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INTRODUCCTON. ' 7 7

Gracias ab desannoflo de Los métodos biogquimicos y biogisdcos, es -
posible en fa actualidad, mis que especulan, dar bases mofeculares de La vi
da. EL napido desarioflo de La biofogia molecular ha thaide como consecuen
cia, Ra necesidad de nedefinin Las namas de La biologia estableciendo Los -
mecanismos del desanroflo celufan. lna de estas namas de 2a ciencia es ---

prineipabmente fa que concierne con £a difenrenciacidn.

Thadicionalmente, el téunino diferenciacidn es usado para denofan -
el proceso por el cual Las céfufas de un onganismo multicelularn LLegan a --
sen funcional ¢ estructunalmente diferentes dunante fa ontogenia | fonma---
cidn y desarnolfo del organdsmo }. lno de £os principafes problemas de £a
biofLogia es el estudio de Las mecanismos de La diferenciacidn | Mohr y Si--
tte, 1971 ).

La exiatencia, asi como La eficiente funcldn y propagaciin de £os -
onganismos multicelulares, depende de La interaccibn coondinadn de sus cZlu
- 2as especializadas pana diferentes tareas.

Llas peculiaridades bioquimicas y mordoligicas que canactenizan Los -
diferentes tipos celulanes de un organismoe son el resultado de La diferencia
cion celular, Esta diferenciacitn cefular se Leeva a cabo como una nespues-

1a a seiiakes del medio extracelubar, fas cuales son neconocidas y transforma
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dad &4 Las célufas contienen Los receptores comespondientes y sistemas de -

trans founacidn de £a sefal. En muchos de Los casos La nespuesta incluye com-
plejos programas de expresidn genética, cuya fexminaciGn es nelativamente au
ténoma, y cuyo nesultado es determinado pon factores de regubacifn inheren--

tes al tipo de células afectadas.

la difenenciacidn celular no esia nestringida a organismos multicelu
Lanes, ya que procariofes y eucariotes unicelulares, aesponden también a se-
finles de su medio ambiente, adaptdndose gracias a que cambian dus pathones -
de expredddn genbtica, con progundes cambios en sus estados de desarrollo; -
Ancluso algunos procariofes y eucariotes unicelulares fonman agregados multi
cefulares durante distintas fases de su ciclo de vida, presentando una Labor
compartida entre celubas especializadas. k

En todas Las cilubas existen similaridades bisicas con respecto a --
Los mecanismos de expn@ién gendtica, onganizacion espacial y medios hegula~-
tonios que incluyen s{stemas de {ransformaciin de La seral. PO./L esto es po- |
&ible que en sdistemas pnoéam’atu y eucariofes se comparen, sobre Las bases
moleculanes, Mpéctoé tan diversos come ciclo de divisdidn celular, adapta---
cion me/taballiéca y desarvriollo de La Ain,«‘:e‘su de proteinas o nutrientes o sefia
Les honmonales, especializacidn celufar, periodos coatos y Largos de interac
ciones célula-célula G proghramas de expresidn genitica en células infectadas

por vinus.  Tgualmente sucede con La tumonigénesis en plantas y animafes.

Algunas veces fa difenenciacidn celular conduce a una especiabiza~--

cidn iheversible, que puede inclwin pérdida de matenial genétice o adn fLa -



9
muente celufan, debida probabfemente a cambios {nrevensibles de La funcidn y
patnin de proteinas cefulares. Esto implica diferencias fundamentales en --
Los mecanismos de fa expresdidn del geme difenencdal que conduce a £a vida --

conta o Lorga.

Dentro de £a vasta diversidad de organismos, existen aquellos que en
globan informacidn en forma panticulaamente simple dé patrones de organiza--
eidn, que estan de acuerdo con £a esencia o anquetipo de cientos procesos --

del desarroflo,

La repnesentacion ideal del trdnsito def desorden espacial y tempo--
hal, a La organdizacidon tridimensional caracterntstica del proceso de desarro-
Lo, ha sido estudiada en D. discoideum, hongo mucilaginoso que pertenece a
La Qubdiu.aiﬁn Acrasiogymnomycoting, . Asl se ha estudiado ef tipo de comunica
cibn entre £as c@lwfas, proceso que juega un papel {mporntante en Lo mohfogé-

nesds.

1.1.CARACTERISTICAS GENERALES DE ACRASIOGYMNOMYCOTINA.

Divisdion : Gymnomycota

Subdivisitn : Acnasiogymnomycotina
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Clase ¢ Acnasdiomycetes
Orden : Dictyosteliaceae
Géneno : Dictyostelium
Especie ¢ ddiscodldeum

Son Los Llamados hongos mucifaginosos. Sus tallos consisten de célu
Las con pared y son un gaupo de organismos raramente vistos, a causa de sus
deficadas e .incondpicuas fructificaciones efimenas y su fase somitica micros
edpica. La unidad estructunal de Los Acrasiomycetos es una myxamiba uninu--
cleada sin pared celular y hapfoide, cuya alimentaciin depende de £a fagoci-

tosis de bacternias. A este Lipo de organismo pentenece D. discoddeum,

Las amibas de este grupo de onganismos. tienen La wmumuca de
agreganse y forman un_pAeudapl,aamodw { u un aghegado de cé&uﬂu pertene---
7 uen/teA a &74 hongo; muc,dagmowé } que despuls dand origen a un cuenpo --
o 6nuc,u69)na { ut)uwtu)aa especializada del hongo, La cual contiene eaporas de
nivadas de un proceso asexual o sexuaf. }, en el cual Las célubas no se fu--
sionan y retienen su individualidad, cooperando como miembros de una comuni-

dad bien organizada, hasta que £a esporufocidn ccurna. e

Los cuerpos gructiferos de Los Acrasiomycetes, Los ELlamados sorocat
pos, varian desde Los mickroscipicos como Los del géinero Gubtulinopsis, a fas
debicadas pero nelativamente Largas fructificaciones namificadas de Polys---
phondylium, ef cuaf puede aleanzar una Longitud de un centimetro o mas. EL

sonocanpo de algunas especies es simple, constando de una cabeza sencilla -
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de eAporas sobre fa punta de un tallo. En olras especies son varniables £Las

namigicaciones, y fa relacidn de Las cabezas de esporas en fa punta de cada

i ficacidn,

Dictyostelium '.toma su nombre def hecho de que el fallo de su cuerpo
fructifere mubticeluban parece como una red, formada de Las paredes de fas
amibas vacuoladas de Las cuafes esta formado el tallo.

Las especies de Dictyostelium son comunes en ef suelo, y pueden sen
alsladas pon extensiln sobre agar no nutritivoe junto con céfubas de una ade

cuada bacteria que sirva de alimento, tal como KRebsiella aenrogenes. Lla a-

miba de Dictyostelium cofoniza La superficie del agar, fagocitando Las bac~-

tenias que ke sinven de alimento,

1.2.DESARROLLO DE D.discoideun,

la fase vegetativa de D. discoideum es facifmente distinguible de -
fa fase de desarnrollo | diﬁmehciac«één 1', La cual consta de varias etapas.,

FASE VEGETATIVA.
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Durante {a fase vegetativa fa amiba se mueve por medie de paeudipo-

dos, £os que se forman en cualquien parte de fa superdicie cefular, e ing<e
ne bactenias conforme se va moviendo. Cuando Las bacterias, lLas cuafes don
incapaces de multiplicanse sobre un medio no nutritive, han sdde consumidas
La amiba se agrega en 5arund de pseudoplasmodio multicelular, que podlerich~

mente se diferenciard para fomnmar cuerpos fructifesros o sorocarpos.

Cuando se trabafa en forma experimental, es importante que La bacte
nia que Le airve de alimento a D. discoideum no crezea muy hrdpidamente 80--
bre ef medio de cultive, ya que e podnia LLevar a cabo fa fermeniacidn so-
bre fa superficie del agar y cambiar el pH; poﬁ Lo antenion, es imporfante
aleanzar un balance de azdear, pepfona y amortiguador, Lo que pemitind que
£a bacteria pueda crecer sin que ef pH varie mds alla de pH = 6.0 { que es
et pH optimo | y que Zampoco se vea alterada £a fuerza ibnica | Newelf, Tel
sen y Sussman, 1969 |, Una sclucidn al probfema anterion, es ef uso de ~--

Klebsiella achogencs, £a cual produce pocos productos de fermentacion ded--

dos.

Las amibas vegeiativas son apolares, o sea fa amiba no presenta dis
tineidn antero-posterion, por Lo que no se observan movimientos unidirecedie
nafes hacia algin 44itic en ef que e encuentre algin estimubo. Ue esta ma-
- nean Loy amibas vegetativas sofamente incrementan su tamafio y de dividen.
Su tiempo de gesenacifn varia de 2 a 3 horas, sdendo Las amibas independien
tes una de otra. No existe evidencia de algin onden espacial o femporal en
fa poblacidn,



INTERFASE

Cuando ¢l alimento se acaba, el crecimiento cesa y Las células son
menos mdviles, ocwwniendo La divisidn celular menos fnrecuentemente | ocasig
nalmente se observa ). Despuds de un periodo de § honas, comocide como in-
tenfase, una nueva forma de comportamiento se observa, 54 es que fa densi--
dad de Las amibas en el medic es suficientemente alta. Se presenta enton--

ces Lo fase de preagregacidn.
PREAGREGACION

En esta etapa Las células se mueven individualmente y se distrnibu--
yen al azar comenzande a Liberar AMPc. Simultaneamente, en £as células apa
rece una polanidad, desarnoflando Lo amiba una porciin anterion y otna pos-
tendon, Esta polanidad panece sen una condicidn necesaria pana La efectiva

hespuesta quimiotdctica a La sefiak de AMPec.

La amiba se mueve hacia el centrode agregacidn en respuesta a fa se-
fial de AMPc y toma una forma elongada, cambiando tambiin sus propiedades de
supergicie celular, xesultando en La adherencia de una célula con otra.

togdg. 1 ).



fig. 2. Desarwnollo del sonscanpo de D. discoideum.
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Fig. 1. Movimiento de fas cbtulas. La flecha indica ef movimiento.

Esta etapa comienza aproximadamente despuds de 8 horas de inaniciin
y despuds de aproximadamente 2 honas mis, se observa fa formacitn de pseudo

plasmodio { ver fig. 2A. ) | Sharpe, Treffry y Watts, 1982 ).

Parece que £as amibas de D. discoideum en inanicifn tienen un cin-~-
cuito metabblico pon el cual efaboran un sistema de transmisidn de fa sefal
entrne Las cilulas. Apanentemente no exdiste distincidn genética entre fas -
cdlubas que estin siendo simplemente disinibuidas, con aquellfas que sirven
de centros de agregacion.

Un aspecto impontante de La transmisidn de La sefial es que La amba‘:
entha en una fase de refraccidn, de no respuesta, pon un periodo ‘variable -
de 2 @ 7 min., dependiendo del tiempo de desanroflo después de Liberads el
pulso de AMPe. Posterioamente el AMPe es rdpidamente degradado pon una §os
fodiesterasa extracefulan secretada por La amiba. Asi se asegwr La dindmi
ca de propagaciin de fa sefakl, con £a posibilidad de £a recurrencia de otra
Liberacion de fa seiial. Quizd el periodo de refraccidn asegura de algin mo
z'io £a propagacitn de La sefink, y también parece sen que se establecen Limi-
tes bien definidos, entre Las amibas que marcan La agnegau’iin,. con aquellas

que simplemente se agregan ( Cohen y Robwton, 1971 }.
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AGREGACTON

EL movimiento de Eas amibas durante £a aghegacidn es en forma de on
das, que pueden sen cinculos concentricos o espinales. Durante ef proceso de -
fa agnregacidn, Las amibas que se mueven en formas de " comndentes " ( fouma
de ondas ), de juntan para hacer contacto una con otre, formande una masa -
compacta de células apifadas, para formar un pseudoplasmodio que presenta -
" un perfodo de migracidn hacia Ra Luz. Lla distancia de migracidn es de va--
nics MWOA, a una velocidad aproximada de 2 mm/h, § ver §4ig. ZA, 2B ¢
2C ).

¢

En el estado temprano de mighacidn hay poca diferencia viaible en--
" e Las células que forman el pseudoplasmodio; pero pobtmonmérute 2 Lipos
de cétulas pueden ser distinguidas; un ghupo de céfufas posteniores peque--
ias, con un aparente Einea de demarcacidn con el otro ghupo de células ante
hiones mas Langas | ver fig. 3 |. Llas propiedades de tincidn de ambos ghu-
pos de células tambiln son diferentes; Las cBlulas de La patte anterion to-
man con menos facilidad Ea hematoxilina que Las c@lulas de La pante poste--

non.

Fig. 3. Pseudoplasmedio presentands 2 tipos de c8lufas.
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las cifulas anteriones o pretallo, son destinadas a sen célubas ta-

LRo, mientras que Las c8fulas posteriores o pheesporas, son destinadas a --
sen esponas. La actividad metabolica de estos 7 tipos de c@fufas son dife-

nentes.

POST-AGREGACTON

La mighacibn del pseudoplasmodio es de unas pocas horas. EE final
de la fase de migracion es?d mancado por el nredondeamiento y ereccién def -
pseuplasmodio, para formar una estructura conica, £a cual abriga ef desawro
Lo posterion pana La diferenciacitn dentro del tallo multicelulan y el so0-

no | que es una masa de esporas o esporangdo ) | ven §{g. 2D, 2E, 2F, 2G,--
2H ).

PRECULMINACTON

Esta etapa se 4inicia cuando el agregado presenta £a gorma de " som-

breno mexdeano ' | ven fig. 2 J ) y el pseuplasmodio defa de mighax.

CULMINACTON

EL sorocarpo se forma en el estado final def desarrollo [ ver §4ig.
&M, N |. EL sonocarpo condiste de 4 tipos de células: aquedlas que forman
el disco basal ( también LLamadas c&fubas de netagusndia ), células que per
manecen en forma amibodidea, c&lufas del tallo mubticelubar y Las cElulas es
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poras. La proporcidn entre Lay cilufas tallo y esporas es de { 1:2 ), sden

do bastante constante sobre un nango considerable de tamaios,

Las células del tallo presentan una vaina gommada por celulosa, Du
nante el estado final de La diferenciacidn, fLas c&lulas fallfo mueren debdido
a fa degeneracifn de su niicleo. Las esporas que son cilindricas, germinan
despuds de pocas honas cuando son cofocadas sobre un medio fresco con bacte
nias; se presenta una especie de ranwia a un Lado de fa espona y La amiba e

mesge.
EL proceso de desarnollo fotal toma de 30 a 40 honas, y significa -

La tranformacidn de una poblaciin desonganizadas de amibas individuafes, a

una onganizacibn espacial diferenciada de cuenpos fructifercs.
1.3. REPRODUCCION

D. discoideum presenta 2 tipes fundamentales de reproduccidn:
asexual y sexuaf,

REPRODUCCION ASEXUAL.

la neproducceidn asexual algunas veces £eamada somdtica o vegetativa,

no involucha £a unifn del nicleo, cBlulas sexuadas u drganos sexuados. Cuan
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do fa amiba se alimenta y crece, s¢ divide Llevando a cabo mitosdis seguida
por La citocinesis que finalmente resulta en La separacidn de 2 amibas uni-
nucleadas. Las divisiones se suceden ndpidamente y generalmente continuan
tanto tlempo como ef alimento estd presente y Las condiciones son favona--

bles,

La citocinesis incluye aquellos eventos - apante de La divisdidn au-
clear | efemplo: mitosdis, melosds | - que ocwuren durante fa divisdin de --
una cBlula eucanidtica. Tales eventos son fLa distribucion del citoplasma -
[ y onganelos citoplasmiticos ) y fLa sintesis de nuevo material de £a mem--
brana celular,

AL trnansferin a £a amiba a un medio fnesco donde La bacteria que Le
suwe de abimento abunda, fa fase somitica de este onganismo puede sen pen-

petuada indefinidamente bajo condiciones de Laboratonic | ven fig. 4 ).

la reproducedidn asexual es fLa mds importante para La propagaciin de
Las especies, porgue hesulita en La produceidn de numerosos individuos, ade-
mis de que el ciclo asexual se nepite vardias veces, mientrns que ef estado

dexuak: se presenta pocas veces.

REPRODUCCION SEXUAL.

Es caracterizada pon La unidn de 7 nicfeos. La amiba se agrega pa-
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REPRODUCCION
ASEXUAL

Forunacidn def
tallo

Culminaci ﬁ 4 \ Sonocarpo
maduro

o=

Pseudoplas-
modio \ Germinacin de
eV ) > fa espora
R
@ 3 Amibas
Q.\

:4 thaAmogamia ?

]
, &
]
. Macroeisto f Cariogamia 7

REPRODUCCION
SEXUAL

Fig. 4. Representacidn del ciclo asexual y sexual de D, discoideum.
Los sdignos de intemnogacitn indican que no se sabe con certeza &4

s¢ LLeva a cabo ese evento.
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aa fonmar grandes camulos de célufas. En eb centro de esta poblacifn una -
c8fuba gigante engloba a Las amibas que se encuentran alrededor y secretn -
una pared gruesa, consistente de vanias capas. Este es ef macrocisto. La
cluta gigante es ef primer binucleado, que posterionmente debido a La ca--
riogamia | La unidn de I nicleos para fomwmar uno } , 8¢ obseava como una cé

Luba uninucleada | ver §4g. 4 }.

Durante el desawrollo del macrocisto, se forman estnucturas pareci-
das a complefos ainaptonemales en Los nicleocs. Eatos complefos son estruc-
tunas fornmadas por el apaneamiento estrecho de caomosomas homblogos, que en
Lran en ddnapsis o se confugan. E £ adgnificado del complefo sinaptonemalk
es desconocido, pero se cree que tiene que ven en ol alineamiento de fos --
cromosomas homblogos y puede estan involucrado en su entrecruzamiento. La
aparicion posterion de varios niicleos indica que se LLeva a cabo La meioads

con sucesivas divisiones mitoticas | Endos, Nickerson y Rapen, 1972 ).

Los macrocistos gewminan y Liberan amibas que se multiplican, resta
bleciendo La fase somitica del hongo mucilaginoso y procede a La gormacidn
del songcarpo, o a mis macrocistos dependiendo de Las condiciones que preva

~ Lezean { Endos, Nickernson y Raper, 1973 ).

En Los capitulo posteriores se revisaran con mis detalle anfgunss de
Los aspectos mas importantes que establecen La diferenciacidn cefular en --
D. discoideun.
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FACTORES QUE REGULAN LA DIFERENCTACCION CELULAR,

2.1. DISTRIBUCION CELULAR,

Ya desde 1944 Bonnen habia propuesto que en el agregado celulan, du
rnante La diferenciaciin, Las células que foaman €a pante anternion del agre-~
gado daban Lugan a fLas células tallfe, y aqueflas células pertenccientes a -
La panrte posferion, eran Las que daban Lugan a Las esponas, por Lo que sugs

"G que existia un polaridad en el aghegade celular.

En La etapa de pseudoplasmodio se detectd esta polanidad celulan, -
ya que durante La aghegucidn, fas células se mucven unidireccionabmente ha-
cda Los centros de agregacidn, o sca que existe una parte de £a célula que
es La que siempre se dirige a fa fuente de agregacidn., Futnelle | 1982 ) -
obseavd que existe wun distincdn entre £a parte anternion y fa parte poste--
nion del agregado. Trabajos anteriones habian indicado que fLa distribucidn
era probabemente guiada por una respuesta quimiotdctica diferencial af --
AMPc { Steanfeld y David, 1981 ).

Mac Williams y Bonnen [ 1979 | se habian preguntado, ; como una po-
blacidn no diferenciada de amibas, daba Lugar a ? pob£ac£on@s de células s

pecializadas 7. ¥ asl se propusienon 7 teonias:
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1.~ La diferenciacidn cefulbar nose indicia hasta el momento en el
que, en el agregado, s¢ presenta una polaridad antero-posterion, por Lo que
La amiba dentro del agregade puede nesponder a alguna fowma de " Angoama---
eidn posicional " y asi Llevarse a cabo La diferenciacidon hacia uno y otro

tipo de célubas que constituyen el sorocanpo.

2.- La polarnidad es una condiciin posterior a La diferenciacidn, -
por Lo que el facton pesicibn no Lingfuye para determinan que Lipo de célu--
Las se formardn. Lla distribucifn de 2 tipos cefulares conduce al establecd
miento de La polaridad enel pseudoplasmodio, colocandose £as céfulas preta-
Lo en La pante antenion y Las cBlulas preespora en fa parte posterion.

Sharpe | 1982 | estudid Los cambios que ocwrien en Las propiedades
de £a superficie de La membrana de 0. discoideum, para asl poder determinar
44 La diferenciacidn celulan es antenion o posternior al establecimineto de

La polarnidad en el agregado cd@a/t.

Para saber u:.m diﬂucmédu‘én ha ocunrnido, Shanpe tomd en cuenta
Las propiedades de superficie de Las membranas de £as células, y observd La
heterogeneidad celufan presente a diferentes tiempos, antes de fa agrega---
cidn y durante La aghegacidn, wtilizando La técnica de distribucidn contra-

coriente en un polimero.

Esta técnica de distrnibucion contracomriente en un polimero se basa

en La Ley de Nernst, fa cual establece que una sustancia se distaibuye en-
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tre 7 disofventes hasta que en el equilibrio se afcanza una refacidn cons--
tante de Las actividades de La sustancia en fas 2 capas, para una temperatu

na establecida.

