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INTRODUCCION: 

La eaporulación en microorganismos constituye uno de 
los modelos experimentales que han sido estudiados para 
tratar de comprender los mecanismos que inician y controlan 
los procesos de diferenciación celular. Los factores que 
se han reportado como inductores de la esporulación son 
tantos y tan diversos que resulta difícil hacer 
generalizaciones. Sin embargo, puede afirmarse que todos 
esos factores son contrarios al crecimiento balanceado y 
conducen tarde o temprano al desbalance metabólico. 
También se puede decir que en todos los procesos de 
esporulación estudiados se ha detectado una degradación 
exacerbada de la mayoría de los componentes celulares, 
incluso existen casos como el de las Mixobacterias donde 
llega a degradarse el 8014 de una colonia para nutrir la 
diferenciación del 20 % restante. Neurospora tiene en 
coman con muchos otros microorganismos capaces de esporular 
el hecho de que la privación de nutrientea es una forma 
efectiva para inducir esta diferenciación. Las limitaciones 
de carbono o de nitrógeno son probablemente las dos 
condiciones más usadas para inducir la esporulación en la 
mayoría de los microorganismos. Consecuentemente algunas 
fuentes de nitrógeno reprimen notablemente la eaporulación 
(Hansberg, W., 1984). Por esta razón, en nuestro 
laboratorio se decidió estudiar el metabolismo del 
nitrógeno durante la conidiación de Neuros ora crassa, 
como un enfoque que podría llevarnos a enten er c mo la 
limitación de nitrógeno puede desencadenar la 
eaporulación y también como las fuentes de nitrógeno 
inhiben la esporulación. 

El modelo experimental que hemos utilizado es la 
esporulación asexual ó conidiación de N. crasa a (figura 
1). El método experimental se basa en la exposición 
directa al aire de un micelio crecido en medio líquido 
(Stine y Clark, 1967), sistema que posee algunas ventajas 
notables que han sido analizadas con anterioridad por t414$ 
Cárdenas (1983). 

A grandes rasgos el sistema de Stine y Clark (1967) 
consiste en crecer N. crassa en líquido en condiciones 
óptimas para después 	el micelio suavemente, 
formando una masa micelial que se expone directamente al 
aire. A las 3 h de exposición al aire, es posible observar 
a simple vista hitas creciendo hacia la fase aérea. 
Posteriormente el micelio aéreo crece durante 9 h más y 
conidia en una forma casi sincrónica. 



Durante el curso de nuestro trabajo, se descubrió que 
una vez que se ha filtrado micelio crecido en líquido, las 
hitas que están en contacto directo con el aire, se 
adhieren y forman una especie de tejido, que en lo sucesivo 
se denominará micelio superior, mientras que las hitas que 
se encuentran por debajo de éste, permanecen sueltas y se 
les denomina micelio inferior (Cárdenas y Hansberg, 1984). 
Dado que la formación de micelio superior está asociada 
con la formación del micelio aéreo, la mayor parte de los 
estudios que hemos realizado analizan éstos dos estratos 
miceliales además del micelio inferior. 

La regulación de las actividades de la glutamina 
sintetasa (GS; E.C.6.3.1.2) y la glutamato deshidrogenasa 
biosintética (GDH-NADPH: E.C.1.4.1.4) ha sido estudiada con 
detalle durante el crecimiento de N. crassa, por J. Mora, R. 
Palacios y sus colaboradores. Para una revisión reciente 
del tema, consultar Mora, J. et al,. (1988. Estas dos enzimas 
catalizan la síntesis de glutamina y glutamato 
respectivamente (Figura 2). 

Estudiando el metabolismo de la glutamina en el 
micelio aéreo, superior e inferior, se encontraron 
diferencias muy marcadas en las actividades específicas de 
la GS, la GDH-NADPH y la GDH-NAD (catabólica). Las 
actividades de la GS y la GDH-NADPH disminuyen 
progresivamente en el micelio superior, pero se conservan en 
el micelio inferior. En el micelio aéreo no se detecta 
actividad de GDH-NADPH y la actividad de GS es intermedia 
(Cárdenas y Hansberg, 1984) . 

Los datos del micelio inferior son atípicos ya que 
previamente se habia reportado que ambas enzimas son 
degradadas en condiciones de limitación de carbóno (Mora, 
Y. et al, 1980: Kapoor y Grover, 1970) y los experimentos 
antes descritos se llevaron a calco en ausencia de fuentes de 
carbóno y nitrógeno. 

Cuando se induce la esporulación en presencia de un 
medio completo o de carbóno y.o nitrógeno, el 
comportamiento de las actividades de GS y GDH-NADPH son 
semejantes al descrito antes en ausencia de nutrientes (ver 
tabla 1 en la sección VI de resultados). Estos resultados 
también son inesperados ya que la presencia de nutrientes 
debería impedir la pérdida de la actividad de éstas 
enzimas en el micelio superior. Una posible explicación, 
para la pérdida de actividades enzimáticas en el micelio 
superior podría ser la muerte de éste por deshidratación, 
por lo que parte del presente trabajo tuvo como objetivo 
descartar o confirmar ésta idea. 



'3.14.-9:•144.1114,1.11.14,...*.  -14::911•01.,4V•iy111.," 

ail 
 helio& s(401~~ aI thellea lliat•  

••••." 	.,••••.` 
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FIGURA 1. ASINILACION DE ANDNI0 PORLA.VLA.GLUTANATO DESHIDROGENASA. 
BIOSINTETICA (GDH-NADPH)-GLUTANINA SINTETASA (GS). 



Otra posible explicación para la pérdida de actividad de 
GS y GDH-NADPH sólo en el micelio expuesto directamente al 
aire, surgió a partir de algunos trabajos de E. R. 
Studtman, R. Levine y sus colaboradores sobre la GS de 
Enchetichia con. 
A grandes rasgos, dichos trabajos demostraron: 

a) Que la enzima GS de E. coli se inactiva in vitro por 
sistemas enzimáticos de oxidación mixta, (citocromo P-450, 
oxidasa bacteriana dependiente de NADH) y no enzimáticos 
(ascorbato t FeIII) dependientes de oxígeno molecular y 
capaces de producir oxígeno activado (Levine, R. et al., 
1981). La encima inactivada es más sensible a degradación 
proteolítica e incluso, se ha purificado una proteasa de 
E. c oli que específicamente degrada a la GS oxidada 
TWIseman, J. E. y Levine, R., 1987). 

b) Que la GS oxidada tiene un residuo de histidina, al cual 
se lo ha introducido un grupo carbonilo que reacciona con 
2,4-dinitrofenilhidrazina. Este carbonilo se detecta en la 
enzima oxidada in vitro y en distintas preparaciones de la 
GS pura no oxidada eh relación inversa a su actividad 
específica, lo cual sugiere que la modificación oxidativa 
ocurre Ip vivo (Levine, R., 1983). 

c) Que otras varias enzimas se inactivan in vitro por los 
mismos sistemas no enzimáticos que inactivan a la GS de E. 
coll (Taborsky, G., 1973; Hodgson y Fridovich, 1975; Pucci, 
L. et al., 1983). 

d) Que diversas proteínas de E. coli y de otras fuentes, 
separadas en geles de poliacrilamida, poseen grupos 
carbonilo lo cual se considera un buen argumento de que la 
oxidación de proteínas es un fenómeno que ocurre in vivo  
en ciertas condiciones fisiológicas (Ahn, B. et al., 107). 

Así pues, decidimos explorar la posible oxidación de las 
en4imas GS y GDH-NADPH de N. crassa y nos planteamos los 
siguientes 
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OBJETIVOS: 
á I 

1.- Caracterizar nuestro sistema experimental para tratar de 
definir cual es la participación del micelio superior en el 
proceso de esporulación de N  . crassa. 

2.- Definir si las enzimas GS y GDH-NADPH son sensibles a 
algún tipo de modificación oxidativa y si ésto tiene 
algún significado fisiológico durante el crecimiento y la 
conidiación de N. crassa. 

3.- Definir si la oxidación de proteínas puede ser un 
fenómeno general en N. crassa y si ocurre preferentemente 
en el micelio superior, 

4.- Explicar como la oxidación de proteínas puede 
relacionarse con la conidiación en N. crassa. 

A continuación se presentarán los materiales ,y 
métodos utilizados en los trabajos no publicados, y en 
seguida los resultados en la misma secuencia que los 
objetivos. En el caso de los trabajos ya publicados, se ha 
anexado un resdmen que explica la secuencia de los 
trabajos, sus objetivos y sus resultados. Para facilitar la 
presentación de los resultados no publicados, éstos han 
sido incluidos como manuscritos individuales con su propia 
introducción y discusión. Al final de la tesis se presenta 
una discusión general y las referencias. 
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MATERIALES Y METODOS que no aparecen en las publicaciones 
adjuntas: 

Reactivos: 

• 

Los reactivos para electroforesis se compraron en 
Bio-Rad (EUA) y en algunos casos se usaron anfolinas LKB 
(Suecia). Los reactivos: cistina, cistamina, glutatión 
oxidado (GSSG), ditiotreitol (DDT), sulfato de 
estreptomicina, ascorbato, EDTA, FeSO4, ferricitrato, HEPES, 
Trizma base, la GDH bovina y la Sepharosa azul 
(reactive-blue-Sepharose) se compraron a Sigma Chemical Co. 
(EUA). La 2,4-dinitrofenilhidrazina y el nitrato de plata se 
obtuvieron de Merck (RFA): la guanidina-HC1, de Bethesda 
labs (EUA). Otros compuestos se obtuvieron de Baker 
(México), grado reactivo. 

Cepas y condiciones de crecimiento 

En todos los experimentos se usó la cepa silvestre 
74-A del Fungal Genetics Stock Center. En algunos casos 
también se usó la mutante am-132 la cual posee una 
deleción en el gene d e la GDH-NADPH (Kinsey, J.A. y T.H. 
Bao-Shin, 1981), por lo que requiere glutamato 5 mM para 
crecer. Ambas cepas nos las donó el Dr, Jaime Mora, de 
esta Universidad. 

En todos los casos se inoculó medio Vogel (1964) 
suplementado con sacarosa al 1.5 	con una suspensión 
concentrada de conidias, hasta obtener una densidad final de 
un millón de esporas por ml de medio. Se creció de 12-14 
h a 30°C con agitación constante a 230 rpm. Una vez 
crecido, el micelio se filtró y deshidrató con un exceso 
de acetona y los polvos obtenidos se almacenaron a -20°C 
hasta su, uso. 
Para los experimentos donde se incubó micelio sin fuente de 
carbono con o sin aire: un cultivo crecido 12 h se 
centrifugó a 3000 rpm (Sorvall, GS-3) por 5 min a 
temperatura ambiente, se decantó y resuspendió en medio 
Vogel sin sacarosa. Este cultivo se dividió en dos partes, 
una se incubó a 30°C con una relación aire-líquido de 10 
y agitación constante a 240 rpm, el resto se incubó en 
tubos Falcon de 50 ml que se sellaron con Parafilm. A 
distintos tiempos estos cultivos se filtraron y 
deshidrataron con acetona. 

El micelio aereo se creció siguiendo el método 
descrito por Cárdenas y Hansberg (1984). 
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• 

Determinación de la actividad de GDH-NADPH: 

Todos los extractos celulares utilizados en este 
trabajo, se prepararon a partir de micelio deshidratado con 
acetona. Los polvos de acetona se trituraron con hielo seco 
hasta obtener un polvo muy fino, el cual se resuspendió en 
la solución amortiguadora indicada siempre en la relación 
100 mg de polvo por cada ml de sol, amortiguadora. La 
suspensión obtenida se centrifugó en una microfuga 
Eppendorf durante 10 min y los sobrenadantes se utilizaron 
en todos los experimentos como extractos celulares. 
Para determinar la actividad de la GDH-NADPH, los polvos de 
acetona de distintas condiciones se resuspendieron en 
amortiguador fosfatos 0.1M, pH 8 y se utilizaron 10 Ml para 
los ensayos. La actividad se determinó siguiendo el 
decaimiento en absorbencia a 340 nm debido a la oxidación 
del NADPH segdn el método descrito por Fincham (1957). La 
actividad especifica corresponde a )4k moles de NADPH 
oxidado min-1 mg de proteína-1 a 25°C. En todos los casos, 
la enzima pura o el extracto se preincubaron por 5 min con 
cetoglutarato y NH4C1 en el amortiguador de ensayo y la 
reacciónse inició anadtendo el NADPH. 
La proteína se determinó dbiln el método de Lowry (1951), y en 
muestras de enzima pura o semipura, por Absorbencia a 230 nm 
usando una curva estandar de Albdmina bovina. 
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Tratamiento de la GDH-NADPH con disulfuros o con las mezclas 
de oxidación: 

Los extractos crudos ó la enzima pura se incubaron en 
distintas soluciones amortiguadoras a 30°C en presencia de 
los distintos disulfuros. Estos se usaron recién preparados 
y se disolvieron en el mismo amortiguador usado para el 
extracto ó la enzima. La cistina es poco soluble en agua a 
pH inferior a 9, razón por la cual la solución madre 
cnncentrada de cistina (20X) se ajustó con NaOH hasta una 
concentración final de 0.5 mM y pH 11. La cistina y el 
resto de los disulfuros se prepararon concentrados 20 veces. 
Los primeros experimentos con disulfuros en extractos se 
hicieron incubando primero a pH 8 y después se anadió 
PO4 para cambiarlo a pH 6.1, Este cambio se hizo debido a 
que el intercambio tiol disulfuro es menos eficiente a pH 
menores de 8. Posteriormente se observó que tal cambio de 
pH no era necesario para detectar inactivación en estas 
condiciones. En algunos casos la enzima pura se pretrató 
con DTT 20 mM por 45 min a 30°C, lo cual produce una 
activación de aproximadamente 55%. El DTT se eliminó por 
filtración en Sephadex G-50 y esta preparación se usó 
para incubar en presencia de disulfuros o mezclas oxidantes. 

Las incubaciones con ascorbato, H202, Feil, PeIII, 
EDTA, ferricitrato, y sus distintas combinaciones, se 
hicieron preparando una solución fresca (20X) de cada 
compuesto, diluyendolas directamente con el extracto o la 
enzima pura e incubando a 30°C en presencia de aire. El 
orden de adición fue siempre EDTA; ferricitrato; Fe; 
ascorbato; HLOt. Cuando se incubó en presencia del 02 ó 
de N2 ésto se hizo pasando una corriente de uno u otro gas 
por encima de las soluciones y los extractos mientras se 
agitaban con un Vortex, y posteriormente se taparon y 
sellaron con Parafilm. Cumplidos los tiempos de 
incubación, las distintas muestras se trataron como en el 
caso de los disulfuros ó se filtraron por Sephadex G-50 y 
se analizaron por electroforesis. Cuando se incubó a la 
enzima con los sustratos mas algún disulfuro ó coctel de 
oxidación, los sustratos se anadieron primero. 
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Filtración por minicolumnas de Sephadex G-50: 

Con el objeto de cambiar de solución amortiguadora y 
eliminar los reactivos de un extracto o de la enzima pura en 
solución, éstos se filtraron a travel de Sephadex G-50-80, 
empacado en jeringas de insulina, centrifugando 1 min en una 
centrifuga Sorvall TJ-6 a máxima velocidad. Estas 
minicolumnas se preequilibraron centrifugando cuatro veces 
100'4 del amortiguador a usar y finalmente me filtraron 100,1 
del extracto o la enzima, colectando el filtrado en tubos 
Eppendorf de 0.5 ml. Este método está basado en uno 
desarrollado por Penefsky (11)1). 

Purificación de la GDH-NADPH: 

Ver manuscrito adjunto: Aguirre, J. and Hansberg, 111., 
Rapid and easy method for Neurospora crassa GDH(NADPH) 
purification. 

Obtención de anticuerpos: 

Los anticuerpos usados en estos experimentos, se 
obtuvieron inmunizando dos veces, con 20 dias de diferencia 
a un conejo Nueva Zelanda, con 80014g de GDH-NADPH 
purificada. Una semana después de la segunda inmunización 
se sangró al conejo de la vena Iriférica de la oreja, y se 
aisló la fracción de gamaglobulinas del suero total con 
tres precipitaciones con sulfato de amonio al 5014 de 
saturación. Después de la última precipitación, el 
precipitado se resuspendió en PES, en la mitad del volúmen 
del suero original y se almacenó a -20 *C. 

Electroforesis en geles de polinrilamida: 

Los geles en presencia de SDS se hicieron de acuerdo 
con Laemmli (1970) y los geles de 2 dimensiones de acuerdo 
con OParrell (1975). Los electroenfoques desnaturalizantes, 
se hicieron adaptando la metodología de ()Parten para la 
primera dimensión (.1975) a un gel plano, de 0.75 mm de 
espesor. Para los electroenfoques nativos se siguió la 
metodología descrita por Giulian o  G. en el catálogo Hoefer 
Scientific Instrumenta (1966). Los geles con anfolinas se 
tiñeron con Coomasie R-250 según lo reportado en éste 
mismo catálogo y después con plata según el método de 
Wray et al., (1961). 

• 
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Illmunoprecipitación directa de la GDH-NADPH y la GS. 

A 0.6 mg de proteína de un extracto crudo, se le 
añadió 30 	de anticuerpo y se incubó a 4°C por 4 h en 
presencia de albdmina 1 mg.m1 (concentración final), en un 
volumen final de 200 dil de amortiguador HEPES 100 Mi, pH 8. 
Después de éste tiempo esta mezcla se centrifugó en un 
gradiente discontinuo de sacarosa (100)41 de sacarosa 1 M + 
50,A1 de 0.5 H). 
La GS se inmunoprecipitó siguiendo la técnica de Palacios 
et al. (1977). Los inmunoprecipitados se resuspendieron 
directamente con la solución amortiguadora indicada para 
cada sistema de electroforesis. 

Medición de los grupos carbonilo en la proteina total: 

Para medir grupos carbonilo en proteína total se 
utilizó un método publicado originalmente para detectar 
grupos carbonilo en la GS pura oxidada de E. coli (Levine, 
R. 1984), y que fue modificado posteriormente para detectar 
carbonilos en proteína de extractos crudos (Stark., P. et 
al., 1987 y Ahn, 8., et al., 1987). Este método se basa en 
la reacción de los grupos carbonilo con la 
2,4-dinitrofenilhidrazina, produciendo una hidrasona estable 
que se detecta por su absorbencia a 375 nm. 

Se prepararon extractos crudos del micelio superior 
en la relación de 100 sg  polvos acetona por 1 ml de 
solución amortiguadora fosfatos 100 mM, pH 7. Dado que 
los ácidos nucléicos contienen grupos carbonilos, éstos 
se eliminaron de cada extracto precipitandolos con sulfato 
de estreptomicina al 114 durante 5 mino  a 4•C y luego 
centrifugando en una microtuga por 10 min. Los 
sobrenadantes se dividieron en dos alicuotas idénticas y se 
precipitaron dos veces con TCA al Mien tubos cónicos. Una 
alicuota se trató con 1 ml de HCl 2 N y la otra con 1 ml de 
2,4-dinitrofenilhidrasina al 0.211(pM disuelta en HCl 2 O. 
Ambas muestras ce incubaron a 25°C por 1 h con agitación 
frecuente. Cumplido el tiempo las muestras se 
reprecipitaron con 1 voldmen de TCA al 2011y después se 
lavaron 2 veces con 2 ml de eter-etanol (1:1). Las 
pastillas se secaron y se disolvieron en guanidina 6 H, 
fosfato de potasio 20 mM, pH 6.5, y se les efectuó un 
espectro diferencial entre 500 y 200 na. 

• 

F 	 9 



La cantidad de grupos carbonilo se puede calcular a partir 
de la absorbencia a 375 nm, tomando en cuenta un valor 
promedio de 21.0 mM-1 cm-1 para la absorbencia milimolar de 
los derivados alifáticos de la 2,4-dinitrofenilhidrazina y 
la cantidad de proteína usada para cada determinación 
(Starke, P., 1987). Sin embargo en este trabajo reportamos 
la absorbencia a 375 nm/mg de proteina. 

Para las muestras oxidadas in vitro, se procedió de 
la misma manera sólo que se usaron los extractos de la 
condición 12 h de crecimiento (O h de crecimiento de 
micelio aéreo) y se oxidaron in vitro, después de la 
precipitación de ácidos nuclen57Sn las mezclas EDTA + 
PeIII + ascorbato á PeIII + ascorbato + Azida de Sodio, 
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1.- Aeriul growth in Neurospora crassa: Characterization of 
an experimental model system. 
Ivonne Toledo, Jesús Aguirre and Wilhelm Hansberg. 1986 
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RESUMEN: 

Cuando el micelio de N. crassa crecido en líquido se 
filtra y se expone al aire, este forma rápidamente hitas 
aéreas que conidian de una manera sincrónica. El micelio 
expuesto al aire se puede separar en dos capas: una capa 
superior de micelio adherido y otra capa inferior compuesta 
de hifas sueltas. Para determinar sí la pérdida de las 
actividades de las enzimas GS y GDH-NADPH en el micelio 
superior, en ausencia y presencia de nutrientes, se debían 

a la muerte por deshidratación del micelio superior o a un 
proceso activo, fué necesario caracterizar nuestro sistema 
experimental. Se determinó el papel de dicho micelio en el 
crecimiento aéreo de N. crassa en cuanto a la temporalidad 
de su formación, su actividad metabólica y a su 
contribución al crecimiento del micelio aéreo. 

