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Introducción. 

Diferenciación celular. 

El estudio de la diferenciación celular consiste en tratar de comprender 

las causas y procesos que llevan a IUl tipo celular a trasfonnarse en otros tipos. 

Con el auge de la biología molecular, iniciado con la publicación del modelo de 

regulación de la oxpresión genética propuesto por Jacob y Monod (Jacob y 

Monod. 1961). Ja diferenciación celular se ha considerado como consecuencia 

de Wla expresión secuencial y diferencial de genes. Asi, parte de la pregunta 

sobre como se inicia el proceso de la diferenciación celular se ha convenido en 

la pregunta de como se inicia la expresión de genes claves en el proceso. Aún 

con esta simplificación, el problema es complejo, ya que modelos de regulación 

genética tan sencillos como el operón de lactosa de Escherichia co/i son 

controlados por múltiples señales (por ejemplo: la presencia de lactosa 

(inductor) o de glucosa (represor)) y mediadas por diferentes factores 

transcripcionales (las proteinas Lacl y CAP-cA.'v!P; Rezmkoff, 1992). La 

expresión genética y los procesos de diferenciación canto en procariontes como 

en eucariontes suelen ser controlados por múltiples señales fisiológicas y 

ambientales tales como el estado nutriciona!, el ciclo celular e inclusive 

diversas señales honnonales y contactos célula-célula, donde ciena 

combinación de condiciones es necesaria para que Jos procesos de 

diferenciación ocurran. La esporulnción en la levadura Saccharomyces 

cerevisiae esta sujeta tanto a controles nutricionales como a controles del ciclo 

celular (Fantes, 1989). La fonnación de cuerpos fructiferos y la fonnación de 

esporas en la bacteria Myxococcus xanthus requiere la privación de nutrientes 



así como de contactos célula-célula (Kím, et al, 1992). Se requiere limitación 

nutricional para Ja diferenciación de la forma ameboidea a la fonna flagelada en 

la amiba Naegleria gruberi (Fullon, 1983), y para que Escherichia co/i sufra 

distintos cambios fisiológicos que Je pennitan sobrevivir fases adversas de 

crecimiento (Hengge-Aronis, 1993). Las interacciones entre célula y celula son 

muy importantes pam establecer los distintos tipos celulares durante la 

fonnacíón y migración de la fonna multicelular de Dictiosrefirim discmdeum 

(Gerisch, l 98i), el desarrollo vulvar en Caenorhabditls e/egans (Fergu.son. er 

al, 1987), la neurogénesis en insectos (Doe y Goodman, 1985) así como en la 

inducción de mesodenno en venebrados (Smith, 1987). En todos estos 

organismos deben existir mecanismos que registren e integren las dh·ersa.s 

se~ales que disparan los distintos procesos de diferenciación, para coordinarlos 

de manera adecuada. Afortunadamente, son muchos los mecanismos 

regulatorios que se encuentran conservados en los distintos organismos 

empleados como modelos de estudio, tales como: cascadas y redes de 

regulación, reiteración de muchas vias regulatorias) señales análogas y patrones 

de desarrollo con características comunes (Cove, et al, 1992). 

No obstante los múltiples modelos, estrategias y técnicas experimentales 

desarrolladas, Ja gran cantidad de conocimienios acumulados durante este 

último siglo en torno a los procesos de diferenciación, aún no es posible: 

comprender en su totalidad la naturaleza de los controles regu!nrorios que 

detenninan si un microorganismo continua creciendo vegetativamente o entra 

en un ciclo de diferenciación. Se ha observado que los procesos de 

diferenciación celular en microorganismos pueden ser inducidos frecuentemente 

en condiciones que tienen efectos negativos sobre el crecimiento. Poco se sabe 

sobre estas se~nles ambientales y como disparan los procesos de diferenciación 

(ver Hansberg y Aguirre, 1990). 



Aspergillus nidulans como modelo de diferenciación 
celular. 

Aspergi//us nidu/ans es un hongo filamentoso ascomiceto (Fcnnell, 

1977) cuyas múltiples ventajas genéticas, bioquímicas y fisiológkas, que 

aunadas al desarrollo de técnicas sofisticadas de biología molecular, lo han 

convertido en W1 modelo ideal para el estudio de los controles genéricos y 

moleculares de la diferenciación 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 1lll 

organismo adecuado para estudiar los problemas espacio-temporales a los que 

se enfrentan las células, y cuyo trabajo pionero (Pontecorvo, 1953) searo las 

bases del estudio de la genética y fisiología de A. nidulans. 

Muchas son las ventajas que facilitan el estudio de los procesos de 

diferenciación· en A. nidulans tales como: capacidad de crecer en diversos 

medios de cultivo definidos, tiempo de duplicación de aproximadamente 2.5 

horas, fonnación de colonias compactas que permite utilizar técnicas de 

replicación en placa, ser homotálico {no existen distintos tipos sexuales) lo 

cual pennite cruzar cualquier par de cepas, y tener conidias uninucleadas 

capaces de ser mutagenizadas y tranSformadas (Timberlake y Marshall, 1988; 

Aguim, 1992; Yager, 1992). 

El ciclo de vida de A. nidulons consta de tres fases: crecimiento vegetativo, 

ciclo sexual y ciclo asexual (Fig. !). El crecimiento vegetativo ocwre por 

extensión apical y ramificación de las hifas. Este crecimiento polar es lllla 

característica de los hongos (Cole, 1986) y se efectúa al depositarse 



--
OIPl.0Dlii(21\1 

Ascuoonueo~ru 
blnudeldU 

(~----~ 
germinación de la U:(DJ?OI' 

~Xj -- ~j ~j -
HETG\OCAAION {n-H1) HCMOCAR ~ (n) 

Figura l. Ciclo de vida de Aspergil/11s nidu/ans. 

La porción centrnl muestra a las celulas vegetativas (hifas) que 

crecen por extensión apical. Las hifas tienen entre 3 y S µm de diámetro. 

Núcleos genéticamente distintos (indicados por círculos vacíos y rellenos 

dentro de las hifas) pueden encontrarse separados como en los 

bomocriontes, en citoplasmas comunes para producir 



selectivamente vesículas citoplasmicas que acarrean precursores de la pared 

celular y enzimas polirnerizantes en el extremo apical de la hifa (Bannicki­

Garcia, et al, 1978; McKerracher y Heath, 1987). Las hifas se dividen en 

companimentos por paredes perforadas llamadas septos. 

Cuando el micelio vegetativo es expuesto aJ aire, se induce el desarrollo 

asexuaJ. que se caracteriza por la sustitución del crecimiento polarizado por un 

crecimiento por gemación, que culmina en la fonnación de una compleja 

estrucrura multicelular llamada conidióforo (Fig. 2; Smith, et al, 1977; Cole, 

1986; Timberlake y Marshall, 1988). El desarrollo de los conidioforos inicia 

con la diferenciación de algunas celulas de las hifas en células pie, células que 

sostendr:in toda la estructura del conidióforo (Srnith, et al, 1977; Clunerbuck, 

1977; Boylan, et al, 1987; Mims, et al, 1988; Timberlake, 1991 ). Las células 

pie producen ltifas aéreas que, aunque crecen por extensión apical, solo 

(cont.) heteroc:1riontes. Los núcleos también se pueden fusionar y producir 
diploides. 

Los bomocariontes y los heteroc:1riontes tanto haploides como 
diploides pueden reproducirse de manera sexual (porción superior) o 
asexual (porción inferior). La reproducción sexual consiste en Ja formación 
de cuerpos fructíferos multicelulares o cleistotecios. La fusión nuclear 
(cariogamia) y Ja meiosis ocurren dentro de bifas fértiles especializadas 
(hifas ascógenas) que se encuentran en el cJeistotecio. Ocho ascosporas se 
forman en cada asca como resultado de la secuencia de una meiosis y una 
mitosis. Una segunda división mitótica ocurre durante Ja diferenciación de 
las ascosporas, por lo que cada ascospor:1 madura contiene dos núcleos 
genéticamente idénticos. 

La reproducción asexual consiste en la formación de conidióforos y 
espor:is uninucleadas llamadas conidias. Las conidias se forman por 
mitosis repetidas de los núcleos de las fiálides. 
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alcanzan una altura detenninada. Posteriormente el extremo apical se hincha 

para formar una vesícula globosa multinucleada. La gemación de dicha vesicula 

da lugar a una capa de células uninucleadas llamadas métulas, que a su vez 

sufren una gemación para formar una segunda capa de células uninucleadas 

llamadas fiálides. Las cadenas de conidias o esporas surgen a través de 

divisiones asiménicas repetidas de las fiálides, donde las últimas conidias de 

cada cadena son las más viejas (Oliver. 1972). Estas conidias se encuenrran en 

un estado de latencia que al activarse por señales adecuadas generaran un 

nuevo micelio (Clutterbuck, 1977; Timberlake, 1991; Yager, 1992). 

La diferenciación sexual requiere de la fusión de hifas (ya sean de la 

misma colonia o de colonias distintas) y de núcleos para formar un diploide 

(2n) que puede ser estable o inestable (Fig. \).Las celulas diploides, por una 

baja tensión de oxigeno o por obscuridad, se enrollan y forman agregados de 

donde algunas células se van a hinchar para formar las células Hülle (celulas 

cascara) que se encuentran asociadas al cleistotecio o cuerpo frucrifero. En el 

interior del cleistotecio se efectüa una cariogamia, una meíosis y varias 

divisiones mitóticas consecutivas para fonnar las ascas que contienen a las 

ascosporos (esporas binucleadas baploides, n), que al genninar reiniciaran el 

ciclo de vida del hongo dando origen a un micelio haploide (Zonneveld. 1977; 

Timberlake y Marshall, 1988; Yager, 1992). 

El momento en donde el hongo adquiere la capacidad de conidiar, 

ademas de poder seguir creciendo vegetativamente, no se alcanza sino hasta 

después de tul periodo de crecimiento de aproximadamente 18-20 horas (a 

partir de la germinación de las conidias ). A este punto de "madurez" se le ha 

denominado competencia (Axelrod, 1972; Axolrod, et al, 1973; Champe, et al, 

1981). Antes de alcanzar la competencia, la exposición al aire le resulta 

indiferente al microorganismo, sin embargo, después de alcanzada la 



competencia, la inducción de la conidiación por los estímulos adecuadas resulta 

en la expresión secuencial de numerosos genes específicos del proceso 

(Timberlake, 1980; Zimmerman, et al, 1980; Boylan, et al, 1987). 

Figura 2. Fases del desarrollo del conidióforo de A.spergillus 
nidulans. 

Los paneles de A-E presentan micrografias de los principales 
estadios que conducen a la formación de un conidióforo maduro de 
Aspergi//us nidulans (microscopia electrónica de barrido). Una hífa aére• 
(A) se genera a partir de una célula pie que crece a una altura 
aproximada de 100 µm. El tallo del conidióforo (s) que se forma contiene 
muchos núdeos, ya que en el proceso de elongación ocurren muchas 
divisiones mitótic:as. Una vez que el crecimiento apical se ha completado, 
la punta se hincha (B) para formor lo vesicula del conidióforo (v). 
Numerosas gemaciones (C) form•n las métulas (m) en la superficie de la 
vesícula. Las métul::ts sufren una o más divisiones mítóticas (D) pan 
producir las fiálides (P). Las fidlides dan origen a las conidias (c) por 
divisones mitóticas repetidas, doode cada nti.cleo hijo generado se 
incorpora. en la espora naciente y el otro núcJeo se retiene en la fiálidc. El 
conídióforo maduro (E) contiene nume:rosas esporas. 



La genética de la conidiación en Aspergillus nidulans. 

Mediante el uso de genética clásica y el aislamiento de mutantes 

afectadas en distintos puntos de Ja conidiación. se ha logrado disecrar el 

proceso de Ja esporulación asexual (Clutterbuck. 1969; Clutterbuck. 19;0; 

Yager, et al, 1982; Tamame, et al, 1983; Butnick, et al, 1984; Clutterbuck y 

Timberlake, 1992). El análisis genético ha demostrado que Ja reproducción 

asexual en A. nidulans esta controlada de manera jerárquica por un número 

determinado de genes (Clutterbuck, 1977; Martinelli, 1979). Del análisis de 

aproximadamente 50,000 colonias de A. nidulans obtenidas después de "arias 

mutagénesis con N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina {NTG) y comparando Ja 

frecuencia de mutantes afectadas en la conidiación contra la frecuencia de 

mutantes awcótroficas obtenidas, se estimó que encre 45 y IDO genes están 

involucrados directamente en Ja conidiación (Martinelli y Clutterbuck. 1971). 

Posteriomtente, empleando técnicas sofisticadas de hibridación diferencial de 

RNA se lograron aislar aproximadamente 1200 RNAs mensajeros especificas 

de Ja corúdiación (Timberlake, 1980). La discrepaocia de Jos números 

obtenidos con ambos métodos se debe a que el análisis genético no consideró 

muchas mutantes afectadas tanto en el crecimiento vegetativo como en Ja 

conidiación, p0r lo que este número esta subestimado (Maninelli y Clutterbuck. 

1971), mientras que en el método de hibridización diferencial de RNA Ja 

caotidad de genes esta sobrestimado, ya que muchos genes pueden codificar 

para isoenzimas (Boylan, et al, 1987). 

Con el propósito de facilitar Ja comprensión de la jerarquía de los genes 

involucrados en la conidiación dentro de un marco de eventos secuenciales, se 

ha propuesto Ja siguiente clasificación (Clutterbuck, 1977; Timberlake, 1991). 

Primero, aquellos genes que mediao Ja decisión de las células vegetativas a 



comprometerse a conidiar se les ha denominado "genes estratégicos". Aquellos 

genes que regulan los patrones espaciales y temporales de la diferenciación y 

que se requieren para el desarrollo del conidióforo como tal, pertenecen a la 

categoria de "genes regulatorios". La tercera categoria incluiria a los genes que 

direcra.mi:.:nte determinan la estructura y fisiología del conidióforo, y se les ha 

denominado "genes estructurales". Un cuano grupo de genes llamados "genes 

de manrenimiento" serian los encargados de suplir los materiales necesarios 

para el desarrollo de las nuevas estructuras. Debido a que en esta última 

categoria se incluirian genes que son necesarios tanto para Ja fase vegerativa 

del crecimiento como para la reproducción asexual, estos genes se han 

estudiado bajo contextos de fisiología general de hongos y no como propios de 

la diferenciación (Clutterbuck, 1977; Clutterbuck y Timberlake, 1992). 

