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INTRODUCCION GENERAL.

Neurospora crassa es un hongo filamentdso haploide gue per-

tengce a la clase d? Jos Ascomicetos. Neurogspora crece y sSe repro
‘duce a expensas de fuentes.de carbono, nitr6gend vy sales del me
dioc ( restos de materia orgdnica ). En t8&rminos generales, la
capacidad para formar esporas parece estar relacilonada  con el
‘nicho ecolégico dque &ste y la mayor parte de hongos ocupan, don-
de lé disp;nibilidad de nutrientes es variable y limitada; Duran;
te el ciclo de vida de N. ¢rassa (- fig. 1 ) se producen tanto es-
poras~§exua1es como asexuales. Ambas etapas del ciclo pueden ser
maniruladas en el laboratorio en condiciones controladas lo cual,
unido a la relativa sencillez biolégica de éste hongo, han hecho
de Neurospora uno de los modelos biol&gicos mis atractivos para
estudios sobfe la fisiologia celular tales como: regulacibn de la
expresi6én -"genética ( Metzemberg, 1979 ;" Marzluf, 1982 ), com-
partimentacién celular { Davies, 1972 ; Drainas y Weiss, 1982 a y
? ). regulacidn-de la asimilaciéﬁ de amonio ( Lara et col, 1982 )
y diferenciacién celular ( Scott, 1976; Schmith y Brody 1976; Car
denas y Hansberg, sometidos para su publf&acién ) entre otros. Ade
misg, se dispone de mas de 2000 mutantes afectadas a distintbs nive
les de %a fisiologia 'general del hongo; muchas de ellas con altera
ciones morfolégicgs.q

La mayor pafte de estudios en N. crassa, se han hecho en*

alquna de-las etapaz. del cicle asexual, durante el cual se

producen las esporas asexuales’ llamadas macroconidias. Estas son
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_FIGURA 1. _ Clclo de vida de Neurospora crasse



células multinucleadas cue presentan caracteristicas de vida
latente, &sto es, son longevas, poseen un coeficiente respirato
rio muy bajo vlson resistentes a factores mediocambientales extre-
mos como son desecacifn, altas temperaturas { 124 °C, 3 min. ),
congelamiento y altas concentraciones de &cido ( HCI 0.2N, 8 min.)
( Schmit y Brody, 1976 ). Sin embargo, las conidias al ser -
bidratadas inician r8pidamente wuna alta actividad metabdélica y -
se vuelven sensibles a las condiciones del medio ambiente. Si en
el medio ademds de agua hay algunas sales, la conidia forma el tubo
germinal. En &stas condicionesila presencia de fuentes de carbono
y nitr6geno sostienen el alargamiento, crecimiento y ramificacién
del tubo germinal formado filamentos llamados micelios. Este tipo
de crecimiento puede ser mantenido indefinidamente si se conserxrvan
las condiciones de crecimiento invariables ( Schmit y Brody, 1976 )
Creciendo Neurospora a partir, de un inbculo de conidias, en un
cultivo liquido éon agitacién rotatoria, se oque obse;var una
curva sigmoide de crecimiento durante la cual se producen; La
germinacién de las conidias en las primeras 3-5 h, el crecimien-
to exponencial hasta las 12 h con un tiempo de duplicacién de -
aproximadamente 2.5 h y finalmente la fase estacionaria.

Cuando alglin nutriente se vuelve limitaﬁte y M. crassa se
encuentra en contacto con el aire, el crecimiento se detiene y
se produce un cambio fisiolégico que conduce a la formacifn de hi-
fas especializadas que crecen hacia la fase aérea ( formacién del
micelio aé@reo; proceso él aué‘se hace referencia en algﬁnos ca-
sos como éerealoqénesié { .« Durante &ste proceso la ontogénia de

la conidia se inicia con un " hinchamiento ¥ y crecimiento de novo
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del extremo de la hifa fértil ( Cole 1981 ). Posteriormente las
conidias se producen en forma de rosario donde la continuidad cito
plasmica se mantiene entre los miembros de la cadena y permite
la translocacidn de material a las conidias apicales en desarrd-
1lo ( Kendrick, 1971 ). Las gemas de &ste rosario se separan por
tabiques dobles de parede celular v después de un perfodo de
maduracién de aproximadamente 3 dias son capaces de <reiniciar -
el ciclo asexual ( Schmit vy Brody, 1976 ). La dispersidn de - las
conidias se produce principalmente a través del aire. \

En el laboratorio estamos interesados en la esporulacibn
asexuél de Neurospora. Para su estudio se ha elegido el sistema
devobtencién sincrénica de micelio aéreo de Sting v Clark ( 1967 )
Una comparacidn de los diversos sistemas que en la actualidad se
usan"para estudiar la esporulacion en Neurospora, incluido éste,
ha sido realizada con anterioridad { C&rdenas, 1983 ). De &sta -
comparacidén destacan las siguilentes ventajas gue el método de ~
Stine y Clarck tiene :

a) La sincronfia y r&pidez del proceso ( en 16-18 h aprox.
se produce micelio aéreo y conidias ).

b) La viabilidad de las conidias producidas en &ste siste
ma ( Cérdenas, 1983 ),

¢) La posibilidad de separar el micelio aéreo en cantidades
suficientes para el andlisis bioguimico.

El método mencionado consiste escencialmente en colocar mi
celio crecido previamente en liquido, en contacto con el aire
( micelioLFustfato Y en condiciones apropiadas de humedad, luz,

temperatura Yy en ausencia de nutrientes, para cue a partir de
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éste se inicie el crecimiento de hifas adreas. Es importante men-
cionar qgue durante &ste proceso el micelio sustrato se diferencia

en dos estratos denominados micelios inferior y superior .
ANTECEDENTES DE FSTE TRABAJO.