Paaa £a separacidn de fas c8lufas se usaron soluciones de polieti--
Lengliccl | polimero no iénico | y dextnan | polimere no (onico, poligluco-
sa ramificada ), mezeladas a ciertas concentraciones, para asi foumar 2 fa-
ses acuosas inmicibfes | Fishen y Denek, 1981 ): La de anniba nica en poli-
etilenglicol y £a de abajo nica en dextran; ambas fases son allamente hidra
tables y pueden sen amontiguables e {soosmiticas. La viscosidad de Las 7 -
fases puede sen marcadamente diferentes, sin que esto influya en La parti--
cidn, Una fase no debe estar positivamente cargada con hespecto a La oira,

o sea que el potencial debe ser ceno.

Cetulas y onganelos afiadidos a tal sistema se distribuyen entre Las
2 fases y La intenfase honizontal., Dependiendo de fa campoéic,é.ﬁn Y concen-
thaeibn de Los polimenros y sales presentes, Lo particidn de Las células pa-
rece depender, o de £a catga de £a membrana, ¢ de £as propiedades hidrofdbi

cas de fa membrana cefular.

Se puede obtener un indice de fas propiedades de fas células pon me
dicidn de £a distribucidn de Las cilulas enthe Las fases y £a interfase. -
Esto puede sen usado para seguin Los cambios en fas propiedades de Las célu
Las durante fa difenenciacidn celubar, Si 2 tipos celulares son murcadamen

fe difenentes, fa distribucion en contracomriente Los separa, basada en fLas
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propiedades de supenrficde celufar. Este es un método sensible, ya que se -
levan a cabo miftiples parnticiones, detectandose cambios sutifes en fa su-
perficie celulan | Derek, 1981 ).

Utilizando el método de distnibucidin, Sharpe et al [ 1982 |, encon-
thanon cambios en Las propiedades de superficie celularn dunante La forma---
cdbn de Los 2 tipos cefulares que aparecen durante £a aghegacitn; Las cébu-
£as preesponas y Las cBlulas pretallo. Estos cambios pueden ser nelaciona-
dos con cambios en La composicion glicoproteica de La membrana celufanr, que
ocwiren durante el desarnrollo temprano de D. discodideum ( Toda, Ono y O----

chiai, 1980 ).

Shasnpe et al. | 1982 ), observanon que £a distribucidn de Las cElu-
Las, despuds de 8 honas de iniciada a inanicidn de fas amibas, era extrema
damente heterogenea, y que a Las 10 horas Las 2 poblaciones separadas de La
amiba estaban aghregindose, por Lo que parece gue fa pofaridad antero-poste-
rion, no es nequenida para que se fnicie fa diferenciaciin cefular dunante
el deswnollo de D, discoddewm, ni que se requiera de una Lnformacidn posi-

clonal.,

Concunhentemente Sharpe et al. { 1982 }, también encontraron que du
hante La fase estacionaria del desanrollfo, a £as 6 horas de iniciada fa ina
nicion, se Elegaron a §onmar agnregados en donde no se detectaron cambios en
m_paapiedadu de supenficie cefular. Por esto se dedujo que La agrega---

cibn no es,-en 41 misma, el estimubo para iniciar La diferenciacidn.
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Steanfeld y David { 1981 ), mis bien pensaron que esfa distribucidmn

era guiada pon La nespuesia quimiotdctica diferencial al AMPc.

2.2, CAPACIDAD DE REGENERACION CELULAR EN EL PSEUPLASMODIO.

Un claro patndn de 2 tipos celulares es obsenvado en el pseudoplas-
modio de D. discoideum. La proporcidn de estos 2 tipos celufanes permanece
casd constante, conserviandose una proporcidn de cBfulas anterionres y posie-
riores de aproximadamente 1:2 en un amplio range de famaiivs del pseudoplas-

modio { Parthien y Lenbs, 1982 },

Rapen { 1940 ) y Bonnen | 1952 }, obsenvaron que el pseudoplasmodio
presentaba un patrin de negeneracddn. Si Ra preporcidn de Las cilulas era
alterada en forma experimental, por ejemplo, si de un pseudopldsmodio se 4e
para, gya sea La parte postenior o La anferion, se obsenva que Las células -

pretallo pasan a preespora o viceversa.

Los hechos anteriones condujeron a Steanfeld y David { 1981 ) a ha-
cer un estudio de esta negenenacidn, con Lo que pudiercn Ldentificar una po
blacion distinta de Las cElulas posteriones, cuya Localizacidn §ué a travis

de toda Ra negidn postenion.

Cuando se aisla ef zejide posterion ( en fonma experimental ), es--
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2as clulas distintas a Las cBlulas posteriohes restauran £a preporeidn noi
mal antero-posterion del pseudoplasmodio, por Lo que parecen esdtarn involu--
cradas en La regulacidn de La proporcdidn ( Bonner, 1957; Mac Williams y Bo-
nner, 1979; Wikliams et af., 1987 ).

Citoldgicamente estas célfulas son similares a 4Las células anternio-
nes, y parecen sen fas nesponsables de fa negeneracibn def pseudopfasmodio.

Pon esto se Les Llamd células " anternion-Like " [ o de Lipo anterior ).

Estas cdlulas comprenden un poco mis del 10% de La masa celularn en
desannollo; se distribuyen a Lo Largo del eje antero-posterionr, pero se en-
cuenthan mis situadas en La poncibn ventral de fa parte posterion del pseu-
doplasmodio, que en La donsak.

Estas célufas se mantienen estables pon Langos periodos de migra---
eidn y dan Lugarn a Las célubas tallo en el cuerpo gructifernc | Sternfeld y
David, 1982 }. Lla proporcidn de Las c&lubas de " tipo anteriorn " , parece
varian con La edad del pseudoplasmodio | Takeuchi, 1977 ), tamaio del pseu-
doplasmodio e intensidad de Lluminacidn usada para inducin La mighacidn -

{ Frauswonth y Loomis, 1976 ).

Sternfeld y David | 1982 |, separanon La pante anterion del pseudo-
pLasmodio y obseavaron que Las cBlufas de " tipo anterion " de la parte pos
terdon se distnibuyeron hacda La parte anterion, para asil diferencionse en

células tallo., Cn pseuplasmodios con proporcifn nowmal de célulfas pretfallo
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y preespora, fas células de tipe anterion permanecen en £a aegidn posterion,

pareciendo que su distribucion hacia La parte anterion es Lnhibida por fa -
presencia del tefido anterndion, o que e demostrd al colocar estrechamente
el tejido anterion con el postenion, pero sin que hubiera confacto. Puede
Anhibinse el patnin de nregeneracién y Las célubas de " tipo anterdion " no -

se distnibuyen.

Ya antes Steangeld y David ( 1981 ), asumieron que Las céfulas de -
" tipe antenion " no se distribuyen | no migran haeia fa parte anterion | -
en Los pseudoplasmodios con las proponciones nonmafes de Las células, debi-
do a £a influencia de un inhibidon presente en £a regddn anferion. Cuando
el inhibidon es eliminado por Liberacidn de Las células anteriores, Las cé-
Lubas de " tipo antenion " adquienen fa habilidad de distribuinse. Las cé-
Lulas de " tipo antenion " se tifien con colorantes vitales de La misma mane
ra que fas clulas anterdores y no son quimiotdeticamente sensibfes af AMPe

cuande existe La proporciin nowmal de cilulas en el agregado.

En ausencia del Lnhibidon sechetado por 2as células anteriones, Las
células de " tipo anterion " desarnollan sensibilidad quimiotdctica al AMPe
y su compontamiento de distribucidn es similar a £as cElulds anteriones.

Ya que La distribucidn en el pseudoplasmodio es inhibida por un dac
torn difusible producido por Las célubas anteriones, esto sugiene que fa pro
duccion del {nhibidon decnece durante fa formacién def cuenpo fructifero, -

durante Lr difenenciaciin de £as ctlubas pretalle a célufas taflo. Pon es-
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to, durante fa cubminacitn fLas células de " tipo anterion " se disirnibuyen
en 2 ghupos; uno prineipal que se disinibuye hacia La regidn q.ntméon, y el
otrno menon hacia fa parnte trasera del pseudoplasmodio, donde se Localizan -
Pas célubas predisco basal.

tn ausencia def inhibidon secretado por Las cllufas anteriones, la
distrnibueidn de Las cilulas de " tipo anterion " es aparentemente gudlada --
pon el AMPc, Este indica que Las célufas predisco basal, asi como Ras cé&gb
£as anteriones, don una fuente de AMPe | Sussman y Schindfer, 1976 ). La -
mayoria de Las cilufns de " tipo anterion " perumenecen como  amibas no -
difenenciadas, Localizadas en el dpice y base del sono [ Sterngeld y David,
1982 ).

La separacidn esperimental de fa regifn anterion causa fa rdpida xe
diferenciacion de fas células de " tipo anterion . Existe fa interconvern-
4i0n de célufns anteriones, de " tipo anterion " y cilufns preesposn, pero

no ¢4 clano como se regulan Las propohciones.
Se consdderan Z posibilidades generales:

l.- Lla posibilidad de que Ra conversddn de:

a) " tipo anterion ! g———————»>p pretalio

b] precspora & & " tipo anterion "
sean controfadas por Los mismos factores directamente acoplades a Pa pérdi-

da de fa negidn anterion { ya sea ponque experimentafmente se separe Lo ne-
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gion anterion, o porque por una Langa migracidn del pseuplasmodio se plen--

dan célubas ).

2.- Lla existencia de 1 mecanismos independientes que negufen fa --
conversddn:
a) " tipo anterion " g———————p pretallo
y el otro:

b) preespora o » 7 Lipo antenion "

S{ fuera asi, este mecanismo permitinia alteraciones en £as nefati-

vas proponciones de Los 3 Lipos celulared.

En tejidos sumergidos, Sternfeld y David ( 1981 }, y con algunas mu
tantes Mac Williams | 1982 ), cncontraron separadamente, que Las proporcio-
nes alteradas de Lo tejidos antenion y posterioh, no fueron acompadadas --
por cambios parafelos en La proponcidn de fas células de " tipo anterion ".
la concentracitn de Las céluas de " tipo anterion " peamanecid bastante ---
constante, ;.oorg Lo que quizd 2 mecanismos independientes pueden estar {nvolu

cnados .

Parece que fas cdlubas de " tipo anterion " juegan un importante pa
pel en La proporcitn de £as célubas, asi como en Au habilidad de netener el
movimiento amiboideo, ayudando de esta foama en el proceso de culminaciin,
poi elevacion de La masa de La preespora a Lo Lango del tallo | Sternfeld
y David, 1982 },
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7.3. RESPUESTA DE LAS CELULAS AL AMPe.

Durante La adicidn de AMPe al agregado cefularn se inducen varias --
respuestas, tales como fa gntrada de Catt, un incremento de £os niveles de
GMPe, Ra metilacién de proteinas y fosfolipidos, La acumubacidn de cadenas
pesadas de mioaina desfosfonilada, fa excresidn de profones y fa produccidn

y Libenacion de AMPe { Van Hassternt y Kenifn, 1982 ),

Dunante La migracidn de faa cEfufas a fa fuente de AMPe, fa sefial -
de AMPc es taansmitdida a fnavés de todas Las célufas, presentandose aliena-
clones conformacionales de Los constituyentes de La membrana celuban, aun--
que tambiZn es posible - sin que todavia este comprobado - que ‘efementos --
del cifoesqueleto estan Lnvolucrados como respuesto al AMPe para permitin -
La migracidn hacia {a fuente de AMPe | Parthier y Lenbs, 7987 ).

Junto con La respuesta de migracidn, se nota una Lamediaia caida en
el pH extracefular en coneccdidn con La Biberdcidn de pholones. Asimidmo se
puede medin un adpide {ujo dependiente def AMPc de fones Catt [ Wick, Mal-
chow ¢ Gernisch, 1978 ). Este catidn es parciafmente Liberado consistente--
mente con La perdodicidad def movimienie celufan y La produccidn de AMPe -
Parece sen que el Catt es necesario para activan La adenilato ciclasa, ya -
que ta quelacidn del Cat* con EDTA supnime £a emisidn de La sefial sin que -
s¢ afecte La quimiotaxis, f£a agregaciin celulban y La Aemibi,udéd de Las @

Lukas al AWPe externc. Aidn no se sabe &4 el Catt eferce su aceidn estimuba
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zimas.
PDE = Fosfodiesterasa,

AMPc-R = AMPe unido a profeina,

EL AMPc extracefular en La amiba, puede sen unido como AMPe-R { o -
pma.i.alimenté deghadado a 5'-ANP por fa PDE ), Lo cual causa un efecto a cor
2o plazo | de pocos segundos ) sobre La &Libenzeddn de H*, entrada de Catt y
La fommacion def pseuddpodo. La adenilato ciclasa es activada via Catt y -
se produce La activacidn de La guanilato ciclasa en Lo siguientes minutos,
dando L:'Lgan a nueva fonmacion de AMPe que probablemente provoque el movd---
miento quimigtdctico de Las clfubms, Este AMPe fonmado en el {ntericr de -
22 cBlula os expulsado y sinve para as cilulas vecinas.



34
tonia directamente sobre fa adenifato ciclasa, o via activacidn de £a guani
Lato cicdasa o alguna reaceddn todavia desconveida | Panthien y Lenbs, ---

1962 } { ver f4g. 5 ).

la amplificacidon de La sefial de AMPc exteano pon activacidn de fa ~
adenilato ciclasa y La propagacidn y transformacion de £a sefial, conduce al
movimiento quim{otictico de fas célufas. La transformaciin de fa seiial pa-
na inducin ef movimiento termina en el aparate contractid de La célufa, Su

movimiento esta mediado pon actina y miosina.

Otha de Las modificaciones en £a estructura celular que se observan
por La adicifn de AMPc es £a metifacidn de proteinas y de fosfolipides | Ma
to y Manin-Cao, 1979 } y La fosgorilaciin de una cadena pesada de miosina -
{ Rahmsdonf, 1979 |. Estas modificaciones estan involucradas en el movi---
miento del Catt inthacelufan, que eventuafmente conduce a La activacion de
La ATPasa dependiente de La actina y al incremento de contractibilidad. EL
movimiento de fas células parece sen ef resuliado de ¢ procesos: conthac---
eibn general del citoplasma y dilatacién Local de £a membrana de £as cé&_l_;"-.—'-»?

La produccidn de nespuestas mediadas pon ef AMPe y fLa excresdidn de
AMPc, nevelaron que La transmision de La nespuesita es contrnolada pon un pro
ceso de adaptacidn { Devreotes, Dustini y Steck, 1979 ; Dinauer, Steck y De
vieotes, 1960 ) o sea, Las cdlulas neacclonan a un incremento de £a concen-

thacdidn de AMPc extracefular debido a que se ajustan a La concentracidn an-
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tenion; cuando en foama experimental se apfica un estimulo de AMPe y al minu
to se aplica el mismo estimubo, no se observa nespuesta, por Lo que es nece-
sado incrementan La concentracidn del siguiente estimulo para que vuelva a
neaccionar, Como veremos mis adefante, fa adaptacidn a £a nespuesia transmi
tida es esencial durante fa agregacidn cefular en D. discoideus [ Tonichik y

Devheotes, 1981).

La unifn del AMPc a sus neceptones de supenficie celular |  Hender---
son, 1975) conduce a una trans.itonia activacidn de La adenilato ciclasa, y
a un {ncnemento del AMPe intracefular, seguido prontamente de su sechecddn
{ Dinauer, 1979 ). Cuando el AMPc intrnacelular { producide por fa cilulba )
es, Libenado, ef AMPec extracelular se disocia de sus sitios de uniin en pocos
sequndos | Mullens y Newelf, 1978 }; pon Eo tanto el AMPe (intracelulan rdpi-
damente declina a valores bajos { Dinauer, 1979 }. Aidn cuando ef estimulo -
de AMPc extracefular sea mantenido constantemente, La activacitn de La adeni
Lato ciclasa es transitonia.

_ EL mecanismo por el cual £a amiba termina su nespuesta al AMPe extha-
celular ha sido nefernido como adaptacidn. Este mecanismo presumibLemente --
sdwe para prevenin a fas células de nesponder indefinidamente a sus propias
secnesiones, fay cuales podnian nomper La nespuesta intracelulan. La adapta
eddn parece neflejar el ajuste de £a sensibilidad cefular a La concentrncidn
ambiental de AMPc extracefular. En células adaptadas no existe respuesta al
estimulo de AMPe cuando fa concentraciin de 8sie es {gunl a fa def estimulo

de AMPc anterion, perosoncapaces de responder a concentraciones magores de



36
AMPc extenno, La adaptacién persiste en tanto el AMPc externo estd presen
te, pero puede sen revensible por Liberacidn def estimulo { Dinauern et ak.
1980 ). Esto explica pon qué Devreotes y Steck | 1979 ) observaron La de-
sapanicidn de La truansmisidn de La nespuesta ain en phesencia de un estimu

Lo constante y profongado.

La respuesta a un inchemento de AMPe extracelufan en células adap-
tadas esta dado pon ef incremento neto en ocupacidn def neceptor. EL AMPe
secnetado pon Las células, en una seire de inchementos consecutives de -~
AMPe extracelular, es aproximadamente {guaf al que produce el estimulo de
£a concentnacidn mis alta en La senie | Devreotes y Steck, 1979 |. A este
gendmeno se fLe LLama aditividad, por Lo que {a respuesta a £os sucedivod -
Ancrementos en Los estimulos esta Limitada por ef nivel preexistente de a-
daptacidn.

la ocupacién de £os receptones de AMPe deteamina el nivel del pno-
cedo de excitacdidn y el de adaplacidn. La adaptaciin se contrapone con fa
excdtaciin. La excitacidn conduce a La activaciin de La adenifato ciclasa

y La adaptacidn bloquea tal activacidn | Dinauer, Steck y Devnreotes, 1950 )

la célula se adapta a un estimulo comsiante después de QWOA minu
tos. Lla nespuesia a Lo sefal cesa a cauda de un decremento en fa sensibi-
Lidad celulan, La negulacitn de La produccidn de AMPe en D. discoideum -
presumiblemente involucra varnios pasos entre fa unibn def AMPe a sus necep

Zones de superficie y ef proceso celubar que directamente eontrofa fa acti
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vacign thansitonia de £a adenilato cicfasa., Pon otno Rade, fa hre-
cuperacidn de La respuesta Lnvolucha un {ncremento progresivo en fa sendd-
bilidad de Zas célulfas al AMPe. la desadaptacidn comienza Zan pronte como
el estimubo es Libenado. La ocupacidn de neceptores especificos en ed ni--

vel de adaptaciin se mantiene hasta que el estimulo es Liberado.
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38
en cualquier instante, es reflejado en el valon de un parametro X, que de-
temina La cantidad de adenilato ciclasa. Un Lncremento en La concentra--
cidn de AMPe extracefular, incrementa el nivel de excitacidn y adaptaciin,
elevdndose sus nivefes a una velocidad proponrcional al incremento de ocupa
cion del necepton, decayendo cuando Los neceptores estan vacios. | Dina--

uen et al., 1980 ).

EL nivel de adaptacidn cae Lentamente; en cambio La excitacidn de-
be Liberanse ripidamente antes que el nivel nesddual de adaptacién, ya que

La siguiente nespuesta comienzd.

La necuperacion a La nespuesia y el intervalo entre Los ? estimu--
Los e neflejo del tiempo de desadapimeidn. Si durante el perlodo de desa
daptaciin se aplica un estimwlo mis grande, se podriian {incrementar £Lod ni-
veles de excitacion y adapfacidn, en una proporcidn mis gmnde'que el pri-

mero.

2.4 INDUCCION DEL GMPc POR EL AMPe

En fas siguientes § - 10 honas despuls de La inanicidn, fas céfufas
amiboides de D. discoideum se vuelven menos sensibles ab quimioatrayente de

La fase vegetativa, el deido f6ico | y/o ptenina ( Panthien y Lebs, 1982))
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y en cambio mis sensibfes af AMPe, &a sustancia quimica que regufa fa adhe~
sibn cefulan y La agregacidn duxante el desanroflo femprano de {a diferen--
clacidn | Konijn et ab., 1968; Pan et ab., 1972; 1975; Varnun y Sakl, 1981 )

Debido a que despuds de fa inanicidn Las cElufas de V. discoideum -
fonman complejos multicelulanes y se difenencian en 2 tipos celulanes { pre
esporas y pretallos | se sugiene que La interaccifn celulan { La intima aso
cdbn y La comundcacidn intencelufar | juega un {mpontante papel en Lo dife-

renedacion { Okamoto, 1961 ).

La agregacidn celuban es medida por quimiolaxis al AMPc { Kondifn et
al., 1967 }. Las cBlubas agregadas probabfemente detectan AMPc pon medic -
de neceptones de supenficie cefularn { Malehow y Genish, 1979 |, la sedal -~
despus de sern tramsformada, puede sen resintetizada intracelulonmente y £4
berada af medio, donde es disponible como una seial pana otrnas células. De
esia manera €a sefial ed propagada por medio de fas c@lulas como un sistema

de retnansmision { Panthien y Lerbs, 1982 ).

