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RESUMEN 

La esporulación asexual o conidiación del hongo filamentoso Aspmillus nfilulans 

ha constituido un buen sistema experimental para abordar problemas de diferenciación 

celular y regulación genética. La esporulación en este ascomiceto es dependiente de la 

activación del gen br1A, el cual codifica para una proteína con un dominio de unión al 

DNA del tipo dedos de zinc, Esta y otras evidencias indican que la función del producto 

del gen br1A es la de un activador transcripcional fundamental. 

Se han descrito algunos factores ambientales que regulan la activación de brlA tales como 

posibles hormonas, la luz y la privación de nutrientes específicos. Sin embargo, los 

factores genéticos que controlan al gen briA han sido poco estudiados. En este trabajo se 

reporta el aislamiento y caracterización de una nueva mutante del tipo algodonoso, la cual 

se caracterizó por pmsentar una proliferación de hifas aéreas no diferenciadas, una 

capacidad para invadir colonias cercanas y como característica principal, un considerable 

retraso en la conidiación. 

A partir de diversos estudios genéticos de esta mutante, se definió al locus fin/1, mismo 

que se mapeo en el cromosoma IV. La morfología de las hifas de la mutante flull/ se 

estudió con respecto a los patrones de ramificación y diamétro de las hifas. Los resultados 

indicaron que el fenotipo algodonoso de la mutante flulil está asociado a modificaciones 

en su patrón de crecimiento, presentando una tasa de ramificación menor que la observada 

para una cepa silvestre. Se comprobó que el retraso en la esporulación asexual se debió a 

una inducción menor y tardía del gen br1A. Se demostró que en cultivos sólidos se 

requiere del gen f/uH para esporular normalmente, pero que en condiciones de limitación 

de glucosa, éste requerimiento fué parcialmente aminorado, Por el contrario, en cultivos 

líquidos, se determinó que el gen fluli es indispensable para esporular en ausencia de 

nitrógeno, más no así en privación de glucosa. Se encontró que además de f1uí, existen 

al menos otros 3 genes cuya mutación también genera un fenotipo algodonoso y que son 

requeridos para esporular en condiciones de privación de nitrógeno. 

En la segunda parte de este trabajo, se reporta el aislamiento y caracterización de cuatro 

mutantes conteniendo supresores extragénicos de fluía, Las mutaciones supresoras 

aisladas resultaron ser monogénicas y recesivas. Tres de ellas no confirieron ningún 

fenotipo en un fondo genético silvestre, mientras que la cuarta mutación confirió un 



Resumen 

fenotipo bien definido y se denominó swifirdi/ al locas afectado. La mutante suA/f/u/i/ 

se analizó de manera más detallada con respecto a su patrón de crecimiento y a la 

respuesta a la privación de nutrientes. La mutación de sufflulll genera un fenotipo 

pleiotrópico en el cual se observan modificaciones en el patrón de crecimiento micelial, 

generando hifas cortas, engrosadas y con una alta frecuencia de ramilicación.También se 

observó la sobmexpresión de algunas proteínas extracelulares tales corno proteasas y 

amilasas. En condiciones de privación de nitrógeno en medio liquido, el gen suANHI 

resultó ser dispensable para esporular, mientras que cuando el nuniente eliminado fué la 

glucosa, éste gen resultó necesario para inducir la expresión de br/A y por consiguiente 

para esporular. Una mutante doble flutill,ssii/fluill, presenta un fenotipo con 

características de ambas mutantes; valores intermedios de ramificación y morfología de las 

Idas y una espondación por privación de nutrientes semejante a la observada en la 

mutante j/u/il, lo cual sugiere interacciones complejas entre los productos de ambos 

genes. 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican la existencia de múltiples factores 

ambientales y genéticos que determinan la esporulación asexual en A. nidalons. Junto con 

estudios de otros laboratorios, nuestros multados muestran que la regulación del gen 

brIA es un proceso genéticamente complejo donde intervienen varios genes y donde 

algunos de los productos de éstos, parecen interactuar directamente. Se han definido al 

menos 9 genes, incluidos firril y suAfluIll, cuya mutación afecta la conidiación en 

diversas circunstancias. Los resultados del estudio de las mutantesfluill y suAlfluIll en 

condiciones de privación de nutrientes, muestran claramente que aunque ambos tipos de 

stress nutricional conducen a la expresión del gen brIA y a la esporulación, ambas señales 

son procesadas por vías independientes. 



INTRODUCCION 

Diferenciación Celular. 

El desarrollo en los organismos multicelulares es un proceso complejo de cambios 

graduales y progresivos. El desarrollo comprende principlamente dos fases: la primera en la 

cual se genera la diversidad o diferenciación celular y una segunda que constituye la 

reproducción. Durante la diferenciación celular ocurren la morfogenésis, que se refiere 

primordialmente a la organización de las diferentes células en diferentes tejidos u órganos y 

el crecimiento. 

Los microorganismos han constituido excelentes modelos experimentales para tratar 

de entender la diferenciación celular y nos han permitido conocer muchos de los procesos 

de regulación de la expresión génica que ocurren durante el proceso. En muchos 

microorganismos se ha determinado que la escases de nutrimentos constituye el estímulo 

principal para iniciar la diferenciación celular. La privación de fosfato o de nitrógeno, la 

tensión de oxígeno y la presencia de distintas fuentes de carbono y de nitrógeno, son 

solamente algunas de las señales ambientales que los Microorganismos tienen que sentir, 

integrar y transducir para producir rápidamente una respuesta apmpiada. En el caso de la 

bacteria Baciltus subrilis la limitación de nutrientes lleva a la formación de una endospora, 

proceso que ha sido considerado como un modelo simple de diferenciación celular en 

procariontes. A partir de mutantes incapaces de esporular aún en condiciones nutricionales 

lirnitantes, se ha determinado toda una red compleja de interacciones entre diferentes 

productos génicos específicos de la célula madre y de la endospora. Una de las maneras en 

que las señales ambientales son captadas, es a través de los diferentes "sistemas de dos 

componentes" (Parkinson, 1995). Estos sistemas están formados por dos moléculas; una 

proteína sensora encargada de captar las señales ambientales y de enviar éstas señales al 

segundo componente del sistema, el cual está constituido por una proteína reguladora de la 

respuesta. Este tipo de proteínas son del tipo modular; la proteína sensora tiene 

generalmente en su extremo amino terminal el módulo encargado de r&ibir el estímulo 

ambiental y en su extremo carboxilo terminal el módulo transmisor. La proteína reguladora 

de la respuesta recibe la señal en un módulo localilado en su extremo amino terminal, el 
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cual puede estar acoplado a uno o más dominios de salida de la señal localizados en el 

extremo carboxilo terminal (Parkinson, 1995). Se ha demostrado que los mecanismos de 

comunicación entre los dos componentes de este tipo de sistemas involucra reacciones de 

fosforilación y desfosfoilación. En el ejemplo que corresponde a la inducción de la 

esporulación en B. subtilis mostrado en la figura 1, la proteína SpoOF (una de las proteínas 

reguladoras de la respuesta) es fosforilada por cualquiera de las cinasas KinA o KinB 

(proteínas sensoras), en respuesta a señales no caracterizadas aún, aunque en el caso de 

Kinn, se cree que la señal para su activación es transmitida a través de la proteína 

citoplásmica KapB. Una vez que SpoOF es fosforilada, transfiere su grupo fosfato a la 

proteína SpoOA, a través de la fosfotransfenEsa SpoOB. La forma activa de SpoOA, que es 

el estado fosforilado, funciona como factor transcripcional para activar o reprimir la 

expresión de ciertos genes dependiendo del promotor sobre el que acure (Hoch, 1995). 

Como activador, promueve la transcripción de genes como spoIIA y volIG, que codifican 

para los factores sigma F y sigma E, respectivamente. Los factores sigma, son proteínas 

accesorias de la RNA polimerasa que le dan especificidad para transcribir ciertos genes. En 

B. subtilis, los factores sigma constituyen un nivel fundamental de la regulación de la 

expresión genética, indispensable para la formación de la endospora. (Losick, 19/19; 

Errigton, 1992; Hoch, 1995). 

2 
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Figura 1. Esquema del sistema de transduccitin de señales por fosfoiranstereneia, 

durante la esporulacián de Haelllus subtllis. 

(Figura modificada de Iluch, 19951. 

En eucariontes sólo se conocen tres casos de transducción de señales mediadas por 

sistemas de dos componentes (Chang et al., 1993; Maeda, et al., 1994; Brown, et al., 

1993; Alex, et al., 1996). En cambio, se conocen varios sistemas que dependiendo también 

de cascadas de fosforilación, están mediados por proteínas G triméricas. La respuesta a 

feromonas en levaduras es un paradigma de este tipo de sistemas de transducción de 

señales. En él, las células haploides responden a feromonas peptídicas producidas por la 

célula de tipo de apaleamiento contrario, desencadenando así cambios que llevan a la 

generación de un diploide (Herskowitz, 1995). Una vez que las feromonas son producidas, 

éstas tienen como blanco a receptores específicos, los cuales están asociados a una proteína 

3 
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Introducción 

G heterotrimética. La unión al receptor produce, al parecer, cambios confonnacionales que 

activan a la proteína G disociándola en sus dos componentes Ga—P y Gtly, siendo este 

último el responsable de activar la cascada de fosforilación efectuada por Proteínas Cinasas 

Activadas por Mitogénos (MAPK; ver figura 2), El receptor final del grupo fosfato es un 

factor transcripcional (STE12), el cual en su estado activo (fosforilado), actua induciendo la 

transcripción de genes que codifican para componentes de la respuesta a feromonas y genes 

necesarios para la fusión celular (Ammerer, 1993; Roberts y Fink, 1994; Herskowitz. 

1995). 

r 
isanemocienet f 	IE--1 

Ilmworts 	Igo 

Figura 2. La vía de respuesta a ferontonas mediada por proteínas G en Saccharomyees 

cerevisiae. 

Una vez que las fixornonas acatan sobre su receptor blanco se desemndena una cascada de fosforitaciones por 

proteínas cinasas que a su vez son activadas por fosforilacidn. En este modelo se posponen también las 

interxeinnes que existen entre los difenntes componentes del sistema. en base a diversos estudios 

bioquímicos y genéticos. (Figura modificada de Herskowitz, 1995), 
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Aspergillus nidulans como sistema experimental para estudiar la 

diferenciación celular. 

El uso de hongos ascomieetos como Suctliannnyces crwcisioe. 

Schizosacchammyces pombe, Neumspora crassa y Aspergillus nidulans, como organismos 

experimentales para el estudio de procesos biológicos fundamentales ha sido sumamente 

decisivo. Estos microorganismos han sido elegidos por ser eticariontes sencillos sujetos a 

una amplia gama de manipulaciones genéticas. 

Aunque para diversos procesos biológicos la levadura ha sido un modelo experimental 

ampliamente utilizado, representa un modelo de estudio muy limitado para entender 

procesos de diferenciación celular multicelulares, Por el contrario, A. nidulans resulta 

atractivo debido a que sus actividades reproductivas involucran la formación de 

conidióforos. Los conidióforos son estructuras complejas que consisten de varios tipos 

celulares con funciones bien diferenciadas. Emir las principales ventajas de A. nidulans 

como sistema experimental se encuentran las siguientes: 

a) Fácil manipulación por su tamaño pequeño y su crecimiento colonial en medio sólido, lo 

que permite su replica en placa. 

b) Genorna pequeño (2,4 X 10' pb), aproximadamente 5.8 veces el genoma de E. (mil. 

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

d) Sus ciclos sexual y asexual son cortos, además de presentar un ciclo parasexual. 

e) Tiene esporas asexuales uninucleadas y haploides, lo que permite su mutagdnesis. 

1) Es tina especie homotálica, es decir existe un sólo tipo de cruza y por ello existe 

compatibilidad entre todas las cepas de laboratorio. 

g) A partir del establecimiento de diploides y heterocariontes se pueden realizar análisis de 

complementación y de dominancia. 

Ir) A la fecha más de 7()0 genes han sido ¡trapeados en sus ocho cromosomas. 

i) Se puede analizar la expresión de ciertos genes por medio de fusiones entre regiones 

regulatorias y genes reporteros (como el de la 0-galactosidasa), o con promotores 

regulables y genes estructurales (como es el caso del promotor al A). 

j) Existen sistemas de transformación con una variedad de vectores. 

5 



huriJucción 

Cielo de vida de Aspergillus nidulans. 

Fase Asexual. 

Al ser expuesto el miedo vegetativo a una interfase aérea, se induce la fase asexual del 

ciclo de vida. Esta fase se caracteriza por la detención del crmimiento polarizado y su 

reemplazo por un crecimiento por gemación, que lleva a la formación de la estructura 

portadora de las esporas asexuales o conidias (Smith, et al, 1977; Clutterbuck y 

Timberlake, ¡992; Timberlake y Marshall, 1988). Durante mucho tiempo se planteó que 

para esporular, la interfase aérea era un requisito indispensable en Ayunaba nidulans y 

que además la conidiación era un evento genéticamente programado que no dependía de 

factores ambientales (Axelrod, 1973; Adams, et al., 1988; Mooney y Yager, 1990; Champe 

y Simons, 1992; lían, et al., 1993; Lee y Adams, 1994). Skromne et al. (1995), 

demostraron que en condiciones de cultivo líquido podía inducirse la espondación por 

privación de nutrientes. Con los hallazgos reportados por Skromne, dos de las premisas 

postuladas para la conidiación de A. nidulans fueron revocadas: 

La esporulación no depende únicamente de una inierfase aérea y no es un fenómeno 

genéticamente programado independiente de factores ambientales, ya que puede inducirse 

por privación de nutrientes. Skromne y colaboradores, también demostraron que la 

expresión del gen briA (regulador primario de la esporulación) ocurre de manera dosis-

dependiente. Durante la privación de glucosa, la inducción de brIA llegó a niveles altos en 

poco tiempo, produciendo esporas a partir de las puntas de las hilas. Mientras que durante 

la privación de nitrógeno, la inducción de brIA era gradual, y se producían conidióforos 

semejantes a los obtenidos en una interfase aérea. Otm de los factores que se conoce que 

inducen la conidiación son los factores "psi". Los factores psi (precocious sexual inducer) 

son precursores "hormonales" derivados del ácido linolefeo, purificados a partir de una 

mutante que presentaba un retraso en la conidiación. Al agregar a un cultivo confluente una 

muestra concentrada del factor psi, se inhibe la conidiación y se induce prematuramente la 

reproducción sexual (Champe, 1987; Champe y Simon, 1992; Manzur et al., 1990). La 

actividad del factor psi está determinada por diferentes formas interconvertibles de éste, 

psiA, psiB y psiC (Kurtz y Champe, 1981; Champe, et al., 1989). Estas señales no se 

encuentran bien caracterizadas, ya que aún no se conoce cuáles son los factores que 

promueven su interconversión y su producción. 

6 



IntroducMil 

Además de los estímulos ambientales necesarios para iniciar el desarrollo en A, nidulans, 

también se han descrito diversos requerimientos genéticos para que se lleve a cabo este 

proceso. Axelrod (1972; 1979) demostró que para esporular no sólo bastaba que un in lecho 

vegetativo pudiera mur, sino que también era necesario alcanzar cierta madurez; 

aproximadamente 18 h después de la germinación. Si un micelio vegetativo es expuesto a 

una interface aérea, este no comenzará a espondar hasta que no obtenga cierta capacidad 

para responder a los diferentes estímulos dados ("Capa:bnda"; Axelrod, 1979), Aunque 

la capacitada ha sido un fenómeno poco entendido, resulta evidente la necesidad de 

entenderla a nivel molecular (Champe, et al., 1981). 

El desarrollo asexual se inicia por la diferenciación de algunas células de las hifas en células 

pie, las cuales sostienen a los conidióforos (figura 3). A partir de la células pie se 

desarrollan hifas aéreas que crecen perpendicularmente al micelio vegetativo, llamadas 

tallos. Las paredes celulares de los conidióforos son más delgadas y más hidrofóbicas que 

las de las células vegetativas. Los tallos crecen hasta una altura aproximada de 1(X) pm y 

comienzan a hincharse para formar una vesícula multinucleada. A partir de gemaciones 

múltiples de la vesícula se originan las métulas (esterigmata primarios) y la gemación 

subsecuente de las métulas genera al siguiente tipo celular 6 frailes (esterigmata 

secundarios), las cuáles son las células conidiogénicas. Las conidias se forman por 

divisiones mitóticas repetidas del núcleo de cada fiálide. 

Fase sexual. 

A. niálans como ya se ha mencionado anteriormente es una especie homotálica, por lo que 

una cruza puede darse dentro de una misma colonia. Para que haya reproducción sexual se 

requiere la fusión de un par de hifas provengan o no de la misma cepa y, por consiguiente, 

de la fusión de núcleos para formar un diploide (2n), fase que puede ser estable (figura 1). 

Las células diploides, por una disminución en la tensión de oxígeno o por la obscuridad 

pueden enrollarse y formar agregados. Los agregados celulares pueden hincharse y formar 

a las Mulas nodrizas o "holle" del cleistotaio (cuerpo fructífero). En el interior del 

cleitotecio se lleva a cabo la cariogamia. 
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Figura 3. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans. 

La porción central muestra a las células vegetativas (hifas) que amen por extensión apical y por 

ramificación. Estas hilas pueden poseer núcleos genéticamente idénticos (lininocariontes) o distintos 

(heterocariontes). En un heterocarión los núcleos pueden fusionarse y generar un diploide estable o 

transitorio. Los hornocariontes y lieterocariontes, tanto haploides como diploides, pueden reprexhaine 

manera sexual (parte superior de la figura) o asexual (parte interior). Los diploides pueden entrar a la tase 

sexual del ciclo de vida al ocurrir la carioganna. La fusión de núcleos es seguida de una meiosis y 

Ixisteriormente ocurren dos divisiones mitóticas. gene andose ocho ascosporas haploides binucleadas. Las 

ascospora.s se gentran en bolsas llamadas aseas. las cuales están contenidas en los cleistotecios. que son los 

cuerpos fructiferos. Las ascosporas al germinar dan origen a hilas baploides boniocariótica.s. 

En el ciclo paraseaual, un diplode puede ser haploidizado con la ayuda de agentes químicos que promueven la 

pérdida de aomosomas al azar. 

En la fase asexual del ciclo de vida se forman los conidióforos y a punir dé éstos se generan las «irillas, que 

son las esporas asexuales haploides y uninueleadas. Las esporas se (orinan por mitosis repetidas de las 

células conidiogéuicas 6 hálleles (figura modificada de Aguirre, 1993). 
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Introdue:ión 

Ciclo Parasexual. 

Al crecer de manera contigua un par de cepas genéticamente distintas, puede haber fusión 

de sus hitas, llevando a la formación de un heterocarión. El heterocarión puede ser 

propagado en un medio mínimo sobre el cual ninguno de los padres puede crecer y se 

producen conidias de los dos progenitores. Si dos núcleos diferentes se fusionan, se 

forman espontáneamente diploides heterocigotos a baja frecuencia. Estos diploides pueden 

seleccionarse en medio mínimo debido a la complementación de auxotrofías. Una vez. 

generados los diploides, éstos pueden ser haploidizados utilizando diversas drogas que 

afectan la formación de uso mitótico. Durante la haploidización, los ocho pares de 

cromosomas segregan independientemente, Un haploide generado de esta numera puede 

entonces poseer cromosomas de ambos progenitores. Cuando se aisla una nueva mutación, 

la haploidización es la manera más rápida de asignar ésta mutación a un cromosoma, por lo 

que esta fase del ciclo de vida presenta una gran utilidad. 

