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INTROOUCCION 

CICLO DE VIDA ASEXUAL DE Ne.Wtobpo!W.. Cll.MM. 

El ciclo de vida asexual de Ne.Wtobpo!W.. CJrabM puede visual izarse 

como un modelo conveniente para el estudio de la diferenciación celular. 

Algunos de sus atractivos derivan de los siguientes hechos: es un organismo 

eucariote sencillo, para el cual se han desarrollado en el laboratorio 

métodos de crecimiento en medios definidos; la secuencia de desarrollo es 

relativamente simple, produce estructuras bien definidas (1), fáciles de 

separar y en cantidades suficientes para su análisis bioquímico; N. CJl1t6~a 

está bien caracterizada desde el punto de vista genético, se cuenta con 

cerca de 2,000 mutantes, de las cuales algunas son morfológicas (2). Dado 

que N. CJut~ba ha sido uno de los organismos más estudiados, se cuenta con 

mucha información acerca de los mecanismos bioquímicos que pudieran estar 

involucrados en los procesos de diferenciación celular. Esto incluye entre 

otras cosas: regulación de la expresión genética (3), análisis fisiológicos 

(4) y compartimentación celular (5). 

El ciclo de vida asexual de N. CJta~M se puede visualizar como la 

expresión de dos programas mutuamente excluyentes (Fig. 1). Un programa de 

crecimiento y un programa de esporulación. El programa de crecimiento se 

inicia con la hidratación y la activación metabólica de las conidias. En 

presencia de algunas ~ales y cofactores la conidia metabólicamente activa 

forma tubos de germinación en uno o en ambos de sus polos. Si además existen 

en el medio ambiente fuentes de nitrógeno y carbono adecuadas, el tubo 
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Fig. l. Ciclo de vida asexual de Neull01.>po1ta cJtlWM, visual izado 
como la expresión de dos programas mutuamente excluyentes. FC y 
FN, significan fuente de carbono y de nitrógeno, respectivamente. 



germinal se alarga apicalmente, crece vegetativamente de una manera 

exponencial y posteriormente se ramifica. Si pequeñas cantidades de micelio 

en crecimiento vegetativo se transfieren periódicamente a medio fresco, es 

posible mantener este tipo de crecimiento indefinidamente (2). 
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El programa de esporulación de N. CJUU¡M se establece cuando en el 

medio escasean los nutrientes y su desarrollo es m5s r5pido en ausencia total 

de ellos. En estas condiciones el micelio suspende su crecimiento vegetativo 

y las hifas se alargan hacia el ambiente afireo en dirección perpendicular a 

las hifas vegetativas. De este modo de crecimiento se ha derivado el nombre 

de micelio afireo o hifa a§rea (6). La formación de las hifas a§reas puede 

considerarse como parte del programa de esporulación. Las hifas a§reas se han 

aislado y algunas de sus propiedades son distintas de las hifas vegetativas 

(7). El micelio a§reo crece ramific5ndose y a continuación sus puntas se 

transforman en conidióforos con trenes de gemas en forma de rosario. A 

continuación ocurre una activa división de los nGcleos y migración de los 

mismos hacia las gemas de los conidióforos. Posteriormente el conidiófo~o 

se septa (6) y cada conidia queda separada del resto mediante un par de 

septos de pared, de manera que las conidias solo quedan unidas entre sí por 

un anillo de pared celular. Las conidias producidas son en su gran mayor'ª 

macroconidias o conidias multinucleadas. Finalmente las conidias se deshidratan 

y basta un movimiento o una corriente de aire para que se desarticulen y 

puedan diseminarse. Pero antes de poder iniciar un nuevo ciclo de vida 

vegetativo en un medio ambiente adecuado las conidias deben pasar por un 

per,odo de maduración de aproximadamente tres días (8). 
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SISTEMAS EXPERIMENTALES DE AEREALOGENESJS Y CONIDJACION. 

Uno de los problemas principales en el estudio de los procesos de 

aerealogénesis y conidiación ha sido el desarrollo de sistemas de formación 

de micelio aéreo y conidiación. La mayoría de los cultivos esporulantes en 

condiciones sumergidas riormalmente son heterogéneos en estados y estructuras, 

de tal manera que. los análisis bioquímicos obtenidos de éstos representan 

una suma de varios estados fisiológicos. Para contender con esta dificultad 

se ha buscado introducir sincronía al desarrollo morfológico. En varios 

sistemas de esporulación, Mpvr.giU.u.6 n..ig<VL (9), Pe.1U:mUw11 cli.9.l,UWWJ (10) 

y Ne.WLo~pOl!.a. cAMM (11, 12 y 13), entre otros, se ha logrado sincronizar la 

conidiación por variaciones en la temperatura y nutrientes o por manipulaciones 

en otras condiciones de cultivo. Sin embargo debe tomarse especial cuidado 

en distinguir si los fenómenos observados se deben a los procesos de diferen~ 

elación en sí, o a las condiciones en que se producen. Aún cuando el proceso 

de esporulación se encuentre sincronizado, es conveniente la separación física 

de las distintas estructuras y que el sistema experimental produzca cantidades 

suficientes de ellas para su análisis bioquímico. Por último es de importancia 

que las conidias generadas en los sistemas experimentales sean viables y que 

preserven la capacidad de reproducir el ciclo de vida vegetativo. 

La conidiación puede inducirse inmediatamente después de la germinación· 

de la conidia, de tal manera que existe un período mínimo de crecimiento 

vegetativo. A este fenómeno se le ha llamado microciclo de conidiación. Tal 

modo de conidiación ha sido desarrollado con fines experimentales para varios 

microorganismos (para revisión ver:la referencia 14), entre ellos N. cJta.Ma. 
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En este sistema las conidias se someten 16 horas a una temperatura de 36ºC 

en un medio de cultivo líquido normal y posteriormente se incuba a 25ºC 

en un medio con baja fuente de carbono y de nitrógeno. En estas condiciones 

las conidias germinan después de 3 horas a 25ºC, a las 10 horas el tubo 

germinal deja de crecer y se comienzan a formar gemas que se separan como 

conidias a las 24.horas de incubación ( 15). En este sistema es difícil 

di.scernir si los cambios observados están determinados por el tratamiento 

a temperatura alta que no permite el crecimiento, por la incubación en un 

medio limitante en la fuente de carbono y de nitrógeno ó si los cambios son 

intrínsecos al proceso de conidiación. Tampoco ha sido descrito si las 

conidias formadas en liquido son equivalentes a las formadas en el micelio 

aéreo y si son capaces de germinar y formar colonias normales. 

Un sistema interesante para el estudio de la esporulación es la 

experimentación con las mutantes de N. CJUUba que, en cultivos sólidos con 

determinados medios de cultivo, alternan periodos de crecimiento y de 

conidiación. Son mutantes en el gene band que manifiestan un auténtico ritmo 

circadiano, ésto es, un ritmo que tiene duración cercana a un día, que no 

es afectado apreciablemente por la temperatura, que se sincroniza con ciclos 

de luz y obscuridad y que persiste cuando la cepa se mantiene en la 

obscuridad (16 y 17). La duración del ritmo de la mutante band es a la vez 

alterada por otras mutaciones que afectan la composición celular de lípidos 

y algunas funciones mitocondriales (18). Por esta razón se ha propuesto que 

las mitocondrias, pueden tener algún papel en la regulación del período del 

ritmo circadiano. Estos datos, aunados al hecho de que la mutante band 

conidia abundantemente sin que se."requiera emplear condiciones 
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que induzcan la coni'diación, hacen pensar que el estudio de las mutantes 

band, puede ayudar al entendimiento de los mecanismos celulares implicados 

en lf conidiación de N. CJta6ha.. 

Se han descrito otros dos sistemas de sincronización de la 

conidiación en N. c.Jta.Ma (12 y 13). En estos sistemas el micelio vegetativo, 

obtenido del crecimiento de cultivos en medio líquido, es incubado a 25ºC 

{12) ó a 30ºC {13), en ausencia de nutrientes y en contacto directo con el 

aire. En estas condiciones se forma micelio aéreo que mas tarde conidia 

sincrónicamente. Utilizando.estos cultivos se han estudiado algunas enzimas 

(19 y 20), así como mutantes que tienen algún bloqueo a distintos .niveles de 

la conidiogénesis y la septación (21 y 22). Estos sistemas ofrecen la 

posibilidad de analizar los procesos involucrados en la formación del micelio 

aéreo y las conidias, a expensas del micelio vegetativo. El sistema de Stine 

y Clark {12) permite la separación de conidias, micelio aéreo y micelio 

vegetativo. De éste último es posible aislar la capa de micelio vegetativo 

que se encuentra en contacto directo con el aire; las hifas que lo componen 

aparecen más agregadas que las del resto del micelio vegetativo. Por otra 

parte, las estructuras resultantes de la dif~renciación se producen en 

suficiente cantidad y las conidias obtenidas tienen un alto porcentaje de 

viabilidad. 

ALGUNOS ASPECTOS DE LA FISIOLOGIA DE LA ESPORULACION. 

I. DEGRADACION DE PROTEINAS DURANTE LA ESPORULACION. 

La degradación de proteínas constituye uno de los principales eventos 
.·:' 

asociados a la esporulación de los microorganismos estudiados corno son 
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Sac.c.h.MomlJC.l!A ( 2) EJ'c!l;.toci'.acüella. (24), BaciU.Lu. (25) y V.lc.tyo!i.teUwn ( 26) 

Ya que la esporulación ocurre, entre otros factores, como una res-

puesta a la limitación de nutrientes, la proteólisis durante este proceso 

pudiera proveer aminoicidos para la sintesis de las proteinas, nucleótidos y 

otros compuestos nitrogenados requeridos durante la esporulación (27). Además 

existen evidencias experimentales de que la degradación de proteinas podria 

controlar la secuencia morfogenética durante la esporulación a distintos 

niveles: participando en la regulación del metabolismo intermediario por 

inactivación especifica de algunas enzimas; en el procesamiento de precurso_ 

res de proteinas especificas de la esporulación y por ~ltimo, aunque no ha 

sido demostrado, contribuyendo a la adquisición de dormancia metabólica 

mediante la degradación de los citocromos de la membrana mitocondrial 

interna (27). 

En BeM.tochtd..LcUa l!ine.-'L601iü la esporul ación es bloqueada por 

antipaina, un inhibidor de proeinasas alcalinas. Dicho efecto no es reversible 

y la esporulación es sensible al inhibidor solo durante los primeros 60 

minutos del proceso, sugiriendo un papel critico de las proteinasas 

alcalinas durante este periodo inicial (24). 

Durante 1 a esporul ación de Saec.hMomyc.u eeJz.evb...lac. se ha detectado 

un incremento, con respecto al crecimiento vegetativo de 10 a 25 veces en la 

actividad especifica de varias proteasas. Este incremento es debido a 

sintesis de novo ya que es bloqueado por cicloheximida. Cuando cultivos no 

esporogénicos de cepas ªfa se inocularon en medio de esporulación, no se 

observó incremento en la actividad proteolitica, lo cual indica que el 

incremento en la actividad de dichas enzimas es específico de la esporulación 
y no de las condiciones que la indujeron (27). Aunque la esporulación en 



levadura no es sensible a la mayoría de los inhibidores de proteinasas 

probados (28), si es afectada parcialmente por mutaciones que resultan 

8 

en la ausencia de proteinasas A y B (29 y 30). Mutantes esctructurales de 

S. i'.Me.v-Uiae., que carecen de las actividades de las carboxipeptidasas S y Y 

y proteinasa B, pierden por completo la capacidad de esporular (31). 

Durante la formación del cuerpo fructífero en Vici:ljM:te.Uwn 

cLu,c_oidcwn se ha observado incremento en las actividades de la leucina 

aminopeptidasa (32) y de algunas proteasas, activas a pH 7.5 (33), también 

se ha detectado la aparición de una nueva forma de proteinasa ácida (34). 

Fong y Bonner (35) observaron que la diferenciación se bloquea con 

inhibidores de la degradación de proteínas como cloroquina, lupeptina y 

antipaína. El efecto de los inhibidores se revirtió adicionando aminoácidos, 

por lo que dichos autores sugieren que las actividades proteolíticas 

inhibidas, son responsables de suplir o la célula con aminoácidos durante 

el proceso de esporulación. 

En varias especies de Bac.,{,lt11-5, la tasa de degradación de proteínas 

es baja durante el crecimiento vegetativo. Sin embargo esta tasa se incrementa 

varias veces durante la esporulación ·(25) dando por.resultado la degradación 

del 15 al 20% de la proteína inicial. Una mutante temparatura sensible que 

es incapáz de esporular a la temperatura restrictiva, presenta una reducción 

en el recambio de proteínas. durante la esporulación (36). 

En B. 6tLb.t.illM la actividad proteolítica puede ser un punto de 

control importante en el metabolismo intermediario durante la esporulación: 

Inmediatamente antes de la esporulación, se ha observado una degradación 
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selectiva de la aspartato transcarbamilasa y de la fosforibosilpirofosfa~

toamidotransferasa, enzimas que participan en el metabolismo de nucleótidos 

(37 y 38). Tambien la proteólisis durante la esporulación de B. Sub:tí.LU. 

participa en el procesamiento de proteínas especificas de la esporulación: 

Se ha visto el procesamiento de polipeptidos, identificados como precursores 

de proteínas de la pared de la espora. Una mutante que muestra un reducido 

• valor de procesamiento parece ser el resultado de una mutación en el gene de 

una proteasa. Las esporas producidas por esta mutante germinan pobremente (39). 

