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Mutantes de diferenciacion en cAspergillus nidulans:
Il Caracteristicas de crecimiento.

Carmen Pereira, Facultad de Biologia, Universidad de La Habana

RESUMEN

Se determinaron las caracteristicas de crecimiento de cinco mutantes
de diferenciacidén de Aspergillus nidulans a cuatro temperaturas diferentes.
Se establecid que las mutaciones que definen el fallo en la diferenciacidn
muestran un efecto pleiotrépico sobre el crecimiento. Mutantes con este
tipo e efecto no han sido antes descritos. Se identific6 para cada mu-
tante un patrfn de comportamiento temperatura especifico, auncue en gene-
ral a temperatura superior a la 6ptima de crecimiento, no se observé tal

efecto.

ABSTRACT

The growth characteristics of five differentiation mutants of Aspergi-
1lus nidulans at four different temperatures were determined. It was esta-
blished that the mutations determining differentiation failure had a
pleiotropic effect over growth. Mutants with such tyne of pleiotropic
effect have not been described before. For each mutant a specific pattern
of temperature dependent behavior was identified, although in general
supraoptimum growth temperature failed to elicit a pleiotropic effect.
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INTRODUCCION

El diSmetro de la colonia v la velocidad de crecimiento radial se em-
plean como par&metros indicadores de crecimiento en los hongos. La velo-

cidad especifica de crecimiento es también una medida directa del creci-
miento de estos organismos en cultivo sumergido (Trinci, 1969).

Cuando se pretende la caracterizacidn morfolbgica o estudios de dife-
renciacifn y se quiere también caracterizar el crecimiento en hongos, se
impone la utilizacién de un medio s8lido, tal y como ha sido utilizado en
el presente trabajo en el estudio de cinco mutantes de diferenciacibn de
Aspergillus nidulans.

La caracterizacién de mutantes de diferenciacién no ha incluido regu-
larmente estudios de crecimiento, e.g., los trabajos de Dorn, 1970 y
Hannan, 1975. En aquellas publicaciones en que se describen, generalmente
se observa el cultivo durante un perfodo de 64 horas (Martinelli y Clutter
buck, 1971; Waldron y Roberts, 1974). 3

Sin embargo, un perfodo mayor puede ser recomendable, va oue cambios
originados por el crecimiento "per se" pueden ser de interés. Trinci en
1969 demostr8 que si las condiciones ambientales alrededor de la periferia
de la colonia devienen desfavorables para el crecimiento, el mismo se verd
afectado. En particular, cuando estudiamos lfneas mutantes pueden origi-
narse cambios en el medio, producto de la acumulacién de productos tbxicos
o cambios de pH que no se hagan evidentes en las primeras fases de creci-
miento,

La velocidad de crecimiento de mutantes de diferenciacifn a diferentes
temperaturas es de especial inter&s. Si esta mostrase diferencia entre
parental y mutante a la temperatura 6ptima de crecimiento, el estudio de
este efecto é otras temperaturas puede aportar elementos para establecer

su relacién con el fallo en la diferenciacibn.

MATERIALES Y METODOS
LINEAS

Las lf{neas de A. nidulans empleadas en este estudio pertenecen a la
coleccidn del Dpto. de Genética y Evolucidén de la Facultad de Biologia
de la Universidad de La Habana
UH- = 74 : biA; alX
L6]: SR 76 : pabaA; yA; au; fw
UH - 156 : suhA adE,,, pabaA, yA; acrA; chalA
UH - 187 : prototrbfica
UH - 403 : dilB, adE,,, biA; wA,, cnxE; sC; nicA,, lach; choA; chaA

Los mutantes UH-74-F, UH-76-F, UH-156-F, UH-187-F y UH-403-F presentan
el mismo genotipo parental excepto por la mutacidn dque determina un patrén

an®malo en su diferenciacibn.
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Para detalles de los simbolos empleados se hace referencia al trabajo

de Clutterbuck en 1973. Los alelos mutantes y su localizaci®n se da por
Pontecorvo y cols. 1953; Roper y Kdler, 1957; Kéfer, 1958; Pontecorvo,
1963 y Clutterbuck, 1974.

MEDIQS

Medio completo (MC) b&sicamente descrito por Pontecorvo vy cols., 1953;
Kdfer, 1958 y Barrat y cols., 1965.

PRUEBAS DE CRECIMIENTO:

Las placas de agar fueron preparadas con 20 ml de MC. Las mismas fueron
de un tamafio uniforme, 100 x 15 mm. Como algunos de los mutantes no forman
conidios, para evitar posibles diferencias en el crecimiento inicial de
cultivos originados de conidios o hifas, las puntas hifales extremas pro-
venientes de cultivos en MC a 37°, incubados durante 48 horas, fueron usa-
das como inSculo. El tamafio del indculo fue de aproximadamente 4 mm?2 v
cada placa fue inoculada en un solo punto.

El crecimiento se registrd midiendo el difmetro de la colonia en tres
direcciones, manteniendo una buena iluminacién para asegurar la medicién
de las puntas hifales no conidiadas, Ya cque en el caso de los mutantes,

alin en los que conidian, puede representar una superficie bastante amplia.

La velocidad de crecimiento fue calculada de mediciones efectuadas a
intervalos de 24 horas en cuatro temperaturas, 22°C. 28°C, 37°C v 42°C.,
Al menos se realizaron dos experimentos independientes con tres réplicas
cada uno.

El andlisis estadistico de los datos consisti8 en 1la prueba "t" de
Student para comparar las medias mutante Yy parental del difmetro de la co-
lonia dentro de cada linea, para cada temperatura a cada tiempo. Se estimd
la regresi6n lineal entre el perfodo de tiempo (x) y difmetro de la colo-
nia (y) para cada lfinea a cada temperatura.

