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INTRODUCCION

CICLO DE VIDA ASEXUAL DE Neurespora chassa.

E] ciclo de vida asexual de Newrospora crassa puede visualizarse
como un modelo conveniente para el estudio de la diferenciacidon celular.
Algunos de sus atractivos derivan de los siguientes hechos: es un organismo
eucariote sencillo, para el cual se han desarrollado en el laboratorio
métodos de crecimiento en medios definidos; Ja secuencia de desarrollo es
relativamente simple, produce estructuras bien definidas (1), ficiles de
separar y en cantidades suficientes para su andlisis bioqufmico; N. crassa
estd bien caracterizada desde el punto de vista genético, se cuenta: con
cerca de 2,000 mutantes, de las cuales algunas son morfoldgicas (2). Dado’
que N. crassa ha sido uno de los organismos mis estudiados, se cuenta con
mucha informacidn acerca de los mecanismos bioquimicos que pudieran estar
involucrados en los procesos de diferenciacion celular. Esto incluye entfe
otras cosas: regulacién de la expresion gendtica (3), andlisis fisio]égicbs
(4) y compartimentacidn celular (5). k

£l ciclo de vida asexual de N, crassa se puede visualizar como la
expresion de des programas mutuamente excluyentes (Fig. 1). Un programa de
crecimiento y un programa de esporulacion. E1 programa de crecimiento se
inicia con la hidratacién y la'aétivaciﬁn metabGlica de las conidias. En
presencia de algunas sales y cofactores la conidia metabdlicanente aétiva
forma tubos de germinacidn en uno o en ambos de sus polos. Si ademds existen
en el medio ambiente fuentes de nitrdgeno y carbono adecuadas, el tubo’
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Fig. 1., Ciclo de vida asexual de Newrospora chassa, visualizado
como la expresion de dos programas mutuamente excluyentes. FC'y
FN, significan fuente de carbono y de nitrdgeno, respectivamente.




germinal se alarga apicalmente, crece vegetativamente de una manera
exponencial y posteriormente se ramifica. Si pequefias cantidades de micelio
en crecimiento vegetativo se transfieren periddicamente a medio fresco, es
posible mantener este tipo de crecimiento indefinidamente (2).‘

E1 programa de esporulacion de N. crassa se establece cuando en el
medio escasean los nutrientes y su desarrollo es més rapido en ausencia total
de ellos. En estas condiciones el micelio suspende su crecimiento vegetativo
¥y las hifas se alargan hacia el ambiente aéreo en direccién perpendicular a
las hifas vegetativas. De este modo de crecimiento se ha derivado el nombre
de micelip aéreo o hifa aérea (6)., La formacidén de las hifas aéreas puede
considerarse como parte del programa de esporulacidn. Las hifas aéreas se han
aislado y algunas de sus propiedades son distintas de ias hifas vegetativas
(7). E1 micelio aéreo crece ramificindose y a continuacidén sus puntas se
transforman en conidioforos con trenes de gemas en forma de rosario.. A
continuacidn ocurre una activa division de los niicleos y migracion de Tos

‘mismos hacia las gemas de los conididforos. Posteriormente el conidiéforo

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

septos de pared, de manera que las conidias solo quedan unidas entre s poff

un anitle de pared celular.  Las conidias producidas son en su gran mayoria
macroconidias o conidias multinucleadas. Finalmente las conidias se deshidrqtan
y basta un movimiento o una corriente de aire para que se desarticu1én y
puedan diseminarse. Pero antes de peder iniciar un nuevo cfc]o de vida .
vegetativo en un medio ambiente adecuado las conidias deben pasar por un

periodo de maduracion de aproximadamente tres dias (8).



SISTEMAS EXPERIMENTALES DE AEREALOGENESIS Y CONIDIACION,

Uno de los problemas principales en el estudio de los procesos de
aerealogénesis y conidiacidn ha sido el desarrollo de sistemas de formacidn
de micelio aéreo y conidiacion. La mayoria de los cultivos esporulantes en
condiciones sumergidas normalmente son heterogéneos en estados y estructuras,
de tal manera que.los analisis bioquimicos obtenidos de éstos representan

~una suma de varios estados fisioldgicos. Para contender con esta dificultad
se ha buscado introducir sincronia al desarrollo morfoldgico. En varios
sistemas de esporulacidn, AAPeAg£££u5 niger (9), Penicillium digdtatum (10)
¥ Newrospora crassa (11, 12 y 13), entre otros, se ha Togrado sincronizar la
conidiacién por variaciones en la temperatura y nutrientes o por manipulacicnes
en otras condiciones de cultivo. Sin embargo debe tomarse especial cuidado
en distinguir si los fendmenos observados se deben a los procesos de diferen-
ciacion en si, o a las condiciones en que se producen. Aln cuando el proceso
de esporulacién se encuentre sincronizado, es conveniente la separacidn. fisica
de las distintas estructuras y que el sistema experimental produzca,cantidades
suficientes de ellas para su andlisis bioquimice, Por d1timo es de importancia
que las conidias generadas en los sistemas experimentales sean viables y que
preserven la capacidad de reproducir el ciclo de vida vegetativo. ‘

La conidiacidn puede inducirse inmediatamente después de Ta germinacian .
de la conidia, de tal manera que existe un periodo minimo de crecimiento
vegetativo. A este fendmeno se le ha 1lamado microciclo de conidiacion. Tal
modo de conidiacién ha sido desarrollado con fines experimentales para varibsri

microorganismos (para revisién ver. 1a referencia 14), entre ellos N. crassa .
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En este sistema las conidias se someten 16 horas a una temperatura de 36°C
en un medio de cultivo 1iquido normal y posteriormente se incuba a ZSfC

en un medio con baja fuente de carbono y de nitrdgeno. En estas condiciones
las conidias germinan después de 3 horas a 25°C, a las 10 horas el tubo
germinal deja de crecer y se comienzan a formar gemas que se separan como
conidias a las 24 horas de incubacién ( 15). En este sistema es dificil
discernir si los cambios observados estan determinados por el tratamiento
a temperatura alta que no permite el crecimiento, por la incubacidn en un
medio Jimitante en la fuente de carbono y de nitrdgeno 6 si 1os cambios son
intrinsecos al proceso de conidiacion. Tampoco ha sido descrito si las
conidias formadas en 1iquido son equivalentes a las formadas en el micelio
aéreo y si son capaces de germinar y formar colonias normales.

Un sistema interesante para el estudio de la esporulacidn es la
experimentacidn con las mutantes de N. cizssa que, en cultivos s6lidos con
determinados medios de cultivo, alternan periodos de crecimiento y de ,
conidiacion. Son mutantes en el gene band que manifiestan un auténtico ritmo
circadiano, ésto es, un ritmo que tiene duracidn cercana a un dia; que no
es afectado apreciablemente por la temperatura, que se sincroniza con ciclos
de luz y obscuridad y que persiste cuando la cepa se méntiene en la
obscuridad {16 y 17}. La duracién del ritmo de la mutante band es a la vez
alterada por otras mutaciones que afectan la composicién celular de 1ipidos’
y algunas funciones mitocondriaies (18], Por esta razdn se ha propuesto que
las mitocondrias, pueden tener algin papel en 1a regulacién del periodo del:

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

~conidia abundantemente sin que se.requiera emplear condiciones



que induzcan la conidiacifn, hacen pensar que e] estudio de las mutantes
band, puede ayudar al entendimiento de los mecanismos celulares implicados
en la conidiacién de N. crassa.

Se han descrito otros dos sistemas de sincronizaciGn de la
conidiacién.en N. crnassa (12 y 13). En estos sistemas el micelio vegetativo,
obtenido del crecimiento de cultivos en medio 1iquido, es incubado a 25°C
(12) 6 a 30°C (13j, en ausencia de nutrientes y en contacto directo con el
aire. En estas condiciones se forma micelio aéreo que mas tarde conidia
sincrénicamente. Utilizando estos cultivos se han estudiado algunas enzimas
(19 y 20), asi como mutantes que tienen algin bloqueo a distintos .niveles de
la conidiogénesis y la septacidn (21 y 22). Estos sistemas ofrecen la

posibilidad de analizar los procesos involucrados en la formacidn del micelio

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

y Clark (12) permite la separacidn de conidias, micelio aéreo y micelio
vegetativo. De éste Gltimo es posible aislar T1a capa de micelio vegetativo
que se encuentra en contacto directo con el aire; las hifas que lo cbmpanen
aparecen mas agregadas que las del resto del micelio vegetativo. Por otra
parte, las estructuras resultantes de la diferenciacidn se producen en
suficiente cantidad y las conidias obtenidas tienen un alto porcentaje de

-viabilidad.
ALGUNOS ASPECTOS DE LA FISIOLOGIA DE LA ESPORULACION.
I. DEGRADACION DE PROTEINAS DURANTE LA ESPORULACION.