Landfeanr y Lodish { 1980 ), revelaron que cuando Los complefos mub-
icelularnes son disgregados experimentalmente, un wimero de cambiod bioqui-
micos de induces y fLas cilulas no ae diferencian; tambiin observaron que e
tos cambiod béoquimicos eran bLoqueados af afadirn AMPe <indicande que el ---

AMPc neviente el efecto de fa péndida del contacte celular y promueve La di

ferenciacddn.
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Gendsch { 1975 ) y Wusten { 1977 }, ya hablan encontrado que cuando

se suministraba AMPe en fonma pulsada, a fas célubas amiboides de D. discod
deum, se estimubaba fa agregacién cefufar y que cuando ¢stos pulsos de AMPc
se suministraban a células diferenciadas, 4e inducian 2 {ncrementos sucesi-
vos de GMPc obsesvando que ef segundo incremento de GMPe era acompaiiade de
uno de AMPc, el cuaf e sabe ¢4 causado por £a activacidn de fa adenifato -
cielasa | Ross y Genisch, 1976 |, Las oscilaciones de AMPc se acompafiaban

de cambios perlodicos de GMPc { Wunsten et al., 1977 ).

No se sabe 84 el segundo incremento de GMPe | gque es el mids Lento )
esta conectado af incremento de AMPe, pudiendo sen un agente cauwsak o un e-
T fectual. EL GMPe como agente causal podnia sen nesponsable dek inchemento
del AMPe gy como agente eéedaw&, podnia sen que el GMPe fuera producido en

respuesta a La Liberacddn de AMPe { Wursten, 1981 ).

Pana observan el efecto de AMPe sobre La concentracidn de GMPe y £a
reaceddn cebulan, Wursten { 1981 | usd una mutante monfogenética, agip 53 -
de D. discoideum, que no desanrolla fas caracteristicas de agregacidn, a me
no$ que se trate con pulscs de AMPe pon penfodos de 2 a 4 honas | Juliani y
Kieiny, 1978 |.

Wwrsten [ 1981 | observi La ausencia de un incnemento agudo def ---
AMPe inthacefubar, en nespuesta a fa aplicacidn de pusos de AMPe extracelu
Lar, probablemente debide a un defecto en el necepfor que media fa activ---
cibn de fa adenilato ciclasa o a La adenifato eiclasa misma, o algquna de --
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Las neacciones entne el recepton de supenficie celubar y £a adenclato cicla

sa.

En cdlubas diferenciadas de agip 53, un pulsc de AMPe produjo un An
cremento ndpido en La concentraciin de GMPc, mientras que en céfulas dife--
henciadas Ax-2 ( cepa de tipo salvaje de D. discoideum de £a que se derivd
agip 53 ) se obseavaron 1 sucesdvos {ncrementos en La concentracidn de GMPe

[ Wunster et al., 1977 ).

S¢ un defecto en ef necepton que media £a activacidn de £a adenifa-
to ciclasa puede impedin £a produccion de £as sefiales de AMPc intracelular,
entonces este no se Libera al espacio extracelular y no se dnduce el desa--
wollo celular.

Ross y NewelL [ 1981 ), encontranon que una mutante Sim F, que desa
molla gran agrnegacdidn, mostnd acumubacidn anonmal de GMPe Linducido pon ---
AMPe.  Esto demostnd el involuchamiento def GMPe en fa hespuesta quimiotdc-
tica,

Mato et al. ( 1977 ) ¢ Wwreter et al ( 1977 |, ya tenian evidencda
de que ef GHPc interviene en ef sistema intracefular efevdndose La concen--
thacidn de GMPc dentne de £os primenos 10 segundes de iniciada fa estimula-

eidn con el AMPe en el agregado.

la activacion de La adenilato ciclasa, parece ser causada porn La -



42
guanilato ciclasa, primeramente activada como una respuesta a £a adicifn de

AMPe extracelular.

2.5 EL GMPc EN LA RESPUESTA CELULAR,

Mato et al., [ 1979 ), obserwaron que La estimulacibn quimiotdctica
Anducia un {ncremento de Los niveles de GMPc a Los 2 segundos; £os niveles
de GMPe afcanzaban un nivel midximo a £Los 10 segundos, y niveles de preesti-

mulo enan necobrados cenca de Los 30 segundos despuls de fa estimulacidn.

Haastent y Heijden { 1983 ), observaron el nivel miximo de GMPc a -
Los 10 segundos de La estimulacidn. Cuando a tiempo 0 segundos aplicaban -
diferentes concentraciones de AMPe vieron acumufacidn de GMPe dependiente -
de La dosis de AMPc; sin embargo, a Los 30 segundos La misma concentracidn
de AMPc que produjo el maxdmo Lncremento nunca Lindujo una aueva acumulacidn
de GMPo, af menos que esta concentnacidn fuera mis alts induciendose una -~

nueva acumubacddn de GMPe.

Pana explicar Lo antenion se considend nuevamente ef mecanismo de a
daptacion; fLes quimioatrayentes inducen una respuesta de excitacidn rdpida
y una respuesta de adaptacidn Lenta; La acumulacitn de GMPc depende def ba-
Lance de excitacidn y adaptacidn, y tewmina fan phoato como el nivel de a--

daptacidn excede ef nivel de excitacion | Devreotes et al., 1979; Dinauer -
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et al., 1980 ). EL hecho de que fas células nunca reaccionen a un estimulo

inmediatamente, cuando La concentrnaciin de AMPe fué La misma que ef primenr
eatimulo y que Las células respondan siempre al segundo estimubo, cuando La
concentracidn es mis alta que el primero excluye indensibilidad celular, -
Esto esta de acuexdo con ef mecancsmo de adapiaciin, ya que es una respues-

ta del todo a def nada { Haastent y Hedijden, 1983 ).

La adaptacion de fLa nespuesta def GMPc mediada pon el AMPe tiene 2
canacteristicas en comin con £a excresidn de AMPe mediada por ef AMPc extra
celulan en D. discoideum | DPinauer et al., 1980 ). Para ambas reaccivnes La
magnitud de La respuesta y el nivel de adaptacidn son aditives y ambos tie-
nen simifar velocidad constante de desadaptacidn,

La nespuesta del GMPc siempre alcanza un nivel maximo a Los 10 sc--
gundos despuls de La estimulacidon y niveles de preestimubo son observados -
despuds de 20 segundos del nivef miximo, Mato et al. ( 1977 ) observaron -
niveles de preestimulo hasta Los 30 segundos despuds de La estimulacidn. -
La nespuesta del GMPc es Lndependiente a £a magnitud y duracion del estimu-
Lo. Easto puede indicar que Las alteraciones en el metabolismo del GMPc son
inicfados pon el AMPe, peno que el paso de Las alteraciones son estimulos -

independientes | Van Haastert y Van den Heijdenm, 1983 ),

Mato y Mafchow [ 1978 | mostraron que fa respuesia def GMPe es pro-
duu:da por La activacitn de £a guanilato ciclasa, mis que por inhibicidn de

una fosfodiesterasa intracefular, Van Haastert y Van der Heifden | 1983 ),
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desenibicron un probable proceso despuis de fa adicitn del AMPe a £a suspen
sibn cefufan: en el espacio extracelulan el AHPe es hidrolizado o es Ligado
a receptornes de AMPc Localizados sobre fLa supengicle celulan; fa ocupacidn
de neceptones activa a fa guanifato ciclasa produciendo un {ncremento de --
£os niveles de GMPc. TambiEn 4e activa un proceso de adaptacitn por £a ocu
pacidn de receptones que rdpidamente { 10 segundos ) tenmina. Asl un incre
mento de £os niveles de GMPe, causa que £as célufas no xrespondan con un se-
gundo estimulo de AMPc de fa misma concentracddn del estimulo anterion. la
hidndlisis de AMPe y su disociacidn de £os heceptones inicia La desadapta--

cion. las ctlubas gradualmente adquieren respuesias al AMPe.

2.6, EFECTO DE LA DISGREGACION CELULAR EN EL PROCESO DE DIFERENCIACION.

Okamoto ( 1981 } estudid el efecto que tiene La disgregaciin de Las
c2lubas en D, discodidewnm, cuando ya han formado ef agregado cefular durante
fa difencnciacidn en presencia de AMPe. Para Ea disgregacidn wsd un medio
que contenia glucosa, alblimina, AMPc y EDTA en un sdstema de agitacién, A
pesar de La disgregacion que ocurnid, el programa de diferenciacidn conti--
nuaba, observdndose acumufacion de un antigeno esporo-especifico, pon Lo -
que fas ctlulas preespora &1 gueron fommadasd en este medio, suginlendo que

la gormacion de aglomerados no basta por 47 misma para inducir La diferen-

clacidn,
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Hay que hacex notar que ex{stid una Lnteraccddn previa por un corto
tiempo en el medio con AMPc extrnacelulan, y Okamoto observd que era necesa-
nio una previa intenaccidn celufar por un cierto Liempo, para fa diferencia
cibn posternion de Las célubas disgregadas. Enra probable que aqui fuera don
de se inlciana £a diferenciacidon y postesrformente esta pudiera proceder $4n
necesddad del contacto cefular. En este medio, La presencia de AMPc fué ne
cesania para que de Llevara a cabo £a diferenciacidn. Por otra parte Kay -
et al., ( 1977 ) trabajando con cultivos sumergidos de £a cepa NC4 | cepa -
de tipo salvaje ) ebservaron que La diferenciacidn cefular se LLevd a cabo
ain 8in afiadin AMPc extracelublarn, y que £a adicidn de AMPe extracelular so-
Lamente estimuld el proceso | sofamente ef AMPe secnretade pon £as céfulas -
fué el nequenido ). Posteriowmente Kay ( 1987 |} trabajd con otna cepa de -
tipo salvage | VIZMZ ), y mostnd que estas eran capaz de diferencianse en -
células preespora cuando se encontraban en una scfucion de sales con pulsos
de AMPe. Pon Lo antenion Kay concluyd que ef contacte céfula-célula no era

necesario, y que el AMPe era inducton de fa formacidn de La espona.

Aiin asZ, no se ha demostrado con precisin 84 el contacto céfuba-c@
Lula es, o no es necesarnio, para La diferenciacidn de D. discoideum, Lo ~--
que &1 es evidente es que ef AMPc es una molécula necesaria para que se £Le
ve a cabo £a diferenciacidn. Cuando aparece el antigeno
se forma La espora y pon Lo tanto se LLeva a cobo La diferenciacidn induck-

da por ef AMPc.

Tshida ( 1980 | encontrd una mutante dev 1510, derivada de fas célu
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fas NC4 de D. discoideunm que es capaz de fomman en su mayoria, cdlubas dife
nenciadas en esporas cuando se encuentran en un medio wutritive a 21°C, y -
enn cambio, a4 en ef eastado femprano de fa agregacidn s¢ desarrofla sobre un
medio pobre, con temperatura de {ncubacifn de 27°C, se para ef desarrollo -
antes de La formacidn del agregade y £a mayonia de fas cilulas se diferen--
cian en cébulas tallo.

Posterionmente, Ishida { 1982 )} thabafi con fa misma mutante, pero
an esta geasidn produjo cambios osmbticos en el medio de cultivo, mis bien
que cambiod nutritivos, y observé que en Los mediod con baja fuerza Ldnica

se formaban peblaciones homogencas de célufas tallo.

Ishida sugindd pon tanto, que cuando una justancia invofucrada en -
La formacidn de fa espora se plende en el agar | bafa fuenza idnica ), Las
células Lienden a diferenciarse en célubas tallo y es posible que de algin

moda £a fuerza idnica alta prevenga La pérdida de esta sustancid.
2.7. OTRAS SENALES QUE TNDUCEN LA DIFERENCIACION.

Ya hemos dicho que una de Las sefiales que inducen La diferenciacidn
es el AMPe, ya que este induce un nimeno de productos de genes caracteristsi

eos | Brachet y Peneira da Silva, 1975; Gexsch et al., 1975 ).
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Town y Gross | 1978 ), DPurdton y Verk { 1979 } y Landfear y Lodish
| 1980 }, dicen que existen sefiafes de AMPe que pensisten en Los estados --

multicelutanes, donde sinven para dnducin a un grupo de productos génicos.

Town ot al. | 1979 | y Brookman et al. { 1982 ), mostrwron que Ra -
formacidn de céfulas tallo es inducida por una combinaciinde AMPC y una sus
tancdia de bafo peso mofecwlar | facton nductor de £a diferenciacidn, PIF |,
Debido a que el AMPe s un Anductor inespecifico para células talle o espo-
nas, DIF ¢4 el inducton especifico y Kay propuso que favorece La diferencia
cidn de fas céfulas tallo, ya que cepas mutantes esporbgenad | que presen--
tan mayor wnimerno de células esporns | fueron Ltransformadas de cdlulas eapo-

has o cilufas tallo pon prepanaciones de DIF en presencia de AMPe.

La actividad de DIF no es detectable en cdlulas vegetativas; sclo -
se detecta durante ef desanrollo temprano y parece acumularse en Las célu--
fas con similar cindlica a Las enzimas post-agregativas como La glicdgeno -
fosfonilasa y La enzima especifica de fa preespona, UDP-galactosa poflisaca-
nido thansferasa | Brookman, 1962 ).

No se sabe &4 el AMPe induce DIF pon activacidn de alguna enzima --
preexistente, o porn eslimulacidon de La sintesdis de enzimas intemediarias -
involucradas en Ra sintesis de DIF. Hay evidencdia de que DIF es active so-
Lamente en £a via de diferenciacidn del tallo, ya que ne es requerido para
La 6qlxmae/£r‘m de La espona. En el tiempo de acumubacidn, cuando 2£ patrdn -

de c8lubas pretallo-preesporas esta siendo establecido, DIF puede sen un --
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moxgdgeno difusible que dinige a Las célufas dentro de fa via de Las célu--

Las pretallo, durante ef establecimiento de esfe patadn.

Muy poco DIF es sintetizado o Liberado pon fas cEfulas en ausencia
de AMPe exbgeno. Cuando ef AMPe se afiade a esins cBlulas, fa activacidn de
La fosfodiesternasa asociada a Las cilulas decrece, mientnas que fa glicdge-
no- fosfonibasa y La UPP-galactosa polisacinido iransferasa se incrementa -~
{ f._<ay et ak., 1979 } jun;ta con PIF, siendo ambas enzimas post-agregativas.

Esto confirma £a negulbacidn de DIF con productos post-agregativos.

2.8. RELACION ENTRE EL AMPc, EL GMPc Y LA FOSFODIESTERASA EXTRACELULAR DEL
AMPe.

Lay células que presentan agregacion competente reaccionan quimio--
facticamente al AMPe [ Kowdifn et al., 1967 | y £as células en Ea fase vege-
tativa heacelonan quimiotdeticamente al dcido f6Lico | Pan et al., 1972 ).
Ambos estimulos, resultan en una rdpida y thnsitoria elevacidn de fos nive

Les de OMPe .intracelufan | Wunsten et al., 1977 1.

Durante el penfodo de thansicidon de La fase vegetativa a fa agrega-
tiva, 2a amiba de D. discoideum presenta cambios, tales como una elevacidn
de La actividad de La adenilato ciclasa para fa formacifn de AMPe | Kledn,

1976 |, de fa fosfodiestennsa unida a £a membrana que Libera al AMPe unido
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a sud receptores de supenrficie celular | Malchow et af., 1972 }, y La obser
vacidn de un decremento en fa actividad de La §osfodiesternasa extracelular
del AMPc, debido quizds a La secresidn pon Loy cBlubas de una glicoprotelna
especifica inhibidona de esta enzima ( Ridief et al., 1972 |. Pocas horas
mis tonde, nuevas actividades aparecen sobre La superficie celulan, fales -
como sitios de contacto A [ csA ) { que don receptores de La superficie ce-
Lular invelucnados en £a agregacidn | Beug et al., 1973 } ), y heceptores -
del AMPc { Malchow y Gerisch, 1973 ].

Cuandg Ras amibas phreaghegativas son thatadas con series de pulsos
de AMPc, ef tiempo de aparicidn de Los caA, Los neceptores de AMPe y £a fos
fodiestenasa Ligada a £a membrana es acelerado | Gernisch et al., 1975 ). -
ta adenilato ciclasa es activada transitoriamente { Ross et al., 1977 | pre
sentindose un incremente concomitante def AMPe intnracelufar | Yeh et al., -
1978 } 0 sea dechece ef tiempo de Lwtmﬂue‘que. es ob Liempe desde ef momen
to de fa Ainanicidn hasta el momento en el que Las cilufas 4e vuelven seidi-

bles al AMPc | Kiein y Dawmon, 1977 ).

Mato et al. | 1978 | estudianon La actividad de diferentes deriva--
dos def AMPc { tales como 7-CH-AMPc y 3'- NH-AMPc ), observando que fa qui-
miotaxis del receptor de AMPe, £a acwmelacidn del GMPc en £a fase agregati-
va y La induccidn de La fosfodicsterasa extracelular | PDE | en fa fase --
post-vegetativa { Van Haastert et al., 1981 | eran identicas para Los dife-

nentes dendivados,
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ER necepton def AMPc panece der un receptor de velocidad { Van Haas
tent, 1981 ), Lo que significa que £a actividad def receptor es proporcio--
nak a £a 6&ec&enm de ocupacidn y no a La §raceidn de receptones ocupados
{ Van Haastent, 1980 ). Esto puede explicarn por quéd £a velocidad de diso--
clacidn de Los derivados del AMPe inducian mis fosdodiesterasa que ef AMPe
en célulasd post-vegetativas; y por qué tafes denivados pueden incrementar -
Los niveles &e GMPe, s4n que el AMPc Logre wivefes tan altos | Van Haastert,
Van der Mien y Konijn, 1981 }.

Van Haastert et al. | 1982 ) estudiaron el papel def GMPc durante -
La induccidn de La fosfodiesterasa, y observaron que fa adicidn de quimioa-
trayentes tales como ef AMPe, dcido §6Lico, ptenina y denivados def AMPe-a
cdlulas post-vegetativas, inducian La acumulacidn del GMPe a Ros 10 segun--
dos del estimubo, el cual fué similar en fonma y secuencdia a La Lnducedidn -
de 'La fosfodiesterasa Ligada a La membrana cefufar,

Existe evidencia de que el GMPc tiene La funcidn de mensajenc en Ba
Lnducedbn de La fosfodiesterasa def AMPe, Se sabe que el dedido §6lico y ek
AMPe incrementan Los niveles de GMPe e inducen fa actividad de fa fosfodies
terasa del AMPe, probablemente eata iltima es inducida por £a unidn del ---
GMPc a un tipo de recepton.

Van Haastert et al, ( 1962 ) observaron que durante La induceibn -
del GMPc, La concentracion de Za POE inducida ena 100 veces menor que £a --

del GMPc y supusdieron que esta diferencia se debia a que fa ocupacidn def -
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necepton de supenficie celulan conducta a La produccidn de un segundo mensa
jeno. Sofamente pequedias cantidades de esfe mensajfeno eran necesarias pard

completarn fa trasduccidn de fa seial | Strnickland y Loeb, 1981 |,

En células agregandose, ef AMPe induce varias hespuestas y Estas --
tienen diferentes sensibilidades al AMPe, Van Haastert et al. { 1982 ) pen
sanon que un protelna Ligada af GMPc intracefular podiia ser este segundo -
mendajeno que funcionaria a muy bajas concentraciones. Probablemente el --
GMPe efenza sus funciones por activacion de profeinas que uneﬁ al GMPc 4n--

thacelulan,

Mato et al, | 1979 ) mostranon que una de Las proteinas que unen al
GMPe también se unen al AMPc y otros nueledtides, por Lo que parece que £a
wndidn de esfa proteina al GMPc no es especifica. Las 2 profeinas que e u-
nen especificamente al GMPc parecen 4er diferentes en tamaio., VYa que ef --
50% de Las protelnas de unidn af GMPe ocupan una concentracidn de GMPe L---
gual a 1.4 x 10-9 M y £a concentracitn media basal de GMPe es aproximadamen
te de 2 x 10-7 M, entonces Van Haasternt et al. | 1987 }, pensaron en La e--

xistencia de 2 compartimientos del GMPec.
Un compantimiento 1, que contiene todo ef GMPc de fas céfulas sin -
estimuban; y un compartimiento 11 que contiene Las proteinas unidas af GMPe

y el GMPe acumufado después de La estimulacidn quimioidctica.

Las posibles funcicnes de La proteina unida al GMPc como mediadona
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de £a nespuesta cefular inducida por un quimioatrayente son: La inducciln -
de PDE, nespuesta al pH y quimiotaxis. Existen otras que no son unicamente
mediadas por £a proteina unida af GMPe, como son La adaptacidn, £a thansmi-
s46n de La sefal y La metilacidn de proteinas, todas nespuestias inducidas -
pon el AMPC y £a metilacifn de §osfolipidos inducida pon GHPe.

La velocidad constante de disociacidn del GMPc y £a proteina determi
na no solamente La velocidad a £a cual esta Lnﬂo/tmau’.ﬁn se pierde, s4no tam
bitn el periodo de tiempo despuds del cual nueva informacidn puede ser alma
cenada.

Las oscilaciones autdnomas del AMPe extracefufan ocwwren @ und §re-
cuencia de cerca de un pulso/5 min. | Gerisch y Weck, 1975 ). Esto sugdiere
que cada uno de £os pulsos de AMPe extracelular puede ser heconocido separa
damente por La proteina unida al GMPe intracelular.

La nefacion entre La acumubneidn def GMPe y ef GMPe unido a La pro-
feina, estd muy estrechamente comnelacionada con fa acumufaciin del GMPe y
Lo magnitud de £a induccidn de PDE. Asi, el GMPc en combinacién con el ---
GMPc unido a La proteina tiene exactamente La sensdibifidad necesaria pana -
envian £as Aeﬁq.ﬁu quimiotdcticas, Lo cual sugiere £a via de transmisién --

sdguiente:
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QUIMIOATRAYENTES

AMPe  ——— Ry .. , , .
quUAMLOLaxLs
deido §olico ——— Rz><
GMPC{;' GMP-R‘; ~——p (nduccidn

ptenina ~——————— R3 POE

R = recepton

GMP-R4 = proteina unida al GMPc.