En N. CJt(().¡~a la posible relaci§n de proteasas con el proceso de 

esporulación no ha sido explorada. 

11. METABOLISMO NITROGENADO DURANTE LA ESPORULACION. 

Poco se conoce acerca 'del metabolismo nitrogenado de los microorganismos 

en proceso de esporulación. Los estudios reportados a la fecha se han hecho 

principalmente en S. ceJLe.vi.ó.i.ae. (40,41 y 42), B. Sub:t.i..lU (43, 44, 45) y 

B. me.gcü:eM.wn ( 46, 47 y 48 ). 

+ ' En S. ceJLe.vi.ó.tae. la asimilación de NH4 ocurre principalmente mediante 

1 a vía: 

a- cetoglutarato + NH; GDH-NADP glutamato 

GS 
glutamato + NH; + .ATP ___ _. glutamina + ADP 

La primera reacción, en la cual se sintetiza glutamato, es una aminación 

reductiva del a-cetoglutarato catalizada por la glutamato deshidrogenasa 

biosint~tica dependiente de NADP f~DH-NADP). La reacción opuesta, la 



óesaminación del glutamato, también se lleva a cabo en levaduras y es 

catalizada por la glutamato deshidrogenasa catabólica dependiente de NAD 

(GDH-NAD). 
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En la segunda reacción, mediante la glutamina sintetasa (GS), se 

fija NH: en glutamato para producir glutamina. También se ha reportado en 

S. c.eJtev.Wiae la presencia de 1 a enzima ami do transferasa-NADP oxidoreductasa, 

glutamato sintasa (GOGAT) pero debido a su baja actividad, 1% de la actividad 

de la GDH-NADP, se duda de que participe en la asimilación del NH: (49). 

La esporulación sexual en levaduras se produce entre otros factores, 

como respuesta a la deprivación o a la limitación severa de las fuentes de 

carbono, nitrógeno o fósforo (42). En ausencia o limitación de las fuentes 

de carbono o fósforo (42), concentraciones bajas de NH: (2-SmM) y de glutamina 

(4-7.SmM) inhiben la formación de esporas sexuales (40). Por otra parte, 
. '· 

glutamato a una concentración de 40 mM no causó ninguna inhibición de la 

esporulación (41). Las actividades de la GDH-NADP y de la GS, así como las pozas 

de glutamato y de glutamina, se midieron en condiciones de esporulación en 

ausencia y presencia de NH:. La poza de glutamato disminuye durante la 

esporulación en ausencia de NH: en el medio, la poza de glutamato se incrementa 

y la actividad de la GDH-NADP disminuye (41). Estos datos podrían interpretarse 

en el sentido de que NH: y/o glutamato reprimen a la GDH-NADP. La baja 
+ actividad de la GDH-NADP detect&da en presencia de NH4 no parece estar 

relacionada con la represión de la esporulación observada en estas 

condiciones, ya que mutantes con una actividad residual de GDH-NADP, menor 

del 1%, muestran una esporulación normal y son sensibles a NH: (50). Estos 
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estudios descartan a la enzi.ma GDH-NADP y al glutamato como posibles 

mediadores del efecto inhibitorio del NH¡ . Por otra parte, al inicio de 

la esporulación la poza de glutamina disminuye notablemente y la actividad 
+ de la GS se incrementa hasta en un 160%. En presencia de NH4 la poza de 

glutamina se incrementa y la actividad de la GS permanece constante. Estos 

datos, y el hecho de que mutantes que carecen de la actividad de GS no 

esporulan (mencionado en Ja 41 como comunicación personal de E. Dubois y 

J.M. Wiame), sugieren que la enzima GS tiene una importante participación 

durante el proceso de esporulación. 

Con base en estos estudios no es posible distinguir si la inhibición 

de la esporulación por el NH¡ es mediada en última instancia por glutamina, 

ó si el NH¡ y la glutamina actúan independientemente. Tampoco queda claro 

cual es el papel de la GS durante la esporulación. 

B. huó.tlllli y otras especies de Bac..lll'.u6 carecen de la actividad 
+ de la GDH biosintética , en estos microorga~isrnos la fijación de NH4 se 

'efectúa únicamente mediante la GS en la siguiente vía metabólica: 

glutamato + NH¡ + ATP~glutamina + ADP 

glutamina + a-cetoglutarato GOGAT • 2 glutamato 

El glutarnato en esta vía se sintetiza a partir del a-cetoglutarato 

y el nitrogeno amido de la glutamina en una reacción catalizada por la GOGAT. 

De manera similar a S. c.eJre.ul6,lae., la esporulación de B. me.ga.tl!JUwn 

se produce cuando existe una limitación de nutrientes en el medio. La 

esporulación en esta bacteria es ·.inhibida en presencia de buenas fuentes de 
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carbono y de nitrógeno, así NH: más glucosa inhiben casi completamente la 

esporulación. Sin embargo NH: ó glucosa por sí solos no ocacionan este 

efecto (43). 

Una mutante de B. mega.tevu".wn con baja actividad de GS esporula 

normalmente y es insensible a glucosa más NH; . La esporulación de esta 

mutante tampoco se reprimió en presencia de glutamato en el medio de 

esporulación, sin embargo, fué totalmente reprimida en presencia de 

glutamina. Por otra parte una mutante que carece de la actividad de GOGAT 

mostró muy bajos valores de esporulación en medios con o sin NH; más 

glucosa. Los autores de este trabajo discuten que éste efecto pudo ser 

ocacionado por acumulación de glutamina, aunque no muestran el dato (46). 

Sin embargo ésto pudiera ser factible si el glutamato requerido para la 

acumulación de glutamina proviene de transaminaciones. Ryu y .Takayanagi 

estudiaron la esporulación de una mutante de GOGAT de B .. wbtil.ló, y 

encontraron que esta mutante esporuló normalmente, lo cual sugiere que la 

actividad de esta enzima no se requiere para la esporulación (44). En 

vista de la contradicción de éstos resultados, no se puede dar una 

conclusión acerca de la participación de la GOGAT en el proceso de esporulación. 

Sin embargo, si se puede concluir que la represión de la esporulación en 

B. mega.te!Uwn es causada por glutamina o por un producto de glutamina, pero 

no de glutamato. 

Estudios posteriores indicaron que el efecto represor de glutamina 

sobre la esporulación en B. mega.tVU.Wn, requiere de la vía biosíntética de 

purinas, ya que la esporulación de una doble mutante defectiva en la actividad 
.··• 



de GS y que requ~ere purinas para crecer, no es reprimida por glutamina y 

sí por adeni.na más gl utamina (47). 

+ ASlMlLAClON DE NH4 EN N.CJtO.Liha. 
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En N. UUUha la asimilación de NH; en glutamina ocurre mediante dos 

vías: Durante el crecimiento vegetativo en exceso de NH;, glutamina se 

sintetiza mediante 1 a GDH-NADP y la GS; cuando en el medio de cultivo el NH; 

es limitante, éste se asimila a través de la GS y la GOGAT (51). 

En N. CJUU.ha existen dos GDHs, la biosintética (GDH-NADP) y la 

catabólica (GDH-NAD). La GDH-NADP es un hexámero, formado por subunidades 

iguales de un peso molecular de 48 000 (52). La actividad de esta enzima se 

induce en presencia de fuentes de nitrógeno inorgánico como NH; y N03 . Sin 

embargo, la actividad de la GDH-NADP disminuye cuando la fuente de nitrógeno 

es glutamato, glutamina (53) ó NH; más un a~inoácido del cual se pueda 

obtener glutamato por transaminación (54). Por otra parte, se vió que los 

cambios en la actividad de la GDH-NADP, en NH; , NOj , glutamato y glutamina 

corresponden a cambios en 1 a concentración de 1 a misma, 1 os cua 1 es están 

dados por ajustes en la velocidad de síntesis de la enzima (53). También 

existe una regulación positiva de la GDH-NADP causada por la fuente de 

carbono, o sea, que en presencia de altas concentraciones de glucosa o 

fructuosa en el medio de cultivo, la enzima aumenta su a.ctividad. Contraria_ 

mente a la GDH-NADP, la GDH-NAD reprime su actividad cuando la concentración 

de la fuente de carbono en el medio es alta. Sin embargo, esta represión 

puede ser suprimida cuando aparte de la concentración de carbono se adiciona 

glutamato al medio; en estas cond.iciones se observa un incremento en la 
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actividad de esta enzima (55). 

La regulación de la GS de N. CJta,6<1a ha sido estudiada en presencia 

de sus sustratos y productos. En exceso de NH: ó en glutamina la actividad 

de la enzima es baja. El crecimiento del hongo en glutamina es ligeramente 

mejor que en NH: . En glutamato como fuente de nitrógeno, se observó un 

aumento en la actividad de la GS. Este aumento no ocurre si además de 

glutamato se adiciona glutamina al medio. Glutamato no es una buena fuente 

de nitrógeno, ya que en estas condiciones N. CJtMM mostró una velocidad de 

crecimiento menor a la observada en exceso de NH: (56). En estas tres· 

condiciones nitrogenadas la GS mostró una forma oligomérica de octámero 

(56 y 57). Por otra parte, se vió que las diferencias en la actividad .de 

la enzima correspondieron a diferencias en la concentración de la misma (56). 

Así mismo, se observó que la fuente de nitrógeno reguló la velocidad de 

síntesis de la GS (58) mediante la regulación de los niveles de ARNm 

específico (59). Los datos anteriores y el hecho de que en las condiciones 

'en donde la actividad de la GS se vió reprimida también se detectó una poza 

alta de glutamina (56), permitieron concluir que glutamina regula su propia 

síntesis y que esta regulación es ejercida a nivel de la transcripción de 

1 a GS ( 59 y 60) . 

En cultivos limitados de NH: , por alimentación continua (feed batch), 

N. c.Jz.MM mostró un crecimi.ento lineal. En estas condiciones la actividad de 

la GS se encontró inducida y con una forma oligomérica que correspondió a', 

un tetrámero. En estos cuJtivos se detectó una poza alta de a-cetoglutarato 

junto con pozas bajas de glutamina y glutamato. Por otra parte, la limitación 

en .la fuente de carbono en un medi.o con exceso de NH: , previno la inducción 
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en la actividad de la GS (57). Con base en estos datos y la observación de 

que una mutante deficiente en la GDH-NADP crecida en exceso de NH; mostró 

una actividad alta de GS, se concluyó que la fuente de carbono ejerce un 

control positivo sobre la GS (57). La ausencia total de la fuente de carbono 

condujo a la degradación de la enzima (61). Si aparte de la fuente de 

carbono se depriva de la fuente de nitrógeno, se observa, además de la 

degradación de la GS, degradación del resto de las proteínas y el cultivo 

excreta NH; al medio (61). 

La GS de N. CJtcu.4a ha sido purificada a homogeneidad (62) y se ha 

visto que esta enzima está constituída por dos polipéptidos, a y 13 (63). 

Cuando el tetrámero, obtenido de un extracto de la cepa silvestre crecida 

en limitación de NH;, se inmunoprecipitó con anticuerpos para la GS, el 

resultado obtenido mostró que el tetrámero estuvo compuesto preferencial

mente de monómeros a (64). Este dato, y el hecho de que la mutante g.fn-1a, 

que sólo tiene el tetrámero, sea capaz de crecer en un medio con NH; 

limitado, confirmó que la forma tetramérica de la GS fija NH; a bajas 

concentraciones (65 y 66). Por otra parte, la inmunoprecipitación del 

octámero de la GS, obtenido de un extracto de la cepa silvestre crecida en 

exceso de NH;, mostró que este oligómero está compuesto preferencialmente 

de monómeros 13. Con ésto se concluyó que en exceso de NH; , este es fijado 

por la GS octamérica compuesta principalmente por monómeros 13 (64). 

Posteriormente se observó que la síntesis de 13 es regulada por la fuente 

de nitrógeno; siendo alta en glutamato, intermedia en NH; y muy baja en 

glutamina (51). La síntesis in vivo de a y de S, correlacionaron con la 

.~ .. 
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síntesis obtenida en un sistema de traducción i.Ji v..l;t/to dependiente de 

ARNm de N. CJLCV..ba {51). 

Hummelt y Mora (67) reportaron que la cepa am-1, defectiva en la 

actividad de la GDH-NADP, fué capaz de crecer y acumular glutamato de 

manera similar a la cepa silvestre en medio limitado de NH:; no así la 

doble mutante cun-1; gln-la defectiva en las enzimas GDH-NADP y GS. Estos 

datos condujeron a estos investigadores al descubrimiento {67) y püri

ficación (68) de la enzima GOGAT de N. CJLabba. La actividad de la enzima 

en cuestión se encontró alta en cultivos crecidos en NOj ó limitados de 

NH:, pero su actividad fué reprimida en cultivos con exceso de NH:, y no 

se detectó en presencia de NH: más glutamato o en un medio con glutamina {6~. 