El gen briA y otros genes reguladores de la conidiación de Aspergillus 

nidulans. 

Lar morfogenésis del conidióforo requiere del establmiemiento de gradientes 

espacio-temporales de factores regulatorios que controlan la activación coordinada de 

decenas de genes. Además de llevar a cabo la transición de un crecimiento polar de hifas 

multinucleadas al crecimiento gemante de los esterigmata uninucleados (métulas y fiálides), 

la regulación del desarrollo y el control de ciclo celular parecen estar íntimarnante 

relacionadas 

La red genética (figura 3) que controla la conidiación está formada principalmente por cinco 

loci regulatorios: cerda o"bristle" (briA), abacus (abaA), wet-white (wetA), stunted (niel) 

y medusa (medA). Mutaciones nulas de estos genes, alteran la expresión de otros genes 

conidiación-espafflicos, bloqueando el desarrollo o resultando en la formación de 

conidióforos aberrantes que pare en ser reminiscencia de los defectos causados por 

mutaciones homéoticas o mutaciones heterocrónicas en plantas (Coen y Meyerowitz, 

1991). 



Introducción 

- El gen briA. 

En mutantes briA ("bristie"), el proceso de conidiación se inicia con la formación de tallos 

de conidióforos que crecen indefinidamente, sin formar los siguientes tipos celulares 

(Clutterbuck, 1969; Martinelli, 1979). La actividad de briA es importante en el control del 

cambio de crecimiento apical a la formación de vesículas globosas, o sea de un crecimiento 

polarizado a uno no polarizado. A partir del análisis de la estructura primaria de este gen, se 

ha encontrado que puede codificar una proteína que tiene dos dominios del tipo "dedos de 

zinc" semejantes al factor transcripcional TEMA de Xenopus• Inevis y ciertas otras proteínas 

eucariónticas de unión a DNA (Adams, et al., 1988; 1990). La interrupción del desarrollo 

en sus etapas tempranas en mutantes briA, así como el bloqueo a nivel de la acumulación de 

RNAm de genes activados especificamente durante la conidiógenesis, ha llevado a 

proponer que la función de briA es la de una activador transcripcional (Clutterbuck, 1977; 

Boylan, 1987; Adams et al, 1988 y 1990). Posiblemente, la regulación de genes 

específicos por brIA se efectue debido a gradientes espacio-temporales de ésta proteína en el 

conidóforo (Aguirre, 1993). La expresión ectópica de briA desde un promotor inducible, 

resulta en el detenimiento del crecimiento vegetativo y la fontiación de conidióforos 

rudimentarios (Adams, et al., 1988), lo que demuestra que la expresión de este gen es 

necesaria y suficiente para inducir la esporulación asexual. La diferenciación es mantenida 

por la amplificación de la expresión de briA a través de una autoactivación (Aguirre, 1993) 

y por retroalimentación por la proteína AbaA (Boylan, et al., 1987; Adams, et al., 1988; 

Mirabito, et al., 1989). 

El locas brIA consiste de dos unidades de transcripción sobrelapadas: El sitio de iniciación 

del transcrito brlAa cae dentro del único intron de 392 pares de bases del transcrito brIAJJ 

(Prade y Tumberlake, 1993). Con excepción de 23 aminoacidas adicionales en el extremo 

amino terminal del polipéptido BrIAB, los productos traduccionales son idénticos en los 

restantes 432 residuos. El RNA mensajero (RNAna) de brlAJJ presenta corno característica 

particular una región lider muy larga de 752 ph. Dentro de ésta región se localiza un 

pequeño marro de lectura (p.ORF) de 123 ph, característico de los RNAin sujetos a 

regulación traduccional (Han, et al., 1993; Prade y Timberlake, 1993). Se ha propuesto 

que el pORF funciona corno regulador de la traducción del RNAm de brIAJJ durante el 

crecimiento (Han, et al., 1993; Miller, 1993). 

10 



Introducdón 

El siguiente gen en la vía regulatoria de la conidiación es el gen abaA (abacus), Las 

mutantes abaA son esporogénicas, pero los conidióforos producidos son casi normales. En 

lugar de conidias, éstas mutantes producen cadenas anormales de células semejantes a las 

maulas. El gen abaA es miembro de una familia de proteínas de unión a DNA y su 

transcrito es altamente regulado durante el desarrollo. (Clutterbuck, 1969; Boylan el al., 

1987; Mirubito, et al., 1988). 

El gen wetA tiene una función esencial en el e.stableciemiento de la integridad de la conidia, 

debido a que cepas que contienen alelos nulos forman esporas que se autolisan antes de la 

maduración. Los RNA's de un gran número de genes que son transcritos específicamente 

durante la diferenciación de esporas, pero cuyos productos tienen una función desconocida, 

están ausentes en esporas de cepas mutantes wetA• (Clutterbuck, 1969; 1977; Mirahito, 

1988; Aguirre et al., 1990). 

Además de los tres genes regulatorios del desarmllo existen un par de genes que aunque no 

son indispensables para la esporulación, son necesarios para modular la oiganización 

espacial del conidióforo. Estos genes son stuA ("stunted") y medA (medusa). Las mutantes 

afectadas en estos genes forman algunas esporas viables en conidióforos anormales y son 

sexualmente estériles (Clutterbuck, 1969; Martinelli, 1979; Miller et al., 1992; 1993; 

Aguirre, 1993; Timberlake, 1993). 
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Figura 4. Modelo de las Interacciones gérdcas durante el desarrollo del conldlóforo de 

Aspergillus mida fans. 

Los genes centrales de la regulación son brIA, abaA y tretet. Las actividides de éstos genes son reguladas 

también por los genes auxiliares stuA y medA. Los genes estructurales rodA, yA, wA y otros ssg (genes 

especificas de las esporas) son  los encargados de conferir el fenotipo de las esporas. Las flechas indican 

regulación positiva y las barras, regulación negativa. La regulación de briA y abaA se ha visto estar medida 

por interacciones directas entre los factores de transcripción codificados por estos genes y las secuencias 

promotoras corriente arriba de los genes regulatorios y motfogenétieos. El inicio de la activación de los dos 

traascritos de brIA, se dispara por señales inductoras, no uractarizadas aún (tomada de Tunberlake, 1993). 
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Introdun ion 

Mutantes "fluffy" o algodonosas. 

Se han reportado diversas mutantes afectadas en el desarrollo del condidiótbro 

(Doro, 1970; Maninelli y Clutterbuck, 1971; Unid, et al., 1984; Martinelli y 

Cluttrebuck, 197 I ). El fenotipo más comunmente obtenido entre las mutantes afectadas en 

el inicio de la esporulación han sido las denominadas mutantes "fitdry". Este grupo de 

mutantes incluyen a un grupo de cepas que aunque con discretas diferencias en la 

morfología, presentan características comunes tales como el crecimiento desmedido de hitas 

aéreas, formando colonias grandes que asemejan algodón (Dom, 1970; Martinelli y 

Clutterbuck, 1971). Otro de los defectos comunes de este tipo de mutantes, es el presentar 

alteraciones en la conidiación, sin llegar nunca a ser totalmente aconidiales, ya que la 

esporulación finalmente si se produce. Una posible explicación para el fenotipo de estas 

mutantes, consiste en proponer que estan alteradas en la activación del gen briA, d 

regulador temprano de la conidiación. Es importante destacar que después de búsquedas 

exhaustivas, nunca se han aislado mutantes totalmente aconidiales que estén afectadas en un 

gen diferente de brIA. 

El estudio formal de las mutantes "flulfy" o algodonosas se remonta a 1970, cuando Dom 

reportó a un grupo de mutantes con las características  de un crecimiento vegetativo 

desmedido, capacidad de invasión a colonias vecinas y defectos en la esporulación. Aunque 

Dom aisló varias mutantes de este tipo, éstas no fueron depositadas en ninguna colección, 

por lo que su estudio no continuó más allá del reporte morfológico y del mapeo genético de 

algunas de estas mutantes (Dom, 1970; figura 5). Posteriormente l'amante y su grupo 

(1983), reportaron una mutante con características semejantes a las reportadas por Dom, 

denominada flan. 

En nuestro laboratorio, el De. Jesús Aguirre aisló, por mutagenésis con luz UV, una 

mutante de A. nidulans del tipo algodonoso, a la que denominó flan'. Aunque en A. 

nidulans, el proceso de conidiación es uno de los mejor entendidos para los hongos 

filamentosos, poco se sabe de las señales de inducción que regulan la esporulación. 

Cuando esta mutante fué aislada aún no se tenían noticias de otras mutantes flutfy, a 

excepción de los repones de Dom (1970) y Tarname (1983), por lo que su estudio resultó 

altamente atractivo para tratar de dilucidar alguna de las posible vías de inducción del 

regulador briA. 
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Figura 5. Morfología de Ibis mutantes algodonosas crecidas en medio completo 

obtenidas por Dorn. 

Panel 2, cepa silvestre: 3a. fila; 3h, fin.? (VIII); 3c, J1u4 (VIII); 3d. j/u/.?: 4, Jiu? (VIII); 5. /1:47 t11: 6a. 

f1u12 crecida a 25T; 61).11u/2; 7, finn; 8a. Sallas crecida a 25T; 8h. //nS. 'l'odas las cepas a excepción d 

las mostradas en los paneles 6a y 	se crecieron a 37T. [nue parentesis se indican algunos de los genes 

asignados a algún cromosoma (Figura tomada de Dom. 1970). 
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Introducción 

Posteriormente, el estudio de este tipo de mutantes como posibles reguladores del inicio de 
la esporulación comenzó a cobrar importancia para otros grupos de investigadores. En 

1992 se donó el primer gene de una mutante algodonosa, acoD (fluG) (Adams et al., 

1992), A partir de un análisis exhaustivo para buscar !nomines algodonosas afectadas en la 

espo►ulación, se definieron seis grupos de complementación, esto es, 6 diferentes fenotipos 

algodonosos provocados por la mutación de 6 diferentes genes; jluG, flbA, fIbB, flbC, 

flbD y flbE (Wieser, et al., 1994). Cabe hacer notar que la mutante flbB, aislada por el 

grupo de Adams, es un alelo de la mutación flull 1 . Esto se determinó en nuestro 

laboratorio por análisis de diploidía. Este grupo de mutantes algodonosas además de 

pnsentar características morfológicas comunes, iuspondcn a distintas condiciones de 

cnwindento de manera similar. Al crecerles en un medio de cultivo rico, se incrementa su 

fenotipo algodonoso y al disminuir la fuente de carbono del medio, el fenotipo algodonoso 

tiende a desaparecer parcialmente (Adams, et al., 1992; Wieser, et al., 1994; Wieser, et al., 

1995). El hecho de encontrar esporulación en condiciones de limitación nutricional aún en 

mutantes afectadas en el inicio de la esporulación, sugiere que la activación de briA puede 

efectuarse por más de una vía (Skromne, et al., 1995). Una posible interpretación para las 

mutantes algodonosas, es que éstas son incapaces de responder a las señales que 

normalmente regulan el inicio de la conidiación. 

La existencia de un grupo de mutantes con fenotipos similares, afectadas en genes 

diferentes, nos habla de una vía global común que al ser afectada en algún punto, tiene 

como consecuencia final, el retrasar la esporulación. Aunque en la actualidad el grupo del 

Dr. Thomas Adams (Texas A&M) tiene caracterizadas varias de las mutantes algodonosas, 

asf como los genes correspondientes, el genflull no ha sido aislado, por lo que el estudio y 

caracterización de la mumnteflut//, fueron objetivo en el presente trabajo. 
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OBJETIVOS 

Con lime en los antecedentes de que la inducción de la esporulación es un proceso 

complejo en el que estan involucrados factores tanto genéticos como ambientales, se 

planteó que el estudio de una mutante afectada en la esporulación asexual, podría aportar 

información a cerca de la captación y transducción de señales durante la esporulación 

asexual en Avergillus nidulans. 

1.- Caracterizar genéticamente a la mutanteflulii. 

2.- Analizar los aspectos fisiológicos y morfológicos relacionados con el fenotipo de esta 

mutante. 

3.- Evaluar la expresión del gen brIA en la mutanteliulli, 

4.- Determinar los efectos de la privación de glucosa vs. la privación de nitrógeno en la 

esporulación de la mutanteflulli, y otras mutantes algodonosas. 

5.- Aislar y caracterizar mutantes con supresores extragénicos de la mutación flulli, con 

respecto a su segregación y fenotipo en presencia y ausencia de nutrientes. 

Obi4.110.1N 
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Materiales y Métodos. 

Materiales y Métodos. 

1. Cepas de Aspergillus nidulans empleadas en este trabajo. 

Cepas Genotipo Origen 

FGSC 26 biA I ,veA I . FGSC. 

PW 1 biAl,arg112, nierG 1, veAl. P. Weglenski 

M11440 yAl. sukulE20, adE20; riboB2; 

areA2I7, creA204, veA!. 

Mi. I I ynes 

TJA22 brIA(-2900p/1);:lacZ 	(arg8+::argh::CA17, 	biAI ; 

merGI; veA 1 

1. Aguirre 

CPG I brIA(-2900p/1);:lacUargB+::arg11::CATI, 

biA I meiGI;riboB2; creA201; veAl 

1. Aguirre 

ItMS011 pabaAl,yA2;darg8::opCDR:veAlarpC801. Ronald Monis 

CJA16 merGI, biA!: brIA::IacZ; iluIll. .I. Aguirre 

CJA14 pabaAkyA2Marg,11:arpak fluIll. 1. Aguirre 

CRT8 pabaAl, biAl; .11011; brIA(-2900 pft:locZ Segregante de T1A22 y 

CJAI6 (este Majo) 

CRT9 pabaAl, biAI; fIu111; suplfluHl; 

brIA(-2900 p/1)::lacZ 

Mutagenesis U.V. 

CR111 (este trabajo) 

CRT 10 pabaA!, biAI; flan I; sup2J1u111; 

brIA( -2900 p10;:lacZ 

Mulagenesis 11.V. 

CRTS (este trabajo) 

CRT 11 pabaAl, biA1:11u111; sup311u111; 

brI4(-2900 p/1);:lacZ 

Mutagenesis U.V. 

COI (este trabajo) 

CRT12 pabaAl, biA131u111; supAlflu111; 

brIA(-2900 A:Jira 

Mutagenesis U.V. 

CRIS (este trabajo) 

CRT14 yA2; merGI ; supAIlluIll, Segregante de CRT9 y 

aKil (este trabajo) 

CLKI1 yA2: proAl L. Kawasaki 

EGSC283 suAadE20,yA2,adE20;acrA; 	galA I: 	pyroA4: 

facA30.1; sI33; nicI18; ribo112. 

FGSC 

EL:SC.4374 suAladE.20,yA241E20;acrAksA4:pyroa4:pA2;lacA 

1:niblIkriboln. 

FGSC 
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spergillas mdulans. 

Materiales y Métodos. 

2. Medios de Cultivo. 

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de Aspergillas aldabas en este 

trabajo fué el Medio mínimo (MM) recomendado por Kifer (1977) adicionado con glucosa 

al 1.0 %, y suplementado con los requerimiento apropiados. En el caso de ser necesario el 

crecimiento en Medio completo (MC), al MM se le agregó peptona (caseina hidrolizada) al 

0,2 % y extracto de levadura al 0.1 %. En los casos de preparación de medios sólidos se 

añadió agar al 1.5 %. 

Para el crecimiento bacteriano se utilizó Medio Lumia Bertani (LB) recomendado por 

Sambrook e: al. (1989). Los antibióticos utilizados fueron ampicilina y tetraciclina a una 

concentración final de 75 µg/ml y de 10 tighnl respectivamente. Ambos se prepararon en 

etanol al 70 % y se añadieron después de esterilizar el medio y una vez que éste alcanzó una 

temperatura de aproximadamente 40°C. 

Para la detección de cepas con la mutación creA204, una vez esterilizado el medio se añadió 

alcohol alflico a una concentración final de 2.5 mM (Arst y Cove,1973). Este compuesto al 

ser metabolizado produce acroleina, un aldehido tóxico para las células; sólo las mutantes 

creA que tienen desreprimida la alcohol deshidrogenasa en presencia de glucosa, son 

incapaces de crecer en este medio. 

Todos los medios de cultivo y el material empleado se esterilizaron por autoclave a una 

presión de 1.4 Kg/cm' a 121°C por 20 minutos. 
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at erial es y Métodos. 

3. Medición de la actividad de proteasas. 

Para la detección de la actividad de proteasas exu•acehdares se preparó MM, MM sin 

nitrato, MM con IOntM de tartrato de amonio más los requerimientos de las cepas. Como 

fuente de caseina se agregó al medio leche descremada a una concentración final de I.1) ck 

(Cohen, 1973). Se inocularon por picadura a las cepas de interés en estos medios y se 

incubaron por 72 h a 37°C. La actividad de proteasas extracelulams se detectó por la 

aparición de halos transparentes alrededor de las colonias como producto de degradación de 

la caseina. 

4. Medición de la actividad de andlasas. 

Para la detección de la actividad de antilasas extramlulares se preparó MM con 

almidón 0,5 % sin glucosa más los requerimientos necesarios. Se inocularon por picadura a 

las cepas de interés por 72 11 a 37°C, posteriormente se agregaron 15 ml de Lugol (Yodo 

0.33 %, Yoduro de potasio 0.66 %). El lugol tiñe enlaces al-6 de la amilopectina, tiñendo 

asf de color morado obscuro un medio con almidón. La actividad de amiba se detecta por 

la formación de halos transparentas alrededor de las colonias que estan secretando esta 

proteína en un medio con almidón. 

5. Colecta y cuantificación de esporas 

Se inocularon a confluencia sobre cajas Petri esporas de las diferentes cepas con las 

que se trabajó y se incubaron a 37°C durante 5 días para poder colecta• esporas 

perfectamente maduras. Se cosechó raspando las esporas con una asa bacteriológica de 

metal y una solución estéril de Tween 80 (Sigma) al 0.01 %. Las esporas cosechadas se 

recuperaron en tubos Falcon estériles de 15 ml y se centrifugaron por 5 mixt en una 

centrifuga clínica. Se decantó el Tween y las esporas se resuspendieron en agua estéril, se 

agitaron vigorosamente en un vortex y se centrifugaron nuevamente durante 5 min. Este 

procedimiento se repitió cuatro veces más, las esporas se resuspendieron finalmente en un 
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Materiales y Métodos. 

voltlinen conocido de agua estéril. A partir de este punto se almacenaron a 4°C, por no mas 

de un mes para experimentos fisiológicos. La cuantificación de esporas se efectuó 

diluyendo 100 veces la suspensión y se empleó una cámara de Newhauer, analizando cinco 

cuadros al azar, 

6. Curvas de crecimiento 

Se inocularon 5 x 10 esporas:mi de las cepas CIA16 y FGSC-26 en matraces de 

250 ml con 50 ml de MM 1,0 g; de glucosa. Se incubaron a 37°C con una agitación 

constante de 3(X) rprn y se realizaron cultivos continuos hasta las 42 h. Cada 6 h se tomó un 

matraz y el micelio se colectó por filtración en Míracloth (Callnochein). Se secó con toallas 

absorbentes, se congeló en N2 líquido y posteriormente el micelio fué liofilizado empleando 

vacío en un Speed-Vac (Marca Savant). Se determinó el peso seco midiendo cada muestra 

en una balanza analítica. Cada experimento se realizó por triplicado. Para determinar el 

consumo de glucosa con respecto al tiempo, se tomó 5 mi de medio de cada una de las 

muestras y se almacenó a -20°C. 