Durante la conidiación, un grupo de genes regulatorios define una vía 

Jine:U de genes de diferenciación que controlan Ja fonnación del conidióforo 

(Fig. 3). Los genes que fonnan esta secuencia son Jos genes bristJe o ''cerda" 

(hrl.~). abacus o "abaco" (ahaA) y wet-white conidia o "conidias blancas­

hume<las" (wetA) (Clutterbuck, 1969; Clutterbuck, 1977; Boylan, et al, 1987; 

Mirabiro, et al, 1989; Aguirre, et al, 1990; Tirnberlake, 1991; Clutterbuck y 

Timberlake, 1992). Esta secuencia de activación de genes se determinó por un 

análisis de epistasis entre Jos distintos genes de Ja \'ia, que posterionnente se 

comprobo mediante tecnicas de biología molecular (Clutterbuck, 1969; Boylan, 

et al, 1987). Existen otros genes del tipo regulatorio que modulan la 

organización espacial del conidióforo, tales como los genes stunted o 

"atrofiado"' (stuA) y medusa o "medusa" (meWI) (Fig. 3; Clutterbuck, 1969; 

Martinell~ 1979; Miller, et al, 1991; Timberlake, 1991; Clutterbuck y 

Timberlake, 1992; Miller, 1992). 
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Figura 3. Vía regulatorin propuesta para el desarrollo del 
conidióíoro. 

Los genes reguladores más importantes son brlA, abaA y wevt. La 
via de regulación central que controla el desarrollo en A. nidulans se 
muestra paralela con un diagrama que representa al conidioforo, para 
relacionar los tiempos de expresión de los genes con el desarrollo. Los 
tipos celulares del conidióforo están indicados. Las actividades de estos 
gen~ son modificadas por genes regulatorios auxiliares tales como stu.4 y 
medA. Los productos de los gen~ morfogenéticos tales como rodA, yA y 
wA contribuyen directamente a los fenotipos especializados de los distintos 
tipos celulares. ssg indica genes especificas de las esporas cuya función se 
desconoce. Las flechas indican regulación positiva y las barras indican 
regulación negativa. Señales de inducción aún no caracterizadas 
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También se han aislado muchos genes estructurales especificas de la 

conidiación como son los genes ivory o "marfil" (ivoA e ivoB), yellow o 

"amarillo" (yA), white o "blanco" (wA), rodledess (rod4) entre otros 

(Clutterbuck, 1969; Martinelli y Clutterbuck, 1971; Clutterbuck y Timberlake, 

1992). Se han obseivado que estos genes esr:ín regulados por la via que deñni: 

el gene bristle y por los genes sttmted y medusa (Brise y Clutterbuck. 1990; 

Clunerbuck, 1990; Brise y Clutterbuck, 1991; Clunerbuck y Timberlake, 1992; 

Aramayo y Timberlake, 1993). Las fuertes interacciones existentes entre la via 

del gene brislte y los genes slunted y medusa regulan de manera precisa ol 

desarrollo del conidióforo (Fig. 3; Clutterbuck y Tirnberlake, 1992; Miller, et 

al, 1992; Ab'llirre, l 993). 

El papel del gene brlA en la conidiación. 

El gene que hasta la fecha se ha encontrado que juega un papel central en 

la conidiación es el gene bristle (br/A). Mutantes en el gene br/A son incapaces 

de efectuar la transición de la elongación del tallo del conidioforo a la 

formación de la vesícula y al subsecuente crecimiento por gemación. Por 

(cont) disparan la vfa de diferenciación, activando a brltta o brlAP. La 
regulación inicial de br!Ap puede ocurrir a nivel de la traducció~ La 
actividad de br/A es modulado por stuA y un represor x. br/Aa y/o br!AP 
activan al gene abaA con la ayuda de medA. AbaA activa a br/Aa, y 
refuerza su propia tr.mscripción, además de activar a wetA y a numerosos 
genes estructurales, cuyos productos contribuyen a la forma y función del 
conidióforo (por ejemplo: rodA, yA y wA). weL4 activa a numerosos genes 
específicos de las esporas (ssg) requeridos para la maduración de las 
conidias. 



" 
esta razón, las mutantes br/A fonnan colonias con hifas aéreas profusas con 

apariencia de cerdas (Clunerbuck, 1969). Mutantes en el gene brU que 

conservan distintos grados de la función pueden ser ordenados en series 

morfológicas~ desde mutantes sin función (nulas) que producen únicamente 

hifas aéreas no diferenciadas, hasta mutantes prácticamente silvestres con hifas 

aéreas muy ramificadas, lo que sugiere que el producto génico de brlA controla 

uaa gran variedad de genes (Clutterbuck y Spatbas, 1984; Ctutterbuck, 1990; 

Brise y Clutterbuck, 1991), posiblemente a través de gradientes espacio­

temporaJes en el con.idióforo (Aguirre, 1993). 

El mensajero para br/A se acumula durante el desarrollo del conidioforo 

a partir de la formación de la vesicula, principalmente en las vesículas, merulas 

y fialides (Johnstone, et al, 1985; Boylan, et al, 1987; Aguirre, et al, 1990), y 

su actividad se requiere de manera continua para completar todos los pasos del 

desarrollo del conidióforo (Mirabito, et al, 1990). 

La expresión ectópica del gene br/A en condiciones donde no hay 

esporulación, resulta en la intem.Jpción del crecimiento vegetativo, alteraciones 

metabólicas e inducción de la esporulación (Adams, et al, 1988 y 1990; Adams 

y Timberlake, 1990a; Han, et al, 1993). Este resultado sugiere que en estas 

conruciones la expresión de br/A es suficiente para rusparar los eventos que 

conducen a la esporulación (Adams, et al, 1988), sin embargo, el patrón normal 

de diferenciación requiere connoles regulatorios adicionales (Clutterbuck, 

1969; Martinelli, 1979; Champe, 1987; Mazur, 1990; Mooney, 1990; Miller, 

1992;Aguirre, 1993; Timberlake, 1993). 

El gene br!A es un gene que consta de dos uaidades de transcripción 

sobrelapadas (Fig. 4), donde el sitio de inicio de la transcripción del gene br!Aa 

se encuentra dentro del único intrón de 392 pares de bases (pb) de la uaidad de 

transcripción del gene br!Ap(Prade y Timberlake, 1993). Salvo por la adición 
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de 23 aminoácidos en el extremo amino tcnninal del polipéptido BrlAp, ambas 

proteínas son idénticas con 432 residuos (Adams, er al, 1988; l'rade y 

Timberlake, 1993). La comparación de la secuencia de aminoácidos de BrlA 

con oaas secuencias de proteínas sólo revela similitud con los sitios de 

coordinación de 2cisteinas-2histidinas para el zinc ll ("dedos de zinc"), 

reconocidos en el factor transcripcional lll-A (TFI!IA) de Xenopus lae,.1s 

(Miller, et al, 1985; Klug y Rhodes, 1987), lo que sugiere que se trata de una 

proteína capaz de unirse al DNA. No se han encontrado similitudes adicionales 

con arras proteínas (Adams, et al, 1988). 

Cepas que expresan solamente BrlAa o BrlAp poseen fenotipos 

claramente distintos. Cepas que expresan solamente BrlAa son incapaces de 

comprometerse al programa de diferenciación. y sólo llegan a fonnar méruJas, 

muchas de las cuales reinician el desarrollo de conidioforos secundarios (Prade 

y Timberlake, l 993), fenotipo similar a las de las mutantes en el gene medusa 

(med4; Miller, 1993; Timberlake, 1993). Cepas que expresan solamente el 

transcrito de BrlAp, forman pequeñas cadenas de métulas que en algunos casos 

producen una única conidia en la punta (Prado y Timberlake, 1993). No 

obstante, la expresión de varias copias de sólo uno de los mensajes de br/A (a 

o jJJ en una cepa carente del gene silvestte, genera conidioforos silvestres, 

sugiriendo que las proteínas BrlAa y BrlAP son funcionalmente equivalentes 

(Prado y Timberlake, l 993). 

El RNA mensajero de brlAP posee una región lider 5' de 752 pb, una 

región muy larga y poco usual en genes de hongos (Prade y Timberlake, 1993). 

Dentro de esta región lider se localiza un peque11o marco de lectura {µ 

ORF) de 123 pb (4 l amino ácidos), un rasgo característico de los R}IA 

mensajeros sujetos a regulación traduccional (Han, et al, 1993; Prade y 



Timberloke, 1993). Debido a que tanta los mecanismos transcripcionales como 

los traduccionales juegan un papel en la expresión de br!A, ha sido dificil 

comprender su regulación. Aunque hay pocas evidencias, en el mod~lo actual 

se propone que niveles bajas pero constantes de transcripción del gene brl~/J 

se !ac:ifuan en hífas vegetativas (Han, et al, 1993). Al alcanzar la 

B s 

ATG •••••• 41 codan µORF 
·7'0 

B 

ATG .•.•• .455 codon br/A ORF 
·112 

brl"{J 

br/Aa 

ATG .••••• 432 codon br/A ORF 
+349 

s 

Figura 4. Organización del gene br!A. 

B 

Los transcritos de br/Aa y brlA/J se indican con las flechas, donde el 
sito del inicio de la tl':lnscripcióa de brlA.a tiene asignada la posición +! 
y el de brlA.p la posición -858. br!AP consiste de dos exooes que codifican 
para un polipéptido idéntico a Br/Aa e.tcepto por la adición de 23 amino 
ácidos en el extremo amino terminal. El único intron presente abarca 
desde los .99 pb a los +293 pb (392 nucleotidos). br/Aj3 también contiene 
corriente arriba un marco de lectura pequeño designado µORF. Los sitos 
de restricción abreviados son: B, BamHl; S, San. 
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competencia. se propone que modificiones en la maquinaria traduccionaJ 

impiden la traducción del µORF del transcrito de brlA/J, ya que su traducción 

labilizaria de alguna manera el RNA mensajero baciendolo suceptible a la 

degradación (aparentemente el péptido generado del µORF carece de función). 

Una vez estabilizado el mensaje y traducida la proreina BrlA/J, esta acrua sobre 

sus genes blanco a través de elementos de respuesta (Br!A responsive elements 

o BRE; Chang y Timberlake, 1993). Uno de esros genes es el gene abacus 

(aha.-l) que a través de un circuito regula.torio activa la transcripción de hr/A.a 

(Mirabito, et al, 1989; Aguirre, 1993; Han, et al, 1993; Timber!ake, 1993; 

Andrianopolous y Timberlake, 1994). BrlA a y fJ incremenran su propia 

expresión , y al igual que BrlA/J, Br/Aa activa a abaA (Adarns, et al, 1988; 

Aguirre, 1993). Este modelo situa a la activación del gene brlA en el centro de 

un circuito regulatorio que pennite comprometer aJ sistema en la fonnacióa del 

canidioforo, a través de incremetos controlados en la concentración de la 

proteína BrlA (Aguirre, 1993; Han, et al, 1993; !vliller, 1993; Timberlake, 

1993; Andrianopolous y Timberlake, 1994). Los fenotipos observados en las 

cepas que carecen de Br!Aa o de BrlAP son consistentes con este modelo de 

. regulación que sugiere que BrlAP se requiere para comprometer el hongo a 

esporular, y BrlAa se requiere para mantener dicho compromiso (Han, et al, 

1993; lvfiller, 1993; Timberlake, 1993). 

Factores genéticos que regulan la expresión de brlA.. 

Los genes stunted (stuA) y medusa (medA) intervienen en el esquema de 

regulaoión de hr/A (Fig. 3). La estructura del gene stuA es análoga a la del gene 

brlA y codifica un polipéptido de 63.S Kilodaltones (KDa) que contiene dos 

regiones ricas en lisinas y argininas (cargas positivas) separadas por 18 
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residuos, muy similar a varios factores de transcripción de mamíferos y del 

ciclo celular en levaduras (Robbins, et al, 1991; Miller, et al, 1992; Priming, et 

al, 1992; Miller, 1993). Se ha encontrado (Aguirre, 1993) que una fusión entre 

el promotor del gene br/A y el gene reportero /acZ de E. coli (Fig. S), se 

expresa de manera aberrante en las hifas y conidioforos de una mutante 5lUrL 

Como se babia observado que la expresión de sruA es paralela a la de brl~. y 

que scuA puede estar parcialmente bajo el control de br/A (Miller, eral, 1992), 

se ha propuesto que br/A esta bajo el control de un represor "x" y que este a su 

vez puede ser reprimido por stuA, por Jo que StuA ayuda a través de un circuito 

regulatorio a localizar correctamente a Br/A en el conidioforo (Fig. 3; Aguirre, 

1993). 

Mutantes en el gene medusa (medA) fonnan niveles reiterados de 

métulas que ocasionalmente se desdiferencían para fonnar conidióforos 

secundarios anormales, fenotipo muy similar a las cepas carentes de br!Ap. Al 

igual que en la cepa carente de brlAP copias extras del gene silvestre brlA 

suprimen el fenotipo mutante (Prade y Timberlake, 1993), la perdida de la 

función .\1edA puede ser compensada por niveles elevados de Br/A (Mi!ler, 

1993). Debido a que en las mutantes medA los niveles de expresión de ahaA 

son muy reducidos, se ha propuesto que Aled.A y BrlA se requieren para inducir 

Ja transcripción normal de abaA, y que Ja perdida de la función de med-1 afecta 

el circuito regulatorio que existe entre AhaA y la transcripción de br/Aa (Fig. 3; 

Aguirre, 1993; Miller, 1993; Timberlake, 1993). 

Señales ambientales que regulan la expresión de hr/A. 

Poco se sabe de los factores que inducen a las células vegetath:as a 

comprometerse a la via de conidiación, y en particular las seilaJes primarias que 
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activan a br/A (Yager, 1992). De las señales que pudieran controlar el inicio de 

1a conid.iación como son~ limitación de nutrientes, pH. tensión de oxigeno, etc., 

sólo dos se han caracterizado parcialmente: el efecto de la luz y el de las 

señales hormonales (Timberlake, 1991; Timberlake 1993). 

La luz tiene W1 efecto notable sobre la conidiación, ya que las cepas 

silvestres de A. mdulans producen colonias con pocos conidioforos cuando se 

cultivan en la obscuridad. mientras que coniclian profusamente cuando ~ les 

expone a luz blanca. La conidiación inducida por luz depende del gene velvet 

(veA o terciopelo) cuya mutación permite la esporulación en la obscuridad 

(KJ!fer, 1965). El gene veA codifica a un regulador controlado por un 

fotorecepror 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 activ:ición puede ser revertida por luz rojo-lejano, 

efecto reminicente del mediado por los fitocromos en plantas (Pran, 1982; 

Chroy, et al, 1989). Se ba propuesto que el producto génico de veA es un 

regulador negativo que afecta a un represor de los genes de la esporulación, 

incluyendo posiblemente a br/A (Fig. 3; Mooney y Yager, 1990; Mooney, et al, 

1990). 

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

que influencian la desición de las célu1as en tomar la vía de la esporulación 

sexual o asexual, y que actuan como honnonas o morfógenos. Estas hormonas 

o inductores sexuales precoces (PSI: precocious sexual inducers) son derh.-ados 

del ácido linoleico y son interconvenibles unos en otros. PsiC (ácido 5,8 

dihidtoxilinoleico, muy similar al leucotrieno B4) es una honnona que inhibe 

fuenemente la conidiación y estimula la reproducción sexual, mientras que 

PsiA (la ó-lactona de PsiC) estimula la conidiación e iriliibe la reproducción 

sexual (Chrunpe, eta/, 1987; Mazur, eta/, 1990). Se ha 
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propuesto que PsiA se produce en la periferia de la colonia induciendo la 

conidiación, y que lentamente se conviene en PsiC a través de wt intermediario 

PsiB poco actiVo, inhibiendose la conicliación e induciendose la reproducción 

seXlllll (Champe y Simon, 1992). Este modelo pudiera explicar el control 

spaciaremporal del crecimiento vegetativo, la reproducción 

on¡B 

Cromosoma 1J1 

CAT 

brlA(p/IHocZ 
ergB 

pJA22 111 

Blue,crlpt k:S (·) 

1 ~ l!!l!Jl!!l!!!ll!l!l!!!Jil! 

