, e af, 1987, Aguirre, et ai, 1990), y
su actividad se requiere de manera continua para completar todos los pasos del
desarroilo del conidioforo (Mirabito, et al, 1990).

La expresion ectopica del gene érld en condiciones donde no hay
esporulacion, resulta en la interrupcidn del crecimiento vegetativo, alteraciones
metabélicas ¢ induccion de 12 esporulacion (Adams, ef af, 1988 y 1990; Adams
y Timberlake, 1990a; Han, et af, 1993). Este resultado sugiere que en estas
condiciones la expresion de &7/4 es suficiente para disparar los eventos que
conducen a la esporulacién (Adams, et al, 1988), sin embargo, ¢! patrén normal
de diferenciacién requiere controles regulatorios adicionales (Clutterbuck,
1969; Martinelli, 1979; Champe, 1987; Mazur, 1990, Mooney, 1990; Miller,
1992; Aguirre, 1993, Timberlake, 1993).

El gene brld es un gene que consta de dos unidades de transcripcion
sobrelapadas (Fig. 4), donde el sitio de inicio de la transcripcion del gene drida
se encuentra dentro del drico intrén de 392 pares de bases (pb) de la unidad de
transcripeién del gene brfdf4 (Prade y Timberlake, 1993). Salvo por la adicion



de 23 aminodcidos en el extremo amino terminal del polipéptido Bridj, ambas
proteinas son idénticas con 432 residuos (Adams, er al, 1988; Prade y
Timberlake, 1993). La comparacién de la secuencia de aminodcidos de Brid

con omas secuencias de proteinas solo revela similitud con los sitios de

coordinacion  de 2cisteinas-2histidi para el zinc II ("dedos de znc"),
reconocidos en el factor transcripcional UI-A (TFIIA) de Xenopus laevis
(Miller, er al, 1985; Klug y Rhodes, 1987), lo que sugiere que se trata de una
proteina capaz de unirse al DNA. No se han encontrado similitudes adicionales
con otras proteinas (Adams, er al, 1988).

Cepas que expresan solamente Bride o BrlAf poseen fenotipos
claramente distintos. Cepas que expresan solamente Brida son incapaces de
comprometerse al programa de diferenciacion, y sélo llegan a formar mémlas,
muchas de las cuales reinician el desarrollo de conidioforos secundarios (Prade
y Timberlake, 1993), fenotipo similar a las de las mutantes en el gene medusa
(medd; Miller, 1993; Timberlake, 1993). Cepas que expresan solamente el
transcrito de Bridf, forman peq d de métulas que en al €asos

producen una tnica conidia en la punta (Prade y Timberfake, 1993). No
obstante, la expresion de varias copias de sélo uno de los mensajes de brid (a
o /) en una cepa carente del gene silvestre, genera conidioforos silvestres,
sugiriendo que las proteinas Brida y Brldf son funcionalmente equivalentes
(Prade y Timberlake, 1993).

El RNA mensajero de bridf posee una region lider 5° de 752 pb, una
region muy larga y poco usual en genes de hongos (Prade y Timberlake, 1993).
Dentro de esta region lider se localiza un pequeiio marco de lectra (p
ORF) de 123 pb (41 amino 4cidos), un rasgo caracteristico de los RNA
mensajeros sujetos a regulacion traduccional (Han, et af, 1993; Pradey



Timberlake, 1993). Debido a que tanto los mecanismos transcripeionales como
{os waduccionales juegan un papel en la expresién de brid, ha sido dificil
comprender su regulacion, Aunque hay pacas evidencias, en ef mod&lo actal
se propone que miveles bajos pero constantes de wanscripeion del gens bridf
se¢ localizan en hifas vegetativas (Ha, e7 4/, 1993). Al alcanzar la

ATG......41 coden pORF

790
258 - [/\ b BrlAS
ATG.....455 codon brid ORF

-112

1kbp
L]

Figura 4. Organizacién del gene briA.

Los transcritos de brida y brld f se indican con 1as flechas, donde el
sito det inicio de la transcripcida de brld e tiene asignada la posicidn +1
y el de brl4 /3 1a posicidn -858, bri4f consiste de dos exones que codifican
para un polipéptide idéntico 3 Brida excepto por la adicidn de 23 amino
dcidos en el extremo amino terminal, EI dnico introm presente abarca
desde los -99 pb a los +293 pb (392 nucleotidos). brid S también contiene
corriente arriba un marco de lectura pequefio designado sORF. Los sitos
de restriccidn abreviados son: B, BamH1; S, Sall.




competencia, se propone que modificiones en la maquinaria traduccional
impiden la traduccion del pORF del transcrito de br/4f, ya que su traduccién
labilizaria de alguna manera el RNA mensajero haciendolo suceptible a la
degradacion (apareatemente el péptido generado det nORF carece de funcion).
Una vez estabilizado el mensaje y raducida la proteina Br/4, esta actua sobre
sus genes blanco a través de elementos de respuesta (8r/4 responsive elements
o BRE; Chang y Timberlake, 1993). Uno de estos genes es el gene abacus
(abad) que a través de un circuito regulatorio activa la transcripeion de brida
(Misabito, er af, 1989; Aguirre, 1993; Han, er al, 1993; Timberiake, 1993,
Andriznopolous y Timberlake, 1994). 844 a y B incrementan su propia
expresion , y al igual que Bridf, Bride activa a abad (Adams, et al, 1988,
Aguirre, 1993). Este modelo situa a la activacion del gene dri4 en el cenwo de
un circuito regulatorio que permite comprometer al sistema en la formacica del
conidioforo, a través de incremetos controlados en la concentracién de la
proteina Bri4 (Aguirre, 1993; Han, et al, 1993; Miller, 1993; Timberlake,
1993; Andrianopolous y Timberlake, 1994). Los fenotipos observados en las
cepas que carecen de Brida o de Bridf son consistentes con este modelo de

. regulacion que sugiere que Brl4f se requiere para comprometer el hongo a
esporular, y Brlda se requiere para mantener dicho compromiso (Han, er af,
1993; Miller, 1993; Timberlake, 1993).

Factores genéticos que regulan la expresion de &rid.

Los genes stunted (stud) y medusa {(medA) intervienen en el esquema de
repulagion de brld (Fig. 3). La estructura del gene stud es andloga a la del gene
brld y codifica un polipéptido de 63.5 Kilodaltones (KDa) que contiene dos

regiones ricas en lisinas y argininas (cargas positivas) separadas por 18



residuos, muy similar a varios factores de transeripcion de mamiferos v del
ciclo celular en [evaduras (Robbins, er af, 1991; Miller, er a/, 1992; Priming, e
al, 1992; Miller, 1993). Se ha encontrado (Aguisre, 1993) que una fusion entre
el promotor del gene &rld y el gene reportero lacZ de £. coli (Fig. 3), se
expresa de manera aberrante en las hifas y conidioforos de una mutante stid.
Como se habia observado que la expresion de saud es paraleia a la de brid, y
que stud puede estar parciaimente bajo el control de brid (Miller, et al, 1992),
se ha propuesto que &r/4 esta bajo ef control de un represor "x" y que este a su
vez puede ser reprimido por stud, por lo que Stud ayuda a través de un circuito
regulatorio a Jocalizar correctamente a Brld en el conidioforo (Fig. 3; Aguirre,
1993),

Mutantes en el gene medusa {(medd) forman niveles reiterados de

1 Aacdife

métulas que ocasior se encian para formar conidiéforos

secundarios anormales, fenotipo muy similar a las cepas carentes de 748, Al
igual que en la cepa carente de dr/4f copias extras del gene silvestre brld
suprimen el fenotipo mutante (Prade y Timberlake, 1993), la perdida de Ia
funcién Medd puede ser compensada por niveles elevados de Brid (Miller,
1993). Debido a que en las mutantes medA los niveles de expresion de abad
son muy reducidos, se ha propuesto que MeddA y Brid se requieren para inducir
la transeripeion normal de abad, y que la perdida de la funcién de med.! afecta
el circuito regulatorio que existe entre Abad y la wanscripcién de brida (Fig. 3;
Apuirre, 1993; Miller, 1993; Timberlake, 1993).

Seftales ambientales que regulan la expresién de briA.

Poco se sabe de los factores que inducen a las células vegetativas a

comprometerse a la via de conidiacidn, y en paticular las sefial

primarias que



activan a brid (Yager, 1992). De las sefiales que pudieran controlar el inicio de
1a conidiacion como son; limitacion de nutrientes, pH, tension de oxigeno, etc.,
solo dos se han caracterizado parcialmente: el efecto de la luz y el de las
seilales hormonales (Timberlake, 1991; Timberlake 1993).

La luz dene un efecto notable sobre la conidiacion, ya que las cepas
silvestres de A. nidulans producen colonias con pocos conidioforos cuando se
cultivan en la obscuridad, mientras que conidian profusamente cuando se les
expone a luz blanca. La conidiacion inducida por juz depende del gene velvet
(ved o terciopelo) cuya mutacidn permite la esporulacion en la obscuridad
(Kifer, 1965), El gene ved codifica a un regulador controlade por un
fotoreceptor que se activa por luz roja durante un periodo fotosensible (las
primeras cinco horas después de haber inducido el micelio a esporular
exponiendolo al aire), y cuya activacién puede ser revertida por Juz rojo-lejano,
efecto reminicente del mediado por fos fitocromos en plantas (Pratt, 1982,
Chroy, er al, 1989). Se ha propuesto que el producto génico de ved es un
regulador negativo que afecta a un represor de los genes de la esporulacion,
incluyendo posiblemente a &7I4 (Fig. 3; Mooney y Yager, 1990; Mooney, ¢t dl,
1990).

Se han descrito en A. nidulans tres factores quimicos muy relacionados

que influencian la desicion de las células en tomar la via de la esporulacién
sexual 0 asexual, y que actuan como hormonas o morfdgenos. Estas hormonas
o inductores sexuales precoces (PSI: precocious sexual inducers) son derivados
del acido linoleico y son interconvertibles unos en otros. PsiC (icido 5,8
dihidroxilinoleico, muy similar al leucotrieno B4) es una hormona que inhibe
fuertemente la conidiacion y estimula la reproduccién sexual, mientras que
PsiA (la &-lactona de PsiC) estimula la conidiacién e inhibe Ia reproduccion
sexual (Champe, eral, 1987, Mazur, etal, 1990). Se ha



propuesto que PsiA se produce en la periferia de la colonia induciendo la
idiacion, y que | se convierte en PsiC a través de un intermediario

PsiB poco activo, inhibiendose la conidiacisn e induciendose la reproduccion
sexual (Champe y Simon, 1992). Este modelo pudiera explicar el control

spaciotemporal del! crecimiento vegetative, la reproduccion

Cromosoma {li

bria {p/1):lacZ

pJA22 i1
Bluescript KS (=) ‘

arg8 bria{p/i):lacZ  Bluescriptk5¢-) arg8

Integracidn

Figura 5. Integracion de la fusién genica pbriA:lacZ en el gene
argB de la cepa TJA22,

Estructura del plismido pJA22 integrade en el gene de argB en el
cromosoma III de 4. nidulans. La secuencia del promator de brid se
indica por la caja gris, la secuencia de /tcZ por una caja con rayas
verticales, argB por la caja negra. La direccidn de los transcritos se indica
por las flechas, Las secuencias de Bluescript y CAT (cloranfenicol acetil
transferasa) estan indicadas en la figura.



asexual y sexual en la colonia, pero aiun falta conocer los mecanismos
moleculares de su accion y de si PsiA o PsiC afectan los patrones de expresion
de brid (Timberlake, 1991, Champe y Simon, 1992),

E!l estudio del efecto de otras 1 bientales en A. nidulans (por

ejemplo: limitacidn nutricional, pH, presién osmética) se reduce a unos cuantos
reportes: uno sobre un microciclo de conidiacién inducido por baja glucosa
(Crebelli y Bandiera, 1982), y otros mis sobre esponilacion de A. nidulans en
cultivo liquido (Saxena y Sinha, 1973; Martinelli, 1976), estudios han sido
ignorados ya que la esporulacién en A. nidulans es tipicamente inducido en
medio sélido por exposicion al aire (Morton, 1961).

Debido a que los mecanismos que controlan la adquisicién de la
competencia no han podido ser identificados (Axelrod, 1972; Axelrod, er af,
1973; Champe, et al, 1981), y de que se requiere una fase aerea para inducir la
esporulacion (Morton, 1961, Axelrod, 1972; Timberlake, 1980), algunos
grupos han sugerido, que la conidiacion se encuentra predeterminada en ua
"programa de eventos” dentro del ciclo celular, cuya respuesta no se ve
influenciada por condiciones ambientales (P. hok y Axelrod, 1976; Adams,
et al, 1992; Lee y Adams, 1994), por lo que se carece de informacion sobre

condiciones ambientales especificas pudieran regular la expresion del gene 67l
y al inicio de la conidiacién.