Los datos coue se mencionan a continuacién se han obtenido de
los’ tfabajos -de Cérdenas (1983) y C&rdenas y Hansbeny (sometidos
para su publicacibn) - excepto cuando se proporcione \otra re-
ferencia . |
El micelio aéreo y las conidias de N.“craSSa poseen. una poza muy
elevada de glutamato, el cual puede constituir hasta el 2.5% -
dal peso seco de las conidias ( Schmit y Brody, 1975 ). Esta po-
za es consumida durante los primezros minutos de hidratacibn de las
conidias y comoc se ha mencionado antes, la hidrataciﬁh es el
primer evento en la germinacién de la conidia. Con la disminu-
cién de la poza de glutémato, coincide la aparicibén de A&cido
-faminobutirico ( GABA ) el cual puede producirse del catabolismo
del ‘glutamato a través de la enzima glutamato descarbbxilasa(“eg
zima aue por otra parte parece ser exclusiva de las conidias..
Todos é&stos cambios producen un aumento transitorio en los nive-
les de NADH 'y NADPH. Se ha propuestd gue éste aumento en el poder
réductor puede causar - un cambio en él estatus de oxidaciftn de
aléunas prbteinas importantes para la reactivacién de la actividad
N metabéliéasy el rompimiento de 1la 1latencia en la conidia, por
ejemplo los complejos de iniciacién_ de sintesis de p:otginas

( Sehmit y Brody, 1975; Christensen y Schmit, 1980:; Brody, 1981 ).
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Esta hipb6tesis ha sido extendida a otros organismos capaces de

esporular como Bacillugs subtilis, donde tambi&n se han encontra-

do altos niveles de glutamato acumulado en las esporas, e incluso a
organismos cuyas esporas acumulan otro tipo'ée compuestos capaces
de generar poder reductor al ser catabolizados ( Brody, 1981 ).

Por otra parte, estudiando la asimilaci6n de amonio durante
la formacién del micelio adrec en el sistema de Stine y Clarck, se
ha encontrado . cque el micelico aé&reo no posee actividad de las
enzimas que sintetizan glutamato; la,deshidrogenasaVglutamica—NADP
dependiente y la glutamato sintasa. La mutante am—};en(am)-z,que
carece de la actividad de éstas dos enzimas, es sin embargo capéz
de acumular glutamato en el micelio aéreo.

Junto con los resultados anteriores se encontr$ que vaiios
aminodcidos se acumulan durante la fase preestacionaria de
crecimiento, principalmente alanina, glutamina, _glutamato, argi
nia y ornitina ( Mora, Y. y col,:1978; Cdrdenas y Hansberg, someti
do para publicacién ). Estos aminodcidos acumulados se consu-
men en el micelio sustrato durante la aerealogénesis. Entre
ellos, la glutamina y la alanina se consumeﬁ mids rapidamente
que los demds. Si experimentalmente se reduce la poza de la gluta
mina antes de inducir la aerealogénesis, la produccién de micelio
aéreo se ve disminuida en dos tercios. Este efectb no se revierte
cuando se administran en lugar de glutamina los compuestos nitroge-
nados que requieren glutamina para su sintesis ( Arg, Trp, His,
Asn, aminodzucares y purinas ). Con éstos experimentos se concluy6s
que N. crassa ‘requiere una alta poza de glutamiha para e;porular;

requerimiento daque no se observa para otros aminodcidos ( glutamato,
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alanina, prolina y triptofano ).

Estos datos tomados en conjunto sugieren cue glutamina podria
ser un acarréador de nitrédgeno del micelio sustrato hacia el
micelio aéreo si es que es movilizada en ese sentido. La glutami-
na en.el micelio aéreo proporcicnaria glutamato y ademds podria
adecuér las pozas de otros aminodcidos a los requerimientos del
micelio aéreo. Se ha propuésto gue glutamina pudiera cumplir estas
~funciones a través del cliclo que se muestra en la figura 2 ( en
el ciclo participan las enzimas glutamino-transaminasa Yy &lanino-
£ransaminasa; las cuales poseen actividad muy elevada en el mi-

calio  aéreo en comparacifén con el micelio sustrato ).

Los objetivos de &ste trabajo son: Analizar si la glutamina
del micelio sustrato es transportada hacia el micelioc aé&reo y si
‘es capaz de generar el glutamato acumulado en el micelio aéreo vy

en las conidias de Neurospora crassa.
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MICELIO AEREO

-SIMBOLOS :

Alanina (Ala). Glutamino-Yintetasa .~ .,
Piruvato (Pyr). ) Manino-Transaminasa (ATA).
wCetoglutarato (e .Glu). Alutamino-Transaminasa (GTA". Gln
wCetoglutaramato {gf.Glutim). Omeaa-Amrdasa (g-A). )
Glutamato (Glu). . .
Glutamina {Gln).

Aminpacido (Am Ac). -

&etoacido (RC.AC.).

MICELIO SUSTRATO

INTERIOR

FIGURA 2. CICLO PROPUESTO PARA PRODUCIR GLUTAMATC A PARTIR DE RLUTAMINA

. EN EL MICFLIO AEREQ DE Heurosnora crassa,

EXTERIOR




MATERIALES Y METODOS
CEPAS Y REACTIVOS.

Se usaron las cepas 74-A, prol-3 vy gin-ib; silvestre y
aux6trofos de prolina vy glutam%na .respectivamente. Estas cépas -
fueron obsecuiadas’ por el Dr. Jaime Mora. Todos los reacﬁivos.
usados @ fueron  de un alto grado ‘de pureza. Los aminodcidos
radicactivos fueron surtidos por New England Nuclears‘y pof

Amersham.
CONDICIONES DE CULTIVO.

A partir de cultivos s8lidos en medio minimo Voguel ( Vo-
guel, 1967 ), suplementado con sacarosa al 1.5% ( p/v, MM—saéaroSa)
'con rrolina ( 0.2 mg/ml ) para la cepa prol-3 o glutamina ( lo‘mM )
para la cepa gln-1b ( usando MM sin NH4NO03 ), se obtuvo una -
suspensién de conidias en agua destilada estéril a 4 °C. Es
' ta suspensifn se filtr6 a través de lana de vidrio y se dividié
en fracciones de 2 ml, gue se incubaron durante 1 h a 4 °C., -
vosteriormente se congelaron a -10 °C y finalmente se almacenaron
a ~70 °C ( Leef y Mazur, 1978 ). )

Estas conidias fueron descongeladas en un bafo de agua a 40
°C y se equilibraron a temperatura ambiente antes de ser usadas

para inocular. El crecimiento en licuido de las distintas cepas -
se llevd a cabo ajustando el inoculo de conidias a 0.05 D.0./ml -

( un millénrde conidias/ml ) en MM-sacarosa sin NH4N03 suplementado
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con glutamina 5 mM nara la cepa gln-lb; con nrolina 0.1lmg/ml para
la cepa prol-3. Los cultivos se incubaron a 30 °C con agitacibn
rotatoria constante ( 240 rpm ) durante 15 h, excepto cuando se

indique otra cosa.
CRECIMIENTO DEL MICELIO AEREO.