CAT - --
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Figura S. Integración de la fusión genica pbrlA::lacZ en el gene 
argB de la cepa T JA22. 

Estructura del plñsmido pJA22 integrado ea el gene de argB ea el 
cromosoma 111 de A. nidulans. La secuencia del promotor de br/A. se 
indica por la caja gris, la secuencia de /acZ por una caja con nyas 
verticales, argB por la c:ija negra. La dirección de Jos transcritos se iodica 
por Jas flechas. Las secuencias de Bluescript y CAT (cloranfenicol acetil 
transferasa) estan indicadas en la figura. 
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asexual y sexual en la colonia; pero aún fa1ta conocer los mecanismos 

moleculares de su acción y de si PsiA o PsiC afectan los patrones de expresión 

de brl~ (Timberlnke, 1991; Champe y Simon, 1992). 

El estudio del efecto de otras señales ambientales en A. mdulans (por 

ejemplo: limitación nutricional, pH, presión osmótica) se reduce a unos cuamos 

repones: uno sobre un microciclo de conidiación inducido por baja glucosa 

(Crebdli y Bandiera, 1982), y otros mas sobre esporulación de A. nidulans en 

cultivo liquido (Saxena y Sinha, 1973; Martinelli, 1976), estudios han sido 

ignorados ya que la esporulación en A. nidulans es tipicamente inducido en 

medio sólido por exposición al aire (Morton, 1961). 

Debido a que los mecanismos que controlan la adquisición de la 

competencia no han podido ser identificados (Axelrod, 1972; Axelrod, et al, 

1973; Champe, et al, 1981), y de que se requiere wia fase aerea para inducir la 

esporulación (Morton, 1961; Axelrod, 1972; Tlrnberlake, 1980), algunos 

grupos han sugerido, que la conidiación se encuentra predetenninada en un 

"programa de eventos" dentro del ciclo celular, cuya respuesta no se ve 

influenciada por condiciones ambientales (Pastushok y Axelrod, 1976; Adams, 

et al, 1992; Lee y Adams, 1994), por lo que se carece de información sobre 

condiciones ambientales especificas pudieran regular la expresión del gene brlA 

y al inicio de la conidiación. 

A. nidulans es el hongo filamentoso en el que mejor se entiende la 

conidiación, y sin embargo, no se conocen las señales y mecanismos que 

disparan este proceso. Los diversos estudios sobre la inducción de la 

esporu1ación en otros hongos filamentosos tales como; Aspergil/us mger, 

Gibere//afanjikuroi, Penici/lum chrysogenum, han demostrado que las señales 

ambientales juegan un papel fundamental en la inducción de la esporulación 



(Morton, 1961; Vézina, et al, 1965; Galbraith y Smilh, 1969). Es por esto que 

se ha decidido estudiar el efecto que el medio ambiente pudiera tener scbre el 

inicio de la esporulación y la regulación del gene br/A en A. nidulans. 
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Objetivos. 

La oxpresión del gene br/A en A. nidu/ans juega el papel principal en el 

cambio del crecimiento vegetativo a la reproducción asexual (Fig. 3). 

Aproximadamente la mitad de la inducción de br/A es Br/A independiente 

(Aguirre, 1993) y pudiera estar controlada por señales ambientales. La atención 

principal se ha situado en comprender los mecanismos que conducen a la 

elaboración del conidióforo, y se ha tenido poco inu~res en las señales que 

disparan el proceso de esporulación. Para completar el modelo de regulación 

con el que actualmente se cuenta, resulta conveniente incluir el tipo de señales 

externas que regulan el proceso, principalmente las que activan y regulan al 

gene br/A. 

Debido a las limitaciones que presentan las técnicas actuales de 

conidiación en medio sólido, nos propusimos los siguientes objetivos: 

a) Definir las conidiciones experimentales que nos pennitieran inducir la 

esporulación de A. nidulans en cultivo liquido y evaluar el efecto de diversas 

señales ambientales sobre la expresión de br/A. 

b) Evaluar los efectos del stress nutricional, particularmente la privación 

de carbono y nitrógeno, sobre la expresión del gene br/A y la esporulación. 

c) Estudiar el efecto que distintas proteínas regulatorias tales como CreA 

(represor del catabolismo de carbono) y AreA (activador del metaboli.;mo) 

tienen sobre la inducción de br/A. 

d) Analizar la posibilidad de obtener mutantes con expresión prematura 

del gene br/A (esporulación precoz), en cultivos liquidas. 



Para poder realizar un seguimiento de la inducción del gene brl4. se 

decidió emplear la construcción entre el promotor del gene br/A fusionado al 

gene /acZ de E. coli como marcador de expresión genética (Fig. 5), lo que nos 

permitiría analizar los niveles de expresión de br/A cuantificando la acri,idad 

de p.galactosidasa. 
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Materiales y Métodos. 

Análisis genético y cepas empleadas de Aspergil/us 
nidulans. 

Los genotipos de las cepas de A.. nidulans que se utilizaron en este 

trabajo se muestran en la tabla !, y la relación marcadores genéticos·fenotipo se 

encuentra en la tabla II. Se emplearon procedimientos genéticos estandard para 

cruzar las cepas y obtener la progenie requerida (Pontecorvo, et al, 1953; 

Clutterbuck, 1974). La cruza de las cepas se efectúo inoculando las copas 

padres (que posean ~arcadores genéticos complementarios) de manera 

proximal, en medio mínimo solido suplementado con todos los requerimientos. 

Después de que las cepas crecieron, se cortó un fragmento de micelio de la 

región donde ambas cepas se juntan y se transfirió a medio mínimo solido que 

carecía de suplementos, donde sólo los heterocariontes son capaces de crecer. 

De las zonas de las cuales hay conidiación, se colectaron las esporas y se 

plaquearon empleando la tecnica de vaciado en placa en medio núnimo sin 

suplementos y se recuperar colonias diploides. Una vez colectadas las esporas 

se rodeó la caja con Masking tape para reducir la tensión de oxigeno. y las 

cajas se continuaron incubando hasta observar la fannación de cleistotecios. Se 

recuperan los cleistotecios grandes (los pequeños son el resultado de una 

autocruza), y se limpiaron de restos de micelio rodandolos en medio sólido. 

Posteriormente se transfirió cada clesistotecio a un tubo Eppendorf en dónde se 

rompió apretandolo contra las paredes del tubo, y las ascosporas se 

resuspenc!ieron en 200 µJ de agua esteril. 

Para efectuar el análisis de los productos de la cruza sexual, se 

plaquearon 20 µJ de la solución de ascosporas por caja de Petri con medio 



mínimo 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 poseía todos los requerimientos, y de la cual se replicaran las 

colonias a los medios que nos permirian idenúficar los marcadores genéticos. 

Tabla l. Cepas deAspergi/lus nidu/ans empleadas en este trabajo. 

Cepas empleadas Genotipo Origen 

PWl biAI. ar!!B2. merGI. veA/. P. We~lenski 
MH+IO yAJ, suAadE20, adE20, M.J. Hynes 

rlba82, areA2 l 7, creA20.J, 
veAl. 

TJA22 br/A(-2900 p1i)::lac Z J. Aguirre 
(argB-::argB::CA1), biAl, 
merGI. veA/. 

TJAI6 br/A(-885 pil)::/acZ J. Aguirre 
(arg8•::argB::CA1), biAI, 
merGJ, veA/. 

TJAI2 brlAHl 3pl/)::/acZ J. Aguirre 
(arg8-::argB::CA1).biAI, 
merG/, veA/. 

A242 b/Al, oacC5. veA/. FGSC 
A283 suAadE20, yA2, adE50; FGSC 

acrA/; ga/AJ; pyroA.J; 
facA303; s83; nic88; riba82, 
veA/. 

A456 proAJ, y Al; ga/E9, adl50, FGSC 
merhH2, di/Al: veAl. 

A516 ga/E9, mea86, ad150, aciA/; FGSC 
veAI; chaAl, sEl5, nirA/5. 
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Cepas empleadas Genotipo Origen 

CPGI br!A(-2900 pl/)::/acZ TJA22x MH4-10 
(argB+::argB::CA7), hiAI. 
metG/, ribo82, creA204, 
veAI. 

CPGJ ¡ biAI, met(i /, ribo82, TJA22 x MH,i.tO 
creA204. veAI. 

CPGS br/A(-2900 P'IJ::/acZ TJA22 x MH440 
(argB+::argB::CA7). btAI. 
meiG/, riboB2. areA217, 
ve.41. 

CPGB biAI. metGI, ribo82, TJA22 x MH440 
areA2/7, veAI. 

CIS9 br/A(-2900 pi/); :lacZ Mutagenesis u.v. 
(argB~::argB::CA7), hiAI, TJA22 (este trabajo) 
metG/, veA/, cis9. 

CIS!O br/A(-2900 pil)::lacZ Mutagenesis u.v. 
(argB+::argB::CA7), biAI, TJA22 (este trabajo) 
metGI. veAl. cis/0. 

CISIJ br!A(-29GO p11)::/acZ Mutageoesis u.v. 
(argB+::argB::CA7), biAI. TJA22 (este trabajo) 
metG/, veAI. cis/J. 

CIS17 1 brlA(-2900 pll)::lacZ Mutagenesis u.v. 
(argB+::argB::CA7). btAI, TJA22 (este trabajo) 
metGI. veAI. cis/7. 

CISIB br!A(-2900 pll)::/acZ Mut.agcnesis u.v. 
(argB+::argB::CAT). biAI, TJA22 (este trabajo) 
metGI. veAI. cis/8. 

CIS19 br!A(-2900 pi/): :lacZ Mutageoesis u.v. 
(argB+::argB::CA7), biAI, TJA22 (este trabajo) 
metG/, veAI. cis/9. 

El medio de selección de las mutantes creA contenía alcohol 

alilico 1 mM y el medio de selección para las mutantes areA contenía nitrato 

de S'ldio en lugar de cloruro de amonio (Arst y Cove, 1973). Para identificar 
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las colonias que poseían la fusión pbr/AalP::/acZ, estas se dejaron =er 

hasta que conidiaran y entonces se penneabilizaron con vapores de clorofonno 

durante 30 minutos para después inundar la caja con Buffer fosfatos 50 m.'-1, 

pH 75 con 0.02% peso/volumen del colorante X-gal. La formación de un 

precipitado azul en la colonia revelaba la presencia de actividad de p. 
galactosidasa (Aguirre, et al, 1990). Para la detección de las colonias mutantes 

en el gene pacCj, estas se crecieron durante 24 horas en medio mínimo solido 

sin fosfatos y después, las cajas se immdaron con Buffer de acetato 0.6 M, 

pH 4.8 con 0.5 mg/ml de ct·naftil fosfato de sodio y 5 mg/ml de la sal 

G.B.C. Granate rápido (Fast Gamet G.B.C. salt, Sigma Co. St. Louis, :-..10, 

E.U.), donde en las colonias mutantes no se forma un precipitado café resultado 

de la reacción del ct-naftol liberado por las fosfatasas, acoplado al colorante 

azo (Dom, 1965). Para la detección de proteasa extracelular, las cepas se 

crecieran en medio con y sin fuente d~ nitrógeno (nitrato, nunca amonio) 

suplementado con 1 % de leche descremada (skim rnilk), donde las colonias que 

poseen proteasa extracelular degradan la leche y forman un halo. 

Tabla 11. Relación entre los marcadores genéticos de las cepas 
empleadas y el fenotipo que presentan. 

Genotipo Fenotipo 

acrAI resistencia a acriflavina 
actA/ resistencia a cicloheximida 
adE20 reauerimiento de adenina 
ad/SO reauerimiento de adenina 
areA2/i mutación en el activador de los genes del 

metabolismo de nitrógeno (incapacidad de crecer en 
nitrato) 

arrtB2 reauerimiento de ar2ioina 
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Genotipo Fenotipo 

biAI reauerimiento de blotina 
chaAI cnnidias de color amarill0o-verdoso lChartreuse) 
creA204 mutación en el represor de los genes del 

metabolismo de carbono (tiene desreprimida el gene 
de la alcohol deshidro2enasa) 

di/AJ conidias de color diluido 
fac.~303 resistencia a íluoroacetato e incapacidad de 

emplear el acetato como única fuente de carbono 
lacetil·CoA sintetasa) 

ga/AI ínc::.pacidad de crecer en g:llactosa como única 
fuente de carbono (regulador de los enzimas 
~alactocinasa v aalactosa .. J-P .. uridil transferasa). 

ga/E!I incapacidad de crecer en galactosa como única 
fuente de carbono 

meaH2 resistencia a metilamonio 
mezG/ reouerimiento de metionina 
mezhH2 reauerimi;mto de metionina 
nicBB reauerimiento de nicotinamida 
nirAli imposibilidad de utilizar nitrito y nitrato como 

fuente de nitrógeno (regulador de la nitrito y nitrato 
reduct:isn\ 

pncC5 mutación en el regulador de la expresión de los 
genes regulados por el pH, no sintetiza fosfntnsa 
:icida 

1 oroAJ renucrimiento de nrolina 
nvroA4 renuerimiento de niridoxina 
rihoB2 reauerimiento de riboílavina 
s83 requerimiento de azufre reducido como el tiosulfato 

o metionina, ftr:msnortador de azufre) 
sEJS requerimiento de azufre reducido como el tiosulfato 

o metioninn, fP APS red u etas a l. 
suAadESO sunresor del rcnuerimiento de adenina adESO 
veAI mutadón que le da una apariencia tersa a las 

colonias (velvet), eJimina el requerimiento de luz 
nara esnoru1ar 

vAJ conidias amarillas fíenol oxidasa\ 
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La asignación de los genes definidos par mutru1tes nuevas a alguna de los 

8 cromosomas de A. nidu/ans, se realizó recurriendo al empleo de cepas 

maestras con marcadores en cada uno de los cromosomas (por ejemplo. ta 

cepa A286) y al cicla parasexual del microorganismo (Fig. 1 ). Una vez 

obtenidos los diploides de la cepa maestra y la cepa cuya mutación queremos 

asignar a un cromosoma, se procedió a baploidizar ni diplaide. La 

haploidización se realizó en medio mínima solido suplementada con los 

requerimientos de las cepas padres, y al cual se le adicionarán entre 70 y 100 

mglml del inhibidor de microtubulos p-fluoro-fenil:ilrutlna. Las conidias se 

inocularon mediante un palillo en un punto en el centra de la caja y se 

incubaron aproximada.mente una o dos semanas. En ese lapso de tiempo se 

observó la fonnación de distintos sectores en la colonia. Estos sectores son 

regíones donde ha habido perdi~ de algunos cromosomas, lo q"e le pemtite al 

micelio crecer de manera más vigorosa que el resto de la colonia. Se recuperen 

las conidias de cada uno de los sectores de la periferia de la colonia y se 

a.ialízó la progenie de manera similar a la progenie obtenida de una cruza 

sexual (McKully y Forbes, t 96S). 