La degradacion de proteinas constituye ung de los principales eventos

asociados a la esporulacidn de los microorganismos estudiados como son
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Saccharomyces (2) Bfastocladiella (24), Baeilllus (25) y Dictyosteliwn (26)

Ya que la esporulacion ocurre, entre otros factores, como una res-
puesta a la Timitacion de nutrientes, la protedlisis durante este proceso
pudiera proveer aminodcidos para la sintesis de las proteinas, nucledtidos y
otros compuestos nitrogenados requeridos durante la esporulacion (27). Ademés
existen evidencias experimentales de que la degradacién de proteinas podria
controlar la secuencia morfogenética durante Ta esporulacion a distintos
niveles: participande en la regulacion del metabolismo intermediario por
inactivacion especifica de algunas enzimas; en el procesamiento de precurso
res de proteinas especificas de Ta esporulacibn y por Gl1timo, aunque no ha
sido demostrado, contribuyendo & la adquisicidn de dormancia metabdlica
mediante la degradacidon de los citocromos de Ta membrana mitocondrial
interna (27).

En Blastocladiella emersonid 1a esporulacién es bloqueada por
antipaina, un inhibidor de proeinasas alcalinas. Dicho efecto no es reversible
y la esporulacion es sensible al inhibidor solo durante los primeros 60
minutos del proceso, sugiriendo un papel critico de 1as.prote1nasas
alcalinas durante este perfodo inicial (24).

Durante la esporulacidn de Saccharomyces cerevdisiae se ha detectado. .-
un incremento, con raspecto al crecimiento vegetativo de 10 a 25 veces en 1;
actividad especifica de varias proteasas. Este incremento es debidoa
sintesis de novo ya que es blogueado por cicloheximida. Cuando cultivos no
esporogénicos de cepas %/a se inocularon en medio de esporulacidn, no se .
observé incremento en la actividad broteo]itica, lo cual indica que el

incremento en la actividad de dichas enzimas es especifico de 1a esporulacidn
y no de las condiciones que la indujeron (27). Aunque Ta esporulacidn en




levadura no es sensible a 1a mayoria de los inhibidores de proteinasas
probades {28), si es afectada parcialmente por mutaciones que resultan

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

S. cenevisdae, que carecen de las actividades de las carboxipeptidasas Sy Y
y proteinasa B, pierden por completo la capacidad de.esporular {31). |

Durante 1a formacién del cuerpo fructifero en Dictyostelium
discodideum se ha observado incremento en Tas actividades de Ta Teucina
aminopeptidasa (32) y de algunas proteasas, activas a pH 7.5 (33), también
se ha detectado la aparicidn de una nueva forma de proteinasa acida (34).
Fong 'y Bonner (35) observaron que la diferenciacién se bloquea con
inhibidores de la degradacign de proteinas como cloroquina, 1upeptinary
antipaina. E1 efecto de Jos inhibidores se revirtid adicionando aminodcidos,
por 1o que dichos autores sugieren que las actividades protep]iticés ‘
inhibidas, son responsables de suplir a l1a c8lula con aminodcidos durante
el proceso de esporulacidn.

En varias especies de Bacillus, 1a tasa de degradacidn de proteinas
es baja durante el crecimiento vegetativo. Sin embargo esta tasa se increﬁenm
varias veces durante la esporu1ac16n’(25) dando por resultado la degradacidn
del 15 al 20% de la proteina inicial. Una mutante temparatura sensible que
es incapdz de esporular a la temperatura restrictiva, presenta una reduccidn
en el recambio de profeinas.durante Ta esporulacion (36). | ‘

Eﬁ B. subtillis la actividad proteolitica puede ser un punto de
control importante en el metabolismo intermediario durante la esporu]acién:v )

Inmediatamente antes de la esporulacidn, se ha observado una degradacion

e



selectiva de la aspartato transcarbamilasa y de la fosforibosilpirofosfa~-

toamidotransferasa, enzimas que participan en el metabolismo de nucledtidos

(37 y 38). Tambien la protedlisis durante la esporulacidon de B. Subtifis

participa en el procesamiento de proteinas especificas de la esporulacion:

Se ha visto el procesamiento de polipeptidos, identificados como precursores

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

valor de procesamiento parece ser el resultado de una mutacidn en el gene de

una proteasa. Las esporas producidas por esta mutante germinan pobremente (39).
En N. crassa 1a posible relacign de proteasas con el proceso de

esporulacion no ha sido explorada.

11. METABOLISMO NITROGENADO DURANTE LA ESPORULACION.
Poco se conoce acerca del metobolismo nitrogenado de los microorganismos
* en proceso de esporulacion. Los estudios reportados a la fecha se han hecho
principalmente en S. cerevisiae (40,41 y 42), B. Subtilis (43, 44, 45) y
B. megaterium { 46, 47 y 48 ).
En 8. cerevisiae la asimilacidn de NHZ ocurrg principalmente mediaﬂté

la via:

o- cetoglutarato +-NHZ—§Q§1EBQE+ glutamato
+ GS ‘
glutamato + NH4 + ATP ————— glutamina + ADP

La primera reaccion, en 1a cual se sintetiza glutamato, es una aminéciﬁn
reductiva de) a-cetoglutarato catalizada por la glutamato deshidrogenasa

biosintética dependiente de NADP (GDH-NADP). La reaccidn opuesta, 1la
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desaminacion del glutamato, también se 1leva a cabo en levaduras y es
catalizada por la glutamato deshidrogenasa catabdlica dependiente de NAD
(GDH-NAD) .

En la segunda reaccidn, mediante Ta glutamina sintetasa (GS), se
fija NHZ en glutamato para producir glutamina. También se ha reportade en
S. cerevdsdae la presencia de la enzima amido transferasa-NADP oxidoreductasa,
glutamato sintasa (GOGAT) pero debido a su baja actividad, 1% de la actividad
de 1a GDH-NADP, se duda de que participe en Ta asimilacidn del NHZ {49).

La esporulacidn sexual en levadufas se produce entre otros factores,
como respuesta a la deprivacion o a la Timitacidn severa de las fuentes de
carbono, nitrégeno o foésforo (42). En ausencia o limitacidn de las fuentes
de carbono o fésfora {42), concentraciones bajas de NHZ {2-5mM) y de glutamina
{4-7.5mM) inhiben la formacién de esporas sexua]es_(40). Por otra parte,

glutamato a una concentracion de 40 mM no causé ninguna inhibicion de la

esporulacion (41). Las actividades de la GDH-NADP y de la GS, as? como las pozas

de glutamato y de glutamina, se midieron en condiciones de esporulacidn en
ausencia y presencia de NHZ. La poza de glutamato disminuye durante la »
esporulacidn en ausencia de NHZ en el medio, la poza de glutamato se incrementa
y la actividad de la GDH-NADP disminuye (41). Estos datos podrianinterprétafsé
en el sentido de éue NHZ y/o glutamato reprimen a la GDH-NADP. La baja
actividad de ta GDH-NADP detectada en presencia de NHZ no parece estar
relacionada con la represion de la esporulacion observada en estas
condiciones, ya que mutantes con una actividad residual de GDH-NADP, menor

del 1%, muestran una esporulacidon normal y son sensibles a NHZ (50). Estos

i
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estudigs descartan a la enzima GDH-NADP y al glutamato como posibles
mediadores del efecto inhibitorio del NHZ . Por otra parte, al inicio de
la esporulacidn la poza de glutamina disminuye notablemente y la actividad
de 1a GS se incrementa hasta en un 160%. En presencia de NHZ 1a poza de
glutamina seincrementa y la actividad de la GS permanece constante. Estos
datos, y el hecho de que mutantes que carecen de la actividad de GS no
esporulan {mencionado en 13 41 como comunicacidén personal de E, Dubois y
J.M. Wiame), sugieren que la enzima GS tiene una importante participacin
. durante el proceso de esporulacidn.

Con base en estos estudios no es posible distinguir si la inhibiﬁién
de 1a esporulacidn por el NHZ es mediada en G1tima instancia por glutamina,
6 siel NHZ y la glutamina actlan independientemente. Tampoco queda claro
cual es el papel de la GS durante la esporulacion.

B. subtilis y otras especies de Bacilflus carecen de la actividad -
de 1a GDH biosintética ., en estos microorganismos la fijacifn de NHZ se

~ efectla Onicamente mediante 1a GS en 1a siguiente via metabdlica:

glutamato + Ny + ATP—E s glutamina + ADP

glutamina + o-cetoglutarato _GOGAT , , glutamato

E1 glutamato en esta via se sintetiza a partir del u-cetbg]utaraﬁot’
y el nitrogeno amido de la glutamina en una reaccidn catalizada por la GOGAT{”'v
De manera similar a S. cenevisiae, 1a esporulacion de B, megaiéiaup : e
se produce cuando existe una limitacion de nﬁtrientes en el medio. La

esporulacién en esta bacteria es-inhibida en presencia de buenas fuentes de
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carbono y de nitrdgeno, asi NHZ mas glucosa inhiben casi completamente la

esporulaciﬁn. Sin embargo NHZ 6 glucosa por si solos no ocacionan este
efecto (43).