Se encontró que la adhesión de las hitas del micelio 
superior ocurre en meros de 30 min y que la actividad 
metabólica de este estrato es mucho mayor que la del 
micelio inferior, juzgando ésto por la incorporación de 
aminoácido:, radioactivos hacia el interior de las hitas de 
ambos estratos y por la incorporación de la marca 
radioactiva en macromoléculas. 

Se encontró que es el micelio superior el que forma 
al micelio aéreo. La contribución del micelio inferior 
para el crecimiento del micelio aereo es indirecta y 
posiblemente a través de la excresión al medio de 
compuestos que posteriormente pueden incorporar el micelio 
superior o el micelio aéreo. Tanto en el micelio superior 
como en el inferior se detectó un aumento en la septación, 
en la vacuelización de las hitas y la disminución 
progresiva del número de núcleos. El micelio aereo 
también mostró septación y vacuolización en la base de 
las hitas, mientras que el número de núcleos se 
incrementó en las partes altas de las hifas y en los 
conidióforos. Al igual que en otros sistemas biológicos, 
el amonio, el nitrato y la glutamina inhiben la 
esporulación, mientras que sacarosa la estimula. 
A partir de éstos resultados, se revaloró la formación 
del micelio superior cómo el verdadero inicio del proceso 
de diferenciación. 

11 
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Tomen. 1.. Matutee. J., ANO HANWEIMil. V. II". Arrial itrowth in Neurospora croma: Chance 
ieriraikm of en expt rionemal model system. Experimental Myrology 10, 114-123, Liquid•grown 
Noma/hin, mosso mycelia. M hen Illiered and exposed to the air. mpidiy formed serhd hyphae 
that conidiated in a lynchronou. manner. The sir-expeled mycelial mas could be separated hito 
No different layerb: in upper layer of adherent mycelia and a lover layer of bese mycelia. Adhe• 
sion of the hyphae occurTed in len asan 0.3 h and the hyphae were characieristkally 'transad in 
interconnecting bundki. This upper llover produced the *erial 14 piltre that cotral be men after 3 h 
c‘poutre in air. Acrial hyphde re» duda, the nets 9 h. conidiophores were formed after about 9 h 
expoutte tu*. and at 12 h lois/ conidia »ere obtained. In bah layen. profuse septation occurred 
dudas the first hours of incubetion. vaQuolaiion incremed. and the number of nucki dioninished 
with time. Asnal hyphae watt siso aeptated and vacuoiation wat observed al (heir bases; numeran 
nucki viere sten in the &erial hyphoe sed conidiophores. The ktwer layer siso coetributed lo the 
forrnation uf weriai hyphae in ars indirect mann«, The lower layer wat raetabolically much leas 
active Iban the upper layer with regard so incorporatian of labekd mino acida 11140 bwb hypime 
and macroneolecuks. ll'ansiocatkm of Isbel from the lower layer to the upper layer and lo the 
serial hyphae was detectad. 	 nitnite. and glutamine inhihited. *temas sueros' stimu• 
letal »erial growth. c mea AckiteW Piel% kw. 

INDILX Dasciurroita: conidiation: spurulation: »erial and osyceliton or hypism; nitrara and inhi• 
hiiiter. muda system; Nenroyoria crasis. 

Acrial growth and conidiation of N'aros• 
poro crasa« occur when conidia are used to 
inoculare solid mínimum media and the 
cultures are incubatcd under appropriate 
cundidos» for several days. The whok pro-
cc» is probably asynchronous; submcrged 
mycclial growth uverlaps in time with 
;serial growth, conidiophorogencsis. and 
conidiation. When a liquid culturc of N. 
musa is reiteres! and the relating mycelial 
mai is exposed to the air in a temperature, 
light, and humidity controlled Chamber, 
'erial growth ii induced and synchronous 
conidiation is obtained (Slim and Clerk. 
1967; Cárdenas and Hansberg, 1984a). In 
exposing the mycclium to the air, growth 
carian and pan uf the mycelium is transe 
formad intu acrial hyphac and cosidia. 
Atter 3 h exposure lo ¡dr, serial mycelium 

I To vitae, reprint requem% Omitid he addre,.ed. 

appean over the whok sudare of the my-
celia) mal. The serial hyphae grow evenly 
during the next 9 h and conidiate thereafter 
in a karst of a few hours. The conidia pro-
duced in tisis experimental system can sten 
a new lite cyck with its characteristic vepe- 
tative growth and reproducticm (Une and 
Clerk, 1967; Cárdenas and Hansberg, 
19940. We have observad that the hyphae 
that were in clima contad with the air ad-
hered to each other fonning a light time 
(Cárdenas and Hansberg, 19114a). This 
layer could be casily separated from the 
aerial mycelium and the Soose mycelia 
below. The three fractions (serial, upper. 
and lower mycelia) were analyzed and dif-
ferences in metabolk activities were de-
tected (Cárdenas and Hansberg. 1954b). In 
order to pin a better undersianding of the 
physiology of serial growth, it was impor-
tant to determine the contribution of the 
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adherent mycdia uf the upper layer i1J1.12  
and the nunadhcrcnt mycelia of the lamer 
layer ILL) tu the development of the aerial 
hypleile (A). In deis paper we present data 
vdtich indicare that the Ul. of the mycelial 
mar is the one that forms the »erial myce-
Num Thc lower layer contributes hule to 
arria, growth and pmbably in un indirect 
manner. Sem:ulula, vacuolation, and differ-
coces in nuclear number were observed in 
all three stmctures. Also the effect of dif. 
ferent nitrasen sources and sucrose upon 
aerial growth is ropo tad. 

MATEItIALS AND METHODS 

N. (TIMO .ctrairsk and citernicals. Thc 
wild typc strains 74•A and the proline aux-
atroph, pro/ 3A, ~re provided by J. Mora 
of chis university: thc aidenine auxotmph, 
ade 9a, carne from the Fungal Genetics 
Stock Center, Tbe University of Kansas, 
Karmas City. Kumis. 

Dee labded ansíe» acida were purchascd 
from Amersleam. and praline, adenine. al-
bulla. and glutamine from Sigma: mil other 
chemicals wcrc Maker rearmo grade. 

Growi conditions. Coiidial prepara-
dotes viere obtainod from albures grown in 
250•411 Extenmeyer flasks combinas; 30 ml 
Vocera mínimum ~diem (Vogel, 19641 
mei 2% (w/v) algar sed supplemented with 
I.3% (w/v) scout* (V + Sl. Culture% were 
iiscubated for 3 doy% ira dee darle at 3°C fol-
lowed by 2 doy% in the light at 25°C and 
III% relativo hemaidity. Media for the ade 9rs 
and the pm/ JA stimiies were suppiemented 
nItle 2 'KM adefeine and 1.7 mMt.-prolitee, 
respeetively. CwÑiia collected from the 
Maiki verle resesimendod in distilled water 
and filtered through glass wool. Liquid 
media were inoeulated with the conidial 

2  Atibreviminets 'ved: UL. uraper layer: LL. knver 
layer: A. /serial kypleic; Y -r S. Volienh enjalman me. 
dime liwitemeittoill 'path %u .robe; V — N. Voten' 
aiesif1111111 medialet wiekort Nii". 

suspension to givc a final conceniralion of 
I x 106  conidiii/m1 and cultures wcrc incu-
bated in a gyrotory shaker (240 rpm) at 
30T for 12 tu 14 h. 

Grob.th o' arria! myrrlium. Mycelia 
were obtained from liquid cultures grown 
for 12 lo 14 h and filtered through a 
Whatman No. 41 filler paper in a Buchner 
funnel. The resulting mycelial mats were 
washed with twice the cuiture volume of 
cold 0.03 Al phosphate buffer. Oí 6.1 (Cár-
denas and Hansberg. 19644. During inves-
tigation of the effcct of nutrient addition on 
aerial growth, phosphate buffer was sup-
plemented with diffcrent concentrations of 
either NH4NO3, NH4CI, KNO3, glutamine. 
or sucrose. Once cxcess buffer was elimi-
nated, the mycelial mats wcrc transferred 
lo parí dishcs and incubated in a chamber 
al SO% relative humidity and 25°C. MI« 
different incubation times one or several 
mycelial mats wcrc taken out of the 
chamba and harvested. The aerial myce-
Minn adheres to a spatula and could there-
fore be detached by simply passing a 
spatula over Ose delire surface of the myce-
lial mal. The inycelial mats were Chen 
washed with a jet of caíd distilled water to 
separate the loose mycelia (LU from the 
vcry tightly adherean mycelia of the upper-
most layer <UU. AM Once mycdial frac-
times nue coliected, placed in 5% (w/v) tri-
chioroacetic *cid, and usad for proteica de-
terminations. 

Incorporado,: of labeled asnino arida. 
CO011111015 label and pulse—chafe label ex-
periments were done aúne 5-0 mi per my-
mili mal of 30 neM phosphate buffer, pf' 
6.1. containing 0.63 ICi/m1 of either 
L-1U-"Cjilutamine 	mCi/monol) or 
t.-4U-14C1proline 4200 naCitieueeol) or 0.1 
neCi/m1 of L-Pliislutainate (30 Ci/meneci)). 
Pulses wcrc applied for 10 mili and the mal 
was then washed by iacubating succes-
sivcly sem: times for 2 aún cach in 40 ml 
of fresh phosphate buffer. Thereafier one 
mycelial mar was separated lato UL and 
LL and the radioactivity and proteja wcrc 
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determined. The uther myeelial mats were 
incubated in u humid chamber lo torm 
serial myceliunt. Ali protein deteiminations 
wure larrieJ out using the method uf 
Low ry rt u!. (1951) with albumin as u stan-
dard. 

For the transiocation laheling experi-
ments. ihe pral 3,t strain taller 12 h growih 
in V + S supplemented with 0.9 m.11 t.-
pruline) mas labeled hy adding 19.5 µO 
L-W-14Ciproline tu u 150-mi culture and 
eontinuing incubation for another 3 h. 
Then. 50. 35. 25. and 15 ml uf the labeled 

culture were filiered in u 4.5-cm•di. 
ameter Buchner funnel and wushed as 
usual. Similar amuunts ut' un ade 9a 15.h 
culture Igrown in V + S. supptemcnted 
with 2 mál adenine) were filtcred and 
washed in u 5.5-ern.cliaineter Iluchner 
turma. Mixed strain mycelial mats were 
made hy layering the ude 90 mats on top of 
the labeled pro! JA mata, completely coy 
cring (hese lo sive 50 ml eulture per mal. 
The mats were maintained un agur slants 
without nutrients and incubated for 15 h or 
5 days in a humid Chamber. Thereafter. the 
mats %ven: scparatcd Info LL. UL. and A 
and the rudioactivity per milligram of pro-
tein was determined in cach fraction. An 
aliquot of the 5.day-old serial hyphae was 
used for spot-testing and mating.type tests. 
uecording lo Davies and de Serres (19701. 

Afirralropy. The U, UL. and A Ihtc-
tions were collected in distilled water and 
either examined immediately in a Zeiss 
phase-contrast micruscope and photo-
graphcd, or ~trinad in one uf the foltowing 
ways: (u) samples were incubated 20 mis in 
a I% (wlv) solution of cotion blue at room 
temperature. placed un slides. and rinsed 
carefully with distilled water: Ihr tu see if 
there was extensive ccli death in the myce-
lial mal, the sumples were incubated up tu 
2 h in a 1% (w/v) solution uf methylene 
blue; tel tu determine the amount 	nuclei 
present in the hyphae. simples were 
stuined with DAP1 and viewed with litio-
rescent light thlartegani and Trezzi. 1979). 

KISUL1S 

áliermeopy r,,f :he Upper 
ta)er. Aerial Ilyphae. and Conidla 

The hyphac in u mycelial mut in direct 
contact with the sir adhered to cach other 
forming a UL with the consistcncy of a 
tight tissue. Adhesion of the hyphac oc-
curred very rupidly since after 20 minutes 
eNposure tu nir the UL could already be 
separated from the LL (Fig. 1). During the 
first hour the UL becume thickcr at the ex-
pense of mycelia in the LL. As previously 
observed (Cárdenas and Hansbcrg, 19114b). 
protein degradation in the mycelial mal was 
enhanced. Mycelial mats which contuined 
approximately 20 mg of protein at the be. 
ginning of incubation, los( about 20% of the 
protcin during the initial 15 h incubation. 
Atter 5 days all the mycelia were in the UL 
and the total protein content had dimin. 
ished more iban 60% from the initial value 
(protein determinations of the experiment 
are shows in Tablc I). 

Acriul myeelium over the entire mycelial 

•
1 

o 

A 
4 g 

6 9 a es 
Ton (hours) 

Eso, 1. Tinte course for proicin cuntent or hphal 
layer% and free conidium formation. Mycelial matl 
Mere expused tu the sir and Sepanited Info LL. UL. 
A. and free conidia ut the times indicated. Protein 
.unten( in 1.1.. 1:1-, and A uas determinad and eunidia 
v.ere ‘ounted in a Neubauer chamber. Men %%loes 
are of tu() ditTerent experiments. 
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mal cc uld be deteeted viso:111y at 3 h bleu-
bation, The aerial mycelium grew during 
the next 9 h and loose conidia were 
obtained between 12 and 18 h incubation 
(Fig. 1). 

Under the light microscope, three very 
distinct Femmes emitid he ohserved: (1) ex-
tensivo septation occurred during the first 
hours in the 1.1. and U L; septation was also 
observed in A (Figs. 23); (2) vaeuolation 
increased with time in 1.1. and UL (Fig. 2) 
and was also detected al the bases of the 
conidiophores (Fig. 3); and (3) the nomber 
of nuclei diminished considembly in the Ll. 
and U L and were very numerous in the 
conidiophores (Fig. 4). 'l'he UL myeelia 
was characteristicall y arranged in intercon-
necting bundies of hyplute (Fig. 2). 

Contriburion uf UI. ami 1.1.10 
Arria! GT011111 
Myeelial mais with various amounts of 

mycelial bioniss hul with same diameter 
were indueed tu forra serial hyphae and 
alter 15 II the protein content in the U L, 
1.L. and A was determinad. Cultores 
having lens than 7 mg final protein had only  

Ul. and were able to forro ''erial hyphae 
(Fig. 5). Inereasing the biomass per culture 
gave higher amounts of serial mycelium 
and also thicker Ul, and more LL. More 
'han 25 mg of final proteja per culture did 
not Mercase furthcr the momo of serial 
myeeliunt; the higher protein content in the 
Ul. with more iban 35 mg final protein was 
duo to inercased arca in the lateral surface 
of the mycelial mar, hut mos' of the myce-
lium remained in the Ll.. (Fig. 5). 

Tu charaeterize further the UL and LL 
contribution lo serial growth, the following 
experiment was done: inereasing amounts 
of myeelia of the adenine auxotroph stmin, 
r ale►  9a, were layered on top of decreasing 
amounts of mycelia of a labeled proline 
auxotroph pro! 3A; all combined mycelial 
rutas had similar• total amount of biomass 
and the San: total exponed surface aren. 
Different mating lypes were used in orden 
to prevent formation of hetcrokaryons. 
Alter 5 clays incubation, the conidia viere 
hurvested and analyzed with regard to 'heir 
routing type and auxotrophy. As shown in 
'tale 1, mos' of the conidia analyzed were 
of the u mating type and presented adenine 

FIG. 2. Microgroph% uf growing hyphae, lower layer and upper layer hyphac. (a) Growing hypha 
uftcr 12 h incubation in liquid medium, stained with cotton blue; (hl LL hyphae from u 3•h mycclial 
mut, unstaincd: lel 1.1. hyphae from u 9.h mycelial mal. unstaincd; (d) vacuolated LL hypha from u 
12-h mycelial mut. stained with cotton blue; (e) nonvacuulatc hyphal tip from the LL uf u 12-h myce-
lial mut, unstained: (I") stpuited hyphae uf un UL ut 3 h uir exposure, stained with coima blue; (g) 
bundle, of hyphac of un Ul. ut 3 h 'dr exposure, unstained; (h) vacuolated bundle% of hyphac of un Ul. 
al') h 	exposure. onsutincd. Mugnification: x 13M). 
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1710. 3. Micrographs oí" uñid hyphae and conidiophores. Mycelial units were scparated into 1.1.. 

UI., and A at different times and unitlyzed al the light tnieroseope. (a) Sepulte t'erial hyplia ul 6 h air 
esposare. stuined with cotton blue: th) vacuolation at the bases of ucrial hyphae 6 h incubation. 
satine(' with eotton blue: (e) tips oían ucrial hypha al 6 h. unstained; Id) nonseptate conidiophores at 9 
h. unstained: le) conidiophore with douhle septa between conidia. 12 h, stained with' methylene blue, 
httignificatIon: x 141111. 

auxotrophy, i.e., were ocie 90 coniditt. 
Some psoi 3A conidia were albo detected, 
which were more abundan¿ the lesser the 
amount of adenine auxotrophic mycclium 
%vas luyered on top of the pro! 3A mycelia. 
Conidia of the adenine auxotroph gave 
very small but visible colonies after 6 clays 
on proline plates. 

After 15 h incubation, the label of the 
prol 3A strain was detected in the UL and 
A (Table 1). This was (liso observed in the 
mixed strain mycelial mats which did not 
produce pro! 3A conidia. Iligher amounts 
of label were detected in A after 5 days in-
cubation. 

These experiments suggestcd that the 
UL was the one which formed the acrial 
hyphae and that the LL had un indircct ef- 
fect on 	mycelium growth. This con- 
clusion is also sustained by the next two 
experiments. We asked ourselves if the LL 
also had the capacity to grow acrial myce-
lium. Mycelial mats with both layers were 
turned upside down al the times indicated 
in Fig. 6A, and the amount of acrial myce- 

Huta was deterinined 12 h laten. It wíh oh-
served that the loose mycelia of the LL ad-
hered tu culi other turning finto un UL 
which formed ucrial mycelium. After 1 h 
the LL had a full cttpacity to form serial 
mycelium. The amount of ucrial hyphae 
formed dccreascd with longer incubation 
times (Fig. (A). 

In another experimcnt we asked our-
selves how many times could a mycelial 
mat grow ucrial mycelium. The acrial my-
cclium uf mycelial mats with only UL or 
with both UL and LL were harvested and 
quantified evcry 12 h. Both cultures formed 
nerial mycelium, time times, each time a 
Lesser amount, but the mats with both 
layers gave somewhat greater amounts of 
sterial mycelium (Fig. 613). 