7. Cultivos Sincrónicos en Medio Sólido 

Se inocularon 5 x 10' esporas/ml a MM líquido + glucosa 10 gil,  adicionado con 

requerimientos y se incubaron por 18 h a 37°C con agitación constante de 300 rpm. Tiempo 

y condiciones en las que se ha establecido que A. nidulans alcanza un cieno grado de 

madurez o competencia para poder esporular (Axelrold, 1979). Pasado este tiempo para 

inducir la conidiación, se filiaron 100 ml de micelio en círculos de papel filtro Whannan 1, 

se eliminó la mayor cantidad de líquido por succión con vacío a través de un embudo 

l3uchner (Law y Timberlake, 1980). Posteriormente se transfirieron los filtros a charolas 

que contenían MM sólido más nyerimiernos, en los que la variable fué la concentración de 

glucosa utilizada, 1.0 o 0.1 n. Las charolas fueron cubiertas con papel aluminio y se 

incubaron a 37°C. Se utilizó un filtro por cada tiempo a analizar. A cada tiempo establecido 

se colectó un filtro y se hicieron las observaciones pertinentes. Posteriormente se eliminó el 

20 



Materiales y Métodos. 

exceso de líquido presionándolo con toallas absorbentes, el micelio se colectó en un tubo 

eppendorf y finalmente se congeló cada muestra con N2 líquido y se almacenó a -70°C 

hasta su procesamiento. Para las muestras correspondientes al tiempo cero (18 h de 

crecimiento), se filtraron 100 ml de micelio en un filtro Miracloth (Calbiochem) estéril, y se 

proceso de la misma forma (Law y Timberlake, 1980). 

Las observaciones del crecimiento y espontlación en los filtros a los diferentes tiempos se 

realizó bajo el microscopio estereoscópico, y en algunos casos a simple vista. 

8. Cultivos Sumergidos 

En este caso se partió de esporas que se procesaron como ya se mencionó 

anteriormente. Este tipo de experimentos consta de dos partes principalmente, el precultivo 

y el cultivo como tal, en el que se hicieron las modificaciones reportadas que a continuación 

se detallarán. En el pu:cultivo se inocularon 5 xl esporas/m1 en 400 ml de MM líquido + 

glucosa 1.0 % suplementado con los requerimientos necesarios en matraca de 2 litros. 

Esto fué para tratar de mantener la colación líquido/aire 1: 5. Se incubó durante 18 h a 37°C 

con una agitación constante de 300 rpm. Una vez terminado el periodo de precultivo el 

micelio se transferfo a las diferentes condiciones experimentales. Se tomaron alicuotas de 

50 ml del cultivo y se filtraron por Miracloth estéril, se lavó con un volumen de agua 

destilada estéril y posteriormente con dos volumenes de MM, suplementado, ya sea con 

glucosa 1.0 %, 0.1 %, O %, o bien sin nitrato según fuera el caso. Una vez que se trató de 

eliminar la mayor cantidad de líquido posible sin maltratar al micelio, éste fue transferido 

cuidadosamente con una espátula a matraces de 250 ml los cuales contenían 50 ml del 

medio con las condiciones a analizar, ya sea sin glucosa o sin nitrógeno. Incubándose 

nuevamente a 37°C con agitación constante. 

A diferentes tiempos se colectaron las muestras (50 ml de cultivo), por filtración en 

Miracloth estéril y se eliminó el exceso de líquido con toallas absorbentes. Lis muestras se 

guardaron en tubos eppendorf y se congelaron con N2 líquido, y se almacenaron a -70°C. 

Todas las muestras colectadas congeladas fueron liofilizadas empleando vacío en un Speed-

vac (Savant) por aproximadamente 4 h. Una vez secas las muestras se molieron y se 

guardaron a -70°C hasta su procesamiento. 
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9, Análisis microscópico 

Las muestras de los cultivos sólidos fueron observadas a diferentes tiempos 

utilizando un microscopio estereoscópico. Las diferentes muestras obtenidas a partir de los 

cultivos líquidos fueron almacenadas a -20°C, agregándoles glicerol estéril a una 

concentración final del 20 % (v/v). La morfología y producción de esporas fué analizada 

por la observación bajo un microscopio óptico Karl Zeiss, utilizando el sistema de contraste 

de fases. Las microfotografías fueron tontadas en un microscopio óptico Leitz, empleando 

un filtro verde y película fotográfica Kodak Tri-X-Pan 4(X). La amplificación fué de 4(X) 

veces, 

10. Determinación de la Actividad Específica de 8-galactosidasa 

Se utilizó básicamente el protocolo sugerido por Miller (1972). Este método 

consiste en dos fases. La primera se basa en la extracción de proteínas totales y la segunda 

en la determinación de la actividad específica de 11-galactosidasa por la Itidrolísis de la 

ortonitrofenil-0-D-galactopiranosa (ONPG), reacción que libera el o-nitrofenol, un 

compuesto cromogénico, que puede cuantificarse espectrofotométricamente. Las soluciones 

utilizadas fueron las siguientes: 

- Buffer de Extracción: Buffer de fosfatos 0.2 M, pH 7, Cloruro de Potasio 20 mM y 

EDTA 1mM. 

- Buffer Z: Buffer de Fosfatos 0.1M, pH 7, Cloruro de Potasio 10 mM, Sulfato de 

magnesio I mM y 13-mercaptoetanol 25 mM. 

- Solución para detener la reacción: Bicarbonato de sodio 1 M. 

- Solución con el sustrato ONPG 4 mg/ml. o-nitrofenol-B-D-galactopiranosa (ONPG), 

resuspendido en Buffer Z. 

Reactivo de Bradford. Es un reactivo concentrado para la determinación de proteína total 

(BIO-RAD Lahoratories, Richmond, CA, USA). 

10a) Actividad específica de 11-galactosidasa. 

Las muestras congeladas y liofilizadas que se encontraban en tubos eppendorf tanto 

de cultivos sólidos como líquidos bajo diferentes condiciones de crecimiento, se molieron 

hasta obtener un polvo tino el cual se resuspendió en un 1 ml del Buffer de extracción frío. 

Se mezcló todo cuidadosamente en un vortex tratando de hacer una suspensión homógenca. 
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Los extractos se mantuvieron por una hora en hielo, agiGuido ocasionalmente para l'acatar 

una mejor extracción, Las muestras se centrifugaron por 15 mire a 4°C y 1(1 04)0 rpm. El 

sobrenadante se deposito en otro tubo eppendorf. Se prepararon tubos para cada uno de los 

diferentes tiempos de reacción 0, 2.5 y 5 min. respectivamente. Se añadió a cada tubo 501x1 

de extracto crudo más 720µl de Buffer Z. Como blanco se preparó un tubo con la mezcla 

de reacción sin extracto. La reacción se inició agregando 160 µI del la solución de ONPG y 

se detuvó agregando 500µ1 de la solución de bicarbonato de sodio a diferentes tiempos. La 

reacción se efectuó a 30°C y actividad se leyó a 420 lun. Posteriormente se realizaron los 

cálculos respectivos para determinar la actividad específica de Il-galactosidasa. La actividad 

se reporta en unidades definidas corno la cantidad de enzima que libera una micromol de o-

nitrofenol por minuto (coeficiente de extinción molar 0.0045), La actividad especifica se 

expresa por miligramo de proteína. 

10b) Cuantificación de proteínas 

Para realizar la cuantificación de proteínas se tomaron 50 µI del extracto crudo de 

cada muestra y se llevó a 1 ml de volumen final con agua desionizada. De esta dilución se 

tomaron 50 01 y se agregaron 750 111 de agua, para tener 8(X) pl de volumen final. Se 

añadieron 200 µ1 del Reactivo de Bradford (diluyendo la muestra 40 veces). Las muestras 

fueron leídas en un espectrofotómetro "Shimadzu" a 595 nm. La curva patrón se bizó con 

albúmina sérica de bóvino (Sigma). 

11. Determinación de Glucosa. 

cuantificación del consumo de glucosa se realizó utilizando un método 

enzinultico de Sigma (St. Louis, MO, USA) y se empleo de acuerdo a las específicaciones 

del proveedor. Este método esta basado en el propuesto originalmente por Kenston (1956), 

modificado por Raaho y Terkildsen (1960). Este método combina la acción de la glucosa 

oxidasa y la peroxidasa, que actúan acopladamente. La reacción se efectúa de la siguiente 

manera: en presencia de glucosa, la glucosa oxidasa genera ácido glucónico y peróxido de 

hidrógeno, siendo éste último susunto de la peroxidasa el cual es utilizado para oxidar la o-

dianisidina, un compuesto cromogénico que puede ser cuantificado 

espectrofotométricamente. El color desarrollado es proporcional a la cantidad de glucosa 

presente en cada muestra. 
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Las muestras a analizar se obtuvieron a partir de medios de cultivo en los que se crecieron 

por diferentes tiempos las cepas FGSC-26 y CJA16. La concentración inicial de glucosa 

fué de 1.0 91. 

El método utilizado consistió en lo siguiente: 

Se disolvió en 100ml de agua destilada una cápsula que contenía 500 U de glucosa 

oxidasa más 1(X) U de peroxidasa en solución buffer. Separadamente se disolvieron 50 mg 

de cloruro de o-diasidina (reactivo eromogénico) en 20 ml de agua destilada (solución 

colorante). A los 100 ml de solución de enzimas se agregó 1.6 ml de la solución colorante. 

Las muestras a cuantificar se diluyerón 200 y 400 veces y se utilizó 1 ml de éstas. Al tubo 

que contenía la muestra a analizar se le agregaron 5 ml de la solución de enzimas más 

colorante mezclándose todo perfectamente. La reacción se incubó a 37°C por 30 min en la 

obscuridad. Las muestras se leyeron a 450 run y los datos obtenidos se cuantificaron 

utilizando una curva patrón de glucosa. 

12. Análisis Genético 

12a). Análisis melálico. 

Para este análisis se utilizaron los procedimientos de genética clásica en los que se 

efectuaron cruzas con las diferentes cepas de A. nidulans para poder obtener y analizar la 

progenie (Pontecorvo, et al, 1953; Clutterbuck, 1974). Brevemente: Para realizar las cruzas 

se seleccionaron cepas con marcadores genéticos diferentes. Preferencia lmente se 

recomienda utilizar una cepa que produzca esporas amarillas (que lleve una mutación yA ) y 

otra que produzca esporas verdes, para poder seleccionar más facilmente a la progenie 

mcombinante. Posteriormente se inocularon por picadura a las dos cepas de interés de 

manera contigua sobre MM más los requerimientos necesarios y se incubaron de dos a tres 

días a 37°C. 

Una vez que las cepas crecieron lo suficiente para que sus hitas estuvieran en contacto y 

llegaran a fusionarse, se cortaron pequeños trozos de la periferia que contenían a ambas 

cepas y se transfirieron a cajas con MM (medio selectivo). incubándose a 37°C hasta 

observar la formación de heterocariontes (hifa.s que comparten núcleos diferentes). Las 

esporas de la zona del heterocarión fueron raspadas guardándose como una suspensión en 

agua estéril. Para la formación de diploides en cajas Petri se colocaron aproximadamente 

100 µI de la suspensión de esporas de la zona del heterocarión perfectamente 
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homogeniz.adas y se dispersaron en la caja utilizando la técnica de vaciado en placa, 

empleando para esto MM. Una vez solidificado el agar se incubaron a 37°C por dos o tres 

días hasta detectar la formación de diploides, los cuales se distinguieron por crecer como 

colonias circulares y vigorosas de color verde, a diferencia de los heterocariontes que 

crecieron de forma irregular y con esporas tanto verdes como amarillas. Una VOZ 

seleccionados los diploides, éstos fueron estriados para colonia aislada en MM. El diploide 

crecido bajo estas condiciones puede ser utilizado para análisis posteriores. 

Las cajas que inicialmente contenían al heterocarión fueron selladas con cinta adhesiva para 

reducir la tensión de oxígeno, lo cual favorece la formación de cleistotecios (cuerpos 

fructíferos) y se incubaron nuevamente a 37°C hasta detectar microscópicamente la 

formación de dichas estructuras. Se seleccionaron los cleistotecios de mayor tamaño que 

generalmente son híbridos. Estas estructuras fructíferas son redondas de color gris obscuro 

y se encuentran cubiertas por células "Pide" o nodrizas. Los cleistotecios fueron 

transferidos a cajas con agar al 3.0 % en donde se limpiaron de las células 

haciéndolos rodar sobre el agar con ayuda de una aguja de disección estéril. Una vez, 

limpios, se colocaron en tubos eppendorf estériles y se rompieron con una aguja de 

disección liberarando las ascosporas (esporas sexuales). Se agregaron aproximadamente 

900 µl de agua estéril por tubo, agitando perfectamente con el vortex para tratar de tener 

una suspensión los más homogénea posible. 

Para realizar el análisis de la progenie obtenida se plaquearon aproximadamente 50 pl de la 

suspensión de ascosporas sobre MM más los requerimientos de los dos progenitores y se 

incubaron a 37°C por tes días. Para determinar si el cleistotixio selecionado era híbrido se 

debe observar la progenie ya esporulada, tanto colonias verdes como amarillas (colores de 

las cepas progenitoras). Esta segregación,  sirve como marcador intento y debe ser 1:1 

(aproximadamente el 50 % de la progenie total de cada color). Una vez que se detecta que el 

cleistotecio es híbrido se plaquean varias cajas con las ascosporas para poder así obtener un 

número representativo de colonias y realizar el análisis genético. Una vez esporuladas las 

colonias, éstas se seleccionaron una a una inoculándolas por picadura en un orden 

determinado a una caja Petri con MM más los requerimientos de los dos padres, esto es, se 

bucen "cajas maestras". Estas placas maestras se utilizaron para replicar en MM selectivos, 

lo cual nos permitió identificar los nnueadores genéticos que portaba cada colonia. 
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12b. Mapa►  genético. 

Para mapear las mutaciones que se generaron en este trabajo fué necesario obtener 

de diploides entre una cepa maestra, la cual lleva marcadores genéticos en cada uno de los 

ocho cromosomas de A. nidulans y las cepas cuya mutación queriamos asignar a un 

cromosoma. 

Para realizar el mapeo se aprovechó de una parte del ciclo de vida de A. nidulans., que es el 

ciclo parasexual. En dicho ciclo se forman diploides estables y posteriormente se haploidiza 

con una droga; los haploides generados portan cromosomas que segregaron al azar sin 

haberse dado mcombinación mitótica. Posteriormente se realiza el análisis de los haploides 

en medios selectivos para cada uno de los mamadores de la cepa maestra y se trata de 

encontrar alguna posible relación entre la segregación de la mutación recesiva de interés y 

alguno de los marcadores de la cepa maestra. Si uno de los haploides porta el mamador de 

uno de los cromosomas de la cepa maestra y continúa presentando la característica mutante, 

quiere decir que la mutación que nos interesa no se encuentra en el cromosoma marcado de 

la cepa maestra que ahora porta el haploide (Ward, 1991). 

Una vez generados los diploides entre la cepa maestra y las diferentes cepas mutantes, éstos 

se inocularon por picadura en el centro de cajas Petri con MM más los requerimientos de las 

cepas adicionando p-F-fenilalanina (Sigma) a una concentración de 75 	Este 

compuesto es una droga que inhibe la formación del huso mitótico (McCully, y ',cabes, 

1965). La p-F-fenilalanina se disolvió e:1 agua y se esterilizó por filtración. Una vez 

esterilizado y tibio el medio de cultivo se agregó la p-F-fenilalanina, ya que ésta es lábil a 

altas temperaturas. Los diploides se incubaron aproximadamente 15 días a 37°C, hasta 

observar la formación de diferentes sectores haploides. Se verificó la formación de dichos 

sectores utilizando un microscopio estereoscópico. Estos sectores se observan como zonas 

que crecen vigorosamente debido a la pérdida de cromosomas. Cada uno de ellos fue 

inoculado en cajas con los diferentes marcadores selectivos. 
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13. Mutagenésis por Radiación con Luz Ultravioleta. 

La mutagenésis con luz. UV se llevó a cabo empleando la técnica de Killer (K1ifer, 

1965). Se utilizó una suspensión de esporas de 1 x UY' esporas/ml de la cepa CRTS 

(mutante fluill, bioAl; pabaAl) en 25 ml de agua estéril. Se irradió con luz U.V. 

utilizando lámpara modelo UVGL-25. La distancia entre la lámpara y la suspensión de 

esporas fué de 7.5 cm, lo cual corresponde a una dosis aproximada de 700 pW/ctn'. Las 

esporas se mantuvieron en agitación durante la mutagénesis de manera que siempre 

estuvieran en una suspensión homogénea y recibieran una cantidad constante de irradiación 

durante todo el experimento. 

la mutagénesis se llevó a cabo durante 180 segundos, y se tomaron alícuotas de 1 ml a 

diferentes tiempos para hacer una curva de sobrevivencia. Las esporas colectadas a cada 

tiempo se diluyeron y se inocularon en cajas con MM más los requerimientos y adicionado 

con desoxicolato de sodio (Sigma) al 0.05 % como inhibidor del crecimiento, Se 

determinaron los valores de sobrevivencia. 

Una vez que se estableció el tiempo de itradiación que produce I() 'X,  de sobrevivencia, se 

debe irradiar una nueva suspensión de esporas a ese tiempo, y buscar un método de 

selección para las mutantes de interés. En este caso el método de selección para las 

mutantes fué crecerlas en MM con glucosa 1..0 %, y encontrar a aquellas que esporularon 

mejor que la mutante fluill en estas condiciones a tiempos cortos. Una cepa con la 

Mutación /Mili no esporulada en estas condiciones. 
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RESUL'T'ADOS Y DISCUSION 

fluHl define un nuevo locos en Aspergillus nidulans, cuya mutación causa 
un considerable retraso en la esporulación asexual. 

A partir de mutagenésis con luz Ultravioleta, el Dr. Jesús Aguirre aisló una cepa 

cuya mutación producía un fenotipo algodonoso. Esta mutación fué designada comolluill, 
por tratarse del primer alelo descrito. La mutante enflatil presenta características típicas de 
mutantes del tipo 11114" o algodonosas, corno son el crecimiento vegetativo 

aparentemente desmedido y una esporulación asexual retrasada. En la Figura 6 se muestra a 

la mutare flan] y a una cepa silvestre crecidas por 48 h. La mutante flatil puede 

observarse como una cepa con colonias robustas en las cuales existe proliferación de 

micelio aéreo indiferenciado a semejanza de algodón. A partir de las 48 h 

aproximadamente, la cepa silvestre esporula abundantemente, lo cual no ocurre en esta 

mutante sino a partir de las 72 h, siendo esta esporulación muy escasa. 