Cultivos llquidos de Aspergillus nidulans. 

Los cultivos en media líquido de A. mdulcms se realizaran en matraces 

Erlenmeyer manteniendo un volumen de medio de l/5 del voltlmen del matraz 

(por ejemplo; SO mi. de medio en un matraz de 250 nú.). El medio de cultivo 

empleado es el descrito por !<afer (Kafer, 1977) suplementado con los 

requerimientos apropiados. 

La solución de esporas empleada para inocular los cultivos líquidos se 

obtuvo de cajas con medio mínimo sólido que se inoculó a confluencia y que se 
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dejó crecer durante 5 dlas a 37'C. Las esporas se colectaron raspando las cajas 

coa una asa de metal y una solución de Tween 80 al 0.01% estenl. La 

suspensión de esporas se cenoifugó y se lavo 5 veces con Ja misma solución, 

resuspendiendo las esporas después del último lavado en agua destilada esteril. 

Para cuantificar la concenb"ación de esporas, se romo una alícuota de la 

suspensión de esporas y se diluyo 100 veces. Las esporas se contaron en un 

hemocitómetro siguiendo un patrón en fonna de X, leyendo los cuadros de las 

esquinas y el cuadro central. Para obtener el número de esporas, el número 

obtenido se dividió por el número de cuadros empleados para contar y se 

multiplicó por el factor de dilución, por 25 y por un factor de lxI04 

( esporas/ml = [# esporas+S] x 25 x [dilución] x lxI04 ) . Los matraces se 

inocularon a una densidad de Sxto5 esporasfml. 

El precultivo se realizaba generalmente en matraces de 2 lüros con 400 

ml de medio de cultivo durante 18 homs a 37'C y 300 r.p.m. La transferencia 

de micelio se realizo tomando alícuotas de 50 ml. del precultivo, las cuales se 

filtraron por Miracloth (Calbiochem) esteril y se lavó con 1 volumen de agua 

destilada estéril (SO ml) y 2 volúmenes de medio mínimo (100 ml) 

suplementado carente de glucosa y/o de nitrógeno (precalentado a 37'C). 

Posteriormente el micelio se transfirió con una espátula esteril al nuevo medio 

de cultivo y la incul>ación se prosigio a 37'C y 300 r.p.m. 

A distintos tiempos, las muestras se colectaron filtrando todo el cultivo 

de SO mi. por Miracloth {Calbiochem), s~ eliminó el exceso de liquido 

empleando papel absorbente e inmediatamente se congelaron en nitrógeno 

líquido. Las muestras se conservaron a -70'C hasta que se liofilizaron 

empleando vacío en un Speed-Vac (Savant) durante 4.5 horas. Las muestras 

liofilizadas se molieron ya sea manualmente con una espátula, o con lll1 

triturador de tejidos eléctrico, sin que esto afectara a las muestras o la 
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reproducibilidad de los experimentos. Las muestras secas molidas se guardaron 

a .. 70°c hasta ser utilizadas para diversas detenninaciones. También se 

colectaron muestras del medio de cultivo para detenninaciones de glucosa, 

nitrato, pH, etc., y muestras de micelio para observaciones en el microscopio. 

Para colectar las esporas producidas durante el cultivo, el medio filtrado se 

centrifugo, y las esporas se resuspendieron en 500 µJ de agua destilada esteril. 

De manera alternativa, y para evitar los riesgos de concentrar las esporas al 

centrifugarlas, se tomo 1 mi del medio de cultivo sin pellets. Las esporas se 

contaron empleando el hemocitómetro. 

Microscopia. 

A las muestras de micelio de las diferentes condiciones de cultivo se le 

adadió glicerol para llevarlo a una concentración 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 fonnación de estrucruras 

conidiogénicas y la producción de esporas. 

El conteo de esporas se realizó empleando un hemocitómetro y 

diluyendo las esporas a una concentración adecuada, como ya se describió. 

Se empleó un microscopio de marca Carl Zeiss con microscopia de 

contrasto de fases. La fotografia se realizo empleando un filtro verde y rollo 

fotográfico Kodak Tri-X-Pan 400. Los aumentos se indican en el pie de cada 

figura. 
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Determinación 
p.galactosidasa. 

de la actividad especifica de 

La detenninación de p-galactosidasa se realizó siguiendo el protocolo de 

Miller (Miller, 1972). Este método se basa en la hidrólisis del compuesto 

ononirrofenil-P·D-galactopiranosa (ONPG) por la p-galactosidasa, liber.Indo 

en el proceso el compuesto cromogénico ortonitrofenol, cuya concentración .se 

puede detenninar especttofotometricamente. 

Soluciones: 

Buffer de extracción Buffer de Fosfatos 0.2 M, pH 7. 
Cloruro de Potasio 20 mM. 
EDTAlmM. 

Bufl'erZ Bufferde·Fosfatos 0.1 M,pH7. 
Cloruro de Potasio 1 O mM . 

. Sulfato de Magnesio 1 mM. 
P-mercaptoetanol 25 mM. 

Buffer de paro Bicarbonato de sodio (Na2C03) 1 M. 

Solución ONPG ( 4 mgfml) Ononitrofenil·P·D-galactopiranosa 200 mg. 
Buffer Z 50 mi. 

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

l. Resuspender las muestras liofilizadas y molidas de micelio 

(aproximadamente el volwnen del polvo no debe pasar de la linea de 500 



µI de un tubo Eppendorff de 1.5 ó 2 ml) en 1 mJ de Buffer de extracción 

a 4°C. Ayudarse con un palillo y con el vonex. 

2. Mantener los extractos cuando menos durante hora en hielo con 

agitación ocasional para resuspender las proteínas. 

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

4. Correr las siguientes reacciones a 30ºC empleando los extractos di! las 

proteínas resuspendidas. 

5. Preparar los siguientes tubos por cada muestra de extracto: 

Tubo l. 

Tubo 2. 

Tubo 3. 

O minutos de tiempo de reacción 

2.5 o 5 minutos de tiempo de reacción 

S o l O minutos de tiempo de reacción 

Utilizar 2.5 y 5 minutos como tiempo de reacción cuando la 

concentración de enzima es muy alta, de lo contrario, emplear los 

tiempos más largos de 5 y 10 minutos. 

6. Al tubo que va a servir de fondo durante cada reacción (O minuws de 

reacción) se adicionan las siguientes soluciones en el orden indicado: 

720 µI 

500 µI 

50 µI 

160 µI 

Buffer Z 

Buffer de paro 

Extracto 

Solución de ONPG 

7. Para cada tubo donde se efectuaran las reacciones me2;clar: 

720 µI 

50 µI 

Buffer Z 

Extracto 
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8. Para iniciar las reacciones agregar 160 µl de Ja solución de ONPG e 

inmediatamente mezclar e incubar a 30ºC. Correr las reacciones 

iniciando primero Jos tiempos largos y después Jos tiempos cortos. 

9. Parar las reacciones agregando SOOµJ de Buffer de paro, comenzando 

con los tiempos cortos y después los tiempos largas. La reacción no se 

detiene totalmente al añadir el Buffer de p,aro, y aunque el tubo de fondo 

es un control adecuado, no es conveniente guardar las reacciones por 

tiempos prolongados (>i hr.) antes de ser leidas en el espectrofotómetro. 

10. Preparar los tubos del blanco (fondo) mezclando: 

770 iil Buffer Z 

SOO µJ Buffer de paro 

160 µJ Solución de ONPG 

11. Leer las muestras a 420 n.m. usando el blanco (tubo de fondo el cual no 

tiene extracto de proteina) para calibrar el espectrofotometro en cero. 

Leer los tubos de fondo (O minutos de reacción) y los tubos de los dos 

tiempos de reacción de cada extracto. 

12. Para medir Ja proteina soluble diluir SO µl del extracto en 950 µJ de agua 

·(dilución de 20 veces), y de esta dilución tomar 2S µJ y llevarlos a 800 µJ 

con agua. 

13. Agregar a Ja segunda dilución de la muestra 200 µJ del reactivo de 

Bradford y mezclar (Ja segunda dilución es de 40 veces). 

14. Leer las muestras a 595 n.m. y comparar las lecturas contra una curva 

patrón de albumina, cuyo rango abarque de O a 16 mg/ml de proteína. 

Las concentraciones recomendadas para hacer la curva. son: O, 2. 4, 6, 8, 

10, 12, 14 y 16 mg/ml de proteína a partir de una solución stock de 



1 mg/ml de albumina. Calcular la proteína por 50 µ! de exiracto 

mutiplicando la concentración reponada por el espectrofotómetro por la 

dilución (40 veces) entre 1000 ( [reponadaJ x 40 + 1000 ). 

IS. Obtener la diferencia de densidad óptica por minuto de las reacciones 

restando el valor del primer tiempo de reacción (2.5 o 5 minutos) menos 

el valor del fondo observado, y el resultado dividirlo por el tiempo \2.S o 

S minutos dependiendo del caso). 

16. Dividir el valor obtenido de la diferencia de densidad óptica por minuto 

( óOD/min ) entre la concentración de proteina en 50 µl. 

17. Obtener las unidades de actividad especifica de 1l-galac1osidasa 

dividiendo el resultado anterior (óOD/min/proteina en SO µ!) entre un 

factor de corrección 0.0045 , 

Determinación de glucosa. 

La cuantificación de glucosa se realizó empleando el Kit de 

determinación de glucosa de Sigma {St. Louis, MO, USA). de acuerdo a las 

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

oxídasa y de la peroxídasa. La glucosa oxidasa en presencia de glucosa genera 

peroxido de hidrógeno que la peroxidasa emplea para oxidar un compuesto 

cromogenico. El desarrollo de color es proporcional a la cantidad de glucosa, y 

la cuantificación se realiza espectrofotometricamente. Este método esta basado 

en el desarrollado par Ken.ston (Kenston, 1956) modificado por Raabo y 

Terkildsen {Raabo y Terkildsen, 1960). 

Soluciones: 



Solución de Enzimas Disolver una capsula de enzimas en 100 ml de agua 
destilada. Esta solución contendrá 500 unidades de 
glucosa oxidas a y 100 unidades de peroxidasa en 
Buffer. 

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

Solución Enzimas+ colorante Por cada 100 mi de solución de Enzimas 
agregar 1.6 mi de solución de colorante. 

" 

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

l. Diluir las muestras 200 y 400 veces con agua destilada. Tomar 1 mJ de 

cada una de las muestras diluidas en tubos separados. 

2. Agregar S mi de la solución de Enzimas + colorante. Mezclar. 

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

4. Leer las muestras a 450 n.m. y comparar las lecturas contra una curva 

patrón de glucosa, cuyo rango abarque de O a 128 mg/ml de glucosa. Las 

concentraciones recomendadas para hacer la curva son: O, 2, 4, 8, 16, 32, 

64 y 128 mg/ml de glucosa a partir de una solución stock de 128 

g/ml de glucosa. 
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Extracción de RNA de Aspergil/us nidulans. 

La extracción de RNA de micelio es un proceso delicado que requiere 

soluciones tratadas con dietilpirocarbonato (DPC), material esteril y uso de 

guantes. El micelio a utilizar debe de ser manipulado lo menos posible y una 

vez colectado debe ser congelado irunediatarnente en nitrógeno liquido. El 

siguienre método (Túnberlake, 1980) se basa en el uso de fenal ácido para 

separar el RNA del DNA. 

Soluciones: 

Solución PAS 

SoluciónTNS 

Solución RNB Sx 

Solución TELS 

Acido p-arninosalícíliCo de sodio (PAS) 1.2 gr 
Agua tratada con DPC 0.1% 10 mi. 

Acido tri-isopropilnafteno sulfato de sodio (TNS) 0.2 gr. 
Agua tratada con DPC 0.1% 10 mi. 

Tris•HCI 
NaCI 
EGTA 
pH 

Tris•HCI 
EDTA 
sos 
pH 

IM 
1.25 M 
0.25 M 
8.5 

200 mM 
2 mM 
1% 

7.6 

Fenal saturado con agua GIBCO BRL (Life Technologíes. !ne., N.Y., U.S.A.) 

Fenol:Cloroformo Mezclar un volumen de fenal saturado con agua y un 
volumen de cloroformo. Mezclar bien y utilizar la 
fase orgárúca. 
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Cloruro de Litio 1 O M 

Agua desionisada tratada con DPC al 0.1 % esteril 

Las soluciones se tratan con dietilpirocarliooato (DPC) al 0.1 % y se 
esterilizan. Si la solución 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 mi con aproximadamente 500 µ! de micelio 

en polvo agregar 600 µ!de la siguiente so!ución: 

Para 25 mi: A) Tomar 10 mi de la solución de PAS fresca fria. 

B) Agregar 10 mi de lasolución de TNS fresca fria. 

C) Agregar S mi de la solución de RNB Sx. 

D) Mezclar hasta obtener una suspensión (pH aprox. 8.9). 

2. Resuspender muy bien el micelio. Agregar 500 µ! de Fenal saturado con 

agua. Agitar de manara vigorosa constantemente y mantener en hielo. 

3. Mezclar con vortex para homogeneizar perfectamente. Si es necesario. 

agregar 300 µ!más de la suspención PASrrNS/RNB. 

4. Agregar 200 µ! de Cloroformo (300 µl si se agregaron 300 µ! de más de 

la suspensión PAS/TNS/RNB) y mezclar muy bien con vonex. 

S. Calentar a 68ºC durante 5 minutos. Mezclar en el vonex y dejar en hielo. 

Centrifugar a 10,000 r.p.m. durante 5 minutos a 4ºC. 

6. Recuperar tanto la fase acuosa y ai!adir 1 volumen de fenol:cloroformo y 

mezclar con el vonex durante 1 minuto. Centrifugar las muestras a 

10,000 r.p.m. durante 5 minutos a 4ºC. 
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7. Recuperar la fase acuosa y repetir la extracción con el fenol:clorofonno 

(punto 6) 4 veces más. 

8. Recuperar la fase acuosa y extraerla con clorofonno. de la misma manera 

como se hizo con el fenol:clorofonno. 

9. Recuperar Ja fase acuosa y agregar LiCJ 10 M para alcanzar una 

concentración final de 2 M, tomando 1/5 del volumen de la fase acuosa. 

Añadirlo cuidadosamente para evitar Ja formación de precipitados. Si 

esto ocurre, calentar la muestra a 65ºC basca que entre en solución. 

JO. 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. 

11. Decantar Ja solución y resuspender el pellet de RNA en 200 µl de agua 

tratada con DPC al 0.1 %. 