Aletabolie Aetivity in the UL and LL 

From the experiments mentioned aboye 
it seemed deur that there was a different 
contribution of the LL and the UL to acrial 
growth. This could also be rellected in their 
metaholic activities. Labcicd tintina acid 
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Ei0. 4, Nuclei in dilTerent myeelial layers, 111).celial mai, %%ere separated into 1.1., UI.. ;mil A at 
different 	stained with 1)A1)1, and planomicrographed with normal and fluoreseent light in a 
/els% phase•contrast inicroscopi: with camera. Fluorography of an LL Ityptia tal al 3 h and (1) al 12 h 
air exposure. Flunrography of an Ul. Itypha (c) al 3 h and lin al 12 h uir exposure. Flunrography of an 
serial ItYrdia le) al 6 fi and In al') h. (g) Conidiophori: al 12 Is and ti') jis fluorography. Magnificalion: 
x 1900, 

ineorporation experiments were performed 
in or•der to ineasure the amount of label 
that was transporte(' into the myeelium in 
both layers, how n)teli ofthis label was in-
corporated into acid preeipitable material  

and how lime') 	it remained soluble. Ex- 
periments with labeled glutamine are 
shown in Fig. 7; iabeled glutamate and pro-
line gave similar results. When the radioae-
tive atino asid was added to the mycelial 
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Fio. 5. Protejo ccmtent of the layas in mycelial 
mata with •difieren titiritas hal the sante arca. Myce-
lial wats viere separata insto LL. iJL. and A alter 15 h 
esposare to sir and the protein content Wel deter-
mined foreach fraction. Idean yulues ofthree mycelial 
mos lo.: U. < 11,119: VI. < .0.91: A < 027) 

mal from the beginning of incubado» and 
the UL. LL, and A viere analyzed atter dif-
ieran times. tmice as much label toas brand 
ia the UL ~pared mil the LL <Fig. 713. 
Alter 9 h the label in the UL started to de- 

Eh

1I  

3  r* iI' ars) 3 	In 3  
FIG. é. The ,crapachy sapper and lovor .mycelial 

layen so tarta .serial 4typhae as india:tad by protein 
.coosient. t(A) alydüal 1511115 M3th LL ,atad UL viere 
sumad Impide Man atter liMferrin times aterir expo-
mere and -serial typhae arre .quantified n2 t 
Mean orabais of lao ilifferent •experiments. 111 
Amn* *uf acrial 11)phae bits estad •every 3 t rfrom 
:asyedial arta 'aith vol).  U. 411 mi tinitial proteinvor 
with U. .and 	:inicial proteln I. rach ,point 
represents the mean milue of three mf celittl wats..... 
UL 	LL :and U- 

Fta. 	Ineorporation of t4U-44Ciebstamisie isto 
different mycelial layen, ¿A).111). and (O ate. relPic-
tively, total. salta*. and *cid precipitada ~uf 
protein in .a cantina/mis lahol txperimert. <01. (E). ama 
IF) are, reapectively. total, soluble asee &cid onselidt-
sihk epmims ,of ponga atter a 10-min Mar at 33 b 
esposare ta sir. O. U. S, UL; A. A. 

crease and increasing amputas of babel 
mere tened in .A <Fig. 7.M. In the LL the 
babel was iiicorporated iisso dee byidme 
tloadaaredy derirs the first 3 lt a.d mut of 
the label remailied soluble. la castrast. 
muda of the libe' of the UL mes I. the aria 
procipitable traetioa "cs. 72. 0. 

a 10-misette pulse uf ~al mis 
acid wat given at 3.51 expossere So sir arad 
arialyzed there atter at dame* times. die 
UL iocarporiraed 12 times more Mal dm 
the LL <Hg. 7D). Ido« of is label mas he-
itially soluble (Fi g. 7E), bel toas  «O* á. 
corporated int* the acial precOiable tac-
hos arad thea loe from ibis Mak* (Figs. 
7E, n. Label was aho traitikedied jalo the 
serial mycelium and atas iescorperated 
latimly iodo acid precipitaltk•mrteñ 
7D-F). blost («the label Iricaepanied imo 
the LL asycelima remaieed 'soluble *ad 
caly a tiegligible amasasen meted hito ad/ 
,precipitable material <Figs. 7D -F). Abed 
30% of the 1011i1 label irMtirlly isompansed 
int() the mycdial mal *as lost atter 13 M ia• 

4 
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cubation, probably as labeled CO2, since 
ulmost no lubel was found outside the my-
celium and labeled CO2  evolution has been 
measured under similar experimental con-
ditions Inot shown). 

Effeci of Nutriera Additions 

AH of the preceding experiments were 
done under siarvation conditions; i.e.. the 
mycelium was washed with phosphate 
buffer before it was exposed to the air. 
When the mycelium was washed instead 
with media having the composition uf 
Vogel's mcdium. with or without NH4NO3  
and with or without sucrose. an inhibitory 
effect on aeriul hypha formation of 
N1-14NO3  and a stimulatory effect of su-
crose was observed (Fig. 8), phosphate 
buffer and Vogel's medium without 
NH4NO3  (V — N) gavie higher amounts of 
acrial mycelial than distilled water. The in-
hibitory effect on acrial hypha production 
observed with complete Vogel's medium 
(V) was partially canceled by sucrose 	+ 
S). Comparing the protein content of the 
UL and the urja{ mycelium of these exper-
iments it ;sus observed that the greater the 
amount of aerials obtained the lower the 
amount of protein detected in the UL after 
15 h exposure to air. 

As shown in Fig. 9A. increasing amounts 
of NH4CI or glutamine added to mycelial 
muss in phosphate buffer caused increased 
inhibition of acrial growth; NH4NO3  or 
KNO3  at 20 and 40 m.%! had an effect sim-
ilar to that of NHiC1 (data not shown). 
When sucrose was :Med to the mycelial 
mats in phosphate buffer, an inhibition of 
acrial hypha production was observed at a 
0.511 1w, vi sucrose concentration but stim-
aludan of acrial growth was obtained be-
tween 1 and 3' 1w vi sucrose (Fig. 913). 

DISCUSSION 

A mycelial mai of 	cra.s3a exposed to 
uir rapidly forms serial mycelium and coni- 

Pe4 	• 04 	v401 
FIG. tt. Amounts of different layers in mycelial mata 

washed with diffcrent media before exposure lo the 
uir. V. Vogel's mínimum medium and V — N. same 
without 111111N0y: V + S. Vorefs minimum medium 
with 1.5% sucrose and V — N + S. same without 
NH.N0): P013-  reprelents phosphate buffer 0.03 Al. 
p11 6.1. Bus índicute the mean »loes of two or three 
experimenta with Iss o myce1ial mata for each mcdium, 
analmed afta-  15 h. 

diutes in a synchronous manner (Stine and 
Clark, 1967; Cárdenas and Hansberg 
1984a) (Fig. 1). Using Chis experimental 
system to study the physiology of serial 
growth, we observed that in fess iban 0.5 h 
the mycelial mai could be separated finto 
two fractions, un upper layer of adherent 
mycelia and a lower layer ofloose mycelia 
(Figs. 1, 2). Since glutamine synthetase. 
NADPH dependent glutamale dehydro. 
genase. glutamate synthase, glutamine 
transaminase, and ulanine transaminase 
specific adivines were Post in the UL (Cár-
denas and Hansberg, 1984b) it was first 
thought that the UL represented a dehy-
drated layer of dying mycelia. This turned 
out to be falso. Vital dyes are excluded 
from the mycelia of both layers and only 
occasionully are segments delimitad by full 
sepia permeable to such dyes. Myccliu 
from both layers and ulso the acrial mycelia 
viere able lo grow when transferred to 
liquid media. The mycelia from the UL (15 
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no. 9. AeriaI growth inhibition with (lacren! ni. 
trinen saurus and stimuIation by suerose. Mycelial 
mats, washed with various amounts of either SH4C1. 
KNO3, ¡glutamine. ur suerose. mere separatcd at II h 
uir exposure and protein content in acrial hyphac was 
determina. 1A1 	glutamine. a. 1W Su. 
cross: Idean values of tm o experimems. 

h) reassumed grouth in Ilquid minimum 
medium without un :apreciable lag. Furo 
thermore. as shown in Chis paper. the UL is 
the onc that mainly forms the serial my-
echa. This conclusion is sustained by the 
following results: 1a) Mycelial mats with 
only UL do form acrial hyphac (Figs. 3, 
613).113) The mats with mycelia oían aux°. 
trophic strain stratified on top of another 
strain formcd conidia which had mainly or 
exclusively the &ende background of the 
auxotroph (Table 11. (c) The LL mycelia 
adhered to cach other. i.e.. turned finto UL. 
before thcy could produce acrial mycelia 
(observation of the experiment shown in 
Fig. 6A). (d) The UL was much more ac-
tive than the LL in incorporating labeled 
amino acids Info the hyphae and finto asid 
precipitabk material (Fig. 7). (e) Most of 
the label incorporated in A is probably 
translocatcd from the UL (Fig. 7. Table 1). 

Adhesion of the mycelia seems to us an 
important cvent related to the formation of 
acrial hyphac. In N. croma, as we have 
also observad in other filamentous fungi 
such as Aspergillus nichrians. .1114for romí.  

Phyromyres blake xleeansis. adhcsion of 
the hyphac occurred or was enhanced 
whencvcr the mycelia were inhibited in 
growth. Stationary cubres of N. musa 
also formed an upper layer of adherent my-
cclia and a lower layer of loose mycelia. In 
these cultures different enzymatk activities 
and amounts of caroienolds were found in 
the UL as compartid lo the LL (Zalokar. 
1954, 1959), Polyoxyethylenesorbilan 
(Tween) is frcquently usad in order to avoid 
adhesion of the hyphac. When the myce-
lium of N. crassa was washcd with 0.1% of 
Twecn 80 solution before bcing induced to 
form acrial mycelium, nu UL was formed 
and no acrial growth was oblained. Further 
experimcnts are in progress in arder to es-
tablish whether adhesion of the hyphac in 
N. musa is related to, or required for, 
acrial growth. 

The LL of the mycelial mal also con-
tributes to acrial growth sincc higher 
amounts of acrial mycelia are formad when 
both laycrs are present as competed with 
mycelial mats with only UL (Figs. 5, 6). lis 
contribution probably comes via degrada-
tion of macromokcules and eacretion of 
the degradation products to the medito» 
%%ere diese can be taken up by the UL. 
This interpretation is sustained by the ob-
served loas in protein contase (Cárdenas 
and Hansberg 1984b), excretioes of Hin lo 
the medium (Cárdenas and Hansberg 
1984b), increased vacuolatioes in the hy-
phac (Fig. 3), loss in the ~net of nueki 
(Fig. 4), and transfer of label from the LL 
to the UL and A (Tal* 1). 

II has bien reponed that ammonium goas 
or glutamine inhibáis sponelatioa in some 
microorganisms (Galbraith aad Smith. 
1%9; Freese el al., 1972; Elmerich and Au-
bert, 1975; Le'iohn et al., 1978; Schindlcr 
and Sussman, 1979). We also found a 
strong inhibitory effect of NH4NO3. 
NH4CI, KNO3, ami, particularly, glutamine 
on the formation of acrial hyphae in N. 
crassa. Glutamine is probably the re-
pressor in the nitrogen catabolic circuir 
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(Marzluf. 1981) and catabolic enzymes. 
specifically tiroteases and amino acid oxi-
dases. could play an important role in the 
conversion of a growing mycelium Info a 
mycelium in the proccss of forming aerial 
hyphae (1. Aguirre. 1. Toledo. and W. 
Hansberg, unpublished mutis). Sucrose. 
between 1 and 2% hand a stimulatory effect 
on serial growth. This effect partially 
cancels thc inhibitory «fea of 25 mM 
NH4NO). Stimulation of sporulation by a 
carbon sourcc has beca observed with 
other multicellular microorganisms 
(Henney and Maxey, 1915) and glueoneo-
/cok carbon sumes are requirtd for spor-
ulation of unicellular microorganisons (Fo-
well, 1969; Schaeffer. 1969). 

Fina», we stress that the inodd system 
analyzed in ibis paper offers advenimos for 
the study of conidiatioa. O( most impor-
lance is the fact that the difiere* structures 
can be separatcd. Separados is done with 
case and is precise sheet very fesv conidio-
pisares realained attached to the UL and 
the hose neyedia are washed »my from it. 
&Ocia« aMOYAts of the different !rec-
ibas can be obtaireed from une mycelial 
rrlal to alba biochemical asalysis. The 
whoie differeatiatiots process is observed in 
the atine of 1 day's work. 'The system is 
very reproducible and whichevcr variable 
is ~*d. the LL can be taba as a 
conmine control for *Ame is specifically 
acomba in the UL. Difieren conditions 
are &Med *Mere the differentiation pro-
cese either stimulated or inhibited. Wc 
are confedero that further analysis of ibis 
experimental system using different strains 
sed incubation conditions will give us 
much inforntation on the physiology of 
corádiation in N. trusa. 
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Se encontró que la GS de N. crassa se inactiva In 
vitro por ascorbato t PeII1 o H202 + Pen o  pura o en 
extractos crudos. La reacción de inactivación por 
ascorbato + PeIII es dependiente de oxígeno molecular, se 
inhibille por MnC12 o EDTA y se estimula en extractos por 
azada de sodio. Los polipeptidos 	y de la GS se 
modifican por estas reacciones dando lugar a dos 
polipéptidos con un punto isoeléctrico más ácido y del 
mismo peso molecular. Esta modificación se observó en la 
enzima pura y también en la enzima inmunoprecipitada de 
extractos incubados con NAD(P)H. Los polipéptidos 
modificados se detectaron in vivo cuando el micelio de N. 
crassa se privó de carbono en presencia de aire, 
condiciones  en las que previamente se había reportado que 
la GS era degradada (Moral  Y. et al., 1980). La GS 
modificada in v itro es más susceptible a una actividad 
proteolitidinel extracto crudo. Esta actividad es 
insensible a PMSP, inhibida por MnC12 y estimulada por EDTA. 

Los resultados anteriores nos colocaron en condiciones 
de poder detectar a la GS oxidada durante el crecimiento 
aereot  y abrieron la posibilidad de que otras enzimas 
también pudieran ser oxidadas, en particular la GDH-NADPH. 

25 
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Oxidation of Neurospora erassa Glutamine Synthetase 
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'1 be glutissisiee s'interim.* al Nesirospere erogo. deber piedad or In tete extracte. Mil  Inoravoled by 
aoreehine giba FeC13  ekrcl by «lo:  phi. reS0,3. 1 be inedivat(eie reanima wat *typing dependeol, hisilaned by 
Molla  msd El) fA. aed stleesilated lis cdl estriad. by menino erlde. 	loiselivatien anead alio be brolebe 
des* by odiadas NADPII tu the rete estima. The su and 11 polypeptidesell the activt glonterikse spallielme were 
lleamffiled by Nese  Imictliallint ~do" 11111311 rho le beis nesH adobe palypeptides. nue easidlikaaises were 
nbaersed with the pealad /some. with (vil estrada. and arder In vivo easedislaset lo tebich $setandiee 
s'odiarla*, le degradad. Tbe isiadilled %Wanda* symilteiale atas ~re sincepelbie lo insilogeweel 
pliessylinetbylmellestyl Ilearlde-Inennillse reiné) tle 	»hiele was liebibiaed by Mesa: sed ithaohned by 
ElYTA. The poosibk physlologikag n'esmera el 'asome °Wolk»M dkiniosed. 

Our research un the repilation of nitrogen melaholism 
during the formation uf Neurotpora <rimo l'erial 'meche 
eiggested that in the mycelium forming the Iberia, hyphae (i: 
1. Toldo. J. Aguirre. and W. Ilinsberg. Esp. hl) col.. in 
preso), the glutamine synthetase IGS; EC 6.3.1.2.) was 
regulated at the leve' denzyme deeradation 121. Considering 
that Ilchrrit hin culi OS h size-specifkally osidized, y ie(ding 
sin inactivo enoyme whkh is more susceptible lo moteo() tic 
athsck iban the unmodified ene ib, a-10. 13),, we so out tu 
determine w helor the OS of N. trio+,$$ was also inactisaied 
by osidation. We report that oshlation oí .V. s rauu GS e 
and 	polypeptides inaclivated the enzyme. giving n.o lo 
two novel achlic polypeptides which were more susceptible 
to proteolysis ,han the unmodified unes. The data siso 
suggest that the modifica:ion reaetion can occur in vivo and 
is relatedto the physiolugical condítions of the fungus. 

MATERIAL-S AM) METHODS 
Itageois 'ad cliereskals. Reagents for enzyme determina-

tima, 11F.PF.S (N-2..hydrosyethylpiperazinr-Ar-2•ethane-
sulfonic acid) buffer. nucleutide.. and ascurbate were 
purchased from Siria Chemical Co. The elettrophoresis 
reagents wat obtained from Bici-Rad Laboratories. and all 
tahur chemicals were Maker reagens grade. 

Sendas and editare condilinn. IKildaype 	ruma strain 
74A cenit originally from the Fungid Gcneties Stock Center 
at the University.  of Kuma.. Kansus City. The ,gbi-lbRA 
strain. a revertant of the glutamine ausuirophy mutation 
glit•lb, which lacio the ,l pub peptide uf OS tb. was kindly 
provided by G. !Mita rrom ibis university. This simia has 
completely resdined the dalo),  lo gruw in minimal medium. 

Culturas were grown from a cunidial inoculum of 10A 
conidia per ml fur 12 lo 14 h at 30'C in Vogel mínimal 
medium (22) supplemented with 1.3'4 sucroso. Aeration wits 
provkied by a gyratory shakcr at 2411 rpm. In some capen-
ments cultures were transferred eller 12 h uf g,rowth int° 
fresh mínima! medium without %11Crs$0. Thereilner. these 
cultores were disida in two parta. Orle was agitated ander 
the same conditions Mili at a high 	voiume ratio 
(abato 211); the °the: was incubated without agitation at the 
same temperature In u causad (las'. filled tu the top to 
elimínale any sir chambee.. At different times samples or 

• C1+rre41444141ing author. 

these cultures were taken and dehydrated with accione. 
Accione powders of there and other callares Viere stored at 
-20*C unid tosed. 

Cell esencia asid enyese mayo. Accione powders were 
ground with dry Ice and suspended in 30 mM HEPES buffer 
Ipli 7.21-10 mM KCI for GS activity assays or in 10 mM 

(p11 7) for catalase activity assays. 
GS activity was assayed by the ~that' of Ferguson and 

Sima (5). Transferase and synthetase activ 'tics are expresad 
as micromoks of Tglutamyl hydnuarnate per milligram of 
protein produced in 1 admite at xrc. Protein was deter-
minad by the method of Lowry et al. (12). 

Catalese (EC 1.11.1.6) activity was assayed with 15 mM 
11:03 by the method Munkres ct al. (14) and expressed as 
the 	per minute per milligram of protejo. because 
catalase activity units have not been defined due to abnormal 
kínetics. Sodium anide (10 mM) inhibited 96% unix Matase 
activity at 4"C, 

larsetivatien sf CS. Purified GS was inactivated by addition 
of un ascorbate solution (neutralized with NaOIl) al a final 
concentration of either 15 or 20 mM and en FeCI3 'dation at 
a final concentration of 0.4 mM. Both solutions were freshly 
preparad. Incubstion was carried out at 4 or 22 e. Sampler 
»ere taken at different times and assayed direttly for OS 
activity. 

The inactivation of OS in cell extracta was done with 20 
mM ascorbate and 0,4 mM FeCh at 4 or 30*C. usually In the 
presence of 10 mM NaN3  tu inhibit endogenous catalase 
activity (10). Freshly preparad 11303  and FeS0,3  solutions 
(0.2 and 0,4 mM final concentration. respectively) were also 
usad to inactivate the cell curad OS at 4•C. A third way to 
inactivate the coal calcad OS was by adding a freshly 
preparad NADPH solution loa final concentration 015 or 10 
mM and incubating at 4 or WC. 

lieseeptibility uf OS te embromes protease utility. A ten 
extract in 50 mM HEPES tpH 6.1)-10mM KCI. treated with 
ascurbute-FeC13  and NaN3  and untreated, was incubated at 
37T for up to 4 h. Under thcse conditions only half of the 
cndogenous proteasc activity was sensitive to 40 µM 
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). as measured by sol-
uhilizatiun of radiactivo proteins in 10% trichloroacetic acid 
1W. Hansherg. unpublished results). Following proteolysis. 
sampies with 30 mU of initial GS activity were run for 18 h 
in 30 V in a quantitative immunoelectrophoresis system as 
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Mines %bel *tu) cst 410+5 	iiwutissi ion 1.r :11 anos Al 22C, Ti.indebise 
.a..nsity seismo ittaitnent ra. iihuin 	ml. V.bluts ate altor. 1ot itto IV 
Iheee 	 susurairdeusis sirtr. osa sssesdie I tse'. I►. t t mil;  

O I mil. 14041:. 1 NISI. 1.01.1. 1 m11.1. MAS,. si 5 0141, 

describen by Laurell 171. (itim untihody againsi purnied OS 
was uses! 1201. Alter the gel was siained and dried. the 
relativo atea or inch precipliution peak w.is determined hy 
cutting off the peak& from u photocopy and weighing diem. 

Inuesisseliarikigibilinei of OS.. Samples of cell turnos 10.4 
mg of protein) in •4I mM 11111E5 Ipli 7.2140 mM vluid• 
mute-10 mM KCI sten: immunoprecipitated by andina a 
polyclonal NUM annbody against purilied GS 1201, The 
raction was carried out for 12 h at 4T in the presence uf 0.4 

mM PMSF, 3.3 mM p-mereapioethanol. 3.3 mM bisullite. 
2.3 mg of bolito alburnin per ml. and 4 mM %Int"!  tu asoki 
usidation during immunoprecipitation. Immunoprecipitates 
mero: luyeren un top of discontinuous suerose gradients and 
eentrifuged al 9.000 k g for 30 min 	1171. 

ElectregIstiersis 	stabilag. "I he immunoprecipitaies 
viere analsred by two-dimensional electrophuresis in pol)• 
acry lamine sets by the methon of ()Turren 11bl. The &lis' 
sultage pulse in the 11rd dimension was sm Med. and the 
benita' dimension wus run with urea 1191. The gels were 
siained either with ctiORI/Mie brilliant blue or hy the Silvor 
sitúo prueedure of Wray el al. 1231. 

RESVI.TS 
Odiad» lasethasies el peribed OS. Purified GS of N. 

crema was treated with iitCuf hule 191 and :hen assayed for 
activity. Treatment with ascorbute partially inactivated 

the enzyme (rabie 11. Ibis inactivation 14111 strongly en• 
balicen by FeC13  and MI% dependen) un molecular °losen. 

it did no( occur under a CO. aimosphcrc friable 11. 
M.inganese and EDTA suppressed inactivation in the pres-
ence of mir. These results suggested that the GS of N. crema 

TAIII.F 2. Oxidatis e inactitinion tttGS in ven esIrects° 
••••••••••••1•1". 