Posteriormente Lara et al (51) observaron que cultivos crecidos en exceso 

de NH: mostraron una actividad alta de la GDH-NADP y una actividad baja 

de la GOGAT; cuando estos cultivos se ¿ambiaron a medio limitado de NH:, 

la actividad de la GDH-NADP se reprimió y la GOGAT se incrementó. 

Con base en los resultados mencionados se concluyó que, en exceso 

de amonio, éste es asimilado mediante las enzimas GDH-NADP y GS octamérica 

compuesta por monómeros a; cuando el NH: es limitante, la enzima que lo 

asimila es la GS tetramérica compuesta de monómeros a y el glutamato es 

sintetizado a través de la actividad de la GOGAT. 
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OBJETIVOS DE ESTE ESTUDIO 

En el laboratorio estamos interesados en el estudio de los procesos 

de diferenciación que ocurren a lo largo del ciclo vegetativo de N. CJuUiM, 

y en este caso particular en la transformación del micelio vegetativo a 

micelio aéreo. Dado que en N. cAau.a la aerealogénesis y conidiación 

ocurren como respuesta a la deprivación de nutrientes, el micelio aéreo 

crece a expensas del micelio vegetativo; nos hemos planteado las siguientes 

preguntas: 

¿ Cuales son los constituyentes celulares del micelio vegetativo 

que participan como fuente de energía, carbono y de nitrógeno para nutrir 

el proceso de aerealogénesis ? 

Durante el crecimiento en fase exponencial y prestacionaria N. CJtllbha 

acumula aminoácidos (69), ¿Son estos aminoácidos indispensables para la 

aerealogénesis ? 

¿ Cual es la vía de asimilación de amonio en los micelios vegetativos 

superior e inferior y en el micelio aéreo 

El sistema de aerealogénesis y conidiación que se ha elegido para 

la obtención del micelio aéreo es el de Stine y Clark (12), cuyas ventajas, 

en parte ya han sido mencionadas y serán discutidas más adelante. 



~\ATERIALES Y METODOS 

Cepas. 

A lo larqo de este trabajo se utilizaron las ceras p:w.t-3, gln-lb, 

am-1; e.11 am-1, -tltri-2 y Mf!-3, auxótrofos de ¡irolina, qlutaminn, olutamato, 

triptofano y ar~inina, respectivamente. Estas cepas fueron obsequiadas 9or el 

Dr. J. >.:ora. 

Condiciones de cultivo. 

Para la obtenci6n de conidias, las cepas se crecieron en medio minimo 

N de Vo9el (70) sólido, suplernentado con s3carosa al 1.53 {p/v) (M~l-sacarosa). 

En los cultivos de los auxótrofos ~Jltof.-3, am-1.: e.n cu~-1, .tJtp-2 y aJt~-3, se 

adicionó al r.iedio prolina 200 iin/ml, olutamato SmM y alanina 200 µg/ml, 

indol 50 µo/ml y aroinina 100 µCJ/ml respectivamente, mientras que para el 
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· auxótrofo de cilutamina, se omitió del medio el NH4No3 y se sustituyó ~or 9lutamina 

10 mM. Los cultivos se incubaron a 25ºC durante 3 días en la obscuridad más 

2 dias en la luz. Las conidias se cosecharon con a~ua destilada y se filtraron 

a través de lana de vidrio. Con la suspensión conidial se inoculó el MM-sacarosa, 

o MM-sacarosa sin NH4No3 para la g.tn-lb sunlementado con el aminoácido o rrecursor 

del aminoácido requerido. El inóculo se ajustó a 0,05 DO/rnl. El ~edio inoculado 

se incubó durante 12-15 h a 25ºC con un flujo continuo de aire hGmedo. En alqunos 

experimentos después de crecer los cultivos por 12 h, éstos se filtraron y 

transfirieron a t-¡r~-saca rosa sin el ami .. !Joáci do requerí do y 1 a incubación se continuó 



por 2 h más. En al1unos casos la cepa !J.fo-Jb se transfirió a f1f~-sacarosa 

sin NH4No3 y con metionina sulfoximina 0.5 mt1. DesflUés de 30 min de 

incubación en este medio, el cultivo se dividió en S fracciones iquales, las 

cua 1 es se fi 1 t raron por separado y se resupend i e ron en M~1-saca rosa ó en 

MM-sacarosa en el cual el NH4No3 se sustituyó por 11lutamina 5 mM, alutamato 

10 mM, arainina 2.5 m"l, triptofano 5 mM, quanosina 2 mM, rilucosamina 10 mM ó 
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una mezcla de todas las aT'linas más adenosina 2 mM, histidina 3.3 mM y as11ara(lina 

5 mM. Los cultivos se incubaron 30 min más y después se deprivaron de nutrien-

tes para inducir la aerealoa~nesis. 

Crecimiento del Micelio Aéreo. 

Se filtraron 300 ml de cultivo a través de papel filtro Hhatman No. 41. 

La mata micelial se lavó con 100 ml de aqua fría y 100 ml de amortiguador de 

fosfatos 0.03 M. pH 6.1 (12). Después de eliminar el exceso del amortiauador, 

la mata micelial se transfirió a una caja Petri y se incubó en una cámara a 

28ºC de temperatura y una humedad relativa de 80%. Cada 3 h se sacó de la 

cámara una caja Petri ~se cosechó el micelio aéreo usarido una esp&tula y lueqo 

la capa superior de la mata micel ial (menos del 10%) se separó del resto del 

micelio vegetativo. Los 3 micelios se colectaron en agua fría y se utilizaron 

directamente para algunas determinaciones, o alternativamente, el micelio se 

filtró a través de papel filtro !·!hatman No. 1, y se deshidrató con acetona 

(Polvos de acetona). Los polvos de acetona se almacenaron a -20ºC hasta su uso 

para las determinaciones enzimáticas. 

~xtrac_ción y D_~termi nación de Gl ucóneno .. 

Fracciones de 0.3 CJ de micelio verietativo de la cepa JJll.Ol-3 se 
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homogeneizaron en 4 ml de una solución de icido tricloracético (TCA) al 10%. 

Los homogeneizados se centrifunaron a 4ºC, 15 mina 4,000 x ~·Los sobrenadantes 

se precipitaron con 2 volúmenes de etanol frío y los precipitados se colectaron 

por centrifupación. A continuación, estos se resuspendieron en 0.5 ml de aqua 

destilada y se centrifuqaron a 4ºC 20 min a 16,000 x~. Los sobrenadantes 

resultantes se precipitaron nuevamente aqreqando 2 volumenes de etanol fria 

(71) y los preciritados de qlucó~eno se disolvieron en 1 ml de H2so4 0.5 M. 

A continuación, el qlucóqeno se coloc6 en ampolletas sellad~s al vacío y se 

hidrolizó a lOOºC durante 10 h. La qlucosa liberada se cuantificó por el 

método de la nlucosa oxidasa usando el eouiro analitico de Boehrinqer (72). 

~erimento de Pul so v Caza. 

A un cultivo de 11 h de la cepa ¡Yt.o.f-3 se le adicionó 0.3 µCi/ml de 

14C - leucina, uniformemente marcada y se inc'ubó durante 15 min. Después se 

filtró rapida~ente el cultivo, y el micelio se transfirió a medio fresco y se 

cultivo oor 1 h mis. Una muestra de 10 ml de cultivo se filtró, se lavó con 

abundante agua destilada y se fraccionó como se indica m~s adelante. El 

resto del micelio se deprivó de nutrientes y se colocó en condiciones rara 

formar micelio aéreo. 

Determinación del co2 radioactivo. 

La incubación del cultivo radioactivo durante la aerealoqénesis, se 

efectuó en una cimara sellada, a través de la cual se hizo rasar una 

corriente de aire húmedo. El aire proveniente de la cámara se burbujeó a 

través de una serie de tres tramras c~Qteniendo cada una 16 ml de NaOH 2.5 N. 
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Las trampas se cambiaron cada 3 h y se determinó la radioactividad retenida 

en cada una de el las. Para ello se tornaron alícuotas de 2 ml y se precipitaron 

con 8 ml de una mezcla 3: 5 de RaC1 2 l.5N y NH4Cl 2N (73). Los precipitados 

se lavaron 2 veces con 8 rnl de anua destilada y se resuspendieron en 1 ml de 

agua. Muestras de 50 µl se secaron sobre paoel filtro Whatman 540 y se 

contaron en un espectrofotómetro de centelleo líouido marca Packard Tri Carb 

Modelo 3390. 

Fraccionación Celular . 

. l\lícuotas de micelio ve~etativo o aéreo se homogeneizaron en 1 ml de 

UMSDT ( Urea 9.5 M, 2-mercaptoetanol 1 M, NaCl 0.5 H, NP-40 2%, desoxicolato de 

sodio (SOS) 0.5%, dodecil sulfato de sodio 0.25% en Tris-HCL 10 nM pH 7.4). 

Este amortiouador se empleó para lograr una efectiva solubilización de las 

proteínas, y se diseHó en base· a los amorti<]uadores de lisis usados por O'Farrell 

(74) y por Hansbe~g et~ (60). El homo11eneizado se centrifu<]Ó a 25ºC durante 

15 min a 3,600 x~_. La ~astilla resúltante se homo'.1eneiz6 nuevamente con el 

mismo volúmen de UMSDT. Después de centrifuqar nuevamente la p~.stilla se lavó 

2 veces con 1 ml de a'.lua fría y oosteriormente los lavados se repitieron 3 veces 

empleando para ello etanol al 30%, 70% y 98% (75). La pureza de la fracción 

de pared celular obtenida en el precipitado después de lavar con etanol, se juznó 

con base en su bajo coritenido de proteína (r1enos del 6% del contenido de proteína 

en la muestra homogeneizada), y por la casi indetectable cantidad de radioactivi

dad solubilizada con un lavado adicional de metanol, éter o cloroformo. 

Las fracciones solubilizadas con UMSDT y anua se juntaron y se orecinitaron 
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con TCA a una concentración final del 10% y se centrifugaron a 4 000 X!.1 

durante 30 mina 4ºC. Del sobrenadante resultante, el qlucó~eno se precinitó 

con etano 1 , como se describió anteri 0rmente. l\ 1 rirecfoitado se le adiciona ron 

5 µl de una solución de F~SF (fenil metil sulfonilfluoruro 3.5 m~/ml de etanol), 

y después se incubó con 50 µq/ml de ARNasa (ARNasa pancreática la cual fué 

disuelta en Tris-HCl 10 mt~, pH 7.4, conteniendo MqCl 5 mM; previamente hervida) 

(7~). Después la mezcla se incubó y se precipitó con 10 velamenes de ATA 

(acetona: trietilamina: ácido acético 90:5:5) (76) durante 1 ha 4ºC. Después 

de centrifuqar, los precipitados resultantes se secaron al vacío y se trataron 

con 50 uq/ml de ADNasa (ADNasa pancreática disuelta en Tris-HCl, pH 7.4 

conteniendo MgCl 1 mM) (74). Esta mezcla de reacción se incubó a 25ºC durante 

10 min y se precipitó con ATA. Después de centrifunar el precipitado se lavó 

con 1 ml de acetona y se secó al vacío. La radioactividad no precipitada por 

el ATfl., después de cada tratamiento enzimático, se consideró como marca 

incorporada en ARN y ADN. La marca detectada en el precipitado se consideró 

como marca incorporada en proteína. De cada fracción se tomó una alícuota y se 

secó en un· filtro \·!hatman 540. Los filtros se colocaron en viales de centelleo, 

conteniendo 10 ml de PPO-tolueno (4 g/1), y se contaron en un espectrofotómetro 

de centelleo líquido. 

Determinación del Amonio Extracélular . 

El micelio veqetativo inferior se resuspendió en 100 ml de a~ua destilada 

y se filtró. Del filtrado resultante se tomaron 10 ml y se ajustaron con HCl 

lN a un pH de 4.5. Desnués se agrenó 0.1 ml de NaOH lOM, y el NH: así liberado 

se midió utilizando un electrodo con una membrana esnecífica para éste compuesto 
.·'' 



(electrodo Orion, Cambridae, Mass., U.S.A.). 

Determinación de Aminoácidos. 

Una muestra de micelio conteniendo alrededor de 5 mn de proteína, se 

hirvió en etanol al 80%. Las muestras se enfriaron, se homoqeneizaron y se 

filtraron a través de filtros Millipore RA, 1.2 µm. Los filtrados se 
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liofilizaron y se almacenaron a -zo•c hasta su uso. Las muestras se disolvieron 

con agua deionizada a una concentración final de 1 ma de protefna por ml. Lps 

aminoácidos se separaron en un analizador de aminoácidos Aminco y se 

cuantificaron usando un fluorómetro después de su acoplamiento a o-ftaldialdehído. 

Actividades Enzimáticas. 