12. Añadir 20 µl de LiCl 10 M y 500 µl de etanol. Mezclar e incubar en 

hielo 20 minutos. Centrifugar las muestras a 10,000 r.p.m. durante 10 

minutos a 4°C. 

13. Decantar la solución y lavar el pellet con etanol absoluto. 

14. Secar las muestras y resuspender el R.'IA en 100 µl de TELS. 

Cuantificar el RNA a 260 n.m. y guardar las muestras a -70ºC. 

Otras técnicas de biología molecular empleadas en este 
trabajo. 

La electroforesis de RNA se realizó en geles desnaturalizantes de 

agarosa con fonnaldehldo corriendo las muestras a 60 volts durante 5-6 horas. 
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Una vez concluida la electroforesis se transfirió el RNA a membranas de 

nitrocelulosa con soporte de nylón Hybond-N (Amersham, Inglaterra) y se dejó 

tranSferir toda la noche (Timberlake, 1980; Sambrook, et al, 1989). 

Para el marcaje de la sonda con radioactividad se empleo el Kit de 

Random Priming de GIBCO BRL (Lifo Technologies !ne., N.Y., U.S.A.) de 

acuerdo a las insrn.icciones del fabricante, y manteniendo las normas de 

seguridad adecuadas para el trabajo con radioactividad. Este r.>étodo consiS!e 

en incubar el DNA desnaturalizado con dodecameros (oligómeros de 12 

nucleósidos) de DNA de secuencia al azar y nucleótidos (uno de ellos 

radioactivo) en presencia del fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E. 

co/i, por lo que se sintetizan hebras complementarias del DNA con algunos 

grupos fosfato radioactivos (Sambrook, et al, 1989). La sonda empleada para 

identificar el gene brlA es el fragmento BamHI-EcoR! de 2.5 Kbs del plásmido 

pBS2.5 (Boylan, et al, 1987) y el fragmento pequeño Hind!Il-Hind!Il de 

1.7 Kbs del plásmido pDGH2S (Gems, et al, 1990) se empleo como sonda 

especifica del gene de argB. El gene de argB se empleo como control para 

confirmar que se cargo la misma cantidad de RNA en cada carril del gel. 

La hibridización de la membrana con Ja sonda radioactiva se realizó 

siguiendo un protocolo estandar (Sambrook, et al, 1989). La formación de los 

lúbridos entre el RNA y la sonda marcada de DNA se efectuo a una 

temperatura elevada (6S'C) ya que la solución do lúbridización no contiene 

agentes desnaturalizantes como la formamida. La lúbridización se llevo a cabo 

toda la noche y para remover la sonda inespecífica la membrana se lavó en 

condiciones de alta astringencia. Para desnudar la membrana para volver a 

utilizarla, ésta se incubo con agua destilada con 0.1 % de SOS y se lúrvió 

durante 4 minutos en el horno de microondas. Para las autorodiografias se 

empleo pelicula X-OMAT AR de Kodak que se e"Pusó a la membrana durante 



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

señal radioactiva. 
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Resultados y Discusión. 

La privación de carbono o nitrógeno inducen Ja expresión 
del gene br/A a distintos niveles, causando distintos patrones de 
esporulación. 

Generalmente la esporulación en A. nidulans es inducida exponiendo el 

micelio a una fase aerea, en medio solido. Esre método de inducción dificulta 

los esrudio de Jos efecto que el medio externo pudiera tener sobre el inicio de la 

conidiación. Sin embargo, son pocos los repones en donde se ha estudiado la 

esporulación de A. nidu/ans en cultivos sumergidos (Saxena y Sinha, 1973; 

Martinelli, 1976). Esos experimentos han sido ignorados debido a que los 

experimentos no se describieron con suficiente detalle (SalCena y Sinha, 1973) o 

las condiciones expetimentoles empleadas arrojan resultados dudosos. que no 

excluyen la esporu1ación en interfase aerea, ya que se empleo W1 radio 

aire/liquido elevado de 1/12.5 (Martinelli, 1976). O.,bido a que la optimización 

de un medio de cultivo quedaba fuero de los objetivos del trabajo, se decidio 

empleas el medio minimo de Kftfer (Kafer, 1977) conservando radios 

aire/liquido de 1/5 de medio de cultivo con respecto al volumen del matraz, 

para investigar el efecto que la privación de nitrógeno o de carbono pudieran 

tienen sobre la inducción del gene brlA. 

Se empleó Ja cepa TJA22 la cual contiene una copia única del promotor 

de brlAaljJ fusionado al gene reportero lacZ de E. co/i (pbr/AaffJ::lacZJ 

integrada en el gene de argB (Fig. S). La cepa se creció en medio liquido 

durante 18 horas a 37'C y 300 r.p.m., y el micelio resullante se transfirió a 

medios carentes de glucosa, nitrato o a un medio mínimo estandar (control). 
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Se colectaron muestras a distintos tiempos, utilizando un matraz por muestra.. 

las cuales se procesaron para detenninar la actividad de ¡J--galactosidasa, para 

extraer RNA y para examinar el micelio bajo el microscopio. La figura 6A 

muestra la actividad de P-galactosidasa. Se puede observar que tanto la 

limicación de glucosa como la limitación de nitrógeno indujeron la expresión de 

la fusión pbr/Aa'f3::/acZ, sin embargo la limitación de glucosa indujo al gene 

br!A de manera más rápida y a niveles más elevados que la limitación de 

nitrógeno. Cuando el cambio se realizó al medio control, sólo se produjo un 

ligero incremento en la actividad de /3-galactosidasa a las 20 horas. La 

actividad especifica de la ¡J--galactosidasa endógena fué menor a 1 O unidades. 

Figura 6. Inducción de brl4. por privación de glucosa o nitrato en 
cultivos líquidos. 

(A) Acumulación de ,8-galactosidasa en Ja cepa TJA2l crecida en 
medio minimo con 1 % de glucosa y 70 m~l de NaN03 durante 18 hor.is y 
transferida a medios sin glucosa, sin nitrato o medio mínimo estandar, 
como se describe en mnteriales y métodos. La incubación se continuó bajo 
las mismas condiciones y el micelio de cultivos completos se congeló y 
liofilizó a los tiempos indicados. Parte de las muestras se procesaron para 
determinar Ja actividad de p.galactosidasa, siendo que Ja acthidad 
especifica corresponde a U mg proteúia -1 (Miller, 1972). Cada punto es el 
promedio de cuando menos dos experimentos independientes, siendo el 
porcentaje de variación menor al 15°/o 

(B) Moñologia de los conidióforos 20 boras después del cambio del 
micelio a los medios sin glucosa (panel superior), sin nitrato (panel 
intermedio) o a medio mínimo estandar (panel inferior). La flecha grade 
en el panel superior indica un conidióforo reducido típico, y Jas puntas de 
flechas indican esporas libres. Las flechas cortas en el panel intennedio 
indican conidióforos complejos. En el panel inferior se muestran hifas no 
diferenciadas. Amplificación: 400x. 
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Figura 7. Acumulación de los mensajes de br/Aa y br!A.p ioducidos 

por privación de glucosa o nitrógeno. 

El RNA mensajero total se aislo de una parte de las muestr:ls 
procesadas en la figura 6. El RNA se analizó en un Northern blot y se 
hibridizó con una sonda especifica para br!Aalp. Los c:irriles 
corresponden a los distintos tiempos después del cambio deJ micelio a (os 
distintos medios indicndos. El tieinpo cero corresponde a un crecimiento 
de 18 horas en el medio mínimo est:mdar. La confirmación de que se argo 
en todos los carriles la misma cantidad de Ri.'lA se realizó desnudando la 
membr:rna y rehibridi:z.aodola con una sonda especifica para el gene de 
argB. 
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En ambas condiciones de privación se generaron conidiofóforos en 

medio liquidas, pero con morfologías muy distintas. En el medio carente de 

carbono se produjeron conidioforos muy reducidos con esporas en la punta 

(Fig. 68, panel superior), morfolo¡,'Ía semejante a la que se genera cuando 

seinduce al gene brlAa o brlAP a partir del promotor de la alcohol 

deshidrogenasa (Adams, et al, 1988; Han, er al, 1993 ). En cambio, los 

conidioforos producidos en el medio carence de nitrógeno fueron muy 

elaborados (Fig. 68, panel intermedio) y se asemejan a los generados en una 

interfase acrea. En el control no se observó ninguna señal de esporulación (Fig. 

68, panel inferior). 

Las distintas morfologías observadas podrian deberse a la expresión 

diferencial de cualquiera de los transcritos de brlA (a o /J), por lo que 

decidimos analizar los RNA mensajeros en un "Northem blot''. Este análisis 

reveló que la acumulación de ambos transcritos era paralela a la actividad de p. 
galactosidasa reponada por Ja fusión, y no se observó ninguna diferencia salvo 

la cuantitativa (Fig. 7). Analisis densitométrico de la figura 7 mostró que la 

proporción de los transcritos brlAa:brlA{J era alrededor de 1.4 en todos los 

casos (br!A[Jes más abundante que br/Aa, Prade y Timberlake, 1993). 

Estos resultados muestran que: a) Tanto el gene brlA como la esporulación 

pueden ser inducidas en cultivos liquidas de composición definida, y que la 

inducción del gene brlA puede ser monitoreada a través de cuantificar la 

actividad de p.galactosidasa proveniente del gene reportero brlAai[J::lacZ. b) 

La privación de carbono o nitrógeno son capaces de inducir al gene br!A a 

distintos niveles. c) Los niveles de expresión del gene brlA (tanto a como /J) 

•correlacionan inversamente con la complejidad del conid.ioforo generado. 

Creemos que el empleo de esta metodología puede ser una herramienta 

experimental muy útil para realizar esrudios sobre el inicio de la esporulación, 



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 ~a esporulación asexual se comprende 

mucho mejor en A. nidulans que en cualquier otro hongo filamentoso, la 

esporulación sumergida ha sido considerada rara o inexistente, y se ha pensado 

que los factores nutricionales no juegan ningún papel en el inicio de la 

conidiación (Adams, el al, 1988; Adams, el al, 1992; Han, et al, 1993; Lee y 

Adams, 1994 ). 

El hecho de que los distintos grados morfológicos alcanzados por el 

conidioforo correlacionen con la taza de inducción del gene brlA y no con la 

acumulación preferencial de un transcrito sobre otro (a sobre Po al reves), 

sugiere que los distintos tipos celulares del conidióforo son el resultado de un 

incremento gradual en la dosis de la proteina BrlA. La dosis menor 

correspondería a la formación de vesículas y la mayor a la de las fialides y 

esporas. Esta propuesta será elaborada en la siguiente sección. 

Efecto de distintas fuentes de carbono sobre la expresión 
de brlA y la esporulación. 

Para comprender mejor el efecto represivo de la glucosa sobre la 

expresión del gene brlA, se decidio estudiar el efecto de fuentes de carbono 

caracterizadas como no represivas (arabinosa, glicerol y acetato, McCullough, 

el al, 1977) sobre la inducción de este gene. Para este efecto, se creció la cepa 

TJA22 como en el experimento anterior y se transfirió el micelio a medios que 

contenían O, 0.1y1% de glucosa, 1% de arabinosa, 1% de glicerol o 100 mM 

de acetatos. Se colectaron muestras de estas conidíciones utilizando un matraz 

por tiempo, que se procesaron para determinar la actividad 
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de P-gaJactosidasa (Fig. SA), estudiar la morfologia (Fig. 9) y cuanrificar el 

número de esporas generadas (Tabla lll). 24 horas después del cambio del 

micelio a los disrintos de medios, los niveles de p.galactosidasa alcanzados en 

los cultivos que conterJan 0.1 % de glucosa fueron los más elevados, seguido 

por et medio que carecía completamente de fuente de carbono. Los medios 

con 1 % de arabinosa, 1 % de glicerol o 100 mf\.1 acetatos presentaron niveles 

bajos de expresión de br/Aa!p::/acl, similares a los alcanzados en el medio 

control (medio minimo con 1 % de glucosa). Debido a que la expresión de br/A 

no se desreprimió cuando el micelio se transfirió a los medios que contenian 

fuentes de carbono no represoras (arabinosa, glicerol y acetato), es poco 

probable que la inducción de br/A por 

Figura 8. Expresión del gene brL4 en cultivos sumergidos con 
distinW fuentes de carbono tanto represoras como no represoras. 

(A) La cepa T JA22 se creció durante 18 horas en medio mínimo con 
1 o/CJ de glucosa y 70 mM de NaN03 1 y a este tii?mpo se transfirió el micelio 
a distintos medios que contenían las íuentes de carbono indicadas. Se 
tomaron muestras de micelio utilizando un matraz por tiempo y las 
muestras se procesaron para detenninar la actividad de p.galactosidasa. 
Cada punto corresponde al promedio de cuando menos dos experimentos 
independientes, con un procentaje de variación no mayor al 16°/o. 

(B) El RNA mensajero se aisló de las muestras cosechadas 24 horas 
después del cambio del micelio a los medios con las distintas fuentes de 
carbono, indicadas en la parte superior. El R.'iA se sometió a un análisis 
por Northern blot usando una sonda especifica para brtAa!p. Se confirmó 
que en c:1da carril se cargo una cantidad de R.'lA equivalente desnudando 
la membr.ma y rehibridizandola con una sonda especifica para argB. 



Tabla IIl 

Producción de esporas y variación del pH externo después del cambio del 
micelio a distintas fuentes de carbono. 

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

Sin glucosa 50 ººº 6.8 7.2 

0.1% glucosa 130 000 7.1 7.6 

1% glucosa 8 7.6 8.4 

1 % arnbinosa 20 7.S 8.3 

1% glicerol 14 6.9 8.1 

100 mM acetatos 14 8.5 8.8 

La cepo TJA22 se creció en medio mínimo con 1 °lo de glucosa y 70 
ml\i( de NaN03, y el micelio se transfirió a las fuentes de carbono 
indicadas. El cultivo se muestreó a las 24 horas para determinar Ja 
producción de esporas y a las 6 y 24 horas para medir el pH. El número de 
esporas que se muestra es el promedio de dos experimentos independientes 
con un porcentaje de variación menor al 13%. 

privación de glucosa este mediada por la represión catabólica por carbono 

dependiente del gene regulador CreA (ver más adelante y a McCullough, et al, 

1977;ArstyBailey, 1977;DowzcryKelly, 1991). 



La complejidad de los conidioforos desarrollados 24 horas después del 

cambio del micelio a las distintas fuentes de carbono (Fig. 9) correlacionan 

con las actividades de p-galactosidasa reponada por la fusión (Fig. 8A). 