Existe evidencia que {ndica que el GMPc fiene una funcidn de mensa-
jeno entre La activacion de un recepton de superficie celular por un quimio

atrayente y La inducceidn de PDE:

al EL dcido §6Lico y el AMPc incrementa Los niveles de GMPe ( Mato
et al., 1977; Wursten et al., 1977 )} e inducen PDE [ Bernstein et al., ---
1981 ).

b) EL AMPe inducePDE y causa acumubacidn del GMPc, ambos dependien
do de La velocidad del rnecpion | Van Haastent et al., 1981 }.

¢) Existe una comrelacidn casd igual entre el efecto de modifica--
cidn quimica del deddo 46£ico o AMPc [ Van Haastent ot al., 1981 ) aobre La
acumulacitn def GMPe y £a induccitn de fa fosfodiesterasa.

d) Existe una conrelaciin de dosis-nespuesta def incremento de Los

niveles del GMPc y La cantidad de PDE inducida, {ndependientemente de £a na
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tunaleza def quimicatrayente pon el cual esta acumubacion def GMPe §ué pro-
ducida { Van Haastert et al., 1982 }.

2.9. FOSFODIESTERASA DEL AMPe ¥ SU INHIBIDOR ESPECIFICO.

Se ha observado que durante La agregacidn fas cilulas de D. discgdi--
doum secretan 2 enzimas especificas para neguban fa ocupacidn de Los recep-
tores de AMPc. lna es una fosfodiesterasa del AMPe que permite Liberan al
ANPc de su necepton ¢ otra es un Lnhibidon de esta §osfodiesterasa [ PPI )

que La bLoguea.

Casd inmediatamente despuls de fa adicidn def AMPc a c@lulas preagre
gativas, La actividad de £a fosfodiedterasa | POE ) se incrementa dramidtica
mente, mientras que Pa actividad del inhibidor especifico de flai fosfodieste
nasa | POT ), cesa de {ncrementanse y peamanece en un nivel relafivamente -~
constante { Tsaug y Caukell, 1977 |. Esitas ¢ actividades parecen estarn nhe-
guladas en un modo neciproco por el AMPc exdgene. VYeh et al. | 1976 | Le -
dieron of nombre de sistema " ePD-PDI ", ol cual parece hesponder simplemen
te a fa presencda de AMPe, y puede sen regufado en condiciones donde ef ~--
AMPe inthacelular permanece nelativamente esiditice, pon Lo que parece que -
el AMPe extracelularn hegula ef sistema " ePD~PPI " y La diferenciacidn tem-

prana,
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Las células preagregativas son incapaces de continuar su desarrollo
cuando son thatadas con altas concenthaciones de AMPe, y en hespuesta a un
exceso del nucledtido, son capaces de producir exceso de fosgodiesterasa.
EL sistema AMPc~PD [ PD = PPI-PDE |} se sugiere como un sLsiema cuya funcibn
es mantenen bajos nivefes extracelulares de AHPe en fa vecindad de fas célu
Las aghegdndose, de tal modo que se incrementa La sensibilidad de fas c8lu-
Las a fa seiial pubsdtil | Shaffer, 1956; Abcantarna et al., 1976 ).

Cuando £a concentracidn de AMPc exthacelufan es alta, Las cilulas --
consewan La actividad de PDE a niveles altes por {incremento de La vefoci--
dad de produccidn de £a fosfodiesterasa, y detienen £a produccidn def inhi-
bidon de La fosfodiesterasa. Una vez que £a concentracidn de AMPe cae mds
abajo de un ciento nivel umbnal, el inhibidor es producdido para inactivan -
Lz PDE, ya que tambiin La PDE es capaz de destruwin o reducin fa intensidad
de fa sefial pubsdtil. Cuando fa concentracidn de AMPe se neduce a niveles
bajos, puede proceder fa agregacidon eficientemente | Tsaug y Coukell, --

1977 ).

Town y Gross | 1978 ) y Sampson et al, | 1978 } suginieron que ef -~
AMPc actuaba como un mensaferno, ya que concentraciones elevadas de AMPe in-
trhacelulan negulan cientas actividades celulares en célufas preagregativas,
peno no parecen regular el sistema " PDE-PPI " , de ahi que probablemente -
otra molicula negufe ef sdistema. A&l se observi que a La adicién de AMPc,
se Lgtuememtan Los niveles de GMPe, aunque no exisiia evidencia de que ef

GMPc estuviena Anvoluchado directamente en el sistema " PDE-PPI ", Se ob--
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senvd que concentraciones milimofares de GMPc fenlan un efecto dramitico -

en fa actividad de fa f§osfodiesterasa.

Es porn Lo anternio gque lappano y Coukell ( 1982 |, estudianon el e-~
fecto del GMPc sobre el sistema " PPE-PDI " . ELLos observanon que ef 843
tema era fuentemente negulado por ef GMPe exdgeno, y ya que sofamente con~
ce;@aanu elevadas fueron efectivas, sospecharon que ef GMPe podiia ser
d.Lﬁ‘aud,éda dem‘;zo de Las células y actuar directamenie sobre el sistema, -
Ah&uz, &4 el AMPe o el folato incrementan Los niveles de GMPe, entonces se
fornmulanon La hipdtesis de que el AMPe exdgeno o e fofato regufan el sis-
tema " PUE-PDI " por modulacidn del GMPe.

Para comphobar fo anterion, usaron cepas de una mutfante deficiente
en £a agregacidn, HC 112; pulsos de AMPe a esta mutante Lncrementaron el -
nivel de GHPc ¢ negubanon el sistema " PDE-PDI ", mientras que pulsos de -
golato tuvienon poco 0 ningiin efecto sobre el proceso. AsL es q'ue £a falla
del folato para fnducin La actividad de PPE en esta mutante pudo sen debi-
de a fa {inhabilidad de este compuesto parna estimubar niveles de GMPe, ya -
que esta mutante es deficiente en todas fas nespuestas celulares conocidas

Ainducidas pon el AMPe excepto el sistema " PDE-PDI ",

Gutsch y Robeatson ( 1978 | y Rossien ef al. { 1978 ) mostraron que
el sistema " PDE-PDT ", mostraba su mivima negulacibn cuando se usaban con
centraciones altas de AMPe { milimoler | ¢ en cambio, Las otras nespuestas

celulares Zdlenen &us respuestas dptimas en concenthracioned bajas | nancmo-
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Lan ) de AMPe.

i Pueden estos 2 tipos de respuesta ser inducidos por La misma mol&

cula intrnacelulan ?.

Lappano y Coukell { 1982 |} creyenon que 41 era posible, 44 varios -
de £Los procesos celulanes fueran contrnolfados pon 2 o mis neceptores de ~--
GMPe intracelulanr, diferentes mecanisticamente; por ejemplo: un recepion -
{ Ry), el cual es excitable sofamente por cambiod en fa concentracidn de - -
GMPc y otno [ Ry | , ef cual simplemente responde a concentraciones altas
de GMPc. Por esto se suginid el siguiente modefo: el GMPc .intracelular --
puede ser negulade en células preaghegativas por el AMPe; despuds de La i-
nanicidn, algunas células pueden comenzar a sechetar pulscs de AMPe. Las
células vecinas detectan estas sefiales y podilan responder al estimulo, in
crementando periodica y ﬂzarw)talb.éamznte el nivel de GMPc; asi, cuando £a
concentracibn de GMPe excede ef umbaal de { Ry |, se presenta una respues-
o quimiotdctica y una activacibn/desactivacion oscilfatoria de La adenila-
to ciclasa. EL AMPc intracelular puede ser Liberado mientras se retransmi
e La senat.

La estimuacion del neceplor { Ry ), por el GMPe puede elevar PDE y
aeducin PPT | produccidn y secresdibn |, conduciendo a un incremento neto -
en La actividad de PDE. Este sistema de regulacidn puede mantener niveles
bajos de AMPc en et medic ambiente, y asi asegurar que Los heceptones de -

superficie detecten fas sefiales como pulsos dinectos, optimizando La velo-
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cidad de agregaciin celulan.

8¢ La concentracidn de AMPc extracelufar es mayor de 1 uM { niveles
altos |, Los neceptones de superficie se saturan v las células son {ncapa-
ces de ornientanse para agregarse en " cornnientes "; bafo estas condiciones
Las célubas podrian responder por elevaciin de GMPc y mantener niveles al-
t0s de estimubo. EL proceso mediado por { Ry ) podiia ser bloqueade pers
La induceidn de POE via { R, ) podiia ocuniin a una velocidad mayorn. Los
niveles extracelulares de AMPe son reducidos por ef ndpido incremento de -
La actividad de PDE, Los heceptores de superficie podiian ser Liberados u
La concentracidn de GMPe intracelulan pedila hetornan a sus niveles basa--
Les; asl Pas c@lubas son capaces una vez mis, de detectar sedales y pueden

proceden a Lo aghegacidn.

EE inchemento de GMPe pon of AMPc y el fofato probablementc es debd
do a fa activaciin gque media el neceptor de una guanilato ciclasa | Mato I%
Malchow, 1978; Wand y Brennen, 1977 ). Paobablemente el decremento de ---
GMPc pueda deberse a £a aceddn enzimitica de una fosfodiesterasa especifi-

ca del GMPc intracelufar | Dicou y Brachet, 1980 ).

Los inchementos transitornios de GMPe inducidos por pulsos nanomofa-
hes de AMPc o folato, pueden ser generados por La activacidn y desactiva--
cidn de estas 2 emzimas; y £a elevacién helativa def GMPe, producida por -
La alta concentracién de AMPe induciendo a fa activacidn de 2a guanifato -

ciclasa y La Lnactivacifn de fa fosfodiesterasa especifica del GMPc.
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Un mecanismo que invefuche un sdimple neceptor, senia por cambiod a--

Loatéricos def necepton | Lappano y Coukelf, 1952 ).

En nesumen ef sistema ™ PDE-PDI " negula La concentraciin de AMPe ex
thacelular que se une a Los sitiod necepiones de AMPc en Lo superfdicie celu
fan. PDE tiene por funcidn evitar que el AMPe pexmanezca unide a Los recep
tores pon Largo tiempo, evitando La hecepeddn de otras seiiales de AMPe, y -
PDT .inhibe a PDE para asegurar que Los neceptones de AMPe puedan sen ocupa-

dos.

EL sdistema " PPE-PPI " panece den negufado pon el GMPe Lnducido poa
el AMPe exdgeno. Un modefo de xegulacibn del sistema es pon £a accidn de 2
neceptohes; uno { Ry ), que actua a bajas concentraciones de GMPe y que mo-
dufa afgunas de fas nespuestas intracefulares diferentes al sistema " PDE--
‘ PO1 "} 4 otho necepior ( Ry ), que actua a alias concentrsciones de GMPe y
que modula La activaciin/desactivaciin oscilatoria del sistama " PDE-PDI ".

Cuando £a concentracidn de GMPc excede La concentracddn umbral de --
{ Ry}, actua | Ry | y se produce POE mientras se Libera AMPc intracelulan
y el AMPc exdgeno undido a Los heceptores se Libena, Se rethansmite Za se--
fial, POT baja Ros niveles de POE y Ros neceptores puedeir volver a ser ocupa

dos por el AMPc, asegurandose asi la transmisidn de La sefiak para o agrega
eddn celularn.



CAPITULO 111
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AGREGACION ¥ MIGRACION,

3.1, PROCESO DE AGREGACION.

Cruando £a amiba vegetativa def hongo mucifaginoscs ha agotado todo -
su alimento, y ée encuentra sobre una superficie himeda, comienza a agregar
se. EL proceso de agregacidn consiste en £a neunibn de Pas amibas cerca de
un punto central, para gonmer Una masa de cdientos de miles de cllufas Llama
da pseudoplasmodio. Este pseudoplasmodio puede mighar a thavés def medio -
en el que e encuentra, hasta encontran el sitio mis adecuade en cuanto a -
condiciones medio ambientalesd, y asi empezan La formacidn del cuenpo fructi
ferno; Las condiciones medio ambientaled se refieren al pH def medio, a £a -
fuenza {dnica, a La cantidad de humedad y de fuz, cantidad de amonio en el
medio efe,

EL proceso de agregaciin es esencialmente un proceso de quimiotaxia,
en el cuak Las células no solamente responden a La sefal de AMPe, moviendo-
se hacia La fuente de donde proviene eata aseial, sino éué tambidn presentan
adherencdia una cBlula con otna | Konifn et al., 1968 ). Este contacto de -
cébfula a clluba parece que permite que. se indicdie el encendido de ciertas 4e
ﬁaﬂu‘, que van ha pemitin La diferenciacidn df. Las células en el agregado,
para cukminar con La formacidn de un cuenpo gructiferno, indispensable para
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asegwran £a sobrevivencia del organismo durante periodod desfavorables. -
E£ hecho de que esto ocunra despubs de una fanga y complefa serie de inten
acciones {ntercelubares, probablemente esta nelacionada con fa dificuliad
de dispersdidn de fas esponas en un medio ambiente hiimedo como Lo es el sue

Lo | Robisen, Butcher y Sutherfand, 1971 ).

EL desannoflo de D. discoideum se {nicia al fiempo de €a .inanicidn,
en fa primera etapa Llamada de intenfase, agrhegdndose despuls de aproxima-
damente § honas y formandose postenionmente ef pseudoplasmodio.

Durante La post-aghegacién, - que se determina desde el momento en
el que se formd elf pseudoplasmodio, hasia el momento en ef que el pseudo--
plasmodio tenmina de moverse, y el agregado presenta La §orma de " sombie-
‘lw mexicano " | Tasaka y Takeuchi, 1983 ); Llamado también estado de pre--
culminaeion - e£ pseudoplasmodic puede moverse | migrar | por horas e in--
clusive dias, dependiendo de £Las condiciones medic ambientales { Newelk, -
Telsen y Sussman, 1969 ), Puede sin embargo, no observarse mighacidn del
pseudoplasmodio, y en este sitic comenzar endeguida £a preculminacidn, pa-
reciendo sen contralado este compontamiento pon La cantidad de amonio pre-
sente en el medio | Schindfer y Sussman, 1977 ).
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3.2. DIFERENCTACION DE VARIOS TI1POS CELULARES DURANTE LA AGREGACION.

La diferenciacidn de Las células pheespora comienza durante fa agre-
gacidn temprana | Ferman y Gawred, 1977 | y estas se han podidec identificarn
gnac,‘éa«s a tinciones inmunohistoquimicas usando suero antiespora, en fas clu
Las agregandose | Hamaguchi, 1972 ). Asd, el patrdn de célufus pretallo y
pheespora se utdbﬂeco_ dunante La preagregacifn, a fa vez que durante La mi

gnaciin del pseudoplasmodic | Taheuchi et al., 1978 ).

También se han encontrade célufas que presentan caracteristicas de --
ineddn como Las que presentan Las cilulas pretallo en La negidn posterion
delf pseudoplasmodio. A estas células se Les Llami células de " retaguan---
dia " | diferentes a Las células de " Lipo anterion ™ } y se considenan --
Los precuwrsonas de Las célufas disco ( Bonnen, 1967 ).

Hayashi y Takeuchi [ 1981 )}, estudiaron Las proponciones y Localiza-
cidn de Los diferentes tipos cdlulas en fa formacidn del cuerpo fructifero.
Encontranon que no existe intercambio de cdlulas espora a tallo, o vicever-
sa, cuando se han marcado fas células durante ef estado vegetativo y se han
examinado en of estado de culminacion. | Esto se observd en condiciones de

Lipo salvaje ),

Tambiin observaron que existe divisidn celublar durante ef desavrollo

Zanto antes de La agregacidn como en ef agregado. En el pseudoplasmodio in
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méuil se detectd mixima sintesis de DNA pana células preespora s4im que ob--
servaran divisidn para fas células pretablo y predisco basal. VYa en fa fon
‘macidn de La espora se encontrd poca divisdibn celular y no se detects en --
fas células tallo.

Hasta el estado de mighacidn del pseudoplasmodio, Hayashi y Takeuchd
{ 1981 ) observaron un incremento de 1.5 a 2.0 veces enel nimero de cBlufas
anteriones, Este incremento coincddid con La aparicidn de Las céfufas de -
netaguandia, y es pndbabﬂe que esta apa/z;éc,één sea debdda en parte, a fa con
version de Las células anteriores a células de refaguardia.

la fomacidn de La espora se termina en un perniodo de tiempo mds con-

to que el requenido para La formacidn de £a céfula tallo.

Tasaka y Takeuchi | 1983 ) estudianon el patrdn celular durante La -
migracidn det pseudoplasmodio y en el estado temprano de £a culminacisn, en
contrando que durante £a mignacién prolongada decrece £a proporcibn de £as
.cuuza‘s preespora en el pseudoplasmodio. A8, 4e observd que patrin de cé-
Lukas pretallbo y preespora fué alterado. Despuls de La induccidn de fa cul
minacitn se nestaund ndpidamente fa proponcitn y distrnibucion de Las cilu--
Las preespora no son completamente funcionales durante La migracidn, por Lo
que parece que £a migracidn de este onganismo no es necesaria para su desa-

hollo.

Los mismos autores observaron que dunante La thansicidn entre fa mi-
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ghacidn y La cubminacidn, se presentaba una Lintesa mezela de célufas. Peno
fué interesante que dunante este perdodo, Lo proporcidn normal de fas célu-
las preespona se hestableciera. Esta observacidn fué hecha con pseudoplas-
modios que tuvieron Larngos tiempos de migracidn, y esta de acuerdo con fa -
{dea de que el patrin celwlar se construye pon La mmbman' de £as célu-
Las Las cuales se diferencian previamente, independientemente de fa posi---

cldn en La que se encuentren.

Sakai { 1973 ) habla mostrado La transformacion de células pretallo
a preespora ( por rediferenciacidn ). en un ghupo de células cuyo Liempo de
mighacidn §ué de aproximadamente de 3 honas. Esxta transfommaciin de céfu--
Las pretallo a preespona §ué detectada pon La aparicién del antigeno de La
preespora. Por otro Lado, pseudoplasmodios que migran Larngo Liempo, pare--
cen dncrementan La proponcidn de {as cilulas preespora, dentno de un perio
do £ag despuls de La induccion de £a cubminacidn. Esto sugiene que fas cé
fukbas que han perdido el antigeno de £a preespora duwrante o migracidn, son
células preespona, cuya actividad en fLa sintesis del antigeno de £a preespo

ha fué temporalmente supnimida,

No se sabe La causa de La pérdida def antigeno de £a pheespona, pero
4e cnee que fa pérdida de cientns sustancias en el sustrato son, probable--
mente £as nesponsables. Tasaka y Takeuchi { 1983 ), encontraron que ef KCE
imidazol y AMPc inhiben el decremento en fa proporcion de Las cBlulas prees
pora,-y que el NaCl Lo acelera.
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Fig. 7. Proporciones de difenentes tipos de cdfubas presentes en £a masa -

cefwlan dunante varios estados de La culminacidn.

EL dnea punteada, repre-

senta a Las células feiildas con suero antiespona conjugado con fluoneceina,

¢ el drea en bfanco a Pas células no Leitidas | Hayashi y Takeuchi, 1981 ).

En Lo elipa de Ra culminacidn | aproximadamente a Las 14 horas des--

pués de La inanicidn ), La masa celular contiene amibas no tefiidas tanto en

La negidn posterion como en La anternionr.

No se sabe cual de estas células

pesunanece como células amiboddeas en ef soho maduro; sin embargo La desapa-
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ricidn de fas célubas de retaguandin sugiene que se mueven hacia £a parte -
superion del soro, y el nesto se diferencia en cilulas del disco basal. -~
Pon Lo tanto el cuerpo fructifero consta de células espona, ftallo, del dis-
co basal y amiboideas. Loa cuerpos fructifercd formados presentaron propor
cibn nowmal de células, incluso de aquellos pseudoplasmodio que migharon du-
aante mucho tlempo | Tasaka y Takeuchi, 1983 }. ‘

3.3. TFACTORES FISICOS QUE AFECTAN LA AGREGACION ¥ MIGRACION.

Fishen et al. [ 1981 ) encontraron que el ampfic range de respuestas
a tipos de conducta de ordentacidn y velocidad de mighacidn, en respuesia a
gradientes de fuz, cafor y compuestos quimicos, eran debidos quizds, a meeca
niamos de adaptacidn por cambios de sensibilidad, en nedacin a fa intensi-

dad de fuz y calon, mis bien que a £a presencia o ausencia de estos.

EL pseudoplasmodio se mueve & Lo lango de gradientes de temperatura,
humedad, £Luz y compuestos quimicos, y esios parecen ser una clara razén eco
- E0giea pans este comportamiento, ya que £a respuesta a .estos estimufos pug
de asegurar que ef paeudoplasmodio se mueva en fa superficie del suels g de

algiin modo enconthan el sitio donde La diferenciacidn ocurnna { Ashwonth, --
1974 ). ‘

la fuz puede actuar como un estimubo para condtuuceidn del cuerps -~
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fructiferno { aunque noes esencial ). Bajas intensidades de Luz mo influyen

en La velocidad de mighacidn; en cambio, intensidades muy altas provocan fa
desondentacidn del pseudoplasmodio, aunque ninguna veriacidn en La veloed--
dad de mighacidn. Cuando se mantienen en La oscuridad mighan indedinidamen
te y en forma desorientada. Este comportamiento del pseudoplasmodio §ué de
teaminado cuando 8¢ Le colocd en un medio de desplazamiento | agar + agua }
bajo una fuente de Luz a diferentes intensidades y midiendo periodos deter-
minados de tiempo, asi como La distancia necorrida pans deteuminar La velo-

cidad de mighaciin a temperatwrn constante de 21°C.