Se filtraron 25 o 300 ml dé cultivo a través del papel filtro
Whatman 41 y la mata micelial se lavd con 50 ml de_aguara 4 °C y
subsec¢uentemente con 50 ml de solucifn amortiguadora de fosfatos
0.03 {M, vH 6,1 ( modificado de Stine y Clarck, 1967 ).7 Una vez
eliminado el exceso de solucifn amortiguadora, las matas mi
celiales fueron transferidas a cajas petri e incubadas en una cd
mara ambiental a 25 °C, 80% de humedad relativa y luz contfnua.

A distintos tiempos los cultivos se sacaron de la cimara ambiental
y se procesaron de la siguiente manera: Se separd el micelio aé&reo
con ayuda de una esp&tula y la mata micelial restante se separ8 con
ayuda de wuna piseta y agua a 4 °C en dos capas; el micelio su
perior ( capa inmediata inferior al micelio aéreo ) y el micelio

inferior ( capa imnmediata inferior al micelio superior ). Los tres
micelios colectados en agua se filtraron y las pastillas obtenidas
se almacenaron hasta su uso en etanol al 80% o en &cido -
‘tricloroacético ( TCA, a una concentracibn final de 5% ) a -20 y 4

°C respectivamente.

INCORPORACION DE METABOLITOS RADIOACTIVOS.

/o




a) EN LIQUIDO.

Despud&s de 15 h de crecimiento en licuido, cultivos de 200 ml de
la cepa gln-1b se centrifugaron 5 min. a 3000 rpm y temperatu
ra ambiente, los cultivos se juntaron vy se resuspendieron en -
un tercio de su volGmen original en MM—sacarSsa sin NH4NO3 y sin
glutaminai v se incubaron en agitacién 30 minutos a 30 °C y 240
rpm. Después de &sta incubacibn, el cultivo se centrifug§ como se
ha indi?a&o anteriormente y la pastilla micelial se resuspendié. en
‘el mismo medio pero en un volGmen un tercic menor. En éstas con-
diciones se adicioné‘al cultivo 0.1 ml de Gln-14C uniformemente -
marcada'( U) (0.1 mCi/ml ) y se incub86 10 minutos con_agitacién;
Después de ésto se aﬁadié glutamina fria 5mM, y se incubb duranﬁe
.10 minutos m&s. En seguida se tomaron 2 alicuotas de 10 ml, se’fil
traron y lavaron con 25 ml de agua a 4 °C y a continuacibn los mice
lios se colocaron en 6 ml de etanol al 80% ( v/v ). Del resto del -
cultivo liguido se tomaron volGmenes de 100 ml para hacer matas mi-
celiales nue se colocaron en condiciones de crecimiento de micelio
aéreo. N distintes fiempos se sevararon los micelios y se trataron
de la forma descrita para las alicuotas de 10 ml de cultivo inicia-
les. En algunos casos se usé la cepa 74-A y dado gue esta cepa no
réquiere glutamina para. crecer se uso “Metionina-Sulfoximina -
( inhibiaor éspecifico de la enzima glutqmino-sintetasa; Ronzio Y
Méister, 1968 }  a una concentracién final de 2mM durante 30 min.
antes de proceder a palicar la Gln-14C (0.6 ml, Ofdg mg}/mlﬂ;.
En  condiciones similares gs8e administré &Eido o¢-amirioi so-

butfrico, (0.12 ml: metil-3H, 0.1 mCi/ml ) a un cultivo de 14 .
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de crecimiento y se incub8 durante 1.5 h mis. Despuds se
dividi6 el cultivo en 6 fracciones de 30 ml cada una, se la-
varon para quitar el exceso de marca y se llevaron a formar mice-
lio aéreo. A 1,3,6,12 y 22'h de aerealogénesis se separaron los
estratos inferijor, sﬁperior y el micelio aéreo en los cultivos de 6
o mis horas de incubacibén. Las distintas fracciones miceliales
se colocaron en etanol al 80% para realizar una extraccibn de -

aminofcidos ( ver mis adelante ).
b) DURANTE(LA FORMACION DEL MICELIO AEREO.

A matas miceliales de aproximadamente 75 mg de ﬁrote&na se les
adicionarétn Gln-l14C ( 0.05ml, 0.1mCi/ml ), serina ( Ser-14C iml,
0.01lmCi/ml } y arginina ( Arg-14C, 1ml, 0.0lmCi/ml ) junto con el
amino&cido correspondiente no marcado a una concentracidn de S mM,
en la soluciftn amortiguadora de fosfatos 0.03 M, pH 6.1.

Una vez eliminado el exceso de é&sta sclucibn los cultivos se
incubaron en condiciones de aerealogénesis y a las 9, 12 y 15 h
después se separaron los distintos estratos, se lavaron vy se
homogenizaron en TCA al 5%; De éstos homogeneizados se tomaron
muestras de 0.1lml, se secaron en papel Whatmap 540 y se contaron
en un espectrofotometro de centellec 1liguido Beckman LS 7500,
usando PPO-tolueno ( 4 g/1 ) como mezcla de centelleo.

Un experimento similar se llevd a cabo pero:seguido desde
tiempos méds cortos durante la aerealogénesis ( 3,6,9,12 y 15 h),
donde se separaron las fracciones soluble y precipitable' en -

. etanol-fcido perclbrico (80% v/v y 3% v/v respectivamente ). La

/.
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fraccién precipitable se resuspendié en NalH 0.4 N y se le
determiné su radicactividad por mg de protefina. En la Frac-

cibn soluble se analiz6 el contenido de amino&cidos radioactivos.

En otro tipo de experimentos, matas miceliales a las 3.5 h -
de haber sido inducidas a la aerealogénesis; se incubaron c¢con 5 -
ml de una solucibn de amortiguador fosfatos 0.03 M, pH 6.1 y D.143
“ml de Gln-14C (.0.05 mCi/ml) junto 'con glutamina fria a una
concentracibn de :0.05 mM, Despuds cada cultivo se lavé 2 minu-
tos cada vez én 7 bafios - sucesivos de 40 ml de amortiguador fos--
”fatos ( en condiciones estériles ). A continuacibén uno de los cul
tivos se separ6 inmediatamente en lo3 micelios superior e inferior
y se lavaron v procesaron conforme a lo descrito en extraccibn de
aminoicidos; los otros cultives se reincybaron en una cémara
- ambiental en condiciones de crecimiento de micelio areo y a
distintos tiempos se separaron y se trataron como el primer -
cultivo ( incluso el micelio a&dreo }. Se cuantificd la marca en -
los lavados como marca externa.

En idénticas condiciones se realizd un experimento usando
glutamato { Glu=3H, 0.1 mCi/ml ), excepfo que a las 14 h de cre
cimiento en liguido, el cultivo fué& incubado con Metionina-Su
1foximina 2 mM por 30 minutos y a continuacién durante 20 min

con glutamina 5 mM en medio fresco.
EXTRACCION Y ANALISIS DE AMINOACIDOS.