Nuevamente, incrementos rápidos en la actividad de p-galactosidasa, y por lo 

tanto del mensaje de br/A (como en O y O.!% de glucosa; fig. 8A)," 

corresponden con un número de esporas elevado y con la fonnación de 

conidioforos reducidos (Fig. 9, paneles A y B; Tabla Ill); mientras que 

i.ncremenros graduales en actividad corresponden a una ausencia de estructuras 

esporulantes (1% glucosa) o a la presencia de algunos conidioforos 

morfogcnericamente más complejos y un número de esporas bajo (Fig. 9, 

paneles C, D, E y F; Tabla!!!). Alrededor de 100 U son suficientes para fonnar 

conidióforos (por ejemplo, ver l % de arabinosa o l % de glicerol), sin embargo, 

los mismos niveles de actividad se alcanzan en el medio con 1 % de glucosa y 

no se generan estructuras conidiantes, debido posiblemente a que otros genes 

necesarios para la esporulación (pero no br/A) se reprimen por glucosa a navés 

de un mecanismo mediado por CreA. Las diferencias en la morfología de los 

conidioforo no se deben a una acumulación diferencial de los transcritos de 

br/A (a o p, fig. SB), lo que apoya nuestra hipótesis de que la regulación del 

proceso de conidiación depende de la expresión total de br/A y no del tipo de 

transcrito generado. 

Este modelo cuantitativo que correlaciona la expresión de brlA y el 

grado de desarrollo del conidioforo es apoyado por varios tipos de evidencia. 

Primero, la inducción rápida y a altos niveles de cualquiera de los transcritos de 

br/A (a o p¡ desde el promotor inducíblo del gene de la alcohol deshidrogenasa 

(alcA), causa la producción de esporas a partir de las puntas de las hifas 

{Adams, et al, 1988; Han, et al, 1993). Segundo, br/Aa y brlAp parecen tener 

una función redundante, ya que copias múltiples de cualquiera 





" 
de los transcritos puede sustituir la necesidad del otro durante el desorroUo 

(Prade y Timberlake, 1993). Tercero, mutantes como medA y sruA 

(Clunerbuck, 1969; Miller, et al, 1992) presentan conidioforos aberrantes, cuya 

moñología es consistente con Wla transcripción desregulada de hr!A, tamo en el 

tiempo como en el espacio (Aguirre, 1993). 

Muchos genes dependientes de br!A poseen una o mas copias de los 

elementos de respuesta a br/A. o BREs dentto de sus regiones promotoras 

(incluyendo al mismo gene br/A; Chang y Timberlake, 1993; Miller, 1993 ), por 

lo que es factible suponer que el control de br!A sobre el desarrollo del 

conidioforo dependa del lugar y momento de su expresión, así como de la dosis 

de la proteína BrlA. Un ejemplo notable do la regulación dosis dependieme de 

un proceso morfogenético es el del gene bicoid de Drosophila melanogasrer 

(Driever y Nüsslein-Volhard, 1988). 

Tanto la limitación de glucosa como la nitrógeno podrian afectar la 

expresión de brlA no solo a nivel transcripciónal, sino también a nivel de la 

traducción de los mensajeros (por ejemplo, estabilizando los transcritos de 

brlA), ya que hay evidencia que brlA/J esta regulada por un mecanismo de 

represión traduccional (Han, et al, 1993) y hemos observado que la taza de 

degradación del mensaje de brlA es muy alta (Figs. 7 y 88). 

Figura 9. Morfología de los conídíóforos 24 horas después de que la 
cepa TJA22 se transfirió a distintas fuentes de carbono. 

A; sin glucosa, B; 0.1% de glucosa, C; 1% de glucosa, D; 1% 
arabinosa, E; lº/o glicerol y F; 100 mi\-1 acetato de sodio. Las flechas 
grande_, ea A y B indican conidióforos reducidos, y las puntas de fleclins 
indican esporas libres. Las flechas gordas en los paneles D-F muestran 
conidióforos complcjos. l\ilagnificación: 1000L 
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Efecto del pH durante la inducción de brlA por limitación 
de nutrientes. 

En general los experimentos anteriores muestran una buena correlación 

entre la dosis de brlA y la morfología del canidióforo. sin embargo. na esta 

claro porque se forman conidióforos elaborados en medios con arabinosa, 

glicerol o acetato, mientras que en 1 % de glucosa no hay ninguna señal de 

esporulación, siendo que en todas las condiciones la actividad de 

,B-galactasidasa es semejante y no se observan diferencias entre las dos 

transcritas de brlA (Figs. 8, A y B). Se ha demostrado que el gene de la 

isopenicilina N sintetasa (lpnA) está sujeto a represión catabolica por carbono 

independiente del gene creA, y cuyo efecto se puede eludir si se cultiva el 

hongo en un pH alcalino extremo (Shah, et al, 1991; Espeso y Peñalva, 1992; 

Espeso, et al, 1993). Debido a la semeíanza que presenta el modelo de 

regulación de los genes ipnA y br/A, decidimos monitorear los cambios del pH 

en las distintas fuentes de carbono empleadas. En la tabla IIl se muestra los 

distintos grados de alcalinización que se produjeron en las distintas condiciones 

a las 6 y 24 horas después de haber realizado el cambio de medios. Las 

mayores diferencias ocurrieron durante las primeras 6 horas de incubación., y 

los medias con 100 mM de acetatos y l % de glucosa son los que presentaron la 

alcalinización más fuerte. Este resultada sugiere que el mecanismo de represión 

por carbono de br/A es distinto al de ipnA, ya que la represión de br/A no se 

puede sobrepasar incubando el micelio en pH alcalino (Fig. 8A y t:lbla U!), 

como sucede con ipnA, y además, excluye la posiblilidad de que el cambio en 

el pH externa sea el responsable de las distintas morfologías observadas en las 

fuentes de carbono empleadas, par lo que en estas condiciones debe existir 

algun otro factor responsable de la morfología del conidiófora. Por otro lado, 



en orro tipo de experimento, el micelio crecido durante 18 horas se transñrió a 

medio con 1% glucosa/70 mM amonio (MM amonio) en vez de 1% glucosai70 

mM nitrato (MM nitrato), y se encontró 

Tabla IV 

Producción de esporas, morfologia del conidióíoro y cambios del pH 
inducidos por distintos tipos de privación de nutrientes. 

Tipo de Esporas/cultivo Moñología del pH pH 
limitación (x 103¡ conidióforo (6b) (24 b) 

-Glucosa 50 000 Reducido 6.8 7.2 
+Nitrato 
-Glucosa 3 100 Reducido 6.0 6.2 
+Amonio 
+Glucosa 64 900 Complejo 6.2 6.1 
.. Nitrare 
+Glucosa 52 800 Complejo 6.3 6.2 
- Amonio 
-Glucosa 

107 ººº Reducido 6.5 6.8 
.. Amonio 

Las condiciones experimentales empleadas son similares a las que se 
indic:in en la tabla 111, excepto que el cambio del micelio se re3lizó a 
medios que carecían de glucosa, nitrato, amonio o glucosa y nitrato 
simultane:imente. Cuando el cambio se rc:ilizó a cultivos con o sin amonio, 
el cultivo se realizó en medio mínimo con 1 % de glucosa y 70 m:'t-1 de 
NH4CL La producción de esporas y la moñologin del conidióforo soo 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 
cambio del micelio. Se muestran resultados representativos. 
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Tabla V 

Actividad de p.galactosidasa, producción de esporas y cambios del pH en 
medios de cultivo ajustados a distintos pH con y sin buffer. 

Coodicióoes Actividad de Esporas/cultiva pH pH 
p.galactasidasa (x 103) (6b) (24 b} 

pH4, 46.15 170 000 5.3 6.4 

Sin fosfatos 

pH4, 95.35 214 000 4.4 5.1 

Con Fosfatos 

pH6.S, 157.15 107 000 6.5 6.8 

Sin Fosfatos 

pH6.S, 729.63 450 000 6.S 6.4 

·Con Fosfatos 

pHS, 204.63 340 000 7.2 7.5 

Sin Fosfa1os 

pH3, 88.53 31 400 7.7 7.7 

Con Fosfa1os 

La.s condiciones experimentales fueron similares a Jns descritas en la tabla 
Ill, excepto que el cambio se realizó a medios con 1 % de glucosa y 70 mM 
de NaN03 cuyos pH fueron ajustados a 4, 6.5 y St y que carecían o poseían 
100 mM de buffer de fosfato de sodio. Las actividades de p.golactosídasa 
y el número de esporas son de muestras tomadas a las 2.t horas después 
del cambio del micelio a los distintas medios, y El pH se determinó en las 
muestras de 6 y 24 horas después del cambio. Se muestran resultldos 
representativos. 
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que brlA estaba completamente reprimido, aunque en este caso e1 medio de 

cultivo se acidificó (pH final de 2.5). Este experimento demuestra que la 

glucosa es capaz de prevenir la expresión de br/A tanto en pHs alcalinos como 

ácidos. También, se observó que la esporulación sumergida inducida por 

privación de glucosa, nitrato, amonio o simultáneamente glucosa y nitra.ro. 

siempre resultaba en pH externos cercanos a la neutralidad (Tabla IV). De 

hecho, la esporulación se vió reducida, aunque no evitada, cuando el micelio se 

cultivó en medios sin glucosa y sin nitrato y cuyo pHs fueron preajustados a~ o 

a 8 (con o sin 100 mM de buffer de fosfato de sodio, tabla V). Durante estos 

experimentos, es poco 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.S hasta 10.5 (Caddick, et al, 1986a; Rossi y Arst 1990). 

En resumen, la regulación del gene br/A es distinta de la del gene ipnA. 

ya que a diferencia de la regulación de este gene, la inducción de brlA y el 

desarrollo del conidi.óforo se ven reducidos si el micelio se cultiva en medios 

con pHs extremos, tanto ácidos como alcalinos. De hecho, medios de cultivo 

con capacidad de amortiguar el pH alrededor de 6.5-7 son los que inducen 

~ejor al gene brlA y favorecen la canidiación. 

Cuando se realizó un cultivo prolongado de A. nidu/ans en el medio de 

Káfer {Kafer, 1977) sin transferirlo de medio de cultivo, no se observó ningun 

indicio de conidiación, aunque se expresó el gene br/A (Fig. 1 O). No obstlllte 

que la inducción de br/A coincidió con el agotamiento de la glucosa del medio, 

el pH se alcalinizo fuertemente y no se observó ninguna señal de conidiación 

(Fig. 10). Cuando en un experimento de este tipo se incluyó 100 mM de buffer 

de fosfato de sodio (pH inicial de 6.5), se observó que las cinéticas de consumo 

de glucosa y de inducción de br/A se conservaron, pero 
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Figura 10. Inducción de br/Aa/P, consumo de glucosa y cambio del 
pH durante el crecimiento prolongado de la cepa T JA22 en medio mizúmo. 

La cepa TJA22 se inoculó en medio mínimo con 1 °lo de glucosa y 70 
mM de NaN03 y se cultivo durante 42 horas. En los tiempos indicados, se 
colectó el micelio utilizando un matraz por tiempo, y se determinó la 
actividad de p.galactosidasa. Se analizaron muestras del medio de cultivos 
para determinar el consumo de glucosa y los cnmbios en -el pH. Cada 
punto es el promedio de cuando menos dos experimentos independientes, 
con un porcentaje de variación menor al 12%. 

los niveles de p.galactosidasa alcanzados fueron mis altos, el pH se mantuvo 

alrededor de 6.5 y se observó una conicliación profusa (Fig. 11). El hecho de 

que en cultivos standares prolongados de A. nidulans no se observe la 

esporulación del hongo, puede ser Ja causa de que ningun otro grupo considere 

a la conidiación sumergida como un fenómeno común y reproducible. No 
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obstante, ya se había reportado esporulación sumergida en un medio que 

conrenia 100 mM de fosfatos en lugar de la concentración de 11 m.\1 de 

fosfatos del medio de Kafer, sin embargo, no se relacionó Ja presencia del 

fosfato con Ja esporulación (Martinelli, 1976). 

El efecto sobre la esporulación observado con Ja inclusión de 100 mM de 

fosfinos en el medio de cultivo, también se podria deber a cambios en la fuerza 

iónica y/o presión osmótic~ m:is que al pH. Para contestar esta pregunta se 

empleó una concentración de 100 mM de cloruro de sodio (NaCl) para ver que 

efecto tendria Ja sal sobre el desarrollo del conidióforo. Sin considerar a Jos 

dem:is componentes del medio de cultivo (elementos traza, sales de nitrógeno, 

etc.) 100 mM de fosfatos contribuye con una fuerza iónica de 0.171, mientras 

que 100 mM de NaCJ posee una fuerza iónica de O. l. 

La cepa TJA22 se creció durante 18 horas en medio minimo y el micelio 

se transfirió a mediÓs con 100 mM de fosfatos o 100 mM de NaCI. Las 

actividades de p-ga!actosidasa 24 horas después del cambio de medios fueron 

muy semejantes: 120.8 U en el medio con fosfatos, contra 166.6 U obtenidas 

con NaCl, y en ambas condiciones los conidiofóros producidos tenían una 

estrucrura elaborada. No obstante, mientras que los niveles de actividad y Ja 

morfología 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 

conNaCI. 

Las diferencias obtenidas indican que la fuerza iónica tiene un efecto real 

sobre Ja expresión de br/A y sobre la morfologi"; Sin embargo, cuando el bongo 

se precreció en medio mínimo y se transfirió a medios cuyo pH se preajustó 4, 

6.S y 8 y que contienian o carecían de 100 mM de fosfatos, Ja diferencia en la 

actividad de p-ga!actosidasa entre Jos 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. Inducción de br!Aalp, consumo de glucosa y cambio del 
pH durante el crecimiento prolongado de la cepa TJA22 en medio minimo 
suplementado con 100 mM de buííer de fosfato de sodio pH 6.5. 

La determinación de la actividad de p.galactosidasa, consume de 
glucosa y cambios en el pH se realizó de m.:inera identica a la que se 
muestra en Ja figura 10, salvo que et medio de cultivo se había 
suplementado con 100 mM de buffer de fosfato de sodio pH 6.5 para 
amortiguar los c:J:mbios en el pH. Nuevamente cada punto es el promedio 
de cuando menos dos experimentos independientes, con un porcentaje de 
variación inferior al 12°/o. 

cuando el medio esta ajustado a 4 (incremento de 2 veces), e inclusive a pH S 

la acti>idad disminuyó (decremento de 2.3 veces). Este experimento demuestra 

que también el pH contribuye a la regulación de br/A y al desarrollo del 

conidioforo. 
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Por el momento no podemos evaluar la importancia relativa del pH y la 

fuerza iónica sobre el proceso de esporulación, sin embargo, no hay duda que 

que ambos factores juegan un papel fuodamental al nivel de la transcripción de 

brlA. Aunque estos experimentos no pemútien evaluar la contribución de cada 

una de las condiciones de manera separada. sabemos que estos fenomenos son 

reales y que tanto el pH como la fuerza iónica contribuyen a la regulación del 

proceso de conidiacíón. 

Efecto de la fuente de nitrógeno sobre la expresión de brL4 
y la esporulación. 

La limitación de nitrógeno en medio liquido induce la expresión del gene 

br/A de manera gradual y conduce a la formación de conidioforos elaborados 

(Fig. 6). Cuando se inoculan a confluencia cajas con medio sólido con nitrato 

de sodio 70 mM, el micelio empieza a conidiar 36-12 horas despues de haber 

sido inoculado. Sin embargo, cuando se inocula de la misma manera en medio 

que contiene cloruro de amonio 70 mM, el micelio crece rápidamente pero 

esporula muy mal y tardiamente. Estas observaciones sugieren que la fuente de 

nitrógeno empleada tiene un profundo efecto sobre la conidiación. 