Cuando se disminuys La reflexion de La Luz al afadir carnbén al medio
de cullivo, se obserws que disminuyd La desorientacidon causada por La inten

sidad de La Luz.

En cuanto al efecto termotictico, no se observaron cambios en La ve-
Locidad de mighraciin del pseudoplasmodio cuando en ef medio | agar + agua )
y en £a oscunidad, se compararon Las velLocidades de mighacidn en un ghadien

te de temperatura | Fisher y Smith, 1982 ),

Los datos anteriones mostranon que La velocidad de mighacisn del --
pseudoplasmodio no depende de La natunaleza de La sefial | oscwiidad, calonr,
Luz ), sino que es una tendencia {nnata de Sste para moverse a una veloci--

dad constante, sin importan Lo natunaleza def cstimubo externo.

Cuando el suwstrato donde se encuentra D. discodideum tieme una fuenza
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Adnica modw&a y una capacddad amontiguadona débil, de tal manera que el -
pH se incrementa durante el cuwrso del desawvvrofilo de Ligeramente deido a -
cencano a fa neutralidad, el pseudoplasmodio comienza a mighar, pero des---
puds de un conto tiempo | el cual puede ser tan pequedio como de una hora |
el pseudoplasmodio deja de migrar y comienza £a comstuiccibn del cuerpo --
fructifeno. S4oen cambio se tiene una fuerza idnica alta y una capacidad -
amontiguadons débif, el estado de migracidn puede ser omitido, e inmediata-
mente se construye ef cuenpo fructifero. Las condicionu exam de fuerza
ibnica, capacidad amontiguadona y el pH necesario, varian de cepa a cepa; -
asl también Eas condiciones cambian dependiendo de £a naturaleza del medio
usado para ef crecimiento de £a amiba de La cual §ué desanrollado el pseudo
plasmodio | Ashwonth, 1974 ),

‘ Grant ( 7982 ) observd que fa velocidad y onlentacidn eran controla
das pon difenentes célufas en el pseudopfasmodio; La ordentacidn es regula-
da por fas células de La punta del pseudoplasmodio, mientras que La veloci-
dad es propiedad del tamafio y edad def pseudopfasmodio y ol medio en el que

se encuentre.

Los puudop&aamadwb m& viefos Aon aque,aob cuyob uempOA de migha
cibn son mayoned de 8 homu { claro que Ae fan h.a.polwado mighaciones hasta
de dﬂus i) conALgu,cénder utab tiempos de migracidn cuando Los pseudoplasmo
dios ya formados se conservan en agar no nu,t/wtf.uo a 21°C y en ka oscuridad.
Los pseudoplasmodios mis viefos suelen sen mds pequeiios que Los jévenes, de

bido probablemente, a La pérdida de Las células de £a cauda, £o que sobne--
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viene con £a edad,

Smith g wwuamA ( 1981 ) demostnaron que Los diferentes tamafios de
Los pseudoplasmodios difieren en velocidad de migracibn; ademds entre mds -
fovenes son Los pseudoplasmodios mis rdpidamente se mueven, compardndolos -
con Los pseudoplasmodios mis vicjos. Por Lo tanto, La nelacion obsenvada -
entre La velocidad y ef tamailo del pseudoplasmodio es en base a fa edad del

mismo,

3.4, FACTORES QUIMICOS QUE AFECTAN LA AGREGACION.

Propagacdidn de La seiial y xedpuesta celulanr.

La quimiotaxis es un importante mecanismo en fa vida de Los ohganis
mos. D. discoideun exhibe diferentes conductas de onientacidn, velocidad -
de mighacidn y aghegacion frente a diversosd compuestos quimicos. Las ami--~
bas presentan un fendmeno de quimiotaxis negativa, debida quizds a una pe--
quefia mokécula que ayuda a Ra dispersidn de Las cBlubas | Keating y Bonnen,
1977; Kakebeeke et al., 1979 |.

En La agregacidn natural, el movimiento de £as cZlulas es de aproxi
madamente de 20 wnm en 100 segundos | Steck y Devreotes, 1980 ), y La sefial
de AMPc parece sen también de aproximadamente 100 segundos, o sea, La dura-

clin de fa quimiotaxis es tan duradera como Lo sefial de AMPe | Futrelle et
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al., 1982 ). También se observd que pulsos breves, aproximadamente de 5 se
gundos, no inducian £a quimiotaxis. Cuando Los pulsos de AMPe sen breves,
se inducen nespuesias tambiln breves, y no existe una Liberacidn indepen---

diente del eatimulo { ver parago adefante ).

Futhellle et al { 1982 | midieron fa nespuesta quimiotdetica cada -
hona durante 15 horas despuis de La inanicitn, Cada una de fas colubes mod
tho fuente y autdnoma actividad quimioZdctica despuls de 15 horas, y a Las
20 honas se presentd el fendmeno " en comniente M. En cada una de estas he
nas fuenon administrados 3 puldos consecutivos de 1 min. de AMPc, con un in
tervalo de tiempe de 2 min. enirne pulsod. Bajo fas condiciones de su espe-
nimesto, eflos no observaron gque se aceferanra el desawwollo, ya que Los --
controfes que no fuenron estimubados, comenzaron a agheganse entre fas 17 y
20 horas después de £a inanicibn, como ‘ocwuulé en Las células estimuladas.
Asl, observanon que en £as célfulas que tienen mis de 10 hohas de (nanicidn,
existe un patrdn de respuesta quimiotdetica, af aplicar 3 pulsos consecuti-
vod de AMPe. AL primen estimulo se presentd una respuesta quimiotdctica ~--
fuente y clara, pona el segundo esilmulo fué mds fuente La respuesia quimio
Lactica pero con Lento decaimiento; pana el Zencer estimulo se observd paco
efecto en La respuesia. La resdpuesin af estimubo {ud mediada por el movi~-
miento de fas c8fufas. Companando £a nespuesta quimiofdctica a diferentes
Ltiempos del desarrollo, de 1-5 horas, de 6-10 horas y de 11-15 honas, obsen

varoi que fa respuesta quimiodctica se refuerza con La edad del pseudoplas

modio.
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Alcantara y Monk { 1974 ) observaron La agregacitn sobre agar bajfo

campo gdcure, y vieron que se presentfaron bandas clarnas ¢ csounas, en ani--
2Ros concéntricos y espinafes, donde en Las bandas claaas se encontranon a-
mibas movidndose y en Las bandas cscunas, fas amibas estacionanins. A este
movimiento de £as clulas se Le Llamb " en cornientes " | szneam ). Las cg
fulas se mueven, como ondas de movimiento interion que se propagan hacda a-

fuera,

Shaffer | 1975 | eatfudié La onda de propagacidon de £as células du--
nante ba transmisidn de fa sefial de AMPc, ¢ postuld un modelo panra explicar
Lo: La thansmisdibn del AMPe ¢4 en {orma de pulsos breves, producibndose un
pico cuando e aleanza fa concentracion mis alia de AMPc. Cuando termina -
2a seial, el AMPc del pico mdximo empieza a difundir a Los Lados, y La con-
centracidn aumenta en fas onillas disminuyendv en ef pico de fa onda; enton
ces £as cilubas que se encuentran en Los Lados presentan un gradiente never
s0. Este modelo va contra La agregacidn natunal, ya que esta nunca se ha -

visto movimiento hevendo.

4
Pulsos .
Ppup ey En este modelo el segundo estimu-
Lo ocunne antes que ef paimero teamine.
&
2
Contno . «— Movimients de Lus cBlulas
athayente

Un segunde modelo propuesto pon Parnas y Segel ( 197§ ), consiste -



72
en que Las ondas son mds anchas y debido a La degradacidn def AMPc ¢y a La ca
neneda de secrnesidn, fa concentracifn de AMPe cae en fa pante cercana af -
centho atrayente, mienthas que Las cifulas mis alejadas del centrno son Las
iltimas en sen estimubadas y pon Lo tanto es ahi en donde se encontruania --
una fuente de AMPc todavia ‘activa.

b
1 Onda Entonces Las células cencanas af
—_—
o centro atrayente presentanian un gradien-
A
2 te reverso, pon Lo que tampoco concuerda
- con La aghegacion naturnal,
Centro «— lovimiento de £as cElulas

Un tencer modelo postulado por Tmchik y Devreotes { 1950 |, esta ba
sado en el hecho de que La duracidn de La sefial es comparable con fLa durna--
eddn def movimiento. Esto es apoyade pon La medicidn de fa quimiofaxis y -
La medida del estimulo def AMPc. Llas células se mueven solamente mientras
Lo concentracion es Liberada. Esto sugiene que Las cilulas no pueden ser -

quimiotdcticamente sensibles a un gradien

4
ZLe cuya concentracidn esta cayendo con ed
Q tiempo. las c&fulas sofamente se mueven
E mientra La concentracion de AMPe es cne--
— clente,
Centro & Movimiento de Las células

La concentracion cae despuls de que pudiera existin un aparente mo-

vimiento neverse. Este dltimo modelo es el mis aceptado ya que concuerda -
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con La netransmisidn de La seiial durante £a aghegacidn.

Futnelle, Thaut y McKee | 1982 ) sugirienon que fa existencia de on
das muesina que £a retransmisdidn de La sefial ocwrne. También encontraron -
que fas células exhibian una respuesta transitoria al AWPc, a f£a cuaf flama
non de " encogimiento " | oninging ). Notanon que se inducia tanto por puf
404 contos como por pulsos Largos de AMPe, y fas clufas eran apreciable~-
mente Lentas, o definitivamente paraban dentro de Los 20 a 30 segundos des-
pués de haber comenzado el pulso; esta disminuciin de La velocidad &e acom-
paiaba de un curvamiento y contraceidn de fas cilfulas, expandiendose poste-

rionmente despuls de 40 a 50 segundos y continuando su movimiento nonmal.

Si ka dunacién de La sefial de AMPc ena bastante Larnga se inducia La

quimioiaxis y La cElula comenzaba a orientanse durante el " encogimiento ".

EL " encogimiento " ocwuie en pobfaciones natuwrales durante movimien
tos de onientaciin d2bil y como una reaccidn a cambios de AMPc, EL " enco-
gimiento " parece sen un proceso de adaptacidn rdpida porque La Locomocidn

. celulan se hestablece despuds de un minwto, ain cuando ef estimulo sea man-

tem.do. Ea maA ripido que La transmision de La respuesta del AMPc — -----
{ vmauu Sf.eclz y vewzeotu, 1980 }..

Durante &a agnregaciin nommal, Las cilulas esencialmente se detienen
entre cada movimiento. la duracidn de esta pausa puede ser de 100 a 500 se

gundos | Abcantara y Monk, 1974 | y durante este periodo Las célubas pare--
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cen " temblan ", aunque permanecen potencialmente en nespuestd.

Futrnellfe et al. | 1982 ) pensanon que este " temblon " probablemen-
te sirviera para inchementar fa eficiencia del patrdn de agregacidn, ya que
al " temblar " Pascelulas aumentan f£a probabilidad de que exdsia el contac-

fo una con oira.

La agregacidn y La fonmacidn " en conrientes " son impedidos en £os
estados tempranos del desarnollo, probablemente debido a que La quimiotaxis
es dEbit,

3.5. SITIOS DE AFINIDAD AL AMPc QUE INTERVIENEN EN LA AGREGACION.

EL AMPc es generado a partin de Pa adenosina trhifosgato | ATP ) por
La aceidn de La enzima adenilato ciclasa | E.C.4.6.1.1. ), y es degradado a
AMP pon £a 3',5'-nuclestido ciclico fosfodiesterasa { E.C,3.1.4,17 ) &a --
cual es edpecifica pana Los nucledtidos ciclicos. Las actividades de estas

2 enzimas detenminan Los nivefes de AMPe, | ver f{ig. § |.

Las cllulas no solamente son atraidas por el AMPc, &ino que el AMPc
tambitn causa fa adherencis de una céfula con otra | Konifn et al., 1968 }.
Panece ademds que en el aghegado, Las célubas estimubadas Libenan AMPec, c;~—
Znayendo todavia mis amibas. La cantidad de AMPc producido es extremadamen
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te pequeiia durante ef estado vegetative, pero se incrementa fuertemente du-
nante fa fase de aghegacitn. Cantidades muy pequeiias son defectables duran
te La mighaciin def pseudoplasmodio | Bonner et al., 1969 ). EL AMPc pane-
ce jugan un papel anifogo af que juegan las honmonas en £0b organismos dupe -

riones.

E€ AMPc en D. discoideum es nespondable de indician fa agmegac_:,één de
fa amiba unicefular a une masa de clulas, £as cuales eventualmente coales-
cen para foruman un pseudoplasmodio multicelulan. Despuis el pseudoplasmo--
dio tiene que mighar a su sitio de cubminacidn, y el AMPc es apareniemente
nesponsable de £a induccitn de cientas cilulas o diferencianse en ctfufas -
tallo y espora. Se cree que durante fa estimulacidn de £a agregacidn, el -
AMPe funciona como primer memsajero extracefular mis que como un segundo ~-

mensajeno intracelufan | Robison, Buichen y Sutherband, 1971 ).

Green g Newell { 1975 ) demostranon que La unifn del AMPc a La mem-
brana presentaba 7 distintuy afinidades, una de afia afinidad y oira de ba-
ja aginidad. Por La unibn de §-3H AMPe en difenentes concentraciones a Las
célulbas, observaron que exdstian sitios de unidn en Las células con alta a-
finidad al AMPc, encontrando que eran aproximadamente 3,000 siiios por cZlu
fa con un Ka de 0.6 nM. Los sitios de baja afinidad de unidn se encontra--
non un range de 4.5 - 9 x 104, cort un Ka de 125 nM. Ambos sitios de unidn

al AMPc ae Localizaban en Lz superficie celular y enan de natunaleza pro---

telca.
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Schmidt y Stirting (| 1982 ) estudiaron el efecto de £aol-quimiotrip
sdna en Loy enzimas reguladorcs del desannollo y Los sifios que Ligan al --
AMPe, Lao -quimiotripsina es una endopepiidasa especifica para aquellos en
Laces pept,idiconé. en Los que La funcidn canbonile es apontada pon restos de
aminodcidos aromiticos, pon efemplo La tinosina, el triptigano y fa fenila-
Lanina, Encbnﬂmon que d-quimiotrhipsing afectaba Los phrocesos necesarios
para a expresibn de Las enzimas de La post-aghegaciin, y en cambio, aque--
LLas cuya actividad se {ncrementaba antes de La aghegaciln conservaban sus
pahonu de acumubacitn de desawrollo normal.

También observaron que cuando fLas cZlufas eran thatadas con o -qui--
miotrnipsing, se alteraba su habilidad para unin al AMPe en Los sitios de ba
ja afinidad; sin embargo, perwmanecia inaltenable La unidn a Los sitios de -
alta adinidad | Kelpatrick et al., 1980 ). VYa que ni Los sitios de alia a-
ginidad, ni La agregacidnfueron afectados pon La A-quimiotnipsina, parece -
posible que Los aitdos de baja afinidad sean destruidos por Laot'-qwni.omp-
sdina, TambiZn se observé que £a pronasa afecta estfos sitios de manera simi
Lar, mientras que La tripsina no tiene ningin efecto ( Schmidt y Stinling,
1982 ).

Porn otra parte Ea mutante NP 144 mosrd noamal unidn def AMPe al si
tio de baja afinidad, y presentaba poca agregaciin por Lo que se pensd que
La unifn def AMPc a £Los sditios de alta afinidad podrian ser hequeridos para
La agregacién | Sehmidt y Stirbing, 1982 ).
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3.6. PROTEINAS QUE INTERVIENEN EN LA AGREGACION.

‘Existe evidencia de que el GMPe esta involucrado en Lo unidn del ne
ceptorn de membrana del AMPc con el sistema de respuesta intracelukar, ya --
que ef GMPc aleanza una acumubacidn mixima a Los 10 segundos del estimulo -
con el AMPe { Wustex et al., 1977 1.

Mato y Manin-Cao | 1979 ) demostraron que existe una metilacidon Ad-
pida y transitonia de fad proteinas de La membrana, en nespuesia con La es-
timulacidn con el AMPc, por Lo que es posible que ef GMPe y £a metilacidn -
de La proteinas de {a membrana sean factores comunes que intervengan en fa

quimiotaxis.

Por otno Lado Gerish | 1980 )}, tuvo evidencia de £a acumifacidn de
una glicoproteina en Lo superficie celular,biamada 8itio de contacto A ---
| csd ) que tiene una funcibn impontante en La cohesiin celulan como recep-
ton de superngicie de membhana durante £a fase de agregacibn. Esta glicopro
tefna con aparente peso mofecular de §0 K daltons, contiene ¢ cadenas de --
carbohidnatos, y su N-glicosilacidn especifica es .inhibida por tunicamicina.
Ahora bien, La tunicamicina actuz éobre fa agregacidn celular en V. discoi-
deum provocando cambios en el movimiente celular y pon inhibicidn de un re-
cepton dunante La adhesidn intercefularn. Las células tratadas con tunicami
oéna. muestran actividad pseudopodial no coordinada, de manera que £Los pseu-

dopodos son extendidos simultaneamente por todas partes de fa superficie ce
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Lukar, y Ras c@Rubs son incapaces de moverse en gorma corxectn.

v,
N e

e

Geltosky y Springen | 1980 } encontraron una segunda glicoproteina,

gp 150, que es difenente a caA, pero cuya funcidn e £a misma,

Barondes y Shinnick [ 1980 ) estudiaron 2 Lectinas endbgenas, dis--
coddina 1 y discodidina 11, que tambiin se acumulan en La fase de agregacidn
y que iguabmente fuegan un impoatante papel en La adhesidn cefular. Beagea
{ 1981 } y Devine ( 1981 } repontaron que tante La discoidina T como fa I1
eqaan potentes hemaglutininas con simidan composicitn de aminodeidos.

Madley { 1981 ) detenmind pon edectrofonresdis en acnifamida ef peso
mofeculan de estas Lectinas y encontrd que ambas enan Tretfdmeros con un pe-

s0 mofeculan pura discoddina 1 de 110,000 y para discodidina 11 de 96,000,

En e estudio de La nefacidn entre fa estructura de Las Pectinas y
s funcidn biolbgica, Fraizen { 1975 ) enconind que Las discoidinas 1T y 11
son proteinas mubltivalentes que Ligan carbohidratos, siendo su /tecohocimi.eg
to especifdicr difenente, suginriendo que pueden unirse a diferentes receplo-
aes que contienen ofigosacirnidos en fa superficie de £as células en agrega-~

¢eddn.

Bartles, Santono y Fradizer ( 1982 } estudiaron fa discoidina T y ob
svwvanon que puede uninse a Las célubas por 2 diferentes mecanismos; uno -

que involucar £a unddn a Adtios neceplones de tipo canbohidrato | Elamados
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sitios " C V), y otho que Lnvolucra fa interaccidn electrosiitica entre fa
canga negativa de un componente de fa membrana | Llamado sitio " 1" ) y La
canga positiva de discoddina I. La unidn de discoidina a Los sitic " T " -
§ué estudiada usando vesiculas Lipidicas de fosfatidil colina, fobfatidil-
glicenol y gosfatidifetancfamina. Odiscoddina I es fa Lectina principal y

ejence un papel impontante en fa agregacion cefular.

Fingey { 1983 |}, estudid el efecto de vesicufas Lipidicas que conte
nian AMPe, sobre £a agregacidn., Asociado con eslie fendmeno hubo un retraso
en e desannroblo de fa Liberacidn de Lo adenifato ciclasa, una induccidn -
prematurs de La fosfodiesterasa def AMPc y una calda aparente del inhibidoi
extuacelular de La fosfodiesterasa.

Es clano que ninguna reaccddn de una clula a un estimulo puede sen
vista en forma aisbada. Un estimublo aftera La monrfologia y La Locomocidn,
Yy probablemente fLa funcidn de receptores y £as pozas internas. Esto entun-
no, modula La respuesta para el prdvimo estimulo conduciendo a {a adapta---
eddn., S4 de evitan £os efectos de " memonda " por edperan unas cuantas ho-
aas antes de aplicar otro estimubo, entonces Las células de D. discoideum -
muestran cambios de desanrollo en La respuesta | Futrelle, 1982 ), o sea, -

que no continuan con ef phoceso en el que se habian internumpido,
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PROTEINAS,

4.1. LA REGULACION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN LA DIFERENCTACION.

La negulacidn de La sintesis de proteinas en Las cdlulas eucarnidti-
cas es una nespuesta a una amplia variedad de condiciones medio ambienta---
£es; asi pon efemplo, tenemos que en células de mamifernos en inanicidn de a
minodeidos y glucosa, se observi disgregaciin de polisomas y una disminu---
cidn en La velocidad de iniciacidn de La sintesis de proteinas ( Christman,
1973 ). Este bloqueo en La fniciacidn de La cadena pofipeptidica trae cemo
condecuencia fa acumulaciin de RNAm no polisomal. AL momento en el que se
afiaden Los nutnientes faltantes, otra vez La cantidad de polisomas y £a ve-
Locidad de iniciacitn de £a sintesis de proteinas retoana a niveles basa---
Les, no nequirniéndose nueva aslntesis de RNAm. Esir recuperaciin parece de-
penden, de La eficiente thaduccidn de RNAm sintetizado antes del evento de

inanieion | Carndellfd y Dimond, 1981 ).