Las muestras colocadas en etanol al 80% ( v/v ) se hirvieron

+
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a 78 °C, se homogenizaron y filtraron a través de £iltros Millipore
0.43 Mm. Los filtrados se liofilizaron, se resusnendieron en C.5
ml  de agua frfa, y se centrifugaron en una icrofuga Eppendorf,
durante 2 min., Al sobrenadante se le cuantificé la radiocactividad
total y se aplicaron en papel para cromatografia Whatman 3MM
alicuotas de 0.01 a 0.1 ml. Las cromatografias se corrieron du
rante 8 h en una “clmara de vidrio sellada, con el sistema de
solventes Butanol—agua-acético ( 5:4:1 ). Después devevaporarse -
los solventes, los amino&cidos fueron revelados con ninhidrina -
al 1% ( n/v ) en etanol absoluto y una vez identificada la posi-
cién de los estindares, cada carril fue cortado en fracciones de 1
6 0.5 cm cue, despued de destefiir con perSxido de hidrégeno al 3%

( v/v )}, se contaron en un espectrofotometro de centelleo liquido.
" ‘DETERMINACION DE PROTEINA.
Todas las determinaciones se hicileron de acuerdo con el

método de Lowry ( Lowry, et col 1951 ), wusando albfimina com& -

esténdar.

/Y
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RESULTADOS.

I -DISTRIBUCION DE LA GLUTAMINA RADIOACTIVA INCORPORADA ANTES DE LA
AEREALOGENESTS.

A fin de demostrar el transporte de una parte de la poza de
Jlutamina de los estratos inferiores hacia el micelio aéreo, se
sustituyé parcialmente la poza interna de glutamina de la cepa
gln~1b por Gln-14C. Para ello se procedi6 a disminuir la poza
interna de glutamina privando a &ste auxdtrofo por un tiempo, de
su éequerimiento. Luego se le dié un pulso de Gln-14C y se res
tituys 1la poza con glutamina frfa, dado que N. crassa reguiere
una poza alta de glutamina para esporular ( Cdrdenas y Hansberg
sometids\péra rublicacién ). E1l cultive mnarcado se llevé a formar
micelio aéreo y a distintos tiempos durante la aerealogénesis se
analiz6 en los distintos estratos, la marca precipitable y soluble
Yy los amino&cidos marcados.

La cantidad de marca incorporada fué suficiente para poder-:
la sequir durante la aerealogénesis. En adelante se hard referen

cia a la radiocactividad especifica como las cpm en una -fraccién en~

~ tre los mg de proteina de la nmisma.

El comportamiento de la marca incorporada se muestra en la

Eﬁqura 3JA para  todo el sistemn } Suna de la radioactividad espe

cifica total del micelio inferior, mgcelio superior 'y micelio aéreo),
el micelio inferior y el micelio surerior. Se. destaca en &s-
ta figura 1la tendencia a la disminucifn en la radioactividad
especifica durante la aerealogénesis. La velocidad con  que di-

cha radiocactividad especifica disminuye es mayor en el micelio su
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FIGURAS 3A, B Y C. COMPORTAMIENTC DE LA RADIOACTIVIDAD ESPECIFICA DURANTE
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perior que en ei inferior. También se detectd radioactividad en
el micelio aéreo.

La marca total incorporada a la fraccibn soluble en etanol y
a la fraccibn precipitable en etanol vy &cidé percldrico se =~
' muestran ‘'en las figuras 3B y 3C respectivamente. En ellas des-
taca la rédpida disminuci6n de la radiocactividad especifica soluble
en el micelio superior, en corresnondencia con un aumento en la
radiqactividad especifica de ia fracci6n precipitable. En el
micelio inferior 1la radioactividad especifica soluble disminuye
‘mis lentamente, y no hay incorporacifn apreciable en la fraccién
PrECiPitable. En el micelio aéreo el 86% de la marca se encuentra
en forma precipitable ( &stos resultados fueron reproducibles en -
experimentos similares ).

Cuando las £fracciones solubles se analicaron por cromato- .
grafia en papel, se observé que inmediatémente después 'dql'pul—
so inicial de Gln;l4C cerca del 54% de la marca correspondid -
con la posicibn del glutamato vy solamente. el 15% con la de 1la
glutamina ( f£ig. 4, dJdonde puede anreciarse también un pico cue
corresponde con la posicién de arginina ). Dpel andlisis del -~
resto de las muestras @nicamente se destaca la disminucidn progre
siva del. pico de glutamato con una cinética parecida a la de la mar
ca soluble total ( no se muestra ). La poca marca soluble del mice
1lio aBreo se encuentra distribufda en varios compuestos, no to-
dos’ identificados, ééta distribucibn en varios compuestos es mayor
en el micelio aéreo comparada con él resto de los estratos de ia ma
 ta micelial,

Dado cque el inter&s de &ste experimento residfa en el estudio
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del comportamiento de 1la poza de glutamina durante la aerealo-
génesis, se procedi6 a usar las cepa silvestre 74-A de N. cra
53, suponiendo oue el catabolismo de glutanmina observade en la
cepa gln-1lb, estaba relacionado con la induccitn de enzimas
capaces de degradarla ( glutamino transaminasa y transamidasas; yva

que no se ha encontrado glutaminasa en Neurosnora, Cédrdenas, 1983)

ya cue dicha cepa crece en glutamina como Gnica fuente dé nitrégeno.

Asi,_ se usb6 1la cepa 74-A en un experimento muy similar al
recién descrito, excepto cue se usb Metionina-Sulfoximiné‘ para
disminuir 1la poza interna de glutamina. En &ste experimento
después del pulso se observS que cerca del 27% de la marca solu-
ble comigré como glutamina vy cerca ~ del 50% como glutaﬁato. Bl
posterior . andlisis del experimento arrojé resultados nmuy seme
jantes a los del anterior.

Reclentemente, ' estudiando las vias de. degradacién de glu
tamina  en M. crassa se han obtenido resultados similares y apa
rentemente la principal via de degradacifn de glutamina es Dor
transaminacién ( Calderon y Mora, manuscrito en preparacién )
Debido a lo anterior, se decidié abandonar &ste enfogue para el es’

tudjo del transporte de glutamina.

I1 -DISTRIBUCION DE LA GLUTAMINA RADIOACTIVA INCORPORADA DURANTE LA
AEREALOGENESIS.