Durante el crecimiento de A. nidulans en medio liquido, el pH cambia 

dependiendo de la fuente de nitrógeno empleada. El empleo de nitrato de sodio 

conduce a un pH final de alrededor de 8, debido a que no se pued•n neutralizar 

los iones de sodio, mientras que el empleo de cloruro de amonio conducira a un 

medio ácido que tennina por inhibir el crecimiento, debido a la presencia de 

iones clorato. El empleo de tartrn.to de amonio o de nitrato de amonio conduce 

a una acidificación del medio que después tiende a neutralizarse (Zonneveld, 

1977). 
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Para analizar el efecto de la fuente de nitrógeno sobre la conidiación, se 

creció la cepa TJA22 en medio con nitrato de sodio, y a las 18 horas el micelio 

se transfirió a medios con nitrato, nitrato más 200 mM de fosfatos o sin nitrato. 

De igual manera se creció ta misma cepa pero en medio con cloruro de illllOnio 

y se transfirió el micelio a medios con amonio, amonio mds 50 mM de citnuo 

de sodio o sin amonio. La figura 12 muestra los valores de p.galactosidasa, 

mientraS que en la tabla IV se muestran los valores de pH para algunos de los 

puntos. Tanto en el medio mínimo nitrato (pH final 8.4) como en el medio 

mínimo amonio (pH final 2.5), las actividades de ¡'.J-galactosidasa fueron 

bajas y no hubo desarrollo de estrucruras conidiogenicas (Fig. 12 y Fig. 13, 

paneles A y D). Es interesante el hecho de que mientras con nitrato el 

crecimiento vegetativo conúnua, en el medio con amonio tns hifas adquieren 

una estructura anormal y hay desarrollo de posibles células Hülle (¿inducción 

del ciclo sexual?). No sabemos si este fenomeno se debe a la acidificación del 

medio, a la fuente de nitrógeno o a la toxicidad del ion clorato. 

La adición de 200 mM de fosfatos al medio con nitrato, así como la 

adición de 50 mM de citratos al medio con amonio indujeron la 

p.ga]actosidasa a niveles más elevados, se mantiuvo el pH alrededor de 6.5 y 

se indujo la conidiación (Fig. 12 y l'ig. 13, paneles By EJ. Tanto los niveles de 

p.galactosidasa alcanzados como las estructuras generadas en el medio con 

amonio y citratos SO mM son equivalentes a los del medio mínimo con 

nitrato, salvo que en ol medio con 50 mM de citratos se corrige la morfología 

producida por el cloruro de amonio, y se observan algunas mérulas muy 

espaciadas (Fig. 12 y Fig. 13, panel EJ. La linútación total de nitrógeno tanto 
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Figura 12. Inducción de brlA a/p en cultivos sumergidos que carecen 
o poseen distintas fuentes de nitrógeno. 

La cepa TJA22 se creció 18 horas en medio mínimo con 1% de 
glucosa y 70 mM de NaN03 (figuras cerradas) o 70 mM de NH.¡CI 
(figur:1s abiertas), y el micelio se transfirió a los medios indicados. La 
incubación se continuó bajo las mismas condiciones, y a los tiempos 
indie!tdos se tomaron muestras que se procesaron para determinar la 
actividad de p..galactosidasa. Cada punto es el promedio de cuando menos 
dos experimentos independientes, con un porcentaje de variación meoor al 
16%. 

en un cultivo precrecido en amonio como en nitrato conduce al mayor 

incremento en la actividad de ,8-galactosidasa_ siendo ligeramente superior la 

que presenta el micelio precrecido en amonio. Los niveles de esporulación, el 

pH final y la morfología en ambas conidiciones son muy semejantes (Tabla IV 

y Fig. 13, paneles C y F). 





Estos resultados confirman el hecho de que pHs extremos (tanto :icidos 
como alcaJinos) tienen un efecto adverso sobre Ja conidiación, y sugieren que el 
mecanismo de regulación de br/A por fuente de nitrógeno pudiera ser través de 
la activador de los genes del metabolismo de nitro geno AreA. 

Efecto de las mutaciones creA y areA sobre la expresión de 
hr!A. 

Los resultados obtenidos en Jos experimentos donde se emplearon 

distintas fuentes de carbono o de nitrógeno son muy sugestivos de que la 

esporulación y br/A, estan integrados al esquema metabólico general del hongo. 

Para comprender mejor la regulación del gene brlA, se construyeron las cepas 

CPGJ y CPGS. Ambas cepas se seleccionaron de una cruza entre las cepas 

TJA22 y MH440. La cepa CPGI posee la fusión pbrlA::lacZ y la mutación 

cre.-120~. y la cepa CPGS auem:is de poseer la fusión pbrlA::/acZ, contiene la 

mutación areA2 l 7. 

Figura 13. Morfología de los conidioforos 24 hor•s después de la 
transferencia deJ micelio a medios que carecfan o poseían distintas fuentes 
de nitrógeno. 

A; 70 mM de NaN03, B; 70 mM de NaN03 y 100 mM de buffer de 
fosfatos pH 6.S, C; sin NaN03, D; 70 mM de NH4CI, E; 70 mM de iliH4Cl 
y 50 mM de buffer de citratos pH 6.S y F; sin NH4Cl. El micelio de los 
paneles A..C se creció en medio mínimo 1% de glucosa y 70 m.\I de 
Nal'iOJ durante 18 horas 3ntes de tr3nsferiles a los distintos medios, 
miealr3s que el micelio de los paneles D-F se creció en 1 % de glucosa y 70 
mM de ~'H4CI durante 18 horas antes de tr:msfcrires. Las flechas gordas 
en los paneles B, C, E y F indican·conidióroros elaborados, mientra.s que 
las puntas de flecha en los paneles C y F indican esporos libres. 
Amplific•ción lOOOx. 
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La mutación en el represor del catabolismo de carbono cre.-1. se 

caracteriza por la desrepresión de un cierto nt.imero de genes involucrados en el 

metabolismo del carbono en presencia de sacarosa (por ejemplo, la alcohol 

deshidrogenasa alcA; Arst y Cave, 1973; Arst y Bailey, 1977; Hynes y Kelly, 

1977), por lo que si br/A esta sujeto a la represión catabólica por carbono 

mediada por CreA, se debe de observar la desrepresión del gene en presencia 

de glucosa. La figura 14 muestra el perfil de actividad de p-galactosidasa y el 

consumo de glucosa de la cepa CPGI, asi como una cepa control (CPG3, 

mutante creA sin fusión), crecida continuamente sin tranforirlas a otro medio. 

Es notable el hecho de que las cepas creA. no consumieron la glucosa tan bien 

como la cepa silvestre, ya que a las 42 horas de cultivo aún queda mas de la 

mitad de la glucosa en el medio, lo cual puede deberse a que la mutante creA 

crece menos que la cepa silvestre. Por otro lado~ la actividad de 

P-galactosidasa presentó un patrón de inducción y niveles similares a los de la 

cepa silvestre (Fig. 10). El hecho de que en la cepa con la mutación creA204 se 

exprese el gene br!A en presencia de concentraciones elevadas de g]ucosa 

sugiere que brlA esta sujeto a la represión catabólica por carbono dependiente 

de la proteína CreA. 

Este resultado presenta una contradicción con el resultado obtenido con 

Jas distintas fuentes de carbono, donde se concluía que brlA estaba sujeto a una 

represión catabólica por carbono independiente de CreA (Fig. 8A). Esta 

contradicción podría resolverse proponiendo que la mutación creA posee otras 

funciones además de las atribuidas como represor clásico del catabolismo de 

carbono. De hecho, el producto del gene creA presenta una región de 

homología con la 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 

la proteína MIGJ de S. cerevisiae involucrada en la represión 
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Figura 14. Inducción de brlAalP y consumo de glucosa dur:iote el 
crecimiento prolongado de Ja cepa CPG l. 

Las cepas CPGI (pbrlAa/ft::lacZ, creA204) y CPGJ (creA204) se 
inocularon en medio mínimo con 1 % de glucosa y 70 mM de NaN03 y se 
cultivaron durante 42 horas. En Jos tiempos indicados se colectó el micelio 
utilizando un matraz por tiempo y se determinó la actividad de P­
gafactosidasa. El consumo de glucosa se determino a partir de muestras 
del medio de cultivo colectadas a los mismos tiempos. Sólo 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 experimentos 
independientes, con un porcentaje de variación menor al 18% para la 
CPGI y del 5% par:i Ja CPGJ. 

por carbono en esta Jevadur:i (Nehlin y Ronne, 1990), pero también presenta 

una segunda región de homología con la proteína RGR/ de S. cerevisiae (Sakai, 

et al, 1990). Las mutantes parciales de rgrl están afectadas en muchas 
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funciones celulares tales como resistencia a la represión por glucosa, 

sensibilidad a altas temperaturas, problemas en la e-sporulación, orientación 

aberrante de la yema durante la gemación y niveles elevados de cAMP (Sakai, 

et al, 1988 y 1990). 

En favor de nuestra propuesta de que el efecto de CreA sobre la 

inducción de brl.4 sea bimodaJ debido a que Cre.4 posee dos motivos 

estructurales de union al DNA, se puede argumentar los siguiente. Primero, la 

disrupción genérica de creA es letal (Dowzer y Kclly, 1991 ), es decir, que 

Cre.~ es indispensable en A. nidulans, y debe poseer alguna funcióa alin 

desconocida. Segundo, diversas mutantes de S. cerevtsiae aisladas por tener 

desreprimida la inve11asa o la p.gaJaCtosidasa en presencia de· glucosa han 

resultado tener alterados procesos tan diversos como el tipo de cruza 

(mating-type), la esporulación, y la expresión de genes que no estan sujetos a la 

represión catabólica por carbono (por ejemplo~ la expresión de las elemenros 

Ty, Trumbly, 1992). Tercero, los niveles de expresión de la proteina CreA de 

Tricoderma reesei disminuyen cuando el microorganismo se cultiva en sorbitol, 

glicerol o celulosa y se les añade glucosa, un resultado poco usual para una 

proteina encargada de controlar la represión por glucosa (limen, et al, 1994). 

Cuarto, distintos aleleos mutantes de creA poseen distintas morfologías en 

cuanto a la forma de las colonias y la. densidad de conidióforos, alin cuando 

muestran niveles semejantes de desrepresion del geno do la alcohol 

deshidrogenasa alcA (Arst y Cave, 1973; Arst y Baile y, 1977; Hynes y KeUy, 

1977). Por ejemplo, el alelo creA204 forma colonias muy compactas pero 

esporula de manera silvestre, mientras que el alelo creAdJo genera colonias 

pequedas pero no tan compactas y además tiene problemas en la conidiación. 

Recientemente se recibió en el laboratorio el alelo creAdJO, y las cruzas entre 

esta cepa y la TJA22 se está realizando. El análisis de la progenie con el alelo 
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mutanie y la fusión pbrlAa!P::lacZ pemútirán comprender mejor las 

interacciones entre la proteína CreA y el gene brlA. 

El papel de la proteína AreA sobre la inducción del gene br/A se estudió 

empleando la cepa CPG5 y una cepa conttol areA que carecía de la fusión 

phrl.~::/acA (CPGB). El gene areA codifica para un activador de los genes 

involucrados •n el me1abolismo del nitrógeno (Arsl y Cave 1973; ArSI y Bailey, 

1977; Cave, 1979; Caddick, 1992; Scazzocchio, 1992). Posee un solo "dedo 

de zinc" adyacenle a una región de aminoácidos básicos (Kudla, et al, 1990, 

Stanko•ich, et al, 1993) y presema una al1a r.omologia con las proleinas .V!Tl 

de N. crassa y GLN3 de S. cereviswe, por lo que se ha incluido dentro de la 

familia de los fae1ores ttanscripcionales GATA (Fu y Marzluf, 1990; Kudla, et 

al, 1990, Marzluf, 1993). Debido a que las cepas con la mutación areA son 

incapaces de utilizar el nitrato como fuente de nitrógeno, se precrecieron estas 

cepas en medio mínimo amonio y el micelio se transfirió a Wl medio sin 

amonio, donde esperabamos que si br/A estaba sujeto a la activación por AreA, 

se abatieran sus niveles de inducción. En efecto, los niveles de p-galactosidasa 

alcanzados por la cepa CPG5 24 horas después del cambio son menores que 

los alcanzados por una cepa con la proteína AreA intacta (Fig. 15). 

Este experimento sugiere que br/A esta sujeto a la activación del 

metabolismo del nitrógeno, mediada por AreA. El alelo muiante empicado en 

este experimento (areA2 l 7) carece de la proteína fi.mcional, sin embargo, 

existen otros alelos con una función de AreA awnentada que seria interesante 

estudiar. Recientemente se recibió esta mutante llamada xprD/ (extracellular 

pro!ease) en el laboratorio, y se estan realizando las cruzas adecuadas para 
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Figura 15. Inducción de brlAalP en una cepa silvestre (TJA22) y ea 
una cepa carente del activador AreA. (CPGS) en cultivos líquidos carentes 
de amonio. 

Las cepas TJA22, CPGS (phrlAalp::/acZ, areA217) y CPG8 
(are.4217) se crecieron en medio mínimo con 1% de glucosa y 70 m'.\t de 
NH.¡CI durante 18 horas, y el micelio se transfirió a medio mínimo con 1 o/o 
de glucosa pero que carecia de NH4CI. Se continuó la incubación bajo las 
mismas condiciones y a los tiempos indicados se colectaron las muestras 
que se procesaron para determinar la actividad de P­
galactosidasa. Los puntos de la curva de Ja cepa T JA22 son el promedio de 
cuando menos dos experimentos independientes, con un proc.entaje de 
variación del 16%. Los puntos de las curvas de las cepas CPGS y CPGB 
son el resultado de un solo experimento. 

esrudiar su efecto sobre la esporulación. donde esperamos que cultivos 

swnergidos de esta cepa exprese al gene br/A de manera awnentada. También 

ser:i necesario estudiar el efecto de otras fuentes de nitrógeno (por ejemplo 



distintos aminoácidos) sobre la esporulacíón, para comprender mejor la 

relación entre el metabolismo nitrogenado y la conidiación. 