Se utilizaron diversas técnicas genéticas con el fin de detenninar el tipo de mutación de que 

se trataba y dar una localización a la misma dentro del genoma de A. nidulans (Pontecorvo, 
1953; Clutterbuck, 1977; Ward 1991). Para saber si el fenotipo de la mutante t'Ion 1 fué 

generado por una sola mutación o si éste correspondía a la mutación de varios genes, se 

utilizó básicamente un enfoque genético, se realizaron cruzas entre la mutante flulll y una 

cepa silvestre. Al analizar  la progenie merodea se encontró que la segregación de esta 

mutación fué 1:1 con respecto al fenotipo silvestre, lo que demostraba que se trataba de una 

mutación monogénica. Para determinar si la mutación flulli era dominante o recesiva, así 

como para asignarla a un cromosoma, se hicieron diploides entre la cepa CIA16 y la cepa 

maestra MSE (cepa que porta marcadores de cada uno de los cromosomas de A. nidldans). 
Los diploides obtenidos se observaron como colonias silvestres, por lo que se concluyó 

que la mutación,fluH/ era recesiva. Posteriormente se realizó un análisis de haploidización 

mitótica con p-fluorofenilalanina a partir de los diploides obtenidos (McCullly y Forbes, 
1965). 
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Figura 6. Morfología de la mutante Mal!' y de una cepa silvestre. 

Se cmciemn a las cepas FGSC26 (l'Un+) y CJA 16 (flull-) durante 72 h en 

MM + glucosa al 0.1 %. La mutante &Hl es una mutante del tipo 

algodonoso, la cual presenta mi crecimiento vegetativo aparantemente 

desmedido, y un marcado retraso en la esporulación asexual (conidiación), 

comparada con la cepa silvestre. el color obscuro en la cepa proviene de la 

pigmanteción de las esporas asexuales o conidias. La mutación fiu/ii, es 

una mutación recesiva que segrega Mendelianamente. 

Se obtuvieron diversos sectores haploides, como producto de la segregación azarosa de 

cada uno de los ocho cromosomas de A. nidulans. A partir del análisis de los sectores 

haploides se encontró que la mutación flullí estaba asociada al Cromosoma IV. A la fecha 

existen los reportes de otras mutantes tipo algodonosas diferentes a Mil, tales como MI', 

fluG,J1M, las cuales corresponden a mutaciones independientes de flulll ya que tupen 

en los cromosomas VIII, 111, y I respectivamente (Manante y Antequera, 1983; Adams y 

Lee, 1994 a y b). Posteriormente se realizó un análisis genético a un 
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poder localizar la mutación en el cromosoma IV (Dora, 1970; Clutterbuck, 1977). Para esto 

se hicieron cruzas con cepas que portaban diferentes marcadores en el cromosoma IV. En la 

tabla 2 se muestran las cruzas realizadas, el número de progenie parental y recombinante 

obtenida. A partir de estos resultados se determinó el porcentaje de recombi nación con cada 

uno de los mamadores que mapearon mas cerca deflurn. Se encontró que esta mutación se 

localizaba en el brazo derecho del cromosoma IV, a 10 unidades de mapa 

(aproximadrunente a 60 Kpb) del Puntador palC (deficiencia de iosfatasa alcalina), el 

marcador más cercano a esta mutación. También se mapeó con respecto a otros dos 

mamadores, que fueron acuK (utilización de acetato) y ineaA (resistencia a metil amonio), 

los cuales se encontraron a 31 y 35 cM respectivamente (Clutterbuck, 1994). En la figura 7 

se muestra un segmento del brazo derecho del cromosoma IV, en el cual se esquematiza la 

localización del genfluill con respecto a otros marcadores. 

Cruza Genotipo No. de 

Progenie 

Genotipo No. de 

Progenie 

Progenie 

Total 

Recombinante 

s 

(%) 

G420 fluH1-1- ,rnea-  63 flull1+,mea+ 56 262 36 

X 

CJAI6 fluHl,mea 4-  104 1714H/ ',mea/t.  39 

,— 
G0306 flan 14-,acir 46 flan 14',acuK+ 54 206 3 1 

X 

CJAI6 flulll -acuK+ 95 fluHl -,acuIC 11 

A517 fluH14-,pal-  71 fltiH1+,palC4  10 158 10 

X 

CIA 14 fluill,palC+ 71 flu111.,pale 6 

'Pabla 2. Recombinación entre fluIll y otros marcadores del cromosoma IV, 
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Figura 7. Mapeo de la mutación fluill. 

A través del análisis parasexual y meiótico se determinó que la mutación 

,fluill está localizada en el brazo derecho del Cromosoma IV. En esta figura 

sólo se representa parte del cromosoma IV en donde se localizó a fluill a 

partir de los datos obtenidos en la tabla 3. 

La limitación de glucosa suprime parcialmente los efectos de la mutación 

fluIll. 

Al crecer a la mutante fin!!! en medios con una concentración de glucosa diez veces 

menor (0.1 <á) a la normal, se encontró que la esporulación mejoraba notablemente, ya que 

aproximadamente 3 días después de la inoculación, la formación de micelio aéreo se redujo 

y se observó esporulación. Esta característica, también ha sido reportada en otras mutantes 

algodonosas. Al crecer en un medio con baja glucosa, se disminuye la tbnnación de micelio 

aéreo y se favorece la espmulación (Lee y Manis, 1994), Con estos antecedentes, se 

decidió explorar la posiblidad de que pudieran existir diferencias en la tasa de crecimiento 

entro, la mutante en cuestión y la cepa silvestre, para lo cual se realizaron dos tipos de 

experimentos. El primero de ellos consistió en crecer colonias aisladas de las cepas CiA16 

y FG5C26 sobre una membrana de celofán sobre MM + glucosa 1.0 y MM + 0.1 í de 

glucosa por 7211. Posteriormente se cortaron segmentos del celofán que contenían una sola 
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colonia y se cuantificaron el peso seco y la producción de esporas. Como se observa en la 

Tabla 3, no se detectaron diferencias significativas en el peso de las colonias FGSC26 

(cepa silvestm) y CJA16 (mutante jiull) al creer en las dos condiciones probadas, 

mostrando que ambas cepas presentan tasas de crecimiento similares. En cuanto a la 

esporulación puede observarse que al crecer en MM + glucosa 1.0 9, , la cepa con la 

mutación en flutn produce aproximadamente 200 veces menos esporas que la cepa 

silvestre crecida en las mismas condiciones. Sin embargo, en la condición de baja glucosa, 

la mutante flull produce sólo 5 veces menos esporas que la cepa silvestre y 

aproximadamente 10 veces más que ella misma en glucosa 1.0 %. Estos resultados 

muestran que la limitación de glucosa suprime parcialmente la incapacidad para esporular de 

la mutante fluH. 

1% 

Peso/Colonia 

(mg) 

[Glucosa] 

0.1%n 

Esporas/Colonia 

(%) 

[Glucosa] 

1% 	 0.1% 

FGSC26 

(flull+) 13,8 6.9 100 26.34 

CJA16 

(/luí! •) _ 13.9 8.6 0.45 4.9 

TABLA 3 Crecimiento y producción de esporas en una cepa silvestre y en la mutante 

¡hin/ en diferentes concentraciones de glucosa. 

Las cepas FGSC.26 y CIA16 se sembraron para colonia aislada sobre colofilis en MM 

+ glucosa 1.0 y 0.1 % por 72 h. Al cabo de este tiempo se cortaron segmentos que 

contentan sólo una colonia. Las muestras se secaron a 65°C por 24 li, se pesaron y 

posteriormente se resuspendieron en 1 ml de agua estéril para cuantificar las esporas 

producidas por colonia. Los datos reportados son el promedio de mediciones de tres 

colonias independientes. El porcentaje máximo de error estándar no rebasó el 10 %. El 

100% de esporulactón correspondió a 2.725 x 108  esporas/mi 
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La tasa de crecimiento y el consumo de glucosa en cultivos líquidos no se 

ven afectados por la mutación flu 

Durante mucho tiempo se había propuesto que el desarrollo del conidióforo de A . 

tarlalans era un fenómeno que respondía a un programa genético, más que una respuesta a 

factores ambientales (Adams, et al., 1992). Sin embargo, la escases de nutrientes ha sido 

reportada como uno de los principales factores que inducen diferenciación celular y 

esporulación en diversos microorganismos tales como, Saechannnyces cerrvisiae, 

Dyetiostellurn diseoídeutn y Mixobacterias, entre otros (Stand:as, 1990; Li, et al., 1992; 

Kaiser y Losick, 1993), Una interpretación que inicialmente se le dió a la mutante jhr/i/, 

dado su fenotipo, era que posiblemente no esporulaba por que no detectaba la disminución 

de glucosa en el medio sino hasta mucho tiempo después. Por lo tanto, la utilización de 

glucosa en esta mutante podría ser más eficiente, puesto que presentaba un crecimiento 

aparentemente mayor. El experimento reportado anteriormente ya sugería que no había 

diferencias netas en el crecimiento entre la cepa con la mutación en fin!! y la cepa silvestre. 

Sin embargo, tomando en cuenta el antecedente reportado por Skroinne et al, 1995, de que 

la esporulación se reprime en cultivos líquidos en presencia de alta glucosa, decidimos 

analizar de manera cuantitativa el consumo de glucosa y la tasa de crecimiento de la mutante 

fluill (cepa CIA16) comparados con una cepa silvestre (cepa FGSC26). Para este 

propósito se realizaron curvas de crecimiento para las cepas CIA16 y FGSC26 en cultivos 

líquidos continuos. Adistíntos tiempos, se tomaron muestras de raleen() y del medio de 

cultivo y se determinó el peso seco y la glucosa, respectivamente. En cultivo líquido A . 

nidulans chic como pequeñas pelotas o "pellets" de micelio vegetativo. A partir de las 30 

h, fué evidente que la cepa mutante presentaba pellets de mayor tamaño y menos compactos 

que la cepa silvestre, es decir, que en medio líquido seguía mostrándose algodonosa. Al 

observar los pellets al microscopio se encontró que estaban formados por hilas muy lamas 

y delgadas. mientras qUe la cepa silvestre presentaba hifas de mayor grosor y no tan 

alargadas. La Figura 8-A muestra las curvas de crecimiento para las dos cepas. Se observa 

que la tasa de crecimiento para la cepa CJA16 no presenta diferencias significativas con 

respecto a la cepa FGSC26. Este resultado nos confirma que aunque el fehotipo de la cepa 

mutante es el de una colonia grande y robusta, su crecimiento es similar al de una cepa 

silvestre, y que por lo tanto, las diferencias observadas estan dadas por un cambio en el 

patrón de crecimiento, más que por diferencias en la tasa de crecimiento absoluto. 
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La cututtiticación de glucosa en el medio, se realizó usando un método enzimático. Los 

resultados de la figura 8-B, muestran que el consumo de glucosa en las dos cepas 

estudiadas presentó cinéticas muy similares. Desde tiempos tempranos de cultivo. la 

glucosa comienza a consumirse y a partir de las 30 h la concentración fué prácticamente 

cero. Por lo tanto, no existen alteraciones ni en la tasa de ciecimiento ni de consumo de 

glucosa en la mutante algodonosa, descartándose la hipótesis de que las mutantes fililí I 

debieran su fenotipo a un consumo y/o utilización diferencial de glucosa con respecto a la 

cepa silvestre. 

A 

10 
	

20 	30 
	

40 	60 
Tiempo (h) 

Figura 8. Curvas de crecimiento 

(silvestre) y CJA16 "Hl). 

A. Curva de crecimiento. Se inocularon 5 x 105  esporas/ml en MM 	glucosa 1.0 1e y 

se crecieron por 42 h o 37°C con agitación constante. A diferentes tiempos se tomaron 

muestras, se congelarán con N2 líquido, se liofilizaron y se pesaron. Cada punto de 

las gráficas representa el promedio de tres experimentos independientes, con un 

porcentaje de variación no mayor al 15 51, con respecto al promedio. 

II. Consumo de glucosa. El experimento se realizó Igual que en la figura 8a, con la 

variación de que en este ensayo se tomaron muestras del medio de cultivo a diferentes 

tiempos. El consumo de glucosa se detertninó utilizando un método enzimatico 

(SIGMA). Cada punto de las curvas representa el promedio de tres experimentos 

independientes, con un porcentaje de variación no mayor al 16 II-, con respecto al 

promedio. 
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Análisis morfológico de la mutante >III. 

A partir de los resultados descritos anteriormente, se planteó que la morfología de la 

mutante flan podría provenir de cambios en el patrón de crecimiento vegetativo, por lo 

cual se decidió analizar la morfología de las Mías, Se inoculó por picadura a partir de una 

suspención de esporas en el centro de una caja Petri a las cepas C1A16 y u3sc 26, se 

crecieron a 37°C por 100 h y posteriormente las colonias se lijaron con una solución de 

ácido acético al 0.5 % y 003 al 0.25 %. Los análisis morfológicos se realizaron a partir de 

las hilas terminales de cada colonia con ayuda de un procesador de imágenes. Se realizaron 

mediciones de la longitud de las hifas terminales a partir de la última ramificación 

observada. Los datos obtenidos a partir de la medición de la longitud de la ramificación 

terminal se muestran en la Figura 9-A, cada barra en la gráfica representa el promedio de 

120 mediciones, en las cuales el porcentaje de variación con respecto al promedio, no fué 

superior al 8 %. En la figura 9-A puede observarse que la longitud de ramificación 

promedio de las hifas para la cepa FGSC-26 fué de aproximadamente 90 pm mientras que 

para la cepa CIA16 fué de 230 pm. Esto significa que ias bifas de la mutante fluM 

producen un micelio con menor ramificación y consecuentemente una mayor elongación de 

las hifas terminales en comparación con la cepa silvestre. 

Otro parámetro de crecimiento que pudo obtenerse a partir del análisis con el procesador de 

imágenes, fué la medición del diámetro de las 'rifas. Los resultados de estas mediciones se 

muestran en la Figura 9-13. Cada barra representa el promedio de 10 mediciones en las 

cuales el porcentaje de variación no fué mayor al 10 % con respecto al promedio. En el caso 

de la cepa FGSC-26 el grosor promedio de las hifas fué de 2.8 pm, mientras que para la 

cepa CJA16 fué de 1.8 pm, por lo tanto la mutante //OH produce hilas más delgadas que 

la cepa silvestre. 

Los resultados obtenidos a partir de este análisis muestran que la mutante/Mi./ produce un 

menor grado de ramificación y produce hifas más delgadas que una cepa silvestre, y por lo 

tanto su fenotipo de una colonia grande y robusta surge principalmente de la producción de 

hifas poco ramificadas sumamente largas y delgadas, más no por presentar una mayor lasa 

de crecimiento. A partir de esto, puede concluirse que una mutación en el gen flull produce 

cambios en el hábito de crecimiento micelial y que estos cambios, que afectan la morfología 

vegetativa, tienen efectos notables sobre la esporulación de A. nidulans. 
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Figura 9, Análisis de la ramificación y grosor de las hitas de la mutante flull 1 y una 

cepa silvestre. 

A). Análisis de longitud de ramificación de las bitas. Se Inocularon por picadura en e I 

centro de una caja Petri a las cepas CJAI6 y FG5C-26, y se Incubaron por 100 h. Las 

colonias se fijaron en una solución de ácido acético al 0.5 'k y Cr03 al 0.25 % por 2 

b. La longitud de las ramificaciones se midieron en un procesador de imágenes. Cada 

barra en la gráfica es el promedio de 120 mediciones para cada cepa, con un porcentaje 

de variación no mayor al 8.0 %. 

13). Análisis del grosor de las bitas. Se utilizaron las cepas CJAI6 y FGSC-26 y se 

procesaron como se describió en la figura 9-A. En este caso se realizaron mediciones 

del grosor de las bitas de las cepas estudiadas. Cada barra de la gráfica representa el 

promedio de 10 mediciones, con un porcentaje de variación del 10 7r, con respecto al 

promedio. 

La extensión apical de las puntas de las Idas es inherente al crwimiento normal de los 

hongos filamentosos (Wessel, J.G.H, 1992). En las Idas pueden limarse gradientes 

osmóticos, metabólicos y posiblemente sea a través de la punta de éstas por donde se 
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efectua la Milla de nutrientes y a partir de donde algunas proteínas son secretadas al medio. 

Después del crecimiento apical, la ramificación de las hitas es otro de los t'actores 

importantes que regula la moriblogía de la colonia (Yarden et al., 1992), En la mutante flan 

esta afectado uno de estos procesos de la morfología colonial, ya que se mantiene la 

capacidad de elongar las puntas pero la capacidad de ramificación está notablemente 

disminuida. 

La expresión del gen brIA se encuentra marcadamente retrasada en cepas 

con la mutación fin'''. 

La conidiación en A. nidulans se induce exponiendo un micelio competente a una 

interfase aérea (Axelrod, 1977) o por privación de nutrientes en medio líquido (Skromne, et 

al., 1995). El hecho de que las mutantes j'un I presenten una conidiación retardada, 

sugiere que el gen brIA no se estuviera expresando adecuadamente, o que habiéndose 

expresado, el patrón de respuesta estuviese alterado. Para discriminar entre estas 

alternativas, se decidió analizar la expresión de briA de manera indirecta en las mutantes 

I lid" I utilizando como gen reportero, una fusión génica que contiene al promotor del gen 

brIA fusionado al gen estructural de la 11-galactosidasa de E cali, el gen lacZ (Aguirre, 

1993). La efectividad de esta fusión para medir la expresión de briA, correlaciona 

perfectamente con la expresión detectada en experimentos tipo Northern blot (Aguirre, 

1993; Skromne et al., 1995). Esta fusión se introdujó a una cepa con la mutación jis& a 

través de una cruza sexual. Las cepas TJA22 (fluir) y la mutante CRT8 (fluir, derivada 

de la CJA16), las cuales contienen la fusión brlApilacZ integrada en el locus de a g 8, se 

crecieron en medio líquido por 18 h. Poáteriormente, el micelio se filtró y expusó al aire 

para inducir la esporulación y se tornaron muestras a diferentes tiempos, A partir de las 12 

Ir, la cepa silvestre ya presentaba la formación de conidióforos, mientras que la mutante no 

comenzó a producir conidióforos sino hasta las 30 h. Los cultivos se continuaron hasta las 

45 h y posteriormente, las muestras se procesaron para determinar la actividad de ti-

galactosidasa. 