En vista de aque la glutamina administrada dntes de 1la -
formacibn del micelio abred es degradada, se pensé que éste efec-

to se veria reducido al administrar Gln-14C durante la aerealo .
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génesis. Sin embargo no habiendo datos previos <2~ zi en ég

t;s condiciones experimentales ¢l micelio era capaz de in-

corporar -mincdcidos, se procedid a realizar el siguiente es

crutinio. Sc  incibaron matas miceliales con cantidades equi
valentes en cuentas por minuto ( cpm ), de arginina, serina y
glutamina marcados radioactivamente, y a las 9, 12 y 15 h -
de aerealogénesis se separaron las distintas estruqturas, se

homogeneizaron vy se les cuantificd su radioactividad tofal,por
rmg de proteina. Los resultados se muestran en las figuras 5A, B

y C donde se observa que el micelio si es capav de incorporar

aminodcidos en éstas condiciones y gue dicha marca se acumuld

preferentemente . en el micelio superior y en el micelio a&reo.

Un experimento similar usando Gln-14C se repiti6 y analizd en
detalle como se describe enseguida: A varias matas miceliales se
les administrardn cantidades eguivalentes de Gln-14C y se llevaron
a formar micelio aéreo. A distintos tiempos se separaron las
distintas estructuras y se analizairon seg@n se ha descrito.

En la figura 6A se muestran los comportamientos generales tantoc -
del sistema { m. inf.,m.supyaéren)como de cada estrato por separa-
do, expresados como radioactividad especifica a lo largo de la
aerealog&nesis. Es notable 1ia gran diferencia entre los valores
del micelio inferior y e’ micelio superior. Durante las prime-
ras 9 h la radioactividad especifica en el micelioc superior aumen.
ta considerablemente para luego disminuir en las 6 h subsecuen-
tes. Esta disminucibn coincide con el aumento en la radiocactividad.
‘especifica del micelio a&reo.

Las figuras 68 y 6C muestran los comportamientos de las -
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fracciones soluble y precipitable, respectivamente, en los tres esg
tratos. FEn 6C se observa que el micelio inferior pricticamente no
incorpora marca en macromoléculas, contrariamente al micelio supe-
rior y al micelio aéreo, Este tiltimo acumula al final m&s marca -
precipitable gue las otras dos estructuras. En 6B las fracciones
solubles del micelio superior a inferior difieren menos entre si -
en cuanto'a valores absolutos, sin embargo, el micelio - -superior -
tiende a aumentar y después a disminuir. La disminucibn coincide
con el aumento de marca soluble en el micelio adreo sihbembargo,‘la
mayor parte de la marca en esta estructura se encuentra en forma -
precipitable ( fig. 6C, 6B ). V ‘
El andlisis por radiocromatograffa de la glutamina en la fraccidn.
soluble se muestra en 6D. La tendencia de la marca asociada a gLu—
tamina en el estrato inferior es a disminuir en el superior aumen-
ta un poco y después disminuye, coincidiendo con el ligero aumento
en el micelio aéreo. Estos resultados son congruentes con un trans
porte de glutamina hacia el micelio aéreo e incluso del micelio in-
ferior hacia el micelio supeiior, Sin embargo, para poder afirmar
lo anterior es preciso conocer el flujo de entrada y/o salida de -
marca en cada estructura. ‘

Con el objeto de obtener informaci6n acerca de las enﬁradas Y
salidas.en el sistema, se pensS§ en dar un pulso corto de Gln-14C -
bdespués de que el proceso de aerealégénesis hubiese comenzado. Se
incubaron matas miceliales con distintos tiempos de fbrmacién de -
micelio aéreo ( i a 4 h ) en un bafio con Gln-14C durante 10 min.
A continuacibn las matas miceliales se sumergieron en bafios suéesi

vos de amortiguador fosfatog, con el objeto de remover el exceso -~
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de marca externa. Después de &ste proceso, algunas matas mi
celiales. se separaron en los estratos superior e inferior, se
lavaron para cuantificar la marca externa, y se "analizé la
cantidad de marca y su distribucién-en cada estrato. El1 mice-
lio superior transportd més activamente la Gln-14C externa que -
el micelio inferior; después de 10 minutos de pulso de glutamina
y.id‘minutos.aproximados de lavado, la rédioactividad especifica -~
’del micelioﬁéuperior es de 5 a 10 veces mayor gue la del mice-
lib ihferiof { no se muestra ).

Con éste resultado fue necesério replantear si el transporte
ocur;ia solamente del micelio superior al aéreo j si la formacibn
de &ste solo dependfa de la biomasa del micelio superior. Pa
ra probar esta posiblidad se disefid el experimento gue a continua

¢ibn se describe.

Irr -PAP.TIC_IPACION DEL MICELIO SUPZRIOR EN LA FORMACION DEL MICELIO
VAEREO. ( '

Se hicieron matas miceliales con cantidadés crécientes de
nicelio (5 a 70 mg de protefna ) y se’incubaron en condiciones de
formaci6n de micelio”aéreo. A las 15 h de incubacibén se separaron
las  tres estructuras, se brecipitaron con TCA y se les midié -
el contenido de proteina.

Los resultados se muestran en la figura 7 en donde se
relaciona la cantidad de micelio aéreo formado a las 15 h de
aerealogénesis con la biomasa inicial. Puede notarse que des-
pués de ciertovalor de biomasa inicial ( 15 mg aprox.), un incre-

mento en dicha biomasa ya no aumenta la cantidad de micelio aé&reo
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producido.

Con base en lo anterior los experimentos que se reportan a
continuacién fueron realizados usando una cantidad de .biomasa
aproximadamehte 4 veces inferior a la que se usb en los experi

mentos antes descritos.

iv --PULSO DE GLN~14C DURANTE LA AEREALOGENESIS.

’VMatas micelidles de 20 mg de proteiﬁa inicial se incubaron en
,éondiciones de formacifn - de micelio ‘aéreo y 3.5 h despﬁés se
,éumergieron durante 10 minutos en una solucién con Gln-1l4C.
Después de éste pulso, se lavé el exceso de marca con amortigua-
7 dor‘de fosfatos y los cultivos se colocaron nuevamente en condicio-
,neé de formacidn del micelio a&reo, ‘excepto uno, gue fué sepé—
rado inmédiatamenté en los estratos superior e inferior para anali-
‘yzar la marca inicial interna y externa. El resto de los cultivos
se ahaliééroﬁ A 1, 3, 6, 12 y 20 h después de haber sido colocados
nuevahente en condiciones de aerealogé&nesis.