La integración de todas estas seílales ambientales y la esporulación a 

nivel de la regulación del gene br/A pudiera ser muy compleja, ya que en la 

región promotora deI gene br/A se situan muchos elementos regulatarios que 

podrian influir su taza de transcripción. Es importante resaltar que se requiere 

una región reguladora de hasta -2913 pares de bases (pb) hacia arriba del sitio 

de inicio de la transcripción de br/Aa, para lograr una expresión completa del 

gene. Cortes progresivos del promotor hacia el sitio del inicio de la 

transcripción, reducen gradualmente el nivel de transcripción de br/A sin alterar 

su regulación espacial (Aguirre y Timberlake, sin publicar). De manera 

semejante, cuando se crecieron cepas por 18 horas que contenían fusiones Jaez 

con distintos tamaños del promotor de br/A (cepas TJA18 y TJAl2) y se 

transferían a medios con O, O,! y 1% de glucosa, conservan el perfil de 

actividad de p-gatactosidasa, aún cuando los niveles absolutos disminuyen 

(Fig. 16), La presencia de multiples elementos regulatorios dentro de la región 

promotora de br/A, pero sobre todo el arreglo de br/Aa y brlAP (genes 

sobrelapados), dificulta el esrudio de los efectos que distintos activadores (por 

ejemplo AreA) o represores (como creA) tendrían sobre su transcripción, ya 

que las interacciones que se podrían dar entre estos reguladores podrian ser 

muy diversas (por ejemplo; sinergicas, antagonicas, etc.). El gene regulador de 

la esporulación en Myxacoccus xanrhus, csgA, se comporta de manera similar 

al gene br/A, en cuanto a que reducciones sistemáticas del promotor también 

resultan en la disminución gradual en la actividad del gene y al arresto del 

proceso moñogenético en distintos puntos (Li, et al, 1992). De cualquier 

fonna, la demostración bioquímica de la unión de las proteinas CreA y Ami 

al promotor de br/A es un requisito indispensable para probar, 
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Figura 16. Regulación por glucosa de la fusión pbr/Aa/fJ::lacZ coa 
distintos tamaños de Ja región promotora de br/A.. 

Las cepas que se indican se crecieron 18 horas en medio mínimo con 
1 ºlo de glucosa y 70 mM de NaN03 y el micelio se transfirió a medios con 
01 0.1 y lo/o de glucosa. Las muestras se colectaron 24 horas después del 
cambio de medios y las muestras se procesaron para detenninar Ja 
actividad de ,B-galactosidasa. Los números entre paréntesis indican el 
tamaño de la secuencia regulatoria hacia arriba del gene br!Aa/p, 
tomando como referencia el sitio de inicio de la transcripción de br!Aa 
(para ver los detalles de la organización de Ja unidad de transcripción de 
brlAa!pver la figura 4 y Prade y Timberlake, 1993). 

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

expresión de br/A. 



" 
Obtención y caracterización parcial de mutantes de 

Aspergi/lus nidu/ans que presenten una esporulación anticipada. 

El periodo de crecimiento que requiere A. nidulans para poder conidiar 

se le ha denominado competencia (A•elrod, 1972; A•elrod, et al, 1973; 

Champe, et al, 1981). Una vez alcanzada la competencia, el hongo es capaz de 

responder a una fase aerea y conidiar (Timberlake, 1980; Zirnrnerman, •tal, 

1980; Boylan, et al, 1987). No obstante que la relación entre compe1encia y 

conidiación es clara, no se sabe especificamente en que consiste este fenómeno 

y de que manera esta regulado. 

La relación entre la competencia y la capacidad para responder a los 

estímulos ambientales 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 expresión del gene 

brlA. 

Se llevo a cabo una mutagénesis de acuerdo al método desarrollado por 

Kafer (Kafer, I 965). Brevemente, una solución de lxi08 esporas/ml de la cepa 

TJ A22 en 25 mi de agua esteril se irradiaron durante 90 segundos con una dosis 

de u.v. de aproximadamente 700 mW/cm2, para lograr un 90% de mortalidad. 

Se realizó un enriquecimiento de mutantes que consintió en cultivar en medio 

líquido las conidias irradiadas. A las 30 horas después de inoculadas se filtro el 

núcelio colectando las conidias que se encontraran en el cultivo, y que podrian 

provenir tanto de mutantes que presentaran una esporulación temprana., como 

de mutantes que tardaran mucho en genninar. El filtrado se concentró por 

centrifugación y las esporas se emplearon para sembrar cajas con medio 

mínimo con 1 % y 0.1 % de glucosa. Las colonias se dejaron crecer duranre 24 

horas y se tiñeron con X-gal. De 200 colonias seleccionadas por su aspecto 
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sano, se reseleccionaron S mutantes que se teñían con X-gal más temprano que 

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

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

mutación y el alelo mutante se conoce con el nombre asignado a ta cepa 

mutante original, A continuación se describen parcialmente las 6 cepas 

mutantes: 

CIS9. Presenta un crecimiento similar a la cepa padre, pero se tiñe con 

X-gal mucho más temprano. 

CIS!O. Crece de manera muy compacta y tanto las conidias como el micelio 

adquieren un color cafe. Se tiñe con X-gal mucho más temprano que la 

cepa padre. Los conidioforos presentan una apariencia similar al 

fenotipo mee/A (conidioforos reiterados), sin embargo, cruzas con la 

cepa medAJ revelaron que se trata de otra mutación. En cultivos 

liquidas forma pellets muy compactos. 

CIS 13. Crece tanto en medio sólido como en liquido de manera muy compacta. 

Sus conidias son verdes y también presenta una tinción positiva con X­

gal mucho antes que la cepa padre. 

CIS17. Forma colonias arrugadas que deforman el medio solido, y presenta 

una conidiación variegada, es decir, alguans hifas aereas no se 

diferencian para formar conidióforos. Ambos fenotipos se deben a una 

sola mutación. Los fenotipos se pueden suprimir parcialmente si se 

cultiva la cepa en medio con una mala fuente de carbono (por ejemplo: 

acetato, etanol, tributirina, etc.). El diploide entre esta cepa y una cepa 

brlA tiene apariencia silvestre, por lo que se trata de otra mutación 

recesiva. No muestra tinción positiva con X-gal. 

CIS!S. Es indinstingtble de la cepa padre, salvo que se tiñe con X-gal de 

manera muy temprana. En cultivo liquido esporula profusamente. 



CISJ9. Fenotipo similar al de la cepa CISIS, salvo que en cultivo líquido no 

esporula y fo!llla pellets muy grandes. 

Para verificar que la tinción positiva con X-gal en medio sólido reflejara 

la inducción del gene br/A por causa de la mutación y no por causa de la fuse 

aerea, se realizaron cultivos de todas las mutantes en medios con l % y 0.1 % 

de glucosa. La cuantificación de la actividad de ,8-galactosidasa se realizó a un 

tiempo fijo de 36 horas y los resultados se muestran en la fib'l!ra 17. Como se 

obsern, las cepas CIS9, CIS 18 y C!S 19 poseen una actividad mucho mayor 

que la cepa padre en medio con 1 % de glucosa, e inclusive la cepa CIS 18 

presentó esporulación. En el cultivo que solo contenia O .l % de glucosa, las 

cepas CIS9, CIS 18 y CIS 19 presentaron niveles similares de acrividad y 

esporulación que la cepa padre. Los niveles de actividad de las cepas C!S!O, 

C!Sl3 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 cepa padre. Por el momento no podemos explicar este fenómeno, 

especialmente para las cepas C!S!O y C!Sl3. 

Debido a la facilidad de seguir el fenotipo de la cepa C!Sl7, se decidió 

continuar con su caracterización. Se realizaron varias cruzas can distintas cepas 

(CIS!S, TJA22, brlA) para aseguramos de que era una mutación monogénica. 

Un inconve"niente de Ja mutación es de que tiene cierta tendencia a revertir, 

especialmente cuando se ha almacenado por periodos largos a 4°C. Las cepas 

que revienen adqllieren el fenotipo de la cepa padre. Se realizó la asignación de 

este g~e a alguno de los ocho cromosomas de A. nidulans, cruzando la cepa 

CIS 17 con la cepa A283 que posee marcadores en cada uno de los 

cromosomas. La haploidización del cliploide se realizó en medio mínimo 

suplementado que contenla 70 mg/ml de p-fluoro-fenilalanina. Este 
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Figura 17. Inducción de brlAalp en distintas cepas aisladas de una 
mutegénesis de la cepa T JA22, en medios con 0.1 y 1°/o de glucosa. 

Las cepas que se indican se inocularon eo medios estaodnres con 0.1 
y 1°/. de glucosa, y se incubaron durante 36 horas de manera continua 
como se describe en materiales y métodos. A este tiempo se colectó el 
micelio y se proceso para determinar la actividad de p.galactosidasa.. Los 
símbolos + indican el grado de esporulnción que a simple vista se detecto 
en el medio de cultivo. Las barras son el resultado de un solo experimento. 

análisis mostró que el marcador ga/Al del cromosoma IlI no segregaba con el 

fenotipo mutante, lo que sugeria que la mutación se encontraba en este 

cromosoma. Debido a que la fusión pbr/Aa!p::lacZ se localiza en el 

cromosoma Ill, el análisis de segregación de este marcador mostraba que 

siempre segregaba con la mutación, lo que confirmaba el resultado obtenido 

con el marcador ga/A J. Se ha iniciado el análisis de segragación del fenotipo 
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mutante dentro del cromosoma IIl empleando las cepas PWI, A456 y A516 

(ver los fenotipos en las tablas 1 y II). Los marcadores que se han empleado 

basta ahora para mapear la mutación son argB, adl50 y ga/E9, que se 

encuentran distribuidos en el brazo izquierdo del cromosoma. De estos tres 

marcadores solamente el de argB muestra cieno ligamiento con el gene 

mutado, y el porcentaje de recombinación que muestra es de 42.3 %. Este 

marcador es el más cercano al centrómero de tos tres, por lo que sera necesario 

mapear la mutación empleando marc3dores que se encuentren cerca de esta 

región. 

La cepa CIS 18 también es una mutante muy interesante, ya que su 

fenotipo es idéntico al de la cepa padre salvo que esporula abundantemente en 

medio lfquido. Aún empleando la tinción con X-gal, esta mutación es muy 

dificil de se!lllir, especialmente cuando se trata de analizar los productos de 

distintas cruzas. Hasta ahora no hemos encontrado un buen método para 

diferenciarla de las cepas silvestres (por ejemplo; no muestra diferencia en la 

tinción para fosfatasas ni ácidas ni alcalinas y no presenta desrepresión el la 

alcohol deshidrogenasa ni en actividad proteolitica extracelular), por lo que su 

análisis no se ha podido iniciar. 

El empleo de este tipo de mutantes pennititia entender mejor la 

regulación del proceso de esporulación, ya que sólo estan afectadas en este 

proceso (no tienen un efecto pleiotrópico). sin embargo, ésta misma 

característica es una seria limitación, ya que el fenotipo es dificil de distin!lllir. 

Será necesario buscar Wt método para seguir este tipo mutaciones, ya que 

seriao muy valiosas para esclarecer la regulación del proceso de conidiación. 



Conclusiones y perspectivas. 

Los resultados que se presentan en este trabajo ofrecen una oue\'a 

alternativa para estudiar el inicio de la esporulación y los factores ambientales 

que modifican proceso. El protocolo de cultivo liquido y esporulación 

sumergida permitió estudiar el efecto de la limitación de carbono y de nitrógeno 

sobre la esporulación, asi como el efecto del pH sobre los patranes 

morfológicos. Debido al tipo de seguimiento que se hizo de los cultivos, ol 

número de muestraS era enonne y había problemas de reproducibilida.d. Sin 

embargo, ahora sabemos que los niveles alcanzados a las 24 horas despues 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 podóa reducir el número de 

muestras de cada experimento y awnentar el número de repeticiones para poder 

aplicar na tratamiento estadístico adecuado a los resultados. 

La limitación de carbono induce al gene br/A de manera rápida y a 

niveles elevados, mientras que la limitación de nitrógeno induce al gene br/A de 

manera más moderada y a niveles menores. Los conidióforos producidas 

cuando se limita al microorganismo de carbono san muy reducidos, y cuando se 

limita de nitrógeno son más •laborados. Esto permite concluir que la inducción 

de brl4 esta regulada por diversos factores ambientales de manera distinta, 

además de que los distintos tipos celulares del conidióforo pudieran debme a 

incrementos en la dosis de br/A. 

El resultado obtenido cuando se emplearon distintas fuentes de carbono 

sugirió que brlA está sujeto a un mecanismo de represión catabólica 

independiente de creA. Por el contrario, el empleo de una cepa con el alelo 

·• -· 
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creA20; mostró que la regulación de br/A por creA es posible. Anibuimos esta 

contradicción al hecho de que posiblemente creA tenga más de una función (ver 

discucián anterior). Serla necesario emplear una cepa con un alelo de creA 

cuyo fenotipo sea más fuerte que el del alelo creA20;, como seóa el alelo 

creAdJo, en condiciones de cultivo que permitan despejar esta duda. Ademas, 

un ensayo de protección del promotor de brlA con la proteína CreA obtenida de 

la fusión GST-CreA permitiría identificar sirios de unión de esta proteina al 

promotor de br/A (Klumburg, et al, 1992). 

El efecto de la limitación de nitrógeno sobre la inducción de la 

esporulación en cultivo liquido resulta nauy interesante, ya que la morfologia 

del conidióforo es muy similar a la que se produce cuando se induce la 

conidíación por exposi~ión al aire. Además de las fuentes de nitrógeno que se 

estudiaron (nitrato y amonio), seóa conveniente estudiar otras fuentes tales 

como glutámico, glutrunin~ otros aminoácidos, etc. La relación entre el 

activador de los genes del metabolismo del nitrógeno AreA y la inducción de 

brlA es muy clara y requiere ser estudiada con más profundidad. Se podria 

emplear una cepa que en lugar de tener un alelo como areAl 17 que perdió su 

función, se empleara un alelo como el xprDI que se caracteriza por tener el 

gene de la proteinaAreA más activo (Stankovich, et al, 1993). De esta manera 

se podria comprobar que AreA efectivamente activa al gene br/A (en proceso). 

Con respecto al papel que juega el pH sobre la esporulación, se 

requieren experimentos adicionales que permitan diferenciar los efectos del pH, 

de los de la fuerza iónica. Cada uno de estos factores de manera separada o 

conjunta, inducen el desarrollo de conidióforos elaborados. Para diferenciar la 

contn"bución de cada factor. seria necesario emplear distintos medios en los que 

se variara la fuerza iónica y el pH de manera independiente. Esto se lograóa si 

se emplea una sola sal que amortiguara a distintos pH pero que tuviera la 
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misma fuerza iónica, o a un pH detenninado variar la fuerza iónica del medio. 

Otra estrategia seria evaluar el efecto de la mutación pacCj sobre la expresión 

de br/A, ya que este gene codifica para un regulador de los genes de las 

proteínas que se sinterizan en medios acidos (Dom, 1965; Caddick y . .\rst, 

1986; Caddick, et al, 1986a y 1986b). Resultaría conveniente evaluar tambien 

otros parámetros como la presión osmótica unlízando compuestos no iónico s 

como el etilenglicol. 

La continuación de este trabajo debe de estar encaminada a dilucidar los 

mecanismos fisiológicos y moleculares mediante los cuales la privación de 

nutrientes induce al gene br/A. De especial ~teres seria el analiZ<U" los efectos 

de la privación de nunientes sobre genes que se sabe que regulan a br/A, tales 

como stuA y medA (Clutterbuck, 1969; Aguirre, 1993; Miller, 1993), para 

poder definir en un futuro los tipo de señales que regulan el proceso y los 

mec:mismos mediante los cuales regulan la conidiación. 
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