Los polvos de acetona se trituraron con hielo seco, se resuspendieron en 

el amortiquador adecuado seaún la enzima ensayada y lue~o se homogeneizaron a 

4ºC. Los homogeneizados se centrifuaaron y se midieron las actividades de cada 

enzima, tanto en el sobrenadante como en el precipitado. La cantidad de enzima 

extraicta en el sobrenadante fué mayor al 90%. La actividad de la glutamina 

sintetasa (EC 6.3.1.2) se ensayó segan el método descrito por Ferguson y Sims 

(77). La actividad especifica se expresó como ~moles de y-~lutamilhidroxamato 

producido en 1 min a 30ºC por m~ de proteína. Las actividades de las glutamato

deshidrogenasas, dependiente de NAOP (EC 1.4.1.4) y dependiente d~ NAO 

(EC 1.4.1.2), se midieron siquiendo espectrofotométricamente la oxidación de 

las coenzimas como lo describe Fincham (78). La actividad de la qlutamato 

sintasa (EC 1.4.7.1) se midió si9uiendo el método de Boland y Benny (79), 

adaptado por Hummelt.Y Mora (67). Las actividades específicas para las enzimas 
·-'.' 
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glutamato deshidro~enasas y qlutamato sintasa se expresaron como µmoles de 

coenzima oxidada en 1 min a 25ºC por m~ de proteína. La actividad de la alanina 

transarninasa (EC 2.6.1.2) se midió como reoortaron Firtel y Brackenbury (32), 

excepto que el amortiguador de tricina se sustituyó por amortiguador de 

fosfatos O.lM. La formación de piruvato se midió en un exceso de la enzima 

lactato deshidrogenasa y la reacción se siquió midiendo la oxidación del NADH 

a 340 nm. La actividad específica de esta enzima se expresó como µmoles de 

coenzima oxidada en 1 rnin a 37ºC por mq de oroteína. La actividad de la 

glutamina transaminasa (EC 2.6.1.15) se determinó midiendo la desaparición 

del complejo enol-borato-fenilpiruvato a 300 nm como reportaron Kupchik y 

Knox (80), en este método se incluyó una modificación que consistió en 

adicionar al ensayo 0.2 mM de fosfato de piridoxal (Calderón, J. y· Mora, J. 

Manuscrito en preparación). La actividad específica se expresó como µmoles 

de complejo desaparecido en 1 mina 37ºC oor mg de proteína. La actividad de 

la glutaminasa (EC 3.5.1.2) se ensayó midiendo la aparición de 14c-ácido 

glutámico a partir de 14C-qlutamina. Los extractos libres de células se 

prepararon a partir de polvos de acetona o de micelio fresco. La reacción se 

corrió en diferentes amortiguadores con pHs en el ranqo de 5 a 9 y adicionando 

activadores de glutaminasa como fosfato, ATP, GTP (84), AMPc y glutamato (85). 

Todos los activadores se probaron a una concentración de 10 mM, ya sea prein

cubandolos, a 4ºC durante 60 min, con el extracto o adicionandolos directamente 

a la reacción (85). La mezcla de reacción se incubó a 30 o 37ºC durante. 30 o 

60 min y la reacción se paró con ácido perclórico. El glutámico y la 

glutamina se separaron por cromatografía en papel y se cuantificaron como 

indican Kuamme y Olsen (86). 
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Las proteínas se cuantificaron por el método de Lowry et tl (87). 

Sedimentación de la GS en Gradientes de Sacarosa. 

Los extractos libres de células se prepararon a partir de polvos de aceto

na, hornooeneizando 0.1 a de polvo en 1 ml de amortiquador de extracción para la 

GS: K2Po4 50 mM; ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.5 mM, pH 7.2. Alícuotas 

de 400 µl de estos extractos se colocaron sobre aradientes continuos de sacarosa 

de 5 a 20% (p/v), disuelta en el amortiguador de extracción. Después de centrifu

gar a 4ºC nor 12 h a 280 000 xq en un rotor Beckman SW-40, los qradientes se 

colectaron en fracciones de 375 µl y se ensayó la actividad de la GS (transferasa) 

en cada una de las fracciones. 

Inmunoprecipitación de la GS~ 

El procedimiento que se utilizó para la inmunoprecipitación de la GS fué 

el descrito por Palacios et tl (88) con alqunas modificaciones. Los extractos 

libres de células se prepararon en amortiquador A: imidazol 50 mM; qlutamato de 

sodio 50 mM; MgS04 80 mM; K2so4 50 mM; EDTA 0.5 rnM. PH 7.1. Alícuotas con 5 mq 

de proteína, se inmunoprecipitaron con 6.4 µa de anticuerpos anti-GS. Después 

de incubar a 4ºC durante 60 min, se adicionaron 40 µa de anti-globulina de 

cabra obtenida en conejo, el volumen final de la reacción fué de 264 µl inmedia

tamente después de adicionar el sequndo anticueroo, la mezcla fué dividida en 

dos y colocada sobre gradientes discontinuos de sacarosa, preparados en tubos 

eppendorf: 100 µl de sacarosa 1 M y 50 µl de sacarosa 0.5 M en amortiguador A 

conteniendo 1 mn/ml de albumina de suero bovino. Desrués de centrifugar los 

gradientes a 4ºC durante 8 min a 13 000 xg, se conaelaron en hielo seco. Las 



puntas de los tubos, conteniendo los inmunorrecipitados, se cortaron y los 

inmunoprecipitados se procesaron para analizarlos mediante electroforésis. 

Electroforésis. 
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Los inmunoprecipitados se disolvieron en 20 µl de una solución con SOS 2%; 

e-mercaptoetanol 2%; EDTA 2 mM; alicerol 10% y azul de bromofenol en amortiqua

dor de Tris-HCL pH 6.8. A continuación las muestras se hirvieron durante 3 min. 

La electroforésis en geles de acrilamida con SílS y urea (63), .se corrió como 

indica Laemmli (89), Los geles se fijaron y tiñeron con una solución de metanol 

30%, ácido acético 10% y azul brillante de coomasie 0.06%. Una vez teñidos y 

desteñidos, los qeles se cortaron para determinar las cantidades relativas de 

los polipeptidos a y s de la GS en los distintos carriles, midiendo su absorción 

luminosa a 680 nm en un espectrofotómetro Beckman serie 30, modelo 35, equipado 

con un graficador, 
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RESULTADOS 

I. CRECIMIENTO DEL MICELIO AEREO. 

Cuando el micelio vegetativo de N. CJta.6ha, obtenido del crecimiento 

en fase exponencial o preestacionaria de cultivos en medio liquido, es 

colocado en ausencia de nutrientes y en contacto con el aire, rápidamente 

forma micelio aéreo. Después de 3 hrs. de incubación, la capa superior 

de la mata micelial, en contacto directo con el aire se encuentra 

totalmente cubierta de micelio aéreo. Durante las próximas 12 hrs. el micelio 

aéreo crece rápidamente y 2 hrs. después conidia. En este tiempo las hifas 

de la parte superior del micelio vegetativo forman una capa difícil de 

disgregar, que en lo sucesivo llamaré micelio vegetativo superior. A medida 

que progresa la aerealogénesis esta capa va engrosando y es fácil separarla 

del resto del micelio vegetativo (micelio vegetativo inferior). Al final el 

micelio vegetativo superior representa alrededor del 10% de la proteína del 

micelio vegetativo total. La formación del micelio vegetativo superior parece 

estar estrechamente relacionada con la formación del micelio aéreo: cultivos 

en los que la aerealogénesis se retarda, también se.retarda formación del 

micelio vegetativo superior. 

En este sistema, la aparición y el crecimiento del micelio aéreo 

ocurren de una manera sincrónica (12). Las estructuras morfológicas generadas 

son perfectamente distinguibles y fáciles de separar, además se obtienen en 

cantidades suficientes para su análisis bioquímico; una mata micelial de 

aproximadamente 100 mg, extendida en una superficie de 43 cm2 , con un grosor 

aproximado de 4 mm, produce un promedio de 6 mg de micelio aéreo. 



~as conidias obtenidas de es tos cultivos son capaces de germinar y 

crecer de igual manera que las proveni'entes de cultivos sólidos (slants) . 
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El porcentaje de germinación de estas conidias fué de 93%, juzgado por el 

número de colonias obteni'das a los 6 días de ·1ncubación en un medio con agar 

y sorbosa. Cuando las conidias fueron inoculadas en medio mínimo de Vogel, 

crecieron con un tiempo de duplicación de 2.5 h y el micelio resultante 

volvió a conidiar con la misma eficiencia con la que conidia un cultivo 

obtenido a partir de conidias de slants. 

Dado que uno de los objetivos de este trabajo es determinar como 

influye sobre la formación del micelio aéreo la disminución del nivel de 

algunas pozas de aminoácidos, particularmente la de glutamina, con fines 

comparativos se decidió utilizar como control a algún auxótrofo de un aminoácido 

cuyo bloqueo no sea en la vía b'iosintética de glutamina. Por esta razón en 

la mayoría de los experimentos que a continuación se presentan excepto en 

los indicados, se utilizó la cepa p!Lol-3. 

I I. CATABOLISMO DEL GLUCOGENO Y LAS PROTEINAS DEL MICELIO VEGETATIVO DURANTE LA 
AEREALOGENESIS. 

Durante el crecimiento en fase exponencial el micelio de N. CJLal.6a 

acumula glucógeno (Fig 2 y referencia 71). Dado que en este sistema experimen_ 

tal el micelio aéreo se produce a expensas del micelio vegetativo, hemos analizad.o 

la relación que guarda la fuente de carbono en forma de glucógeno con la 

aerealógenesis. Con este propósito se analizó la formación del micelio aéreo 

a partir de micelios vegetativos con alto, moderado y bajo contenido de glucó_ 

geno. El micelio obtenido en un crecimiento de 15 h en medio mínimo de Vogel, 

con 1.5% de sacarosa, presentó uw.contenido de glucógeno de 15mg/ gr 
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de peso seco(mg/gr ps), (micelio vegetativo con moderado contenido de 

glucógeno). Cuando el micelio vegetativo de 14 h de crecimiento en medio 
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con un 1.5% de sacarosa se colocó l·h en medio sin sacarosa, el glucógeno del 

micelio se degradó hasta tener 1.8 119/gr ps~icel io vegetativo con bajo 

contenido de glucógeno). El micelio vegetativo con alto contenido de glucó

geno, se obtuvo creciendo al organismo durante 35 h en medio con 2% de 

sacarosa. ·cuando los micelios vegetativos con moderado y bajo contenido 

de glucógeno se colocaron en condiciones de aerealogénesis, rapidamente 

formaron micelio aéreo en igual cantidad (Fig. 3A). En el micelio con contenido 

moderado de glucógeno el 90% de éste se degradó en las primeras 3 h, y 5% 

en las próximas 9 h del periodo de incubación (Fig. 38). En el micelio con 

bajo contenido de glucógeno éste disminuyó aún más, con mayor velocidad en 

las primeras 6 h que en el resto del período de incubación (Fig. 38), 

posteriormente la degradación continuó pero con menor velocidad. En este 

cultivo el micelio aéreo apareció hasta las 4 h de incubación. No obstante 

este retraso y el crecimiento más lento (Fig; 3A), después de 23 h de 

incubación, la cantidad del micelio aéreo formada fué comparable a la producida 

en 15 h por los micelios vegetativos con moderado o bajo glucógeno. Los 

resultados anteriores indican que para la aerealogénesis no es indispensable 

la acumulación del glucógeno en el micelio vegetativo; por el contrario un 

alto contenido de glucógeno hace más lenta la formación del micelio aéreo. En 

los experimentos anteriores se observó una disminución en el contenido de la 

proteína en el micelio vegetativo. Con el fin de analizar más detalladamente 

este fenómeno se cuantificó la proteína del micelio vegetativo a distintos 

tiempos durante la aerealogénesis .. Los cultivos con bajo o moderado glucógeno 
··.:' 

perdieron durante las 15 h de incubación 30 mg del total de su proteína 
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Fig. 3. Catabolismo del glucogeno y las proteínas del micelio vegetativo 

durante la aerealogénesis. A) Crecimiento del micelio aéreo a partir del 

micelio vegetativo con un contenido de glucógeno bajo (~).moderado (o) 

y alto (t). Los resultados son promedio de 3, 10 y 6 experimentos, 

respectivamente. B) Glucogenólisis en el micelio vegetativo con bajo (~). 

moderado (o) y alto (•) contenido de ~lucógeno. Los resultados son promedios 

·' de 3> 5 y 4 experimentos, respectivamente. C) Degradación de proteínas en 

el micelio con bajo (~) , moderado (o) y alto (•) contenido de glucógeno. 

Los resultados son promedios de 3, 8 y 5 experimentos, respectivamente. 

D) Excreción de amonio del micelfo_yegetativo con moderado contenido de 

glucógeno. 
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inicial (Ftg. 3C}. También en el micelio vegetativo con alto glucógeno se 

detectó una disminución de proteínas, la cual presentó una cinética similar 

a la de cultivos con bajo y moderado glucógeno (Fig. 3C}. La cantidad 

inicial del micelio vegetativo, en un rango de 70-150 mg de proteína, no • 

tiene ningún efecto sobre la magnitud del catabolismo proteico. 