Una de fas nespuestas {nmediatas a La inanicidn en células de D, --
déscoddeum, es Lfa reduceidn en el tamaio y cantidad de polisomas Libres y -
de Los unidos a La membrana [ Afton y Lodish, 1977; Candelli et al., 1981;

Margolskee et al., 1950 ).
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Pon Lo antendion Cardetll y Dimond { 1981 ) trabajaron para deteami-
nan qud etapa en fa sintesis de proteinas era responsable de £n respuestn a
La inanieidn. Panra ello dinvestiganon el efecto que tiene La inanicidn 80--
bre La indciacibn de La sintesis de proteinas en células creciendo exponen-

ciatlmente.

Para medin 84 £a Lnanicidn produce un cambio en ef nivel de poliso-
mas, midéieren su tamafio y cantidad en c&lubfas en desarrncélo, a tiempos Lan
temprancs como 15 min., despuds de establecida La inanicidn. Usaron un me--
dio que contenia sales { medio de inanicibn | y una temperatuna de 22°C., -
Pana La detenminacidn colectanon fas cilufas por centadifugacidon, fas Bisa--
non y Los polisomas Los analizaren en gradientes de sacanosa y feyeron Las
extineiones a 260 nm. Encontharen que el total de polisomas decrecia tran-
sitoniamente en tamaio y cantidad cuando Las céfulas eran simplemente Eava-
das, centrifugadas y postericamente nesudpendidas en un medic de crecimien-~
to o simplemente, cuands se colocaron en un medio de {nanicidn, sugiriendo
que ambos thatomientos pueden efectuar una disgregacidn de Los polisomas -
en 0. discodideum, y esta disgregacdion tiene come hesultade un ripido decre-

mente en La velocidad de infciacion de La sintesdis de proteinas.

Pon otro Lado, el hecho de que £a centrifugacidn causana ef decre-
mento en La cantidad de polisomas probablemente se deblera a que se .incre--
mento fa densidad celulan, y que por Lo tante, decrecid fa concentracidn Lo
cal de oxigeno disuefto, suginiendo que La anoxia afectaba el desarrollo ce

Lufarn., Para comprobar Lo anterion, wiawron medics de cultive en suspensidn,
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donde Za cantidad de oxigeno disuelto fué muy baja. EL crecimiento que en
contranon §ué muy pobre, por Lo que dedujeron que el crecimiento de fas c&

‘ ’ -
Lulas nequiene oxigeno.

Ademds, La agregacidin celular se vid afectada pon la cantidad de

oxigeno, ya que cuando Los culfives estaban en condiciones de anoxia, se

observs dispersion de Los agregadod y cuando se airearon nuevamente, Los a

=

gregados volvieron a formarse. Precisamente en el momento en el que Los

ghegados se dispersaron, se obseavd fa dispernsidn de Los polisomas y La
calda en La velocidad de fLa sintesis de protfeinas en un 20% con respecto a

un contrnol positivo.

La dispernsiin de Los agregados y La subsecuente disgregacitn de

Los polisomas son eventos independientes, pero ambos ocwthen como una kes-
puesta a La anoxia, por Lo que Cardelli y Dimond { 1981 ), sugirienon que
La sintesis de proteinas en D. discoideum puede ser regulada en parte pon
Los niveles de ATP,

Acompaiiando La reduccifn en La velocidad de iniciaciin de £a sinte
844 de proteinas inducida pon fa inanicidn, se obseavd tambi@n un incremen
to de 3 veces en £a cantidad de RNAm no traducido. Cardelli y Dimond -
[ 1981 ) encontranon que el 35% del total de RNAm celufar se encontrd como
RNA no polisomal en célubas en inanicibn. Esto sugindd que cientos {acto-
hes, sumados a fa reduccidn en La velocidad de unibn de Los ribosomas ak -

RNAm, pueden provocan un incremento en La cantidad de RNAm no thaducido.
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Tales factones podnilan sen el secuesino de afgunos RNAm a través -
de fa asociacién con protelnas, o fa neduceidn en £a actividad de un gdacton
0 factones de iniciacidn, fos cuales podrian heconocer una cierta clase de

RNAm,

A causa de que La inanicidn inicia el desawiollo en . discoideum,
esta neduccidn en £a velocidad de iniciacifn de £a sintesdis de proteinas po
duia estan nelacionada ol desarnollo. Cuando se nesiablecen Lo requendi---

mientos nutrnicionales y el oxigeno, se nestablece fa sintesis de protelnas.

4.7, GLICOPROTEINAS QUE INTERVIENEN EN EL DESARROLLO DE 0. discoideum.

EL contacto cllula-cluba es mediado por Los componentes de fa mem-
brana plasmdtica, y en particular Las glicoproteinas juegan un ;z'JapeE Ampon-
tante en el contacto celufan | Geltosky et af., 1979 ). Debido a que ef -
ANPc acefera el procesv de aghegaciin { Dawmon et af., 1975; Gendisch et af.
1975 )., podria estan involucrado en el contnol de £a formacidn de glicopro

 feinas de’fa membrana.

Toda ot al. | 1980 | obtuvienon patrones sustanciabmente dijercntes
de Las glicoproteinas de £z membrana plasmatica durante ef estado de creci-
miento en fa interfase | desde el momente de La inanicidn hasta ef momento

en . que comienza La aghegacidn ) y en el estado de aghegacidn.
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Toda et al. | 1981 } a su vez estudiaron Los cambios en Los patno--

nes de glicoproteinas sobre £a supengicie celufarn de D. discoideum durante
el desarnolfo. Pana eato usaron cultivos en Auwspensdidn y mancaron Los can-
bohidratos de ta membrana cefulan con periodato de bromohidruno | 3y -
| perdodato Na83H4 }; Las células se Lisaron y centrifugaron, y ef sobrena
dante §ué analizado por efectrofdresis en gel de poliacrilamida-SDS. Por -
fluchognadia detectaron fas glicoproteinas mancadas. AsL, encontraron cam-

bios que Lncluyeron :
INCREMENTOS.

Proteina de 153 Kd,- dunante Las primeras 6 honas del desarroflo y despuds

decrecid.
" Profeina de 89 Kd.- duwrante £as primeras 10 honas def desarrollo,

Proteina de 123 Kd.- decrece dwwante Las primenas 4 honas def desanroffo y

-

A2 inerementa a Las 10 horas.
Proteing de 106 Kd.- dunante fas primeras 10 honas.

Proteina de 103 Kd.- durante fas primeras 6 honas y Luego decrece.



DECREMENTQS.

Proteina de
Proteina de
Proteina de
Prnoteina de

Proteina de

Proteina de

Proteina de

Proteina de

241
205
170
78
65

226
187

143

Kd
Kd
Kd
Kd
Kd

Kd
Kd

Kd

&6

) decrecen durante Las primenas 6 honas y no de concce

44 desaparecen totalmente o se incrementan posiendion

| mente.

} decnecen dunante fas primenas 4 honas y no se conoce
54 desapanecen totafmente o se incrementan posienior

mente.

decnecid dunante Las primenas ? honas y no se conoce
&4 desaparece Lotalmente o se¢ Lncrementa posierior--

mente.

\

La apanicion de Las proteinas 89 Kd y 106 Kd se observs tanto en --

cultivos en suspensidn como en cultivos s58idos en {nanicibn durante La in-

tenfase y tambiln en el desarnollo temprano., La adicitn de puleos de AMPe

indujo solamente el inciemento de fa glicopnoteina 89 Kd end utado tem--

prane | Parnish et al., 1978 ).

La tendencia en fos cambios de Las glicoproteinas duwrante el desa--

rhelle Lemprano ha side también observado para proteinas solubles que se in
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chementan ghraduafmente a través del desanroflo temphane, asdl como £as pho--
teinas de membaana { Ono et af., 1981 |, analizadas pon déc&oﬁénuu en -
el gel bidimensional.

: :

Geltosky et al. | i§79 } neportanon una gucomozana que Llamaron

gp 150, presente en cdlubas vegetativas, cuya concentracliin se incrementaba
dunante Las primeras 10 honas del desancllo y parecia comredponder a €a --

glicoproteina 153 Kd repontada pon Ono et al. { 1981 .

La gliceproteina &9 Kd parece comnesponden ol aitio de contacto A -
{ Muller y Gernisch, 1978 ), el cuaf aparece en fas células agregdndose, me-~
diando fa cohesdidn intencelular. La 8% Kd y £a cs A s2 panecen en pedo mo-
Recular y en el efectov que produce el AMPc scbre Bstas.

Existe ctra glicoproteina con un peso molecular de 95 Kd cuya sinte
§44 comienza en el estado de culminaciin, por Lo que esta glicoproteina po-
dnda estarn invofucnada en fa cohesidn cefubar en el estado de desarrvle pos

terion,

Los cambios en Los patnones de Las glicoproteinas de £a membrana --
plasmitica durante of desarrollo parecen ser neguladod por varios factones:

inandeidn, pulsos de AHPC y contacto céfuba-célula.
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4.3, ENZIMAS CARACTERISTICAS DEL DESARROLLO.

Dw@e el desarnollo existen cambios imvoriantes en Las poblacio--
nes de Las mofL&cubas de RNAm y proteinas | Alton y Lodish, 1977 } y aunque
se pensd que ef contacto cilula-cdlula era neceswrio para iniciwr estos cam
bics en fa expresdion de £od genes, fa continua sintesis de proteinas es s0-
Lo dependiente def AMPe { Landfear y Lodish, 1980 ). Sin embar o £a multi-
celularidad ne patrece necedaria para cdentas mutantes en donde Ae expresan
Las enzimas post-agregativas | Town y Gross, 1978 ) o en amibas de mutantes
espondgenas que desarrollan esponas sin que exista contacto cefubar | Kay~

y Trevan, 1981 ),

Dunante el desarrollo de D, discoideum se presentan varnias efapas
en Las cuales apareceir clertus enzdimas que son condideradas como especifi--
cas e {ndicadonas de dichas etapas. Schmidt et al. { 1978 ) y Xilpatrick -
et al. | 1980 ) habian observado que cuando se agregaba o - quimiotripsina
a célufas de D, discoideum despuis de La Enanicitn, se bloqueaba La forma--
. eddn ded sonus. Si La- quimiotnipsina se¢ aghegaba desputs de formadoe ef
agregado, se formaban cuerpos fructifercd con encapsulamiento Lmpropio de
. Las esporas, Las que se encontraban inmaduras. Parece sen que £a proteasa
Anhibe enzimas ‘que aparecen en diferentes etapas, y se obserwa alteracidn

de £as etapas en Las que probablemente estas enzimas actuan.

Schmidt y Stinking { 1982 ) encontraron que £a - quimiotrnipsina a-
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fectd un proceso necesario para La expresdidn de Las enzimas de fa post-agre
gacidn. Pon Lo tanto, ninguna de Las enzdmas involucradas en £a agregacidn
fué agectada debido a que ain con el tratamiento de £as células en {nani---
cdidn con La proteasa el agregado se formd. Ademds {as enzimas que se incre
mentan antes de fLa agregacién en células tratadas con La proteasa fueron a-
cumuladas de manera paralela a células en desarrollo que no fueron trhatadas

con La enzima.

AL desarnollarse Las células en presencia de - guimiofripsina se -
inhibe La producciin de todas fas enzimas post-agregativas. Schmidt y Stir
Ling | 1982 ) midienon aquelfas que normalmente aparecen inmediatamente des
pués de La aghegacidn, fa glicbgeno fosfonilasa, UDP-glucosa pinofosgonila-
sa y UDP-galactosa 4-epimernasa, B-glucosidasa 11 y 4osfatasa alealina. En-
contharon que La pronasa y La o -quimiotripsina disminuyen £a acumulacidn -
de. ﬂa'UDP-ga,Eac,toAa polisacirido thansferasa, enzima de La agregacidn, ade-
mis de cbservar que La maduracidn de La espora es mis sensible a Laeol -qui-
miotnipsina, ya que sole se formd el 1% de Los cuerpos §ructiferos espera--
dos. Esto puede neflejar el gran efecto del X-quimiotripsina sobnre Las en-

zimas especificas de fa cubminacisn.

Cuando se Liberd a fas cBlulas del bfoqueo de £a &-quimiotrnipsina,
estas formaron cuenpos jructifercs aparentemente nommales y se observd una
elevaciin en La actividad especifica de La UDP-glucosa pinofesforilasa in-
depgnctéeniemente que dunante el efecto de Lao-quimiotripsina no se haya -

podido detectan ningin cambio en Su actividad especifica | Schmidt y Stin-
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Ling, 1987 |.

Pana conocer mis acenca de £a interaccidn hequerida pora La forma--
eddn de célubas preespona y espora, Peacey y Gross [ 1981 } examinaron el -
efecto de Las proteasas sobne fa digerenciaciin y sobre fa formaciin de va-

nics productos de La post-aghegacidn,

AsZ estudianon el efecto de La pronasa y Ea o -quimiotripsina sobnre
La feonmacidn de fa eApora, ejectuando fodos sus experimentos en presencia -
de altos nivefes de AMPe. Encontranon 1 efectos principales de £as protea-
sas sobre el desarrolhe de D, discoideum: ef paimero 4ué que a bajas concen
thaciones de Las proteasas se blogueaba £a formacién de La espora cerca del
tlempo de maduraciin; esto no §ué debide a £a transformacion de célulfas es-
pora a c&lubas tallo, ya que no hubo inchemento de estas altimas. Concen--
thaciones bajas de proteasas enan incapaces de inhibin Lo acumlacién de --
Las enzimas espono-especificas, ya que su concentracidn ne fué afectada. Si
el efecte de tas proteasas fuera dineciamente sobre Las enzimas esporo--
eapecificas, cta de esperanse £a inhibicidn en pasos anteriones def desawnc
Lo de La espora, ya que esta capa puede sen escindida pon accion combinada

de La cefulase y pronasa. ‘

EL segundo efecto observado pon Los anterniones awtores, §ué que £a
pronasa y La<-quimiotripsing a concentracdiones mayores | de 250 ug/ml o -
mis | neducen La acumubaclén de La enzima UDP-galactosa polisacdrido trans-

ferasa, especifica de La célufa preespora, mientras que no afectds La apari-
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oibn de La glicbgeno fosfonilasa, una enzima presente fanto en célufas pre-
tallo como preesponra, detectandose una considerable neduccidn en fa propon-
eibn de Las cdfulas preespora. Cuando se afiadieron estas proieasas en au--
sencia de AMPe, observaron que el desarnollo se pard en el estado en ef que
el agregado estuvo en forma de monticulo, presentdndose pobre deswuviollo de

Las cilubas preespona.

4.4, ENZIMAS DEL METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS.

Dunante ed desaviollo de D, discoideum hacia £a organizacidn multi-
cefulan se phresentan cambios drdsticos en todos Los niveles del metabolLisme
celubar. Durante fa inanicion existe un alto hecambio de componentes celu-
Lanes, ya que La enengia necesaria para La diferenciacidn paoviene de guen-
./te/s endégenas. Comparando con células vegetativas, el contenide de protel-
nas, Lipidos y dcidos nucleicos se neduce a un 40% durante el desannoldo.
Cenca def 80% de fas protelnas son cambiadas ¢ Los aminodeidos Libenados --

son metabolizados o neincorporados.

Es Ampontante La sintesis de Las enzimas del mefabofismo de carbohi
dratos, ya que esfan estrechamente nelacionadas con £os cambics def desarno
Lo, y sus actividades son prerequisito para el establecimiento de esthuc-

m monfoldgicas especializadas y funciones fisiolégicas.
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Fig. 9. Enzimas involucradas en el metabolismo de carbohidratos en D. dis-

coddeum. ([ Sussman y Newell, 1962 ).
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E2 contenido cuantitativo de Los carbohidratos no cambia pero &4 4e

observan cambios cualitativos. Se sdntetizan ghandes cantidades de celulo-
sa, vanios mucopoldisacinidos y trealosa como susiancia de afmacenafe. la -
fuente de todos ellos es el glicdgeno acumubado dunante fa fase vegetfativa
{ Panthien y Lenbs, 1987 ).

Las enzimas claves de estas vias metabélficas de Los carbohidratos -
son: UDP-glucosa pirofosforilasa, trealosa-6-fosfato sintetasa, UPP-galacto
sa epimerasa, UDP-galactosa polisacdrido galactosik thansferasa y UDP-galac
/taéya glucdgeno pinofosforidasa, todas sintetizadas durwante La fase post-a--
gregativa, alrededon de Las 10 honas def desannollo; mientras que Los co---

hespondientes RNAm parece que se presentan varias horas antes.

La sintesis de todas estas enzimas y polipéptidos es una’ parte Linte
gral def programa de desauiolo. AsE, mutantes mofofdgicas se pheducen por
carencia de cientas enzimas del metabofismo de carbohidratos; por ejemplo,
mutantes que tienen bloqueada La actividad de N-acetilglucosaminidasa sdon -
{ncapaces de migrnar; Las que carecen de UDP-glucosa pirofosforilasa no pue-
den culminan; cepad mutantes sin un carbohidrato que une a una protefna --

{ CBP- 26 )} no son capaces de agregarse.
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4,5, LIBERACION DE PROTEASAS.

Rossomando et af. { 197§ ) y Crean ot ak. | 1981 ) describieron fa
Liberacion de una proteasa de fa amiba de D. discoideum durante La inani-
cidn, ELLos sugirienon que fa actividad proteofitica estaba invofucrada en
£a modificacidn de componentes de fa membrana celulan, para facilitar fa mi
ghacibn de La estructura multicelulan.

North | 1982 ) estudid £a Liberacidn de Las proteasas cuando Eas a-
mibas son colocadas en un medic de inanicidn, encontrande que £a magon acti
vidad de fas proteasas extrnacelulanes aparecid dentrno de £os 30 minutos de
iﬂéo&zda La inanicidn. Rossomando et al. { 1978 | habian repontade que du-
nante La Liberaeddn de Las proteasas se presentaba Liberacidn de glicosdida-

das aunque Noath | 1982 ) no pudo confinmanto.

North [ 1982 | tambiln heportdo que La Liberacién de La actividad -
de fas proteasas fué insensible al tratamiento con cianuwro mientras que con
fimd que La actividad de otras hidrolasas &1 §ul inhibida. Tgualmente re-
poatd que Las proteasas estudiadas se Localizaban en Los Lisosomas. La in-
sensibilidad de £a Liberacibn de proteasas al cianuro suginié que ef meca--
nismo de Liberacibn no era un proceso especifico secreton, ya que debid sen
dependiente de enengia y por Lo tanto haber sido inhibido por el cianuwro.
Ademds La Liberacitn de fa actividad de proteasas §ué mis rdpida que de o--

thas enzimas Liberadas pon Los Lisosomas. La efectroforesis en gel demos--
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taé patnones similones, tanto de proteasas inthacelularnes como Liberadas.

Se pudo especular que debido a £a inanicibn, e encdende un mecanis
mo para La Liberacidn de proteasas que debe sen dependiente de enengla, aun
que no se ha podido demostrar por La insensdibilidad presentada frente ab --
cianwno. Por Lo tanto alin no es clano cual es el mecanismo de Liberacidn -

de proteasas.

4.6, PROTEINAS DE LA CAPA DE LA ESPORA,

Devine et al. | 1987 | estudiaron La sintesis diferencial de fas pro
teinas de fa capa de fa espora mediante el anilisls electrnofornético de ex=--
Zractos de La capa, Los cuales revelaron {a presencia de 6 proteinas con pe-
s0 mofeculan aparente entre 60,000 y 200,000, ya observadas previamente pon
Orloweki y Loomis | 1979 ).

Devine et al. | 1982 ) encontraron que £as proteinas de La capa de
La espona SP 60, SP 70 y SP 96 ( 60 Kd, 70 Kd v 96 Kd nespectivamente }, se
encontraban presentes en Las céfulas de esporas maduras y no mn detecta--
bfes en extractos de cilfulas tallo; estas proteinas fueron Localizadas ‘en -
£a pared extenrna de £a capa de fa espora y su sintesis y acumutaciin a nive
Les detectables se desarriollo en células preespora sin que se encontraran -

e trazas en fas célubas pretallo. Esto demostind La exclusiva diferencia--



%6
ciln de Las cdlulas preespona que parecen participar directamente en fa for

macidn de £a espoira,

La acumulaciin de estas proteinas no se obseavd aino hasta £a pre--
culminacidn, aproximadamente a Las 14 a 16 honas de iniciada £a inanicibn,
cuando e ha formado el aghregado como " sombrero mexicano "; s&in embargo, o
Anas proteinas de £a capa de fLa espona son acumuladas antes, desde el ini--

cio de su sintesis. Lo antenior puede sen debido a ¢

1.- Que fa sintesis de proteinas de fa capa de £a espora es indicia
da, pero algunas veces mantenida a bajos nivefes en fa migracidn def pseudo
plasmodio, con £a velocidad de sintesdis en inonemento durante el inicic de
La .culminacidn.

2.~ Que ef adpido necambio de fas photeinas de fa capa de La espo-
ha ocwrna en fa mignacidn del pseudoplasmodio, teuminando en ef inicio de -

La culminacidn, permitiendo que se acumuben.
3.- Que pueden sen secnetadas pon Las células.

