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Introduccion. Las cutinasas son hidrolasas de ésteres
de acidos carboxilicos (CHE) que juegan un papel
importante en los mecanismos de colonizacién e
infeccion de organismos fitopatégenos teniendo como
sustrato principal a la cutina, el componente lipidico
mayoritario de la cuticula de las plantas ;. En Aspergillus
nidulans estan codificados 4 genes putativos de
cutinasas (ANCUT 1, 2, 3 y 4), de los que no existe
mucha informacion sobre sus condiciones de expresion
y regulacién aunque se cree que estan relacionadas con
el metabolismo de lipidos (),

Por tanto, en este trabajo se pretende determinar los
niveles de expresion de las 4 cutinasas utilizando como
fuentes de carbono sustratos que pueden actuar como
represores o inductores de estas enzimas; asi mismo se
estudiara el efecto de dos reguladores del metabolismo
de lipidos (farA y farB) sobre estos genes para proponer
un modelo regulatorio.

Metodologia. Aspergillus nidulans fue crecido 24 h en un
medio minimo (5 donde se varié la fuente de carbono
original (glucosa 0.5%) por los posibles efectores. El
micelio de estos cultivos fue utilizado para la extraccion
de ARN total con TRIzol y posteriormente se sintetizo
ADNCc utilizando la “SuperScript Reverse Transcriptase” y
oligos dT. El ADNc fue usado como templado para
reacciones multiplex de qPCR donde se detectaron los
niveles de expresion utilizando como gen endégeno la
subunidad 1 de la ubiquitina. Los niveles de expresion se
compararon con la actividad de las proteinas observadas
en zimogramas revelados con acetato de a-naftilo (a-NA)
y Fast Red (FR)).

Resultados. De las fuentes de carbono ensayadas, fue
en cutina donde se observ6 una mayor expresion de los

R Niveles de expresion

logR
—
e
—
——
e
e
.
]
4
e
-
——
e
-
—
——
i
i ——
[R—
[R———
—

Fuente de carbono

| ANCUT1

Fig. 1 Cuantificacion relativa de los genes ancutl, ancut2, ancut3, farA

y farB bajo diferentes fuentes de carbono incluyendo los medios en los

gue se aumenta la concentracion del represor. Se representa el log R

(nimero de cambio) tomando como condicién control el medio con
glucosa al 0.5%.
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Genes detectados mientras que se observd que existe
represion catabolica (RCC) en medios con glucosa al 1%
y almidon (Fig. 1). De las cuatro cutinasas, ancutl es el
gen que mas varia su expresion; detectandose hasta
10,000 veces mas en cutina y 100 veces menos con
glucosa al 1% en el medio; en cambio, los genes ancut2
y ancut3 no varian significativamente sus niveles de
expresion por lo que su condicién parece ser constitutiva.
Ademas, no fue posible detectar ancut4 en ningdn medio.
El factor regulatorio farA se expresa con sustratos
lipidicos y se reprime con glucosa al 1% y farB no
presenta cambios en su expresion.

Al comparar lo anterior con la actividad de CHE
observada en zimogramas (Fig.2) se observa una
correlacién ya que los medios con cutina y aceite de oliva
presentaron una mayor actividad seguido de medios con
fuentes lipidicas mas complejas. Sin embargo, es
necesario contar con anticuerpos especificos para cada
cutinasa para detectar su presencia en los extractos.
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extractos crudos liofilizados de los diferentes medios utilizados. El
zimograma fue revelado con o-NA y FR. Carril 1: Low Range Protein
Estandar (BioRad) revelado con tincion de plata.

Conclusiones. ANCUTL1 y farA se sobreexpresan con
cutina y sus mondémeros, ambos presentan RCC en
presencia de glucosa. ANCUT2, ANCUT3 vy farB
presentaron una expresion constitutiva YANCUT4 no fue
detectada en ninguna condicién ensayada. La expresion
de cutinasas en A. nidulans se asemeja a lo encontrado
para F. solani )
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