Una mutante de B. megaterdwn con baja actividad de CS esporula
normalmente y es insensible a glucosa mis NHZ . La esporulacién de esta
mutante tampoco se reprimié en presencia de glutamato en el medio de
esporulacion, sin embargo, fué totalmente reprimida en presencia de
glutamina. Por otra parte una mutante que carece de la actividad de GOGAT
mostrd muy bajos valores de esporulacidn en medios con o sin NHZ mas
glucosa. Los autores de este trabajo discuten que éste efecto pudo ser
ocacionado por acumulacién de glutamina, aunque no muestran el dato (46).
Sin embargo &sto pudiera ser factible si el glutamato requerido para la
acumulacion de glutamina proviene de transaminaciones. Ryu y .Takayanagi
estudiaron la esporulacion de una mutante de GOGAT de B. subtilis, y
encontraron que esta mutante esporuld normalmente, lo cual sugiere que la
actividad de esta enzima no se requiere para la esporulacién (44). En -
vista de la contradiccion de éstos resultados, no se puede-dar una .
coné]usién acerca de la participacion de la GOGAT en el proceso de esportlacion.
Sin embargo, si se puede concluir que Ta represion de la esporulacidn en.
B. megatenium es causada por glutamina o por un producto de glutamina;, pero

no de glutamato.

Estudios posteriores indicaron que el efecto represor de glutamina
sobre la esporulacidn en B. megaterium, requiere de la via biosintética de

purinas, ya que la esporulacidn de una doble mutante defectiva en-la actividad ‘

-
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de GS y que requiere purinas para crecer, no es reprimida por glutamina y

si por adeninamas glutamina (47).

ASIHILACION DE NHy EN N.caassa.
En N. crassa la asimilacion de NHZ en glutamina ocurre mediante dos
vias: Durante el crecimiento vegetativo en exceso de NHZ, glutamina se

sintetiza mediante 1a GDH-NADP y la GS; cuando enelrnedio de cultivo el NHZ

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

En N. crassa existen dos GDHs, la biosintética {(GDH-NADP) y . la
catabdiica (GDH-NAD). La GDH-NADP es un hexamero, formado por subunidades
iguales de un peso molecular de 48 000 (52). La actividad de esta enzima se
induce en presencia de fuentes de nitrdgeno inorganico como NHZ y Nog . Sin
embargo, la actividad de la GDH-NADP disminuye cuando la fuente de nitrGgeno
es glutamato, glutamina (53) & NHZ mas un aminodicido del cual se pueda
obtener glutamato por transaminacién (54). Por otra parte, se vio que los
cambios en la actividad de 1a GDH-NADP, en NHZ s NO; s glutamato y glutamina
corresponden a cambios en la concentracidn de la misma, los cuales estan -
dados por ajustes en la velocidad de sintesis de Ta enzima {53). Tambian -
existe una regulacidn positiva de la GDH-NADP causada por la fuente de
carbono, o sea, que en presencia de altas concentraciones de glucosa o
fructuosa en el medio de cultivo, la enzima aumenté su gptividad. Contrarig_
mente a la GDH-NADP, 1a GDH-NAD reprime su actividad cuando 1a concentracién
de Ta fuente de carbono en el medio es alta. Sin embargo esta repres1on |
puede ser suprimida cuando aparte de 1a concentracidn de carbono se ad1c10na.

glutamato al medio; en estas condnc1ones se observa un incremento €n 1a .
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actividad de esta enzima (55).

La regulacién de la GS de N. crassa ha sido estudiada en presencia
de sus sustratos y productos. En exceso de NHZ 0 en glutamina la actividad
de 1a enzima es baja. E1 crecimiento del hongo en glutamina es ligeramente -
mejor que en NHZ . En glutamato como fuente de nitrogeno, se observé un
aumento en la actividad de la GS, Este aumento no ocurre si ademds de
glutamato se adiciona glutamina ai medio. Glutamato no es una buena fuente
de nitrogeno, ya que en estas condiciones N. crassa mostrd una velocidad de
crecimiento menor a la observada en exceso de NHZ (56). En estas tres
condiciones nitrogenadas la GS mostré una forma oligomérica de octamero
(56 y 57). Por otra parte, se vio que las diferencias en la actividad de
la enzima correspondieron a diferencias en la concentracidn de Ta misma (56).
Asi mismo, se observd que la fuente de nitrdgeno requld la velocidad de
sintesis de 1a GS (58) mediante la regulacién de los niveles de ARNm

especifico (59). Los datos anteriores y el hecho de que en las condicioneslr

‘en donde la actividad de la GS se vié reprimida también se detecté una poza

alta de glutamina (56), permitieron concluir que glutamina regula su propia
sintesis y que esta regulacion es ejercida a nivel de la transcripcién‘de -
Ja GS (59 y 60).

En cultivos limitados de NHZ , por alimentacidn continua (feed batch),
N. crassa mostrd un crecimiento lineal. En estas condiciones 1a actividad dé
Ja GS se encontrd inducida y con una forma oligomérica que correspondif a
un tetrdmero. En estos cultivos se detectd una poza alta de u-cefog]utaraté
junto con pozas bajas de glutamina y glutamato. Por otra parte, la limitacin -

v + o " Qe
en la fuente de carbono en un medio con exceso de NH4 » previno la induccion
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en la actividad de Ta GS (57). Con base én estos dates y la observacidn de
que una mutante deficiente en la GDH-NADP crecida en excesc de NHZ mostré
una actividad alta de GS, se concluyé que la fuente de carbono ejerce un
control positivo sobre la GS (57). La ausencia total de 1a fuente de carbono
-condujo a la degradacion de la enzima (61). Si aparte de la fuente de
carbono se depriva de la fuente de nitrdgeno, se observa, ademas de la
degradacidon de la GS, degradacion del resto de las proteinas y el cultivo
excreta NHZ al medio (61). B
La GS de N. crassa ha sido purificada a homogeneidad (62) y se ha -

visto que esta enzima estd constituida por dos polipéptidos, o y B (63).
Cuando el tetrdmero, obtenido de un extracto de la cepa silvestre crecida
en Timitacidn de NHZ, se inmunoprecipitd con anticuerpos para la GS, el
resultado obtenido mostro que el tetramero estuvo compuesto preferencial-
mente de mondmeros o (64). Este dato, y el hecho de que la mutante g(n—la,'
que s6lo tiene el tetrdmero, sea capaz de crecer en un medio con NHZ
Timitado, confirmd que la forma tetramérica de la GS fija NHZ a bajas
concentraciones (65 y 66). Por otra parte, la immunoprecipitacidn del
oétémero de la GS, obtenido de un extracto de la'cepa silvestre ﬁrecida en
exceso de NHZ, mostrd que este oligdmero estd compuesto preferencialmente ’
de ‘mondmeros B. Con ésto se concluyé que en exceso de NHZ , este es fijado»
por la GS octamérica compuesta principalmente por mondémercs B (64). -
Posteriormente se observé que la sintesis de B es regulada por la fuente

de nitrogeno; siendo alta en glutamato, intermedia en NHZ y muy baja en
glutamina (51). La sintesis 4n vivo de a y de 8, correlacionaron con 1a.

a4
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sintesis obtenida en un sistema de traduccién in vitro dependiente de
ARNm de N. crassa (51).
Hummelt y Mora (67) reportaron que la cepa am-1, defectiva en la
actividad de la GDH-NADP, fué capaz de crecer y acumular glutamato de
manera similar a la cepa silvestre en medio limitado de NHZ; no asi Ta
doble mutante am-1; gfn-la defectiva en las enzimas GDH-NADP y GS. Estds
datos condujeron a estos investigadores al descubrimiento (67) y pari-
ficacion (68) de 1a enzima GOGAT de N. crassa. La actividad de la enzima
en cuestidn se encontré alta en cultivos crecidos en Noé 6 limitados de
NHZ, pero su actividad fué reprimida en cultivos con exceso de NHZ, y no
se detectd en presencia de NHZ mas glutamato o en un medio con glutamina {68).
Posteriormente Lara et al (51) observaron que cultives crecidos en exceso
de NHZ mostraron una actividad alta de 1a GDH-NADP y una actividad baja
de la GOGAT; cuando estos cultives se cambiaron a medio 1imitado de NHZ,
la actividad de 1a GDH-NADP se reprimit y la GOGAT se 1ncrement6.
Con base en los resultados mencionadas se conc]uyé que, en exceso. .
de amonio, éste es asimilado mediante las enzimas GDH-NADP y GS octamérica
compuesta por mondmeros 8; cuando el NHZ es limitante, la enzima que lo | -
“asimila es la GS tetramérica compuesta de mondmeros o y el glutamato es

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

En el laboratorio estamos interesados en el estudio de 1os procesos
de diferenciacion que ocurren a lo largo del ciclo vegetativo de N; chassa,
y en este caso particular en la transformacion del micelio vegetativo a
micelio aéreo. Dado que en N, ciassa 1a aerealogénesis y conidiacidn
ocurren como respuesta a la deprivacién de nutrientes, el micelio aéreo
crece a expensas del micelio vegetativo; nos hemos planteado las siguientes
preguntas:

¢ Cuales son los constituyentes celulares del micelio vegetativo
que participan como fuente de energfa, carbono y de nitrdgeno para nutrir
el proceso de aerealogénesis ?

Durante el crecimiento en fase exponencial y prestacionaria N. crassa
acumula aminodcidos (69), ¢ Son estos aminodcidos indispensables para la |

aerealogénesis ?

¢ Cual es la via de asimilaciOn de amonio en Tos micelios vegetativos

superior e inferior y en el micelio aéreo ?