Adía sts 
remaiissisit $ 

Sone 
	 11W) 

NaN, 
Na 41  + Ase 
	

100.2 t 4.3 
93.2 z 2.0 

103.3 4.7 + Fea, 
ASC 	FeCh 
	

79.1 .2 4.1 
tu.3 2 3.4 NaN, + MC + FeC13  

NaN1  + MC + Fea, + MnClt 
	 93.9 s 4.1 

NaN4 + ASC r Fea' + EM.A 
	

93.1 2: 2.9 

0 Intidisadita tha. duros lit 1-C For•Ontin. SUJIIMII Mide 11111041 sha% uses! 
is$ issitsiiii tildo/sous» caddloW *lis My. brial %rrotk: «siso>, II '1 R: mi ut 

Vsslue% in Inciso% For Itirer deicimindisons. toswenirdrsuns: lessast• 
me; Feo,. 1E1 mM: 	4 mil: 1.10.1.1 insl. 
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HG. 1. Ascurbale•Fea, Inaciivation uf OS in cell esiracts. 
1,1411 is al ion was done in the presence of sodium acide 00 mhIllitilh 

mM escurbste and 0.4 mM Fea, for 60 min si 4T, (A1 

lir gro* h. pea recia was show 3.1B) Synthvase activity lo 010 baffle 
Cell estnect.ICiTransferase activity la cela eilrixt of the gln-1b1Z3 

lean•feriase activity in a wildlype strain 74A ce!! (11111C1 afier 14 h 

mulani simio. sshich lacha the OS p polypeptide. 

underwent an oxidatIve inactivation similar to the one de. 
scribed for the E. culi OS by Siadtman and Levine and their 
co-worken (6. Iba. 15). 

Illochendral ebaracteriaatlas of GS laseetIvation by asear. 
bate. in an extract of N. mesa wild-type strain 74A 
mycelium. GS was almo inactivated when treated with ascor• 
bate plus Feel; at 4`C ITable 2). This inactivation was 
strunger when sodium mude was used to inhibir the catalase 
activity uf the extnsct (10). Catalase activity In Chis estribo 
was 1.09 lizio  per mg per min and was 9651 inhibited by the 
concentnition of nudo oled. Therefore. all subsequent as• 
saya with cell extracta were done in the presence of axide. 
As shoWn for the purilled GS, the inactivation reaction in the 
Id extraen was aleo supressed by MnCl1 and EDTA. G5 
trunsferase and synthetase actisities were inactivated by 
ascorbate plus Fea)  (fig. 1A and 13). 

N. croma has IVA) polypeptides with GS activity, whkh 
are callen a and j1 (3, 19). In the wild-type extract. the pla 
ratio was iban 3: the a polypeplide hada higher aillnity for 
substratos hui a lower turnover number than the p polypep. 
fide O. Guarnir% and J. Mora, manuscript in preparation). 
The los% of activity suggsted that both polypeptides had 
been inactivated. This result was confirmen by the fact that 
in the ght./dR8 mutant sirain, which has only the a polypep• 
tido 131. the OS was siso inactivated by ascorbate plus Feel). 
although not as much as the wild-type GS (Fig. lA and C). 

The GS activity in the wild-type strain was to same extent 
protected from inactivation by ascorbate plus FeCI3  when 
the subir:nes of the synthetase activity viere present, par. 
ticularly ATP or ATP plus glutarnate (Fig. 21. Ammonium 
lona did not protect it, and phosphate ions and glutamine 
mude the enzyme slightly more susceptible lo inactivation 
IFig. 2). 

Malessalar tbaracterisestime oí °alead GS, lt has been 
suggested that the E. col! GS is inactivated by oxidation of a 
single histidine residue, yielding a carbonylated imidazole 
derivative 101. When N. «ano wild-type mycelium extniket 
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wits immutioptecipitated with antibodies again« purifled OS 
and subjected tu twu•dimensional electrophoresis in a poly-
acrylamide stab gel, the two polypeptides, a and 11, were 
observed. Carero' observution revealed two °cher poly-
peptides with similar molecular weights, bit havine a slightly 
more acidic isoelectle point. When the extrae' was trencen 
with (he ascorbate-FeCl3  and 11202-F404  oxidizing systems 
prior lo immunopreeipitation, the amount of n and p 
polypeplides In (he gel diminished und the two more acidic 
polypeplides Increased in intensity (Hg. 3). Pare OS treated 
with uscorbate plus RO)  gane the same result (data not 
shown). These data suggested that the a and polypeptides 
were partinlly modified by the uscorbate-Feels and 11202-
PeSO4  oxidizing systems, giving two more acidic poly• 
peptides. 'Choc modified n and (3 polypeptides are calla n' 
and D' polypeptides hereaDer. Reside these polypeptides, 
two other polypeptides of lower molecular weighl Iban a and 
p were present in the oxidized ccii extracts. Thc significance 
of thcsc two polypeptides is not known and is under laves. 
tigation. 

Under the conditions used in (he aboye cxperiment, the 
inactivation of GS was about 80% of the Initial enzyme 
activity. Thc rclativc iniensities of a and 	and p and 11' 
viere nal in accurd with the degree of inactivation. It was 
probable that oxidative modification of few monomers in the 
oligomeric structure, principally octamers (II), cnused the 
Loss of mos: of the activity. On the other hand, complete 
inaclivution was rielar observed. To demi highcr 111/11 
rallos, puro OS containing almost exclusively p polypeptide 
was inaetivated under dissuciating conditions (1 M NaCI at 4 
or 20'C) and electrophoresed in two-dimensional gels (Hg. 
3). The 13 polypeptide diminished in intensity, whilc the 11' 
polypeptide remained about the same; hui at least two other 
more acidic polypeplides uf sume molecular wright were 
visible (Fig. 3P). 

SensItIvIty uf Inuctivated OS 10 endogenous prole:ase adv. 
uy, Tu mensure the suscepiibility of the active and inacti• 
yates] OS lo endogenous protesslytic activity. a mycelial 
extract was incohated under condi:1°ns in which endogenous 
prulcases were active and dans nnalyzed with a quantitative 
immonnelectrophoresis system. The ascorbate•FeCli• 

60 

O .do l'*°-  e°'  
NOW RIP 

HG. 2. litted of substnites and products un inuclivalion of OS 
uf itscorbuie-FeCl). The conditiuns were as for Fig. 1 excrpt that the 
wild•type cuyos< activity was assayed afler 30 min uf Inactivution. 
;tatues ahove the dashed line indicare prutection from inactivation: 
valuta bclow indicute labilizutiun uf the cnzymc lo inactivation. 
Final concenimtions: ATP. 15 mM; glutamine, 5 mM; N114'. 10 
mM; glutamine, 14 mM; P„ 1 mM. 

111 

c 

FIG. 3. Osidalive modifIcation of n und (1 polypeplides. Inucii-
vallan with uscorbate-Feell  was done as described in the 'romí lo 
Fig. 1. Inuctivallun with 1I,0:  (0.2 mM) plus FeSO, (0.4 mht) was 
curried Dia for 60 min ut 4`C. GS immunuprecipilates und purified 
GS were separuted by two-dimensional electrophoresis in polyacryl• 
mide reís. (A) Nonuxidized cell extruct; (0) ascuthate•FeCII-
trerited cell extraen (C) I 1203-RSOf  (reuled cell estruct; (1)) pari- 
fied 	from a mycelium which hud ulmost exclusivoly (3 polypers- 
lide; (1'..) the sante oncyme incubated with 1 M NaCI al 4'C und aten 
Ireuted with uscurbuie•reCli; (19 the same enzyme incubated with 1 
M NuCt ot 2.crc und then treuted with uscorbate•FeCl›. (A. 11, C) 
User stained: (1). Ii, 1:1 stained with Coomassie brilliiint blue. 

inaelivoted OS in the presence or sodium nide was more 
susceptible to proteulytic ultiick num the OS treated with 
eilher uSCur bate. FeC13, or azide alune ("rabie 3). 11 was ¡siso 
observed that proicolysis of the inactivated GS antigen was 
stimulated by EDTA (68% with 1.5 mM EDTA). was inhib-
ited by IsInCI:165% with 4 mM kInCl!), and was not alrected 
by PMSP (16% nctivation with 3 mAl PMSP). (The Iuss uf 
¡titilen without any addition, tsbout 30%. was taken as ion 
proteolysis). Atter 4 h of proteolysis, unl' une-thini of the 
active OS Infligen was fose, while the inacisvuied GS antigen 
was completely lose in the same period (Fig. 4). To escinde 
a possible elfect of ascorbate und Nay un the proleolytic 
LISSaY, u MI extnsct was di vided luto two fructions. One was 
treated with uscorbate-FeC13, and then hInCI:  was tidded; 
the other fraction had NInC12  addcd (Int und was Osen 
incubated with ascorbate-Feel). Doth extrucis viere then 
inCUbittcil ander proteolysis conditions and ron in the quan-
titative immunoelcetrophoresis system. Manganese partially 
inhibited both oxidation by the ascorhate-FeC13 system and 
proteolytic activity. Nevertheless, loss of the GS infligen 
was higher in the GS inactivated with uscuthate-FeC13  
More the addition of manganeso. compared with the GS 
which was trented vitih the oxidizing system in the presence 
of manganeso (Fig. 4). These data show that the ascorbate-
PeClrinactivated (35 was preferentially degrnded by no 
endogenous protense activity which was sensitive lo divalent 
cetinas and not inhibited by PMSP. 

InacIlration uf OS by NADI'll. Oxidation of E, volt OS is 
thought lo be n physiological response mediated by a mixed• 
function oxidation enzyme which recitares NAD1'11 (10). Wc 
incubated a cell extra« with NADP11 in the presence of 
sodium oxide. OS was Inactivaled by NADP11 or NADA in 
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ibet aletead l Fle. 3). blasuanese and libo ErfrA inhibieed the 
inactiva** nractioa. and Feel) uienulated it ¡TM* 41. 
'MI* real 23'A anee istiativastion té GS al room imperainre 
the al 	(Fig. SI, indicad% a probable ertnnse activity 
the salad. 

Tos be ~ala that the lesactivation medites! b) NADPII 
was equivaleiii to the *midan** bronglsi abur* >y ascarbate 
wad Feel), len MAI lPfltnnated slttttwt mur isteentennprecipi• 
takel and anslyted by twoilinientional electroPhoroh• 
More n' sud r eme Moved with the NADfilimactivuted 
catead Irig. 3. km', lhan Mili the untreaded active GS tFig. 
3M. This seggrsted that the a and 11 poi)peptides o( OS 
~hl lin namillkd te the a' and $1' polypeptides by un 
cosimileata NADPH•dependent activity. 

lial~eS GO h ealeial le ^digital esindlelana. The 
experimenta *ove augersied that GS was oxidad by len 
114411110114 eniymatic activity whkh requwed NADPH. 11 

2 
TIME (hours 

MC. 4. OS sentítirhy tu comisionan auteol) tk activity. A cell 
canal was mutad with uscurbone•FeClk  and len ineuteted ea 37'c 
kif o« tima bahcosted. Symbols: O. mi ;retad: M. beato) a Oh 
asembale•Feait U. Uvated with escurbate•FeCID  in the presence of 
»tal 14 moka trotad with 11101thile•Ferii. with *Jai doled 
befo', incubaba* al 3re . vahos,' are *wat for twu taptriments. 
with a mational vorlitlue of 
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40 	1110 
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tarad arad kembanag al 34 ex (C for the timan indicad. The 

symbigh: O. NADPH al lire; NADO% al (C; A. NADO at 

wat done by ~os 	 a, MADI, (3 aaM) to the es« 

cana ~ad ~ea mida 110 .M) and Fdlt 10A nildb 
Sodiow atar pis Fea) dem gays 3911,  ormaktio. activity Met GO 
oda uf issadoatitat a1 7CC. Anidan ot ?MOR* lit the Menas d 
*odiosa arida sant «Al tema idety activity alee GO ida at WC. 

30T. dandi laratteaperciaritated 05 from a élkatia HAMO• 

FIG. s. os isactioraiina by IdADPII la cal extracta. bactistatiose 

tetad cell estrat tokarvphoemed In a poi yacrylamide gel la toso 
dinteasioott and the. alter stained. a' and 011  are Medicad. 

has bien reported that OS la degraded when cubo* »orces 
are Millo. (13). To delco whether degradados of OS dee to 
carbon »urce lindiation is dependen* on *vascular oxygen. 
liquidlrown mycelium of N. craisa was transferred loto 
rninimal enedium withont a carboo some sed cien divided 
loto novo culiures. Otee wat agits,ted as usual but with a high 

volarte ratio. and the oler was kg* gil and 
incuhated lo a closed flash lilied to the top lo avoid len sir 

TABI.E 4. imativation of OS in Cell eatracts la the presence of 
NADPH' 

Addiikm 
*caray 

radian* ISE I 

Nom 
NADPH 

100 
114.1 I O II 

NADPH + Nallo 1111.0 t 1.3 
NADPII + HaNs + Fea, 23.1 
NADPH + NaNi + Fea; (4•C) 34.1 z 0.6 
NADPH + NaNi + Feel, + tdaCIR  103.3 s 1.2 
NADPH + NaN)  + Feas  + EDTA 59.7 t 2.0 

• Inciobellos roes dome si 22'c usar» itiged digermily. 	**tac 
0 43 Ulmit of protrin. Velets 	arana Wr ibas dirstriziestkins. 

Final cusemormions: NAI}Pfl. 3 madi NaNh, I0 	Feal. 0,4 odie: Mea:. 
1 "Mi EWA. 1 t'Al. 
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FM. 6- rolYPcplides of in vivo•modified OS, Myeelia of a 12-h 
allane were transfored into fres(' medium wii how sucrose and ¡hen 
incubuted for 3 h cid'« in a doled ilask without un air chamber or 
by agitating in a Ilask with a high air-tu-liquid solume rutin, Cell 
°Atari+ were immunoprecipituted with arni•GS untibodies, and the 
immunoprecipitates were electrophoresed in polyucryiumide gots in 
two dimensions and 'hen sitver stained. Panel% show OS ¡in• 
munoprecipitated from unucrated tnycelium (A) and hyperaeruted 
mycelium (111. The directions of sodium dostecyl sulfute ISDS1-
riolyacrylanikle gel electrophoresis and immunodectrofocusing (IF1 
are indicated. 

chamber. Al different times the two mycelia were harvested 
and deltydrated with accione, and «II extracts were pre-
pares!. OS activity in the extracts of the nonaerated mycelia 
remained at nearly the pretreatment levet (90% activity 
remaining al 3 h), whereas the enzyme activity diminished 
with time in the extracts of the aerated mycelia (33% activity 
remaining al 3 h). The immunoprecipitate of the nonaerated 
mycelia (3 h) had some a' and 	polypeptides, but the 
amounts of these two polypeptides wcrc cicarly higher in the 
extract immunoprecipintte of the aerated mycelia (Fig. 6). 
The inununoprecipitate of the extract bcfore treatment is 
shown in Fig. 3A. Time resulta suggest that OS poly-
peptides a and p are modified in vivo under strong aerating 
conditions. 

DISCUSS ION , 
In Ibis paper we have studled the oxidative inactivation of 

GS in N. ama. Using the oxidizing system described by 
Stadtman, Les ine, and thelr co•workers (6, 8-10, 15), we 
have been able lo show that the a and p polypepi ides of the 
active OS of N. crassa wcrc modified, giving risc to two 
more acidie polypeptides, called a' and p.. The modification 
reaction was dependent on the addition uf a compound, 
ascorbate or NADPII in ce!l extracts, that can be readily 
oxidized in the presence of molecular oxygen, giving risc tu 
11202. Endogenous cutalase nctivity inhibited the modifica-
tion of OS, and 11202  in the presence of R(II) brought about 
the same enzyme modification. This suggests that 11202  
participares in the inactivation mudan, Ilydrogcn peroxide 
in the presence of FE(l') ions gives risc lo un activated 
oxygen species which is thought tu be responsible for the 
enzyme oxidation (10). 

Higher proportions of u' and p' were detecte(' under  

dilrocni cunditions: ascothutc-FcC13-inactivated puro (iS; 
NADP11., ascorbate•Feclr, or 11202-FeSO4-inactivated OS 
in cellular esti-nets; and in vivo conditions in which OS is 
degraded. In 	'hese conditions the ;Inmuta of u and p 
polypcptidcs diminidied and proportionally more u' and p. 
wcrc detecied. The displacement lo a more acidic isoelectric 
poinI suggcstcd the gain of negativo charges. More acidic 
polypcptidcs than a' and p. were observed when the modi• 
ficto ion wus done under dissociaiing conditions. Under these 
conditiuns probably other sites for modification are exposed. 
Thc distaticcs in the gel between a polypcptide and jis more 
acidic foral viere similar and consistent with n sequential 
gain of prubably a single negativo chame. 

The oxidative inactivation of U5 wus not quantitutively 
related to the appearunce of the a' and p. polypcptidcs. This 
could mon that only a few modification sites are exposed in 
the oligumcric structures of N. crusva OS. Alternatively. it 
could indicute negativo cooperativity in the oligomer. e.g., 
orle or u fcw oxidized mononsers in the oligomer bring about 
a conformational chance that rendcrs the enzyme leas active 
but inaccessible to further oxidation. lloth possibilities are in 
accord with the higher proportion of modified polypeptides 
that were obtained xty inactivation under dissociating condi-
¡lona. Anothcr punible explunation is that the modification 
reaction is reversible and that equilibrium is rcnched after 
mil). 1 h. Quantitative correlation between the degree of 
activity inhibition and the amount of modified polypeptides 
present in the immunoprecipitates was ulso prevented by the 
fact that these polypeptides were more susceptible tu 
proteolytic atiack and proteolysis could occur during the 
immunoprecipitation procedure. Thc uppcarance of lower-
molecular-weight polypeptides, panicularly when 11202  and 
Fe(11) were added lo a cell exima, could be duc to the 
presence of degrudation products in these immunoprecipi. 
lates (Fig. 3). 

With respect tu the physiological occurrence and signifi-
canee of the oxidative modification of GS, we detected the in 
vivo-modified a and 3 polypeptides in prooxidative condi-
tions In which the GS afligen and activity disappeared. That 
the in vivo modification reaction could be enzymatically 
mediated is suggestcd by the temperature sensitivity of GS 
oxidation in a cell extruct in the presence of NADPII and 02  
in contrast to the ascorbate-FeC13  and 11202-FeSO4  inacti-
vallan reactions. lt is also significant that the OS wus lo 
some extent protected from inactivation by the substrates of 
its physiological synthetase activity, particulurly by ATP. 
Inactivation of an ATP-consuming enzyme during carbon 
starvation makes sense. That under ibis condition the en-
zyme wus not inactivated when the cella were incubated in 
the absence of air indicates the oxidative nalure or the 
inactivating ruedan. 

Finally, it is also significant that a proteolytic activity 
which preferentially degraded the modifted GS in the cell 
extracts was detected. This protease activity was insensitive 
to PMSF, stimuiated by EDTA, and inhibited by MnC12. A 
protease from E. col! has been purified which specifically 
recognizes the oxidized GS at neutral pH, is not inhibited by 
serine protease inhibitors, and does not require ATI' for its 
activity (J. E. Itosernan and R. L Levine, Fel!. Proc. 
4$:1092, 1985). Also, oil:« partially purified protease activ• 
irles from trame liver preferentially degrade the oxidatively 
modifled farm of the E. C011 OS (18), 

Oxidative inactivation (6, 21) and activution (21) of othcr 
enzymes have been reponed. Whether the modified en-
zymes are related to specific physiological sietes and 
whether they are always more susceptible lo endogenous 
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pruteulylic nviivity shit, certainly hclp us lu determino the 
ph) siulugicat sIgniticanct uf the usidative modificados) uf 
enzymes. Wc are currcntly invettigating 54101C other en-
lYmes which are eillwr nctivaled tw inactiraled during the 
Count uf serial myeelium formition In N. cromo. Our 
;cutral vkw is trua usidative modirkation uf enzymes cuuld 
be a very general ntechanism for regulaban uf cellulsr 
metabolism ihrough simullinams activaba and Inactiva-
(ion uf difieren( pathwaya losaba' with a high turnos,  er uf 
!he modiNed tniymes. 
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III.- Rapid and easy method for Neurospora crasas GDH-NADPH 
purification. 
Enviado para su publicación al Fungal Genetics 
Newsletter. 
Jesds Aguirre and Wilhelm Hansberg, 

RESUMEN: 

La actividad de GDH-NADPH se pierde en un extracto de 
N. crassa tratado con ascorbato + Fe + EDTA + 02. Este 
rest---ITE-Wo nos alentó a caracterizar el proceso de 
inactivación usando una GDH-NADPH pura. Para purificar la 
enzima utilizamos una modificación del método de 
Blumenthal y Smith (l974)i 

En este trabajo se reporta un análisis comparativo de 
los métodos descritos hasta la fecha para purificar 
GDH-NADPH de N. crassa, Se.describe el método que usamos y 
se hacen notarritirVernajas que tiene sobre los ya 
publicados. Todos los métodos de purificación descritos, 
incluyendo al nuestro, tiene en común.un calentamiento a 
50°C y precipitaciones con sulfato de amonio. Después los 
métodos usan varios procedimientos que son laboriosos o 
inconvenientes por que con ellos se pierde una buena parte 
de la actividad. Nuestro método utiliza una columna de 
Sepharosa-azul-reactivo que sustituye a dos pasos de 
purificación en los métodos publicados. Hay un método que 
solo utiliza una columna de Sepharosa-rojo-reactivo después 
de la precipitación con sulfato'de amonio. Sin embargo, 
sólo puede usarse para purificaciones en pequena escala ya 

.que esta columna debe eluirse con .  NADPH, lo cual resulta 
caro, En comparación, nuestra columna se eluye con un 
gradiente lineal de NaCl. 
Tomando en cuenta la pureza de la enzima obtenida, el alto 
rendimiento y la relativa simplicidad de nuestro método, 
este resulta una buena opción para purificar a la GDH-NADPH 
de N. crassa. 
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Aguirre, J., and Hansberg, W. 
Rapid and easy method for 
Newubspolla eltadáa GDH(NADPH) 
purification. 

purification procedures which have  

In order to study an oxidative 

nodification of Neunoópoha c4a44a 

GDH(NADPH) during aerial hyphae 

growth, we were compelled to purify 

this enzyme. The dtfferent 

been used are, directly or 

indirectly, based on the nethod described by Barrat and Strickland 

(1963 Arch. Biochem. Biophys, 102: 66-76). All of them Include the 

following three purification steps with minor modifications: 

1) A crude cell extract is heated (50-53°C) for 10-60 min and' 

the precipitated protein discarded by centrifunation. 2) The 

supernatant is brought to a 55% saturation of (NH4 ) 2504 , usually in 

two cuts (30% and 55%), centrIfik and the precipitated resuspended 

and dialyzed. 3), The diffusate is loaded to a DEAE-Sepharose A-50 

column and, after washing, the enzyme is eluted with a salt gradient. 