La degradación masiva de proteínas en el micelio vegetativo podría 

producir un exceso de NH~ intracelular y tal vez la excreción de este 

compuesto. Debido a ello se lavó el micelio vegetativo del cultivo con 

moderado contenido de glucógeno, a distintos tiempos de la formación del 

micelio aéreo, y después de filtrar se analizó el contenido de NH~ en el 

filtrado. El NH~ se excretó al medio durante las pri~eras 9 h de incubación 

y en las siguientes 3 h se registró una ligera disminución en la cantidad 
+ de NH4 extracelular (Fig. 30). 

III. UTILIZACION DE LOS ESQUELETOS DE CARBONO DERIVADOS DEL CATABOLISMO 
PROTEICO. 

Los a-cetoácidos resultantes de la desaminación de los aminoácidos 

provenientes del catabolismo protéico podrían aportar, mediante su oxidación, 

parte de la energía requerida para la aerealogénesis, o bien utilizarse 

como esqueletos de carbono para la síntesis de las estructuras requeridas 

para el proceso morfogenético. Para ver la distribución de los esqueletos 

de carbono provenientes del catabolismo protéico se efectuó un experimento 

de pulso y caza con 14c -leucina. El pulso y la caza se dieron durante 

el crecimiento en líquido y a continuación el micelio se colocó en ausencia 
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de nutrientes y en contacto con el aire. En las condiciones en que se 

efectuó el marcaje, el 85% de i'a marca incorporada por el cultivo se detectó 

en proteínas, el 15% restante se localizó en pared y en la fracción soluble 

(Tabla 1). Al término de la aerealogénesis se analizó la distribución de 

la marca hacia otros constituyentes celulares del mtcelfo vegetativo y del 

micelio aéreo. La proteína del micelio vegetativo perdió el 70% de la 

radioactjvidad inicialmente incorporada en ella, y la pared del micelio 

incrementó 3.6 veces su radioactividad con respecto a la radioactividad 

inicial (Tabla 1). En el micelio aéreo se encontró el 10% de la marca 

inicialmente incorporada por el cultivo (Tabla 1). 

La radioactividad asociada al C02 liberado por el cultivo, se midió 

a distintos tiempos durante la aerealogénesis. A las 15 h de incubación el 

20% de la marca inicialmente incorporada por el cultivo se recuperó como 

co2 (Tabla 1). La máxima liberación de co2 radioactivo, registrada entre 

las 6 y 9 h, correlacionó con la máxima velocidad de crecimiento del micelio 

aéreo; a medida que éste dejó de crecer también fué cesando la liberación 

de co2 radioactivo (Fig. 4). 

La cantidad de marca perdida por la proteína (1.7 x 106 cpm) es 

semejante a la suma de .la marca incorporada durante la aerealogénesis en 

las distintas estructuras del micelio vegetativo y micelio aéreo más la 

radioactividad liberada como co2 (1.5 X 10 6 cpm). A las 15 h de la 

aerealogénesis la iuma de la marca en micelio vegetativo, micelio aéreo y 

co2 constituyó el 92% de la marca tnici.almente incorporada por. el cultivo 

(Tabla 1). 
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_Tabla l. Distribución de la radioactividad antes y después de 15 h de aerea
logénesis. El micelio vegetativo en crecimiento exponencial, se marcó con un 
pulso corto de 14C-leucina seguido por un periódo de caza y después de 15 h 
de aerealogénesis se analizó la distribución de la marca. 

ANTES DE LA AEREALOGENESIS OESPUES OE LA AEREALOGENESIS 
MV MV' MA 

cpm % cpm % cpm % 

PROTEINA 2 632 728 84.95 927 347 29.92 167 895 5.42 
PARED CELULAR 221 216 7.14 

' 
807 466 26.06 91 804 2.96 

F. SOLUBLE 240 038 7.74 186 027 6.0D 38 348 1.24 
GLUCOGENO 4 183 0.13 3 369 0.11 708 0.02 
ARN 736 0.02 1 209 0.04 131 0.04 
AON 166 O.DO 1 537 0.05 lll O.DO -
TOTAL 3 099 067 100.00 1 926 955 62.18 300 033 9.68 

C02 624 720 20.17 
_ MV '+co2 +MA 2 851 708 92.02 

Abreviaturas: MV, micelio vegetativo antes de la aerealogénesis; MV', micelio 
vegetativo después de 15 h de aerealogénesis; MA, micelio aéreo de 15 h de 
crecimiento y F. SOLUBLE, se refiere a la fracción soluble que es la mezcla 
de los sobrenadantes obtenidos después de precipitar con TCA y etanol y de 
lavar· la fracción de pared celular. 
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Fig: 4. Liberación de C02 radioactivo durante la aerealogé
nesis de un cultivo marcado preferencialmente en proteínas. 
La incorporación de la marca se realizó en un cultivo en 
medio líquido al final de la fase de crecimiento exponencial. 
El co2 liberado durante la aerealogénesis se atrapó en una 
solución alcalina, se precipitó como carbonato de bario y se 
contó su radioactividad. Liberación de co2 radioactivo (e)·y 

crecimiento del micelio aér~~ (o). 
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IV. POZAS DE AMINOACJDOS DURANTE LA AEREALOGENESIS. 

Durante la fase del crecimiento prestacionaria en medio líquido, N. CJW.6M 

acumula aminoácidos, preferencialmente glutamina y arginina (69). En la cepa 

p!!.ol-3 a las 16 h de crecimiento, las pozas de aminoácidos más elevadas fueron: 

La de alanina que constituyó el 45%del total de aminoácidos, glutamina 20%, 

glutamato 14% y ornitina más arginina 14% (Fig. 5A). Al final de la aerealogé_ 

nesis, los niveles de las pozas de aminoácidos en el micelio vegetativo han disll)j 

nuído notablemente en comparación a los valores iniciales (Fig. 58). Cuando se 

midieron las pozas a intervalos de 3 h durante el período de aerealogénesis, se 

observó que la mayoría de ellas disminuyeron con una velocidad semejante, sólo 

los niveles de glutamina y alanina durante las primeras 6 h bajaron más rápi~ 

mente que los demás aminoácidos y posteriormente disminuyeron a menor velocidad 

( Fig. 5C). 

V. DISMJNUCION DE ALGUNAS POZAS DE AMINOACIDOS DEL MICELIO VEGETATIVO Y SU 
EFECTO SOBRE LA AEREALOGENESIS. 

Para determinar si para que la aerealogénesis ocurra es requerida la aclJll!!! 

lación de aminoácidos en el micelio vegetativo, se probó la capacidad para formar 

micelio aéreo de algunos auxótrofos de aminoácidos, conteniendo una poza baja del 

aminoácido requerido. En la tabla 2 se muestran las pozas de aminoácidos de las cepas 

¡J!t.ol-3, gbi-1b, am-1; en am-1, Mg-3 y .tJtp-2 antes y despues de incubar sin el 

aminoácido requerido. En todos 1 os auxótrofos, excepto en el de prol ina (ya que 

nuestro sistema de análisis no detecta iminoácidos), después del ayuno se com-, 

probó la disminución de la poza del aminoácido requerido. 

La poza de glutamina en la cepa gln-1b disminuyó 7.6 veces cuando se prj 

vó de glutamina y fué 13.B veces menor con respecto a la observada en la ptWl-3. 

Para depletar la poza de glutamato:;sin ocasionar una limitación de glutamina, se 

creció ru,auxótrofo am-1; en am-1 en glutamina más alanina y después 



Fig. 5. Pozas de aminoácidos en: A) el micelio vegetativo después del 
crecimiento prestacionario (16 h), B) el micelio vegetativo despu§s 
de 15 ~de aerealog§nesis, C) el micelio a§reo despu§s de 15 h de 
crecimiento y D) en el micelio vegetativo a distintos tiempos durante 
el periodo de aerealog§nesis. 
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JABLA 2. Pozas de arninoicidos de varios auxótrofos de aminoácidos privados o no del aminoácido 
requerido. Los auxótrofos se crecieron por 12 h en MM-sacarosa con los aminoácidos requeridos, 
excepto la gln-1b que se creció en MM-sacarosa sin NH

4
N0

3 
más glutamina 5 mM. Los cultivos se 

dividieron en dos y se incubaron por 2 h er MM-sacarosa con o sin arninoicido. Las pozas de 
~minoácidos están expresadas como µmoles (mg de proteina)-1 

ptr.ol-3 gln-1b am-1; en am-1 atr.g-3 .tli.p-2 

NH+ 
+ + + NH 4- NH4• NH4-4 NH+ NH+ NH+ NH+ NH+ Medio -pro Gln 1-Al a-Gl n -Arg indol 4 4 4 4 4 

Glu .151 - .167 .204 - .272 .057 - .033 .160 - .111 .164 - .205 
Gln .305 - . 289 .159 - .021 .341 - .143 .193 - .125 •. 306 - .303 
Ala . 410 - .303 .263 -1.167 .124 - .017 .183 - .147 .506 - .438 
Trp NO - NO NO - ND ND - ND ND - NO .010 - .003. 
Arg .068 - .072 .057 - .023 .075 - .066 . 044 - . 027 .068 - .080 

ND significa no detectado. 



se privó de estos aminoácidos, Bajo estas condiciones la poza de glutam-ato 

fue 1.7 veces menor que la del cultivo no privado y 5 veces menor que la 

de la cepa pll.o.e-3. no obstante que la poza de glutamina disminuyó 2.3 veces, 

todavía se mantuvo acumulada, En la cepa am-1; en am-1, además de la poza 
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de glutamato y glutamina, también bajo considerablemente la poza de alanina, 

7.3 veces comparada con el cultivo no privado y l~ veces comparada con la 

cepa pll.o.e-3. La poza de arginina ·en ·e1 cultivo de la Mg-3 en ayuno de 

este aminoácido fue de J.6 veces más baja que en el cultivo no privado y 

2.7 veces menor que en la pll.D.e-3. La poza de tr,iptofano sólo se detectó 

cuando la cepa .tltp-2 se creció en indol, y disminuyó notablemente cuando 

la cepa se creció en ausencia de dicho precursor de triptofano. 

Además de la disminución en las poz_as de los aminoácidos requeridos 

se observó: que tanto en la cepa g.en-1b como en la am-7; en am-1 cuando 

se crecieron en glutamina y en glutamina-alanina-NH¡, respectivamente; la 

poza de alanina fue baja, 1.5 y 3.3 veces menor que en la p!!.ol-3. Cuando 

se transfirieron a NH¡, en la gbi-1 b la poza de a 1 ani na se incrementó 

9. 5 veces. no así "en la doble mutante am-1; en am-1, en la cual 1 a poza de 

alanina· disminuyó aún más, _7.3 veces (tabla 2). En la gln-1b en ayuno de 

_glutamina, además de la poza de este aminoácido también disminuyó la poza 

de arginina, 2.5 veces si se compara con el cultivo no limitado y 3.1 

veces si se compara con la cepa pll.ol-3 privada de prolina (tabla 2). 

Las cepas ¡mol-3, am-1 ; en am-1 y .tltp-2 deprivadas, formaron 9%, 

15% y 8% más micelio aéreo que cuando no fueron privadas. La Mg-3 y la 

gln-1b formaron 25% y 67% menos ca~tidad de micelio aéreo que la producida 

por el cultivo no limitado (Fig. "6). La pll.ol-3, tratada con metionina 
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fig. 6. Cantidad de micelio aéreo productdo por varios aux6trofos de 
aminoácidos privados o no del aminoácido requeri:do, Las candi.dones 
experimentales son las de la tabla 2. Los micelios aéreos se coseth3 .. 
ron a las 15 h de aerealogenésis. La primera barra para cada cepa 
representa la cantidad de micelio aéreo producido por el cultivo no 
privado, la segunda, por el cultivo privado; ambas son el promedio 

de dos experimentos. 
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sulfoximina (MS) para inhibir la GS (90) y depletar la poza de glutamina, 

también produjo mucho menos cantidad de micelio a~reo que el cultivo 

no tratado. (dato no mostrado). 
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Al final de la aerealogénesis, la distribución de las pozas de aminoá 

cidos en las cepas am-1; e11 am-1, .tJtp-2 y aJtg-3, privadas ó no del aminoácido 

requerido flieron s imi 1 ares a 1 as de 1 a p!i.ol-3 no 1 imitada. En 1 a fi g. SA-C se 

presenta la distribución de las pozas en las distintas estructuras de la 

¡mo.e.-3 no 1 imitada. En la cepa am-1; eii am-1, no obstante de carecer de 

las actividades de la GDH-NADP y la GOGAT, y que el nivel de la poza de 

glutamato en el micelio vegetativo fue bajo durante el crecimiento 

prestacionario (Tabla 2 y fig. 7A), al final de la aerealogénesis la poza 

de este aminoácido aumentó en el micelio vegetativo y se acumuló en el 

micelio aéreo. La acumulación de glutamato fue mayor en el cultivo privado 

(Fig. 7B). En el escaso micelio aéreo formado por el cultivo de la g.e.ii-lb 

limitado de glutamina, los niveles de todos los aminoácidos fueron marcada

mente más bajos que los observados en el cultivo no limitado (Fiq. 8A.~ Bl 
La inhibición de la aerealogénesis en la cepa con baja poza de glut-ª._ 

mina, podría deberse a la falta de alguno de los compuestos cuya biosínt~sis 

depende de glutamina. Para descartar esta posibilidad, a cultivos de la 

cepa g.e.11-lb, previamente tratados con MS para disminuir aún más la poza 

.de glutamina, (Tabla 3), se les adidonó por separado algunos de los 

siguientes compuestos: NH~ , glutamato, arginina, triptofano, glucosamina, 

guanosina y una mezcla de estas distintas aminas además de histidina, 

asparagina y adenosina. Al término de la incubación con los compuestos 

adicionados se midieron las pozas de aminoácidos, la poza de glutamina 
··:· 
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Fig. 7. Pozas de aminoácidos en la cepa am-1¡ e.n am-1. 
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Tabla 3. Pozas de aminoácidos en la cepa gln-lb deprivada de glutamina e incubada en presencia de varias 
aminas. La cepa gln-lb se creció durante 12 h en MM-sacarosa sin NH4No3 más 5 mM de glutamina ( primera 
columna) y posteriormente se transfirió durante 30 min a MM-sacarosa con 0.5 mM de metionina sulfoximina 
(segunda columna). A continuación el cultivo se dividió en 8 fracciones iguales que se incubaron por 2 h 
en : MM-sacarosa (tercera columna), MM-sacarosa mas alguna de las aminas indicadas (cuarta a novena 
columna) y MM-sacarosa con la mezcla de estas aminas más histidina, asparagina y adenosina. 