E1 sistema de aerealognesis y conidiacifn que se ha elegido para

la obtencidn del micelio aéreo es el de Stine y Clark (12}, cuyas ventajas, -

en parte ya han sido mencionadas y serdn discutidas mas adelante.
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MATERTALES Y METODOS

Cepas.

A Jo largo de este trabajo se utilizaron las cepas prof-3, aln-1b,
am-1; en am-1, tin-2 y are-3, auxdtrofos de prolina, glutamina, alutamato,
triptofano y arginina, resnectivamente, Estas cepas fueron obsequiadas nor el

Dr. J, Mora.

Condiciones de cultivo,

Para la obtencién de conidias, las cepas se crecieron en medio minimo
N de Vogel (70) séiido, sunlementado con sacarcsa al 1.5% (p/v) (MM-sacarosa).
En los cultivos de los auxétrofos mnol-3, am-1; en am-1, tap-2 v arg-3, se
adicion6 al medio prolina 200 wa/ml, alutamato 5mM v alanina 200 wa/ml,
indol 50 pa/ml v arainina 100 ua/ml respectivamente, mientras gue para el
‘auxdtrofo de alutamina, se omitid del medio el NH4N03_y se sustituydé nor glutamina k
10 m4.  Los cultivos se incubaron a 25°C durante 3 dias en la obscuridad mas
2 dias en la luz. Llas conidias se cosecharon con aqua destilada y se filtraron
a través de lana de vidrio. Con la suspensién conidial se inoculé el MM-sacarosa,
0 MM-sacarosa sin NH,NO, para la gin-Tb sunlementado cdn el aminodcido o precursor
del aminodcido requerido. E1 inGculo se ajustd a C.05 DO/ml. . El medio inoculado
se incubé durante 12-15 h a 25°C con un flujo continuo de aire himedo. En a]quhbs
experimentos después de crecer 1os cultives nor 12 h, 8stos se filtraron y

transfirieron a MM-sacarosa sin e} aminodcido requeride y 1a incubacidn se continug.
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por 2 h mds. En alqunos casos la cepa gln-1b-se transfirié a MM-sacarosa

sin NH4N03 y con metionina sulfoximina 0.5 mM. Después de 30 min de

incubacifn en este medio, el cultivo se dividié en 8 fracciones iquales, las
cuales se filtraron por separado ¥ se resupendieron en MM-sacarosa 6 en
MM-sacarcsa en el cual el NH4N03 se sustituyd por anlutamina 5 mM, olutamato

10 mM, arainina 2.5 mM, triptofano 5 mM, quanosina 2 mM, alucosamina 10 mM o

una mezcla de todas las aminas mas adenosina 2 mM, histidina 3.3 mM v asparagina
5 mM. Los cultivos se incubaron 30 min mds v después se deprivaron de nutrien-

tes para inducir la aerealoaénesis,

Crecimiento del Micelio Aéreo.

Se filtraron 300 ml de cultivo a través de pape]‘fi1tro Mhatman No. 41.
La mata micelial se Yavd con 100 ml de aqua fria y 100 ml de amortiguador de
fosfatos 0.03 M. pH 6.1 (12}. Después de eliminar el excesc del amortiauador,
la mata micelial se transfirié a una caja Petri v se incubé en una cémara a

28°C de temperatura y una humedad relativa de 80%. Cada 3 h se saco de la
camara una caja Petri. se cosechd el micelio aéreo usarido una espdtula v luego -
la capa superior de la mata micelial (menos del 10%) se separé del resto del
micelio venetativo. .Los 3 micelios se colectaron en agua fria y se utilizaron
directamente para alqunas determinaciones, o alternativamente, el micelio se
filtré a través de papel filtro “hatman No. 1, v se deshidraté con acetona

(polvos de acetona). Los polvos de acetona se almacenaron a -20°C hasta su uso

para las determinaciones enzimaticas.

Extraccién vy Determinacion de Glucaena.

!

Fracciones de 0.3 g de micelio venetativo de Ta cena wwel-3 se
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homogeneizaron en 4 ml de una solucidn de dcido tricloracético (TCA) al 10%.

Los homogeneizados se centrifunaron a 4°C, 15 min a 4,000 x q. Los sobrenadantes
se precipitaron con 2 volumenes de etanol frio y los precipitados se colectaron
por centrifupacidén. A continuacién, estos se resuspendieron en 0.5 ml de agua
destilada y se centrifugaron a 4°C 2C min a 16,000 xn. Los sobrenadantes
resultantes se precipitaron nuevamente agregandc 2 volumenes de etanol frio

(71) y los precinitados de qlucéaeno se disclvieron en 1 ml de H2504 0.5 M.

A continuacion, el alucéaeno se colochd en ampollietas selladas al vacio v se
hidrolizé a 100°C durante 10 h. Lla alucosa liberada se cuantificd por el

método de la nlucosa oxidasa usando el ecuipo analitico de Boehringer (72).

Experimento de Pulso y Caza.

A un cultivo de 11 h de 1a cepa prol-3 se le adiciond 0.3 wCi/ml- de
14C - leucina. uniformemente marcada y se incubd durante 15 min. Después se
filtré rapidamente el cultivo, y el micelio se transfirid a medio fresco y se
cultivo por 1 h mds. Una muestra de 10 ml de cultivo se filtrd, se lavd con
abundante agua destilada y se fraccion6 como se indica mas adelante. El
resto del micelio se deprivé de nutrientes y se colocé en condiciones para

formar micelio aéreo.

Determinacién del CO, radioactivo.

La incubacién del cultivo radioactivo durante la aerealogénesis, se
efectué en una cdmara sellada, a través de la cual se hizo pasar una

~corriente de aire himedo. ET1 aire proveniente de la camara se burbujed a

través de una serie de tres trampas conteniendo cada una 16 ml de NaOH 2.5 N. .
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. Las trampas se cambiaron cada 3 h y se determind 1a radioactividad retenida

en cada una de ellas. Para ello se tomaron alicuotas de 2 ml y se precipitaron
con 8 ml de una mezcla 3: 5 de BaCl, 1.5N v HH,C1 2N (73). Los precipitados

se lavaron 2 veces con 8 ml de anua destilada y se resuspendieron en 1 ml de
agua, Muestras de 50 ul se secaron sobre papel filtro Whatman 540 v se
contaren en un espectrofotémetro de centelleo Tiaquido marca Packard Tri Carb

Modelo 3390.

Fraccionacion Celular.

Alicuotas de micelio vegetativo o aéreo se homoaeneizaron en 1 ml de
UMSDT ( Urea 9.5 M, 2-mercaptoetanol 1 M, NaCl 0.5 M, NP-40 2%, desoxico]ato‘de
sodio (SDS) 0.5%, dodecil sulfato de sodio 0.25% en Tris-HCL 10 nM pH 7.4).
Este amortiouador se empled para lograr una efectiva solubilizacién de las
proteinas, y se disefid en base a Jos amortiquadores de 1isis usados por 0'Farrell
(74) y por Hansbefg et al (60), E1 homoaeneizado se centrifugd a 25°C durante
15 min a 3,600 xn. La nastilla resultante se homoaeneiz6 nuevamenie con el

mismo vollmen de UMSDT. Después de centrifuoar nuevamente 1a pastilla se Tavd .

2 veces con 1 ml de anua fria y posteriormente los lavados se renitieron 3.veces

empleando para ello etanol al 30%, 70% v 98% (75). La nureza de la fraccidn
de pared celular obtenida en el precipitado después de lavar con efanol, se Juzaed.
con base en su bajo contenido de proteina (menos del 6% del contenido de proteina
en la muestra homogeneizada), y por la casi indetectable cantidad de radioactiYi;‘
dad solubilizada con un lavado adicional de metanol, éter o cloroformo,

Las fracciones solubilizadas con UMSDT y anua se juntaron y se precinitaron.

o .
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con TCA a una concentracion final del 10% y se centrifugaron a 4 000 xq

durante 30 min a 4°C. Del scobrenadante resultante, el alucdaeno se orecinitd
con etanoi, como se describid anterinrmente. Al nrecinitado se le adicionaron

5 pl de una solucidn de FMSF (fenil metil sulfonilfluoruro 3.5 mg/ml de etanol},
y después se incubg con 50 pa/ml de ARNasa (APMasa pancredtica la cual fué
disuelta en Tris-HC1 10 mM, pH 7.4, conteniendo MaCl 5 mM; previamente hervida)
(74). Despuds la mezcla se incubd y se precipité con 10 voldmenes de ATA
{acetona: trietilamina: dcido acético 90:5:5) (76) durante 1 h a 4°C. Después
de centrifunar, los precipitados resultantes se secaron al vacio y se trataron
con 50 yg/mi de ADNasa (ADNasa pancreatica disuelta en Tris-HC1, pH 7.4
conteniendo MgCl 1 mM} (74). Esta mezcla de reaccién se incubd a 25°C durante
10 min y se precipité con ATA. Después de centrifunar el precipitado se lavé
con 1 ml de acetona y se secd al vacio. La radioactividad no precipitada por
el ATA, después de cada tratamiento enzimdtico, se consideré como marca
incorporada en ARN y ADN, La marca detectada en el precipitado se consideré_
como marca incorporada en proteina. De cada fraccion se tomd una alicuota y se
secd en un filtro Whatman 540. Los filtros se colocaron en viales de Cente11eo,
conteniendo 10 m1 de PPO-tolueno (4 g/l), y se contaron en un espectrofotdmetro

de centelleo 1iquido.