A. nidulans es el hongo filamentoso en el que mejor se entiende la
conidiacion, y sin embargo, no se conocen las seflales y mecanismos que
disparan este proceso. Los diversos estudios sobre la induccién de la
esporlacion en otros hongos filamentosos tales como; dspergillus niger,
Giberella funjikuroi, Penicillum chrysogenum, han demostrado que las sedales

q

ambientales juegan un papel fund al en la i ion de la esporulacién




(Morton, 1961; Vézina, et al, 1963; Galbraith y Smith, 1969). Es por esto que
se ha decidido estudiar el efecto que el medio ambiente pudiera tener sobre el
inicio de 1a esporulacitn y la reguiacion del gene brid en A. nidulans.



Objetivos.

La expresion del gene br!d en A, nidulans juega el papel principal en el
cambio del crecimiento vegetativo a la reproduccion asexual (Fig. 3).
Aproximadamente {a mitad de la induccion de brid es Brid independiente
(Aguirre, 1993) y pudiera estar controlada por seales ambientales. La atencion
principal se ha situado en comprender los mecanismos que conducen a la
elaboracion del conididforo, y se ha tenido poco intéres en las sefiales que
disparan el proceso de esporulacién. Para completar el modelo de regulacion
con el que actualmente se cuenta, resulta conveniente incluir el tipo de sefiales
externas que regulan el proceso, pﬁncipaﬁnenlc las que activan y regulan al

gene brid,

Debido a las limitaci que pr las técni les de
conidiacién en medio sélido, nos propusimos los siguientes objetivos:

a) Definir las conidiciones experimentales que nos permitieran inducir la
esporulacion de A. nidulans en cultivo liquido y evaluar el efecto de diversas
seflales ambientales sobre la expresion de brid.

b) Evaluar los efectos del stress nutricional, particularmente la privacién
de carbono y nitrégeno, sobre la expresion del gene bri4 y 1a esporulacién.

<) Estudiar el efecto que distintas proteinas regulatorias tales como Cred
(represor del catabolismo de carbono) y Ared (activador del metabolismo)
tienen sobre la induccion de brid.

d) Analizar la posibilidad de obtener mutantes con expresién prematura
del gene brid (esporulacion precoz), en cultivos liquidos.




Para poder realizar un seguimiento de la induccién del gene brid, se
decidio emplear la construccidn entre el promotor del gene brid fusionado al
gene lacZ de E. coli como marcador de expresién genética (Fig. 5), lo que nos
pemitinia analizar los niveles de expresion de d#/d cuantificando la actvidad
de f-galactosidasa.



px]

Materiales y Métodos.

Andlisis genético y cepas empleadas de Aspergillus
nidulans.

Los genotipos de las cepas de 4. nidulans que se utilizaron en este
trabajo se muestran en la tabla I, y la relacion marcadores genéticos-fenotipo se

.

encuentra en la tabla [I. Se emplearon procedimientos genéticos i para

cruzar las cepas y obtener la progenie requerida (Pontecorvo, et af, 1953;
Clutterbuck, 1974), La cruza de las cepas se efectiio inoculando las cepas
padres (que posean ‘marcadores genéticos complementarios) de manera
proximal, en medio minimo solido suplementado con todos los requerimientos.
Después de que las cepas crecieron, se corté un fragmento de micelio de la
region donde ambas cepas se juntan y se transfirié a medio minimo solido que
carecia de suplementos, donde sdlo los heterocariontes son capaces de crecer.
De las zonas de las cuales hay conidiacion, se colectaron las esporas y se
plaquearon empleando la tecnica de vaciado en placa en medio minimo sin
suplementos y se recuperar colonias diploides. Una vez colectadas las esporas
se roded la caja con Masking tape para reducir la tensién de oxigeno, y las
cajas se continuaron incubando hasta observar la formacién de cleistotecios. Se
recuperon los cleistotecios grandes (los pequeiios son el resultado de una
autocruza), y se limpiaron de restos de micelio rodandolos en medio solido.
Posteriormente se transfirié cada clesi io a un tubo Eppendorf en donde se

rompio apretandolo contra las paredes del tbo, y las ascosporas se
resuspendieron en 200 ! de agua esteril.

Para efectuar el analisis de los productos de la cruza sexual, se
plaquearon 20 pd de la solucién de ascosporas por caja de Petri con medio



minimo solido suplementado con los requerimientos de las cepas padres. Una
vez recuperada la progenie, se transfirieron las esporas de las colonias a una
caja maestra que poseia todas los requerimientos, y de la cual se replicaron las

colonias a los medios que nos permitian identificar los marcadores genéticos.

Tabla 1. Cepas de Aspergillus nidulans empleadas en este trabajo.

Cepas empleadas Genotipo Origen
PW1 bidl. argB2, meiGl, veAl. | P, Weglenski
MH40 YAl suAadE20, adE20, M.J. Hynes
riboB2, areA217, cre4204,
vedl.
TJA22 brld(-2900 prl)::lac Z J. Aguirre
(argB::argB::CAT), bidl,
metGl, vedl.
TIAL6 brlA(-885 p/l)::lacZ J. Aguirre
(argB*::argB::CAT), bidl,
metGl. vedl,
TJAL briA(-413p/l)::lacZ J. Aguirre
{argB~::argB::CAT). biAl,
metGl, veAl.
A242 bidl, pacC3, vedl. FGSC
A283 sudadE20, yA2, adE50; FGSC
acrAl; galdl; pyrod+:
JacA303; sB3: nicBS; riboB2,
vedl.
Ad56 proAl, yA2; galE9, adl50, FGSC
methH2, dild1; vedl.
A516 galE9, meaB6, adl50, actdl; | FGSC
vedl; chadl, sE13, nirdls.




Cepas empleadas Genotipo Origen

CPGl brlA(-2900 p/l)::lacZ TJA2Z x MH440
(argB+::argB::CAT), bidl,
metGl, riboB2, cred204,

vedl.

CPG3 bidl, metGGl, riboB2, TJA22 x MH440
cred204, vedl.

CPGs brid(-2900 pr)::tacZ TJA22 x MH440

(argB+::argB::CAT), bidl,
meiGl, riboB2, ared217,

vedl.

CPG8 bidl, metGl, riboB2, TJA22 x MH440
ared217, vedl.

CIS9 brlA(-2900 prl)::facZ Mutagenesis u.v.

fargB+::argB::CAT), bidl, | TJA22 (este trabajo)
metGl, vedl, cis9.
CIS10 ") brid(-2900 pi)::lacZ Mutagenesis u.v.

(argB+::argB::CAT), bidl, | TJA22 (este trabajo)
meiGl, vedd, cisl0.
CIs13 brid(-2960 pri)::tacZ Mutagenesis u.v.

(argB+::argB::CAT), bidl, | TJA22 (este trabajo)
metGl, vedl, cisi3.
CIS17 brA(-2900 p/l):: Mutagenesis u.v.

(argB+::argB::CAT), bidl, | TJA22 (este trabajo)
metGl, vedl, cisl7.
CIS18 brld(-2900 p/l)::lacZ Mutageuesis w.v.

(argB+::argB::CAT), bidl, | TJA22 (este trabajo)
metGl, vedl, cisl8§.
CI1s19 briA(-2900 psl)::lacZ Mutagenesis w.v.

(argB+::argB::CAT), bidl, |TJA22 (este trabajo)
merGl, vedd, cisl9.

El medio de seleccién de las mutantes c¢red contenia alcohol
alilico 1 mM y el medio de seleccion para [as mutantes ared contenia nitrato
de sodio en lugar de cloruro de amonio (Arst y Cove, 1973). Para identificar



las colonias que poseian la fusion pbridc/f::lacZ, estas se dejaron crecer
hasta que conidiaran y entonces se permeabilizaron con vapores de cloroformo
durante 30 minutos para después inundar la caja con Buffer fosfatos 30 mM,
pH 7.5 con 0.02% peso/volumen del colorante X-gal. La formacion de un
precipitado azul en la colonia revelaba la presencia de actividad de B-
galactosidasa (Aguirre, ef al, 1990). Para la deteccion de las colonias mutantes
en el gene pacC3, estas se crecieron durante 24 horas en medio minimo solido
sin fosfatos y después, las cajas se inundaron con Buffer de acetato 0.6 M,
pH 48 con 0.5 mg/ml de o-naftil fosfato de sodio y 5 mg/ml de la sal
G.B.C. Granate rdpido (Fast Gamet G.B.C. salt, Sigma Co. St. Louis, MO,
E.U.), donde en las colonias mutantes no se forma un precipitado café resultado
de 1a reaccion del a-naftol liberado por las fosfatasas, acoplado al colorante
azo (Dorn, 1965). Para la deteccién de proteasa extracelular, las cepas se
crecieron en medio con y sin fuente de nitrégeno (nitrato, nunca amonio)
suplementado con 1% de leche descremada (skim milk), donde $as colonias que
poseen proteasa extracelular degradan la leche y forman un halo.

Tabla IL Relacion eatre los marcadores genéticos de las cepas
empleadas y el fenotipo que presentan.

Genotipe Fenotipo

acrdl resistencia a acriflavina

actdl resistencia a cicloheximida

adE20 requerimiento de adenina

adl30 requerimiento de adenina

ared217 mutacién en el activador de los genes del
metabolismo de nitrégeno (incapacidad de crecer en
nitrato)

argB2 requerimiento de arginina




Genotig Fenotip
bidl requerimiento de biotina
chatl idias de color amarillo-verdoso (Chartrense)
cred204 mutacidn en el represor de los genes del
metabolismo de carbono {tiecne desreprimida ef gene
de Ia alcohol deshidrogenasa)
dilil idiag de color diluid
Jacd303 resistencia a (lueroacetato e incapacidad de
eraplear el acetato como unica fuente de earbono
{acetil-CoA si )
galdl incapacidad de crecer ¢n galactosa come tinica
fuente de carbone (vegulador de las enzimas
aalactocinasa y ealactosa-1-P-uridil transferasa),
galE9 incapacidad de crecer en galactosa came tinica
fuente de carbono
meal? resistencia a metilamonio
metGl requerimients de meétionina
methf2 requerimiznto de metionina
nicB8 requerimiento de nicotinamida
nirdlj imposibilidad de utilizar nitrito y nitrato como
fuente de nitrdgeno (regulador de la nitrito y nitrato
reductasa)
pacCs mutacion en el regulador de la expresién de los
genes regulados por el pH, no sintetiza fosfatasa
dcida
prodl requerimiento de praling
pyroAs requerimiento de piridoxi:
riboB2 requerimiento de riboflavina
sB3 requerimiento de azufre reducido como el tiosulfato
o metioning, {transportador de azufre)
sELS requerimiento de azufre reducido como el tiosulfato
a metionina, (PAPS reductasa).
sudadESQ supresor del requerimiento de adenina adESQ
vedl mutacidn que le da una apariencia tersa alas
colonias (velvet), eliming el requerimiento de lux
2ra esporular
ydl conidias amariilas (fenol oxidasa)
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La asignacitn de los genes definidos por mutantes nuevas a alguno de los

8 cr de A aidulans, se realizd recurriendo al empleo de cepas
maestras con marcadares en cada uno de los cromosomas (por ejemplo, la
cepa A286) y al ciclo par ral del microorgani {Fig. 1). Una vez
obtenidos los diploides de la cepa maestra ¥ a cepa cuya mutacion queremos

asignar a un cromosoma, se procedic a haploidizas af diploide. La
haploidizacidr se realizé en medio minimo solide suplementado con los
requerimientos de las cepas padres, y al cual se le adicionardn enwe 70 v 100
mg/ml del inhibidor de microtubulos p-fluora-fenilalanina, Las conidias se
) inoculason mediante un palillo en un punto en el centro de la caja y se

incubaron aproximad una o dos En ese lapso de tiempa se

observo Ja formacién de distintos sectores en la colonia. Estos sectores son
regiones donde ha habido perdida de algunos cromosomas, {o que le permite al
micelio crecer de manera mas vigorosa que ¢l resta de la colonia. Se recuperon
fas conidias de cada uno de los sectores de 1a periferia de !a colonia y se
atalizé la progenie de manera similar a la progenie obtenida de una cruza
sexual (McKuily y Forbes, 1963).

Cultivos liquidos de Aspergillus nidulans.

