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Introducciéon. ElI hongo filamentoso Acremonium
chrysogenum es utilizado industrialmente en la
produccion del antibidtico cefalosporina C. En cultivos
prolongados, A. chrysogenum presenta un tipo de
diferenciacion celular en el que se generan cadenas de
artrosporas formadas a partir de una fragmentacién
directa de hifas hinchadas (1). Este proceso de
diferenciacion coincide con la maxima producciéon de
cefalosporina (2). Hasta el momento en A. chrysogenum
se han caracterizado sélo algunos reguladores globales
de su desarrollo asexual y su metabolismo secundario
como CPCR1, AcVEA, AcCSEPH y AcATG1, sin embargo,
los mecanismos que regulan el proceso de fragmentacién
de las hifas no son claros.

En este trabajo estudiamos la funcién de la subunidad Ga
Agal de las proteinas G heterotriméricas en el proceso
de formacion de artrosporas, ya que en varios hongos
filamentosos ha sido demostrado que esta subunidad
regula procesos como el metabolismo secundario,
desarrollo asexual, conidiacion y patogenicidad (3).

Metodologia. Se amplific6 el gen agal a partir de A.
chrysogenum ATCC 11550 y se clon6 en el vector
pJET1.2/blunt. Mediante mutagénesis sitio-dirigida se
obtuvieron los alelos dominantes de activacion (agal®*®®
y agal®®") e inactivacion (agal®?®") constitutiva. Se
transformé A. chrysogenum con los alelos dominantes y
se obtuvieron las cepas mutantes G42R, Q204L vy
G203R, y mediante una estrategia de doble marcador se
obtuvo la cepa Aagal con el gen agal delecionado. Los
estudios de artrosporacion se realizaron en medio liquido
CCM. Las cadenas de artrosporas se analizaron cada 24
h hasta las 168 h de cultivo con la ayuda de un
microscopio 6ptico Olympus CH30RF100.

Resultados. Los alelos agal®*® y agal®®" expresan

una subunidad Ga Agal constitutivamente activa,
mientras que el alelo agalemR expresa una subunidad
Ga Agal constitutivamente inactiva. Las cepas mutantes
G42R, G203R, Q204L y Aagal mostraron diferencias
morfolégicas en la formacion de artrosporas respecto a la
cepa parental (Fig. 1A). Las cepas G42R, G203R vy
Aagal presentaron una fragmentacion incompleta. La
cepa Q204L no formd cadenas de artrosporas a lo largo
de todo el tiempo de cultivo (Fig. 1B), mostrando un

efecto negativo sobre la formacién de artrosporas. Un
comportamiento similar a Q204L fue observado en la
cepa de alta produccion A. chrysogenum A3/2 tras
hacerle una delecion del gen cpcR1 (4). Por otro lado, la
cepa parental comenzé a formar artrosporas a partir de
las 48 h de cultivo y la cantidad fue aumentando
considerablemente respecto al resto de las cepas (Fig.
1C).
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Fig. 1. Formacion de artrosporas. A) Morfologia de las
cepas mutantes. B) Resumen del andlisis morfologico. C)
Formacion de artrosporas en medio CCM.
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Conclusiones. La subunidad Ga Agal regula el proceso
de formacion de artrosporas, sin embargo, es necesario
un ciclo normal de funcionamiento para que el proceso de
formacién de artrosporas se desarrolle de manera
eficiente.
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