Determinacion del Amonio Extracélular.

E) micelio veqetativo inferior se resuspendiG en 100 ml de agua destilada.
y se filtrd. Del filtrado resultante se tomaron 10 ml y se ajustaron cpanCi ,
IN a un pH de 4.5. Desnués se aarend 0.1 ml de NaOH 10M, y el NHZ asd Tiberado

se midi6 utilizando un electrodo con una membrana esnecifica para éste comnuesto
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(electrodo Orion, Cambridae, Mass.. U.S.A.).

Determinacion de Aminodcidos.

Una muestra de micelio conteniendo alrededor de 5 mg de proteina, se
hirvié en etanol al 80%. Las muestras se enfriaron, se homoaeneizaron y se
filtraron a través de filtros Millipore RA, 1.2 um. Los filtrados se
Tiofilizaron y se almacenaron a -20°C hasta su uso, Las muestras se disolvieron
con agua deionizada a una concentracidn final de 1 mg de protefna por ml, Los
aminodcidos se separaron en un analizador de aminodcidos Aminco y se

cuantificaron usando un fluordmetro después de su acoplamiento a o-ftaldialdehido.

Actividades Enzimdticas.

Los polvos de acetona se trituraron con hielo seco, se resuspendieron en
el amortiguador adecuado seoun la enzima ensayada y lueoo se homogeneizaron a
4°C. Los homoageneizados se centrifucaron y se midieron las actividades de cada
enzima, tanto en el sobrenadante como en el precipitade. La cantidad de enzima
~extrafda en el sobrenadante fué mayor al 90%. La actividad de Ta glutamina
sintetasa (EC 6.3.1.2) se ensayd seﬁﬁn el método descrito por Ferguson'y Sims
(77). La -actividad especifica se expresé como umoles de y—q]utamiihidroxamato )
producido en 1 min a 30°C por ma de proteina. Las actividades de las glutaﬁatd—
déshidrogenasas, dependiente de NADP (EC 1.4.1.4) y dependiente de NAD _ s
(EC 1.4.1.2), se midieron siquiendo espectrofotométricamente la oxidacidn de f
las coenzimas como 10 describe Fincham (78). La actiViﬁad de ]a qlutamato.‘
lﬁintasa (EC 1.4.7.1) se midi6 siouiendo e] método. de Boland y Benny (79),

adaptado por Hummelt y Mora (67). Las actividades especificas para 1as,enziha$"‘ :
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glutamato deshidroaenasas y alutamato sintasa se expresaron como wmoles de
coenzima oxidada en 1 min a 25°C por ma de proteina. La actividad de la alanina
transaminasa (EC 2.6.1.2) se midid como reportaron Firtel y Brackenbury (32),
excepto que el amortiguador de tricina se sustituyé por amortiguador de
fosfatos 0.1M. La formacidon de piruvato se midid en un exceso de la enzima
lactato deshidrogenasa y la reaccion se siguio midiendo 1a oxidacidn del NADH
a 340 nm. La actividad especifica de esta enzima se expresd como ymoles de
coenzima oxidada en 1 min a 37°C por mag de proteina. La actividad de la
glutamina transaminasa (EC 2.6.1.15) se determind midiendo la desaparicidn
del complejo enol-borato-fenilpiruvato 2 300 nm como reportaron Kupchik y
Knox (80), en este método se incluyd una modificacién que consistié en
adicionar al ensayo 0.2 mM de fosfato de piridoxal (Calderdn, J. ¥ Mora,.dJ.
Manuscrito en preparacidn). La actividad especifica se.expres6 como umoles

de complejo desaparecido en 1 min a 37°C por mg de proteina. La actividad de
la glutaminasa (EC 3.5.1.2) se ensay6 midiendo la aparicidn de 14C-écido
glutamico a partir de 14C-q]utamina. Los extractos 1ibres de células se

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

corrié en diferentes amortiquadores con pHs en el ranqo de 5a 9y adicionando

activadores de glutaminasa como fosfato, ATP, GTP (84), AP v glutamato (85).
Todos los activadores se probaron a una concentracién de 10 mM, ya sea prein--

cubandolos, a 4°C durante 60 min, con el extracto o adicionandolos difectameh;e‘ .
a 1a reaccidn {85). La mezcla de Feaccién se incubd a 30 o 37°C durante 30'0

60 miny la reaccién se pard con dcido perclérico. E1 alutimico y la

. alutamina se separaron por cromatografia en papel y se cuantificaron como

Tndican Kuamme .y 01sen (86).
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Las proteinas se cuantificaron por el método de Lowry et al (87).

Sedimentacidon de 1a GS en Gradientes de Sacarosa.

Los extractos 1ibres de células se prepararon a partir de polvos de aceto-
na, homoaeneizando 0.1 a de polvo en 1 ml de amortiquador de extraccién para la
G6S: K2P04 50 mM; dcido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.5 mM, pH 7.2. A]%Luotas
de 400 yl de estos extractos se colocaron sobre aradientes continuos de sacarosa
de 5 a 20% (p/v), disuelta en el amortiguador de extraccion. Después de centrifu-
gar a 4°C nor 12 h a 280 000 xa en un rotor Beckman SW-40, los aradientes se
colectaron en fracciones de 375 ul y se ensavd la actividad de la GS (transferasg)

an cada una de las fracciones.

Inmunoprecipitacion de 1a GS.

E1 procedimiento que se utilizé para la inmunoprecipitacidn de la G6S fué
el descrito por Palacios et al (88) con alqunas modificaciones: Los extractds ‘
" 1ibres de células se prepararon en amortiauador A: imidazol 50 mM; glutamato de’
sodio 50 mM; MqSO4 80 mM; Kzso4 50 mM;’EDTA 0.5 mM, PH 7.1. Alicuotas con 5 ma
"~ de broteina, se inmunoprecipitaron con 6.4 ya de anticuerpos anti-6S. Despué§
de incubar a 4°C durante 60 min, se adicionaron 40 upa de anti-g]dbu]ina de ’
cabrd obtenida en conejo, el volumen final de la reaccién fué de 264 ihmedia-
tamente después de adicionar el sequndo anticuerpo, Ta mezcla fué dividida en ’
dos y colocada sobre gradientes discontinuos de sacarosa, preparados en*tubos. 
eppendorf: 160 nl de sacarosa ! My 50 yl de sacarosa 0.5 M en amorfiguador A.
conteniendo 1 ma/ml de albumina de suero onino. Déspués de- centrifugar lTos =~

gradientes a 4°C durante 8 min a 13 000 xg, se concelaron en hielo seco. Las .
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puntas de los tubos, conteniendo los inmunoprecipitados, se cortaron y los

inmunoprecipitados se procesaron para analizarlos mediante electroforésis,

Electroforésis,

Los inmunoprecipitados se disolvieron en 20 w1l de una solucidn con SDS 2%; >?
g-mercaptoetanol 2%; EDTA 2 mM; alicerol 10% y azul de bromofenol en amortiqua-
dor de Tris-HCL pH 6.8, A continuacidn las muestras se hirvieron durante 3 min.
La electroforésis en geles de acrilamida con SDS y urea (63), se corrid como

indica Laemmli (89). Los geles se fijaron y tifieron con una solucidn de metanal

30%, &cido acético 10% y azul brillante de coomasie 0.06%. Una vez tefidos y
destefiidos, los geles se cortaron para determinar las cantidades relativas de
los polipentidos « y 8 de 1a G5 en los distintos carriles, midiendo su absorcidn
luminosa a 680 nm en un espectrofotdmetro Beckman serie 30, modelo 35, equipado

con un graficador,




RESULTADOS -

I. CRECIMIENTO DEL MICELIO AEREOQ.

Cuando el micelio vegetativo de N. crassa, obtenido del crecimiento
en fase exponencial o preestacionaria de cultivos en medio 1iquido, es
colocado en ausencia de nutrientes y en contacto con el aire, rdpidamente
forma micelio aéreo. Después de 3 hrs. de incubacién, la capa superior
de la mata micelial, en contacto directo con el aire se encuentra
totalmente cubierta de micelio aéreo. Durante las proximas 12 hrs. el micelio
aéreo crece rapidamente y 2 hrs. después conidia. En este tiempo las hifas
de la parte superior del micelio vegetativo forman una capa dificil de ‘
disgregar, que en lo sucesivo 1lamaré micelio vegetativo superior. Akmedida :

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

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

micelio vegetativo superior representa alrededor del 10% de Ta proteina del

micelio vegetativo total. La formacidn del micelio vegetative superior parece’ -

‘estar estrechamente relacionada con la formacién del micelio aéreo:‘cultivdsv
en los que la aerealogénesis se retarda, también seretarda  formacion del
micelio vegetativo superior.