Los cultivos en medio liquido de A. ridulans se realizaron en mawaces
Erlentneyer mantenienda un volumen de medio de 1/5 del volumen del matraz
{(par ejemplo; 50 ml. de medio en un matraz de 250 mL). El medio de cultivo
empleado es el descrito por Kafer (Kifer, 1977) suplementado con los
requerinientos aprapiados.

La solucion de esporas empleada para inocular los cultivos liquidos se
obtuvo de cajas con medio minimo sélido que se inoculd a confluencia y que se
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dejo crecer durante 5 dias a 37°C. Las esporas se colectaron raspando las cajas
con una asa de metal y uma solucién de Tween 80 al 0.01% esteril. La
suspension de esporas se cenwrifugd y se lavo 3 veces con la misma solucién,
resuspendizndo las esporas despuds del Gltimo lavado en agua destilada esteril.
Para cuantificar la concentracidn de esporas, se tomo una alicuota de la
suspension de esporas y se diluyo 100 veces. Las esporas se contaron en un
hemocitémetro siguiendo un patron en forma de X, leyendo los cuadros de las
esquinas y el cuadro central. Para obtener el nimero de esporas, el ndmero
obtenido se dividio por el numero de cuadros empleados para contar y se
multiplicd por el factor de dilucién, por 25 y por un factor de 1xi04
{ esporag/ml = [# esporas+5] x 25 x [dilucion] x Ix104 ) . Los matraces se
inocularon a una densidad de 5x105 esporas/mi.

El precultiva se realizaba generalmente en matraces de 2 litros con 400
mi de medio de cultivo durante 18 horas a 37°C y 300 r.p.m. La transferencia
de micelio se realizo tomando alicuotas de 50 ml. del precuitivo, las cuales se
fitraron por Miracloth (Calbiochem) esteril y se lavd con 1 volumen de agua
destlada esténl (S0 ml) y 2 volimenes de medio minimo (100 ml)
suplementado carente de glucosa yfo de nitrogeno (precalentado z 37°C).
Posteriormente el micelio se transfirid con una espatula esten! al nuevo medio
de cultivo y !a incubacidn se prosigio a 37°C y 300 r.p.m.

A distintos tiempos, las muestras se colectaron filtrando todo el eultivo
de 50 mi. por Miracloth {Calbiochem), se eliming el exceso de liquido
empleando papel absorbente e inmediatamente se congelaron en nitrégeno
{fquido. Las mueswas se conservaron a -70°C hasta que se lioflizaron
empleando vacio en un Speed-Vac (Savant) durante 4.5 horas. Las muestras
liofilizadas se molieron ya sea manualmente con wna espitula, o con un
triturador de tejidos eléctrico, sin que esto afectara a las muestras o la

R ke i ekl
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reproducibilidad de los experimentos. Las muestras secas molidas se guardaron
a -70°C hasta ser utilizadas para diversas determinaciones. También se
colectaron muestras del medio de cultivo para determinaciones de glucosa,
nitrato, pH, etc., y muestras de micelio para observaciones en el microscopio.
Para colectar las esporas producidas durante el cultive, el medio filtrado se
centrifugo, y las esporas se resuspendieron en 500 ! de agua destilada esteril.
De manera altemativa, y para evitar los riesgos de concentrar las esporas al
centrifugarias, se tomo 1 ml del medio de cultive sin pellets. Las esporas se

contaron empleando el hemocitémetro.

Microscopia.

A las muestras de micelio de las diferentes condiciones de cultivo se le
anadio glicerol para llevarla a una concentracién final del 20% volumen a
volumen, y se almacenaron a -20°C. Estas muestras se emplearon para realizar
inspecciones bajo el microscopio y verificar la formacion de estructuras
conidiogénicas y la produccién de esporas.

El conteo de esporas se realizd empleando un hemocitémetro y
diluyando las esporas a una concentracion adecuada, como ya se describio,

Se empleé un microscopio de marca Carl Zeiss con microscopia de
contraste de fases. La fotografia se realizo empleando un filtro verde y rollo
fotografico Kodak Tri-X-Pan 400. Los aumentos se indican en el pie de cada
figura.
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Determinacién de la  actividad  especifica de
f-galactosidasa.

La determinacién de B-galactosidasa se realizé siguiendo el protoesio de
Miller (Miller, 1972). Este método se basa en la hidrdlisis del compuesto
ortonirofenil-B-D-galactopirancsa (ONPG) por la B-galactosidasa, liberando
en ¢l proceso el compuesto cromogénico ortonitrofenol, cuya concentracién se

puede determinar espectrofotometricamente.

Soluciones:

Buffer de extraccion Buffer de Fosfatos 0.2 M, pH 7.

Cloruro de Potasio 20 mM.
EDTA 1 mM.
Buffer Z Buffer de Fosfatos 0.1 M,pH 7.

Clonuro de Potasio 10 mM.
_Sulfato de Magnesio 1 mM.
B-mercaptoetanol 25 mM.

Buffer de paro Bicarbonato de sodio (NazC03) 1 M.

Solucion ONPG (4 mg/ml) Ortonitrofenil-B-D-galactopiranosa 200 mg.
Buffer Z 50 ml.

Reactivo de Bradford ~ Bio-Rad Protein assay dye reagent concentrate
(Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA).

1.  Resuspender fas liofilizadas y molidas de micelio
(aproximadamente el volumen de! polvo no debe pasar de la linea dz 500



wl de un tubo Eppendorff de 1.5 6 2 mi) en 1 ml de Buffer de extraceion
a4°C, Ayudarse con un palillo y con el vortex.

Mantener los extractos cuando menos durante ! hora en hielo con
agitacion ocasional para resuspender las proteinas.

Centrifugar las muestras a 4°C y 10,000 r.p.m. durante 15 minutos.

Correr las siguientes reacciones a 30°C empleando los extractos da las

proteinas resuspendidas.
Preparar [os siguientes tubos por cada muestra de extracto:

Tubo 1. 0 minutos de tiempo de reaccion
Tubao 2. 2.5 0 5 minutos de tiempo de reaccion

Tubo 3. 5 0 10 minutos de tiempo de reaccion

Utilizar 2.5 y 5 minutos como tiempe de reaccién cuando la
concentracion de enzima es muy alta, de lo contrario, emplear los
tiempos mds largos de 5 y 10 minutos.
Al tubo que va a servir de fondo durante cada reaccién (0 minuras de
reaccion) se adicionan las siguientes soluciones en el orden indicado:

720 pl Buffer Z

500 ul Buffer de paro

50 ul Extracto

160l Solucién de ONPG

Para cada tubo donde se efectuaran las reacciones mezclar:

720l Buffer 2
50 pl Extracto



11.

12.

13.

14,

Para iniciar las reacciones agregar 160 pl de Ja solucién de ONPG e
inmediatamente mezclar e incubar a 30°C. Correr las reacciones

iniciando primero los tiempos largos y después los tiempos cortos.

Parar las reacciones agregando 500 de Buffer de paro, comenzando
cen los tiempos cortos y después los tiempos larges. La reaccidn no se
detiene totalmente al afadir el Buffer de paro, y aunque el tubo de fondo
es un control adecuado, no es conveniente guardar las reacciones por
tempos prolengados (>1 hr.) antes de ser leidas en el espectrofotometro.
Preparar los tubos del blanco (fondo) mezclando:

770 1l Buffer 2

500 Buffer de paro

160 pl Solucién de ONPG
Leer las muestras a 420 n.m, usando el blance (tubo de fondo el cual no
tiene extracto de proteina) para calibrar el espectrofotometro en cero.
Leer los tubos de fondo (0 minutos de reaccion) y los tubes de los dos

tiempos de reaccion de cada extracto.

Para medir la proteina soluble diluir 50 pl del extracto en 950 pi de agua

"(dilucion de 20 veces), y de esta dilucién tomar 25 pl y lievarlos a 800 pl

con agua.

Agrepar a la segunda dilucién de la muestra 200 pl del reactive de
Bradford y mezclar (la segunda dilucion es de 40 veces).

Leer las muestras a 595 n.m. y comparar las lecturas contra una curva
patrdn de albumina, cuyo rango abarque de 0 a 16 mg/ml de proteina.
Las concentraciones recomendadas para hacer la curva son: 0, 2, 4, 6, 8,

10, 12, 14 y 16 mg/ml de proteina a partir de una solucidn stock de
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t mg/ml de albumina. Calcular la proteina por 50 pl de exwracto
mutiplicando la concentracidn reportada por e espectrofotémetro por la
dilucion (40 veces) entre {000  {reportada] x 40 + 1000 ).

Obtener fa diferencia de densidad 6ptica por minuto de las reacciones
restando el valor del primer Hempo de reaccion (2.5 0 S minutos) menos
el valor del fondo observado, y el resultado dividirlo por el tiempo (2.5 0
5 minutos dependiendo del caso).

Dividir ef valor obtenido de ia diferencia de densidad dptica por minuto
( AOD/min ) entre 12 concentracidn de proteina en SO pl.

Obtetter Jas unidades de actividad especifica de B-galactosidasa
dividiendo el resuitado antesior (AOD/min/proteina en 50 i) entre ur
factor de correccidn 0.0045 .

Determinacién de glucosa.

La cuantificacién de glucosa se realizé empleando el Kit de

determinacién de glucosa de Sigma (St. Louis, MO, USA), de acuerdo 2 las

especificaciones del fabricante. Este método hace uso simultaneo de la glucosa

oxidasa y de la peroxidasa. La plucosa oxidasa en presencia de glucosa genera

peroxido de hidrogeno que la peroxidasa emplea para oxidar un compuesto

cromoggaico, Ef desarrollo de color es proporcional a 1a cantidad de glucosa, y

1a cuantificacién se realiza espectrofotometricamente. Este método esta basado
en el desarroilado par Kenston (Kenston, 1956) modificado por Rasbo y
Teskildsen (Raabo y Terkildsen, 1960).

Soluciones:



bH]

Solucién de Enzimas Disolver una capsula de enzimas en 100 m| de agua
destilada. Esta solucion contendrd 500 unidades de
glucosa oxidasa y 100 unidades de peroxidasa en

Buffer.

Solucién de colorante  Disolver todo el colorante (50 mg de cloruro de
o-dianisidina) en 20 ml de agua destilada.

Solucion Enzimas + colorante Por cada 100 ml de solucién de Enzimas
agregar 1.6 m) de solucién de colorante.

Cada capsula disuelta en 100 ml de agua destilada sirve para realizar 20
reacciones.

1.  Diluir las muestras 200 y 400 veces con agua destilada. Tomar 1 ml de
cada una de las muestras diluidas en tubos separados.

2. Agregar 5 ml de la solucion de Enzimas + colorante. Mezclar.

3. Incubar las muestras durante 30 minutos a 37°C en la obscuridad.

4. Leer las muestras a 450 n.m. y comparar las lecturas contra una curva
patrén de glucosa, cuyo rango abarque de 0 a 128 mg/ml de glucosa. Las
concentraciones recomendadas para bacer la curva son: 0, 2, 4, 8, 16, 32,
64 y 128 mg/ml de glucosa a partir de una solucion stock de 128
g/ml de glucosa.



Extraccion de RNA de Aspergilius nidulans.

La extraccion de RNA de micelio es un proceso delicado que requiere
soluciones tratadas con dietilpirocarbonato (DPC), material esterit v uso de
guantes. Ei micelio a utilizar debe de ser manipulado lo menes posible v una

vez colectado debe ser congelado inmedi en nitrd {fquido. El

&

siguiente método (Timberlake, 1980) se basa en ¢l uso de fenol dcido para
separar el RNA del DNA.

Solucianes:

Solucion PAS Acido p-aminosalicilica de sodie (PAS) 12g

Agua tratada con DPC 0.1% 10ml
Solucién TNS Acido tri-isopropilnafieno sulfato de sodio (TNS) 0.2 gr.
Agua tratada con DPC 0.1% 10 ml.
Solucidn RNB 5x TriseHCl 1M
NaCl 25 M
EGTA 025 M
pH 85
Solueibn TELS TriseHC! 200 mM
EDTA 2 mM
SDS 1%
pH 7.6

Fenof satwrado con agua GIBCO BRL (Life Technologies, Inc., N.Y., US.AL)

Fencl:Cloroformo Mezelar un volumen de fenol saturado con agea y un
volumen de cloroformo. Mezclar bien y utilizarla
fase orgdnica.

.. S b -



Cloruro de Litio 10M
Agua desionisada tratada con DPC al 0.1 % esteri}

Las soluciones se tratan con dietilpiroecarbonate (DPC) al 0.1 % y se
esterilizan. Si la solucién no se puede esterilizar, emplear desde el principio
agua tratada con DPC. El material que se utilice debe ser tratado con esta
misma agua y de ser posible se esteriliza.