*Gln MS NH+ 
4 Gln Glu Arg Trp Guan.** GluN.*** Mezcla 

Gl u .205 .237 .268 .223 . 398 .207 .204 .222 .230 .241 

Gln .159 .010 .024 .078 .017 .005 .007 .007 .020 .002 .... 
Alá .274. .291 . 729 .198 .437 .320 . 319 .316 .296 .556 

MS .140 .023 .006 . 016 .021 .009 .035 .020 .005 

His .095 .060 .058 .07~ .082 .071 .067 .030 .058 .OIÍS 

Trp ND ND ND ND ND ND .486 NO NO .373 

Orn .047 .048 .044 .030 .051 .028 .042 .018 .034 .038 

Arg .057 .043 .043 .063 . 054 . l 66 .072 .048 .034 .093 

* Cultivo no deprivado de glutamina ni incubado con MS 
** Guanosina 

***Glucosamina 



45 

permaneció baja y cuando se adicionó a los cultivos glutamato, arginina, 

triptofano, glutamina y glucosamina por separado o en mezcla se notó un 

incremento en las pozas respectivas (Tablas 3, glucosamina no se muestra y 

nuestro sistema de análisis no detecta purinas). Ninguno de los compuestos 

probados ni la mezca de todos restauró el crecimiento del micelio aéreo tan 

eficientemente como glutamina (Fig. 9). 

V. ASIMILACION DE AMONIO DURANTE LA AEREALOGENESIS. 

Como se mencionó en la introducción, durante el crecimiento vegetativo 

en N .. CJI.cuba el NH: es asimilado mediante dos vías biosintéticas: en exceso 

de NH:. éste se asimila mediante la GDH-NAOP y el octámero de isozima 8 de 

GS ; cuando el NH: es limitante, se asimila a través del tetrámero de la 

isozima a de GS y la GOGAT (51, 65). Para determinar cuales son las vías de 

asimilación del NH: en las distintas estructuras ~eneradas durante la 

aerealogénesis, se midieron las actividades enzimáticas de las dos vías a 

diferentes tiempos de incubación. En estos estudios las determinaciones se 

efectuaron en el micelio vegetativo en fase de crecimiento prestacionaria, en 

el micelio vegetativo capa inferior y superior, y en el micelio aéreo. 

La actividad de la GDH-NADP es alta en el micelio de fase de 

crecimiento prestacionario, se mantiene alta en el micelio vegetativo inferior 

y decrece en el micelio vegetativo superior. A las 12 h de incubación la 

actividad es 7 veces menor en el micelio vegetativo superior que en el 

micelio en fase de crecimiento prestacionario o en el micelio vegetativo 

inferior. En el micelio aéreo se detectó una mínima actividad de la G!}J-NADP 
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fig, 9, Cantidad de micelio aéreo formada por la cepa gln-1b priva
da de glutamina e incubada en presencia de varias aminas. Las condj 
ciones experimentales son las de la tabla 3. Despues de las 15 h de 
aerealogénesis se cuantificó la can1jdad de proteína del micelio aé 
reo. Cada' barra es el promedio d.~· dos experimentos. 
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(Fig. lOA). Se midió también la actividad de la glutamato deshidrogenasa 

catabólica (GDH-NAD), y en general se obtuvieron bajos valores de oxidación 

del NADH (Fig. lOB). Se observó que la actividad de esta enzima siempre 

guardó una relación inversa ·a la enzima biosintética. 

La actividad de la GS en el micelio vegetativo inferior se 

incrementó 2 veces durante las 12 h de incubación, con respecto a la 

presente en el micelio vegetativo en crecimiento prestacionario. En el 

micelio vegetativo superior esta actividad disminuyó 8 veces; a las 12 h 

de incubación, la actividad de GS fue 16 veces mis alta en el micelio 

vegetativo inferior que en el superior. En el micelio aéreo se detectó una 

moderada actividad de GS (Fig. 11A). 
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Ya que la actividad de la GDH-NADP fue baja en el micelio vegetativo 

y particularmente en el.micelio aéreo, se esperó encontrar en ellos una acti

vidad de GOGAT alta. Sin embargo, la actividad de esta enzima fué muy baja 

en todas las estructuras. En la Fig. llB, entre las 3-y 15 h de incubación 

se observa un incremento en la actividad de la enzima en el micelio vegetativo 

inferior. Debido a ello se midió la actividad de esta enzima a las 18 y 21 h 

de incubación y no se detectó mayor actividad en ninguno de los tres micelios. 

Resumiendo, en el micelio vegetativo inferior se detectaron actividades 

altas de la GDH-NADP y de la GS. En el micelio vegetativo superior, coincidente 

con un incremento en la actividad de la aDH-NAD, se detectó una marcada 

disminución en las actividades específicas de la ~Dfl-NADP y de la GS a lo 

largo de las primeras 12 h de aerealogénesis. En el micelio aéreo se encontró 

actividad de la GDH~NAD y una mediana actividad de la GS. La actividad de 

··'" 



Fig. 10. Actividades específicas de las enzimas (AJ GDH-NADP y (B) 
GDH-NAD, durante la aerealogénesis de la cepa pJLo.l'.-3. Sim~olos: 

actividad medida en: el micelio vegetativo de 15h de crecimiento 
en medio liquido (o) (ver el origen), el micelio vegetativo infe
rior (a¡; el micelio vegetativo superior(•) y en el micelio aé
reo lll). 
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Fig. 11. Actividades específicas de las enzimas (A) GS y (B) GOGAT 0 

durante la aerealogénesis de la cepa ¡mol-3. S1mbolos: ·indican lo 
mismo que en la Fig. 10. 
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la GOGAT fué baja en las tre~ estructura~. 

VI. FORMAS OLIGOMERICAS E JSOZIMAS DE LA GS DURANTE LA AEREALOGENESIS. 

Con el objeto de caractertzar las formas oligómericas de la GS, los 

extractos de cada una de las estructuras se centrifugaron en gradientes 

continuos de sacarosa de 5 a 20%. En 1 a Fig. 12 se presenta la actividad de 

la GS de las fracciones de dichos gradientes, medida por su ensayo de 

transferasa. El pico con la máxima actividad detectada en las fracciones 19 y 

20 corresponde a 1 a forma o l i gomªri ca de un octámero. El pico de 1 tetrámero 

de GS en nuestras condic.i.ones de ce>rri:da migra entre las fracci.ones 10 y 12. 

En todas las estructuras anali'zadas la GS presentó una forma octamérica. En 

el micelio en fase de crecimiento prestacionaria y en los micelios vegetativos 

inferior y superior, el corrimiento del pico hacia la izquierda i:ndica la 

presencia de formas oligciméri.cas menores .. 

Para determinar que i soz imas de la GS estain presentes durante la 

aerealogénesis, los extractos de las diferentes estructuras, se inmunoprecipi

taron con anti-GS. Los inmunoprecipi.tados se corrieron en geles de poliacril

amida:. con SDS y urea. La Fig. 12 muestra la tinción de estos geles con azul 

de coomas i e. La GS en todas las estructuras estuvo compuesta preferenci.a lmente 

por la isozima s. La relación aproximada de los monómeros S y· a, S/a; 

obtenida del perfil de absorbancia a 680 nm de las bandas del gel; fué de 2,6 

en el micelio de crecimiento en fase prestacionaria; en el mtcelto vegetativo 

inferfor disminuyó durante las Primeras 3 b de incubaci'ón y después se. 

incrementó hasta alcanzar a las 12 h un valor de 2.1 (Fi.g, l3A}. En el micelio 

vegetativo superior esta relaciórf'.'.fué de 1.5 y en el micelio aéreo de 2.6, 



FIG. 12. Formas oligoméricas y monómeros de la GS: A) En el micelio 

vegetativo de 15 h de crecimiento y a las 12 h de aerealogénesis en¡ B) el 

micelio vegetativo inferior; C) el micelio ve~etativo superior y D) el 

micelio aéreo. Los extractos de los micelios se corrieron en gradientes 

continuos óe sacarosa o se inmunoprecipitaron, el inmunoprecipitado se 

anlizó mediante electroforésis en qeles de poliacrilamida con SDS y urea. 

En cada figura se muestra la actividad de GS (transferasa) a lo largo del 

gradiente de sacarosa, y los polipeptidos a y a de los ~eles teñidos con 

azul de coomasie. 
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FIG. 13. Relación de los monómeros a y a, (a/a), de la GS en el micelio 

vegetativo inferior. A) Análisis electroforético de los monómeros de GS 

inmunoprecipitados de extractos de b} micelio vegetativo a las 15 h de 

crecimiento en ~edio líquido y, (c-f), micelio vegetativo inferior de 

c) 3·h, d) 6 h, e) 9 h y f) 12 h de aerealonénesis. En el carril a) se 

corrió la enzima pura. Los carriles del gel se cortaron y en cada uno se 

determinó la cantidad relativa de los monómeros a y a midiendo la absor

ción luminosa de las bandas. La Fig, B muestra la relación a/a obtenida 

para los distintos carriles, 
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VII. VIAS, ALTERNAS DE SINTESIS DEL ACIDO GLUTAMICO EN EL MICELIO AEREO. 

La ausencia de la actividad de la GDH-NADP y la baja actividad de 

la GOGAT, registradas en el micelio aéreo, contrastan con la alta poza de 

glutamato en esta estructura y en las conidias. El 2.4% del peso seco en las 

conidias es icido glutimico (91). Debido a estas razones se decidió explorar 

vías alternas para la síntesis de ácido glutámico en el micelio aéreo. Las 

siguientes observaciones condujeron a pensar en glutamina como un sustrato 

para la síntesis del ácido glutámico. a) Para la eficiente formación del 

micelio aéreo se observó el requerimiento de una poza alta de glutamina en 

el micelio vegetativo inferior; b) Durante la aerealogénesis, en el micelio 

vegetativo inferjor, se detectó un incremento en la actividad de la GS, y 

así mismo, se detectó actividad de esta enzima en el micelio aéreo; y c) En 

el laboratorio se tienen evidencias de que existe un transporte de glutamina 

del micelio vegetativo inferior hacia el micelio aéreo. 

Las vías alternas mediante las cuales se puede sintetizar el glutamato 

a partir de glutamina son : 1) Como producto de la hidrólisis de glutamina, 

en una reacción catalizada por una glutaminasa; 2) Mediante una reacción de 

transaminación a partir de los grupos amino de otros aminoácidos y 

a-cetoglutarato y 3) Como producto de la transamidación de glutamina. 

En el presente estudio unicamente se analizan las primeras dos vias: 

La actividad de glutaminasa se busc6 en las estructuras generadas por 

la aerealogénesis, particularmente en el micelio aéreo. Los ensayos se 

hicieron a diferentes pHs en el rango de 5 a 9, en presencia de conocidos 

activadores como fostatos, GTP, ATP (84), AMPc y glutamato (85) y a 



temperaturas de 30ºC y 37°C. Bajo las distintas condiciones ensayadas, en 

ninguna de las estructuras se detectó actividad de glutaminasa. Tampoco se 

encontró actividad de esta enzima en los extractos de la cepa silvestre y 

del auxótrofo de glutamato am-1; en am-1, cuando se transfirieron por 8 y 
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4 horas respectivamente, a un medio con glutamina como única fuente de 

carbono y de nitrógeno. Por otra parte, la glutaminasa de E. co.li:, en 

presencia y ausencia de extracto de micelio aéreo, dió valores de actividad 

similares. Con esto verificamos la eficacia de nuestro ensayo y descartamos 

la presencia de inhibidores en nuestros extractos. Con base en estos resulta

dos concluimos que no hay actividad de glutaminasa en las distintas 

estructuras ensayadas. 

Si el glutamato en el micelio aéreo proviene de transaminaciones, 

alanina y glutamina podrían ser buenos candidatos para funcionar como 

donadores de grupos amino, ya que 1 as pozas de estos aminoácidos, que en 

un principio se encontraron acumuladas en el micelio vegetativo del 

crecimiento prestacionario, disminuyen en el micelio vegetativo durante la 

aerealogénesis y se acumulan en el micelio aéreo. 