En este sistema, la aparicién y el crecimiento del micelio &éreok~ '

ocurren de una manera sincrénica (12). Las estructuras morfoldgicas generadas

son perfectamente distinguibles y ficiles de separar, ademds se obtienen en:  _:

cantidades suficientes para su andlisis bioquimico: una mata micelial de

aproximadamente 100 mg, extendida eri una superficie de 43 cmg, con un grosor -

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

N
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Las conidias obtenidas de estos cultivos son capaces de germinar y
crecer de igual manera que las provenientes de cultivos sblidos (slants) .
E? porcentaje de germinacion de estas conidias fué de 93%, juzgado por el
nimero de colonias obtenidas a los 6 dias de “incubacién en un medio con agar
y sorbosa. Cuando las conidias fueron inoculadas en medio minimo de Vogel,
crecieron con un tiempo de duplicacidon de 2.5 h y el micelio resultante '
volyid a conidiar con la misma eficiencia con la que conidia un cuitivo

obtenido a partir de conidias de slants.

Dado que uno de los objetivos de este trabajo es determinar como
influye sobre la formacidn del micelio aéreo la disminuci6n del nivel de
algunas pozas de aminoacidos, particularmente la de glutamina, con fines
comparativos se decidid utilizar como control a algilin auxdtrofo de un aminodcido

cuyo bloqueo no sea en la via biosintética de glutamina. Por esta razdn en

Ta mayoria de los experimentos que a continuacidn se presentan excepto en

1os.indicados, se utilizd la cepa prof-3.

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

Durante el crecimiento en fase exponencial el mice1io de N.‘cnaAAa

acumula glucégeno (Fig 2 y referencia 71). Dado que en este sistema experimen

i
i

tal el micelio aéreo se produce a expensas del micelio vegetativo, hemos anaﬁiador
la relacidn que guarda la fuente de carbono en forma de glucdgeno con-la
aerealogenesis. Con este propdsito se analizé la formacion del micelio aéreo 

a partir de micelios vegetativos con alto, moderado y bajo contenido deymucé_
‘geno. E1 micelio obtenido en un crecimiento de 15 h en medio minimo de nge],

con 1.5% de sacarosa, presentd un‘contenido de glucdgeno de 15mg/ gr
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fig, 2. Crecimiento y acumulacidn de qjucdgeno =~

“en’el micelio vegetativo de un cultivo en MM de-

" Yege] con 1,5% de sacarosa,
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de peso seco{mg/gr ps), (micelio vegetativo con moderado contenido de
glucdgeno). Cuapdo el micelio vegetativo de 14 h de crecimiento en medio

con un 1.5% de sacarosa se colocd 1-h en medio sin sacarosa, el glucdgeno del
micelio se degradé hasta tener 1.8 my/ur psinicelio vegetativo con bajo
contenido de glucdgeno). E1 micelio vegetativo con alto contenido de glucé-
geno, se obtuvo creciendo al organismo durante 35 h en medio con 2% de
sacarosa. Cuando Tos micelios vegetativos con moderado y bajo contenido

de glucdgeno se colocaron en condiciones de aerealogénesis, rapidamente
formaron micelio aéreo en igual cantidad (Fig. 3A). En el micelio con contenido
moderado de glucogeno el 90% de éste se degradd en las primeras 3 h, y 5%

en las proximas 9 h del periodo de incubacidn (Fig. 3B). En el micelio con
bajo contenido de glucdgeno Este disminuyé ain mas, con mayor velocidad en

las primeras 6 h que en el resto del periodo de incubacién (Fig. 3B),
posteriormente la degradaéién continud pero con menor velocidad, En este
cultivo el micelio aéreo‘aparecié hasta las 4 h de incubacidn. No obstante
este retraso y el crecimiento mas lento (Fig. 3A), después de 23 ﬁ de
incubacidn, la cantidad del micelio alreo formada fué comparable a la prdducida ‘
en 15 h por los micelios vegetativos con moderado o bajo glucdgeno. Los
resultados anteriores indican que para la aerealogénesis no es indispensab]e'
la acumu]ac{én del glucdgeno en el micelio vegetativos por el contrario ﬁn_ 
~alto contenido de glucigeno hace mas lenta la formacibn del micelio aéreo. En-f
los experimentos anteriores se observd una‘disminucién en el contenido'dek]a
proteina en el micelio vegetativo. Con el fﬁn de anatizar mas deta11adaménte
este fendmeno se cuantificté la proteina del micelio vegetativo a disfintos
tiempos durante la aerea]ogénesis:;Los cultivos con bajo o moderado g]ucégéno

perdieron durante las 15 h de incﬁbacién 30 mg del total de su-proteina
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Fig. 3. Catabojismo del glucégeno y las proteinas del micelio vegetativo
durante 1a aerealogénesis. A) Crecimiento del micelio aéreo a partir del
micelio vegetativo con un contenido de glucdoeno bajo (8), moderado {0)
‘y alto (o). Los res;ltados son promedio de 3, 10 y 6 experimentos,

respectivamente. B) Glucogendlisis en el micelio vegetativo con bajo (a),

( mg/cuitivo)

moderado (o)} y alto {e) contenido de glucSgeno. Los resuitados son promedios -

de 3,5 y 4 experimentos, respectivamente. C) Degradacién de prote%nas en
el micelio con Bajo (Aj , moderado (o) y alto (e) contenido de g1ucégen0;
" Los resultados son promedios de 3, 8y 5 experimentos, respectivamente.
D) Excrecign de amonio dé1 micelio yegetativo con moderado contenido de

glucdgeno.
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inicial (Fig. 3C). También en el micelio vegetativo con alto glucdgeno se
detectd una disminucidn de proteinas, 1a cual presentd una cinética similar
a la de cultivos con bajo y moderado glucbgeno (Fig. 3C). La cantidad
inicial del micelio vegetativo, en un rango de 70-150 mg de protefna, no

tiene ningln efecto sobre 1a magnitud del catabolismo proteico.

La degradacion masiva de proteinas en el micelio vegetativo podria
producir un exceso de NHZ intracelular y tal vez la excrecién de este
compuesta. Debido 2 ello se Tavd el micelio vegetativo del cultivo con
moderado contenido de glucigeno, a distintos tiempos de la formacion del
micelio aéreo, y después de filtrar se analizd el contenido de NHZ en el
filtrado, EI NHZ se excretd al medio durante las primeras 9 h de incubacion:
y en las siguientes 3 h se registrd una ligera disminucidn en la cantfdad

de NHZ extracelular (Fig. 3D).

ITI. UTILIZACION DE LOS ESQUELETOS DE CARBONG DERIVADOS DEL CATABOLISMO =~

PROTEICO. _ _ b
Los a-cetodcidos resultantes de 1a desaminacidn de los aminoécidos

. provenientes del catabolismo protéico‘podrian aportar, mediante-su oxidacién;;

parte de la energia requerida para la aerealogénesis, o bien utilizarse |

cﬁmo esqueletos de carbono para 1a sintesis de las estructuras Feqﬁeridas

" para el proceso morfogenético. Para ver la distribucidn de Tos esqueletos

de carbono provenientes del catabolismo protéico se efectué un experimehtd}

" de pulso y caza con 14C -leucina. E1 pulso y la caza se dieron dufante

‘el crecimiento en 1iquido y a continuacién el micelio se colocd en ausencia‘f:,
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de nutrientes y en contacto con el aire. En las condiciones en que se
efectud el marcaje, el 85% de Ta marca incorporada por el cultivo se detectd
en proteinas, el 15% restante se 1oca1izd en pared y en la ffaccién soluble
(Tabla 1). Al término de la aerealogdnesis se analizé la distribucion de

Ta marca hacia otros constituyentes celulares del micelio vegetativo y del
micelio aéreo. La proteina del micelio vegetativo perdif el 70% de la
radioactividad inicialmente incorporada en ella, y la pared del micelio
incrementd 3.6 veces su radioactividad con respecto a la radioactividad
inicial (Tabla 1). En el micelio aéreo se encontrd el 10% de la marca
inicialmente incorporada por el cultivo (Tabla 1},

La radioactividad asociada al €0, Tiberado por el Eu\tivo, se midié.
a distintos tiempos durante Ta aerealogénesis. A las 15 h de incubacién el
20% de 1a marca inicialmente incorporada por el cultive se recuperd como
002 (Tabla 1). La mixima 1iberaci§n de 002 radioactivo, registrada entre-
las 6 y 9 h, correlaciond con la mixima velocidad de crecimiento del mice1ib'
aéreo; a medida que 8ste dejé de crecer también fué cesando la liberacidn
de CO0, radioactivo (Fig. 4).

La cantidad de marca perdida por la p%oteina (1.7 x 10® cpm) es
semejante a la suma de la mérca incorporada durante la aerea1ogénesis en
las distintas estructuras del micelio vegetativo y micelio aéreo mis la_
radicactividad liberada como CO2 (1.5 % 10° cpm). A las 15-h de-la
aerealogénesis 1a suma de la marca en micelio vegetativo, micelio aéreo y
41002*c0nstituy6 el”92%4de la marca inicialmente incorporada por.el cultivo -

{Tabla 1).
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Tabla 1. Distribucidn de 1a radiocactividad antes y despues de 15 h de aerea-
1ogenes1s E1 miceldio vegetativo en crecimiento exponencial, se marcd con un
pulso corte de 4C-]eucma seguido por un periodo de caza y después de 15 h
de aerealogénesis se analizé la distribucion de la marca.