1. A un tubo Eppendorff de 2 ml con aproximadamente 500 pl de micelio
en polvo agregar 600 ul de la siguiente solucién:

Para 25 ml: A) Tomar 10 ml de la solucion de PAS fresca fria.
B) Agregar 10 ml de lasolucidn de TNS fresca fria.
C) Agregar 5 ml de la solucion de RNB 5x.
D) Mezclar hasta obtener una suspensién (pH aprox. 8.9).

2. Resuspender muy bien el micelio. Agregar 500 u! de Fenol saturado con
agua. Agitar de manara vigorosa constantemente y mantener en hielo.

3. Mezclar con vortex para homogeneizar perfectamente. Si es necesario,
agregar 300 pl mas de la suspencion PAS/ITNS/RNB.

4. Agregar 200 pl de Cloroformo (300 pl si se agregaron 300 pl de mas de
Ia suspension PAS/TNS/RNB) y mezclar muy bien con vortex.

5. Calentar 2 68°C durante 5 minutos. Mezclar en el vortex y dejar en hielo.
Centrifugar a 10,000 r.p.m. durante § minutos a 4°C.

6.  Recuperar tanto la fase acuosa y afadir 1 volumen de fenol:cloroformo y
mezclar con el vortex durante | minuto. Centrifagar las muestras a
10,000 r.p.m. durante 5 minutos a 4°C.
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Recuperar la fase acuosa y repetir la extracein con el fenol:cloroformo
(punto 6) 4 veces mas.

Recuperar la fase acuosa y extraerla con cloroformo, de la misma manera
como se hizo con el fenol:cloroformo,

Recuperar la fase acuosa y agregar LiCl 10 M para alcanzar una
concentracion final de 2 M, tomando 1/5 del volumen de Ia fase acuosa.
Afadirlo cuidadosamente para evitar la formacién de precipitades. Si
esto ocurre, calentar la muestra a 65°C hasta que entre en solucion.
Incubar las muestras a 4°C durante toda la noche. Centrifugar las
muestras a 10,000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C.

Decantar la solucién y resuspender el pellet de RNA en 200 pd de agua
tratada con DPC al 0.1 %.

Aifiadir 20 pl de LiCl 10 M y 500 pl de etanol. Mezclar e incubar en
hielo 20 minutos. Centrifugar las muestras a 10,000 r.p.m. durante 10
minutos a 4°C.

Decantar la solucién y lavar el pellet con etanol absoluto,

Secar las muestras y resuspender el RNA en 100 ul de TELS.
Cuantificar el RNA a 260 n.m. y guardar las muestras a -70°C.

Otras técnicas de biologia molecular empleadas en este

trabajo.

La electroforesis de RNA se realizdé en geles desnaturalizantes de

agarosa con formaldehido corriendo las muestras a 60 volts durante 5-6 horas,
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Una vez concluida la electroforesis se transfirio el RNA a membranas de
nitrocelulosa con soporte de nylon Hybond-N (Amersham, Inglaterra) y se dejo
transferir toda la noche (Timberlake, 1980; Sambrock, et al, 1989),

Para el marcaje de la sonda con radioactividad se empleo el Kit de
Random Priming de GIBCO BRL (Life Technologies Ine,, N.Y., U.S.A) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante, y manteniendo las normas de
seguridad adecuadas para el wabajo con radioactividad. Este raétodo consiste
en incubar el DNA desnaturalizado con dodecameros (oligémeros de 12
nucledsidos) de DNA de secuencia al azar y nucledtidos (uno de ellos
radioactivo) en presencia del fragmento Klenow de Ia DNA polimerasa de E.
coll, por lo que se sintetizan hebras complementarias de] DNA con algunos
grupos fosfato radioactives (Sambrock, et al, 1989). La sonda empleada para
identificar el gene &rid es el fragmento BamHI-EcoR{ de 2.5 Kbs del plésmido
pBS2.5 (Boylan, er al, 1987) y el fragmento pequefio HindIII-HindIII de
1.7 Kbs del plasmido pDGH25 (Gems, et al, 1990) se empleo como sonda
especifica del gene de argB. El gene de argB se empleo como control para
confirnar que se cargo la misma cantidad de RNA en cada carril del gel.

La hibrdizacién de la membrana con la sonda radioactiva se realizé
siguiendo un protacolo estandar (Sambrook, et al, 1989), La formacién de los
hibridos entre el RNA y la sonda marcada de DNA se efectuo a unma
temperatura elevada (65°C) ya que la solucion de hibridizacion no condene
agentes desnaturalizantes como la formamida. La hibridizacion se llevo a cabo
toda la noche y para remover la sonda inespecifica la membrana se lavo en
condiciones de alta astringencia. Para desnudar la membrana para volver a
utilizarla, ésta se incubo con agua destilada con 0.1% de SDS y se hirvid
durante 4 minutos en el homo de microondas. Para las autoradiografias se

empleo pelicula X-OMAT AR de Kodak que se expusé a fa membrana durante



periodos de entre 5 horas a 6 dfas dependiendo de lo caliente que estuviera la

sedial radioactiva.
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Resultados y Discusién.

La privacién de carbono o nitrégeno inducen la expresidn
del gene brid a distintos niveles, causando distintos patrones de
esporuiacién.

Generalmente l1a esporulacion en A, nidulans es inducida exponiendo e
micelio 2 una fase aerea, en medio solido. Este método de induccién dificulta
los estudio de los efecto que el medio externo pudiera tener sobre ¢l inicio de la
conidizcién. Sin embargo, son pocos los repories en donde se ha estudiado la
esporulacion de 4. nidulans en cultivos sumergidos (Saxena y Sinha, 1973;
Mastinelli, 1976). Esos experimentos han sido ignorados debido a que los
experimentos no se describieron con suficiente detalle (Saxena y Sinha, 1873} ¢

las condici experimentales empleadas arrojan resultados dudosos, que no

excluyen la esporulacién en interfase aerea, ya que se empleo un radio
aire/liquido elevado de 1/12.5 (Martinelli, 1976). Debido a que la optimizacion
de un medio de cultivo quedaba fuera de los objetivos del trabajo, se decidio
empleac el medio minimo de Kifer (Kafer, 1977) conservando radios
airefiquido de 1/5 de medio de cultivo con respecto al volumen del matraz,
para investigar el efecto que la privacion de nitrégeno o de carbono pudieran
tienen sobre la induccion del gene drid.

Se empled {a cepa TJA22 la cual contiene una copia dnica del promotor
de brida‘f fusionado al gene reportero lacZ de E. coli (pbrida’P:lacZ)
integrada en el gene de argB (Fig. 5). La cepa se creci6 en medio liquido
durante 18 horas a 37°C y 300 r.p.m., y el micelio resultante se transfirio a

medios casentes de glucosa, nitrato o a un medio minimo estandar (control).

f
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Se colectaron mueswras a distingos tiempos, utilizando un matraz por muestma,
{as cuales se procesaron para determinar la actividad de S—palactosidasa, para
extraer RNA y para examinar el micelio bajo el microscopio. La figura 6A
muestra la actividad de B-galactosidasa. Se puede observar que tanto la
limitacién de glucosa como la limitacion de nitrogeno indujeron la vexpresién de
1a fusién pbridav/f::lacZ, sin embargo la limitacion de glucosa indujo al gene
brid de manera mds rdpida y a niveles mas elevados que la limitacion de
nitrégeno. Cuando el cambio se realizd al medio control, sélo se produjo un
ligero incremento en la actividad de A-galactosidasa a las 20 horas. La
actividad especifica de la #—galactosidasa enddgena fué menor a 10 unidades.

Figura 6. Induccién de brit por privacion de glucosa o nitrato en
cultivos liquidos.

(A) Ac Tacién de Agal idasa en la cepa TJA22 crecida en
medio minimo con 1% de glucosa y 70 mM de NaNQO3 duraate 18 horas y
transferida a medios sin glucosa, sin nitrato o medio minimo estandar,
como se describe en materiales y métodos. La incubacion se continué bajo
las mismas condiciones y el micelio de cultivos completos se congeld y
liofilizé a los tiempos indicados. Parte de las muestras se procesaron para
determinar la actividad de p-galactosidasa, siendo que la actividad
especifica corresponde a U mg proteina -1 (Miller, 1972). Cada punto es el
promedio de cuando menos dos experimentos independientes, siendo el
porcentaje de variacién menor al 15%

(B) Morfologia de los conidiéforos 20 horas después del cambio del
micelio a los medios sin glucosa (pomel superior), sin nitrato (panel
intermedio) o 2 medio minimo estandar (pane! inferior). La flecha grade
en el panel superior indicz un conidiéforo reducido tipico, y las puntas de
flechas indican esporas libres. Las flechas cortas en el panel intermedio
indican counidiéforos complejos. En el panel inferior se muestran hifas no
diferenciadas, Amplificacidn: 400x.

k-,
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Figura 7. A facién de los jes de bride y bridf inducidos
por privacién de glucosa o nitrogeno.

El RNA mensajero total se aislo de upa parte de las muestras
procesadas en la figura 6. EI RNA se analizé en un Northern blot y se
hibridizé con una sonda especifica para bride/f. Los carriles
corresponden a los distintos tiempos después del cambio del micelio a los
distintos medios indicados. El tiempo cero corresponde a un crecimiento
de 18 boras en el medio minimo estandar. La confirmacidn de que se cargo
en todos los carriles {2 misma cantidad de RNA se realizé desnudando la
membrana y rehibridizandola con una sonda especifica para el gene de
argB,



En ambas condiciones de privacién se generaron conidiofoforos en
medio liquidos, pero con morfologias muy distintas. En el medio carente de
carbono se produjeron conidioforos muy reducidos con esporas en la punta
(Fig. 6B, panel superior), morfologia semejante a la que se genera cuando
seinduce al gene brida o bridf a partir del promotor de la alcohol
deshidrogenasa (Adams, et af, 1988; Han, er a/, 1993). En cambio, los
conidioforos producidos en el medio carente de nitrégeno fueron muy
elaborados (Fig. 6B, panel intermedio) y se asemejan a los generados en una
interfase aerea. En el control no se observd ninguna sefial de ¢sporulacion (Fig.
6B, panel inferior).

Las distintas morfologias observadas podrian deberse a la expresién
diferencial de cualquiera de los transcritos de bri4 (a o f), por lo que
decidimos analizar los RNA mensajeros en un "Northern blot”. Este analisis
revelé que la acumulacidn de ambos transcritos era paralela a la actividad de -
galactosidasa reportada por la fusidn, ¥ no se observd ninguna diferencia salvo
la cuantitativa (Fig. 7). Analisis densitométrico de la figura 7 mostré que la
proporcion de los transcritos dridarbrid 8 era alrededor de 1.4 en todos los
casos {brl4 es mds abundante que brida, Prade y Timberlake, 1993).

Estos resultados muestran que: a) Tanto el gene brid como la esporulacisn
pueden ser inducidas en cultivos liquidos de composicion definida, y que fa
induccion del gene brid puede ser monitoreada a través de cuantificar la
actividad de B-galactosidasa proveniente del gene reportero brida/f::lacZ. b)
La privacién de carbono o nitrdgeno son capaces de inducir al gene brid a
distintes niveles, c) Los niveles de expresion del gene /4 (tanto & como f)
.correlacionan inversamente con la complejidad del conidioforo generado.
Creemos que el empleo de esta metodologia puede ser una herramienta
experimental muy itil para realizar estudios sobre el inicio de la esporulacion,



ya que el medio de cultivo liquido ofrece un ambiente homogéneo que permite
modificar y medir los retos ambientales a los que el hongo puede ser sometido.
Es necesario enfatizar que aunque la esporulacién asexwal se comprende
mucho mejor en A nidulans que en cualquier otro hongo filamentoso, la
esporulacién sumergida ha sido considerada rara o inexistente, y se ha pensado
que los factores nutricionales no juegan ningin papel en el inicio de la
conidiacion (Adams, et al, 1988; Adams, et al, 1992; Han, ef al, 1993; Lee y
Adams, 1994).

El hecho de que los distintos grados morfolégicos alcanzados por el
conidioforo correlacionen con la taza de induccion del gene brld y no con la
acumulacién preferencial de un transcrito sobre oo (& sobre f o al reves),
sugiere que los distintos tipos celulares del conidiéforo son el resultado de un
incremento gradual en la dosis de la proteina Brld. La dosis menor
corresponderia a la formacidn de vesiculas y la mayor a la de las fialides y

esporas. Esta propuesta serd elaborada en la siguiente seccién.

Efecto de distintas fuentes de carbono sobre la expresién
de briA y 1a esporulacién.