Los resultados se muestran en la figura 8A para la marca -
 »t6talv en el sistema (m. inf., m. sup, m. aéreo ) asi como para ca
_ da estrato por separado. Los resultados indiéan:

~a) - Que nuevamente el micelio superior incorpord mucho més
radioactividad que el micelio inferior,aproximadamente 12 veces.

b} - Que la tendencia en todos los costratos es a  la dis-
minuacién en la radiéactividad especifica.

c) - Que tal disminucibn es mucho mis rapida en el micelio su
'pefiof que en el inferior.

. Las figﬁras SB v 8C muastran <l analisis de la marca soluble

=



y preciritable para cada estrato. Es particularmente notorio:

a) = Que la ré&rida disminucién de marca soluble en el mice-
lio superior esta acompanada de un aumento en la marca precipitable
. .

b) - Qﬁé el micelio inferior no incorpora marca en macromolé
culas.

Finalmente es necesario decir . cue en éste tipo de experimentos no
fue  posible remover totalmente la marca fuera de las c&lulas
{ marca externa ). 8Sin embargo, despu&s de la primera hora de ha-
ber colocado nuevamente los chltivos en condiciones de aerealogé
nesis la narca externa se mantiene constante a lo largo del tiem
ro por lo cue no parece participar significativamente la distribu-
cibn de marca en la distintas estructuras. El andlisis de la mar-
ca soluble fevela cue al tiemno inicial de la reincubacién, cerca -
del  30% de la marca soluble se encuentra como glutamina y cerca. -
del 28% como glutamato. Los compuestos que migraﬁ en las posicio-
nes de «L-cetoglutaramato y <«~cetoalutarato comprenden el 15 y 33
resnectivamente de la marca solubie,estos resultados no se muestran.
Iiwus muestras de 1,'3, 6, 12 y 20 h del nicelio superior tienen valo
res semejantes a los mencionados. Tal vez lo m&s notable es gue -
proporcicnalmente el pico de glutamina disminuye mis entre las 12
v 20 h. Por otra parte, el micelio aéreo tiene el 76% de su marca
en feorma precipitable y la marca soluble en ésta estructura estd -
mé8s distribuida en otros compuestos, diferentes de los antes -
mencionadeas.
In vista de ocue el micelio inferior presenta pocos cambios en su
radioactividad esrecifica a lo largo del tiempo ( £ig. 8E ) no se -
a7
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muestra el andlisis detallado.

Los resﬁltados hasta aaqui presentados apoyar la idea de un -
transporte de ma}ca del micelio surerior hacia el micelio aéreo, -
presumiblemente de glutamina. £in embargo es preciso distinguir en
tre un transporte preferenciocal de glutamina y un transporte pasi-
vo de cualocuier metabolito. Para poder distinguir entre éstas poOsi

bilidades se decidif realizar los siguientes experinentos.

YV '-PULSO DE GLU-3H DURANTE LA AEREALOGENESIS.

Un cultivo Ze 14 h de crecimiento se incﬁbé durante 30 min. en.
rresencia de lMetionina-Sulfoxinina 2 mM con el objeto de inhibix la
glutamina sintetasa y evitar la conversién del glutamato en glutami
na. Después de esta incubacién se crecif6 20 minutos mis en glutami-
na 5 mM sin metionina~Sulfoximina, para asegurar una‘poza interhat—
1lta de este amino&cido ( C&rdenascy Hansberg, sometido para publica
cién ). Enseguida el cultivo fue dividido en cantidades eguivalen-
tes de micelio y colocado en condiciones de aerealogénesis. A las =
3.5 h se administré un pulso de 10 min. de Glu-3H y después de lavar
la imarca externa se volvié a incubar en condiciones de aerealogéne-
sis. El experimento fue analizado a 1,‘5, 12 y 20 h de la sequnda -
incubaciébn. Los resultados se muestran en las figuras 9A y 9B, en -
donde puede apreciarse un comportamiento muy »arecido al experimento
inmediato anterior; por un lado el m. superior incorpord inicialmen-
te mé&s marca cque el m. inferior y por otro, la marca tiende a dismi-
nuir en todos los estratos ( aunque mAs lentamente gue para el expe-
rimento con glutamina ) y la disminucién es mis ripida en el m. supe

rior. El comportamiento de la marca soluble y precipitable puede -~
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apreciarse en la figura 9B, donde se nota ﬁue la disminucién de -
la marca soluble en el m. superior es acompafiada de un aumento -
inicial en la marca precipitable. Nuevamente la mayor parte de

marca ( cerca del 83%) que se 1localiza en el micelio aéreo se

encuentra en forma precipitable. El micelio inferior prdcticamente

no sufre ningldn cambio., La marca soluble en el micelio superior

inicialmente se encontrd en un 50% como glutamato y un 20% como un
compuesto que migra en la. posicibn de arginina. Del andlisis del -

resto de las muestras (inicamente se .aprecia la disminucién pro-

gresiva del pico de glutamatd.

5

'VI -PULSO DE ACIDO OG%MINOISOBUTIRICOf3H DURANTE LA AEREALOGENE~

SIsS.
Se incub& un cultivo de 14 h de crecimiento durante 1.5 h en pre

sencia de 4cido K-aminoisobutirico-3H ( compuesto no metaboliza-

.ble ) y a continuacién se hicieron matas miceliales que &~

baron en condiciones de crecimiento de micelio aéreo. - L, 3,
6, 12 y 22 h de ipcubacidn se separaron las dis: - s estructu
ras y se ©cuantifiecd las marcas interna y extcr:iai. En  vista

de cue la suma de cpm totales ( incluyendo la marca externa él -
micelio ) permanece aproximadamente constante a lo largo del
tiempo; 1los resultados se muestran, normalizados de acuerdo al
promedio de‘ cpm ‘totales de cada tiempo, como radiocactividad to-
tal en cada estrato en la figura 10A. FEn ésta figura se puede apre
ciar que el micelio adreo incorporo ura cantidad considerable de -
marca soluble (21% de la nmarca tstall ), Por otra parte, la radioac

#ividad disminuye en el micelio sunerior durante las primeras 12 h
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coincidiendo con el aumento de la radioactividad excretada al
medio ( marca externa ) y c¢con la incorporacién de marca en el

micelio aéreo. En el micelio inferior la radioactividad comienza

a disminuir aupartir de las & h.

Si se considera 1la marca externa como marcai dentro del
micelio superior, atn es notable una disminucifn en la radio
actividad de éste durante las primeras 6 h, en una cantidad equi-
valente a la radiactividad ganada por el micelio a&reo, el aumen-
to posterior a las 6 h es debido al incremento en la marca externa
lo cual coincide con una disminucibn en la radiocactividad del mice-
lio inferior.