Cuando se midió la actividad de la alanina transaminasa, se encontró 

alta en el micelio aéreo y un similar valor de actividad se detectó en el 

micelio vegetativo del crecimiento prestacionario. En los mi.celios vegetativos 

inferior y superior la actividad disminuyó a lo largo de la aerea1ogénesis 

(Fig. 14A). 

La glutami.no transami:nas& mostró un& activi.dad constante a lo largo 

del crecimiento vegetativo. Cuando el mi.cel io se colocó en condi'dones de 

aerealogénesis, tanto en el mice1io vegetativo inferior como en el superior,. 
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la actividad de esta enzima dis11Jtnuyó rápíd¡¡mente lF19, 14B}, Por otro 

lado en el micelio aéreo se detectó un alto valor de actividad, la cual fué 

3 veces más alta que en el micelio en crecimiento vegetativo, y alrededor 

de 40 veces más alta que en los micel íos vegetati'vos inferior y supertor, 

después de 9 h de aerealogénesis. 



Fig. 14. Actividades específicas de las enzimas (A) alanina transa
minasa y (B) glutamina transaminasa, durante la aerealogénesis de la 
cepa p~ol-3. Símbolos: Actividad medida en el micelio vegetativo 
durante su crecimiento exponencial y prestacionario (o), el resto de 
los sfmbolos indican lo mismo que en la Fig. 10. 
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DISCUSION 

Consideramos que el sistema de Stine y Clarck para la obtención del 

micelio aéreo (13) ofrece varias ventajas P!![ª el estudio de la esporulación 

asexual de .N. Cll.tv..~a: a) la separación de la fase de crecimiento vegetativo 

y la fase de conidiación. Cuando el micelio vegetativo es deprivado de 

nutrientes deja de crecer vegetativamente y degrada sus proteínas; b) la 

sincronización en la aparición, el crecimiento y la conidiación del micelio 

afeo; c) la posibilidad de separar fácilmente las estructuras producidas 

durante lidiferenciación: micelio vegetativo inferior y superior y micelio 

aéreo; d) la obtención de cantidades adecuadas de estas esctructuras para 

su análisis bioquímico; e) la rapidez del proceso de diferenciación. A 

diferencia de la conidiación en cultivos sólidos o en 1cultivos estacionarios, 

que tarda alrededor de 3 días, la conidiación en el sistema de Stine Clarck 

sólo toma el tiempo utilizado en el crecimiento vegetativo del micelio, de 

12 a 15 h, más 15 h de deprivación de nutrientes, en total aproximadamente 

30 h ; f) la viabilidad de las conidias obtenidas a juzgar por el alto 

porcentaje de germinación, el crecimiento vegetativo con un tiempo de 

duplicación semejante al del micelio crecido a partir de conidias obtenidas 

de medio sólido, y la formación de micelio aéreo y conidias con una 

eficiencia similar a la del micelio vegetativo producido por las conidias 

provenientes de medios sólidos (13 y datos del laboratorio). 

Dado que la conidiación en este sistema ocurre en total ausencia de 

nutrientes, ofrece la posibilidad.de analizar el crecimiento y conidiación 
~ 
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del micelio aéreo a expensas del micelio vegetativo. Esta peculiaridad del 

sistema nos ha llevado a preguntarnos acerca de cual ó cuales son los 

constituyentes del micelio vegetativo que participan como fuentes de 

carbono y nitrógeno para la formación del micelio aéreo. Cuando se analizó 

la participación del glucógeno como una posible fuente de carbono, se 

observó que un alto contenido de glucógeno en el micelio vegetativo, 

(arriba del 4% del peso seco), retardó alrededor de 2 a 3 h la aparición del 

micelio aéreo. El crecimiento del micelio aéreo en este cultivo fué más 

lento que en los cultivos con moderado y bajo contenido de glucógeno (menos 

del 1.4% del peso seco del micelio vegetativo) (Fig. 3A). En los cultivos 

con moderado y alto contenido de glucógeno se observó una rápida glucogen.Q. 

lisis durante las primeras 3 y 6 h de incubación, respectivamente fig. 3B). 

La cantidad de glucosa producida durante la degradación del glucógeno, en 

el cultivo con un alto contenido de éste, podría activar la vía glicolitica 

y debido a ello es probable que el retraso observado en la iniciación de la 

aerealogénesis se deba a un efecto de represión catabólica de glucosa sobre la 

conidiación. Turian y Bianchi (6) han presentado evidencias sugiriendo que 

durante la conidiación de N. eJul.66a existe un cese en la actividad de la 

vía glicolítica. En s. ceJLev.l6-la.e se ha observado que la glucosa reprime 

la esporulación y que fuentes de carbono gluconeogénicas como acetato y 

etanol la favorecen (92 y 93). En los cultivos con alto glucógeno, después 

de 6 a 7 h de incubación, aún restando un contenido de glucógeno 

relativamente alto, éste fué catabolizado a una velocidad mucho meryor que 

durante las primeras horas de la aerealogénesis (Fig. 3B). La razón por 

la que el glucógeno deja de cat~bolizarse durante la aerealogénesis requiere 
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de un análisis más detallado. Durante la formación del cuerpo fructífero en 

V. dLóc.oldellJn a partir de amibas con un alto contenido de glucógeno ocurre 

tambien una situación semejante (94). Por otra parte la degradación de 

glucógeno es dispensable para la aerealogénesis, ya que el micelio vegetativo 

con bajo contenido de glucógeno sostuvo eficientemente la producción del 

micelio aéreo (Fig. 3A). 

Además de la glucogenólisis se observó una disminución considerable 

en el contenido inicial de proteínas a lo largo de toda la aerealogénesis. 

En otros sistemas de esporulación como en s. c.eJtev.l6.lae (23), B. hub.t,i,lf.(j, 

(25) y durante la formación del cuerpo fructífero de V. d.úic.oldeum (26), se 

ha observado un acentuado catabolismo de proteínas durante el proceso de 

diferenciación. La velocidad de degradación de la proteína del micelio 

vegetativo fue esencialmente la misma en los micelios con alto, moderado ó 

bajo contenido de glucógeno (Fig. 3C). Cabe señalar que desconocemos hasta 

que punto sean val idas estas comparaciones, ya que el micello con i11te 

contenido de glucógeno proviene de un cultivo en fase de crecimiento 

estacionario y los otros dos de cultivos en fase de crecimtento exponenci.al. 

También en V. d.úic.oldewn la degradación de protei'nas es la misma en amibas 

con distintos contenidos iniciales de glucógeno (94). La magnitud del 

catabolismo de proteínas fué independtente de la cantidad de mtcelio 

vegetativo que se puso a formar micelio aéreo en cultivos que producen 

alrededor de 4.5 a 5 mg de proteína de micelio aéreo. Considerando que el 

contenido de carbono en· la proteína y en el glucógeno es de un 40%, 

··:' 



(descontando las descarboxilaciones del catabolismo de los aminoácidos que 

ocurren fuera del ciclo de Krebs y que representan alrededor del 3%) se 

derivan 2.2, 8.3 y 23 veces mas esqueletos de carbono de la degradación de 

proteínas que de la glucogenólisis en los cultivos con alto, moderado y 

bajo contenido de glucógeno respectivamente. Durante las primeras 9 h de la 

aerealogénesis en el cultivo con moderado contenido de glucógeno se detectó 
+ una importante excreción de NH4, probablemente derivado del catabolismo 

protéico (Fig. 30). 
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Cuando se marcaron preferencialrnente las proteínas del micelio 

vegetativo, se detectó una disminución del 70% de la marca en proteínas 

(Tabla 1), lo cual indica, corno es de esperarse, que el recambio de proteínas 

en el sistema es mayor que el detectado como disminución en el contenido de 

proteínas (Fig. 3C). Los esqueletos de carbono derivados del catabolismo 

de proteínas fueron utilizados principalmente: corno fuente de energía, 

mediante su oxidación a través del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, 

para síntesis de pared del micelio vegetativo y para síntesis del micelio 

aéreo (Tabla 1). En estas condiciones durante las primeras 9 h de la 

aerealogénesis se observó una rápida liberación de co2 radioactivo, que 

coincidi.ó con el crecimiento del mi.cel io aéreo. En .las siguientes 6 h, el 

crecimiento del mi.celta aé'reo y la l i.beración de co2 declinaron (fig. 4). 

Asurni_endo que el recambio de pared es mínimo (95) y que toda la radioactividad 

de la fracción soluble, glucógeno y ácidos nucleicos del micelio vegetativo 

fuera oxidada y ·liberada corno co2 , por lo menos un 60% de la radioactividad 

detectada en co2 debió provenir de la marca inicialmente incorporada a 

proteínas. Y si toda la marca en .. :•las fracciones· mencionadas fuera incorporada 



en la pared o en el micelio aéreo, al menos un 42% y 18% de la marca 

detectada al final de la aerealogénesis en pared y micelio aéreo, respec'lj 

vamente, debió provenir de la marca inicialmente incorporada en proteínas. 

Estos porcentajes son estimaciones mínimas y probablemente el porcentaje 

real sea cercano al 100%. El hecho de que una considerable proporción de 
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la marca, proveniente de la degradación de proteínas, se incorpore en la 

pared celular, sugiere que durante la aerealogénesis se canaliza un impor

tante flujo de esqueletos de carbono a través de la vía gluconeogénica. En V. 

cllhca~delU11 la proteína se utiliza como fuente de energía (94) y también 

durante la esporulación sexual de AbpVtgi1.e.lui 1tldula1U>, en algunas condiciones 

la degradación de proteínas es la principal fuente de carbono y energía (96). 

El catabolismo protéico en el micelio vegetativo es una importante 

fuente de carbono y energía para la formación del micelio aéreo. Así mismo, 

el nitrógeno utilizado en dichos procesos pudiera derivar de los aminoácidos 

provenientes de· la degradación de proteínas, así como de los aminoácidos 

acumulados en el micelio vegetativo durante el crecimiento exponencial y 

prestacionario. Durante la aerealogénesis, no obstante el marcado catabolismo 

de proteínas, los niveles de las pozas de aminoácidos bajaron (Fig. SA, By D). 

La velocidad de utilización de glutamina y de alanina fue mucho mayor que la 

de los otros aminoácidos (Fig. 50). En S. ceJLev~i.a.e tambien se ha observado 

que los niveles de las pozas de glutamina y glutamato bajan considerablemente 

al inicio de la esporulación (41). 

En el micelio aéreo la mayoría de·los aminoácidos se encontraron 

acumulados, especialmente glutamato y glutamina (Fig. 5C). Eh las conidias 

de N. CJUL6ba el glutamato constituye el 2.4% de su peso seco y se ha propuesto 

que, durante la germinación de las conidias, el catabolismo de glutamato 



genera el poder reductor para la activación del metabolismo celular (91). 

También en las esporas de bacterias del género Bac.lllti./,, el glutamato es el 

aminoácido mas acumulado, y en B. me.ga.teJU.um, la poza de glutamato baja 

rápidamente durante los primeros 30 seg de la germinación (97). Estos 

resultados sugieren que la acumulación de glutamato durante la esporulación 

puede ser un proceso indispensable para la germinación de las esporas ó 

conidias. 
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Cuando se probó la eficiencia para formar micelio aéreo de cultivos 

deprivados de prolina, glutamato, alanina, arginina, glutamina o triptofano, 

sólo en los deprivados de glutamina y arginina la formación del micelio aéreo 

se inhibió en un 7~ y 25%, respectivamente; la deprivación de los otros 

aminoácidos no tuvo ningún efecto inhibitorio sobre la formac.ión del micelio 

aéreo (Fig. 6). Estos resultados sugieren que para la aerealogénesis se 

requiere una poza alta de glutamina y probablemente también de arginina. La 

glutamina durante la aerealogénesis, tiene otra función aparte de la de donar 

el nitrógeno para la síntesis de glutamato, arginina, triptofano, histidina, 

glucosamini, guanosina y adenosina, ya que la adición de estas aminas al 

cultivo deprivado de glutamina no restauró el crecimiento del micelio aéreo 

como lo hizo la glutamina (Fig. 9)-. Aunque no se midieron las pozas de 

guanosina y adenosina, se sabe que N. CJ!.a.b~a si transporta estos compuestos 

(98). En el escaso micelio aéreo producido por el cultivo deprivado de 

glutamina, no se acumularon las pozas de aminoácidos, no obstante que éstas 

se mantienen acumuladas en el micelio vegetativo inferior (Figs. BA y B), 

sugiriendo una posible relación entre la poza de glutamina y la movilización 
.. ·• 
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de aminoácidos, La di.sminución del nivel de las pozas de amfooáctdos en el 

micelio vegetativo inferior, asi'. como su acumulación en e.l mkelto aéreo, 

podrían deberse a una rárida utilización de éstos en el micelio vegetativo 

y/o a su transporte hacia el micelio aéreo en crecimiento. En el laboratorio 

se tienen datos que sugieren la existencia de un transporte de glutamina del 

micelio vegetativo inferior hacia el micelio aéreo. Si durante la aerealo~ 

nesis se marca la poza de glutamina del micelio vegetativo, al final de la 

aerealogénesis la marca se distribuye preferencialmente hacia el micelio 

vegetativo superior y el micelio aéreo (Jesús Aguirre, resultados no publi~ 

dos). 