Para comprender mejor el efecto represivo de la glucosa sobre la
expresion del gene brld, se decidio estudiar el efecto de fuentes de carbono
caracterizadas como no represivas (arabinosa, glicerol y acetato, McCullough,
et al, 1977) sobre la induccidn de este gene. Para este efecto, se crecio 1a cepa
TJA22 como en el experimento anterior y se transfirid el micelio a medios que
- contenian G, 0.1 y 1% de glucosa, 1% de arabinosa, 1% de glicerol 0 100 mM
de acetatos. Se colectaron muestras de cstas conidiciones utilizando un matraz

por tiempo, que se procesaron para determinar la actividad

!
;
i
|
|




£§0181898 WW Q0L
1049216 9t

esoujqese 94|

esepisoyoejeb

9 °Pp PEPIANOY

esoan|B g4
esoan|B gg1°0
esoan|B ug
a8
<
TT
Qa
-
N
@
2
o ﬁ.lt o~
g8g2%8 -
o203 ¢
25 uchM
SgB<YE
cmeEES
ﬂOMlmw
L " 1 1 [ L
o o [-3 o =3 =]
a <1 o =] 1]
o ) w a N
<

Timpo (h)



de S-galactosidasa (Fig. 8A), estudiar la morfologia (Fig. 9) y cuantificar el
nimero de esporas generadas (Tabla III). 24 horas después det cambio det
micelio a los distintos de medios, los niveles de f-galactosidasa alcanzados en
los cultivos que conterdan 0.1% de glucosa fueron los mas elevados, seguido
por ¢l medio que carecia completamente de fuente de carbono. Los medios
con 1% de arabinosa, 1% de glicerol 0 100 mM acetatos presentaron niveles
bajos de expresion de brida/f::lacZ, similares a los alcanzados en el medio
control {medio minimo con 1% de glucosa). Debido a que la expresion de brid
no se desreprimio cuando el micelic se transfirid a los medios que contenian
fuentes de carbono no represoras (arabinosa, glicerol y acetato), es poco

probable que la induccion de brid por

Figura 8, Expresién del gene brld en cultivos sumergides con
distintas fuentes de carbono tanto represoras como no represoras,

(A) La cepa T.JA22 se crecié durante 18 horas en medio minimo con
1% de glucosa y 70 mM de NaNO3, y a este tiempo se transfirié el micelio
a distintos medios que contenian las fuentes de carbono indicadas, Se
tomaron muestras de micelio utilizando un matraz por tiempo y Ias
muestras se procesaren para determinar la actividad de Fgalactosidasa.
Cada punto corresponde al promedio de cuando menos dos experimentos
independientes, con un procentaje de variacién no mayor al 16%.

(B) El RNA mensajero se aisié de las muestras cosechadas 24 horas
después del cambio del micelio 2 los medios con las distintas fuentes de
carbono, indicadas ea la parte superior. El RNA se sometié a un analisis
por Northern blot usando una sonda especifica para érida/f. Se confirmé
que en cada carril se cargo una cantidad de RNA equivalente desnudando
la membrana y rehibridizandola con una sonda especifica para argB.
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Tabia III

Produccién de esporas y variacién del pH externo después del cambio del
micelio a distintas fuentes de carbono.

Fuente de Esporas/cultive pH pH
carbono (x 103) (6 ) (24h)

Sin glucosa 50 000 6.8 7.2
0.1% glucosa 130 000 7.1 7.6
1% glucosa 8 7.6 8.4
1% arabinosa 20 73 8.3
1% giicerol 14 6.9 8.1
100 mM acetatos 14 85 838

La cepa TJA22 se crecié en medio minimo con 1% de glucosa y 70
mM de NaNO3, y el micelio se transfirié a las fuentes de carbono
indicadas. El cultivo se muestreé a las 24 horas para determinar la
produccién de esporas y a las 6 y 24 horas para medir el pH. El nimero de
esporas que se muestra es el promedio de dos experimentos independientes
con un porcentaje de variacién menor al 13%.

privacion de glucosa este mediada por la represién catabélica por carbono
dependiente del gene regulador Cred (ver mas adelante y a McCullough, et al,
1977; Arst y Bailey, 1977; Dowzer y Kelly, 1991).



La complejidad de los conidioforos desarrollados 24 horas después del
cambio del micelio a las distintas fuentes de catbono (Fig. 9) correlacionan
con las actividades de G-galactosidasa reportada por la fusion (Fig. 8A).
Nuevamente, incrementos rdpidos en la actividad de J~galactosidasa, y por lo

tanto del mensaje de brld (como en O y 0.1% de glucosa, fig. SA).'

comesponden con un nimero de esporas elevado y con la formacion de
conidioforos reducidos (Fig. 9, paneles A y B; Tabla III); mientras que
incrementos graduales en actividad corresponden a una ausencia de estructaras
esporulantes (1% glucosa) o a la presencia de algunos conidioforos
morfogeneticamente mas complejos y un nimero de esporas bajo (Fig. 9,
paneles C, D, E y ¥; Tabla IIT). Alrededor de 100 U son suficientes para formar
conidiéforos (por ejemplo, ver 1% de arabinosa o {% de glicerol), sin embargo,
fos mismos niveles de actividad se alcanzan en ¢l medio con 1% de glucosa y
no se generan estructuras conidiantes, debido posiblemente a que otros genes
necesarios para la esporulacidn (pero no brfd) se reprimen por glucosa a avés
de un mecanismo mediado por Cred. Las diferencias en Ja morfalogia de los
conidioforo no se deben a una acumulacin diferencial de los transcritos de
brid (a o B, fig. 8B), lo que apoya nuestra hipétesis de que la regulacion del
proceso de conidiacion depende de la expresion total de 4rid y no del tipo de

transcrito generado.

Este modelo cuantitativo que comelaciona la expresion de brid y el
grado de desarrollo del conidicforo es apoyado por vardes tipos de evidencia,
Primero, 12 induccion rdpida y a altos niveles de cualquiera de los transcritos de
brid (o B) desde el promotar inducible del gene de la alcohol deshidrogenasa
{alcA), causa la produccién de esporas a partir de las puntas de las hifas
(Adams, et al, 1988; Han, et al, 1993). Segundo, brida y bridf parecen tener
una funcion redundante, ya que copias maltiples de cualguiera
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de los transcritos puede susttuir la necesidad del oo durante el desarrollo
(Prade y Timberlake, 1993). Tercero, mutantes como medd y stud
(Clurterbuck, 1969; Miller, ef af, 1992) presentan conidioforos aberrantes, cuya
morfologia es consistente con una transcripcion desregulada de brld, tanto en el
tiempo como en el espacio (Aguirre, 1993).

Muchos genes dependientes de érld4 poseen una o mas copias de los
elementos de respuesta a dr/4 o BREs dentro de sus regiones promotoras
(incluyendo al misme gene b#/4; Chang y Timberlake, 1993; Miller, 1993), por
lo que es factible suponer que el control de brld sobre ¢l desarrollo del
conidioforo dependa del lugar y momento de su expresion, asi como de la dosis
de la proteina Brid. Un ejemplo notable de la regulacién dosis dependiente de
un proceso morfogendtico es el del gene bicoid de Drosophila melanogasier
(Driever y Niisslein-Volhard, 1988).

Tanto la limitacién de glucosa como la nitrégeno podrian afectar la
expresion de /4 no solo a nivel ranscripeiénal, sino también a nivel de la
traduccién de los mensajeros (por ejemplo, estzbilizando los transcritos de
brid), ya que hay evidencia que bridf esta regulada por un mecanismo de
represion traduccional {Han, et af, 1993) y hemos observado que la taza de
degradacion del mensaje de &rid es muy alta (Figs. 7y 8B).

Figura 9. Morfologia de los conidiéforos 24 horas después de que Ia
cepa TJA22 se transfiris a distintas fuentes de carbono.

A; sin glucosa, B; 0.1% de glucosa, C; 1% de glucosa, D; 1%
arabinosa, E; 1% glicerol y F; 100 mM acetato de sodio. Las flechas
grandes en A y B indican conidiéforos reducidos, y las puntas de flechas
indican esporas libres. Las flechas gordas en los paneles D-F muestran

ididforos plejos. Magnificacién: 1000x.
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Efecto del pH durante Ia induccién de brZd por limitacién
de nutrientes.

En general los experimentos anteriores muestran una buena correlacion
entre Ia dosis de bri4 y la morfologia del conidiéforo, sin embargo, no esta
claro porque se forman coniditforos elaborados en medios con arabinosa,
glicerol o acetato, mientras que en 1% de glucosa no hay ninguna sedal de
esporulacion, siendo que en todas las condiciones la actividad de
G-galactosidusa es semejante y no se observan diferencias entre Jos dos
transcritos de &rld (Figs. 8, A y B). Se ha demostrado que el gene de fa
tsopeniciling N sintetasa {ipnd) estd sujeto a tepresion catabolica por carbono
independiente del gene cred, y cuyo efecto se puede eludir si se culiva ef
hongo en un pH alcaliro extremo (Shah, er af, 1991; Espeso y Peflalva, 1992;
Espeso, et af, 1993). Debido a la semejanza que presenta el modelo de
regulacion de los genes ipnd y brid, decidimos monitorear los cambios det pH
en las distintzs fuentes de carbono empleadas. En la tabla I se muestra los
distintos grados de alealinizacion que se produjeron en las distintas condiciones
a las 6 y 24 horas después de haber realizado el cambio de medios. Las
mayores diferencias ceurrieron durante las primeras 6 horas de incubacion, y
los medios con 100 mM de acetatos y 1% de glucosa son los que presentaron la
alcalipizacion mas fuerte. Este resuitado sugiere que el mecanismo de represitn
por carbono de brid es distinto al de ipnd, ya que la represion de brid no se
puede sobrep incubando el micelio en pH alealino (Fig. 8A y tabla 1M,
como suceds con ipad, ¥ ademas, excluye la posiblilidad de que ¢l cambio en

ol pH externo sea el responsable de Jas distintas morfologias observadas en las
fuentes de carbono empleadas, por lo que en estas condiciones debe existir
algun oo factor responsable de la morfologia del conidiéfora. Por otro {ado,
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en otro tipo de experimento, el micelio crecido durante 18 horas se transfirié a
medio con 1% glucosa/70 mM amonio (MM amonio) en vez de 1% glucosas70
mM nitrato (MM nitrato), y se encontrd

Tabla IV

Preduccion de esporas, morfologia del conidiéforo y cambios del pH
inducidos por distintos tipos de privacién de nutrientes,

Tipo de Esporas/cultive | Morfologia del pH pH
limitacion (x 103) conidiéforo (6h) (241b)
- Glucosa 50 000 Reducido 6.8 7.2
+ Nitrato
- Glucosa 3100 Reducido 6.0 6.2
+ Amonio
+ Glucosa 64 9500 Complejo 62 6.1
- Nitrato
+ Glucosa 52 800 Complejo 6.3 63
- Amonio
- Glucosa 107 000 Reducido 6.3 638
- Amonio
Las condi experi les empleadas son similares a las que se
indican en la tabla III, excepto que el cambio del micelio se realizg a
medms que carecian de gl , mitrato, io o gl y nitrato

] imente. Cuando el bio se realizé a culnvos con o sin amonio,

el cultivo se realizd en medio minimo con 1% de glucosa y 70 mM de
NH4CL La produccién de esporas y la morfologia del conidiéforo son de
muestras tomadas 24 horas después del cambio del micelio a los distintos
medios, y el pH se determino de muestras de 6 y 24 horas después del
eambio del micelio. Se muestran resultados representativos.