La velocidad de crecimiento estf representada por (b) en la ecuacién
Y = a + bx. El andlisis de la significacidn de las diferencias en la velo-
cidad de crecimiento se efectud mediante un andlisis de varianza. Se efec-
tuaron comparaciones de la velocidad de crecimiento:

1. Entre la linea mutante y parental a cada temperatura.
2. Entre temperaturas a cada lfnea (mutante o parental)

Cuando se comparaban m&s de dos medias en el an&lisis de varianza, se
aplicé la prueba "t" de Student para establecer la significacifn de 1la
diferencia entre medias. Un nivel de significacién de P < 0,05 & P < 0,01

fue establecido.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El anflisis de los datos de crecimiento de los cinco mutantes de dife-
renciacién muestra qgue la mayoria de las mutaciones son pleiotrbpicas, ya
gue fueron establecidas diferencias en el crecimiento entre estas lineas
mutantes de diferenciacibn y la linea parental correspondiente. Se enfatiza
que las diferencias entre ambos tipos de lineas no fueron drdsticas, sino

mds bien ligeras.

En general, a 37° no se encontraron diferencias significativas consisten-
tes, (tablas 1, 2, 3, 4, 5), en el difmetro de la colonia ya que las veloci-
dades de crecimiento fueron las mismas para cada mutante y parental, con
excepcibén del mutante 76F (tabla 6).

Es de interé&s hacer notar gue a 42° no se observd un efecto pleiotrdpico
sobre el crecimiento en los mutantes 156F, 74F y 76F (tablas 2, 3, 4 v 6).
AGn mis, en dos de ellos, 187F v 403F, se establecid una mayor velocidad
de crecimiento a esta temperatura (tablas 1, 5 y 6). Puede sugerirse, que
como a esta temperatura el crecimiento en las lineas de tipo salvaje (paren-
tales) es deprimido en relacibn con 37°C, las ligeras diferencias de creci-
miento observadas en esta filtima temperatura, sc hacen negligibles a 42°.
Esto puede ser una explicacidn plausible para el comportamiento de los mu-
tantes 156F, 74F y 76F. Sin embarqo, en el caso de los otros dos mutantes,
es mAs bien dificil explicar por cufles mecanismos se alcanzan estas ca-

racteristicas de crecimiento.

Sobre la base del difmetro de-la colonia, la tasa de crecimicnto mutante/
parental v velocidad de crecimiento, se observa que el efecto pleiotrépico
sobre el crecimiento en los mutantes 156F, 187F, 76F y 74F es mis notable a
28°C, aunque para el mutante 74F en un sentido diferente. La relacibn esta-
blecida entre el mutante y parental en la linea 403 a 37°, no fue afectada

por esta temperatura.

Era de esperar que a 22°, las relaciones y efectos observados a 28° se
expresasen de igual forma o en todo caso fuesen m&s pronunciados. Este es
el easo en los mutantes 74F y 187F (tablas 3, 5 y 6). Sin embargo, para el
mutante 76F aunque su crecimiento se vio mfs afectado a 28° que a 37°, un
efecto favorable se presenta a 22°C (tabla 4). Tambi&n las caracteristicas
de crecimiento del mutante 156F son mds similares entre 37° y 22° cue a 28°.
En el caso de la linea 403, ni siquiera las pequefias diferencias presentes
a 37° y 28° durante las primeras 24 horas pudieron ser observadas a 22°. Es
un hecho bien conocido y tambi&n mostrado en nuestros resultados (tablas
1 a 6), que a temperaturas diferentes a la Optima, el crecimiento de una
cepa salvaje se reduce considerablemente, y este efecto es alin mis evidente
a temperaturas extremas, e.g., 22° y 42°., Por lo tanto, es posible sugerir
la posibilidad de cue el efecto pleiotrbpico sobre el crecimiento, encon-

trado en estos mutantes de diferenciacifn no depende de la temperatura
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"per se; sino de cambios especificos causados por la temperatura sobre el
metabolismo celular. Vargha y Szab6 en 1984 sugerfan la existencia de diver
sos estados metabblicos en mutantes de Streptomyces, transformables entre 5
si en dependencia de estimulos exdgenos.

Algunos estados serfan permisivos y otros no para la expresifn de una
caracteristica dada. Seria entonces plausible interpretar en nuestros re-
sultados de manera similar el efecto de la temperatura sobre el efecto

pleiotrépico en el crecimiento.

CONCLUSIONES

En los cinco mutantes de diferenciacibdn estudiados se determind un efec-
to de la mutacidbn sobre el crecimiento. Este efecto pleiotrépico, aunque
relacionado con la temperatura de crecimiento, no puede plantearse que se
Jdeba a la existencia de algfin tipo de metabolito termol&bil relacidnado
de manera directa o indirecta con el crecimiento, ya que la comparaci®n
de las velocidades de crecimiento mostradas por cada mutante en las dife-
rentes temperaturas es inconsistente con esta hipbtesis.

Estos estudios demostraron cue el fallo en la diferenciacifn no es con-
secuencia de una alteracidn en el metabolismo vegetativo de los mutantes
("support" loci, Clutterbuck, 1977). Estas diferencias en el crecimiento
deben ser consideradas como una expresifn de la diferenciacién an®Bmala
ya que a temperaturas en las cuales no se detect6 diferencia alquna respecto
al crecimiento entre el mutante y el parental, se mantuvo el fenotipo

mutante de diferenciacién.
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