Caloma y Lodish [ 1977 ) repontanron que La mayoria de Las proteinas
especificas def tallo y espora aparecen en La cubminacidn | 19 a 24 horas ),
En contraste, Devine et al. ( 1982 | demostranon que fas proteinas especifi
cas de La espora aparecen entre as 14 a 16 honas. | EL termino de fa cul-

minacion se Lleva a cabo aproximadamente a Las 24 honas. |.
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4.7. FOSFORILACION DE PROTEINAS DEPENPIENTE DEL AMPC,

Despuls de La purificacion de un extracto citoplismico, Sampson ---
{ 1977 )nepontd La existencia de una protelna cinasa dependiente del AMPc en
Las cilubas que tentan ? honas de inanicidn. La activacidn de esta cinasa -
se Ancrementd con el tiempo de inanicddn. Ghracias a esta observacidn Ae es-
tudid el papel de La fosforifacidn en Lo difernenciacidn, y su refacidn con -
el AMPe,

EL posible papel de fa fosforilacidn en Lz alteracién de fa respues~
1a de Las célubas al AMPc, ful estudiada por Lubs-Hanheness y Klein ( 1982 |
;‘quienu examinaron £a 5oaﬁouﬂauén de proteinas endigenas en amibas intac--
Zas, estimubadas con AMPc. Estos -autores encontraron que una de fas respues
ias de fLas células al AMPc era La fosforilacidn de una profeina con aparente
peso mobecular de 47 Kd [ pP 47 ). la fosfornilacidn de pP 47 pudo ser defec
tada dentro de Los 5 segundos de La estimulacitn con AMPe, EL tiempo que ~-
pP 47 permanecid fosfonilada dependid de La concentracidn de AMPc wsada en -
el estimubo y una vez desfosforilada pP 47 podia volver a fosfornilarse con -
otho estimubo de AMPc.

' La ndpidez de £a respuesta de fosforilaciin de pP 47 es de naturale~
za transitonia, y su habilidad para sen producida por aplicaciones nepetidas
de concentraciones bajas de AMPe permite suponen su papel en ef perlodo he--

gractonio | tiempo durante el cuaf fa amiba es capaz de responder a un pulso
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de AMPc pon activacién de 8a adenilato ciclasa | de fa thansmisidn de fa nes

puesia.

Jubiani y Keein { 1981 ) encontranon que ef tratamiento con AMPc cam
bia el receptor de AMPc de un componenfe de aparente peso molecular de 45 Kd
a uno de 47 Kd. Aunque este ct;.mb,éo puede deberse a La altenacifn en £a movi
Lidad de £a proteina en el gel de SUS-poliacrilamida, podnia sen tambiln que
el cambio en el necepton del AMPe néﬂlaje un grado de alteracidn por su §os-
80M£aaéén. Este fendmenv puede proveer un impoitante mecandismo en £a deter

minacidn de La actividad de unidn delf receptor o su interaccitn con Lo adend

. Rato ciclasa.



CAPITULO V



29

GENETICA DE D, discoideun.

Existen programas complejos de expresidn genética dunante ef ciclo -
vida de D. discoideum, el cual comprende fa clitodiferenciacidn, durante La -

cual existen sedales que indican a Las cilulas:
a} Que esfan en contacto una con otra.

b} De su posicidn relativa dentro def agrupamiento,
¢} De Los progresod del ensamblaje como un todo, a Lo Largo de vias

alternativas del desarrollo. -{ Godfrey ¢ SuA'Amfm; 1982 ).

Durante el desarnollo, D. discoddeum presenta una serie sistemitica
de cambios monfoldgicos y bioquimicos, cada uno de ellos con un orden deten-
minado, de modo que solamente cuando una céluba de tipo salvaje muta, se pre

‘sentan abteraciones en cuanto al oaden de estos eventos.



100
5.1. RECOMBINACION PARASEXUAL,

Panasexualidad en hongos.
Ciextos hongos pueden formar nicleos necombinanates por un p:wcuo
en el cual £a meiosis y la fertifizacidn no estan mvoZumdaA

Este ciclo parasexual .involuena:
a} La formacidn de c&fufns hifales heterocaribticas o micelio.

. b} " Crgssing-over " mititico: el cambio | infrecuente | de segmen
tos de cromitida entre cromosomas de un par de homofogos durante £a propaga
“eibn mitdtica de £Los niicleos dipfoides.

d) Una disgregacion no mitdiica dunante Ba haploidizacidn. Se fon
man niicleos necombinantes haploides de aquellos nicleos diptoides en £L0s --
cuales ef " crosdding-over " ocunnib; 4e cree que £a haploidizacidn ocwire -
© pox fa pérdida de an miembro de cada uno de £0s pares de chomosomas homseo-

gos.

Los estados haploide-dipfoide.
Los estados haploide-diploide se nelacionan por ciclo parasexual y
son estados heredables | Sussman y Sussman, 19627 ). La frecuencia de foama

cidn de diploides esta controfada pon ef fLocus de unidn mat { relacionado -
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con el apareamiento }. Cruzas parasexuales entre cepas de dgual tipe de a-
pareamiento producen dipfoides con una grecuencia en ef oxden de 1076 | Rob
son y Williams, 1979 ) 0 mayor { Katz y Sussman, 1972} dependiendo de fas ce
pas. Diploides obtenidos de cruzas panasexuafes entre cepas de diferente 24
po de aparcamiento ocunien a una frecuencia del onden de 1076 y se encuentra

que son homocigotas a mat { Robson y Williams, 1979 ],

Los diploides heterocigotoes se forman pon fusibn celular de hapfoi--
des { e wsa Ca’*como agente promotor de La fusidn celubar ) en una baja fie
cuencin; comunmente son inestables y reviernten a £a caracteristica haploide.
Durante Ra formacidn de c2lulas haplodides se observd el gendmeno de aneuplod
dia { namero cromosimico qde ho es miltiplo del n&me)w haploide }, fa cual
puede deberse a £a pﬁ/zdxlda de cromosomas sdmuftineamente { Brady y WiLtiams,
1974 }. '

Para La seleccidn de Los hetenoeigofos se han usado hapl"_oz;du senyd~
bles a Temperatuna, de caracten recesive | mutantes Tag; cnecen a 22°C pero
ne a 27°C, y al fucionanse producen dipfoides que crecen a 27°C ). Son de -
Lento crecdmiento, pero al fusionarnse producen diploides de ndpido erecimien

20 [ Loomis y Aswonth, 1968 ). EL problfema es que son generalmente indistin
’gibﬂu una maxca de otra | Newell, 1978 ] o sea no se puede Localizar £a mar

ca Tag de £a de velocidad de erecimiento.

Se ha sdimplificado £a seleccidn de hetenocigotos por La wpoﬁbdi-

dad de mutaciones recesivas en varios Lock que afectan La habilidad de fas -
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c8tulas a crecer con B. subtifis, | como atimento para D. discodideum ) { Mo-
rissey et alb., 1980; Welker y WilLiams, 1980 ). Welker y Duning { 1978 ) -
trabajaron con haploides sensibles a nadiaciones ultravioleta o hadiaciones
gama, produciendo dipfoides que sobrevivian al tratamiento con ambas radia--

cioned.

También para La seleccidn de diploides heterocigotos se usaron haplol
des con mutaciones con caracter dominante de nesistencia a drogas como cicfo-
heximida, carbamicina | Fuhedl y Takewchi, 1971 } y clorwno de cobalte { Wi-~-
Leiams, 1978 ). EL uso de mutaclones receddvas readstfentes a drogas peamite
La seleceion dinecta de seghegantes y el conveniente sedalamiento de marcado-

hes no unidos { Leomis, 1950 ).

Para fa segnegacidn de haploides se ha preferido el uso de mutaciones

hecesivas nesdstentes a drogas sobre aquelfos dipfodides heterocigotos sensd--

bfes a drogas,

Diploides isoglnicos { gue tienen Los mismos genes | ocwuren expontd-
neamente { Sussman y Sussman, 1962 ) ¢ pueden sen inducidos por tratamiento -
con derivados de benzoimidazoles | Welker y Williams, 1980 ), permitiendo es-

tudios de efectes de dosificacidn de genes en el desarrollo,

Se han construido diploides para segnegarn haploides dunante el andli-
444 de Los grupos de unddn; esto se ha Logrado mediante £a combinacidn de ce-

pas hefativamente sin marcadores que portan una mutacion del desarrollo, fun-
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to con una cepa "prueba" que ponta una manca bien definida en todos Los ghu-

pos asociados | grupos de unidn | | Rathea y Newelf, 1978 }.

EL estudio del mapec mediante necombinacidon mifitica no solamente se
ha seguido con segnegantes haplodides, sino que tambiin son de utilidad Los -
déploi&u necombinantes necobrados | aquelfos que no presentarnon hapfoidia ),
Los cuales son homocigotos para fa droga seleccionada como marca recombinan-
te mitdtica { Williams et al 1974; Gengold y Ashwonrth, 1974; Katz y Kae, --
1974 ). Estos recombinantes son el resultado del cruce mitotico entre ef --
centndmero y £a zona que posee £a marea [ Kdfer, 1977 ); su frecuencia es --
muy baja, perno presentan La ventaja de que mediante effos se ha podido dedu-
cin el onden de algunos mancadones en £os crumosomas y en ocasdones su podi-
cdon, pero solamente es posible el mapeo mitético con aquellos marcadones --
que estin entre of centrdmeno y La marca de La droga seleccionada | Williams,
Kessdn y Newell, 1974 ),

las técinicas de genllica parasexual son mds adecuadas que La genbti-
ca del acneedsto | ver el siguiente fema | para anilisis de complementacdidn
y andlisis de enface, pero para anilisis de estructuna fina, el sistema de -

macrocisto es dndispensable { Newell, 197§ ).
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5,2, RECOMBINACION SEXUAL.

Genética del macrocisto.

Ee desawollo sexual en cultivos en apareamiento de D. discoideum -
nesulta en La fommacion de estructuras Llamadas macrocistos | Blaskovics y
Rapen, 1957; Endos et al. 1972 ). Ondiginaimente se pensé que el macroeidto
enn un sorccanpo abontivo, pero estudios de Blaskovics y Rapen [ 1957 }, 4k
dicanon que en veadad se trataba de un cisto multicelufar, con estwuctfura -

difenente al sorocarpo.

En algunas especies de Dictyostelium se observé que cuando £a pobla
cidn amiboidea se encontraba en condiciongs de inanicién, Las célufas se a-
cumwﬁabdn en ciimubos compactos, que se hodeaban de una envolifura semejante
a una vaina viscosa y en vez de desarroflan a sorocanpo, peumanecian como a
gregados y después de unas cuantas honas, secretaban una pared secundaria,

semefante a celulosa, quedando Las amibas en el [nterion | Newell, 1378 ).

Las condiciones que favorecen La formaciin def macrocisto en mez---
clas de cultivos con diferentes tipos de apaneamiento incluyen La oscuridad
([ 0" Day y Lewis, 1981 ), sumensdidn | Nickerson y Rapexr, 1973 ), alta tempe
natuna | Endos, Raper y Vogen, 1976 | y Ca** ({ Chagla, Lewis y 0' Day, ---
1980 ). También se cbseavd fLa fonmacidn de macrocistos er cultivos de £a -
cepa V 17 { cepa de tipo salvaje, mat A2 ( Rapen, 1951 | |, expuesta a una
§eromona voldtil producida pon Las célufas NC 4 [ cepa de tipe salvaje mat
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Al [ Raper, 1935 ] ) { Lewis y 0' Day, 1977; 0' Day y Lewis, 1981 ).

Un evento temprano en el desawnoflo del macrocisto es €a formacddn
de cdfulas cigoto gigantes diploides, como nesultado de £a gusidn de amibas
haploides { Chagla, Lewis y O' Day, 1980; O' Day, Szabo y Chagla 1981;  --
1982, ). Estas actuan como centros de agregacidn, en una manera keminiscen
te a fa construceddn ded cuenpo fructifers que sigue de fa agregacidn { 0
Day y Lewis, 1951 ). EL quimioatrayente producido por Los cultivos de ma--
crocddto e probablemente el AMPc; asi cada una de fas células gigantes a--

thae a Las amibas cencanas | 0' Day, 1979; Q' Day y Punston, 1979 ).

Subsecuentemente Los agregades pasan a trhavis de un estado de pre--
cisto, en el cual fas células gigantes se vuelven citogdgicas y engleban a
othas células en el agregado, Elegands al estado de maduraciin en el cual -
una paned trilaminada es construida | Newelf, 19785 0' Day y Lewis, 1981 ).

Durante £a produccion progresiva de fa pared tvilaminada alrededon
def aguegado, La célula cigoto gigante engloba a todas Las amibas de su al-
nededon | citofagia |, envolviéndolas en membranas como un endocito intrace
Lulan | Blaskovdics y Raper, 1957; Felosa y Dugler, 1972 ). ER endocito es

una célufa pequella cempacta y de paredes {Lrmes.

Durante Los primencs dias el endocito no se distingue. AL cabo de
pocas semandad se presenta un contenido acelulan | en el que no se observan

onganelos citopfdamicos ), que fonman una masa perduzea que ocupa unda poi--
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cidn central dewtro del machocdisto. Esta estructura es nesistente al cafor
[ 42° pon 10 minutos )}, aunque menod resdstente que fa espona, siendo capaz
de genminan en medio acuoso Liberando amibas haploddes | Nickerson y Rapen,

1975 }.

EL desarnollo sexual en D. discoideum es regufado por feromonas vo-
Ratites, Las cuafes son secretadas sofamente por uno de Los tipos de aparea
miento en wn par | Lewis ¢ 0' Day, 1975; Lewis y ¢' Day, 1977 }. Los datos
acumubados sugiriencn que Las feromenas {nducen La foamazcion de cigotos ~-

| 0 Day y Lewis, 1987 .

la formacidn de cdlulas gigantes es también dependiente de Ca*”.
Con I nM de CaCl,, fa 6arwzac/één'de células gigantes mefora cerca de 57 ve--
ces | Chagla et af., 1980 }. Un autoinhibidon es secretade por Las c@lufas
gigantes para prevenin que ofras amibas de desannoflen come células gigan--
tes; asl aseguwran que fas céfulas cigbticas permaneceran come fuenie de co-

mida para Los cigotos { 0' Day et al., 1981 ).

La evidencia de que ef macaocdsto es una estructurna sexual ¢ La cé-

Lula gigante nepresenta al cigoto viene de 3 fuentes:

al La existencia de tipos de apareamiento en varias especies ---

{ Clank et al,, 1973; Endos et ak., 1973 ).

bl la presencia de complejos sinaptonemales en nidcleos de 2a c&fu-
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La gigante de Polysphondylium viofaceum ( Exados et ak., 1972 ).

¢} Lla £iberacidn de La progenie necombinante de cistos germinados

[ Mac Innes y Francis. 1974; Wakllace y Raper, 1979; Francis, 1980 ).

Aungue La via del macrocisto en D. diAcoide@ presenta un Adistema -
potenciakmente valuable para el andlisdis gendiico estrwctwral fino, varios
problemas no nesueltos Lo hacen operacionalmente inefectivo ( Robson y Wi--
Leiams, 1979 ) y scfe pedrd nescfverse estos problemas cuande puedan sen e-
Lucidades afgunos detalles def evento de apareamiento | Szabo, 0' Day y Cha
gla, 1962 }.

Para conocer mis acenca de Los eventos fempranos del proceso de apa
reamiento de D, disceideum, Szabo, 0' Day y Chagla ( 1982 ), analizaron Los
eventos nucleates mediante tincidn fluorescente del nicleo y obserwaron que
Lo fusitn de Zas células ccomienza aproximadamente 11 honras dedpuds de que

fos cultives comienzan a aparearse y continuan hasta Las 26 honas.

Apanentemente, la fusidn de células comprende una fase de digeren--
edaeidn, en £a cual pequeiias amibas binucleadas son convertidas en clulas
gigantes distintas monfolégicamente y de mayon tamaio. Los niticleos de hin-
chan y a este sigue una fusidn nuclear que conviente a estas cdlufas gigan-
tes en vendaderos cigotos. Aunque Las cdlubas gigantes se desarrollan a --
partin de Los productos de La fusidn { 0' Day, 1979; Chagla et al., 1980 },

no son el resultado directo de fLa §uaidn cefulax, S4ino que hepresentan wun -
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producto de diferenciacidn posi-fusidn, Ya que Los productes de fusidn ond
ginal son tan pequeiios como £as amibas no fusionadns, esto sugierne que £as
céfulas amibianas sexuadas pueden ser mis pequeias que £as amibas no sexua-

das | Szabo, ¢' Day y Chagla, 1982 ).

EL Ca*t es esencial, tanto para fa fusidn celuban como para £a dife
nenciaeion de estos productos hacia cdlulas distintas morfolbglicamente.

AMIBAS CELULA CELULA CELULA ' CELULA
BINUCLEADA GIGANTE GIGANTE GIGANTE
CI1GOT0
fusién hincha- aparea- i
" celular miento miento
nuclear ~nuclear

EC evento de hinchamiento nuclean es andlogo afl procese de hincha---

miento pronuclean durante La fentilizacidn en animales | Longo y Anderson,
1965 . |

Cuando £0s ndcleos se hinchan se¢ chsenva wna aparente mighacidn ha-
cie fa parte central de La célula 'gigan_ate. Después de La méghaelidn pronu--
clean viene La fusion de Los nicleos en La cBluba gigante, formdndose un un
eigoto vendadero definido como protozoa | Grell, 1947 ). Sin embargo no 1o

dos Lod cigotos son simpes diploides. Szabo et al., | 1952 } encontraron
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que sofamente un cigoto | fargo y de fonma inregubar | nesdidia en el nicleo
en cada una de £as células cigotas, pero algunas veces un ghan nimero de nil
cleos adicionales estin presentes y &sias son cilubas multinucleadas anonma
Les, aunque Los andlisis genticos usande el sistema de machocisto { Walla-
ce 4 Rapen, 1979 ), .indicaron que solamente un nicleo es ef que queda ya --

que Los otnos scn desintegrados.

5.3, TIEMPO DE LOS EVENTOS DEL DESARROLLO DE D. discodideum.

Loomis | 1969, 1970 ) obsenvi que Los niveles de P-manosidasa y N-a
ceﬁlgtuco&mu’wédw_sa se incrementaban ndpidamente durante Los estados Lni--~
ciales de £a diferenciacidn, por Lo que Estas 7 enzimas se usaron como Lndi
caderes de £a nespuesta aIm diferenciaciin, Wodfendin y Grefgiths [19§2)
observanon que exisitia una nelacifn entre el nivel de estas enzimas y La --
formacitn del cuenpo fructiferc. También estudiaron £a nespuesta de La di-
ferenciacidn a difenentes Liempos dunante el desarnollo utilizando cultivos
sincronizados. Enconthanon que La hespuesta a La esporulacion es diferente
cuando Las céluas son tomadas a diferentes Liempos, variando también Los -

nivetes de PB-manosidasa y N-acetifglucosaminidasa.

Asl cuando €as amibas fueron cosechadas juste antes delf comienzo de
fa divisidn cebulan y transgeridas a un medio de cultivo para su diferencia

eidn, Wogfendin y Grefgiths | 1982 | observanon mayor formacidn de cuerpos-
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fructiferos en células que agotaron su alimento y comenzarcn a diferencian-
s¢; en cambio encantranon niveles muy bajos cuande thansfinienon Las amibas
af medio para su diferenciacidn hacia el final de £a fase de divisidn cefu-
Lan.

Poco se conoce acenca de £os mecanismos por Los cuales se negula el
tiempo de Los eventos del desawnollo. Este tiempe de desarnoflo puede sen
afectado por mutacifn en ef DNA de D. disceideum | Sonnenborn et ak., 1963;
Loomis, 1970; Atwyzek, 1976; Kessin, 1977; Abe y Yanagisawz, 1983 ). Con -
el objeto de conocer mis acerca de Los mecanismos de contrnof del desavnollo
Abe et at. | 1983 |, aisdaron un nimero de mutantes nde | mutantes de desa-~
mollo adpido | y las analizaron gendticamente., Kessdn { 1977 | habia ne--
portado una mutante { rde ) FR 17, que £Levaba una mutacidn recesdiva nde -
Al, Localizadn en el grupo de unidn IV | D. discoideum contiene 7 cromoso--
mas }, cuya uuaadad de desarrollo ena mis ndpida que £a nonmal, sin pre--

sentarn altenacidn en el onden de Los eventos.

Yanagisawa et al. | 1983 | clasificaron a fas mutantes ade en 2 gru
pos A y B, en donde La agregacidn ocurie varind horas mis temphrand que en -
Las cepas de tipo salvaje. Sin embargo, encontrarcn una mutante HTY 506 --
que fonma esponas resistentes al calon y células tallo a £as 16 honas des--
puds de iniciado el desarroflo, mientras que fa cepa de tipo salvaje de fa
cual fuf derivada { XP 55 ), no se diferencis hasta Lzs 24 honas. Esta mu
tante posee Lo mutacidn nde C1850 en ef ghupo de unidn 111, digerente af -

grupo A que tiene La mifacidn en e grupo de unidn 1V, mientras que ef gru-
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po de unidn en donde se encuentra La mutacidn se sabe que es diferente de -

La rﬁu/tan,te HTY 506 poa varnias caracterlsiicas no genéticas.

HTY 506 es clasificada en un nueve grupo Llamado C en donde el Liem
po de diferenciacion de Zas cébulas espora y talfo se encuentra reducido, ~
p/wAewtc_mdo posterionmente un tiempo de agregacidn nommaf, por Lo que Abe -
et al. { 1983 | suginienon La existencia de 7 mecanismos, Los cuales esta--

ban {involucrados en La nequlacidn del tiempo de desannollo de D. discoideum.