Tabla V

Actividad de g-gal id
medios de cuitive ajustados a distintes pH con y sin buffer.

prod

Condicidaes | Actividad de | Esporasfenitivo pH pH
Bgnlactosidasa (x 103y (6h) (24 1)

pH 4, 46.15 170 000 53 6.4
Sin Fosfates

pH 4, 95.35 214 000 44 51
Con Fasfatos

pH 6.5, 157.13 107 00O 6.5 6.8
Sin Fosfatos

pHG.5, 729.63 450 000 6.5 6.4
-Con Fosfatos

pH 8, 204.63 340 000 72 7.3
Sin Fasfatos

pHE, 88.53 31 400 1.7 7.7
Con Fosfatos

55

de esporas y cambios del pH en

Las condiciones experimentales fueron similares a Jas descritas en la tabla
111, excepto que el cambio se realizd a medios con 1% de glucosa y 70 ml
de NaNO3 cuyos pH fueroun ajustados a 4, 6.5 y 8, y que carecian o poseian

100 mM de buffer de fosfato de sodio. Las actividad

de Sgalact

e

y &l uimero de esporas son de muestras tomadas a las 24 horas después
del cambio de! micelio a los distintos medios, y El pH se determiné en las
muestras de 6 y 24 horas después del cambio, Se muestran resultados
representativos.
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que brld estaba completamente reprimido, aunque en este caso et medio de
cultivo se acidificd (pH finai de 2.5). Este experimento demuestra que la
glucosa es capaz de prevenir la expresién de brld tanto en pHs alcalinos como
dcidos. También, se observd que la esporulacion sumergida inducida por
privacién de glucosa, nitrato, amonio o Simultineamente glucosa y nitrato,
siempre resultaba en pH externos cercanos a la neutralidad (Tabla IV). De
hecho, 1a esporulacién se vié reducida, aunque no evitada, cuando el micelio se
cultivd en medios sin glucosa y sin nitrato y cuyo pHs fueron preajustados a 4 o
a 8 (con o sin 100 mM de buffer de fosfato de sodio, tabla V). Durante astos
experimentos, es poce probable que los efectos observados se deban a
alteraciones en la fase vegetativa del crecimiento, ya que A. nidulans puede
crecer en pHs desde 2,5 hasta 10.5 (Caddick, et al, 1986a; Rossi y Arst 1990),

En resumen, la regulacion del gene brid es distinta de la del gene ipnd,
ya que a diferencia de la regulacion de este gene, la induccién de brid y el
desarrollo del conidiéforo se ven reducidos si el micelio se cultiva en medios
con pHs extremos, tanto dcidos como alcalinos. De hecho, medios de cultivo
con capacidad de amortiguar el pH alrededor de 6.5-7 son los que inducen
mejor al gene brid y favorecen la conidiacién.

Cuando se realizd un cultive prolongado de 4. nidulans en el medio de
Kafer (Kfer, 1977) sin transferirlo de medio de cultivo, no s¢ observéd ningun
indicio de conidiacion, aunque se expresé el gene drld (Fig. 10). No obstante
que la induccion de drlA coincidio con el agotamiento de la glucosa del medio,
el pH se alcalinizo fuertemente y no se observo ninguna seiial de conidiacion
(Fig. 10). Cuando en un experimento de este tipo se incluyé 100 mM de buffer
de fosfato de sodio (pH inicial de 6.5), se observd que las cinéticas de consumo
de glucosa y de induccién de brld se conservaron, pero



37

80 2
——  Act. B-qal.
—&— Glucosa
8 —t— o )
o p
s 80
E * 3
kS )
- .=
P« ¢ Eg
2 8
K ‘ 2
2 [>-]
2 ®
5 2
H
o 6 12 18 24 30 36 42

Timpo (k)

Figura 10. Induccién de drlda/f, consumo de glucosa y cambio del
pH durante e! crecimiento prolongado de la cepa TJA22 en medio minimo.

La cepn TJA22 se inoculd en medio minimo con 1% de glucosa y 70
mM de NaNQ3 y se cultivo durante 42 horas. En los tiempos indicados, se
colecté el micelio utilizando un matraz por tiempe, y se determiné fa
actividad de f-galactosidasa. Se analizaron muestras del medio de cultivos
para determinar el consumo de glucosa y los cambios en.el pH. Cada
punto es el promedio de cuando menos dos experimentos independientes,
con un porcentaje de variacién menor al 12%,

los niveles de S-galactosidasa alcanzados fiteron mis altos, el pH se mantuvo
alrededor de 6.5 y se observd una conidiacion profusa (Fig. 11). El hecho de

que en cultivos standares prol dos de 4. nidul no se observe la

esporulacion del hongo, puede ser la causa de que ningun otro grupo considers
a la conidiacién sumergida como un fenémeno comnin y reproducible, No



obstante, ya se habia reportado esporulacién sumergida en un medio que
contenia 100 mM de fosfatos en fugar de la concentracién de 11 mM de
fosfatos del medio de Kifer, sin embargo, no se relaciono la presencia del
fosfate con la esporulacién (Martinelli, 1976).

El efecto sobre la esporufacion observado con la inclusién de 100 mM de
fosfatos en el medio de cultivo, también se podria deber a cambios en la fuerza
idnica v/o presion osmotica, mas que al pH. Para contestar esta pregunta se
- empled una concentracién de 100 mM de clorure de sodio (NaCl) para ver que
efecto tendria la sal sobre el desarrollo del conidiéforo. Sin considerar a los
demas componentes del medio de cultivo (elementos traza, sales de nitrogeno,
etc.) 100 mM de fosfatos contribuye con una fuerza idnica de 0.171, mientras
que 100 mM de NaCl posee una firerza idnica de 0.1.

La cepa TJA22 se crecio durante 18 horas en medio minimo y el micelio
se transfirié a medios con 100 mM de fosfatos o 100 mM de NaCl. Las
actividades de f-galactosidasa 24 horas después del cambio de medios fueron
muy semejantes: 120.8 U en ¢l medio con fosfatos, contra 166.6 U obtenidas
con NaCl, y en ambas condiciones los conidioféros producidos tenian una
estuctura elaborada. No obstante, mientras que los niveles de actividad y la
morfologia fueron semejantes, las diferencias en el pH a las 24 horas después
del cambio fueron notable: 6.9 en el medio con fosfatos contra 7.99 en el medio
con NaCl.

Las diferencias obtenidas indican que Ia fiterza idnica tiene un efecto real
sobre Ia expresién de brid y sobre la morfologia. Sin embargo, cuando el hongo
se precrecio en medic minimo y se transfirig a l;.lcdiOS cuyo pH se preajusté 4,
6.5 y 8 y que contienian o carecian de 100 mM de fosfatos, la diferencia en la
actividad de A-galactosidasa entre los medios con y sin buffer es mayor cuando
el medio se ajusto a pH 6.5 (incremento de 4.6 veces) que
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Figura 11. Induccién de brida/B, consumo de glucosa y cambio det
pH durante el crecimijento prolongado de 1a cepa TJIA22 en medio minimo
suplementado con 100 mM de buffer de fosfato de sodio pH 6.5,

La determinacion de la actividad de g-galactosidasa, consumc de
glucosa y cambios en el pH se realizé de manera identica a Ia que se
muestra en la figura 10, salvo que el medio de cultivo se habia
suplementado con 100 mM de buffer de fosfato de sodio pH 6.5 para
amortiguar los cambios en el pH, Nuevamente cada punto es ¢} promedio
de cuando menos dos experimentos independientes, con un porcentaje de
variacién inferior al 12%.

cuando el medio esta ajustado a 4 {incremento de 2 veces), e inclusive 2 pH 8
12 actividad disminuy6 (decremento de 2.3 veces), Este experimento demuestra
que también el pH contribuye a la regulacion de brid y al desarrollo del
conidicforo.



Por el momento no podemos evaluar la importancia relativa del pH y la
fuerza idnica sobre el proceso de esporulacidn, sin embargo, no hay duda que
que ambos factores juegan un papel fundamental al nivel de la transeripcidn de
brld. Aunque estos experimentos no permitien evaluar la contribucion de cada
una de las condiciones de manera separada, sabémos que estos fenomenos son
veales v que tanto ¢l pH como la fuerza iénica contribuyen a la regulacién del

proceso de conidiacion.

Efecto de 1a fuente de nitrégeno sobre la expresién de brid
y la esporulaci6n.

La limitacion de nitrdgeno en medio liquido induce la expresion del gene
brld de manera gradual y conduce a la formacion de conidioforos elaborados
(Fig. 6). Cuando se inoculan a confluencia cajas con medio sélido con nitrato
de s;odio 70 mM, el micelio empieza a conidiar 36~42 horas despues de haber
sido inoculade. Sin embargo, cuando se inocula de la misma manera en medio
que contiene cloruro de amonio 70 mM, el micelio crece rapidamente pero
esporula muy mal y tardiamente. Estas observaciones sugieren que la fuente de
nitrégeno empleada tiene un profundo efecto sobre la conidiacion.

Durante el crecimiento de 4. nidulans en medio liquido, e! pH cambia
dependiendo de la fuente de nitrégeno empleada. El empleo de nitrato de sadio
conduce a un pH final de alrededor de 8, debido a que no se pueden neutralizar
los iones de sodio, mientras que el empleo de cloruro de amonio conducira a un
medio acido que termina por inhibir el crecimiento, debido a la presencia de
iones clorato, El empleo de tartrato de amonio o de pitrato de amonio conduce
a una acidificacion del medio que después tiende a neutralizarse (Zonneveld,
1977).
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Para analizar el efzcto de )a fuente de nitrdgeno sobre Ia conidiacidn, se
crecio la cepa TIA22 en medio con nitrato de sadio, y a las 18 horas el micelio
se transfirid a medios con nitrato, nirato mds 200 mM de fosfatos o sin nimrato.
De igual manera se crecio la misma cepa pero en medio con clonwro de amonio
y se wansfirié el micelio a medios con amonio, amonio mas 50 mM de citrato
de sodio ¢ sin amonio. La figura 12 muestra los valores de f-galactosidasa,
miengas que en la tabla IV se muestran los valgres de pH para algunos de los
puntos. Tanto en ¢l medio minimo nitrato (pH final 8.4) como en el medic
minimo amosio {pH final 2.3), las actividades de Fgalactosidasa fueron
bajas y no hubo desarrollo de estructuras conidiogénicas (Fig. 12 y Fig. 13,
paneles A y D). Es interesante ¢l hecho de que mientras con nitrato el
crecimiento vegetativa continua, en ef medio con amonio las hifas adquieren
una estructura anormal y hay desarrollo de posibles células Hille (ginduccion
del eiclo sexual?). No sabemos si este fenomeno se debe a la acidificacion del
medio, a la fuente de nitrdgeno o a la toxicidad del ion clorato.

La adicion de 200 mM de fosfatos al medio con nitrato, asi como la
adiciéon de 50 mM de citratos al medio ¢con amonio indujeror la
P-galactosidasa a niveles mas elevados, se mantiuvo el pH alrededor de 6.5 y
se indujo la conidiacién (Fig. 12 y Fig. 13, paneles B y E). Tanto los niveles de
B-galactasidasa alcanzados como las estructuras generadas en el medio con
amonio y citratos 50 mM soa equivalentes a los del medio minimo con
nitrata, salvo que en ¢l medio con 50 mM de citratos se corrige la morfologia
producida por el cloruro de amonio, y se observan algunas métulas muy
espaciadas (Fig. 12 y Fig. 13, panei E). La limitacidn total de nitrdgeno tanto
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Figura 12. lnduccién de brid a/f en cultivos sumergidos que carecen
o poseen distintas fuentes de nitrégeno.

La cepa TJA22 se crecié 18 horas en medio minimo con 1% de
glucosa y 70 mM de NaNOj3 (figuras cerradas) o 70 mM de NH4Cl
(figuras abiertas), y el micelio se transfirié a los medios indicados. La
incubacion se continud bajo las mismas condiciones, y a los tiempos
indicados se tomaron muestras que se procesaron para determinar la
actividad de S-galactosidasa. Cada punto es el promedio de cuando menos
dos experimentos independientes, con un porcentaje de variacién menor al
16%.,

en un cultivo precrecido en amonio como en nitrato conduce al mayor
incremento en la actividad de S-galactosidasa, siendo ligeramente superior la
que presenta el micelio precrecido en amonio. Los niveles de esporulacion, el
pH final y la morfologia en ambas conidiciones son muy semejantes (Tabla IV

y Fig. 13, paneles Cy F).
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Estos resultados confirman el hecho de que pHs extremos (tanto cidos
como alcalinos) tienen un efecto adverso sobre la conidiacion, y sugieren que el
mecanismo de regulacién de 5r/4 por fuente de nitrégeno pudiera ser ravés de
la acivador de los genes del metabolismo de nitrogeno Ared.

Efecto de las mutaciones cred y ared sobre la expresidn de
brid.

Los resultados obtenidos en los experimentos donde se emplearon
distintas fuentes de carbono o de nittdgeno son muy sugestivos de que la
esporulacion y 41/4, estan integrados al esquema metabdlico general del hongo.
Para comprender mejor la regulacion del gene brld, se construyeron las cepas
CPGl y CPG5. Ambas cepas se seleccionaron de una cruza entre las cepas
TIA22 y MH440, La cepa CPGI posee la fusion pbrid::lacZ y la mutacion
cre4204, y 1a cepa CPGS5 ademds de poseer la fusion pbrid::lacZ, contienc Ia
mutacion ared2/7.

Figura 13. Morfologia de los conidioforos 24 horas después de la
transferencia de! micelio 2 medios que carecian o poseian distintas fuentes
de nitrigeno.