ANTES DE LA AEREALOGENESIS DESPUES DE LA AEREALOGENESIS
' My My! MA

) cpm % cpm % cpm %
PROTEINA 2632 728 84.95 927 347 29.92 167 895 5.42
PARED CELULAR 221 216 7.14 807 466 26.06 91 804 2.96
F. SOLUBLE 240 038 7.74 186 027 6,00 38 348 1,24
GLUCOGENO 4 183 0.13 3 369 0.11 708 0.02 .
ARN 736 0.02 1 209 0.04 1131 0.04

_ADN 166 0.00 1 537 0.05 11 0.00
TOTAL 3 099 067 100.00 1 926 955 62,18 300 033 9.68
€0, 624 720 20.17

'MV'+C02+MA 2 851 708 92.02

Abreviaturas: MV, micelio vegetativo antes de la aerealogénesis; MV',‘micelio
vegetativo después de 15 h de aerealogénesis; MA, micelio adreo de 15 h-de ;
crecimiento y F. SOLUBLE, se refiere a la fraccion soluble que es la mezcla-
de los sobrenadantes obtenidos después de precipitar con TCA'y etano] y de
1avar 1a fraccion de pared celular. s
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Fig: 4, Liberacion de 002 rgdioactivo durante la aerealoge- -
nesis de un cultivo marcado preferencialmente en proteinas.
La incorporacién de la marca se realizd en un cultivo en
medio 1iquido al final de la fase de crecimiento exponencial.
El €0, liberado durante la aerealogénesis se atraps en una _
solucién alcalina, se precipitd como carbonato de bario'y se
contd su radioactividad. Liberacidn de €0, radioactivo (o). y
crecimiento del micelio aéreo (o)
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IV, POZAS DE AMINOACIDOS DURANTE LA AEREALOGENESIS.

Durante 7a fase del crecimiento prestacignaria en medio 1iquido, N.caassa
acumula aminodcidos, preferencialmente glutamina y arginina (69). En la cepa
prol-3 a las 16 h de crecimiento, las pozas de aminodcidos mis elevadas fueron:
La de alanina que constituyd el 45% del total de aminoicidos, glutamina 20%,
glutamato 14_% y ornitina mds arginina 14% (Fig. 5A). Al final de la aerealogé_
nesis, los niveles de las pozas de aminodcidos en el micelio vegetativo han dismi
nuido notablemente en comparacidn a Tos valores iniciales (Fig. 58). Cuando se
midieron las pozas a intervalos de 3 h durante el periodo de aerealogénesis, se
observd que 1a mayoria de ellas disminuyeron con una velocidad semejante, sélo
1os niveles de glutamina y alanina durante las primeras & h bajaron m&s rébid_a
mente que los demas aminoadcidos y postertormente disminuyeron a menor ve]ocidad

(Fig. 5C).

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

Para determinar si para que la aerealogénesis ocurra es requerida la acumy

laci6n de aminodcidos en el micelio vegetati?o, se probé la capacidad para formér ”
micelio aéreo de algunos auxdétrofos de aminodcidos, conteniendo una poza baja-del :'
aminodcido requerido. Enla tabla 2 se muestran las pozas de aminoécidosde laﬁ cepas |
- prol-3, gln-1b, am-1; en am-1, arg-3 y tap-2 antes y despues de incubar sin el
aminodcido requerido. En todos los auxGtrofos, excepto enel de prelina (ya qué
nuestro sistema de andlisis no detecta iminodcidos), despue‘_s del ayuno se com--
probd la disminucidn de la poza del aminodcido requerido.

La poza de glutamina en Ta cepa gfn-7b disminuyd 7.6 veces cuando se pri

vé de glutamina y fué 13.8 veces menor con respecto a la observada en la pwé-3.
Para depletar la poza de glutamatorsin ocasionar una limitacidn de glutamina, se

crecid _d:auxdtrofo ‘am-1; en am-7 en glutamina mis alanina y después



o ———— C e e e ee e ——

Fig. 5. Pozas de aminodcidos en: A) el micelio vegetativo déspﬁés del
crecimiento prestacionario (16 h), B) el micelio vegetativo’déépués
de 15 :h de aerealogénesis, C) el micelio aéreo después de 15 h de
crecimiento y D) en el micelio vegetativo a distintos tiempos durante

el periodo de aerealogénesis.
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TABLA 2. Pozas de aminodcidos de varios auxétrofos de aminodcidos privados o no del aminodcido
requerido, Los auxGtrofos se crecieron por 12 h en MM-sacarosa con Tos aminodcidos requeridos,.
excepto la gfn-Th que se crecid en MM-sacarosa sin NHuNO3 mas glutamina 5 mM. Los dﬂ]tiVOS‘ée'
dividieron en dos y se incubaron por 2 h en MM-sacarosa con o sin aminodcido. Las pozas de

aminodcidos estdn expresadas como umoles {mg de proteina)'1
% prol-3 gln-1h an-1; en am-1 ang-3 tp-2
+ - + +
. NH4 + + NH4 + NH4 + NH4_ : +
Medio -pro NH, | GIn  NH, }Ala-GIn NH, |-Arg NH, |indol ~ NH
4 4 4 4 4 .

Glu .161 - 167 .204 - ,272 .057 - .033 |.160 - ,111 164 - .205v'.'
GIn .305 - ,289 |.159 - .021 | .381 - .143 |.193 - .125 | .306 - .303

"~ Ala .410 - .303 | .263 -1.167 128 - 017 }.183 - .147 506 - .438 ‘.vv
Trp ND - ND ND - ND ND - ND ND- ND | .010 - .003.
Arg 1,068 - 072 | .057 - .023 | .075 - 066 | .044 - .027 | .068 - .080 -

ND significa no detectado.
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se privé de estos aminoécidos. Bajo estas condiciones la poza de glutamato
fue 1.7 veces menor que Ta del cultivo no privade y 5 veces menor que la
de la cepa prof-3. no obstante que la poza de glutamina disminuyd 2.3 veces,
todavia se mantuvo acumulada. En la cepa am-1; en am-1, ademds de la poza
de glutamato y glutamina, también bajo considerablemente la poza de alanina,
7.3 veces comparada con el cultivo no privado y 18 veces comparada con la
cepa prof-3. La poza de arginina "en el cultivo de Ta arg-3 en ayuno de
este aminodcido fue de 1.6 veces mis baja que en el cultivo no privado y -
2.7 veces menor que en la prol-3. La poza de triptofano s6lo se detectd
cuando la cepa #np-~Z se crecib en indol, y disminuyd notablemente cuando
la cepa se crecid en ausencia de dicho precursor de triptofano.
Ademis de Ta disminucion en las pozas de los aminoacidos requeridos
se observo: que tanto en la cepa g€n-1b como en la am-1; en am-1 cuando
se crecieron en glutamina y en g]utamina~a1anina-NHZ, respectivamente; la
poza de alanina fue baja, 1.5 y 3.3 veces menor que en la prof-3. Cuando
se transfirieron a NHZ, en 1a gfn-1b la poza de alanina se incrementd
- 4.5 vecés, no asi én la doble mutante am-1; en am-1, en']a cual la poza de- ‘
alanina disminuyG aiin mis, 7.3 veces (tabla 2). En la gln-1b en ayuno de
_glutamina, ademds de la poza de este aminodcido también disminuyd la ‘poza
de arginina, 2.5 veces si se compara con el cultivo no limitado y 3.1
.veces si se compara con la cepa piol-3 privada de prolina (tabla 2). »
Las cepas prof-3, am-1 ; en am-1 Yy trp-2 deprivadas; formaron 9%,
. 15%’y 8% mis micelio aéreo que cuando no fueron privadas. La ang-3 'y la. .~
. g4n-16 formaron 25% y 67% menos cantidad de micelio aéreo que la producida

por. el cultivo no limitade (Fig.'%). La prof-3, tratada con met ionina
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Fig.. 6. Cantidad de micelio aéreo producido por varios auxftrofos de
aminodcidos privados o no del aminodcido requerido, Las condiciones

experimentales son las de la tabla 2. Los micelios aéreos se cosechg .

ron a las 15 h de aerealogenésis. La primera barra pdra cada cepa’
représenta 1a cantidad de micelio aéreo producide por el cultive no
privado, la segunda, por el cultivo privado; ambas son el prdmedio
de dos experimentos. B
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sulfoximina (MS) para inhibir la GS (90) y depietar la poza de glutamina,
también produjo mucho menos cantidad de micelio aéreo que el cultivo
no tratado. (dato no mostrado).