Ya que es probable que durante la aerealogénesis la distribución de 

la glutamina entre las diferentes estructuras tenga un papel importante, se 

midieron las enzimas que participan en la síntesis de glutamina y algunas 

enzimas relacionadas a la utilización de ~lutamtna. 

En el micelio inferior se detectaron actividades altas de la GDH-NADP 
! 

y de la GS (Figs. lOA y llA). También durante la esporulación de s .. ceJLev.t.6.la.e, 

se ha detectado una actividad alta de la GDH-NADP y un incremento en la 

actividad de la GS (41). En el micelio vegetativo inferior la forma 

oligomérica de la GS correspondió a la de un octámero compuesto preferencial

menta por la isozima S (Fig. 12). Por otra parte en este micelio se detectó 

una actividad muy baja de la GOGAT (Fig. llB) y practicamente no se encontró 

actividad de la GDH-NAD {Fig. lOB). Estos resultados indican que en el 

micelio vegetativo inferior el amonio se asimila mediante las enzimas GDH-NPDP 

y GS octamérica compuesta preferencialmente por los monómeros s: Esta vía 

funciona durante el crecimiento en condiciones donde el amonio se encuentra 
<~ 



en exceso, lo cual contrasta con las condiciones de deprivación 

de carbono y de nitrógeno en las que se induce la aerealogénesis en nuestro 

sistema experimental. 

En N. CJtMM se ha visto que la actividad de la GDH-NADP es alta 

cuando se crece al organismo en buenas fuentes de carbono como glucosa, 

sacarosa o fructuosa y bajo estas condiciones la GDH-NAD está reprimida {55). 

En exceso de amonio la actividad de la GDH-NADP es alta (53). En el micelio 

vegetativo inferior la actividad alta de la GDH-NADP así como la ausencia 
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de actividad de la GDH- NAD (Figs. 10 A y B), sugieren la presencia de carbono 

y amonio intracelulares en este micelio. Por otro lado, se ha observado que 

en ausencia de fuentes de carbono y de nitrógeno la GS octamérica de 

N. CJtCUi&a se degrada rápidamente {61). En el micelio vegetativo inferior ésto 

no parece ocurrir; por el contrario, la actividad de la GS se incrementó 2 

veces con respecto a la presente durante el crecimiento prestacionario 

(Fig. llA). Sin embargo, la disminución en la relación de los polipeptidos 

a y CI de la GS, S/a., durante las primeras 3 h de incubación (Fig. 13), sin• 

aumento considerable en la actividad de la GS durante ese ti.empo (Fig. llA), 

pudiera interpretarse como una degradación del pol ipeptido ~ y unil cQncomitante 

síntesis del polipeptido a.. Después de las primeras 3 h, la relación f3/ci se 

incremento hasta alcanzar una relación similar a la inicial (Fig. 13). Esto 

podría tomarse como indicación de que después de las 3 h ya existe suficiente 

amonio y esqueletos de carbono dentro de la célula. 

Las actividades enzimáticas detectadas y el hecho de que se haya 

observado una importante degradación de proteínas y de glucógeno,así como la 

excreción de amonio al medio, hacen pensar de que el micelio vegetativo 



inferior tiene suficiente amonio y esqueletos de carbono intracelulares, que 

le penniten mantener e inclusive aumentar la síntesis de glutamina. 

En el micelio vegetativo superior, se detectó una actividad muy 

baja de la GDH-NADP, mediana actividad de la GS y no se encontró actividad 

de la GOGAT. Debido a estos resultados se puede concluir que la capacidad 

de este micelio para asimilar amonio es muy limitada. 

En el micelio aéreo no existe el funcionamiento de una vía de 

asimilación de amonio como tal, aunque en él se encontró una mediana 

actividad de la GS (Fig. 11 A). No se detectaron actividades de las enzimas 

GDH-NADP y GOGAT {Figs. 10Ay11 B). Estos resultados y el hecho de que la 

cepa a.m-1; en am-1, que carece de las actividades de la GDH-NADP y de la 

GOGAT, produjo un abundante micelio aéreo (Fig. 6) señalan que no se requiere 

la actividad de estas enzimas para la aerealogénesis. La ausencia de las 

actividades de la GDH-NADP y GOGAT contrasta con la acumulación de ·glutamato 

encontrada en el micelio aéreo (Fig. 5 C). El transporte de glutamato del 

micelio vegetativo inferior hacia el micelio aéreo podría explicar la 

acumulación de este aminoácido. Sin embargo esto es poco probable ya que 

la cepa am-1; en am-1, con un nivel bajo en la poza de glutamato (Tabla 2 y 

Fig. 7) formó abundante micelio aéreo (Fig. 6) en el cual además se encontró 

uAa poza alta de este aminoácido (Fig. 7A y B). Alternativamente la síntesis 

de glutamato pudiera efectuarse a partir de glutamina. La vía directa 

mediante la cual glutamina puede dar glutamato es por la acción de una 

glutaminasa. Dado que la intensiva búsqueda de esta actividad enzimática 

resultó infructuosa, pensamos qu~.:•probablemente no exista actividad de 
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9lutaminasa en N. CJtlL66a, 

En el micelio aéreo se encontró una actividad alta de la glutamina 

transaminasa (Fig. 148). Esta enzima cataliza la transaminación irreversible 

de un a-cetoácido con glutamina. En N. C!tMM (Calderón, J., Morett, E., y 

Mora, J. Manuscrito en preparación) al igual que en otros sistemas como en 

higado (99), rifión (lOQ y cerebro (101),se ha visto que la glutamina 

transaminasa, esta acoplada a la w-amidasa, y catabolizan la glutamina hasta 

a-cetoglutarato y amonio. Espín et al {102), han propuesto que en N. C!ta66a 

esta vía participa en la degradación y resíntesis de la glutamina en un 
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ciclo en donde el amonio asimilado por la célula en glutamina es distribuido, 

mediante la glutamina transaminasa, hacía otros aminoácidos. En ausencia de 

la GDH-NADP y de la GOGAT o cuando la glutamina es la fuente de nitrógeno, 

mediante la acción acoplada de la glutamina transaminasa y la w-amidasa se 

puede sintetizar el ácido glutámico, si el a-cetoglutarato proveniente de la 

degradación de glutamina es transaminado con un aminoácido. En las 

condiciones de crecimiento en donde glutamina se utiliza como fuente de 

nitrógeno, como en el caso de la gin-lb, se observa una disminución en la 

poza de alanina; este mismo efecto se observó en la cepa am-1; en am-1 cuando 

se creció en glutamina y alanina como fuentes de nitrógeno {Tabla 2). Por 

otra parte la am-1; en am-1 crece en l.\M-sacarosa más alanina con un tiempo 

de duplicación (3.06 h) muy similar al observado cuando se crece en 

l.\M-sacarosa con glutamato más alanina (2,9, h). La disminución de la poza 

de alanina en estas condicionf!s podría explicarse si el glutamato es sinteti

zado. a partir de la transaminación de alanina y el a-cetoglutarato 



proveniente de la degradación de glutamina. En el micelio aéreo se encontró 

una actividad alta de alanina transaminasa (Fig.14A). 

Con base en estos resultados se propone que en el micelio aéreo el 

glutamato puede sintetizarse mediante la siguiente vía: 

•. 
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a-cetoglutarato~glutamoto--0-1~4.-..> - .... glulamlna 
a-cetoácldol • 

+ -protetna 

NHt 

medio e>ttracelular 

ENZIMAS QUE PARTICIPAN EN LA VIA: 

(1) Glutamina transaminasa. 

(2) w-amidasa. 

(3) Alanina transaminasa. 

(4) Glutamina sintetasa. 

(5) Glutamato deshidrogenasa. 
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En la primera reacción la glutamina del micelio aéreo (transportada 

desde el micelio vegetativo inferior) transamina con un a-cetoácido mediante 

la enzima glutamina transaminasa para producir un aminoácido y 

a-cetoglutaramato; en la segunda reacción, el a-cetoglutaramato es desamidado 

por la w-amidasa para producir a-cetoglutarato y amonio, y en la tercera 

reacción el a-cetoglutarato es transaminado por la alanina transaminasa 

produciendo glutamato y piruvato. Esta vía metabólica explicaría la sínteis 

y acumulación del glutamato en el micelio aéreo, el requerimiento de una poza 

alta de glutamina para la aerealogénesis y por otra parte, mediante la 

glutamina transaminasa, podrían adecuarse las pozas de aminoácidos a las 

requeridas en el micelio aéreo y posteriormente en 'las conidias. 



CONCLUSIONES 

Hasta donde conozco este es el primer trabajo encaminado a determinar 

cual o cuales son las fuentes de esqueletos de carbono y energía que, en 

ausencia de nutrientes extracelulares, utiliza el micelio vegetativo para 

su diferenciación en micelio aéreo. Así mismo, es el primer trabajo en el 

que se analizan.las vías de asimilación de amonio en las estructuras 

resultantes de la aerealogénesis: micelios vegetativos (inferior y superior) 

y micelio aéreo. Las conclusiones que de este trabajo surjan son las 

siguientes: 

1) El glucógeno del micelio vegetativo se degrada durante las primeras horas 

de la aerealogénes·is, Esta degradación no es indispensable para la eficiente 

fo1J11ación del micelio aéreo. 

2) Durante la aerealogénesis hay un importante catabolismo de proteínas en el 

micelio vegetativo. La magnitud de este cata bol ism.o es independiente del 

contenido de glucógeno del micelio vegetativo. 

· 3) El catabolismo de proteínas del micelio vegetativo, constituye una fuente 

de esqueletos de carbono y energía para la formación del micelio aéreo. 

4) Para la efi'ciente formación del micelio aéreo se. requiere una alta poza de 

glutamina y posiblemente de arginina en el micelio vegetativo, no así de 

otros aminoácidos como prol ina, ~i"i'utamato, triptofano y alanina. La función 
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de la glutamina es otra que la de donar nitrógeno para la síntesis de 

arginina, triptofano, histidina, asparagina, guanosina, adenosina y 

glucosamina. 

5) En el micelio vegetativo inferior el amonio es asimilado mediante las· 

enzimas GDH-NADP y GS octamérica compuesta preferencialmente por monómeros 

B. No obstante la deprivación de nutrientes a la que se somete el micelio 

durante la aerealogénesis, en el micelio vegetativo inferior hay suficiente 

amonio y a-cetoglutarato para mantener esta vía. 

6) En vista de las bajas actividades de las enzimas GDH-NADP y GS, detectadas 

en el micelio vegetativo superior, se concluye que en este micelio la 

capacidad para fijar amonio es limitada. 

7) En el micelio aéreo no existe una vía de asimilación de amonio como tal, 

ya que unicamente se detectó en éste actividad de la GS y no se encontró 

actividad de las enzimas GDH-NADP y GOGAT. Por esta razón es probable que 
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el micelio aéreo reciba el amonio asimilado en el micelio vegetativo inferior. 

La glutamina y probablemente otros compuestos ~rgánicos (arginina) podrían 

servir como acarreadores de nitrógeno del micelio vegetativo inferior al 

micelio aéreo. En el micelio aéreo, el nitrógeno amino de la glutamina se 

distribuiría a través de la glutamina transaminasa a otros cetoácidos. 

8) En N. CJLa.J,~a no se detectó la actividad de glutaminasa bajo todas nuestras 

condiciones de ensayo, por lo cual· se propone queen el.micelio áéreo y en 



aquellas condiciones en donde la glutamina es fuente de nitrógeno el 

icido glutimico se sintetiza mediante las enzimas glutamina transaminasa, 

w-amidasa y alanina transaminasa. 
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PERSPECTIVAS 

Este trabajo constituye una exploración inicial en la fisiología de 

de la esporulación en N. c.Jta..6~a y como tal quedan múltiples preguntas que 

requieren de estudios mas detallados para poderlas contestar. Algunas de 

éstas son las siguientes: 

a) lQué relación guarda la disminución en la poza de glutamina con los 

procesos de aerealogénesis y conidiación de N. c.Jt~ha? lPodría esta 

disminución ser captada como una medida de la disponibilidad de nutrie~ 

tes para la célula y constituir, peJL he o través de otro compuesto 

nitrogenado, la señal que abre el programa de esporulación? 

b) lConstituye el catabolismo de proteínas un punto de regulación importa~· 

te para la aerealogénesis? lEs un proceso indispensable? lDentro de 

esta degradación existe selectividad ? lSe inducen proteinasas específi_ 

cas de la aerealogénesis?. 

c) lEs mediante el transporte selectivo de algunos metabolitos (por ejemplo 

glutamina y arginina) como el micelio vegetativo nutre al micelio aéreo? 

d) Por otra parte, aún resta analizar y efectuar experimentos. que apoyen y 

comprueben que la síntesis de glutamato en el micelio aéreo se lleva a 

cabo mediante las enzimas glutamina transaminasa, w-amidasa y·alanina 

transaminasa. 
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