La figura 10 muestra los resultados. Se puede observar que la inducción de briA esta muy 

retrasada en la mutantelbdi/ comparada a la inducción en la cepa silvestre. La inducción 

en la cepa silvestre comenzó a partir de las 12 h, tiempo en el que se registró la aparición de 
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conidióforos, mientras que la inducción de brM en la nu 	fluH1 no comienza sino 

hasta las 30 h aproximadamente, alcanzando la máxima activación a las 45 h 

(aproximadamente 150 unidades de 13-galactosidasa). Estos resultados con•espunden con 

las observaciones microscópicas realizadas en los cultivos COMSMIldiC111CS. en los que la 

conidiación se observó casi en su totalidad a las 24 h para la cepa silvestre, mientras que 

para la cepa mutante comenzó hasta las 31) h de inducción de la esporulación y adertis el 

cultivo no llegó a conidiar completamente. A partir de este resultado podemos decir que el 

retraso en la esporulación en la mutante flan/ se encuentra estrechamente relacionado con 

un retraso en la expresión del gen brIA. Por lo tanto, el gen Ihifl parece ser necesario, ya 

sea de manera directa o indirecta, para la activación de brIA. Cabe hacer notar que además 

de flutt, otros genes cuya mutación produce tambien un fenotipo "flutly" 	flbA, 

flbC, flbD y flbE) se tquiran para activar a briA. (Adams et al.. 1992; Lee y Adams. 

1994 a y b; Wieser et al 1994) indicando que el inicio de la esporulación es un proceso 

complejo en el que se require de la participación de múltiples genes. 

Tiempo (h) 

Figura 10. La mutante flulll presenta un retraso en la inducción de brIA. 

Se crecieron a las cepas TJA22 y CRT8 en MM líquido + glucosa 1.0 %. 

A las 18 h de crecimiento, el micelio se transfirió a MM sólido + glucosa 

al 1.0 % para inducir la esporulación. Se tomaron muestras a los tiempos 

indicados y se procesaron para determinar la actividad de 11-galactosidasa. 

Cada punto de la gráfica representa el promedio de tres experimentos 

independientes, con un porcentaje de variación no mayor al 10 %, con 

respecto al promedio. 
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La limitación de glucosa induce una expresión más temprana del br/A en la 

mutante flan I. 

Bajo diferentes condiciones de crecimiento en el laboratorio, se encontró que la 

disminución de glucosa en el medio de cultivo favorecía la espomlación en cepas con la 

mutación fluill a tiempos más tempranos, aún cuando esta producción fué siempre 

menor que la observada en una cepa silvestre (ver Tabla 3). Para tratar de comprender el 

efecto de la glucosa como represor de la esporulación en la mutante flan! y su posible 

relación con la expresión de br/A, se decidió determinar la expresión de br/A en mutantes 

flan l reduciendo la concentración de glucosa del medio de cultivo. Se realizaron cultivos 

sincrónicos en medio sólido corno los descritos anteriormente, excepto que en un caso se 

usó glucosa al 0.1 %. A partir de las 20 h se observó la formación de conidióforos y a las 

30 h se inició la esporulación en la mutanteflufil. En la figura 11 se muestra la actividad 

de B-galactosidasa de la cepa CRT8 crecida en diferentes concentraciones de glucosa, 

junto con la cepa silvestre. La gráfica muestra que la inducción de brIA en la cepa CRT8 

en condiciones de baja glucosa comenzó 10 h antes que cuando el crecimiento se llevo a 

cabo en glucosa 1.0 %. La actividad de B-galactosidasa a las 45 h alcanzó casi 160 

unidades, valor semejante al alcanzado al mismo tiempo en glucosa 1.0 %. Los niveles de 

inducción de brlA alcanzados en glucosa 0.1 % en la mutanteftuin, aunque mayores que 

en la condición de glucosa 1.0 %, no alcanzan los niveles de la cepa silvestre. 

Estos resultados sugieren que la represión catabólica por carbono pudiera tener alguna 

relación con el papel que juega el genfluHl en la activación de br/A, ya que se sabe que 

1.0 % de glucosa es capaz de reprimir la expresión de ciertos genes a través del regulador 

orA, el gen encargado de la mayor parte de la represión catabólica por carbono en A. 

nidulans (Dowzer y Kelly, 1991). Por el contrario, 01 % de glucosa es incapaz de 

reprimir a través del sistema aeA. También existen casos en los que la represión 

catabólica por carbono independiente de creA juega papeles regulatorios, como en el caso 

de la biosintésis de penicilina la cual está sujeta a regulación por las diferentes fuentes de 

carbono utilizadas, más que a la represión por el gen creA (Espeso, eral., 1992 y 1993). 
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Resultados y Diskusión 

fluH Glucosa 1 % 
300 	—9-- fluH Glucosa 0.1% 

Silvestre Glucosa 1% 
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Figura 11. Expresión temprana de brIA en la mutanteflirfili en condiciones limitantes de glucosa. 

Se realizaron cultivos sincrónicos en sólido corno los descritos en la figura 10 con las cepa CWF8, en 

MM sólido con gluciza al 0.1 %. A los tiempos indicados se tomaron muestras para su observación 

bajo el microscopio y para procesarlas y poder determinar la actividad de 11.galactosidasa. En esta 

figura se Incluyeron los resultados obtenidos para las cepas CRIS y TJA22 cuando el crecimiento se 

efectuó en glucosa al 1.0 % para poder comparar los resultados. 

La privación de carbono suprime parcialmente el requerimiento de flan/ en cultivos 

sumergidos. 

Uno de los factores ambientales que regulan la expresión de briA es la disposición 

de nutrientes. La limitación de carbono o nitrógeno para A. nidulans en cultivos 

sumergidos tiene como consecuencia la inducción de brIA a distintos niveles. La privación 

de glucosa induce una rápida expresión del gen brIA, la cual alcanza niveles 

suficientemente altos, para inducir la formación de esporas a partir de conidióforos 

reducidos (Skromne et al., 1995). Para la mutante flutil en cultivo sólido, bajas 

concentraciones de glucosa inducen más tempranamente la expresión del gen brIA, es 
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decir suprime parcialmente el efecto de la mutación fililí!. Tomando en cuenta estos 

antecedentes, se decidió abordar las siguientes preguntas: 

a) Si bajo las condiciones de cultivos sumergidos, con una limitación total de la fuente de 

carbono podía la expresión de briA ser remediada en mayor grado en nuestra mutante?; 

h) Si bajo estas condiciones se podían producir también conidióforos reducidos?. 

Además deseabamos saber sí el efecto de supresión de flan! en condiciones lidiantes de 

glucosa era independiente del tipo de cultivo realizado, es decir, si también podia 

observarse este fenómeno en cultivos líquidos o estaba relacionado con el crecimiento en 

medio sólido, en el que los factores ambientales pueden ser diferentes. Para responder 

estas preguntas se crecieron las cepas TJA22 y CRT8 en MM líquido por 18 li a 37°C y 

300 rpm, el dedo se transfirió a mimes de 250 ml con 50 mi de MM carente de 

glucosa. Se colectaron muestras a distintos tiempos y se procesaron para determinar la 

actividad de fl-galactosidasa. También se tomaron muestras de cultivo para ser analizadas 

bajo el microscopio y para cuantificar las esporas producidas en estas condiciones . En la 

figura 12-A se muestra la actividad de B-galactosidasa. Como ya se había reportado para 

la cepa.  silvestre, se encontró que la privación de glucosa induce, la expresión del gen brIA. 

Esta inducción para la cepa TJA22 fué rápida y alcanzó niveles altos. La cepa CRT8 

también expresó briA bajo estas condiciones. Al privar totalmente de glucosa, la expresión 

de briA se inicia a partir de las 12 h de inducción para las dos cepas. Es decir que a una 

mayor limitación de glucosa, se puede dar una expresión más temprana de brlA en la 

mutante/kW. Aunque los niveles de inducción alcanzados por la cepa CRT8 no llegan a 

ser tan altos como los obtenidos para la cepa silvestre, éstos fueron suficientes para inducir 

la formación de conidióforos reducidos, como se muestra en la figura 12-B. 

En la Tabla 4 se muestra el número de esporas producidas por las dos cepas a diferentes 

tiempos. La producción de esporas en las dos cepas se detectó a partir de las 18 h cuando 

había ya más de 100 unidades de B-galactosídasa. Se puede observar que existe una 

correlación directa entre el nivel de expresión del gen brIA (actividad de B-galactosidasa) y 

el número de esporas producidas. La mayor esporulación fué detectada para la cepa 

silvestre en la cual el nivel de inducción de brIA fué también más alto. La utilización del 

sistema de cultivos sumergidos permite el estudio de los factores ambientales y 

nutricionales que regulan la esporulación de manera más homógenea. 
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Figura 12. La privación de glucosa remedia parcialmente la expresión temporal de brIA en la 

mutante/Tu/11. 

A) Las cepas 11122 y CR111 se Inocularon en MM líquido con glucosa al 1.0 y se crecieron por 18 

h. Posteriormente, el micelio se lavó y transfirió a matraces con 50 ml de MM sin glucosa. A los 

diferentes tiempos, el mica° de todo un cultivo se colectó para procesarlo y medir la actividad de lb 

galactosidasa. Cada punto de la curva representa el promedio de cuando menos dos experimentos 

Independientes, con un porcentaje de variación no mayor al 15 % con respecto al promedio. 

11) Morfologta de los conidiófonrs 24 la desput's de la transferencia a un medio sin glucosa. LiV4 

natas indican las esporas producklas a partir de omidióforos reducidos en las cepas TJA22 y 

CR1B. 
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Glucosa 0% 

Esporas/mi 

(x 103) 

Glucosa O% 

Esporashul 

(x 103) 

Tiempo 

(h) 

TJA22 C121'8 

18 775 475 

24 4100 800 

30 6100 1360 

Tabla 4. Producción de esporas en la mula:de/1mM y una cepa silvestre en MM liquido sin glucasa. 

la esperimento se realizó tal como el de la figura 14. A los diferentes tiempos, se toinarón muestras 

del medio de cultivo para su observación y para la cuantificación de las esporas producidas a partir 

de mnIdiálbros reducidos. Cada valor representa el promedio de tres mediciones independientes con 

un porcentaje de variación del 10 %, con respecto al promedio. 

A partir de los resultados obtenidos en los experimentos anteriores podemos decir que en 

cultivos sólidos la mutante /1M/ presenta un retraso considerable de 20 h en la inducción 

del gen brIA con respecto a la cepa silvestre. Al crecer en medios sólidos con glucoSa 0.1 

% el retraso se redujo aproximadamente 10 h. Finalmente, la privación total de glucosa en 

medio líquido en condiciones muy controladas, prácticamente anuló el retraso. Estos 

resultados, en conjunto, muestran que a mayor limitación de glucosa, menor es el grado 

del requerimiento del gen iluff. Sín embargo, aún la privación total de glucosa no logra 

restablecer el nivel de expresión de brIA que se observa en una cepa flan+, Esto nos 

sugiere fuertemente que el gen fililí juega un papel importante en la activación de &lit, 

Probablemente los efectos observados por la limitación de glucosa supriman parcialmente 

el requerimiento por flull de una manera indirecta. Al respecto, se ha reportado que otras 

mutantes con fenotipos semejantes a flutil, pueden ser curadas parcialmente pon• 

limitaciones nutricionales tal como el caso de mutaciones en el gen fluG (Adams et al„ 

1992), flbA, flbC, J1bD y ilbE (Lee B. N. y Adams T., 1994A; lee 11. N. y Adams T., 

1994B. Wiesser J. y Adams T., 1995). 
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El gen flull es indispensable para la esporulación inducida por la privación de 

nitrógeno. 

Cuando a una cepa silvestre de A. nidulans se le limita en medio líquido de la 

fuente de nitrógeno, se induce el gen brIA y se producen esporas a partir de conidióforos 

elaborados, semejantes a los producidos en una interfase aérea. Tanto en una cepa. 

silvestre como en la mutante flulil, la glucosa tiene un efecto represivo sobre la expresión 

de brIA. Para comprender mejor los electos de la limitación de los dos principales 

nutrientes en cepas con la mutación flan/ se decidió probar en esta mutante, el efecto de 

la limitación de nitrógeno sobre la esporulación. Para este experimento se crecieron a las 

cepas TJA22 y CRIS en MM con glucosa al 1.0 % por 18 h. El micelio se transfirió a 

medio sin glucosa o sin nitrato y se tomaron muestras a las 12 y 24 h para medir la 

actividad de 11-galactosidasa y para observar la morfología. Como puede verse en la Figura 

13, en el caso de la cepa TJA22 la limitación de glucosa llevó a una clara inducción de 

briA, alcanzando a las 24 h aproximadamente 500 U de actividad de 1-galactosidasa y se 

produjeron esporas a partir de conidióforos reducidos. Cuando la fuente limitante fué el 

nitrato, la cepa silvestre presentó una inducción más moderada de brIA. A las 24 h se 

registraron 170 U de ti-galactosidasa y se observó esporulación a partir de conidióforos 

elaborados. 

Para la mutante flunl la limitación de glucosa llevó a la formación de esporas a partir de 

conidióforos reducidos y a las 24 h se registraron aproximadamente 240 U de 11-

galactosidasa. La esporulación observada en este caso fué menor que para La cepa 

silvestre, lo cual concuerda con los niveles de inducción de briA obtenidos para cada uha 

de las cepas, Al observar el micelio de la mutante final en condiciones 'Minamos de 

nitrógeno, no se detectó ninguna esporulación. El análisis de la inducción de briA en esta 

mutante, mostró actividades de 0-galactosidasa considerablemente menores que para la 

cepa silvestre (38 U a las 24 h). Este resultado fué interesante, ya que indica una relación 

clara entre el metabolismo nitrogenado, jirdil y la esporulación. Un resultado interesante, 

relacionado con el anterior, se refiere a la incapacidad de mutantes nulas areA para 

esporular por privación de nitrógeno (Sánchez y Aguirre, sin publicar), Estos resultados 

parecen indicar que entre los factores ambientales que regulan la esporulación asexual en 

A. nidulans, existe una muy compleja relación entre el metabolismo del nitrógeno y la 

esporulación. Uno de los componentes de esta relación pudiera ser el gen activador areA, 

el cual codifica para un regulador central de los genes involucrados en el metabolismo del 

nitrógeno. Análisis de la secuencia del gen areA han mostrado una alta similitud con el gen 
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/0.2, responsable de la regulación de la represión catabólica nitrogenada en.Neuraspora 

crassa. (Arst y Cove, 1973; Arst y Bayley, 1977; Cove, 1979; Kudla, et al., 1990; 

Caddick, 1992; Scarzoccbio, 1992; Martluf, 1993). Nuestros resultados sugieren que 

ureA al igual que JUrH puede funcionar en la misma vía de activación de brM. Sin 

embargo, el proceso debe ser más complejo ya que las mutantes ureA no presentan un 

fenotipo algodonoso. 

Tiempo Silvestre 

-C 

Silvestre 

-N 

flult 1 

-C. 

fluli l 

-N 

O 7.5 2.2 7.5 2.2 

12 124 80 139 20 

24 495 170 236 38 

Morfología 

Figura I. El genfiall es Indispensable para la esporulación Inducida por la privación de nitrógeno. 

Las cepas TJA22 y C11T8 se inocularon a MM + glucosa y se Incubaron durante 18 h. El !Medio se 

lavó y transfirió a MM sin glucosa o sin nitrato según fuera el caso. Se tomaron muestras a las 12 y 

24 11 para ser procesadas para cuantificar la actividad de II•galactosidasa, l.0 morfología 

coresponden a cultivos de 24 
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Otros genes, cuya mutación genera fenotipos ''algodonosos", también se requieren 

para esporular por privadón de nitrógeno 

Experimentos realizados con la mutante flull 1 mostraron que la limitación de 

carbono llevaba a una inducción más temprana de br/A, teniendo como consecuencia la 

esporulación a partir de las puntas de las hitas, mientras que la esporulación no ocurría 

durante la privación de nitrógeno, debido a una muy baja inducción de briA, Con estos 

antecedentes, decidimos probar si éstas respuestas a la limitación de nutrientes eran 

exclusivas de cepas con la mutación floll I, o si se trataba de una respuesta contén 

presentada por diferentes mutantes algodonosas, que aunque afectadas en diferentes 

genes, presentan una morfología muy similar. Se realizaron cultivos sumergidos en los 

cuales se crecieron en medio mínimo con glucosa y nitrato a las cepas algodonosas con 

mutaciones en IMF, fluG y PD por 18 h. Posteriormente los cultivos se lavaron y 

transfirieron a medios en los que se privaron de glucosa o de nitrato durante 24 b y se 

hicieron observaciones bajo el microscópio de cada una de las muestras. Se encontró que 

para las mutantes algodonosas utilizadas, la limitación de glucosa tenla efectos muy 

similares que los observados con la mutante Bull 1 , es decir, cuando se privó de carbono a 

las mutantes llar, fluG, y flbD, éstas produjeron esporas a partir de las puntas de las hitas 

(ver figura 14). En el caso de la limitación de la fuente de nitrógeno, ninguna de las 

mutantes analizadas esporuló. Con estos resultados podemos decir que los genes fluF, 

fluG y flliD se requieren para esporular en ausencia de nitrógeno y que de alguna manera 

participan en una vía común, que finalmente conduce a la esporulación. 
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Figura 14.1os genesfiltD,fin I' y fluG se reno ken para esporular por privachin de mit rientes. 

Cepas con mutaciones en los genes/1119,1W: yjInG se inocularon en MM + glucosa 1.11 5- por 18 h. 

Posteriormente, el miren« se lavó y transfirió a MM sin glucosa o sin nitrógeno y el cultivo se 

continuó hasta las 24 h. Las fotomicrograffas se tomaron con un microscopio Idea y la umpIllicación 

fui: de 4011 veces. 
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RoAduedos y Dixusión 

Obtención y caracterización parcial de mutantes con supresores extragénicos de 

A partir de tos estudios realizados anteriormente, se determinaron algunos 

parámetros relacionados con la mutación JIM!, en cuanto a patrones de espontlación, 

curvas de crecimiento y expresión del gen brM. Proponemos que el gen flull I puede 

funcionar de manera directa o indirecta como un activador del gen regulador briA y que la 

mutación en fu!!! tiene alguna relación con la represión catabólica por carbono, pero 

sobre todo, con la regulacióá del metabolismo nitrogenado. Decidimos explorar la función 

de fluHl y sus posibles relaciones funcionales con otros genes, a partir de la obtención de 

mutantes con supresores extragénicos. Para ello se llevó a cabo una mutagénesis de la 

cepa CRT8 con luz U.V. empleando la técnica de Ki(fer (1965). La dosis de irradiación 

correspondió aproximadamente a 700 pWkm2  y fuá suministrada a una suspensión de 

esporas por 180 seg. En la Figura 15 se muestra la curva de sobrevivencia, donde puede 

observarse que el 10 % de sobrevivencia se obtuvó al irradiar por 120 seg. Posteriormente 

se realizaron mutagénesis en las que una suspensión de esporas se irradió por 120 

segundos y las esporas irradiadas se plaquearon en MM + 1.0 % de glucosa más 

requerimientos de la cepa. 

Figura 15. Curva de sobrevIvencla de la cepa CRT8 a la Irradiación con luz Ultravioleta. 