At this point the specific activity of the GDH(NADPH) is 23-31 

U/mg of protein and the yield between 46% and 78% (Tabla 1). Usually 

two additional purification steps are needed in order to have a single 

band on a polyacrylamide-gel electrophoresis. The first consists in 

using a Sephadex G-100 or G-200 column which usually doubles the 

specific enzyme activity and causes only about 10% loss. The second 

consists of one of the following procedures: 

a) affinity chromatography with N-carboxy-methyl-L-glutamate bound 

to Sepharose, which has to be synthesized,and causes partial 

inactivation of the enzyme (Blumenthal and Smith 1973 J. Biol. Chem. 

248: 6002-6008); b) a second DEAE-Sephadex A-50 column plus 

(NH4 ) 2504  precipitation at 45% saturation (Ashby et al. 1974 Biochem. 
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J. 143: 317-329) which gives 1.6 times increase in specific activity 

but 48% >field loss; c) electrofocusinq with some inactivation of the 

enzyme, a big loss in total activity, and the inconvienence that only 

few milligrams of protein can be processed (Hernández et al., 1983 

J. Bacteriol. 154: 524-528). 

Triazine dyes immobtlized to Sepharose have been used with good 

results to purify various dehydropenases. In the case of Neukoápoita 

caaáaa GDH(NADPH), after the usual first three steps of the purificatio 

procedure, the cell extract, was applied to a column of Proclon Red 

HE-3B immobilized to Sepharose CL-4B. The enzyme was eluted from 

the column with NADPH. In this way a high specific activity and good 

yield were obtained (Watson et al. Biochem J. 173: 591-596) (Table 1). 

This method is probably the best'to purify e small amount of enzyme 

(000U). For higher amounts the NADPH elution from the affintty 

column turns out to be too expensive. Instead of binding Procion Red 

to Sepharose, we tried the commercially available Reactive Blue 

2-Sepharose (Sigma) and the DEAE-Sepharose purification step was 

kept. A comparison of the dtfferent purification procedures is shown 

in Table 1, 

A detailed description of the present purification method is Mollows: 

Neukoápoha ehaaáa mycelium was grwon from 1 X 10
6 conidia per ml of 

Vogel's minimal medium supplemented with 1.5% sucrose in Erlenmeyer 

flasks, agitated 13-14h in a gyratory shaker at 230 rpm and 30`C. The 

mycelium, harv'ested by filtration and dehydrated with en excess Volumne 

of acetone, was ground on a mortar with dry ice until a fine powder 

was obtained. The ground mycelium in 220 ml of 0.1 M phosphate buffer 

N 
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pH8 was homogenized at 4°C1 two times 2 min each, with a Polytron 

homogentzer at full power. After centrifugation at 15 000 X g, 15 min, 

the cell extract supernatant was heated at 50°C for lh, kept on ice 

for 30 min and centrifugad in the same.way. Salid (NH4 ) 2504  wad added 

to the supernatant to 30X saturatton. Priecipitated protein was removed 

by centrifugation and the supernatant was made 55% saturated with 

respect to (NH4)2504. The precipttate was collected by centrifugation, 

resuspended in 16 ml of 0.01 M Tris-Hcl, pH8, 50 mM (HM 4)2504, 0.1 mM 

L-glutamate (Buffer A) and dialyzed overnight against 2 times 11 

of the same buffer. Then the extract was loaded on to a (2.6 X 33 cm) 

column of DEAE-Sephadex A-50, equtlibrated with Buffer A. The enzyme 

was eluted from the column at 22 ml/h with a linear gradient obtained 

with 400 ml of Buffer A and 400 ml of Buffer A adjusted to 300mM 

(NN 4 ) 2504 . The fractions with high GDM(HADPH) activity were pooled 

and precipitated by adding (NH4 ) 2 504  to 55% saturation. The precipitate 

was dissolved in 2 ml of 50 mM Tris-Hcl, pH8 1 mM L-tilutamate 
17, 

(Buffer (3) and dialyzed against 2 .times(Illiof the same buffer. The 

diffusate was applyed at 4.1 tela to a column (0.9 X 25cm) of Reactive 

Blue-Sepharose (Sigma), equilibrated with Buffer B. Mer extensiva 

washing with this buffer, the enzyme was eluted at 8.3 ml/h with a 

linear NaC1 gradient obtained with 50 ml of Buffer El and 50 ml of 

the same buffer containing 1M HaC1, The fractions with highest enzyme 

activity were pooled and the enzyme precipitated with (1H4)2SO4  at 

55% saturation.' The precipitate 'was resuspended in 2 ml of Buffer B, 

salid (NH4 ) 2504  was added to 55% saturation, and stored in aliquots 

at -20°C. A summary of the purification is given in Table 2. 

After polyacrylamide-gel electrophoresls (Laemmli 1970 Hature 227: 

680-685), the purified enzyme showed one heavy protein band in 

1 

do. 
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overloaded gels and one or probably more minor bands, estimated at 

less than 1% of the mejor band (Fig. 1) The most noticeable of the 

minar bandsucrossreacted with anttbodies dtrected agatnst the main 

band and its intensity increased aftcr repeated freezing and 

thawing. Thus, this minor band is probably a degradation product of 

the enzyme. The purification procedure described here can be done 

in less than 4 days work in comparison to the 5 to 6 days work of 

the usual procedures. It gives a htgh specific activity similar to 

other methods e  and e relatively higher yield. 
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IV.- Oxidación de GDH-NADPH de Neurospora crease por 
radicales de oxígeno. 
Jesds Aguirre y Wilhelm Hansberg. 

INTRODUCCION: 

Cuando un cultivo líquido de Neurospora crease se ve 
limitado de la fuente de de carbono, la enzima Glutamine 
Sintetasa (GS) se pierde (Mora Y. et al., 1980). En nuestro 
laboratorio hemos encontrado que esta pérdida en la 
actividad enzimática sólo se observa si el cultivo se 
airea, mientras que dicha actividad se conserva si se impide 
la aireación del cultivo. En la condición aireada, los 
polipéptidosacy. de la GS (Sánchez et al., 1980) se 
modifican dando lugar a dos polipéptidos más ácidos «K! y"' 
). Esta modificación, también se observa cuando la enzima 
pura se oxida con radicales de oxigeno producidos con una 
mezcla de ascorbato + FeC13 o con H202 +Fe804 o cuando un 
extracto celular se incuba con NADH o NADPH. La GS 
modificada se degrada completamente en extractos celulares 
mientras que la enzima no oxidada se preserva (Aguirre y 
Hansberg., 1986). 

En Escherichia culi se ha demostrado que la 
inactivación de la GS causada por estos y otros sistemas 
oxidantes (Levine, R. et al., 1981; Rivett et al., 1985) se 
debe a la modificación de un residuo de histidina en cada 
subunidad (Levine R., 1984). También se conoce que varias 
protefnas de distintas fuentes, se inactivan por éstos y 
otros sistemas productores de radicales de oxigeno, 
(Taborsky, G., 1973; Hodgson y Fridovich, 1975; Samuni, A. 
et al., 1981; Pucci et al., 1983; Davies, K., 1987).. 

Dados éstos antecedentes, y el hecho de que en N. 
crease la enzima Glutamato Deshidrogenasa dependiente—ae 
NADPH (GDH-NADPH) se comporta de una manera semejante a la 
GS en cuanto a la pérdida de actividad en un cultivo 
liquido sin fuente de carbono (este reporte) y durante el 
crecimiento aéreo, cuando el micelio de N. cribase se expone 
directamente al aire (Cárdenas y RansbeiP7rfrir, 
decidimos analizar la posible modificación oxidativa de la 
GDH-NADPH por radicales de oxigeno. 
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RESULTADOS: 

La actividad de GS y GDH-NADPH en cultivos sin fuente de 
carbono en condiciones de aireación y no aireación. 

Se ha reportado que las actividades de GS y GDH-NADPH 
de N. crassa dependenden de la disponibilidad de una fuente 
de carbono Mora, Y. et al., 1980; Kapoor y Grover, 1970). 
En la figura 1 se puede apreciar que la actividad de ambas 
enzimas disminuye considerablemente en un cultivo en 
ausencia de fuente de carbono y bien aireado, pero que se 
conserva si se impide la aireación del cultivo. 
La pérdida de actividad observada en el cultivo aireado no 
puede deberse a la dilución de las enzimas, ya que en estas 
condiciones el hongo no crece. Este resultado sugiere que la 
degradación de ambas enzimas es un proceso que requiere 02. 

Inactivacidn de la GDH-NADPH en extractos celulares: 

La GS de N. crassa se inactiva en extractos celulares 
por la adición de ascorbato + FeIII ó H202 + FeII (Aguirre 
y Hansberg., 1986). Cuando se anadieron estas mezclas 
oxidantes a un extracto, prácticamente no se modificó la 
actividad de la enzima GDH-NADPH, sin embargó cuando se 
incubó en presencia de ascorbato + FeIII + EDTA, 
aproximadamente el 50 re de la actividad de dicha enzima se 
perdió al cabo de 3 h. Esta inactivación fué dependiente 
de los tres compuestos usados, y del 02, ya que en una 
atmósfera de 02 la inactivación se estimula , mientras que 
en una atmósfera de N2 dicha inactivación es 
apreciablemente menor. La temperatura a la que se llevó a 
cabo la reacción también afectó la inactivación puesto 
que esta prácticamente no ocurre a 4°C y es mucho más 
rápida a 50°C que a 30°C. • El FeII es tan efectivo como el 
FeIII y el EDTA no pude> ser sustituido por otros agentes 
quelantes como la 1,10-fenantrolina o los ácidos di o 
tricarboxílicos (tabla 1). El ascorbato, fierro, y el EDTA 
tienen que estar presentes durante todo el periodo de 
incubación ya que si después de una incubación breve se 
dializa el extracto por filtración a través de Sephadex 
G-50, ya no se observa una mayor inactivación. 
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La GDH-NADPH de N. crassa adopta diferentes 
conformaciones dependiendo del pH del medio. En ausencia de 
sunIratos, se encuentra en una forma activa a pH mayores 
que 7.8 y a pH menores qui 7, se encuentra inactiva. 
El pK para esta transición es cercano a pH 7.2 (Ashby et 
dl., 1974). En la figura 2, se puede observar que la enzima 
resultó más sensible a la inactivación por ascorbato + 
Ven t EDTA a p11 de 7 o menores, y es menos sensible a la 
inactivacion a pH 7.5 y 8. 

El estado conformacional de la GDH-NADPH también es 
dependiente de la presencia de sus sustratos en el medio de 
incubacion. Así la forma activa se encuentra en presencia 
de q-cetoglutarato, NADP, o olcetoglutarato + NADPH o NADP 
(West, D.J. et al., 1967; Core y Greenwood, 1975) o en la 
presencia de glutamato (West, D.J. et al., 1967; Gore e 
Iwatsubo,l975). El efecto de los sustratos y productos de la 
enzima en la reacción de oxidación por ascorbato + Fe + 
EDTA se muestra en la figura 3. Se puede observar que a pH 
7, el NADPH, solo o con amonio, o con amonio y 

K-cetoglutarato redujo la inactivación por ascorbato + Fe + 
EDTA. Cuando el NADPH se usó junto con el et-cetoglutarato 
no tuvo efecto. El amonio, 4>cetoglutarato o glutamato no 
tuvieron ningún efecto, mientras que el NADP solo mostró 
la mayor protección detectada. 

Inactivación de la GDH-NADPH purificada, 

Con el objeto de estudiar con más detalle la 
inactivación de la GDH-NADPH por radicales de oxígeno, 
se purificó la enzima hasta obtener una sola banda en geles 
de poliacrilamida con SDS, sobrecargados y tenidos con azul 
de Coomasie (Aguirre y Hansberg., enviado a publicacion). 

Esta preparación de enzima pura, asi como una 
preparación pomercial de GDH de hígado de bovino, se 
sometieron a la acción de la mezcla ascorbato + Fe + EDTA. 
En la tabla 2 se puede observar que en estas condiciones la 
enzima pura de N. crassa se inactiva de una manera semejante 
a la detectada en extractos celulares. Mas del 60% de la 
actividad se perdió después de 2 h de incubación y 
ninguno dl los componentes de la mezcla solos o en 
combinaciones de dos mostraron inactivación comparable a la 
observada con la mezcla completa. En el caso de la GDH 
bovina, ascorbato + Fe bastan para inactivarla 45 % en 2 h y 
la adición de EDTA a esta mezcla reduce la inactivación en 
un 15 %. De hecho, el EDTA por separado activa a esta enzima 
un 55 	a 30° C (tabla 2). 
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Caracterización molecular de la GDH-NADPH oxidada. 

La GDH-NADPH pura se incubó con ascorbato + Fe + EDTA 
por distintos tiempos y se analizó en geles de 
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), Los resultados se 
muestran en la figura 4, donde puede observarse que la 
intensidad de la banda principal, correspondiente al 
monómero de GDH-NADPH, disminuye en relacion directa al 
tiempo de incubación con la mezcla oxidante y después de 6 
h prácticamente toda la enzima ha desaparecido (carriles 2, 
4 y 6). En correspondencia con la pérdida del polipéptido 
principal, se observa, la aparición de polipéptidos de 
menor peso molecular. 
La GDH bovina mostró' en SDS-PAGE el mismo patrón que la 
GDH-NADPB de N. crassa cuando se incubó con la misma mezcla 
oxidante (carriles. 9r  10 y 11). 

Durante laireacción de oxidación de GDH-NADPH, se 
observó que parte. de la enzima se precipitaba. Cuando este 
precipitado se aisló por centrifugación y se analizó por 
SDS-PAGE, se pudo,  observar que la enzima precipitada 
aumentó con el tiempo de oxidación, y que una buena parte 
de esta conservó,  el peso molecular del monómero nativo 
(figura 4, carriles 3, 5 y 7). 

Con el objeto de analizar las posibles_ modificaciones 
por oxidación del monómero de GDH-NADPH, la, enzima pura se 
incubó con ascorbato + Fe + EDTA por 2 h a 30°C, se 
dializó por filtración en Sephadex G-50 y se analizó en 
un gel de dos-  dimensiones (2D-PAGE). Como puede observarse 
en la figura 5A, la GDH-NADPH de N. crassatpresenta 
heterogeneidad de carga ya que se ven al menos cuatro 
polipeptidos con distintos puntos isoeléctricos yel mismo 
peso molecular. Tomando como referencia al polipéptido 
mayoritario, se puede observar que en la enzima oxidada 
(figura 5B) este disminuye mientras que el polipéptido 
ligeramente más básico que el mayoritario y los dos 
ligeramente más ácidos se incrementan. También se 
observaron polipéptidos de menor peso molecular que el 
monómero en este mismo gel, pero sólo después de teñirlo 
con plata (no se muestra). 
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Oxidación por etapas de la GDH-NADPH purificada. 

La oxidación sitio específica de las proteinas se ha 
explicado en términos de la unión del Fe a algún residuo 
de la proteína, histidinas para el caso de la Superóxido 
dismutasa de eritrocitos de bovino (Hodgson y Fridovich, 
1975) y de la GS de E. coli (Parber y Levine, 1986), y la 
producción de oxfgenrICITIado in situ por reacciones del 
tipo Penton (Halliwell y Guttern1177984). Para tratar de 
comprender el mecanismo de inactivación de la GDH-NADPH de 
N. crassa en términos de su requerimiento de EDTA y de su 
dependencia por la temperatura, el pH y la presencia de 
algunos sustratos, se decidió llevar a cabo una oxidación 
por etapas. Esto se hizo incubando a la enzima primero con 
parte de la mezcla oxidante, para después dializarla e 
incubarla con la parte restante de la mezcla oxidante. 
En la tabla 3 se puede apreciar que la mezcla H202 + FeII + 
EDTA inactivó a la GDH-NADPH casi tanto como ascorbato + 
FeIII + EDTA, mientras que el H202 er se solo inactivó 
ligeramente. Cuando se incubó la enz ma con EDTA + Fe y 
después de dializarla se le añadió el ascorbato, la 
inactivación fue tan potente como cuando esta presente la 
mezcla completa, lo cual indica que EDTA-Pe se une a la 
enzima. Si EDTA-Fe se incuba con la enzima a 40  C o a pH 8, 
la inactivación es 40 74 menor que a 300  C, pH 7, mientras 
que la presencia de los sustratos 	cetoglutarato + amonio o 
cl NADPH prjcticamente impiden la oxidación. La mayoría 
de estos resultados son congruentes con los que se 
obtuvieron en extractos celulares. 

Como puede verse en la tabla 3, la incubación con 
ascorbato a pH 7 seguida de diálisis y adición de EDTA-Fe 
activa ligeramente, mientras que el mismo experimento a pH 8 
muestra ligera inactivación. Esto sugiere que también 
ascorbato puede uhirse a la enzima a pH 8. 

Un resultado importante en la tabla 3, es que el 
Perricitrato produjo activación de la enzima, lo cual 
sería congruente con el hecho de que citrato se Une a la 
enzima como factor alostérico (West, D.J. et al.,. 1967), 
pero la adición del H202 después de dializar la enzima 
produce una notable inactivación. 
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DISCUSION: 
1 

k La inactivación de la GDH-NADPH de N. crassa por 
ascorbato + FeIII + EDTA reportada en este trabajo, tiene en 
comdn con la inactivacion de GS por acorbato + FeIII o por 
H202 + FeII el estar mediadas por formas activadas de 
oxígeno sin embargo, la inactivacion de la GDH-NADPH 
requiere de la presencia de EDTA mientras que este compuesto 
inhibe casi por completo la inactivación de GS en E. coli y 
en N. crassa. Este requerimiento pudiera explicarse por el 
hecho de que el EDTA incrementa la solubilidad del Fe a 
concentraciones de FeIII mayores de 5 ,AM y con ello 
incrementa la producción del radical hidroxilo cuando se 
encuentra presente el H202 o el radical 02- (Flitter et 
al., 1983). Esta explicación no es muy satisfactoria 
porque, si ese fuera el caso, el EDTA solo estimularía un 
proceso que debería ser observable aún en su ausencia. 
Además, la mayor producción de radicales de oxígeno por 
ascorbato + Fe + EDTA no sería un proceso dependiente de 
temperatura en los rangos que hemos trabajado (4-50°C). La 
inactivacion de la GS tiene un t1/2 de 15 min a 4°C y este 
no se reduce a 30°C (Aguirre y Hansberg., 1986). 
En nuestra interpretación el EDTA se requiere para la 
inactivación de la GDH-NADPH porque posee dos 
características importantes: 

a) actua como factor alostérico de la GDH-NADPH, 
capaz de activarla a pH a los cuales la enzima se encuentra 
inactiva (West D. J. et al., 1967). 

b) une FeII y FeIII con una afinidad muy alta. 