Cuando estos resultados se expresan como radicactividad egpecg
fica ( fi.10B ), se observa una acentuacifn del comportamiento de
la figura 102, debido.a la disminucifn de proteina durante la aére
alogénesis. Esta misma disminucién de proteina provoca una aumenté
en la radioactividad especifica del micelio inferior durante las -
primeras 6 h ya cue en la figura 10A en el mismo intervalo de tiem-

vo; el micelio inferior permanece relativamente constante.
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DISCUSICN CONCLUSIONES.

En términos generales, se ha comparado el comportamiento de
diversos compuestos radioactivos respecto a su capacidad para ser
transportados hacia el micelio aéreo durante la aérealogénesis -
de N, crassa. Tal commaracif6n pretendié demostrar que glutamina es
la fuente del glutamato altamente acumulado en el micelio aéreo --
( C&rdenas y Hansberqg,sometido wara publicacidn ) y las conidias -
( Schmith y Brody, 1975 ), al ser transportada preferencialmente -~
del micelio en diferenciacién hacia las hifas aéreas. ( El mecanis-

mo propuesto para producir glutamato ya ha sido mencionado ).

De los resultados pgede notarse que arginina, serina, -~
glutamina, glutamato vy el &cido &L-aminoisobutfrico al ser admi-
nistrados en forma radioactiva, fienen comportamientos semejan
tes en cuanto a la proporcibn de marca que . es transportada
al micelio . a8reo. Esto sugiere aue el transporte observado es un
fen6meno inecpecifico, relacionadoc probablemento con la disponi
bilidad de metabolitos en el micelio sustrato. Esta idea
tambi&n se apoya en gque la mayor parte de la marca del micelio
aéreo se encontr6 en forma precivitable, excepto cuando se usb -
el compuesto no metabolizable. Este resultado es contrario a la
hipbtesis de que la glutamina es la fuente del glutamato acumula-
do en el micelio aéreo y las conidias,

'Sin embargo, si existen diferencias entre la cantidad de -

marca oue se encuentra soluble en el micelio a&reo cuando se
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administran G1ln-14C o Glu-3H en experimentos commarables, siendo
el 24% de la radioactividacd especifica total para el caso de
glutamina y el 14% el del glutamico. Afin asi, la radioactividad en
contrada en el micelio a&éreo cuando se administra glutamina ra-
dioactiva explica‘ menos del 10% de la glutamina o' el glutdmico que
normaimente‘se acumulan en4ésta estructuraﬁ No obstantéz la posi-
ybiliaad de Que glutémina sea fuente del glutamato en el micelio
aéreo no ha = sido exéluida por completo, principalmente poraue —
en ningfin caso pudo lograrse una proporcién alta de marca ini-
éial ( mavor del 40% del total ) como glutamiﬁa en el intefior de =
la célglaydebido a que el recambio de la glutamina parece ser -
muy alto. La contfnua degradacién de glutamina y su posible resin
tesis, conduce a la distribucién de la radioactividéd provenien-
té de glutamina en otros compuestos, lo cual disminuye la radio
actividad especifica de la ’poza total de glutamina en las -
tres estructuras miceliales. Para poder contender con estos -
problemas, posiblemente sea necesario hacer experimentos que
incdfporen riapidamente al micelio aé&reo glutamina de una alta
radiactividad especifica es decir radiactividad por molécula, y ana
lizar a tiempos muy cortos ( minutos ) los metabolitos resultantes

de su degradacién.

Entre los posibles candidatos para explicar el glutamato de -
las conidias se encuentra el gluﬁama;o mismo, si &ste se -~
transporta hacia el micelio aéreo. Tal posibilid«d parece po*
co prébable ya cue la mutante am—i;en(am)-z ( sin actividéd de

las enzimas DHG y GOGAT ) tiliene capacidad de acumular glutamato en

s
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el micelio a&reo atn cuando se depleta la pozé”de glutamato del
micelio sustrato previamente a la aerealogenesis ( Cdrdenas y Hans
berg, sometido para publicacifn). Ademds, como se observa en los
experimentos Gltimos descritos en este trabajo, glutamato no pa-
rece ser transportado en forma preferencial.

La generacifn de glutamato podria proveﬂir del catabolismé de
aminodcidos como arginina, ornitina, histidina, glutamina v -
prolina, o por transaminacién de K-cetoglutarato con otros amino
dcidos en el micelio aéréo. Histidina y prolina dificilmente -
pueden genera mucho glutamato, ya que se encuentran en cantidades -
muy pequefias en Neurospora. ¢

Dado que el catabolismo de proteinas en el micelio sustra
to es muy acentuado durante la esporulacifn de Neurospora ( Cirde-
nas, 1983 ), podria contituir tambi&n una fuente de glutamato para
el micelio‘aéreo. En un experimento similar a los descritos en és
te trabajo ( Hansberg, datos no publicados ) se administré a un cul
tivo de 11 h de crecimiento un pulso de 15 min. de una mezcla de -
aminodcidos radicactivos en condiciones en cque se marca'prefereg
cialmente la ‘proteina y después de 1 h mis de crecimiento se -
llevé éste cultivo a formar micelio aéreo. A las 15 h de aerea
logénesis cerca del 15% de 1la marca se localizd en el mice-
lio a&reo, de la cual mas del 80% se encontrd incorporada en
protefina y pared celular y sflo cerca del 20% en el citosol. sSi
bien es cierto que se‘ignora la naturaleza de la marxrca que fue trans
portada e incorporada al micelio a&reo, es .notable la similitud
con los resultados -de los experimentos descritos en E€ste tra

bajo, indicando que el catabolismo  proteico en el micelio -
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sustrato dificilmente nuede vproveer 1la glutamina y el glutamato

acumulado en el micelio aéreo.

Una hipbtesis alternativa a la planteada sobre el " arrastre "
de metabolitos preéentes en el citosol del micelio sustrato duran
te la aerealog&nesis es considerar que no existen diferencias en la
distribucibn de los coﬁpuestos probados poraue, siendo todos aminod
cidos poseen un mecanismo de transporte comn. Aln asumiendo ésto
dichos compuestos no parecen +tener relacidén directa con el

fenSmeno de acumulaciSn de glutamato en el micelio aéreo y las co

nidias.