Esporas de la cepa CRT8 se mutagentzaron Irradiándolas con luz ultravioleta basta por 180 seg. El 

10 % de sobrevkvenda se detectó a los 120 seg. Cada punto en la gráfica representa el promedio de 

dos experintattos Independientes. 
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Ilesultsdna y Dinlisió« 

Se seleccionaron a aquellas colonias que en este medio fueran capaces de esporular mejor 

que la cepa original fluH/ a las 48 h. De 6884 colonias que crecieron después de ser 

mutageniiadas se detectaron tres colonias con apariencia semejante a una cepa silvestre en 

cuanto a morfología de la colonia y/o que presentaban una mayor esporulación que la 

mutante fluil/. Estas tres mutantes fueron denominadas inicialmente CRT9, CRTIO, 

CRTI I y CRT12, Estas cuatro cepas mutantes se purificaron por sembrado para colonia 

aislada, para dejar que las mutantes generadas crecieran en condiciones estándar y poder 

así verificar su fenotipo (figura. 16). Las auxótrofias para hidria y paha (marcadores de la 

cepa mutagenizada) se verificaron en las cuatro mutantes, para eliminar la posibilidad de 

que se tratara de posibles contaminaciones. 

CRT1O 	 CRT1I 
	

CR1'12 
Figura 16. Mutantes con posibles supresores extragénIcos de la mutación flufil. 

Las mutantes obtenidas después de la radiación con luz ultravioleta de la cepa CILT8 se 

seleccionaron plaqueando en MM + 1.0 % y 0.05 % de desoalcolato se sido. Se detectaron cuatro 

colonias mutantes, tres de las cuales restablecieron un tenotlpo semejante al silvestre, y una cuarta 

que result6 ser una colonia compacta de bordes rugosos. En esta figura se representa a las inutantts 

supresoras obtenidas denominadas CRT9, CRT10, CRT11 y CRE12, ad como también a la cepa 

silvestre EGSC26 y la inutantefluHl (CJA16), crecidas en MM + glucosa 1.0 %. 
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Niveles de esporulación en las mutantes CRT9, CRTIO, CRT11 y CRT12. 

Para determinar el grado de supresión del fenotipo algodonoso de la mutante 

fluill en las mutantes generadas, se decidió cuantificar sus niveles de esporulación. Se 

sembraron para colonia aislada sobre membranas de celofán en junto con la cepa silvestre 

EGSC26 y la CJAI6 (flui9). Cada colonia se pesó y se cuantificó la espomlación. En la 

Tabla 5 se muestra el promedio del peso seco por colonia y el porcentaje de esporas 

producidas por colonia, para cada una de las cepas, tomando como 100 ‘X) de e.spondación 

a la cepa silvestre. Puede observarse que el porcentaje de espondación de las mutantes 

CRT9-CRT12 es de alrededor del 10 % comparado con la cepa silvestre. Aún cuando los 

niveles de esporulación alcanzados por las mutantes no restablecen los niveles silvestres, si 

hubo un incremento de aproximadamente 20 veces con respecto a la mutante Jiull, la cual 

sólo genera aproximadamente el 0.5 % de la esporulación silvestre. Estos resultados 

muestran que las mutaciones contenidas en las cepas CRT9, CRTIO, CRTI 1 y CRTI2, 

suprimen parcialmente el fenotipo 1111111 

Cepa Peso Seco Esporas/colonia 

__Isla % 

POSC26 69.60 11)0 

CIA 16 0.53 

CRT9 32.66 8.95 

CRTIO 43.33 11.12 

CRT11 44,66 12,69 

CRT12 48.33 11.82 

Tabla 5. Niveles de raporulación de las mutantes con posibles supresores dejlaIll. 

Se inoculó sobre MM + glucosa al 1.0 % y celofán a las cepas EGSC26, CJA 16, CR1'9, CRTIO, 

CRT11 y CRT12. Las cepas se incubaron a 37"C por 611 h, tiempo en el cual se tomaron colonias 

aisladas para ser secadas y cuantificar su peso seco. Posteriormente cada colonia se agitó en I mi de 

agua estéril para la cuantificación de esporas. Los datos reportados aquí representan el promedio de 

cuando menos tres colonias diferentes. El porcentaje de error con respecto al promedio no fué mayor 

del 10% para las esporas y del 7.0 % parad laso seco. El 100 % de esporas corresponde a 2.101133 

i 101/ «Mala. 
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Caracterización genética de las mutantes con posibles supresores de 

Con el análisis anterior se estableció que las mutaciones con posibles supresores de 

fi:4H tenían un efecto sobre el grado de esporulación, por lo que se decidió demostrar 

formalmente que las mutantes generadas, contenían mutaciones independientes de fluill, y 

no reversiones parciales de esta mutación. Para probar este punto se realizaron cruzas 

entre cada una de las mutantes CRT9, our O, CR'I'll, CRTI2 y la cepa silvestre CLK 11. 

Los resultados se muestran en las Tablas 6, 7, 8 y 9, respectivamente. Se utilizó la 

proporción de colonias verdes y amarillas como marcador interno de segregación. En este 

sentido las cruzas se comportaron Mendelianamente (aproximadamente 50 % de colonias 

verdes y 50 % de colonias amarillas). Las mutantes aisladas se designaron 

provisionalmente corno ,suAflulli, suBJ1uf1, suCfluill y supfluni (Clunerbuck, Al y 

Arst H., 1995). 

- Análisis meiótico de CRT9 (su.AfluH1). 

El análisis de la progenie generada por la cruza entre la cepas CRT9 y la cepa silvestre 

CLKI1 (yA2, argB2, proAl) se muestra en la Tabla 6. Se obtuvieron resultados 

interesantes al observar los diferentes fenotipos generados (figura 19). Primeramente, se 

obtuvieron cepas con un fenotipo algodonoso, lo cual comprobó el hecho de que se había 

generado una mutación independiente de flan/. Se obtuvieron cepas con el fenotipo 

original de la doble mutante, es decir, colonias compactas con bordes arrugados y en la 

periferia de la colonia gran cantidad de células "bulle" o nodrizas. También se obtuvieron 

colonias con fenotipo silvestre. Otro fenotipo encontrado fué el provocado por la 

mutación supresora, es decir que, fuera del contexto algodonoso la mutante presentaba un 

fenotipo propio. Las cepas que sólo llevaban la mutación suAflulil, eran colonias 

compactas de bordes más o menos rugosos y con una esporulación muy abundante y de 

coloración intensa. Las proporciones con las que segregaron cada uno de los fenotipos fué 

de aproximadamente 25 %, lo que indicó que la mutación supresora era monogénica y no 

se encontraba ligada a flan!. 

A partir de estos resultados podemos concluir: 

La cepa CRT9 contiene una mutación independiente de fluli, la cual genera un fenotipo 

fuera del contexto 	Con éstos resultados, puede formalmente considerarse que la 

mutación contenida en la cepa CR1'9 es una mutación supresora de flan, la cuál define al 

gen suAfluIll, 
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Fenotipos obtenidos (%) 

Silvestre 21 

Aleodonoso Tutti) ____ 22 _ _______ 
Doble muta:net/M/n: suAlly///1 _21 _________ 

Compactas (suiViutip 36 

Colonias verdes 49 

Colonias amarillas (vA2) 51 

Tabla 6, Análisis melátleo de la cruza de las cepas CI(T9 (suAllulii) y CLKIL 

Se platmeron allcuotas de ascosporas provenientes de cleistoteclos bibrálos en ~tilos no selectivos, 

para analizar los diferentes fenotipos generados. La progenie total analizada foé de 266 colonlas. 

Figura 17. La mutante suAfluill presenta un fenotipo propio en un fondo silvestre. 

Se plaqueu en un medio no selectivo a ascosporas de la cruza entre las cepas C1,1111 X CRT9. 

Dentro de la progenie obtenida se observaron cuatro fenotipos diferentes: 1) colonias silvestres, 2) 

colonias algodonosas, 3) colonias compactas con bordes rugosos y grao cantidad de células Hulla en 

la periferia y 4) colonias compactas con una esporulación mayor y de coloración muy intensa. 
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Mutantes afectadas en el gen creA responsable de la represión catabólica por carbono, 
crecen como colonias compactas de bordes más o menos definidos (Dowzer y Kelly, 

1991). Estas mutantes no pueden crecer en alcohol alflico más glucosa, ya que la alcohol 
deshidrogenan se encuentra desreprimida y utiliza a este compuesto corno sustrato para 

formar acroleina, la cual es tóxica para las células. Para eliminar la posibilidad de que las 

mutantes obtenidas fueran mutantes creA, se realizaron dos pruebas. Se inocularon en 

placas con alcohol alflico y los requerimientos necesarios a las cepas CRTI4, EGSC26 y 

CPGI (mutante creA). Después de 48 h de incubación sólo crecieron las cepas CIITI4 y 

FGSC-26. La cepa CPG1 no creció, como era de esperarse. Con esto se comprobó que la 
mutante generada no era alélica a creA, aunque aún cabía la posibilidad de que si se tratará 
de una mutante creA reprimida para la alcohol deshidrogenase y desreprimida para otros 

sujetos a represión catabólica por carbono, como se ha reportado para algunos alelos de 
ereA. Como prueba final se realizaron diploides entre la cepa CRTI5 y la CPG1. Los 

diploides obtenidos crecieron como colonias silvestres en cuanto a morfología y 

esporulación. Con estos experimentos quedó totalmente descartado de que la mutación 

sufflull1 fuese un alelo de creA, aunque se trate de una mutación que también genere 
colonias compactas. 

- Análisis meiótico de CRTIO (suMu///). 
Se realizaron cruzas entre las cepas CRTIO y CLK 11 y su análisis se reporta en la Tabla 7. 
En este caso sólo se obtuvieron tres fenotipos discernibles, es decir, no se distinguió un 

fenotipo generado por la mutación de si/Mut'', lo que sugiere que esta mutación no 

confiere un fenotipo en un contexto nul-14. Se obtuvieron colonias con fenotipo 

algodonoso, lo cual significa que la mutación generada era independiente de la mutación 

en IBM. Los otros dos fenotipos observados fueron: colonias con fenotipo silvestre y 

colonias con un fenotipo semejante al de la doble mutante fluHl -sun/Tu/II (figura 18). El 
fenotipo algodonoso de la mutante flu111, sabemos es de caracter monógenico ya que la 
proporción en que segregó este gen es de aproximadamente 25 %. A partir de este 

resultado, se esperaría que, la proporción en que se presentaran los fenotipos silvestres, 
suBj7u111 en un contexto silvestre y suBj1u111 en un contexto flu111, fueran también de 

aproximadamente un 25 % cada uno. Dado que no fué posible distinguir el fenotipo 
suBj7u111 en un contexto silvestre, del fenotipo únicamente silvestre, se decidió cuantificar 

las colonias que presentaban fenotipo silvestre y tomarlas como representantes de ambos 

fenotipos. La proporción de colonias con morfología silvestre fué cercana al 50 %. Si se 
analiza a la progenie cuando es muy joven, es aún más difícil distinguir estos dos fenotipos 
de la doble mutante (J1u111; suBflu111), por lo que la proporción para este fenotipo parece 
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estar sobreestimada. No obstante el marcador interno, la segregación de colores, 50% 

colonias amarillas y 50 % colonias verdes, indicó que la cruza se comportó normalmente, 

Las conclusiones obtenidas u partir del análisis de la progenie de las cruzas entre las cepas 

CRTIO y CLK11 son las siguientes: 

La cepa CRTIO contiene una mutación independiente de flull, la cual no genera un 

fenotipo propio fuera del contexto fluir. De los resultados obtenidos a partir de la 

segregación puede observarse que esta mutación no se encuentra ligada a 	y todo 

parece indicar que es monogénica. De aquí en adelante se designará como suBflulii. 

Fenotipos obtenidos (%) 

Algodonoso (flulil) 24 

Silvestre 40 

Doble mutante(flulli; suklu111) 36 

Colonias verdes 51 

Colonias amarillas (va2) 49 

Tabla 7. AníasIs Mala) de la cruza entre las cepas CRTIO 	I) y 

Se phiqueron alleuotas de aseosporas provenierdes de eleistoteclos hihrfdos en medios no selectivos 

para analizar los diferentes fenotipos generados. l.a progenie total analizada fué de 487 colonias. 
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Figura 18. La mutante sulifluIll no presenta un linotipo propio. 

Se ptaqueó en un medio no selectivo una alícuota de ascosporas de la cruza entre las cepas CLKI I y 

la CRTIO. En la progenie obtenida se observaron tres linotipos diferentes: 1) colonias silvestres, 2) 

colonias algodonosas, y 3) colonias que representan a la doble mutante fluHI•suliffulll. Resultó 

imposible discernir a la mutación sulifluIll cuando se encuentra en un contexto silvestre, es decir 

que no presenta un fenotipo propio. 

El mismo tipo de análisis mciótico se aplicó a las cepas aun! y CRTI2. Los resultados 

se muestran en las tablas 8 y 9, respectivamente. En estos casos, al igual que con la cepa 

CRTIO, puede concluirse que ambas mulanles contienen mutaciones supresores 

independientes de/In/II, las cuales no confieren ningún fenotipo en un fondo silvestre y 

que hemos designado sucfluiii y sul)fluHl, respectivamente. 

54 



Resulta,» y Discuside 

Fenotipos 'obtenidos (%) 

Algodonoso (Jiall!) 22 

Silvestre 55 

Doble mutante(fluili: suct/u/i/) 23 

Colonias verdes 50 

Colonias amarillas (ya2) 50 

Tabla 8. Análisis melético de la cruza de las cepas CItTII (NuCfluli I) y CI.K11. 

Se plaqueron ahiladas de ascosporas provenientes de cleistotecios hitaldos en medios no selectivos 

para analizar los diferentes linotipos generados. La progenie total analizada fué de 616 colonias. 

Fenotipos obtenidos (%) 

Algodonoso (fluIll) 22 

Silvestre 55 

Doble mulante(flul11; suPflul II) 23 

Colonias verdes 41 

Colonias amarillas (ya2) 59 

Tabla Si. Análisis melétko de la cruza delas cepas CItTI2 (01)J1u11.1) y CLK11. 

Se plague:un dictadas de ascosporas provenientes de cleistotedos blbridos en medios no selectivos 

para analizar los diferentes fenotlpos generados. La progenie total analizada fué de 383 colonias. 
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Las designaciones a las diferentes mutaciones supresores obtenidas en este estudio 

presuponen que cada una de ellas es distinta entre sí, esto es suAflulll, suBfluHl, 

suCflufil y suDfluM. Esto sólo ha sido comprobado para la mutación suNiulli, ya que 

con cepas que sólo portan esta mutación se han podido establecer diploides con las cepas 

CRTIO, CRT1 I y CRTI2. Los diploides mostraron un fenotipo silvestre, indicando que la 

mutación suAflu/1/ es independiente a las otras tres mutaciones. Para el caso de las 

mutaciones supresores B, C y D, el hecho de no presentar un fenotipo en si mismas y 

portar cada una los mismas marcadores (pabaAl ;biA 1; ya que todas provienen de la cepa 

CRT8) lia dificultado el establcciemiento de diploides entre ellas. 

La obtención de supresores extragénicos de la mutación en flirt!, es una herramienta 

sumamente interesante. El análisis de supresores extragenicos constituye uno de los 

métodos para establecer posibles interacciones génicas. El hecho de poder determinar qué 

productos génicos pueden estar relacionados con otros funcionalmente, facilitaría el 

esclarecimiento de redes regulatorias del gen brIA. 

Análisis de dominancia. 

CRTIO, CRTI 1 y CRTI 2. 

Para establecer si las mutaciones supresores se comportaban como dominantes o 

recesivas, se construyeron diploides entre las cepas CRTIO, CRTI 1 y CRTI2 y la cepa 

CR1'18 (yA2; metGl¡flull1). Estos diploides fueron heterócigos para las posibles 

mutaciones supresores snApuH, suBfluil, suCflull, suDflull y homócigos para la 

muteciónfluIll. Los diploides obtenidos entre las cepas CRT18/CRTIO, CRT8/CRT11 y 

CRT18/CRT12 se observaron como colonias algodonosas que producían esporas verdes. 

Este resultado nos indicó que cada una de las mutaciones supresores suBfirdi, suCjiull y 

suDflull era recesiva. Para comprobar que las colonias que analizamos eran efectivamente 

diploides, se utilizaron los siguientes criterios: 

Los difelentes diploides obtenidos mostraron estabilidad en MM sin requerimientos, lo que 

indicó que se complementaron sus auxotroffes. Al crecer los diploides en MM + p-F-

fenilalanina se obtuvieron diversos sectores haploides, los cuales al ser analizados 

mostraron una segregación al azar de los marcadores que portaban cada una de las cepas 

con las que se formaron los diploides. la prueba final de la obtención de diploides, fué la 

obtención de colonias algodonosas verdes, es decir se complementó la coloración en las 

esporas (ya'ya'). 
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CRT9 

Debido a que la mutación suAlluli presentó un fenotipo propio, esto facilitó muchisimo la 

generación de diploides. Los diploides se generaron entre las cepas CLK11 (yA2; org131; 
proA 1) y CRT9. Las colonias diploides obtenidas se observaron como colonias silvestres 
robustas y de color verde, indicando que suAlluli I es una mutación recesiva. 

En conclusión, se han obtenido diferentes mutaciones supresoras del gen flall I , que son 
monogénicas y recesivas. Faltaría determinar si todas estas mutaciones son diferentes entre 

sf, así corno Iránr una búsqueda mas exhaustiva de este tipo de mutantes, las cuales 

restablecieran parcialmente o totalmente la condición silvestre en un contexto flulf.  . El 
hecho de obtener mutantes supresoras de fluH 1 nos abre la posibilidad de entender las 

posibles interacciones que existen entre el gen fluH y otros genes, que pudieran estar 

relaciáados con la inducción del gen brIA y por consiguiente en la reproducción asexual 
de A. nidalons. 

Caracterización de flotantes afectadas en el gen suAfluil 1 . 

Como se describió en la caracterización genética de las cuatro mutantes 

supresoras, se encontró que la mutación supresora suAffull/ presenta un fenotipo "per 

se". El fenotipo observado fué el de colonias compactas que esporulaban perfectamente y 

que en las periferia de la colonia producen células Hülle. La morfología de esta mutante 

puede observarse en la figura 19. La mutación sukluill es recesiva y monogénica. 

Debido a estas características se decidió continuar con el análisis de la mutante suAfluff1, 

ya que su morfología nos facilitó el poder realizar un estudio fisiológico, morfológico y 

genético más detallado. 
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Figura 19. Morfología de la mutante suAflulll . 

Se inoculó sobre MM + glucosa LO % a la cepa CRT14, la cual lleva la mutación 

sudfío 11 I. La mutación en suAffsi /II resulta en colonias compactas con bordes más o 

menos rugosos. 

Caracterización Morfológica de la mutante suAflu II I. 

Para determinar la mortblogía de la mutante de una manera más precisa se 

midieron la longitud de ramificación y el grosor de las hifas, utilizando un procesador de 

imágenes integrado a un microscopio óptico. Se inocularon por picadura esporas de las 

cepas CRT9 (fluH 1 ,suAflul 11), y CRT14 (soAfiut//) en el centro de cajas Petri, y se 

incubaron las cajas a 37°C por 100 h. Postetionnente las colonias se lijaron y se midieron 

de las ramificaciones terminales de las hifas así como también del grosor de las mismas. 