Por lo cual, el EDTA cumpliría indirectamente funciones 
análogas al péptido Met-His-Cys-His-Met de la GS de E. 
coli que probablemente une al Fe, el cual al ser oxidado in 
iTUU reacciona con el imidazol de la primera histidina, 
introduciendo un grupo carbonilo e inactivando a la enzima 
(Farber y Levine, 1986); 

Sin duda los experimentos de oxidación por etapas son 
una buena evidencia de que el EDTA-Fe se,  une a la enzima y 
de que la dependencia de la inactivacion por factores que 
afectan la conformación de la enzima esta relacionada con 
dicha unión del EDTA-Fe. Los experimentos de oxidación por 
etapas mostraron que a pH 8, a 4 °C, en presencia de NADPH o 
de 4:-cetoglutarato + amonio; se une menos EDTA-Fe a la 
enzima que a pH 7, 30° C o en ausencia de sustratos. No es 
posible correlacionar la conformación activa de la enzima 
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con una menor o mayor unión del EDTA-Fe ya que, por ejemplo, 
el NADPH mantiene a la enzima en estado inactivo (Goce e 
lwatsubo, 1975), mientras que*cetoglutarato + amonio la 
mantienen en el estado activo (Core y Greenwood, 1975) y, no 
obstante, en ambos casos se une menos EDTA-Fe a la enzima 
(tabla 3). 
Por otra parte, un buen quelante de fierro como la 
1,10-fenantrolina no causa el mismo efecto que el EDTA 
posiblemente porque no se une a la enzima. En comparación, 	 # 
ferricitrato se une y estimula a la enzima (tabla 3) y en 
presencia del H202 la inactiva significativamente (citrato 
es un factor alostérico de la GDH-NADPH capaz de activarla, 
West, D. d. et al., 1967). 

Las enzimas Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa de bovino 
y la Ortinina Descarboxilasa de E. col i son inactivadas por 
ascorbato + FeIII sólo cuando el EDTA está presente. Sin 
embargo, se desconoce la causa de este requerimiento (Rivett 
et al., 1985). Si éstas enzimas unen EDTA-Fe, habría que 
concluir que cualquier enzima que una directa o 	• 
indirectamente a un metal capaz de catalizar la producción 
de especies activadas de oxígeno (Fe, Cu, etc), es 
potencialmente suceptible a oxidación sitio específica. A 
este respecto, la unión de Fe al péptido oxidable de la GS 
de E. cola,podría ser corroborado usando el enfoque de 
oxiaiCTS— or etapas que hemos usado aquí. 

Resulta notable que en ausencia del EDTA la mezcla 
Ascorbato + Fe prácticamente no afecte la actividad de la 
GDH-NADPH. Esto habla de una enorme resistencia de la 
enzima a las especies activas de oxígeno que se forman por 
dicha mezcla. También es notable, porque al aMadir el EDTA 
a la •mezcla, la proteína se inactiva principalmente por 
fra9mentación (Figura, 4 	). Esto sugiere que, o. bien la 
Union del EDTA-Fe a la enzima y su oxidación in situ  
produce una primera modificación que la vuelve ahora 
suceptible al ataque por radicales de.oxígeno, o que la 
unión per se del EDTA-Fe sensibiliza a la enzima. Una forma 
para descartar esta última posibilidad sería unir ala 
enzima el EDTA unido a cualquier catión divalente incapáz 
de catalizar la producción de radicales de oxígeno 
(EDTA-Mn o EDTA-Mg etc.) y después incubar con las mezclas 
oxidantes, de tal forma que esta enzima oocupadau fuera 
resistente a la inactivacidn. 

Los resultados de la inactivación de la GDH bovina 
son semejantes a los obtenidos con la enzima de 4eurospora, 
excepto en que para inactivar a la enzima bovina no se 
requiere de EDTA, a pesar de que este compuesto si se le 
une, a juzgar por su capacidad para activarla. AparenteMente 
la enzima bovina es capaz de unir Fe directamente además de 
que también pudiera unir EDTA-Fe. 
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La fragmentación, precipitación y heterogeneidad de 
carga que se observó en la GDH-NADPH de N. crassa tratada 
con las mezclas oxidantes, son fenómenos que se han 
encontrado recientemente para varias proteínas de diversas 
fuentes expuestas a las especies de oxígeno activado 
hidroxilo (*OH), y en menor grado, al superoxido (02) 
(Wolff, S.P. et al.,1986; Davies, K., 1987). En este .tipo 
de experimentos se ha encontrado que los aminoácidos Trp, 
Tyr, His y Cys son los más sensibles al ataque del radical 
hidroxilo (Davies, K. et al., 1987 II) y que este puede 
inducir la formación de dímeros, trímeros etc., pero en 
presencia de 02 prácticamente solo induce fragmenteción 
(Wolff, S.P. et al., 1986; Davies, K. et al., 1987 III). La 
precipitación que también se observa en éstos casos es 
debida al incremento en hidrofobicidad de la superficie y a 
la formación de agregados unidos por interacciones 
hidrofóbicas. La mayoría de proteínas tratadas con 
oxígeno activado son degradadas rápidamente en extractos 
celulares de diversas fuentes (Davies, X. et al., 1987 IV). 
La heterogeneidad de carga detectada por Davies (1987, I) se 
observó en geles de electroenfoque, donde no es posible 
discriminar los fragmentos con distinto punto isoeléctrico 
(pI), de los monómeros no fragmentados pero con distinto 
pi. 
En el caso de la GDH-NADPH esta bién claro que además de la 
fragmenteción y precipitación, alguna(s) modificacion(es) 
sólo alteran el pI de la enzima, lo cual confiere cierta 
especificidad a la oxidación que hemos estudiado aquí y 
situa este fenómeno aparte de los de oxidación 
generalizada (Wolff, S.P. et al., 1986; Davies, K. et al., 
1987 II). 

Los datos de inactivación de la GDH-NADPH en 
extractos celulares y con la enzima pura son muy semejantes, 
sin embargo, no se sabe por que la mezcla H202 + Fe + EDTA 
produjo una inactivación casi total en la enzima pura y 
prácticamente no la afectó en extractos a pesar de que se 
tomó la precaución de inactivar la catalasa presente en 
los extractos usando azida de sodio. 
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La GDH-NADPH purificada sin tratar con la mezcla 
oxidaste, as! como la enzima inmunoprecipitada directamente 
también mostraron heterogeneidad de carga en 
electroenfoques desnaturalizantes y no desnaturalizantes 
(siguiente trabajo en esta tesis). Hasta ahora no podemos 
decir con certeza que clase de modificación es esta que se 
encuentra en condiciones naturales porque no hemos 
encontrado condiciones fisiológicas donde las proporciones 
de los polipéptidos modificados se incrementen. Sin 
embargo, el hecho de que la oxidacion in vitro produzca un 
incremento de algunos de los polipéptiaW4Urse encuentran 
en los inmunoprecipitados y en la enzima pura, junto con el 
hecho de que el ferricitrato + H202, dos compuestos que se 
pueden encontrar in vivo, puedan catalizar esta reacción, y 
sobre todo el reqUMITilto por 02 que para degradar a la 
GDH-NADPH se observa en un cultivo sin fuente de carbono, 
hacen de la oxidación de esta enzima por radicales de 
oxígeno un fenómeno de potencial importancia fisiológica. 
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Figura 1. Actividades de GS y GDH-NADPH en cultivos sin fuente 

de carbono aireados y no aireados. 

Un micelio de 12 h de crecimiento se cambió a un medio sin fuente 

de carbono y se incubó a 30°C con una relación aire/liquido alta 

— O) o sin aireación, en un recipiente cerrado (O -- 0). A 

los tiempos indicados se tomaron muestras de éstos cultivos, se 

deshidrataron con acetona y se les determinó actividad de GS(A) 

y GDH-NADPH(B). 
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Figura 2. Inactivación de la GDH-NADPH por ascorbato + FelI + UTA' 

a distintos pH. 

Los distintos extractos celulares se prepararon en fosfatos 0.1 M 

a los pH indicados, se calentaron a 50°C durante 45 min y se centri 

fugaron. Los sobrenadantes se incubaron con la mezcla oxidante a 

30°C durante 3 h. Pasado éste tiempo, los extractos de colocaron 

a 4°C y se les determinó la actividad de GDH-NADPH. La actividad 

presente en los extractos a los distintos pH sin ninguna adición, 

se consideró como el 100% para cada caso. 

Concentraciones: ascorbato, 10 mM; FeSO4, 0.6 mM; EDTA, 1 mM. 
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Figura 3. Efecto de los sustratos y productos sobre la inactivación 
de la GDH-NADPH por ascorbato • Fel' 	EDTA. 

Un extracto celular en fosfatos 0.1 M, pH 7, se calentó a 50°C por 
45 min y se centrifugó. El sobrenadante so incubó a 30°C durante 

3 h en presencia de la mezcla oxidante y de los compuestos indicados. 

Una vez cumplido el tiempo, los distintos tratamientos se incubaron 

a 4°C y se les determinó actividad de GDH-NADPH. 

Concentraciones: Mezcla oxidante, (como en la figura 2); NH4C1, 

3 mM; a-ceto-glutarato (a-ccto), 6 mM; NADPH y NADP, 1 mM; glutamato 

(Glu), 6 mM. 



Figura 5. Heterogeneidad do carga relacionada con la oxidación de 

la GDH-NADPH. 

Dos muestras con 30 lig de GDH-NADPH so incubaron a 30°C, pH 7 por 

2 h sin adiciones (A) o en presencia de ascorbato + Fe III + IDTA 
(B), se dializaron por filtración en Sephadex, se liofilizaron y 
se analizaron en geles de dos dimensiones teftidos con Coomasie. 
Mezcla oxidante: como en la figura 2. 
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Figura 4. Fragmentación y precipitación de la GDH-NADPH durante 
su incubación con una mezcla oxidante y fragmentación de la 

GDH Bovina. 

Varias muestras con 25 pg do GDH-NADPH o de GDH Bovina se incubaron 

con ascorbato + Fe III + UTA a 30°C, pH 7 durante distintos tiempos 

y despu6s se centrifugaron. Los sobrenadantos se dializaron, se 
liofilizaron y al igual que los precipitados se resuspondieron para 

ser analizados por SDS-PAGE. El gel fuó tenido con Coomasio. 
Carriles 1-8, GDH-NADPH de N. crassa: 1, 6 h a 30°C sin adiciones; 

2,4 y 6, sobrenadantes incubados con la mezcla oxidante durante 2, 
4 y 6 h; 3, 5 y 7, precipitados de los tratamientos anteriores (en 
el mismo orden); carril 8, enzima oxidada 2 h sillicentrifugar y sin 
dializar. Carriles 9-11,' GDH Bovina: 9, 6 h a 30°C sin adiciones; 
10, oxidada 2 h y dializada; 11, oxidada 6 h y dializada. 



TABLA 1. INACTIVACION OXIDATIVA DE LA GDH-NADPH EN EXTRACTOS 
CELULARES. 

ADICION  ACTIVIDAD (t) 

4 

NINGUNA 
ASC + Fe III 
H2O2 + Fe II 
ASC + Fe III + EDTA 
ASC + Fe II + EDTA 
ASC + Fe III + EDTA (50°C, 1 h) 
ASC t Fe III + EDTA (4°C) 
ASC + Fe III + EWA (02) 
ASC + Fe III + DTA (N2 ) 
ASC + Fe II4FENANTROLINA 
ASC + Fe II + CITRATO 
ASC + Fe III + OXALACETATO 
ASC + Fe II + SUCCINATO 
ASC + Fe II + u-CETOGLUTARATO 

100 
97 
94 
54 
50 
28 
83 
36 
82 
88 

105 
107 
116 
110 

Un extracto celular en amortiguldor de losfatos 0.1 M, pH 6, se 
calentó a 50°C durante 45 mili y después se centrifugó. El sobre 
nadante se dividió en alicuotas de 40 u1, las cuales se incubaron 
en presencia de aire y de los distintos compuestos a 30°C durante 
3 h, excepto donde se indica otra cosa. 
Una vez cumplido el tiempo, se determinó la actividad de GDH-NADPH. 
Concentraciones finales: ascorbato (Asc), 20 mM; FeSO4  y FeC13 , 
0.6 mM; EDTA y 1,10-Fonantrolina, 1 mM; ácidos carboxilicos, 10 mM. 
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TABLA 2. INACTIVACION OXIDATIVA DE LA GDH-NADPH DB N. crassa 

PURIFICADA Y DE LA GDH BOVINA. 

ADICION 

ACTIVIDAD(%) 

GDH-NADPH N. crassa GDH Bovina 

NINGUNA 100 100 

Pu 	III 100 81 

ASC 94 96 

EDTA 105 155 

ASC + Fe III 85 55 

BOTA + Fe III 106 96 

EDTA *• ASC 112 155 

EDTA + Fe III + ASC 38 70 

Ambas enzimas se disolvieron en una soluci6n de fosfatos 0.1 M, 
pll 7 y se incubaron 2 h a 30°C en presencia de los distintos 

compuestos. 
Concentraciones finales: ascorbato (ASC)„ 10 MM; EDTA, 1 AM; 

FOC13'  0.6 IM; GDH Bovina, 1.7 mg/ml, 
GDII-NADPH N. crassa, 

0.3 mg/ml. 



TABLA 3. OXIDACION POR ETAPAS DE LA GDU-NADPU PURIFICADA. 

ADICION 	 ACTIVIDAD GDU-NADPH (S) 

NINGUNA 	 100 
EDTA + Fe II + ASC 	 2 
EDTA + Fe II + H2O2 	 17 
Fe II 	 h H2O2 	 83 
FERRICITRATO 	 133 
FERRICITRATO -------->, H2O2 	 33 
Fe III + EDTA ►  ASC 	 2 
Fe III + EDTA -------, ASC (4°C) 	 43 
Fe III + EDTA -------* ASC (pH 8) 
Fe III + EDTA 	 ASC 	 90 
+ a CETO NH4 
Fe III + EDTA -------, ASC 	 102 
+ NADM1 
ASC Fe III + BATA 	114 
	 411 

ASC 	  Fe III + EDTA (pH 8) 	76 

La enzima GDH-NADPH, disuleta en fosfatos 50 mM, pH 7, se incubó en 
presencia de DTT 25 mM durante ÁS min. Posteriormente se eliminó el 
DTT por filtración en Sephadex G-50 equilibrado con fosfatos 50 mM; 
pH 7 ó pH 8. El filtrado se incubó con los distintos compuestos como 
sigue; Primero a 30°C por 2 h en presencia de los compuestos indicados 
antes de la flecha. Cimplido el tiempo, se dializó por filtración en 
Sephadex, y se reincub6 a 30°C por 1 h mis en presencia de los coapues 

tos indicados después de la flecha. Al final de los tratamientos se 
colocaron a 4°C y se les determinó la actividad de GD11-NADPII. 
En el tratamiento donde se indican 4°C, esta temperatura corresponde a 
la primera incubación.. La segunda incubacién se llevó a cabo a 30°C. 
Concentraciones finales: ascorbato (ASC), 10 mM; EDTA, 1 aM; Fe II y 
Fe III, 0.6 aM; NADPH, 1 mM; a-cetoglutarato (aCETO), 3 mM; NH4C1, 
1.5 mM; H 02'  0.5 mM; Ferricitrato, 1 mM. 2  



V.- Posible regulación de la GDH-NADPH de Neurospora crassa  
por intercambio tiol-disulfuro. 
blesds Aguirre, Ma. del Rocío Rodríguez y Wilhelm 
Hansberg. 

INTRODUCCION: 

1 

a 

é 
4 

Durante el crecimiento, la asimilación de nitrógeno 
en N. crassa ocurre principalmente a través de la vía de 
la IiiraMini deshidrogenasa biosintética 
(GDH-NADPH)-Glutamina Sintetasa (GS) (Mora J. et al., 1988). 
Cuando la fuente de carbono se vuelve limitante, ambas 
enzimas son degradadas (Mora, Y. et al., 1980; Kapoor y 
Grover., 1970). Hemos encontrado que en ausencia de la 
fuente de carbono se pierde la actividad de ambas enzimas en 
un cultivo aireado, pero dicha actividad se conserva si se 
impide la aireación del cultivo (Aguirre y Hansberg., 
manuscrito anterior en esta tesis). 
Durante el crecimiento aéreo de N. crassa la actividad de 
estas dos enzimas se pierde en el micelio expuesto 
directamente al aire (Cárdenas y Hansberg., 1984) en 
presencia o ausencia de nutrientes (tabla 1, resultados 
sección VI). Por otra parte, la GS de N. crasa a se 
modifica en condiciones de limitación de carbono de una 
manera similar a la producida in vitro por un sistema 
oxidante productor de radicales de oxígeno (Aguirre y 
Hansberg., 1986). Estos antecedentes sugerían que la 
GDH'-NADPH podría ser regulada también por oxidación. Sin 
embargo, los experimentos iniciales sobre oxidación de esta 
enzima in vitro por las mezclas ascorbato + FeIII o H202 + 
FeII no mostraron ningún efecto. 

Dado que se ha reportado qu'e varias enzimas son 
inactivadas por intercambio tiol-disulfuro con 
características que las hacen posibles in vivo en 
condiciones donde se exacerba la producci31757adicales de 
oxígeno (Brigelius, R., 1985), decidimos explorar la 
posible oxidación de GDH-NADPH por disulfuros. 

En este reporte presentamos datos que indican que 
dicha enzima es inactivada reversiblemente por la formación 
de disulfuros mixtos con varios compuestos. Se reporta 
también que el agente reductor ditiotreitol (DTT) activa a 
la enzima pura y en extractos. Por último, se discute el 
posible significado fisiológico de esta formación de 
disulfuros mixtos en condiciones de degradación de la 
GDH-NADPH. 
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• V.- Posible regulación de la GDH-NADPH de Neurospora crassa  
por intercambio tiol-disulfuro. 
Jesús Aguirre, Ma. del Rocío Rodríguez y Wilhelm 
Hansberg, 

INTRODUCCION: 

Durante el crecimiento, la asimilación de nitrógeno 
en N. crassa ocurre principalmente a través de la vía de 
la glutamato deshidrogenasa biosintética 
(GDH-NADPH)-Glutamina Sintetasa (GS) (Mora J. et al,, 1988). 
Cuando la fuente de carbono se vuelve limitante, ambas 
enzimas son degradadas (Mora, Y. et al., 1980; Kapoor y 
Grover., 1970). Hemos encontrado que en ausencia de la 
fuente de carbono se pierde la actividad de ambas enzimas en 
un cultivo aireado, pero dicha actividad se conserva si se 
impide la aireación del cultivo (Aguirre y Hansberg., 
manuscrito anterior en esta tesis). 
Durante el crecimiento aéreo de N. crassa la actividad de 
estas dos enzimas se pierde en el micelio expuesto 
directamente al aire (Cárdenas y Hansberg., 1984) en 
presencia o ausencia de nutrientes (tabla 1, resultados 
sección VI). Por otra parte, la GS de N. craso a se 
modifica en condiciones de limitación de carbono de una 
manera similar a la producida in vitro por un sistema 
oxidante productor de radicales de oxigeno (Aguirre y 
Hansberg., 1986). Estos antecedentes sugerían que la 
GDH-NADPH podría ser regulada también por oxidación. Sin 
embargo, los experimentos iniciales sobre oxidación de esta 
enzima in vitro por las mezclas ascorbato + FeIII o H202 + 
FeII no mostraron ningún efecto. 

Dado que se ha reportado qul varias enzimas son 
inactivadas por intercambio tiol-disulfuro con 
características que las hacen posibles in vivo en 
condiciones donde se exacerba la producci de radicales de 
oxígeno (Brigelius, R., 1985), decidimos explorar la 
posible oxidación de GDH-NADPH por disulfuros. 

En este reporte presentamos datos que indican que 
dicha enzima es inactivada reversiblemente por la formación 
de disulfuros mixtos con varios compuestos. Se reporta 
también que el agente reductor ditiotreitol (DTT) activa a 
la enzima pura y en extractos. Por dltimo, se discute el 
posible significado fisiológico de esta formación de 
disulfuros mixtos en condiciones de degradación de la 
GDH-NADPH. 
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RESULTADOS: 

Inactivación por disulfuros de la GDH-NADPH en extractos 
celulares, 

Cuando un extracto de N. crassa se incubó con algunos 
de los disulfuros que han sido propuestos como reguladores 
de ciertas enzimas (Ziegler,D.M., 1985), se pudo observar 
que la cistina y la cistamina fueron capaces de inactivar 
notablemente a la enzima GDH-NADPH. Esta inhibición no se 
observó en presencia del tiol ditiotreitol (DTT), El 
disulfuro glutation oxidado (GSSG) no inactivó a la 
GDH-NADPH en extractos celulares (tabla 1), 

Dado que la cistina tuvo en extractos el efecto 
inactivador de la GDH-NADPH más pronunciado,, se decidió 
estudiar mas detalladamente su efecto. En la figura 1 se 
observa la cinética de inactivacidn de la enzima por 
cistina 2 mM y la recuperación de la actividad a distintos 
tiempos por la adición de DTT 3 mM. El proceso de 
inactivacidn es temperatura sensible, no ocurre a 4°C y es 
más rápido a 50° que a 30°C. . Cuando la inactivación se 
llevó a cabo en presencia de los sustratos de la enzima, 
solos o en distintas combinaciones, se observó que 
dnicamente el NADPH solo, o en presencia de amonio, fué 
capaz de proteger a la enzima contra la inactivación por 
cistina. La presencia dea-detoglutarato disminuyó parte 
del efecto protector del NADPH (tabla 2). 