A; 70 mM de NaNOg3, B; 70 mM de NaNO3 y 100 mM de buffer de
fosfatos pH 6.5, C; sin NaNO3, D; 70 mM de NH4CI, E; 70 mM de NH4Cl
y 50 mM de buffer de citratos pH 6.5 y F; sin NH4Cl. El micelio de los
paneles A-C se crecié en medio minimo 1% de glucosa y 70 mM de
NaNO3 durante 18 horas antes de transferiles a los distintos medios,
mieatras que el micelio de los paneles D-F se crecié en 1% de glucosa y 70
mM de NH4CI durante 18 horas antes de transferires. Las flechas gordas
en los paneles B, C, E y F indican-conidiéforos elahorades, mientras que
las puntas de flechna en los paneles C y F indican esporas libres.
Amplificacién 1000x,
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La mutacién en el represor del catabolismo de carbono cred se
caracteriza por la desrepresion de un cierto nimero de genes involucrados en el
metabolismo del carbono en presencia de sacarosa (por ejemplo, la alcohol
deshidrogenasa alcd; Arst y Cove, 1973; Arst y Bailey, 1977; Hynes y Kelly,
1977), por lo que si brid esta sujeto a la represion catabélica por carbono
mediada por Cred, se debe de observar la desrepresion del gene en presencia
de glucosa. La figura 14 muestra el perfil de actividad de f-galactosidasa v el
consumo de glucosa de la cepa CPGI, asi como una cepa control (CPG3,
mutante cred sin fusién), crecida continuamente sin tranferirlas a otro medio.
Es notable ¢l hecho de que las cepas cred 10 consumieron la glucosa tan bien
como Ja cepa silvestre, ya que a las 42 horas de cultivo ain queda mas de la
mitad de [a glucosa en el medio, lo cual puede deberse a que la mutante cred
crece menos que la cepa silvestre. Por otro lado, Ia actividad de
B-galactosidasa presentd un patron de induceicn y niveles similares a los de la
cepa silvestre (Fig. 10), Et hecho de que en 1a cepa con la mutacion cre420+4 se

exprese el gene brid en pr ia de concentraci elevadas de glucosa
sugiere que brid esta sujeto a la represidn catabélica por carbono dependiente
de la proteina Cred.

Este resultado presenta una contradiccién con el resultado obtenido con
las distintas fuentes de carbono, donde se concluia que b7/ estaba sujeto a una
represion catabdlica por carbono independiente de Cred (Fig. 8A). Esta
contradiccién podria resolverse proponiendo que la mutacion ered posee otras
funciones ademis de las atribuidas como represor clisico del catabolismo de
carbono. De hecho, el producto del gene cred presenta una region de
hornologia con {a clase de motivos estructurales de union al DNA del tipo
"dedos de zinc” (Miller, et al, 1985; Klug y Rhodes, 1987) y en particular con
Ia proteina MIG! de S. cerevisiae involucrada en la represion
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Figura 14. Induccién de bridc/f y consumo de glucosa durante el
crecimjento prolongado de la cepa CPGL.

Las cepas CPGl (pbrida/BiilacZ, cre4204) y CPG3 (creA204) se
inocularon en medio minimo con 1% de glucosa y 70 mM de NaNO3 v se
cuitivaron durante 42 horas. En los tiempos indicados se colectd el micelio
utilizando un matraz por tiempo y se determind In actividad de £
galactosidasa. El consumo de glucosa se determino a partir de muestras
del medio de cultivo colectadas a los mismos tiempos. Sélo se muestra una
curva de consumo de glucosa ya que ambas cepas la consumen de manera
idéntica. Cada punto es el promedio de cuando menos dos experimeatos
independientes, con un porcentaje de variacién menor al 18% para la
CPGl1 y del 5% para la CPG3.

por carbono en esta levadura (Nehlin y Ronne, 1990), pero también presenta
una segunda region de homologia con la proteina RGR/ de S. cerevisiae (Sakai,
et al, 1990), Las mutantes parciales de rgr/ estin afectadas en muchas
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funciones celulares tales como resistencia a la represién por glucosa,
sensibilidad a altas temperaturas, problemas en la esporulacion, orentacién
aberrante de fa yema durante la gemacion y niveles elevados de cAMP (Sakai,
et al, 1988 v 1990),

En favor de nuestra propuesta de que el efecto de Cred sobre la
induccion de 4rid sea bimodal debido a que Cred posee dos motvos
estructurales de union al DNA, se puede argumentar los siguiente. Primero, la
disrupcion genética de cred es letal (Dowzer y Kelly, 1991), es decir, que
Cred es indispensable en A. nidulans, y debe poseer alguna funmcidn aun
desconocida. Segundo, diversas mulantes de S. cerevisiae aisladas por tener
desreprimida la invertasa o la f-galactosidasa en presencia de'glucosa han
resultado tener alterados procesos tan diversos como el tipo de cruza
(mating-type), la esporulacidn, y la expresién de genes que no estan sujetos a la
represion catabolica por carbono (por ejemplo; la expresion de los elementos
Ty, Teumbly, 1992). Tercero, los niveles de expresién de la proteina Cred de
Tricoderma reesei disminuyen cuando el microorganismo se cultiva en sorbitol,
glicerol ¢ celulosa y se les afdade glucosa, un resultado poco usual para unz
proteina encargada de controlar la represion por glucosa (Hmen, er af, 1994).
Cuarto, distintos aleleos mutantes de cred poseen distintas morfologias en
cuanto a la forma de las colonias y la_densidad de conididforos, atin cuando
muestran niveles semejantes de desrepresion del gene de Ia aicohol
deshidrogenasa alc4 (Arst y Cove, 1973; Arst y Bailey, 1977; Hynes y Kelly,
1977). Por ejemplo, el alelo cre4204 forma colonias muy compactas pero
esporula de manera silvestre, mientras que el alelo ered430 genera colonias
pequedas pero no tan compactas y ademas tiene problemas en la conidiacién.
Recientemente se recibio en el laboratoro el alelo cred930, v las cruzas entre
esta cepa y la TJAD2 se estd realizando. El analisis de la progenie con el alelo
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mutante y la fusion pbridef::lacZ permitirin comprender mejor las

interacciones entre la proteina Cred y el gene brid.

El papel de la proteina Ared sobre la induccién det gene brid se eswudio
empleando la cepa CPGS5 y una cepa control ared que carecia de la fusién
pbrid::lacd (CPGB8). El gene ared codifica para un activador de los genes
involucrados en el metabolismo del nitrégence (Arst y Cove 1973; Arsty Bailey,
1977; Cove, 1979; Caddick, 1992; Scazzocchio, 1992). Posee un solo "dedo
de zinc™ adyacente a una regién de aminodcidos bisicos (Kudla, et al, 1990,
Stankovich, ¢f a/, 1993) y presenta una alta homologia con las proteinas NIT2?
de N. crassa y GLN3 de S. cerevisige, por lo que se ha incluido dentro de la
familia de los factores wanscripeionales GATA (Fu y Marzluf, 1990; Kud!a, er
al, 1990, Marzluf, 1993). Debido a que las cepas con la mutacién ared son
incapaces de utilizar el nitrato como fuente de nitrogeno, se precrecieron estas

cepas en medio minimo amonio y el micelio se transfirié a un medio sin

1

io, donde esper que si brl4 estaba sujeto a la activacion por Ared,
se abateran sus niveles de induccién. En efecto, los niveles de S-galactosidasa
alcanzados por fa cepa CPGS5 24 horas después del cambio son menores que
los alcanzados por una cepa con la proteina Ared intacta (Fig. 15).

Este experimento sugiere que brld4 esta sujeto a la activacion del
metabolismo del nitrogeno, mediada por Ared. El alelo mutante empleado en
este experimento (ared217) carece de la proteina funcional, sin embargo,
existen otros alelos con una funcién de Ared aumentada que seria interesante
estudiar. Recientemente se recibio esta mutante llamada xprD/ (extracellular

protease) en el laboratorio, y seestan realizando las cruzas adecuadas para
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Figura 15. Induccién de brida/f en una cepa silvestre (TJA22) y en
una cepa carente del activador Ared (CPGS) en cultivos liquidos carentes
de amonio,

Las cepas TJA22, CPGS (pbritca/B::lacZ, ared217) y CPGS8
(are4217) se crecieron en medio minimo con 1% de glucosa y 70 mM de
NH4Cl durante 18 horas, y el micelio se transfirié a medio minimo con 1%
de glucosa pero que carecia de NH4Cl. Se continué la incubacién bajo las
mismas condiciones y a los tiempos indicados se colectaron las muestras
que se procesaron para  determinar Ia actividad de 5
galactosidasa. Los puntos de la curva de la cepa TJA22 son el promedio de
cuando menos dos experimentos independientes, con un procentaje de
variacién del 16%. Los puntos de las curvas de las cepas CPGS y CPG8
son el resultado de un solo experimento.

estudiar su efecto sobre la esporulacién, donde esperamos que cultivos
sumergidos de esta cepa exprese al gene {4 de manera aumentada. También
serd necesario estudiar el efecto de otras fuentes de nitrdgeno (por ejemplo



distintos aminoacidos) sobre la esporulacién, para comprender mejor la
relacion entre e} metabolismo nitrogenado y la conidiacion.

La incegracidn de todas estas sefiales ambientales y la esporulacion a
nivel de la regulacion del gene brld pudiera ser muy compleja, ya que en la
region promatora del gene 4rid se situan muchas elementos regulatorios que
podrian influir su taza de transcripeién. Es importante resaltar que se requiere
una regidn reguladora de hasta -2913 pares de bases {pb) hacia arriba det sitio
de inicio de la ranscripcion de érlda, para lograr una expresidn completa del
gene. Cortes progresivos del promotor hacia el sitio del inicio de la
transcripeién, reducen gradualmente el nivel de transcripeidn de brid sin alterar
su tegulacidn espacial (Aguirre y Timberlake, sin publicar). De manera
semejante, cuando se crecieron cepas por 18 haras que contenian fusiones locZ
con distintos tamafios del promotor de brid (cepas TIAI8 y TIAL2) y se
transferian 2 medios con 0, 0.1 y (% de glucosa, conservan el perfil de
actividad de F-galactosidasa, ain cuando los niveles absolutos disminuyen
(Fig. 16). La presencia de multiples clementos regulatorios dentro de 1a region
promotora de brid, pero sobre todo el ameglo de bride y bridf (genes
sobrelapados), dificulta ¢l estudio de los efectos que distintos activadores (por
¢jemplo Ared) o represares (como cred) tendrian sobre su transcripcion, ya
que las interacciones que se podrian dar entre estos reguladores podrian ser
muy diversas (por ejemplo; sinergicas, antagonicas, etc,). El gene regulador de
la esporulacion en Myxgcoccus xanihus, csgd, se comporta de manera similar
al gene brid, en cuanto a que reducciones sistematicas del promotor también
resultan en {a disminucion gradual en la actividad del gene y al anesto del
praceso morfogenético en distintos puntos (Li, et al, 1992). De cualquier
forma, 1a demostracién bioquimica de 1a unidn de las proteinas Cred y Ared
al promotor de brid es un requisito indispensable para probar,
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Figura 16. Regulacion por glucosa de la fusién pbrid a/f::lacZ con
distintos tamafos de Ia regidn promotora de brid.

Las cepas que se indican se crecieron 18 horas en medio minimo con
1% de glucosa y 70 mM de NaNO3 y el micelio se transfirié a medios con
0, 0.1 y 1% de glucosa. Las muestras se colectaron 24 horas después del
cambio de medios y las muestras se procesaron para determinar la
actividad de B-galactosidasa. Los nimeros entre paréntesis indican el
tamafio de la secuencia regulatoria hacia arriba del gene brida/B,
tomando como referencia el sitio de inicio de la transcripcién de drita
(para ver los detalles de la organizacién de la unidad de transcripcién de
briAa/B ver la ligura 4y Prade y Timberlake, 1993).

junto con nuestros resultados, el papel regulador in vive de estos genes sobre la

expresion de brid.
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Obtencién y caracterizacién parcial de mutantes de
Aspergillus nidulans que presenten una esporulacién anticipada.

El periodo de crecimiento que requiere 4. nidufans para poder conidiar
se le ha denominade competencia (Axelrod, 1972; Axelrod, er af, 1973;
Champe, es af, [981). Una vez alcanzada la competencia, el hongo es capaz de
responder a una fase aerea y conidiar (Timberlake, 1980; Zimmerman, 2r af,
1980; Boylan, er al, 1987), No obstante que la relacién entre competencia v
conidiacion es clara, no se sabe especificamente en que consiste este fenomeno
y de que manera esta regulado.