Los resultados de la figura 20-A muestran que las mutantes sitAfluii/ (civn 4) y fluill, 

suAllutll (CRT9), muestran claramente un mayor grado de ramificación que la inutiune 

fluni (0 A16) sola. 

Los resultados de la medición del grosor de las hifas en estas cepas, se muestran en la 

figura 20-B. Para el caso de la cepa CRT14 el grosor promedio de las hifas fué de 2.8 

pm: mientras que para la cepa CRT9 (doble mutante) este valor fué de 3.8 pm. Es decir. 

esta cepa presento hilas con un incremento notable en el grosor, comparado con los 

grosores presentados por las cepas silvesue de 2.8 pm y la mutante flutl I de 1.8 pm. 
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Figura 20. Análisis de la ramificación y grosor de las hifas de la mutante suAfluIll. 

A. Análisis de la ratnificackln. Se inocularon a las cepas CRT9 y CRT14 por picadura en el centro 

de una caja Patri, y se Incubaron por 100 h. Las colonias se fijaron en una solución de ácido acético 

a10.5 % y Cr03 al 0.25 % por 24 h. La longitud de las ramilimciones se midieron en un procesador 

de imágenes. Cada barra en la gráfica es el promedio de 120 mediciones para cada cepa con un 

porcentaje de corindón no mayor al 10 %. En esta gráfica se muestra también los datos 

correspondientes a las cepas EGSC26 y CJA16 (tomadas de la figura 9.A.). 

B. Análisis del grosor de las hifas. Las cepas CRT9 y CRT14 se procesaron como se Indica en la 

figura 20.8 . Cada barra en la gráfica respreseniz el pro nedio de 10 mediciones para cada cepa, 

con un porcentaje de variación no mayor al 10 % con respecto al promedio. En esta gráfica se 

muestran los datos para las cepas FGSC26 y CJA16 (tomados de la figura 9.8). 

En conclusión, las cepas que portan la Imitación su/1,1111111 presentan una ramificación 

mucho mayor con hifas más cortas y gruesas que una cepa silvestre, dando lugar estos 

cambios morfológicos a un fenotipo compacto. las cepas que son dobles mutantes jhr/1/-

suMulli presentan fenolipos intermedios de ramificación y grosor de las hifas con 

respecto a las dos mutaciones independientes. 
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Con base en estos resultados encontrarnos que tanto la mutación fluli como la mutación 
suklull I , las cuales afectan de manera inversa la morfología de las hifas vegetativas 

también afectan la conidiación. El comportamiento de la doble mutante, en la que existe 

una expresión parcial de ambos fenotipos sugiere una posible interacción entre los 

productos de ambos genes, interacción que sería realmente importante estudiar con 
respecto ala morfología del micelio, su crecimiento y diferenciación. 

Resulta interesante que otro tipo de mutantes con morfología compacta (creA), no alélicas 
a suAllull 1 , también afecten la morfología de las hifas y la esporulación de manera 
semajante. Cuando se realizaron cruzas entre las cepas CPGI y CJA14, y se analizó la 

progenie, se encontraron cuatro fenotipos: 

1) colonias silvestres; 

2) colonias "fiutry"; 

3) colonias creA (con un fenotipo compacto) y 

4) dobles mutantes creA-flull , con un fenotipo intermedio entre las dos mutaciones, las 

cuales se observan como colonias más grandes que una mutante creA pero más compactas 
que fluill yen las cuales se remedia parcialmente la esporulación (Figura 21). 

Como ya se ha descrito anterionnente existe toda una serie de mutantes algodonosas no 
alélicas a flan! , las cuales parecen resultar también en modificaciones en los patrones de 

crecimiento, además de estar afectadas en la esporulación. A este respecto, se realizaron 

cruzas entre la mutante sw1J/uffi y la mutante fluF . A partir del análisis de la progenie, 
también se observó que strAflull 1 suprime parcialmente afluF en cuanto a la morfología y 
csporulación (datos no mostrados). Al parecer, el producto del gen sukhril también tiene 
alguna interacción con ,fluF y posiblemente con algunos otros de los productos de los 

genes Iluffy". Sería realmente interesante realizar una serie de cruzas entre las diferentes 

mutantes algodonosas y la mutante suAlluH, para detenninar si este efecto de supresión 
parcial se observa con las otras mutantes. Estos resultados sugieren fuertemente que 

mutaciones que afecten la morfología del micelio vegetativo, tienen también efecto en gran 

medida en la esporulación asexual del hongo. 
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Figura 21,1.a mutación creA también afecta la morfología y conidiaeldn en la mutante/10M. 

Se plaquearon aseosporas de una aula entre las cepas M11440 (creA 204) y CJA16 (fluM). Ile la 

progenie obtenida se observan cuatro tetsotipos, 1) colonias silvestres, 2) colonias !tal, 3) colonias 

creA (compactas), y 4) dobles mutantes creAfiu111, con un fenottpo Intermedio entre estas dos 

mutaciones 

Caracterización Fisiológica. Sobreproducción de Proteasas y Amilanas extracelulares 

por la mutante suAjiulil. 

En cepas con la mutación suilflull I cuya morfología ya ha sido descrita 

anteriormente, se observó también que al crecerlas en placa producían una pigmentación 

café-rojiza en el medio, característica no observada en cepas silvestres. En experimentos 

preliminares en medio líquido donde se creció a esta mutante se detectó que también 

liberaba al medio una substancia rojiza, además de formar agregados extracelulares. Estos 

agregados se tiñeron con el reactivo de Bradford, lo cual sugirió que la mutante podría 

estar liberando algunas proteínas al medio. 

Se ha propuesto que la morfología del miedo es determinante en la producción de 

proteínas de secreción (Smart, N.J. 1991). Además de que la secreción de algunas 

proteínas extracelures en los hongos filamentosos se efectúa principalmente a través de las 
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puntas de las hifas. En A. niger se ha demostrado que la secreción de glucoamilasa se 

realiza sólo en las puntas de las hifas en crecimiento (Wünsten, et al., 1991; Wessels, 

1992). Desde el punto de vista Biotecnológico, las compañías de fermentación emplean 

inhibidores del crecimiento, los cuales incrementan la ramificación de los cultivos teniendo 

en muchos casos efectos significativos sobre la productividad. La excesiva ramificación 

presentada por la mutante suAflutll y liberación de proteínas al medio observada, nos 

llevó a analizar si ésta mutante sobre producía algunas proteínas. 

En A. nidulans se ha reportado que en condiciones donde la fuente de nitrógeno es 

obtenida de la hidrólisis de proteínas, se detectó la secreción de dos proteasas 

extracelulares; una neutra y otra alcalina (Cohen, 1973). Estas proteasas estan sujetas a.  
represión catabólica por nitrógeno, a través del activador transcripcional areA. En 

ausencia de fuente de nitrógeno y con caseina en el medio, estas proteasas se producen 

abundantemente en el medio extracelular. Cuando la fuente de nitrógeno es amonio, la 

expresión de estas proteasas se encuentra reprimida aún en presencia de cuela Para 

determinar si la mutante supAflu111 sobreproducfa alguna proteína de secreción, se decidió 

probar el sistema de las proteasas extracelulares (Cohen, 1977). Se creció a la cepa 

FGSC26, C1A16 (j1u/11), CRT9 (fluill;sapAflutl1) y CRT14 (supAflutil) en MM con 

nitrato, sin nitrato o con amonio en presencia de leche descremada al 1.0 tiy como fuente 

de caseina. Los resultados de la Figura 22 muestran que en las condiciones en las que el 

crecimiento se efectuó en medio sin fuente de nitrógeno (sin nitrato) se detectó que la 

mutante compacta CRT14 y la doble mutante CRT9 producían un halo de degradación de 

caseina de mayor tamaño, comparado con las otras cepas analizadas. 

Cuando el crecimiento se efectuó en un medio con amonio, los halos de degradación de la 

caseina no se observaron en ninguna de las cepas, lo cual indica que la producción de 

proteasas esta regulada por la fuente de nitrógeno, como se ha reportado con anterioridad, 

Este resultado sugiere que la sobreproducción de proteasa extracelular observada en cepas 

con la mutación suAlfluHl, proviene de un incremento en la secreción y no de la 

desregulación de los genes correspondientes. En el caso del crecimiento en nitrato como 

fuente de nitrógeno, se observaron hatos pequeños alrededor de todas las cepas. El nitrato 

mismo no constituye una fuente represora de las moteases, pero al ser reducido a amonio, 

éste produce ciertos niveles de represión. 
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Figura 22. Sobreproducción de proteasas estracelulares de la mutante suAlluill. 

Se inoculó por picadura a las cepa 1) FGSC26, 2) CJAI6, 3) CRT9 y 4) CI114 en MM con leche 

descremada al 1.0 '7c, con nitrato, con amonio o sin nitrógeno sisón fuera el caso. A las 72 h se 

observaron balas de degradación de la caseína, estos Indos no se observaron al crecer en amonio, 

fuente represora de estas proleasas. 

Para investigar si el fenotipo causado por la mutación suAfiutil correspondía a una 

secreción generalizada de proteínas extracelulares, se procedió a llevar a cabo un ensayo 

en placa para detectar la producción de arduas. Se ha reportado que el gen de la 

glucoamilasa es un gen reprimido por glucosa e inducido en presencia de almidón en A. 

►erreus, condiciones en las cuales la glucoamilasa es secretada al medio (Ghosh, el al., 

1990). Se crecieron a las cepas CJA16, FGSC26, CRT9 y CRT14 en MM sin glucosa más 

almidón al 0.5 % como fuente de carbono, se incubaron a 37°C, Después de 72 h el medio 

fué teñido con Lugol, el cual tiñe amilopectina. Las cajas de medio con almidón al ser 

tratadas con lugol se tiñen de un color morado obscuro, alrededor de las cepas que 

pmsentan actividad de amilasa se observan halos transparentes, debido a la degradación 

del almidón. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 23. En el medio que 

contenía almidón como fuente de carbono la mayor degradación del almidón la realizaron 

las cepas CRT9 y CRT14, por lo tanto existe una sobreproducción de amilasa por estas 

dos cepas, comparadas con la cepa silvestre y la mutante flan!, en las cuales apenas si se 
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distinguen halos de degradación. Para comprobar que la amilasa se estuviera regulando 

normalmente, se crecieron a las cepas EGS(..`,2(,, 	l(i, CRT9 y CRTI1 en MM 

glucosa y se incubaron por 72 h. La caja IW teñida tarnbiU con higo' y los resultados son 

mostrados en la Figura 23. En este ensayo, se observó que para la cepa silvestre y la 

mutante/hl/1/ no hubo presencia de amilasa, mientras que en el caso de las cepas CRT,/ y 

CRTI4 se observó un halo de producción de esta proteína. Este resultado nos indicó que 

la mutación y/44/11W/ confiere una desrepresión para la producción de amilasa, aún en 

presencia de glucosa. 

Almidón Glucosa 

Figura 23. Sobreproducchin de antliasas extracelulares y desrepre.sidn de éstas en la mutante 

En este CASO se Inocularon en MM + gluaear 1.0 % y MM sin glucosa con almidón 0.5 % a las cepas 

1) Rima, 2) CJAI6, 3) CRT9 y 4) CRT14. Se crecieron por 72 h y posteriormente se tiñeron por S 

minuttri con lugol (Yodo 0.33 %, Yoduro de potasio 0.66'). Los halos transparentes alrededor de 

las colonias marcados por las flechas muestran la actividad de anillas:t. 

Con estos dos ensayos parece ser evidente que uno de los efectos de la mutante si/Afín/U 

es una mayor secreción de algunas proteínas. En el caso de las proteasas se observó que la 

sobreproducción que estaba regulada por la fuente de nitrógeno 11,11 corno sucede con la 

cepa silvestre. En el caso de la amilasa además de ser sobresecretada, se encontró una 
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desregulación por glucosa. La mutación suitflull 1 parece presentar defectos en la 
represión metábolica por carbono. 

Caracterización Genética de la mutante suAfluIll. 

En vista de que los análisis genéticos de la mutación supAlluhrl nos habían 

permitido establecer algunas características de este gen, se decidió localizar esta mutación 

en algunos de los ocho cromosomas de A. nidulans. Para este fin se formaron diploides de 

la cepa CRT14 (stutflull I ,argB) con una cepa maestra (con un marcador en cada uno de 

los cromosomas; cepa FGSC-A374). Una vez obtenidos los diploides y probado la 

estabilidad de éstos, se haploidizaron usando p-fluorofenilalanina, la cual promueve la 

pérdida de cromosomas completos al azar, prácticamente sin recombinación mitótica. Se 

obtuvieron sectores con fenotipos diferentes, en cuanto a morfología y color. Cada uno de 

estos diferentes sectores corresponden a diferentes eventos de haploidización. Se 

seleccionaron diferentes sectores y con estos se elaboraron cajas maestras en MM con 

todos los requerimientos ya sin la droga. Se obtuvieron en total 58 haploides de los cuales 

únicamente se obtuvieron 3 haploides de morfología compacta. Sin embargo, con el 

análisis de estos tres y los haploides de fenotipo silvestre fué posible asignar la mutación 

stulf/ult/ al cromosoma VII. En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos en el 

análisis de las haploides. La manera en como se realiza este análisis fué la siguiente: 

Si se obtienen colonias compactas (st/A/J1u/1/) y portan cualquier otro de los marcadores 

genéticos de la cepa maestra, autómaticamente se excluye la posibilidad de que la 

mutación supresora se encuentre en el cromosoma del marcador, Por ejemplo, si después 

de la haploidización se recuperan haploides compactos con esporas de color amarillo (yA2' 

), se descarta la posibilidad de que suA Iflull I se encuentre en el cromosoma 1. En este 
caso la dnica manera de que se manifieste el color amarillo es que el diploide haya perdido 

el cromosoma I proveniente de la cepa CRT15 (suAlfluM) y conserve el correspondiente 

a la cepa maestra, la manifestación de colonia compacta en el mismo haploide prueba 

formalmente,  ue la mutación suaflulil no esta en el cromosoma I. La conclusión de que 
la mutación suA /Mil I se encontraba asociada al cromosoma VII se basó en que no 

pudieron encontrarse haploides compactas que requirieran nicotinamida, pero si se 

encontraron colonias silvestres nic-. Para localizar más finamente dentro de este 
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cromosoma a la mutación supAíluin, posteriormente se pueden realizar cruzas con cepas 

que tengan múltiples marcadores únicamente en el cromosoma VII. 

No. de segreganbs 

luiploldes 

Cromosoma Marcador fenottplco suAllu/i/ 

. 	+ 

1 YA4.  0 	42 

YA 3 	13 

II Acr+  1 	26 

Acr 2 	29 

III SI13, O 	II 

SI13." 3 	44 

IV Pyiu 2 	3.3 

Pym" I 	22 

V Pale e  1 	24 

Palo 2 	31 

VI + 
Loe 2 	35 

tac 1 	20 

VII Me+  3 	14 

blic" O 	41 

VIII Ribo+  0 	14 

Ribo 3 	41 

'tabla 1.0. Asignación de la mutación suAflulf I al Cromosoma VII. 

La cepa CRT15 (ruttflultl) se utilizó para (orinar diploides beterocigotos con la upa EGSGA-374 

(cepa maestra que porta marcadores de cada uno de los cromosomas de A. nidulans), los cuales 

después fueron haploldizados con ti-Mentid:taloa. El número total de haploides obtenidos Olé de 511. 

El primer tenotlpo enlistado para cada cromosoma (-) corresponde a las cepas supresores. El 

segundo fenotipo (4-) representa a las upas silvestres. La manera de Interpretar estos resultados as 

buscar alguna posible relación entre la segregación de la mutación M11111111 y esdn uno de los 

marcadores de la cepa maestra. SI uno de los haptoldes porta el marcador de la cepa maestra y al 

mismo tiempo presente el fenotipo compacto, quiere decir que esta mutación no se encuentra en el 

cromosoma marcado de la cepa maestra. 
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El gen suAfluill es Indispensable para esporular por privación de carbono. 

Dado que //un se requiere para esporular por privación de nitrógeno y que 

suAfluHl suprime parte del fenotipo de la mutante flunl, decidimos analizar si la 

mutación suAflufil tenía algún efecto en la esporulación inducida por limitación de 

nutrientes. Se realizaron cultivos sumergidos en los que se creció a la cepa CIZT15 por 18 

h en medio mínimo más requerimientos con glucosa al 1.0 %. Posteriormente el miceliose 

lavó y transfirió a medio sin glucosa y se tomaron muestras a diferentes tiempos para 

medir la actividad de Igalactosidasa. 

A partir de la observación al microscopio de las muestras obtenidas se detectó que al 

limitar de carbono no había esporulación en la mutante suilt/u/i/. Es decir, que en este 

caso ocurre un fenómeno exactamente contrario al presentado por la mutante /ha/. Para 

detemtinar si el defecto observado era debido a que brIA no se estuviera expresando, se 

midió la actividad de 11-galactosidasa en las muestras procesadas de la cepa CRT14. En la 

figura 24 se representan la inducción de brIA en la mutante suAlluHI, así como también 

los resultados obtenidos anteriormente al medir la actividad de la fusión brIA/lacZ, para las 

cepas TJA22 y CRT8 crecidas en estas mismas condiciones. La inducción de br/A en la 
mutante suAfluHl se encuentra totalmente retrasada ya que esta comienza a darse hasta 

aproximadamente 18 h después de la transferencia y los niveles alcanzados no superan las 

65 U de actividad de 13-galactosidasa. La expresión de briA en esta cepa fué aún mucho 

menor que la registrada para la mutante/foil/. Por lo tanto, la incapacidad de esporular de 

la mutante suAlluHl al eliminar la fuente de carbono fué debida a la baja inducción de 

brIA. Con este resultado se demuestra que el gen suAllullf es indispensable para esporular 

en condiciones de privación de glucosa y nuevamente pone de manifiesto la relación entre 

la morfología vegetativa, esporulación y metabolismo del carbono. 
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Figura 24. La mutante ruAflaHI presenta bajos niveles de inducción de brIA en condiciones de 

privación de glucosa. 

Se inoculó a la cepa CRT14 en MM + glucosa 1.0 % y se creció por 18 h, tiempo al que se lavó y 

trasfirió a MM sin glucosa. Se tomaron muestras a diferentes tiempos y se procesaron para 

determinar la actividad de 0•gaiactosklasa. En esta gráfica se representaron también a los datos 

obtenidos para las cepas TJA22 y CitTli (ver figura 12). 