Inactivación por disulfuros de la GDH-NADPH purificada. 

Cuando una preparación de GDH-NADPH altamente 
purificada se incubó en presencia de cistina, cistamina y 
GSSG, se observó que los tres compuestos inactivan a la 
enzima, siendo cistamina la que presentó el mayor efecto. 
En los tres casos fue posible recuperar la mayor parte de la 
actividad con DTT (tabla 3). 
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Formación de disulfuros mixtos entre la cistamina y 
GDH-NADPH. 

La inactivación de la GDH-NADPH por disulfuros y su 
reactivación por agentes reductores, sugiere que la 
inactivaciol do la enzima se debe a la unión de los 
disulfuros con la enzima, y la reactivación a la 
liberación de estos. Cuando la enzima pura, incubada con o 
sin cistamina, se corrió en un electroenfoque, se observó 
en el gel tenido con Coomasie que la enzima no tratada 
presenta una banda mayoritaria, una blinda muy tenue con 
punto isoel)ctrico mas básico y dos bandas más ácidas 
(figura 2A, carril 1). En el carril correspondiente a la 
enzima tratada con cistamina, se observó que el 
polipéptido mayoritario desaparece prácticamente (figura 
2A, carril 2). La adición del DTT a la enzima tratada con 
cistamina reestablece el patrón observado para la enzima no 
tratada (figura 2A, carril 3). 	 En el mismo gel 
tenido con plata se pudo apreciar que en la enzima no 
tratada, el polipéptido principal tenido primero con 
coomasie, no se tinó con plata y además se observaron 
cuando menos cuatro polipéptidos mds con puntos 
isoeléctricos mucho más básicos. La adición de cistamina 
produce la apariéión de una gran cantidad de polipéptidos 
con puntos isoeléctricos mas kdásicos que la banda 
principal, lo cual es consistente con la naturaleza básica 
de la cistamina. Los cuatro polipéptidos mas básicos que 
se observan en la enzima nativa, parecen incrementarse 
también por el tratamiento con cistina. Al igual que en el 
gel tenido con Coomasie, se puede apreciar que el DTT 
produce la desaparición del gran número de polipéptidos 
básicos generados por la cistamina, y el reestablecimiento 
del patrón observado para la enzima nativa (figura 2B). 
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DISCUSION: 

En este reporte hemos mostrado que la enzima GDH-NADPH 
pura de N. crassa es inactivada por los disulfuros cistina 
ciatamina y GSSG. De éstos, la ciatamina es la que mostró*  
el efecto más pronunciado (inactivación total en menos de 
2 h a 30°C con ctstamina 1 mN). Hemos correlacionado: 
a) la inactivación de la enzima con la disminución del 
polipéptido principal en un electroenfoque nativo y la 
aparicion de múltiples polipéptidos básicos y 
b) la desaparición de dichos polipéptidos, con la 
recuperación del polipéptido mayoritario y la reactivación 
de la enzima por la adicion del DTT. 

Estos resultados son consistentes con un intercambio 
tiol-disulfuro. Ente puede ocurrir básicamente de las dos 
formas siguientes (Freedman, R., 1979): 

P-SH + 	 + XSH 
P-S-S-X + 	 XSH 

(donde P m proteína; X-S-S-X = disulfuro; S = azufre; Xm 
radical) 

Esto significa que la GDH-NADPH de N. crasas en 
presencia de disulfuros, puede formar disianiáriastos 
(P-S-S-X) y/o puentes disulfuro intra o inter moleculares. 
Se ha reportado que esta enzima tiene seis grupos tioles por 
subunidad y que éstos grupos no son esenciales para la 
actividad catalítica, ya que, al ser carboximetilados, la 
actividad de la enzima no se ve afectada (Slumenthal y 
Smith, 1973). Esto indica que la inactivación de la 
GDH-NADPH por disulfuros no se deber e a la oxidación de 
sus grupos tioles. Probablemente la ormaclén de 
disulfuros mixtos interfiera con los cambios 
conformacionales que se ha reportado que ocurren a distintos 
pH (Ashby et al., 1974), o por la unión de sus sustratos y 
factores elostéricos (Gore, H., 1911; West et al, 1967). 

Los resultados que se obtuvieron en extractos 
celulares y con la enzima pura, muestran discrepancias en 
cuanto a la efectividad de cada disulfuro para inactivar a 
la GDO-NADPH. Por ejemplo, GSSG no mostré efecto en 
extractos y sí con la enzima pura: la cistina fué el 
disulfuro que más inactivé en extractos, mientras que 
cistamina fué el más efectivo con la enzima pura. Esto 
pudiera deberse a que el intercambio tiol-mdisulfuro puede 
ocurrir espontaneamente, que sería el caso de disulfuros 
enzima pura, o bién, puede ser ~alisado por diversas 
ensillas (Preedman, R., 1979). De acuerdo con ésto, la 
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presencia en extractos de alguna(s) de esta(s) enzima(s) con 
determinada especificidad podría ser la causante de las 
diferentes eficiencias de inactivación observadas. Con la 
enzima pura, la efectividad de los distintos disulfuros no 
es la misma, ya que se requiere una concentración 10 veces 
mayor de GSSG que de cistamina para tener una inactivación 
semejante. Esto ha sido observado también para otras 
enzimas (Offerman, M. K. et al., 1984: Brandwein, H. J. et 
al., 1981) y posiblemente esté relacionado con el menor 
potencial de reducción del glutatión con respecto a los 
otros dos disulfuros. 

El hecho de que el NADPH proteja a la enzima de la 
inactivación por cistina en extractos podría deberse a la 
reducción directa de la cistina por el NADPH. Sin embargo, 
en este caso uno no esperarla que la presencia del 4-
cetoglutarato afectara este proceso. Lo que se observa es 
que el cetoglutarato reduce en cerca de un 50% el efecto 
protector del NADPH. Lo anterior sugiere que el efecto de 
los sustratos sobre la conformación de la enzima es el 
responsable de la protección o labilización ante la 
reacción con la cistina. 

La unión directa de la cistamina a la GDH-NADPH se 
demostró porque induce en esta una gran heterogeneidad de 
carga. Nuestra interpretacidn de este resultado es que en 
la enzima no tratada (carril 1, figura 28) el polipéptido 
mayoritario corresponde al hexámero nativo mientras que los 
cuatro polipéptidos más básicos que sólo se observan en 
el gel tenido con plata, podrían corresponder a los 
monómeros. La razón para observar cuatro diferentes 
monómeros, puede residir en la heterogeneidad que este 
presenta en cuanto a su punto isoeléctrico (Aguirre y 
Hansberg, manuscrito anterior). La gran cantidad de 
polipéptidos básicos que se observan, corresponderían a 
hexámeros o monómeros con cantidades variables de 
cistamina. Es posible que tambiolnim ocurra disociación del 
hexámero ya que los presuntos monomeros se ven 
incrementados cuando la enzima se trató con cistamina 
(carril 2, figura 2). • 

Desgraciadamente no es posible descartar que. lo que 
nosotros interpretamos como monómeros, sean algunas 
impurezas en nuestra preparación de enzima pura ya que la 
Unción con plata es capaz de detectar polipéptidos en el 
orden de nanogramos (taray et al., 1981). Para descartar 
esta posibilidad, se intentará hacer el mismo tipo de 
experimento en condiciones donde la enzima esté disociada. 

La regulación enzimática por intercambio 
tiol-disulfuro (Ziegler, 1985, rey.) es un proceso bién 
estudiado en plantas y cianobacterias. Se conoce que la 
iluminación de los cloroplastos produce un flujo de 
electrones desde la clorofila hacia la Tiorredoxina, mediado 
por la Perredoxina, y que es la Tiorredoxina la que modula 
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la actividad de varias enzimas claves (Duchanan, B., 1980 y 
Udvary et al., 1984). Sin embargo, este tipo de regulación 
en organismos no fotosintéticos sigue siendo materia de 
gran controversia. La regulación por intercambio 
tiol-disulfuro de las vías glicolítica y gluconeogénica 
en vertebrados es de los casos más estudiados y resulta muy 
sugestivo el hecho de que las enzimas que catalizan 
reacciones opuestas en estas vías, son activadas e 
inactivadas por diaulfuros o tioles de una manera recíproca 
(Gilbert, H., 1982). Por otra parte existe una buena 
correlacion entre estos estudios in vitro y el metaboslismo 
de carbono en tejidos intactos trataos an oxidantes 
fuertes (Drigelius, R., 1985). 

Otros datos que hacen atractiva la posible regulación 
metabólica por disulfuros y tiolea son los siguientes: 

a) Se han descrito una gran cantidad de enzimas regulables 
in vitro por este mecanismo (Ziegler, D., 1985). 

b) Existen enzima■ capaces de catalizar el intercambio 
tiol-disulfuro 1n vivo (Preedman, R., 1979). 

c) La concentración intracelular de compuestos como el 
glutatión, es suficientemente elevada como para producir 
los efectos de activación-inactivación observados in vitro  
para muchas enzimas (»Jam o  A., 1983: Ziegler, D., 1985: 
Drigelius, R., 1985). 

e 
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Hasta ahora la principal objeción a la hipótesis de 
regulación metabólica por el intercambio tiol-disulfuro es 
el hecho de que, en los pocos estudios hechos in vivo, se 
han empleado compuestos y condiciones poco fisiológicas 
para incrementar la concentración intracelular de 
disulfuros (uso de compuestos xenobióticos productores de 
oxigeno activado o tensiones de oxigeno muy altas). 

Si la oxidación de la GDH-HADPH por disulfuros ocurre 
o no in vivo es una cuestión que tendrá que investigarse 
en el futuro ya que nuestra hipótesis de trabajo es que N. 
crassa atraviesa durante el proceso de la conidiación por 
CZRIZiones prooxidantes (Hansberg y Aguirre., en 
preparacion) en las cuales la abundancia de compuestos 
disulfuros se vería incrementada. Además, el hecho de que 
el tratamiento con DTT incremente la actividad de la enzima 
pura (5514) y en extractos (10-4014) de una manera muy 
reproducible, hace aún más factible este tipo de 
regulación. Un posible enfoque experimental para tratar de 
responder a la pregunta, consistiría en correr en un 
electroenfoque nativo distintos extractos celulares con y 
'sin DTT, para después electrotransferir este gel a 
nitrocelulosa e inmunodetectar la GDH-NADPH en el papel. Si 
se encuentran isoformas interconvertibles por el DTT, esto 
indicaría que in vivo se le une algo a la enzima a nivel de 
sus grupos 

Es posible que la oxidación de la GDH-NADPH por 
disulfuros y la oxidación por oxígeno activado estén 
relacionados de alguna manera (v, gr. que la encima con 
disulfuros mixtos sea mas sensible a oxidación por oxígeno 
activado), lo cual podría ser explorado en el futuro. 
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Figura 1. Inactivación de la GDH-NADPH en extractos tratados con 
cistina y su reactivación con DTT. 

Un extracto celular se dividió en dos partes. A una se le añadió 
cistina (O --- 1) y a la otra cistina + DTT (0 	0). Ambas se 
incubaron a 25°C, pH 8 por 1 h. Posteriormente se cambió el pH a 
6.5 y se incubaron a 37°C por los tiempos indicados. 
Las líneas discontinuas (111 --- 11) indican la actividad de GDH-NADPH 
después de añadir el DTT al extracto tratado con cistina, inmediata 
mente y después de reincubar a 37°C. Concentraciones finales: 

cistina, 2 mM; ditiotreitol (DTT), 3 mM. 
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Piguru 2. Heterogeneidad de carga inducida por cistamina en la 

GDH-NADPH. 

La GDH-NADPH purificada se incubó con DTT 25 mM n 30°C durante 

45 min en MES 0.1 M, pH 8. El DTT se eliminó por diálisis en 

Sephadex y la enzima se trató con cistamina 10 mM por 3 h a 30°C 

y so dividió en dos partes. Una parto so trató con DTT 25 mM y 

otra con HEPES y se reincuharon a 30°C por 45 MAI, despu6s do lo 

cual las muestras se separaron en un gol de poliacrilamida para 

electroenfoque en placa, no dosnaturalizante. A, gel teñido con 

Coomasie; 0, gel teñido con plata. Carril 1, enzima sin adiciones; 

carril'2, enzima tratada con cistamina; carril 3, tratada con 

cistamina y despu6s con DTT; carril 4, enzima tratada con DTT. 
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TABLA 1. EFECTO DE ALGUNOS DISULFUROS SOBRE LA ACTIVIDAD DE 

GDH-NADPH EN EXTRACTOS CELULARES. 

ADICION 	 ACTIVIDAD (S) 

NINGUNA 100 
CISTINA 5 
CISTINA + DTT 116 
CISTAMINA 50 
CISTAMINA + DTT 84 
GSSG 100 

Alicuotas de 40 id de un extracto celular se incubaron en presencia 

de los distintos compuestos por 1 h a 25°C, pH 8 + 4 h a 37°C, 

pH 6.5. Al final de cada incubaci6n se determinó la actividad de la 

GDH-NADPH. Concentraciones finales: cistina, 5 mM; cistamina, 4 mM; 
glutation oxidado (GSSG), 10 mM; ditiotreitol (DTT), 50 mM en todos 
los casos excepto cuando se adicionó cistamina, donde fué ló mM. 
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TABLA 2. EFECTO DE U35 SUSTRATOS SOBRE LA INACTIVACION DE LA 
GDH-NADPH POR CISTINA EN EXTRACTOS CELULARES. 

ADICION 	 ACTIVIDAD (1) 

'NINGUNA 100 

CISTINA 2 
CISTINA + NH4 3 

CISTINA + a-CETO 2 
CISTINA + NADPH 79 
CISTINA + NADPH + a-CETO 43 
CISTINA 	NADPH 	a-CETO + NH4 71 

CISTINA 	a-CETO + NH4  2 

Los extractos se incubaron a 25°C por 1 h a pH 8 en presencia de 
cistina y los sustratos indicados. Despu6s de la incubación a 25°C, 

el pH se cambió a 6.5, se incubaron a 37°C durante 4 h y se determinó 

la actividad de GDH-NADPH. Concentraciones: cistina, 5 ■M; NH4C1, 

a-cetoglutarato (a-CETO) y NADPH, 1 III. 



TABLA 3. INACTIVACION POR DISULFUROS DE LA GDH-NADPH PURIFICADA 

Y REACTIVACION POR DTT. 

ADICION 	 ACTIVIDAD ( ) 

NINGUNA 100 

DTT 106 

CISTAMINA 	 HEPES O ---------b 

CISTAMINA 	 DTT ---------. 81 

GSSG 'UPES 26 

GSSG 	 b.DTT 105 

CISTINA 	 ►  HEPES 45 

CISTINA 	 DTT 100 

Una preparación do GDH-NADPH pura, se incubó con DTT 25 mM a 30°C 

durante 30 min (lo cual causa una activación do la enzima de aprox. 
55% antes de filtrar). Al cabo de este tiempo, la enzima se filtró 

por Sephadex y se incubó en presencia de los distintos compuestos 

a 30°C durante 3 h en presencia de amortiguador HEPES 100 mM, pH 8. 

Pasado este tiempo, cada tratamiento se dividió en dos partes, a una 
se le añadió DTT y a la otra HEPES y se reincubaron a 30°C por 30 

min más. Al final de este tiempo todos los tratamientos se colocaron 

a 4°C y se les determinó la actividad de GDH-NADPH. 

Concentraciones finales: cistina y cistamina, 1 mM; glutation oxidado 

(GSSG), 10 mM; DTT, S 'mM excepto cuando se usó en presencia de GSSG 

donde fué 25 mM. 

1 
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VI. Oxidación de la GS, la GDH-NADPH y otras proteínas 
durante el crecimiento aéreo de Neuroapora crassa. 
Jesús Aguirre y Wilhelm Hansberg, 

TNTRODUCCION: 

Con base en los resultados obtenidos sobre la 
oxidación de la GS de Neuroslora crassa (Aguirre y 
Hansberg, 1986) y sobre la oxidación de GDH-NADPH por 
radicales de oxígeno (Aguirre y Hansberg, esta tesis), 
decidimos investigar la posible oxidación de estas y otras 
proteínas durante el crecimiento aéreo de N. crassa. 
Para ello, decidimos aprovechar el hecho de qué 	formas 
oxidada y no oxidada de la GS y la GDH-NADPH pueden ser 
separadas por sus distinto, puntos isoeléctricos. y para 
la detección de otras proteínas oxidadas, nos basamos en 
el hecho de que aparentemente una buena parte de la 
oxidación por especies activas de oxígeno introduce grupos 
carbonilo en las proteinas modificadas y éstos grupos 
pueden ser cuantificados por su reacción con 
2,4-dinitrofenilhidazina (Levine, R., 1984 I1 Ahn, B. et 
al., 1987). 
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RESULTADOS: 

La actividad de GS y GDH-NADPH durante el crecimiento aéreo 
en presencia y ausencia de nutrientes. 

Las actividades de GS y GDH-NADPH se pierden durante 
el crecimiento aéreo en el micelio superior y se conservan 
en el micelio inferior (Cárdenas y Hansberg, 1984). Para 
tratar de comprender este fenómeno y, dado que tanto la 
fuente de carbono como la de nitrógeno tienen efectos sobre 
la síntesis y degradación de estas enzimas (Mora, Y. et 
al., 1980; Kapoor y Grover, 1970; Hernández G. et al., 
1983; Vichido, 1. et al., 1978), decidimos medir las 
actividades de estas dos enzimas durante el crecimiento 
aéreo en presencia de distintos nutrimentos. En la tabla 
se puede ver que ninguno de los nutrimentos probados 

afectaron el patrón que se observa en ausencia total de 
nutrientes. Es decir, que las actividades de GS y GDH-NADPH 
tienden a conservarse en el micelio inferior y a perderse en 
el micelio superior, independientemente de los nutrimentos 
del medio. 

1Oxidación de la GS durante el crecimiento aéreo de N. 
crassa.  

1 	 1 

En vista de que la GS se pierde en el micelio expuesto 	
( 
1 

directamente al aire, independientemente de la fuente de 	 1 
carbono yio nitrógeno en el medio, y de que se ha 	 1 1 ( 
encontrado que la GS es oxidada in vivo en cultivos aireados 
sin fuente de carbono (Aguirre y Hansberg, 1986), decidimos 
inmunoprecipitar a la Gs tdel micelio superior e inferior de 
distintos tiempos de crecmiento aéreo y analizar los 	 1 
inmunoprecipitados en geles de dds dimensiones. Se encontró  
que a los 30 min de exposición al aire, es posible detectar 
en el micelio superior una cantidad de GS oxidada (figura 
18) significativamente'mayor que en el micelio inferior 
(figura 1A). 

Oxidación de la GDH-NADPH durante el crecimiento aéreo de 
p. crees«. 

Un experimento semejante al anterior se llevó a cabo 
inmunoprecipitando a la GDH-NADPH de micelio superior e 
inferior de 30 min. Los inmunoprecipitados se analizaron en 
geles de electroenfoque en placa. En la figura 2 se puede 
apreciar que no se detecta ninguna diferencia entre estas 
dos condiciones. 
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Detección de los grupos carbonilos en la proteína total del 
micelio superior durante el crecimiento aéreo de N. crassa. 

Con el objeto de saber si la oxidación de un extracto 
in vitro introduce grupos carbonilo en una muestra de 
isizarli total, un extracto de 12 h de crecimiento en 
líquido, tratado con estreptomicina para descartar los 
ácidos nucléicos (Ahn, B. et al., 1987), se dividió en 
partes iguales y cada una de estas se sometió a la acción 
de diversas mezclas oxidantes para luego cuantificar la 
cantidad de grupoa carbonilo en la proteína total por la 
reacción de 2,4-dinitrofenilhidrazina (Levine, R., 1984). 
Los resultados se muestran en la Tabla a, donde se puede 
notar que todas las mezclas usadas son capaces de generar 
carbonilos en esta muestra de proteína medidos por su 
absorbencia a 375 nm. Las mezclas más efectivas resultaron 
Azida + EDTA + FeIII + ascorbato y esta misma mezcla sin 
anida, que lograron un incremento de aproximadamente 3014 en 
el contenido de carbonilos de la proteina total. 

Con este experimento como antecedente, se decidió 
cuantificar el contenido de carbonilos en la proteína total 
aislada del micelio superior a distintos tiempos de 
crecimiento aéreo. Los resultados se presentan en la 
Figura 3, donde se puede observar que, a los 20 min de 
exposición al aire, existe un incremento brusco en la 
cantidad de grupos carbonilos en la proteína total para 
después decrecer hacia valores semejantes a los iniciales, 
volver a aumenter ligeramente y luego mantenerse 
relativamente constante hasta las 15 h de exposición al 
aire. 
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DISCUSION: 

En este breve reporte presentamos datos que indican: 

a) Que es posible detectar GS oxidada en el micelio 
superior de N, crassa 30 min después de exponer al aire el 
micelio crecido en lrquido. En el micelio inferior se 
detecta también GS oxidada pero en una cantidad mucho 
menor. 

b) Que no se detecta GDH-NADPH modificada en las 
condiciones mencionadas antes. 

c) Que la cantidad de grupos carbonilo en proteína 
total muestra un incremento significativo a los 20 min de 
crecimiento aéreo. 