A lo largp del trabajo pudo detectarse cue el micelio inferior
v el micelio superior son estructuras claramente diferentes -
y aque muy probablemente el micelio inferior no participa en
la formacién del micelio a&reo. Estas conclusiones surgen de
los datos sobre el =xdpido consumo dJde glutamina y glutamato .-
en el micelio superior\eh comparacién eon el miceiio inferior. Par
te de &ste consumo. se eiblica nor oxidacifn de &stos amino&cidos a
través del ciclo de Krebs : pérdida de marca en forma de CO2
radioactivo cuando se uso Gln—l4cl & en forma de agua tri-
tiada, NADH y FADH2 cuando se uso Gln-3H ( Umbarger, 1978 ).
Relacionado con é&sto, también se observd un notable recambio
de macromoleculas en el micelio superior en contraste con -
un recambio muy bajo 2n el micelio inferior ( experimentos IV
¥ V }. PFinalmente esta el hecho de que una biomasa minima,

semejante a la biomasa,
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o,

del micelio superior es capaz de formar micelio aérec y el incremen
to de 1la biomé%a del micelio inferior practicamente no coptribuye a
aumentar la produccidén de micelio aéreo ( experimento III ).

Lbs tres Gltimos exrerimentos descritos en resultados fueron
realizados usando 3-4 veces menos biomasa que la usada en los expe
rimentos anteriores. AGn puede usarse menos biomasa, de tal forma
que el micelio superior sea muy delagado y el micelio inferior no -
exista. Esta condicién tal vez no sea del todo deseable eﬁ casos
en que se requiera hacer referencia a condiciones experiﬁentales -
similaxes a las de la aerealogénesis, es decir, como una forma de
disectar los fendmenos asociados a la esporulacibfn de los exclusi-

vamente relacionados a la limitacién de nutriéntes.

Las perspectivas de este trabajo se encuentran en la adopcién

de los siguientes enfoques generales:

1) - Revisibn de los antecedentes de é&ste trabajo a la luz
del nuevo. concepto de micelio superior, estudiando cue tan real es
la disminucibn, durante la aerealogénesis, de las pozas de ami-
né&cidos acumulados en la fase preestacionaria de crecimiento.
Si se siguen verificando los fenfmenos antes descritos para el
micelio inferior v el micelio superior tomados en conjunto,
entonces es nreciso vreguntarse si la g¢glutamina administrada ex&-
genamente es un pulso corto es metabdlicamente equivalente a la
glutamina sintetizada y acumulada durante el crecimiento celular
problema aque finicamente puede ser resuelto en funcién del avan-

ce del conocimiento en la regulacién del metabolismo nitrogenado de
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Neurospora.

las posiblidades finales dentro de esta misma linea son:

a) Usar la cepa doble mutante am-1;en(am)-2 (auxbtrofa de
glutamato) en vexperiméntos similares a los tres Gltimos descri-
tos en éste trabajo, ya cue en dicha mutante el catabolismo de
glutamina parece disminuir en cerca de un 80% ( Calderdn y Mora,
manuscrito en preparacién i. |

b) Lograr evitar la acumulacién de glutamato usando in
hibidores en algfin punto del clclo propuésto para generar
glutamato a partir de glutamina ( v. gr. inhibidores de tran

saminasas, fig. 2 ).

2) . Si glutamina es descartada definitivamente como gene
faaora 'del glutamato en el micelio aé&reo y las conidias, enton-
ces se..planterfan otras posibilidades; considerando aue la ar-
ginina acumulada en las vesiculas capaz de ser movilizada ante
la privacisn de nitr6geno ( Legerton vy Weiss, 1978 )}, oudiera ser
.la fuente de glutamato durante 1la esporulacién ( Brody, 1981 ).

Esta'idea es congruente con la evidencia de que Gln esta
implicada en la movilizacién de arginina acumulada ( Vaca y Mo-.
ra 1977; Drainas vy ‘Weiss 1982 ). Es posible que la relacién en-
tre glﬁfamina y 1la arginina acumulada en las vesiculas esté asocia
da con el requerimiento de una poza alta de glutamina para esporu-
lar{ la éisminueién experimental de‘la poza de glutamina puede pro-
vocar una movilizaci6n prematura de arginina y de ésta manera afec-
tar la disponibilidad de aiéha'arginina para la esporulacibn. En es

te sentido, la poza dé glutamina serviria como una sefial indicadora
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del status metab8lico de 1la c¢&lula y en consecuencia como un
modulador de los eventos relacionados al cambio de programa me
tab6lico gue debe ocurrir al inicio de la aerealogénesis. Al
respecto, glutamina esta involucrada en el control de vias al~
ternas de utilizacidn de fuentes de nitrbgeno a través de la
represifn catab8lica por nitr6geno ( Marzluf, 1981-); AfGn cuando
la caracterizacitn de 1las vesiculas gue acumulas amino&cidos bési-
cos se ha hecho en condiciones de cultivo lfquido, es muy probable
que el papel relevante de &stas ocurra durante los procesos de di-
ferenciaci6tn. 1Inclusive, es posible oague la regulacifn de flujos
‘de entrada y salida de aminodcidos en las Vesiculas, v su ca-
pacidad de atrapar otros aminodcidos sea diferente durante tales -~

procesos. -

El seguimiento de &ste enfoque implicarfa en prihcipio el
aislamiento de vesfculas de los micelios superior y aéreo ( se
desconoce si en tales estratos existen vesfculas ) y su carac
terizacifn en cuanto a su contenido. Posteriormente puede inten
tarse marcar la arginina acumulada en las vesiculas y finalmen
" te rastrear las vesibulas marcadas a lo largo de 1la  aerealogé-
nesis. Comparando la cepa silvestre con mutantes alteradas en
alguna enzima del catabolismo de arginina, por ejemplo la
mutante ota alterada en la enzima ornitina aminotransferasa y
‘que es.  incapaz >de generar glutamato a partir de arginina-
( Goodman y weiss, 1980 ), podria deducirse 1a funcibén de la ar
ginina acﬁmulada en relacifn con la formacién del micelio -~

aBreo. BEs interesante gue la mutante ~mencionada produce coni
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dias solamente 15 o 20% de lo normal ( Brody, 1981 ). Relacionado
con 8sto Gtlimo, recientemente se ha aislado una mutante de la bac-

teria Streptomyces fradiae afectada en la enzima ornitina carbamil

transferasa ( enzima que sintetiza citrulina a partir de ornitina =~
y carbamilfosfato ) que es incapaz de formar micelioc aéreo. Este =
fenotipo revierte en presencia de citrulina pero no de ornitina --
( vargha y coi. 1383 ). Las mutantes mencionadas sugieren una posi:
ble conexifn entre la sintesis de arginina y la formacidm del mice-

lic a&reo en los microorganismos mencionados.
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