Dado el resultado anterior, se decidió probar los efectos de la limitación de nitrógeno 

tanto en la mutante CRT14 (stfAffifff1) corno en la doble mutante CRT9 

suAfluH1). Para este experimento se crecieron las dos cepas por 18 h en medio mínimo 

con glucosa y nitrato de sodio. Pasado este tiempo el micelio se lavó y transfirió a medios 

sin glucosa, sin nitrato o sin glucosa y nitrato y se incubaron por 24 h. En este caso, 

únicamente se realizaron observaciones al microscópio para verificar las diferentes 

morfologías y si existía esporulación. Los resultados son presentados en la figura 24. La 

cepa CRTI4 al crecer sin glucosa no esporuló, las hifas eran muy gruesas y la morfología 

anormal. Cuando se eliminó el nitrógeno, esta cepa presentó una esporulación muy 

abundante y las esporas se produjeron a partir de conidióforos complejos. Se observó 
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también que en el medio había gran cantidad de panículas de origen citoplasma:o 

probablemente y además, las hifas estaban muy vacuolizadas. Este resultado indica que en 

condiciones de privación de nitrógeno ocurrió una inducción de briA, suficiente para la 

formación de una gran cantidad de conidióforos complejos. Al limitar tamo de glucosa 

como de nitrógeno, la mutante suAfluHi no esporuló y en este caso las hitas presentaban 

grandes vacuolas opacas. Aunque en estas condiciones también exista la limitación de 

nitrógeno, el efecto por la limitación de glucosa fud el dominante. 

Cuando a la cepa CRT9 (fluIl1/swiflul11) se le privo de glucosa presentó una 

esporulación más o menos abundante, las hifas eran gruesas. Las esporas se produjeron a 

partir de conidióforos reducidos. Cuando se eliminó el nitrógeno del medio no se detectó 

esporulación, las hifas estaban algo más delgadas que en la condición anterior y con gran 

cantidad de pequeñas vacuolas muy brillantes. Cuando se limitó de glucosa y nitrógeno se 

detectó esporulación escasa a partir de conidióforos reducidos. Las hilas no se observaron 

tan engrosadas. En este caso los efectos observados son semajantes a los presentados por 

la mulanteflulll. Es decir, que la doble mutante se asemaja a la mutante sencillailuti/ en 

cuanto a sus respuestas a la privación de nutrientes. 

En conjunto, estos resultados demuestran que posiblemente existen interacciones 

complejas entre los genes fluti y suAfluili, las cuales se manifiestan por la expresión 

parcial de los efectos de una mutación sobre la otra: 

a) Se ha demostrado que suAllulil se require para esporular cuando existe una privación 

de glucosa. Sin embargo, una doble mutante suilflull/41all/ recupera la capacidad para 

esporular en ausencia de glucosa, en este caso la mutación fluli se comporta como 

dominante. 

b) Hemos determinado también que el gen flull es necesario para inducir la esporulación 

en ausencia de nitrógeno, mientras que una doble mutante flutil-sudifluill recupera esta 

capacidad bajo esas mismas condiciones. 

Además de esta expresión diferencial de In-1,4 y la consiguiente esporulación observada 

con la limitación nutricional, la morfología de las hifas de las mutantes flulll, suitfird1/ y 

filtilil-sitAfluHl, también sugieren posibles relaciones entre estos dos genes. 
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Figura 24. Interacciones entre los genes fluM y suAllaill durante la privación de nutrlentes. 

Se crecieron a las cepas CI1T9 (1741 •suAllisil I) y CRTI4 (sidAfluill) en MM glucosa 1.0 9 por 

18 h, posteriormente el tniceilo se lavó y transfirió a MM sin glucosa, sin nitrato o sin glucosa y sin 

nitrato. El cultivo se continuo latir 24 h después de la transferencia a los diferentes medios. Se 

incluyen los resultados obtenidos para la cepa silvtltre en estas mismas condiciones (ver figura 15). 

Las microfotografías fueron tomadas en un microscopio :mica y la amplificación fué de 400 veces. 
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES 

En el presente trabajo reportamos el aislamiento y caracterización de una mutante con 

defectos en la espondación asexual y el crecimiento. Estos defectos que resultan en una 

morfología "algodonosa", la cual se debe principalmente a cambios en el habito de 

crecimiento dados por una disminución en la tasa de ramificación de las hitas. La mutante 

aislada define al gen /Mil, el cual asignamos al cromosoma IV. 

Se determinó que el retraso en la esporulación se debe a un retraso en la inducción del 

gen brlA y que este retraso puede ser parcialmente remediado por limitación nutricional; al 

crecer a la mutantefluiti en bajas concentraciones de glucosa se obtiene una activación mas 

temprana de brlA. Al privar totalmente de glucosa, la inducción de briA se inicia al mismo 

tiempo que una cepa silvestre, aunque no alcanza los niveles silvestres de inducción. Uno de 

los resultados más interesantes de este trabajo, fué el encontrar una respuesta diferencial a la 

privación de nutrientes que conduce a la esporulación; jira/ es indispensable para espontlar 

por privación de nitrógeno, pero no por privación de glucosa. Determinarnos que mutantes en 

los genes fluF, fluG y flbD se comportan de igual manera en esta respuesta, lo cual sugiere 

que dichos genes se encuentren en una misma vía de activación de brlA. 

En una segunda parte de este trabajo, se obtuvieron cuatro mutantes con supresores 

extragénicos. Las cuatro mutaciones fueron recesivas, monogénicas y al parecer distintas 

entre sí. De estas, ira restablecieron parcialmente la morfología silvestre. Una cuarta mutante 

que presentó un fenotipo compacto en un contexto silvestre, definió al gen suAflunl . La 

morfología de la mutante suAflulli se debe a una mayor tasa de ramificación y menor 

elongación de las hifas, caso exactamente contrario a la mutante fíat'. En la mutante 

suAflu/11, la esporulación inducida por privación de nutrientes, tuvo efectos contrarios a los 

observados en la mutante flulli; la especulación es dependiente del gen suAflulli cuando se 

priva de glucosa, e independiente cuando se priva de nitrógeno. 

Hasta la fecha se han aislado y caracterizado parcialmente 9 genes requeridos 

individualmente para la conidación normal dell, nidulans y cuya mutación produce fenotipos 

fluffy; fluF, floG, fibA, fluli (flbD alelo de flull1), flbC, flbD, flbE, fadA y sirAflulll 

(Taniame et al., 1983; Tapia-López y Aguirre, este trabajo; Adams, et al., 1992; Wieser, el 

al., 1994; Yu, Weiscr y Manis, en prensa; tabla ID. El retraso en la esporulación en estas 

mutantes es debido a una expresión tardía del gen brIA, por lo que al parecer éstos 

71 



Discusión Geno al y Couli ne 

genes actuar] de manera positiva durante el desarrollo. En condiciones de baja glucosa, el 

fenotipo fluffy puede ser parcialmente suprimido, indicando que bajo ciertas circunstancias, 

algunos de estos genes son dispensables para la esporulación. 

En las figuras 25 y 26 se propone un modelo para tratar de conjuntar las diferentes 

señales ambientales y genéticas que afán involucradas en la diferenciación celular de A. 

nidnians, así como las posibles interacciones entre los genes implicados. Este modelo está 

basado principalmente en los fenotipos de las mutantes afectadas en los distintos genes, en 

relaciones epistáticas, en análisis de sobreexpresión de algunos de los genes que han sido 

donados, en la similtud de la secuencia de estos genes con funciones conocidas y en la 

respuesta de las mutantes a la privación de nutrientes (l'arname et al., 19113; Tapia-Lópet. y 

Aguirre, este trabajo; Adams, et al., 1992; Wieser, et al., 1994; Yo, Weiser y Adams, en 

prensa), 

Gen Cromosoma Similitud 
(Posible 	función) 

Referencia 

11u F VIII Destxxxxida Tainame et al,, 1983 

i1112 O IV Deseaba:ida Tapia-López y Aguirre, 1993 

jluG 111 Glutamina 	sintetasa 
prooriótica 

Lee y Adains , 1994 

ilbA 1 ssr2 	(Adaptación 	a 	la 
respuesta 	de 	feroinonas) 	S. 
cerevisiae), 

GA1P 	(G 	alplia 	lateral:ling 
protein) Humano 

EGL-10 (ovopositación) 
C.elegans. 

Lee y Adatas, 1994 

De Vries et el., 1995 

(lung y Otte, 1992. 
Kurian, 1993 

I lbC Proteína de unión al DNA tipo 
"dedo de Zn" 

Lee, et a1., 1995 

flb» VIII Proteína de unión 	al 	DNA 
semeitutte a elnyb 

Weisser .1. y Adatas T., 1995 

III)E 1 1~noeida Weisser et al 	1995 

fruiA Subunidad a 	11... proteína G 
beteintrinstrio 

Ya, Weiser y Manis, en prensa 

Tabla 11. Genes aislados y parcialmente caracterizados, cuya mutación produce colonias 

algodonosas y retraso en la conidiación. 
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En el modelo propuesto en la figura 25, la esporulación y el crecimiento de A. 

tad:dans estarían regulados por un sistema de transducción de señales mediado por una 

proteína G heterotrimérica acoplada a receptores hipotéticos, capaces de captar señales 

extracelulares, tales como la presencia de nutrientes, 02, etc. La evidencia de la existencia de 

tal proteina heterotrímerica proviene de la caracterización del gen fadA, el cual fue identificado 

como una mutación dominante capaz de producir colonias con un fenotipo "algodonoso", 

deficientes en la conidiación y que sufran autolisis al cabo de un tiempo . El producto de fadA 

presenta una fuerte homología con subunidades a de proteinas G trímericas y la mutación que 

confiere el fenotipo autolítico dominante es consistente con una pérdida de actividad de 

GTPasa, lo cual resultaría en un estado permanentemente activo (Yu; Weiser y Adams, en 

prensa). Por otra parte, mutaciones en el gen fibA producen un fenotipo muy parecido al de la 

mutación fadA dominante, mientras que la sobreexpresión de flbA induce la esporulación en 

condiciones donde esta no ocurre normalmente. La secuencia de nucleotidos de fibA definió 

por primera vez un dominio altamente conservado, denominado ROS (Regulator of G Protejo 

Signaling), el cual esta presente en el gen sst2 de Saccharonryces cerevisiae (Chang y Otte, 

1992 a y b; Kutjan, 1993), en el gen egl- !O de Caetwritabdins elegtuts (Koelle y Horvitz, 

1996) yen el gen gaip (G alpha interacting protein) de humano (De Vries, et al., 1995). Estos 

tienen funciones relacionadas con la transducción de señales en estos organismos. La proteína 

Sst2p esta involucrada en la vía de transducción de señales para la desensibilización a 

ferotnonas de apareamiento en levaduras, funcionando probablemente como un regulador 

negativo de esta vía. La proteína EGL- 10 regula la ovopositación períodica de C. elegans y la 

proteína GAIP presenta sitios potenciales de fosforilación. Se ha demostrado que las 

proteínas Sst2p, GAIP y al parecer EGL-I0 además de mostrar similitud en su extremo 

carboxilo terminal, interactuan con la subunidad alfa de proteínas G beterouiméricas (De 

Vries, et al., 1995; Dohlman, et al., 1995). 

Mutaciones nulas en fadA, suprimen el fenotipo muante flbA, lo cual sugiere que la 

función de fibA es la de inhibir la activación de fadA. El otro efecto de la mutación de fadA es 

el de reducir el crecimiento, sin afectar la esporulación e inclusive aumentar la esporulación 

(Yu, Wisser y Adams, en prensa). En base a estos datos, en la figura figura 25 proponemos 

que el <limero By actua sobre efectores que tienen efectos positivos sobre la espontlación, 

mientras que la subunidad a (fadA) tiene efectos positivos sobre el crecimiento. El fenutipo 

crecimiento/falta de esporulación y autolisis que se presenta en mutantes dominaos fadA y en 

mutantes nulas flbA es interpretado aquí como el resultado 
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Figura 25. Posible regulación del desarrollo en Aspergillus Malan: mediada por 

proteínas G beterotriméricas (ver texto). 

La esthnulación de un receptor membrana' hipáletico por diversas señales ambientales 

(nutrientes, 02), produciría un cambio contormacional, seguido de un intercambio de 

GDP por GTP en la subunidad a, lo cual conduciría a la disociación de la proteína G 

asociada. Esta disociación provocaría lo activación de esta subunidad. Las interacciones 

entre las proteínas FadA y FlbA se describen en el texto. La existencia de las 

subunidades y, II y a en los diversos sistemas de transducción estudiados hasta la fecha, 

su papel en la respuesta a feromonas en levaduras y la presencia de la subunidad a en A. 

nidulans, nos lleva a postular la existencia de las subunidades y y II en este mismo 

organismo. Una vez disociada la proteína heterotrimérica, tanto la subunidad a como e I 

dímero ny tendrían la capaddad de activar a otras proteínas posiblemente a través de 

cascadas de fostorilacIón (Herskowitz, 1995). La proteína Aras se incluyó debido a que la 

forma activa (GTP unido) de esta proteína G monomérica, afecta el crecimiento y la 

diferenciación celular en Arpergillus nidulans (Son y Kulaparthi, 1994) y existen 

reportes en otros sistemas, de que la interacción del dímero Dy con la proteína Ras puede 

activar la vía de cinasas MAP, afectando la diferenciación celular (Neer, 1995). 
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de dos señales antagónicas sostenidas (crecimiento vs espontlación). Esto implica que el 

cmcimento y la esporulación que se observan cuando A. nidukuis crece en medio sólido en 

una intedase actea, provendría de ciclos alternados de señalamiento, mientras que la vía de 

esporulación debe estar reprimida continuamente en medio líquido con nutrientes. No 

sabernos cual pueda ser el papel de Ras en este proceso, pero se ha encontrado que la 

sobreexpresión de la proteína Ras en un estado activo tiene efectos nocivos sobre el 

crecimento polarizado y se ha propuesto que para que la esporulación ocurra, es necesario un 

descenso paulatino en la concentración de ras activa (Sony Kolaparthi, 1994) 

Habiendo propuesto a los genes fadA y flbA como moduladores del crecimiento, en la 

figura 26 se proponen las posibles intentcciones entre otros genes implicados en la activación 

del gen br/A. En esta figura, se presenta un modelo basado en resultados obtenidos en el 

presente trabajo con respecto a la respuesta a la privación nutricional por parte de diferentes 

mutantes con morfologías algodonosas, así como en análisis de sobreexpresión de algunos de 

estos genes (Wieser, et al., 1994; Lee y Adams, 1995; Weiser y Adams, 1995). Se propone 

que el dímero By funcioné como estimulador de la esporulación, basado en que la respuesta a 

las feromonas de apareamiento en levaduras esta mediada por el dímero By y la activación de 

una serie de proteinas enrasas MAPK's (Roberts y Fink, 1994). En esta vía de regulación los 

genes fluG, fluli, flbC, flbD y flbE, son requeridos para la esporulación dependiente de la 

privación de nitrógeno. 

El gen fluG se postula corno uno de los activadores tempranos de la esporulación 

debido a que mutantes en este gen resultan en colonias algodonosas, pero que pueden 

recuperar su capacidad para esporular si se crecen junto a una cepa silvestre. Esta capacidad 

de complemenmción extracclular también se observa al crecer a una mutante flaG cerca de 

cualquier otra mutante algodonosa. La sobreexpresión de fluG, induce la esporulacion de 

manera dependiente de los genes fluli, flbC, flbD y J'IX. por lo que se le ubica 

inmediatamente después del dímero By. La posición del gen flbC se basa en que la 

sobreexpresión del gen fluG en una mutante flbC no conduce a esporulación, lo cual indica 

que fibC es necesario para transmitir la señal de activación de fluG (Wieser, et al., 1994; Lee 

y Adams, 1995). La posición del gen fibE con respecto a fluG y flbD, se basa en que este 
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gen es requerido para la esporulación dependiente de la sobreexpresión de jhrG, pero no para 

la dependiente de jibD (Lee y Adams, 1995; Weiser y Adams, 1995). 

La posición del gen fluF es totalmente arbitraria, ya que existen muy pocos reportes 

sobre este gen. Lo que si es cierto, es que este gen es requerido para la esporulación 

dependiente de la privación de nitrógeno (este trabajo). 

Como se mencionó anteriormente, el gen JlbD también se requiere para la 

esporulación por sohreexpresión de fluG, y su posición después de flbE, se propone por el 

hecho de que fibe no es requerido para la esporulación por la sobreexpresión de j1bD (Weiser 

y Adams, 1995). 

Se propone al gen flan como uno de los activadores limos de esta via, debido a que 

este gen es requerido para la esporulación dependiente de la solmeeIpresión de fluG y jIbD 

(Weiser y Adams, 1995; Lee y Adams, 1995). 

Dentro de este esquema en que hemos demostrado la existencia de conexiones entre el 

metabolismo del nitrógeno y la esporulación, el gen areA, el regulador de la represión 

catabólica nitrogenada, debe jugar un papel importante, ya que mutantes nulas areA son 

incapaces de esporular en condiciones de privación de nitrógeno (Sánchez y Aguirre, datos 

no publicados). Sin embargo, la mutacion areA no confiere un fenotipo algodonoso. 

Una aportación del presente trabajo, es que se demostró que la esporulación inducida 

por privacion de nutrientes procede a través de vías genéticas distintas; los genes J1ulf, flbC, 

flbD, flbe y fluF se requieren para esporular por privación de nitrógeno, pero no por 

carbono. En contraste, el gen suAfluill, el cual aunque no pertenece al grupo de las mutantes 

tipo fluffy, es necesario para la esporulación dependiente de la privación de glucosa (este 

trabajo). En este trabajo también se presenta evidencia genética que existe una interacción 

entre jiull y suAlluHl, posiblemente en puntos de contacto cruciales entre el metabolismo 

primario y el desarrollo. 

En este modelo se proponen además que los genes jluG, JIuH, fluF y flbE pudieran 

ser parte de módulos MARK (Mitogen Activated Protein Kinase). En este caso la activación 

del gen br1A, sería dependiente de una serie de cínasas que para su activación requieren a su 

vez de ser fosforiladas. Esta propuesta se basa en el hecho de que la transición del 

crecimiento colonial a un crecimiento seudofilamentoso en levaduras, es dependiente de la 
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privación de nitrógeno y de varias MAPK's (Roberts y Fink, 1994; lierskowitz, 1995). En 
esta respuesta a privación por nitrógeno, en la que el gen areA es también indispensable para 
la activación de blrA, areA o un gen homologo a NMR (Marzluf, 1993), tendrían que ser 
regulados por fosforilación para activar a brIA. 

También es posible que los genes jiuG, flull, jiur y j'U codificaran para fosfatasas, 
proteínas importantes en las vías de iransducción se señales, implicadas en procesos de 
diferenciación celular (Cid, et al„ 1995). En A. nidulans se ha reportado que la privación 
nutricional, en la que se incluye la privación por nitrógeno y por carbono provocan una 

inducción en los niveles de diversas fosfatasas (Caddick, etal., 1986). 

La esporulación en A. nidulans muestra una complejidad de interacciones genéticas 

cada vez mayor, las cuales difícilmente pueden ser planteadas en términos de interacciones 
lineales jerárquicas, en las que una activación transcripcional fuese seguida de la otra. La 

fosfotranferencia parece ser uno de los mecanismos importantes en la transmisión de señales 

que conducen a la diferenciación celular en A. nidukins. 
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Figura 26. Modelo genético de las interacciones entre los distintos genes que afectan !a esporulación en Aspergillas nidulans. 

Las evidencias para proponer las interacciones entre los distintas genes se describen en el testo. La posición del gen areA, esta 

basada en su requerimiento para esporuiar por privación de nntrientes (Sánchez y Aguirre, daten no publicados). sa interacción 

con un gen homologo a NMR es hipotética. 
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