Los genes afectados por Las mutaciones rde no se conocen, peno 41 -
s¢ sabe que el metabolismo del AMPc se ve alterado en Las mutantes def gru-
po A y C | Coukell y Chau, 1980; Abe y Yanagisawa, 1983 |, pon Lo que fa --
morfologia final anommal y La diferenciacidn bajo condiciones Lnusuales pue
den sexn fas condecuancias de este metabolismo abterado de AMPc. Canacteris
ticas similares de Las mutantes rde pueden ser observadas en cepas de tipo
salvase por La adicidn de AMPc que neduce ef Liempo de d,éﬁe/Lenc,cliac/één { Nes

tle y Sussman, 1972; Genisch, 1975; Town et af., 1976; Fent et al., 1978 ).

- 5.4, GENETICA DEL ESTADO DE PSEUDOPLASMODIO.

En 0. discoideum 7 son £os cromosomas que s¢ pueden distingwin, EL
contendido de DNA es 11 veces mis grande que el de E. coki. EL genoma ha---

ploide tiene un peso molecubar de 3.6 x 10710 daltones y el 70% del total
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del DNA panece ser repetitive. De acuerdo a Los 7 cromosomas, 7 grupos de
unidn se tienen estabfecidos con aproximadamente 40 mutantes como marcado--
nes gendticos. AsZ tanto mutantes bioquimicas como morfoldgicas han sido -
mapeadas { Newell, 1978 ). Pocas han sido Las mutantes que han sido estu--
diadas con respecte af blogueo bioquimico y sus efectos en Los siguientes -
pasos de 2a difenenciacidn. No obstante, una secuencia Linealmente depen--
diente de eventos puede sen descrita, de medo que Los eventos antes del bic
queo provocado pon La mutacin se presentan en foama noamal, mienthas que -

fos eventos posteriones fallan en ocwurin { Loomis, 1960 }.

80 Locd gen?wi.c.ob han sido asignados a grupos de umiin come resulia
do del andfisis parasexual. Los Loci son definidos pon mutaciones conferni-
das a una variedad de fenotipos. La mayornia de Las mutaciones som necesd--
vas y existe La posdibilidad de tnaslape entre Los numerosos Locd aberrantes
o deficientes en agregacidn. Es de esperarse que afgunas mutaciones de -~
sentido equivocado { una mutacidn en £a cual un cedin que especifica a un
aminodeido es alternado, asi es que especifica a un aminodeido diferente |
en genes que controlan funciones de agregacidn Zendrdn agregacidn aberran-

te pon defectos Ligerocs, mias que porque no e predente la aghegacddn.

La fonmacidn y teminacidn de £a fase de pseudopfasmodic es un e~--
jemplo de un sdistema regulatorio que invefucra el comportamiento de una es
twetura multicelulan, Se han adsfado mutantes con defectos en varias eta
pas del sistema def desannollo, capaces de gorman el pseudoplasmodio pero

incapaces de inician el proghama para forman el cuerpo §ructifeno | Neweld
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y Ross, 1982 ).

Mediante el sistema genético parasexual de fa {usidn entre mutantes
o entrne mutantes y el Lipo salvaje y La postenion obsenvacion del fenotipo
de Los diploides nesultantes, Newelf y Ross [ 1982 | encontraron mutantes -
cuyas mutaciones fueron hecesdvas y Las cofocaron dentho de 10 grupes de --

compLementacidn, &g A - slg 1.

Los Locl a8g se encuentran dispersos en 4 de Los 7 ghupos de unidn
Lo que 4e sabe gracias al estudio edectuado de La segregacidn de diploides

formados entre Los mutantes y Las cepad control | Newellf y Ross, 1982 ).

GRUPO DE GRUPO DE
COMPLEMENTACTON UNTON
s8g A : 11171
sbg B 4 §¢
889 C ' 1y
589 D - 111
sLg E | , 11
329 F ’ e T11/VI
53 G - oy
s2g H : . 111 + VII
Atg 1 IV

sLg _J V11
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EL anilisis gendtico parasexual y el andlisdis citoligico de cepas -

que LLevar La fusidn de cromosomas sugiere que ef gaupo de unidn 11 corres-
ponde al cromosoma 11, y que el gupo de unidn VIT conresponde af cromosoma
T17 { Welken y Williams, 1980 ). Otras cepas con thasfocacidn de Los gru--
pos 11 y VI han sdido nepontedas | Newell y Ross, 1982 ). EL grupe de unidn
V no estd gendticamente marcado | Rauter y Newell, 1978 |, sugiriendo que -

puede contenen pocos gened mutables | Loomdis, 1980 |,

la fase de pseudoplasmodio es inducida pon £La produccidn de amonio
de fas células en Linanicibn, Newell y Ross ( 1962 | observaron que Las mu--
tantes slg presentaron una sobresensibilidad af amonio, principalmente en -
Las mutantes s8g D, s8g E y sbg G, desarnollande formacion del cuerpo fruc-
Lifero, sdiendo comprobado esto en mutantes del grupo slg C, sugirniendo asi
que existe un bloqueo en La formacibn de un compuesto natunal que ed el que

induce La fommacion del fruto.

5.5. RNAm REGULADORES DEL DESARROLLO.

EL andalisis de La complejidad y diversidad de Las poblaciones de --
RNAm a través de todo el desarnrollo ha demostrado que Los polinibosomas de
Las cilubas despuds de £a aghegacidn, contienen aproximadamente 2,500 espe~
cies ‘do_ RNAm que estdn ausentes en Las cdlulas en crecimiento | Blunbeng y

Lodish, 1980 ). Parece sen que esfos RNAm son regufadod a nivel thanscrip-
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cional { Bfumbeag y Lodish, 1980; Chung et af., 1981 }.

Britten y Davidaon { 1969 ) propusieron que £a expresidn genética -
p:;tede sen negubada por ura cadena de secuencias repetidas. Aproximadamente
ol 50% del gendma de D. discoideum estd organizado como pequefias decuenciasd
repetidas entre hegiones de 250 a 450 pares de bases { coplas sencillas de
DNA | en un modo aimifar af de fa mayonia de Los eucariofes superiohes — ~--
| Fentil y Kinde, 1975 ). Parece ser que transeripeidn def DNA para fon--
man RNA poli {A)Y se Rleva a cabo en secuencias de. cop,éét sencilla, covalen~
temente undidad a pequeiias secuencdas repetidas | Kemmel y Fentel, 1979; --
Constatind, Britten y Davidson, 1980 ).

Iuken y Lodish | 1981 ) alsfaron un §ragmento de DNA de D, didcod--
deum designado como pB41-6 que contenia secuncias que estaban repetddas y -
diseminadas en el genoma. La magoria de Las especies de RNAm complementa~-
ras a pB41-6 exan expresadas sofamente durante fa diferenciacifn, sugirien
do un ampontante papel negulatorio de estas secuencias. Encontrakon que su
Longitud ena de 300 a 500 pa}ia de bases y estimanon que estas secuencias -

82 nepetian de 100 o 200 veces en ef gendma de 0. discoddeum.

Las clonas de Pb41-6 se encuentran intercaladas en ef gendma de Dic
tyostelium y cuando e expresan se wren a RNAm reguladores del desarrollo;
estos RNAm se presentan en Lapost-agregacion pero no en £a preaghegacidn

ino se detectan en el crecimiento vegetativo,
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No se tiene evidencia de £a forma especifica en quz esfan helaciona
das estas secuencias nepetidas y La expresidn gendtica diferencial. Se -~
cnee que Las secuencdas complementarias de pB41-6 en un gene dado define a

este como codificadon de RNAm neguladores def desarrollo.

Gracdias a La disponibilidad de mutantes del desarnollo de D. discol
deum se ha podido observar que se afectan todas Las etapas de £a secuencia
manﬂagénética, asi como Los procesos de transeripedon y traducedidn relacio-
nados con fa acumulacidn de Las proteinas neguladoras del desarnotfo. EL -
establecimiento de nuevas vias metabblicas como caracteristicas de estados
especializados del desanrollo indican una sintesis intensdiva de RNAm Q de -
proteinas de novo, Mientras que en fa genminacitn de fa espora y el catado
vegetativo Los RNAm parecen esfables, durante el desarnollo existen cambios

en el nivel de RNAm,

En el desarnollo existe degradacidn de moféculas de RNAm en forma -
constante sin que se¢ observen cambios drdsticos. EL necambio def total de
RNA trhaducido durante el ciclo de vida varia en aprox{imadamente un 25%. La
vida media del RNA tofal en cilufas agregdndose ¢4 de aproximadamente 180 -
minutos; en cZlulas vegetativas y otnos estados del desarrollo es pon Lo me
nos de. 730 minutos. Algunas especies de RNA tienen una aparente vida media

que va de 13 a 420 minutos dependiendo del RNAm | L. Noven, 1952 ).

Cenca de 5,000 secuencias de RNA poliadenifadoe son encontradas en -

Los polinibesomas de amibas en crecimiento. La mayoria de estas secuencias
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de RNAm continuan presentes a través de todo ef desanriollo | Blumbeng y Lo-
dish, 1980 }. Por otra parte, cenca de 3,000 secuencias de RNA poliadenifa
do aparecen en ef citopfasma de fas células en desarrnollo solamente despuls
de fa formacién de Los agregados | Blumbeng y Lodish, 1980 ).

Cuande ¢ gormaron Los aghegados y se disghegaron experimentafmente
s¢ observd una ndpida y selectiva pindida de RNAm dependiente de fa agrega-
eibn; en ca_mb.io, Los RNAm que ae encuenthan a thavés de todo el desarnrollo
peamanecienon predentes a nivel nowmal, La Alntesis de RNAm dependiente de

La agregacidn también se redujo | Chung et al., 1981 ).

Margionatte, Lefebre y Lodish | 1982 | estudianon fa estabilidad de
£L0s RNAm dependientes de La agnegacitn y Los def desarnolie, y encontraron
:ique Llu promedio de vida media §ué de 3 a 4 horas. La detenminacidn se hizo
mediante fa mediciin def nivel de nadioactividad en secuencias de RNAm espe
cificas previamente clonadas. Estas clonas consd{stienon de grdgmentos de -
DNA nuclear {nsentados en el fago y una de estas clonas, PL3, cuando se Le
adiciond AMPc al cwltivo despuls de £a disgregacidn previne La péndida de -
Las secuencias de RNAm { Chung et af., 1981 ),

5.6. FAMILIAS DE GENES EN D, discoidewm.

EL andlisis de clonas y ef andlisis de Las secuencias gendmicas, --
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han mostrade que discodidina 1 [ proteina que intenviene en fa aghegacidn;
ver capitubo de agregacidn |, es codificada por 4 genes, 3 de Los cuales di
fienen uno del otno en secuencda | Poole et al., 1981 ). La forma nativa -

de discoidina T es un tetrndmero | Simpson, Rosen y Barondes, 1974 ).

Otha familia de genes cuya expresidn es modulada por el desarroffo
son Los genes de La actina; . discoideum coniiene 17 genes conocidos para
£a actina | Kindle y Fentel, 1976; Mc Keown et ak., 1978 ). Muchos de --
ellos son sustancialmente similares, produciendo secuencias de amincdcidos
que divergen en Las secuencias no codigicantes 3' y 5' | Mc Kecwn y Fernted,
1981 ). Se encontnd que 7 de Los genes eran expresados a difenentes nive--
Les y con diferentes variaciones en ef nivel durante el programa de desariro
Lo | Mc Keown y Fentel, 1981- }. Uno de Los genes parece apagatse durante
La inanicibn, y otrho parece expresarse durante £a agregaciin. No se sabe -
&4 Los difernentes productos de La actina Lienen difenentes funciones | Fer-
tel, 1981 |.

Muchas secuencias de copia senciffa en el DNA de D. discoideum es-
tan distrnibuidas con secuencias repetidas contas. Estas secuencias hepeti-
das se cbmmuulben con £fas secuencias de copia sencilfa | Zucker y Lodish
1981 ). Un efemplo de estas secuencias nepetidas es M4 { AAC }n, presente
en aproximadamente 13 del RNA vegedfative. Quizd estas secuencias nepetidas
nepresenten sitios de controf comunes para La expresidn del gene | Kemmel y

Fentel, 1981; Zucken y Lodish, 1981 ).
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5.7, UN PLASMIDO ENDOGENO EN D. discoideum.

Se han obtenido y estudiado mutaciones resistentes a cobalto en D.-
discoideum | Welker y Williams, 1980 }. Con excepedidn de una, cob 354, to-
das fas mutaciones estudiadas se mapeanon en el Locus cob A presente en el
grwupo de unidn VIT ( Williams, 1978; Welher y Williams, 1980 ). La {nesta-
bilidad de £a nesistencia a cobalto y Los niveles altos de hesistencia y do
minancia en el tipo salvaje [ Williams, 1975 |, conduferon a scspechar que
La nesistencia a cobalto era producida pon un plismido, La Locafizacidn de
este elemento extracnomosomal fué comprobada pon £a observaciin al microsco
pio electronico de circubos de 4 wn de didmetrno, que corresponden aproxima-

damente a 13 Kbp ( Metz et al., 1983 ).

Va que ef DNA de 0. discoddeum tiene un alic contenido de A - T -
( Keimmel y Fertel, 1982 ), Metz etal. | 1963 | supusieron que el plasmido
pedia sen digernido con enzimas de aestricedldn que reconocderan secuencias ~
ricas en A - T; asl encontraron que el pldsmido Ddp 1 fuvo un alte contend-
do de A - T tipico def DNA de Dictyostelium, sin que este se halle refacio-
nado con el DNA mitocondnial o nibosomal.

Debido a que D. discoideum fué crecide sobre KEebsiella aerogenes,

se sospechd que efpldsmido podria ser de onrigen bacterianc, se comprobé que

ne fué asi ya que:
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1.- Se clond Ddp en pBR 327 y se probd su habilidad para conferin
nesistencia a E. cold frente a cobalto. No se vbsenrvd ningiin incremento en

Lo nesistencia.

2.- La digestion del DNA pon enzimas de restriceidn, tanto del -

plismido como de Kebsieffa aenogenes, dieron fragmentos de restriceddn di-

ferentes.

3.~ No se cbservd hibridacidn del pldsmide con pfdsmidos de K. ae-

nogenes ni otras secuencias de Kfebsiella.

EL plasamido no parece codificar para ninguna funciin esencial, da -
que cepas del tipo salvaje no parecen contench ef plasmido, y el creeimien-

Lo por Lango tiempo en medio axénico hesulia en La pérdida del plasmido.

Ddp 1 se Localiza en el niicleo y puede sern transferido a-oiras ce--
pas por téicnicas gentticad parasexuales. Ddp 1 fué descubiento en La cepa
AV 32, que es inestable a La hesistencia a cobalto y se cree que de alguna
manera no especifica produce un cambio en La membrana celular [Metz, 1983
ya que el pRismido tambiin suprime La sensibilidad a cumanina, asociada con
La mutacion cou A 351. la pindida del pfasmido tambiin esta asociada con -
La habilidad de 0. discoddeum para checer en un medio ax@nice, Lo cuak he--
quiere indudablemente de un cambio en fa membhrana { Noith y WilLliams, --.
1975 ).
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CONCLUSTONES

Para el estudic de La diferenciacin celufar en crganismod eurcario-
tes, 4e ha escogido a D. d;Lecoideum como un buen efemplo, ya que ¢4 un chga
nsme que vive en forma vegetativa como una céluba Lndependiente y alsfada
cuando fas condiciones medio ambientales son favorables, y como una masa ~--
multicelular con diferentes tipos de cdlulas, cada una de eldas con una fun

eion especiiica, cuando Las condiciones medic ambicntales scn desfavonabies.

Tanto de £os cambios monfoligicos como bioquimicos se puede conclu-

.- Las células de D. disccodideum presentan pefaridad, tanto indivd
duak como en el agregado, como una respuesta al AMPe para diniciar fa fonma

cion de un agregado multicelulfar.

2.- Cada célula en el agregado tiene una funcidn especifica, pero -

son independientes una de otra.

3.- Exdate una proporeldn constante entre Los diferentes ipos cefuta

nes y es muy probable que sean Las c8lufas de " tipo anterion " £as encanga

das de conservan esta proporciin.
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4.- Estimubos {isdicos tales como Luz, temperatuna y humedad afec--
tan La velocidad de mignacidn del pseudopfasmodio. No es importante fLa na-
tunabeza del eatimulo sdno du Lntendidad.

5.- Los neceplones de superficie como discoiding 1 y 11, sitios de
contacte A y neceptones de alta ¢ baja aginidad al AMPc son necesanios para
el contacto célufa-célula, tanto durante fa pneagregacdiin como duwrante £a -

postaghegaciin.

. .- EL AMPe es ef indiciador de fa diferenciacién, ¢y en respuedia a
La ocupacidn de Los neceptores def AMPe de fa superficie cefular fas célu--
Las de 0. discoideum Liberan Ca++ ef cuak, aparentemente, esta {nvoluchrado
en fa activacddn de fa adenifato ciclasa para producin AMPe intracefular y
La guanilato ciclasa para producin GMPe Antracefufar,

7.- EL periodo de adaplacidn asegura fa sensdbilidad de Zas célu--
s af AMPc, y este peniodo duna ef Liempo que los receplores de superfdicde

del AMPc se encuentren ocupados,

§.- EL GHPe es sintetizado como una respuesta de Ras células ak --
AMPe para asi poder Ainducin otnas nespuestas intracelufares tales como La -
induceidn de fLas fosfodiesterasas Ligadas a £a membrana, cuya funciln es -
maptenm a Las célufas con Las sensibilidad adecuada pana nesponder a nuevos

estlmulos de AMPe {sistema ePD-PDI).
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9.- En La inanicidn el §0% de fas proteinas cambian af pasar fas -
c8bulas del estado vegetativo al de diferenciacidn. EL metabolismo de D. -
discoideum cambia ya que muchos de Los genes de La fase vegefativa dejan de
sen traducdidos, iniciandose fa traduccidn de otros, por Lo que Los RNAm tam
bign cambian. La cantidad de proteinas sintetizadas dunante el desarrollo
disminuye, comparadas con La fase vegetativa, Estos cambios tambiln se pre

sentan en el glicoproteinasd y Lipidos.

10.- La sintesis de proteinas b dependiente del AMPe. Existe £a
apanicion de proteinas especificas en cada una de Las etapas del desannoflo
como una respuesia al encendido de genes en forma secuencial conforme e es
ta Llevando a cabo La diferenciacidn, y su acumulaciin ¢ {mportancia ha po-

dido sen determinada por el uso de proteasas  mutantes def desannollo.

17.~ Llos andlisis de complementacdiin y de enface se han podido e--
fectuar mediante fa necombinacion parasexual de D. discoideum, asi se sabe
que existe ef Locus mat que ed el responsable del apareamiento. No se en--
contrd informacidn mas amplia de esto, peno se sabe que excsten varios -~

pos de apareamiento.

12.- Durante La recombinacidn sexual de D, discoideum se foama un
macrocislo, y es en esta estructuna en donde se Lleva a cabo fa meioddis. -
Las condiciones para que se fLLeve a cabz; La necombinacidn parasexual o se--
xual dependerd del tipo de apareamiento, porque parece que solo un tipo de

apan.eamx:gn,to es el que da fugar a Ra formacidn de feromonas voldtiles que
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son £as que inducen fa formacidn del macrociato.

13.- Dunante La formacion def macrocisto tambidn parece existin fa
diferenciacidn, ya que se forman Las Llamadas céfulas gigantes, Lfas cuales

Anician La fonmacidn de un endocito que dard origen af macrecisto.

14.- Se ha comprobado que existe La Linearidad dependiente de £os
eventos def desannollo, ya que no es posible fLa apwcipéén de un nuevo even-

o 44n que haya exdsfide previamente un evento anterior especifico.

15.~ Son 7 Les guupos de unidn Localizados en 4 cromosomas de D,
discoidewn , cada grupo de unidn presenta caraeteristicas bioquimicas y

morfollgicas penticufares.

16.~ la esistencia de secuencdas nepetidas simples del genoma, pa
necen sen un medo de aegulacidn ya que cuande se expredan parecen wiiise @
Los RMAm def desanrnoflo. Asl se observa fa aparicdiin de RNAm poliadesnifado
durante el desarroflo. Tafes mecanidmos son de alguna forma Los que regu--

Lan £as proteinas que aparecen durante fa diferenciacidn.

Alin fabta mucho por conocer con sespecto a fas respuestas cebulares
durante {a diferencdacidn, ya que para que de LLeve a cabo una respuesta, -
Anteavienen varios factones, que conjuntades cada unc de eflos dard pon ne-

dubtado un comportamiento especifico, poa Lo tanto, alguncs eventos  ~-~-
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apanentemente aislados de alguna forma intervienen para que, ya sed en ese

momento o despuds, se Aintegren cemo parte de un todo,

EL estudio de Los organismos que presentan diferenciacidn celufar,
asl como £03 factones que £a inducen, son claves importantes pana despubs -
extrapofan Los conocimientos adquinides hacia £o4 eventos que ocumren duran
Ze el inicio de La diferenciacidn de £as cdfulas hwnanas en La enfemedad
Lamada cancer, y asl conccer mis acerca de Los posibles eventes bioguimi-
cos, a1 como Las causas genliicas que Lo genenan, y de esfa manera poden

evitar e {mpedin ef progreso de esta enfenmedad.
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