Todo ésto indica que la oxidación de la GS y otras 
proteínas es un fenómeno que ocurre muy tempranamente 
durante el crecimiento aéreo de N. crassa. En principio, 
sorprende que estos fenomenos ocurran minutos después de 
exponer al aire el micelio crecido en líquido. Sin embargo, 
debe recordarse que la agregación del micelio expuesto al 
aire o formación del micelio superior, ocurre en menos de 
30 min y que a las 3 h se pueden observar a simple vista los 
ápices de hifas aéreas. 

La detección de la GS oxidada en mayor grado en el 
micelio superior que en el micelio inferior explica, al 
menos en parte, porqué la actividad de esta enzima se 
pierde en el micelio superior y se conserva en el micelio 
inferior durante el crecimiento aéreo (Cárdenas y 
Hansberg., 1984), tanto en presencia como en ausencia de 
nutrientes (Tabla 1). 
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Con respecto a la GDH-NADPH, podemos decir dnicamente 
que a los 30 min de crecimiento aéreo no es posible 
detectar diferencias entre los micelios superior e inferior 
con respecto a la cantidad y heterogeneidad de carga de esta 
enzima. Debe decirse, sin embargo, que cuando el gel 
mostrado en la Figura 2 se tine con plata (no se muestra), 
se apreció en ambas condiciones el polipéptido que 
corresponde al primer polipéptido ácido presente en la 
GDH-NADPH pura (Aguirre y Hansberg, esta tesis). La razón 
por la que no se detectan diferencias en la GDH-NADPH 
inmunoprecipitada de los micelios superior e inferior.se 
desconoce, pero podría deberse a que la enzima modificada 
se degrada rápidamente, o se precipita. Es posible 
también que el fenómeno de oxidación in vivo de la 
GDH-NADPH no se deba a radicales de on11717 sino a 
fenomenos que involucran la formacion de disulfuros mixtos 
como los descritos en esta tésis, los cuales no se verían 
en este tipo de geles. 
Adn existen condiciones fisiológicas que tendrían que ser 
exploradas, como la privación de carbono en cultivos 
hiperaerados, donde puede ser posible detectar a la 
GDH-NADPH oxidada. 

a 
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Figura 1. Polip6ptidos de la GS modificados in vivo durante el 

crecimiento a6reo de N. crassa, 

Un micelio crecido durante 12 h se filtró y se expuso al aire 

en condiciones de crecimiento a6reo. A los 30 min se separaron 

el micelio expuesto directamente al aire (superior) y el micelio 

que se encuentra debajo de 6ste (inferior), so prepararon extrae 

tos y se inmunoprecipit6 la GS. Los inmunoprecipitados se corrieron 
en geles de poliacrilamida en dos dimensiones y se tiñeron con plata. 

A, GS de micelio inferior; B, GS do micelio superior. 

. • 	.414, 	- 



Figura 2. Electroonfoque desnaturalizante de la GDH-NADPH inmuno-
precipitada. 

Un micelio do 12 h do crecimiento so trató como so indica en la 
figura 1 y se inmunoprecipit6 la GAH-NADIM del micelio superior 

y del micelio inferior de 30 min. Los inmunoprecipitados se corrieron 
en un electroenfoque desnaturalizante en gel de poliacrilamida y 

se tiñeron con azul do Coomasie. Carril 1, GD1I-NADPH de micelio 
superior; carril 2, GDU-NADPH de micelio inferior. 
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Figura 3. Contenido de grupos carbonilo en la proteína total del 

micelio superior a distintos tiempos de crecimiento aéreo. 

El micelio, crecido en líquido durante 12h, se filtró y se expuso 

al aire. A los tiempos indicados, se separó el micelio superior, 

se deshidraté con acetona y se prepararon extractos celulares. La 

proteína total aislada de los extractos se incub6 con 2, 4-

dinitrofeniliddrazina, se disolvi6 en guanidina 6 M y se le cuan 

tific6 la absorbencia por mg de proteina a 375 nm. 
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TABLA 1. ACTIVIDADES RELATIVAS DE GS Y GDH-NADPH DURANTE EL 

CRECIMIENTO AEREO DE j. cms$A. 

MICELIO INFERIOR MICELIO SUPERIOR 

HORAS PO4  +NH4  +GLN +S+NH4+ PO + +NH +GLN +S+NH + 

GS 0 1.0 1.0 1,0 1.0 1.0 1,0 1,0 1.0 

3 1,1 0,9 0.5 1.0 0.8 0.5 0,2 0.3 

9 1.2 0.9 0,9 0.9 0.2 0,3 0,2 0.4 

15 2.1 0.8 1,0 0.8 0,0 0,3 0.2 0,4 

GDH- 

(NADPH) 

O 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1,0 

3 1.0 1.5 2,1 1.1 0.7 0,8 0,6 

9 1.0 2.0 2.7 0.9 0,2 0.6 0.4 0.3 

15 1.0 2.0 2.0 1.0 0,0 0,2 0,6 0,2 

Tabla 1. Actividades especificas relativas do GS y GDH-NADPH 

durante el crecimiento aéreo en distintos medios. 

El micelio, crecido en liquido durante 12h, se filtró y se expuso 

al aire. A los tiempos indicados se separaron los Meollos inferior 

y superior, se deshidrataron con acetona y se les determinaron 

las actividades de GS (transferasa) y GDH-NADPFI. Las actividades 

de estas enzimas fintes de la exposición del micelio al aire se 

tomaron como 1.0 

,ftlazr, 
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TABLA*. CONTENIDO DE GRUPOS CARBONILO EN PROTEINA TOTAL OXIDADA 

in vitro CON DISTINTAS MEZCLAS OXIDANTES. 

ADICION 
	

A375 

NINGUNA 	 0.967 	 100 
AZIDA + ASC + FeIII + EDTA 	1.26 	 130 
AZIDA + ASC + Poli' 	 1.095 	 113 
ASC + FeIII + EDTA 	 1.252 	 129 

Un extracto de micelio de 12 h do crecimiento en amortiguador HEPES 
50 mM, pH 7.2 se trató con estreptomicina como se indica en Materia 
les y Métodos y después se dividió en cuatro alicuotas de 0.8 ml, 
las cuales se trataron con alguna de las mezclas oxidantes indicadas, 
durante 2 h a 30°C. 

Posteriormente se procesaron, (ver Materiales y Métodos), se incubaron 

con 2,4-dinitrofenilhidrazina y se les determinó la absorbancia a 

375 nm. 
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DISCUSION GENERAL. 

• 

A) Sobre el sistema experimental utilizado. 

- La conidiación de N. crassa se inicia tan pronto 
se expone al aire el micelio crecido en líquido, con la 
agregación de éste micelio. 

- La formación del micelio superior es un proceso 
activo que requiere del 02 y que no se debe a la simple 
acción mecánica ó deshidratación del micelio que se pone 
en contacto con el aire. El micelio superior no se forma en 
una atmósfera de N2. Si después de 15 h en N2 se 
reintroduce aire, éste micelio es capaz todavía de 
agregarse y eeporular (Toledo y Hanaberg, resultados no 
publicados). Por otra parte, la agregación del micelio es 
un proceso que hemos encontrado asociado siempre a la 
esporulación y a la presencia de 02. En cultivos líquidos 
es posible inducir la esporulación por hiperaireación 
cuando los nutrimentos del medio se han agotado. En este 
caso todo el micelio del cultivo se agrega formando un solo 
grumo (Aguirre, Dominguez y Hansberg, sin publicar). 
También en abundancia de nutrientes se puede inducir la 
esporulación si la agitación del cultivo se hace en 
presencia de un ligero flujo de 02 (Toledo y Hanaberg, sin 
publicar). En los cultivos estacionarios el micelio se 
agrega en la interfase aire-líquido y poco después se 
produce el crecimiento aéreo. 

Algunos resultados preliminares de nuestro laboratorio 
(W. Hansberg, sin publicar) indican que el mecanismo que 
induce la agregación parece estar mediado por un 
polisacárido que el hongo excreta al medio cuando esta 
limitado de nutrientes en presedcia de aire. 

- Es el micelio superior el que lleva a cabo la 
formación del micelio aéreo y durante este proceso se 
observa autolisis y vacuolización del micelio superior, 
probablemente como una forma para nutrir el crecimiento del 
micelio aéreo ya que hemos detectado translocación de 
metabolitos marcados radioactivamente del micelio superior 
hacia el aéreo (Aguirre, J., 1984). 



• 

13) De la oxidación de la GS. 

La GS de N. crassa se inactiva por una modificación 
oxidativa. La GS inactiva es mis sensible a degradación 
proteolítica in vitro y pudo detectarse in vivo en 
condiciones donde esta enzima se degrada7--Wir—como a los 
30 min dreepeés de la exposición al aire de un micelio 
crecido en líquido, condiciones en las cuales se induce el 
proceso de conidiación de N. cra ssa. Este hecho explica la 
inactivación de la enzima eñe micelio superior durante 
este proceso en presencia y ausencia de nutrientes. 

C) De la oxidación de GDH-NADPH y otras proteínas. 

C.I) La GDH-NADPH de N. crassa requiere de oxígeno 
para ser degradada en cultivos sin fuente de carbono. Esta 
enzima se inactiva irreversiblemente in vitro por un sistema 
productor de radicales de oxígeno, 8e:71jiñaal usado para 
oxidar a la GS de N. crassa y de E. coli. La inactivación 
se debe principalmente a fragmentación de la enzima aunque 
también se observa precipitación y la introducción de 
heterogeneidad de carga. Dicha inactivación también puede 
ser catalizada por ferricitrato + H202. 

Parte de la heterogeneidad de carga producida in vitro  
por oxidación, se observó en dos preparaciones distintas 
de GDH-NADPH pura y en la enzima inmunoprecipitada'de 
diferentes condiciones fisiológicas, lo cual habla de que 
este tico de inactivación pudiera ocurrir en condiciones 
fisioljogicas. El hecho de que un inmunoprecipitado de la 
cepa g-l32 (una deleción del gene de la GDH-NADPH) no 
presente ninguno de los polipéptidos heterogéneos que hemos 
descrito en este trabajo, es un argumento en contra de que 
dichos polipéptidos correspondan a otras proteínas que 
copurifican con la GDH-NADPH. 

C.2) La GDH-NADPH de N crassa se inactiva in vitro  
reversiblemente por intercambio tiol-disulfuro con • 
disulfuros biológicos. El hecho de que la enzima pura y en 
extractos celulares se active por DTT, sugiere que este 
tipo de inactivacion podría ocurrir in vivo y sería otra 
forma de explicar la necesidad de 02Wraegradar esta 
enzima. 
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C.3) De los tipos de oxidación descritos antes para 
la GDH-NADPH solo se buscó in vivo la producida por 
radicales de oxígeno en una sola condición fisiológica y 
no fué posible detectarla. Esto no descarta que este 
fenómeno ocurra in vivo. La enzima modificada puede ser 
degradada con tal-TI-Mezo  que no permita su acumulación y 
su detección en inmunoprecipitados. Casos de este tipo han 
sido reportados. Por ejemplo, la enzima 
Glutamina-Posforibosil-Pirofosfato-Amidotransferasa (primera 
en la vía de síntesis de purinas) de Bacillus subtilis, 
contiene un núcleo ferrosulfurado, que aún cuando no 
participa en la catálisis se encuentra muy conservado en la 
escala filogenética, y que al ser oxidado directamente por 
oxígeno molecular inactiva a la enzima (Turnbough y 
Switzer, 1975 a y b). Esta enzima se comporta de una manera 
semejante a como lo hacen la GS y la GDH-NADPH de N. crassa 
en el micelio superior, ya que su inactivación in VT17-----
requiere del 02 y de limitación de nutrimentos. Una vez 
iniciada la inactivación, la Amidotransferasa no responde a 
la regulación por sustratos o fuentes de nitrógeno y 
carbono como lo hace normalmente durante el crecimiento y es 
degradada rápidamente (Bernlohr y Switzer, 1983). Para 
detectar la enzima oxidada, fué necesario inhibir con 
antibióticos la expresión de proteasas que degradaban 
dicha enzima (Ruppen y Switzer, 1983). 

C.4) El contenido de grupos carbonilo en la proteína 
total aumenta in vi tro cuando un extracto se somete a la 
acción del sistema  576xidación empleado para inactivas a 
la GS y a la GDH-NADPH. El contenido de carbonilos en la 
proteína total se incrementa notablemente en los primeros 
minutos de la exposición directa al aire del micelio 
precrecido en líquido para volver después a niveles 
semejantes a los que se detectan, durante el crecimiento eft 
élhéée. Si se confirma éste resultado, estaremos en 

posibilidades de afirmar: 

a) Que la oxidación de proteínas es un proceso que ocurre 
normalmente en condiciones fisiológicas 

b) Que existe una correlación entre la exposición del 
micelio al aire, su agregación y el incremento en la 
oxidación de proteínas totales y en particular de la GS. 

or 

80 



Estos y otros resultados del laboratorio, nos han 
llevado a proponer la siguiente interpretación sobre la 
espoiulación de N. crasos: 

La exposición al aire del micelio que ha venido creciendo 
en líquido en abundancia de nutrientes produce dos efectos 
notables: 

1.- La tensión parcial del oxígeno a la que se 
encuentra sujeto el micelio aumenta considerablemente, lo 
cual pes se puede llevar a un aumento en la concentración 
intracelular del 02. 

2.- La limitación de nutrimentos total o parcial 
conducirá a una limitación en la producción de poder 
reductor y en consecuencia la cadena de transporte 
electrónico mitocondrial dejará de reducir el 02 hasta 
H20, lo cual trae como consecuencia final un aumento en la 
concentración intracelular del 02. 

En los microorganismos aerobios la capacidad para 
producir poder reductor en abundancia de nutrientes esta en 
relación a la disponibilidad del oxígeno. Por ello 
pensamos que el parámetro realmente importante para definir 
el estado de oxidación de la célula, es la relación que 
hemos denominado 02/XH (dónde 02 mi oxígeno intracelular y 
XH 4  poder reductor intracelularW Esta relación tenderá 
a aumentar si el oxígeno intracelular aumenta por cualquier 
causa (v.gr. la exposición del micelio al aire) o si la 
poza de poder reductor intracelular disminuye (v.gr. si el 
micelio se priva de nutrimentos). En nuestro laboratorio I. 
Toledo y W. Hansberg han detectado una disminución brusca 
en la relación de coenzimas reducidas/oxidadas en los 
primeros minutos de exposición del micelio al aire, lo cual 
precede en el tiempo y es congruente con la oxidación de 
proteínas reportada en este trabajo. 

¿ Por qué creemos que es importante la concentración 
intracelular del oxígeno ?. 

Es claro que la vida no podría haber surgido en la 
tierra en una atmósfera oxidante y que la mayor parte del 
metabolismo celular surgió y se seleccionó en una 
atmósfera carente de oxígeno en cantidades significativas. 
De hecho, el advenimiento de una atmósfera rica en oxígeno 
marcó profundamente la evolución posterior de los seres 
vivos en la tierra primitiva (Chapman y Schopf, 1983). 
La toxicidad del oxigeno se debe a que al ser reducido 
parcialmente,genera radicales libres ó formas activadas de 
oxígeno. Algunas de estas formas son altamente reactivas y 
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capaces de reaccionar prácticamente con todas las 
biomoléculas, produciendo modificación y fragmentación de 
ácidos nucleicos, proteínas, lípidos y polisacáridos 
(Slater, F. T., 1984; Halliwell y Gutteridge, 1984). 
La existencia y ubicuidad entre los seres vivos de las 
enzimas Superóxido Dismutasa, Catalasa y Peroxidasas sirven 
como argumento en favor de la producción de oxígeno 
activado in vivo (McCord et al., 1971). Por otra parte se 
conocen múltiples reacciones metabólicas que producen 
superóxido (02-) ó peróxido de hidrógeno (H202) como 
subproductos (Jorres, D. P., 1985) y varias reacciones por 
las cuales éstos compuestos generan especies activadas más 
agresivas (Slater, F. T., 1984; Halliwell y Gutteridge, 
1984). La producción in vivo de varios radicales de 
oxígeno ha sido demostrada en plantas 	y otros 
organismos (Cadenas E., 1985). Se conocen condiciones que 
producen un aumento en la concentración intracelular de 
oxígeno y sus formas activadas y este estado ha sido 
definido como estado prooxidante (Cerruti, P.,. 1984). Así 
pues, nosotros pensamos que cuando N. crassa se pone en 
contacto directo con el aire con o sin nutrientes/se produce 
un estado prooxidante. 

¿ De que manera el estado prooxidante conduce a la 
esporulación ?. 

El proceso de esporulación en en N. crassa ocurre 
perfectamente en ausencia total de nutrientes exógenos y en 
esas condiciones el proceso tiene que ser sostenido por 
reservas endógenas. Hemos observado que durante el proceso 
ocurre una degradación masiva de proteína (aproximadamente 
4071de la proteína total; Cárdenas, M. E., 1983). 
Habiéndo demostrado que las actividades de algunas enzimas 
pueden ser modificadas in vivo por procesos que involucran 
oxígeno ó sus radicales libres y que estas modificaciones 
pueden marcar a las enzimas para su posterior degradación 
proteolítica, pensamos que la degradación proteolítica 
tan generalizada que hemos observado durante la conidiacién 
de N. crassa está causada por un estado prooxidante. Este 
estado detendría el crecimiento celular y cambiaría por 
completo el perfil metabólico de las células. 
Evidentemente este estado sería el responsable de la 
inactivación y/o degradación de la GS, de la GAH-NADPH y 
del aumento de los carbonilos en la proteína celular. 

s. 
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¿ Cómo la modificación de ciertas actividades 
enzimáticas y la degradación de proteínas conduce a la 
expresión genética diferencial que se observa en los 
procesos de diferenciación ? 

De la misma manera que parece ocurrir durante el 
crecimiento. Por ejemplo, la pérdida de la actividad de la 
GS conduce a la deplesión en la poza de glutamine, la cual, 
siendo correpresor del catabolismo nitrogenado, deja de 
reprimir y permite que se expresen un grupo de genes para la 
utilización de otras fuentes de nitrógeno. Entre las 
enzimas que se expresan en estas condiciones esta una 
proteasa y varias enzimas para el catabolismo de varios 
aminoácidos (Marzluf G. A., 1981). Posiblemente el efecto 
inhibitorio de la glutamine y el amonio sobre la 
esporulación de varios microorganismos (ver Hanaberg, W., 
1984) y en particular de la conidiación de N. crassa  
(Turian y Bianchi, 1972: Toledo, 1. et al., 1986), se deba a 
la falta de inducción de dichas enzimas debido a una poza 
alta de glutamina. 

EN RESUMEN: 

Vemos la conidiación en N. crassa como una serie 
sucesiva de catástrofes (estadói—Inóndantes) que se 
producen cada vez que la relación 02/X8 aumenta. Así, el 
proceso visto en detalle significaría: 

El rompimiento del estado de crecimiento debido a 
un estado prooxidante conduce a la formación del micelio 
superior. El micelio superior, debido al catabolismo de 
proteínas y otras reservas permite el estado de crecimiento 
transitorio que significa el crecimiento aéreo. Un estado 
prooxidante en el micelio aéreo conduce a la formación de 
las esporas o conidias en las puntas de las hifas aereas. 
Al respecto, S. Brody y sus colaboradores han detectado 
niveles elevados de GSSG en las conidias de N. crasos en 
comparación con los del micelio en crecimienT57VIr 
conversión de éste GSSG a GSH durante la germinación 
(Fahey, R.C. et al., 1975). Así mismo, el contenido de 
enlaces disulfuro en proteína total de las conidias es cerca 
de cinco veces mayor que el que se encuentra en el micelio. 
El hecho de que en estos experimentos, la aereación 
exhaustiva del micelio "solo" produjo un incremento del 
doble en los disulfuros de proteína total llevó a loe 
autores de este trabajo a descartar al aire como el causante 
de la oxidación de proteinas que ellos observan en 
conidias. Es indudable que la conidia es un estado oxidado y 
nosotros pensamos que se llega a él después de varios 
estados prooxidantes. 

r. 
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La hipótesis aquí planteada ha sido ampliada para 
explicar la diferenciación en varios microorganismos 
(Nansberg y Aguirre, en preparación) y resulta claro que su 
demostración no puede ser abordada con un sólo enfoque 
experimental y que requerirá de la acumulación de diversas 
evidencias. En éste trabajo solamente hemos abordado el 
aspecto de la oxidación de proteínas en N. crassa. 
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