La relacién entre {2 competencia y la capacidad para responder a los
estimuios ambicntales nos hicieron pensar que mutantes que hubieran
esquivado la competencia, podrian esporular en un tiempo menor del requerido
por la cepa silvestre y tendrian alterado el control de la expresion del gene
brid.

Se llevo a cabo una mutagénesis de acuerdo al método desarrollado por
Kifer (Kafer, 1965), Brevemente, una solucion de 1x108 esporas/ml de Ia cepa
TJA22 en 25 ml de agua esteril se irradiaron durante 90 segundos con una dosis
de wv, de aproximadamente 700 mW/cm2, para lograr un 90% de mortalidad.
Se realizd un enriquecimiento de mutantes que consintid en cultivar en medio
liquido las conidias irradiadas, A las 30 horas después de inoculadas se filtro el
micelio colectando las conidias que se encontraran en cf cultivo, y que podrian
provenir tanto de mutantes que presentaran una esporulacion temprana, como
de mutantes que tardaran mucho en germinar. El filtrado se concenwd por
centrifugacion y las esporas se emplearon para sembrar cajas con medio
minimo con 1% y 0.1% de glucosa. Las colonias se dejaron crecer durante 24
horas y se tifieron con X-gal. De 200 colonias seleccionadas por su aspecto
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sano, se reseleccionaron 5 mutantes que se teiifan con X-gal mas temprano que

la cepa padre. También se selecciond una mutante que presentaba un fenotipo

aberrante y una conidiacion variegada. No se les ha asignado nombre a la

mutacion y el alelo mutante se conoce con el nombre asignado a la ¢spa

mutante original. A continuacion se describen parcialmente las 6 cepas

mutantes:

CIS9.

CIS10.

CIs13.

CIs17.

CIS18.

Presenta un crecimiento similar a la cepa padre, pero se tifie con
X-gal mucho mds temprano,

Crece de manera muy compacta y tanto las conidias como el micelio
adquieren un color cafe. Se tifie con X-gal mucho mas temprano que la
cepa padre. Los conidioforos presentan una apariencia similar al
fenotipo medA (conidioforos reiterados), sin embargo, cruzas con la
cepa medd! revelaron que se trata de otra mutacién. En cultivos
liquidos forma pellets muy compactos.

Crece taato en medio sélido como en liquido de manera muy compacta,
Sus conidias son verdes y también presenta una tincién positiva con X-
gal mucho antes que la cepa padre.

Forma colonias arrugadas que deforman ¢l medio solido, y presenta
una conidiacion wvariegada, es decir, alguans hifas aereas no se
diferencian para formar conididforos, Ambos fenotipos se deben a una
sola mutacion. Los fenotipos se pueden suprimnir parcialmente si se
cultiva la cepa en medio con una mala fuente de carbono {por ejemplo;
acetato, etanol, tributirina, etc.). Ei diploide entre esta cepa y una cepa
brid tiene apariencia silvestre, por lo que se trata de otra mutacién
recesiva, No muestra tincion positiva con X-gai.

Es indinstingible de la cepa padre, salvo que se tifie con X-gal de
manera muy temprana. En cultivo liquido esporula profusamente.
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CIS19. Fenotipo similar al de la cepa CIS18, salvo que en cultivo liquido no
esporula y forma pellets muy grandes.

Para verificar que Ia tincidh positiva con X-gal en medio solido reflejara
1a induccidn del gene br/d por causa de la mutacién y no por causa de la fase
aerea, se realizaron cultivos de todas las mutantes en medios con 1% v 0.1%
de glucosa. La cuantificacién de la actividad de S-galactosidasa se realizé a un
tiempo fijo de 36 horas y los resultados se muestran en la figura 17. Como se
observa, las cepas CIS9, CIS18 y CISI9 poseen una actividad mucho mayor
que la cepa padre en medio con 1% de glucosa, ¢ inclusive la cepa CIS18
presentd esporulacion. En el cultivo que solo contenia 0.1% de glucosa, las
cepas CIS9, CIS18 y CIS19 presentaron niveles similares de actividad y
esporulacién que la cepa padre. Los niveles de actividad de las cepas CIS10,
CISI3 y CIS17 en el medio con 1% de glucosa son bajos, y aunque se
incrementan en el cultvo con 0.1% de glucosa, siguen estando por debajo de los
de la ceps padre. Por el momento no podemos explicar este fendmeno,
especialmente para las cepas CIS10 y CIS13.

Debido a la facilidad de seguir el fenotipo de Ia cepa CIS17, se decidio
continuar con su caracterizacién. Se realizaron varias cruzas con distintas cepas
(CIS18, TJA22, brid) para aseguramos de que era una mutacion monogénica.
Un inconveniente de la mutacién es de que tiene cierta tendencia a revertir,
especialmente cuando se ha almacenado por periodos largos a 4°C. Las cepas
que revierten adquieren el fenotipo de la cepa padre. Se realizé Ia asignacién de
este gene a alguno de los ocho cromasomas de 4. midulans, cruzando la cepa
CIS17 con la cepa A283 que posee marcadores en cada uno de los
cromosomas. La haploidizacién del diploide se realizd en medic minimo
suplementado que contenia 70 mg/ml de p-flucro-fenilalanina, Este
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Figura 17. Induccién de brida/8 en distintas cepas aisladas de una
mutegénesis de [a cepa TJA22, en medios con 0.1 y 1% de glucosa.

Las cepas que s¢ indican se inocularon en medios ¢standares con 0.1
y 1% de glucosa, y se incubaron durante 36 horas de manera continua
como se describe en matcriales y métados. A este tiempo se colectd el
micelio y se proceso para determinar la actividad de fgalactosidasa. Los
simbolos + indican el grado de esporulacién que a simple vista se detecto
en ¢l medio de cultivo. Las barras son el resultado de un solo experimento.

andlisis mostré que el marcador gald! del cromosoma III no segregaba con el
fenotipo mutante, lo que sugeria que la mutacion se encontraba en este
cromosoma. Debido a que la fusion pbrida/f::lacZ se localiza en el
cromosoma III, el andlisis de segregacion de este marcador mostraba que
siempre segregaba con la mutacion, lo que confirmaba el resultado obtenido
con ¢l marcador galAd/, Se ha iniciado el andlisis de segragacién del fenotipo
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mutante dentro del cromosoma MI empleando las cepas PW1, A456 y A516
(ver los fenotipos en las tablas I y II). Los marcadores que se han empleado
hasta shora para mapear la mutacion son argB, adlS0 y galE9, que se
encuentran distribuidos en el brazo izquierdo del cromesoma. De estos tres
marcadores solamente ¢ de argB muestra cierto ligamiento con el gene
mutado, 'y el porcentaje de recombinacidon que muestra es de 42.3 %. Este
marcador es el mds cercano al centromero de los tres, por lo que sera necesario
mapear la mutacion empleando marcadores que se encuentren cerca de esta
region.

La cepa CIS18 también es una mutante muy interesante, ya que su
fenotipo es idénrico al de Ia cepa padre salvo que esporula abundantemente en
medio liquido. Ain empleando la tincién con X-gal, esta mutacidn es muy
dificil de seguir, especialmente cuando se trata de anglizar los productos de
distintas cruzas. Hasta ahora ne hemos enconwado un buen método para
diferenciarla de las cepas silvestres (por ejemplo; no muestra diferencia en la
tincion para fosfatasas ni dcidas ni alcalinas y no presenta desrepresion el la
alcohol deshidrogenasa ni en actividad proteolitica extracelular), por lo que su
andlisis no se ha podido iniciar.

El empleo de este tipo de mutantes permitiria entender mejor la
regulacion del proceso de esporulacion, ya que sélo estan afectadas en este
proceso (no tienen un efecto pleiotrdpico), sin embargo, ésta misma
caracteristica es ura seria limitacién, ya que el fenotipo cs dificil de distinguir.
Serd necesario buscar un método para seguir este tipo mutaciones, ya que
serian muy valiosas para esclarecer la regulacion del proceso de conidiacion.



Conclusiones y perspectivas.

Los resultados que se presentan en este trabajo offecen una gueva
alternativa para estudiar el inicio de 1a esporulacion y los factores ambientales
que modifican proceso. El protocolo de cultivo liquido y esporulacion
sumergida permitio estudiar el efecto de la limitacion de carbono y de nitrégeno
sobre la esporulacién, asi como el efecto del pH sobre los pamones
morfoldgicos. Debido al tipo de seguimiento que s¢ hizo de los cultivos, el
mimero de muestras era enorme y habia problemas de reproducibilidad. Sin
embargo, zhora sabemos que los niveles alcanzados a tas 24 horas después del
cambio de medios se mantienen estables, por lo que seria conveniente que en
los proximos experimentos se colectaran las muestras a tiempos definidos en
lugar de realizar toda la curva, con lo que se podra reducir el nimero de
muestras ds cada experimento y aumentar el nimero de repeticiones para poder
aplicar m tratamiento estadistico adecuado a los resultados,

La limitacidn de carbono induce al gene brid de manera ripida v a
niveles clevados, mientras que la limitacion de nitrégeno induce al gene brid de
manera mas moderada y a niveles menores. Los conidioforos producidos
cuando se limita al microorganismo de carbonoe son muy reducidos, y cuando se
limita de nitrogeno son mas elaborados. Esto permite concluir que la induecion
de brld esta regulada por diversos factores ambientales de manera distinra,
ademis de que los distintos tipos celulares del conidiéforo pudieran deberse a
incrementos en la dosis de brid.

El resultado obtenido cuando se emplearon distintas fuentes de carbono

. .

sugirid que brld esti sujeto a un r ismo de represion b

independiente de cred. Por el contrario, el empleo de una cepa con el alelo
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creA204 mostré que la regulacion de brid por cred es posible. Amibuimos esta
contradiccion al hecho de que posiblemente cred tenga mas de una funcion (ver
discucién anterior). Serfa necesario emplear una cepa con un alelo de cred
cuyo fenotipo sea mis fuerte que el del alelo cre4204, como serfa el alelo
creAd30, en condiciones de cultivo que perrnitan despejar esta duda. Ademds,
un ensayo de proteccion del promotor de briA con la proteina Cred obtenida de
la fusion GST-Cred permitiria identificar sitios de unién de esta proteina al
promotor de brid (Klumburg, et al, 1992).

El efecto de la limitacion de nitrdgeno sobre la induccidn de la
esporulacién en cultivo liquido resulta muy interesante, ya que la morfologia
de! conidioforo es muy similar a la que se produce cuando se induce la
conidiacion por exposicion al aire. Ademas de las fuentes de nitrogeno que se
estudiaron {nitrato y amonic), sera conveniente estudiar otras fuentes taleg
como glutdmico, glutamina, otros aminodeidos, etc. La relacion ene el
activador de los genes del metabolismo del niwdgeno Ared y la induccion de
brid es muy clara y requiere ser eswdiada con mis profundidad. Se podria
emplear una cepa que en lugar de tener un alelo como ared217 que perdio su
funcidn, se empleara un alelo como el xprD! que se caracteriza por tener el
gene de la proteina Ared mis activo (Stankovich, er af, 1993). De esta manera
se podria comprobar que Ared efectivamente activa al gene brid (en proceso).

Con respecto al papel que juega el pH sobre la esporulacion, se
requieren experimentos adicionales que permitan diferenciar los efectos det pH,
de fos de la fuerza idnica. Cada uno de estos factores de manera separada o
conjunta, inducen el desarrollo de conididforos elaborados. Para diferenciar la
contribucién de cada factor, seria necesario emplear distintos medios ea los que
se variara la fuerza idnica y el pH de manera independiente. Esto se lograria si
se emplea una sola sal que amortiguara a distintos pH pero que tuviera la

'




misma fuerza idnica, o a un pH determinado variar la fuerza idnica del medio.
Otra estrategia seria evaluar el efecto de la mutacién pacC3 sobre la expresion
de brid, ya que este gene codifica para un regulador de los genes de las
proteinas que se sintetizan en medios dcidos (Do, 1965; Caddick y Arst,
1986; Caddick, et al, 1986a y 1986b). Resultaria conveniente evaluar también
otros parimetros como la presion osmética utilizando compuestos no idnicos
como el etilenglicol.

La continuacién de este trabajo debe de estar encaminada a dilucidar los
mecanismos fisfolégicos ¥ moleculares mediante los cuales la privacion de
nutrientes induce al gene brid. De especial interes serfa el analizar los efectos
de 1a privacion de nutrientes sobre genes que se sabe que regulan a brid, tles
como stud y medd (Clutterbuck, 1969, Aguirre, 1993; Miller, 1993), para
poder definir en un futuro los tipo de seilales que regulan el proceso y los
mecanismos mediante los cuales regulan la conidiacion.
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