Al final de la aerealogénesis, la distribucidn de las pozas de aminod
cidos en las cepas am-1; en am-1, #rp-7 y ang-3, privadas 0 no del aminodcido
requeridg fueron similares a las de la prol-3 no Timitada. En la fig. 5A-C se
presenta 1a distribucién de las pozas en las distintas estructuras de ia
prof-3 no limitada. En la cepa am-1; en am-1, no obstante de carecer de
las actividades de la GDH-NADP y la GOGAT, y que el nivel de la poza dé
glutamato en el micelio vegetativo fue bajo durante el crecimiento |
prestacionario {Tabla 2 y fig. 7A), al final de la aerea]ogénésis la poza
de este aminodcido aumentd en el micelio vegetativo y se acumulé en el
micelio aéreo. La acumulacion de glutamato fue mayor en el cultivo privado
(Fig. 7B). En el escaso micelio aéreo formado por el cultivo de la glnélb
limitado de glutamina, 1os niveles de todos los aminodcidos fueron marcada-
mente mas bajos que Tos observados en el cultivo no Timitado (Fig. 8A.y B}

La inhibicin de 1a aerealogénesis en la cepa con baja pozé de gluta

mina, podria deberse a la falta de alguno de los compuestos cuya biosfntgsis ’

depende de glutamina. Para descartar esta posibilidad, a cultivos de la’
cepa gln-1b, previamente tratados con MS para disminuir ain mds la poza

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

siguientes compuestos: NHZ » glutamato, arginina, triptofano, glucbsamina,,;"

guanosina y una mezcla de estas distintas aminas ademds de histidina,’
asparagina y adencsina. Al término de la incubacidn con los compuestos

“adicionados se midieron tas pozas de aminodcidos, 1a poza de glutamina
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Fig. 7. Pozas de aminodcidos en 1a cepa am-1; en am-1.
A) Cultivo no privado y b) cultive privado de alanina
y glutamina. Micelio vegetativo, antes (MV) y después-
(MV') de 15 h de aerealogénesis y micelio aéreo a las -
15 h de crecimiento (MA}. ‘
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Fig. 8. Pozas de aminodcidos en la cepa gln-1b. A) Cul-
tivo no privaHo y B) cultive privado de glutamina.
Micelio vegetativo (MV] antes de la aersalogénesis,

micelio yegetativo inferior (MV'] y micelio aéreo (MA)

después de 15 h de aerealogénesis.
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Tabla 3. Pozas de aminodcidos en la cepa gln-1b deprivada de glutamina e incubada en presencia de varias
aminas. La cepa gln-1b se crecid durante 12 h en MM-sacarosa sin NH4N03 mds 5 mM de glutamina ( primera
columna) y posteriormente se transfirid durante 30 min a MM-sacarosa con 0.5 mM de metionina sulfoximina.
(segunda columna). A continuacion el cultivo se dividiG en 8 fracciones iguales que se incubaron por 2 h
en : MM-sacarosa (tercera columna), MM-sacarosa mas alguna de las aminas indicadas (cuarta.a novena
columna) y MM-sacarosa con la mezcla de estas aminas mds histidina, asparagina y adenosina.

+

*GlIn MS NH, Gin Glu Arg Trp Guan,** GluN *** Mézcla
Gy 205 237 .268 .23 398 .207 .20 222,230 .41
g 159 010 .04 078 017 .05 .007 007 <020 - .002 .
Al 274291 729 198 .437 320 .319 316 .29 - .586 -
s - .40 .03 006 .06 .021 .  .009 035 .020 005
His .09  .060 .05 079  .082 .071 067 030  .058 . .085 .
Trp ND ND ND ND D ND 486 ND ND 373
orn .047  .088 .04 030 .05l .028 042 018 .03 .038
1,093

Arg .057 .043 .043 .063 .054  .166 .072 .048 .034

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

***Glucosamina
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permanecid baja y cuéndo se adiciond a los cultivos glutamato, arginina,
triptofano, glutamina y glucosamina por separado o en mezcla se notd un
incremento en las pozas respectivas (Tablas 3, glucosamina no se muestra y
nuestro sistema de andlisis no detecta purinas). Ninguno de Tos compuestos
probados ni la mezca de todos restaurd el crecimiento del micelio aéreo tan

eficientemente como glutamina (Fig. 9).

V. ASIMILACION DE AMONIO DURANTE LA AEREALOGENESIS.

Como se menciond en la introduccidn, durante el crecimiento vegetativo
+ . s . - o e imas
en N. crassa el NH4 es asimilado mediante dos vias biosintéticas: en exceso

de NHZ, 8ste se asimila mediante 1a GDH-NADP y el octimero de isozima B de

+
4

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

GS ; cuando el NH, es limitante, se asimila a través del tetrimero de 1a
asimilacidn del NHZ en las distintas estructuras ‘generadas durante la
aerealogénesis, se midieron las actividades enzimdticas de las dos vias a
diferentes tiempos de incubacidn. En estos estudios las determinaciones se ‘
efectuaron en el micelio vegetativo en fase de crecimiento prestacionaria, en
el mice]id vegetativo capa inferior y -superior, y en el micelio aéreo. ’

La actividad de 1a GDH-NADP es alta en el micelio de fase de

crecimiento prestacionario, se mantiene alta en el micelio vegetativo inferior. -

y decrece en el micelio vegetativo superior. A las 12 h de incubacién 12
actividad es 7 veces menor en el micelio vegetativo superior que en el

micelio en fase de crecimiento prestacionario o en el micelio vegetativo

inferior. En el micelio aéreo se detectd una minima actividad de-la GDH-NADP .
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Fig, 9, Cantidad de micelio aéreo formada por la cepa gln-Tb priva-
da de glutamina e incubada en presencia de varias aminas. las condi

ciones experimentales son las de la tabla 3. Después de las 15 hde
aerealogénesis se cuantificd la can@jdad de proteina del micelio aé
reo. Cada barra es el promedio de dos experimentos.
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(Fig. 10A). Se midid también ta actividad de 1a glutamato deshidrogenasa
catabdiica (GDH-NAD), y en general se obtuvieron bajos valores de oxidacidn
del NADH (Fig. 10B). Se observd que la actividad de esta enzima siempre
guardd una relacidn inversa -a la enzima biosintética.

La actividad de 1a GS en el micelio vegetativo inferior se
incrementd 2 veces durante las 12 h de incubacion, con respecto a la
presente en el micelio vegetativo en crecimiento prestacionario. En el
micelio vegetativo superior esta actividad disminuyd 8 veces; a las 12 h
de incubacién, la actividad de GS fue 16 veces mis alta en el micelio
vegetativo inferior que en el superior. En el micelio aéres se detectd una
moderada actividad de GS (Fig. 11A).

Ya que Ta actividad de 1a GDH-NADP fue baja en el micelio vegetativo‘
y particularmente en elsmicelio aéreo, se esperd encontrar en ellos una acti-
vidad de GOGAT alta. Sin embargo, la actividad de esta enzima fu muy baja
en todas las estructuras. En la Fig. 11B, entre las 3-y 15 h de incubacidn
se observa un incremento en la actividad de la enzima en el micelio vegetativo: §
inferior. Debido a ello se midid 1a actividad de esta enzima a las 18 y’Zl h o
de incubacion y no se detectd mayor actividad en ninguno de los tres mice]iqé.

Resumiendo, en el micelio vegetativo inferior se detectaron actividades_;;
altas de 1a GDH-NADP y de 1a GS. En el micelio vegetativo. superior, COincidenté
con un incremento en la actividad de la GDH-NAD, se detectd una marcada‘
disminucidn en las actividades especificas de 1a GDH-NADP y de 1a GS a 16
largo de las primeras 12 h de aerealogénesis. En.e1 micelio aéreo se encoqtré

actividad de 1a GDH-NAD y una mediana actividad de 1a GS. La actividad de

S



Fig, 10, Actividades especificas de las enzimas (A) GDH-NADP y (B)
GDH-NAD, durante la aerealogénesis de la cepa prof-3. STonldsi
actividad medida en: el micelio vegetativo de 15h de crecimiento
en medio 17quido (o) (ver el origen), el micelio vegetativo infe-
rior (@), el micelio vegetativo superior (8) y en el micelio aé-
reo {(A). '

‘
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Fig. 11. Actividades especificas de las enzimas (A) GS y (B) GOGAT,   '|
durante la aerealogénesis de la cepa prof-3. Simbolos: indican lo
mismo que en la Fig. 10,
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1a BOGAT fué baja en las tres estructuras.

VI. FORMAS OLIGOMERICAS E ISOZIMAS DE LA GS DURANTE LA ACREALOGENESIS.

Con el objeto de caracterizar las formas oligbmericas de la GS, Tos
extractos de cada una de las estructuras se centrifugaron en gradientes
continuos de sacarosa de 5 a 20%. En la Fig. 12 se presenta la actividad de
1a GBS de Tas fracciones de dichos gradientes, medida por su ensayo de
transferasa. El pico con la maxima actividad detectada en las fracciones 19 y
20 corresponde a la forma o]igomérica de un octdmero. E] pico del tetrdmero
de GS en nuestras condiciones de corrida migra entre las fracc{ones 10 y 12,

En todas las estructuras analizadas la GS presentd una forma octamérica. En

el micelio en fase de crecimiento prestacionaria y en los micelios vegetativos
inferior y superior, el corrimiento del pico hacia la izquierda indica la
presencia de formas oligoméricas menores,

Para determinar que isozimas de la GS estan presentes durante la
aerealogénesis, los extractos de las diferentes estructuras, se inmunoprecipi-
taron con anti-GS. Los inmunoprecipitados se corrieron-en geles de poliacril-

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

de coomasie. La GS en todas las estructuras estuvo compuesta preferencialmente

por. 1a isozima B. La relacion aproximada de los mondmeros 8 y o, B/a,

obtenida del perfii de absorbancia a 680 nm de las bandas del gel: fué de 2.6

en el micelio de crecimiento en fase prestacionaria; en e} micelio vegetativo .

inferior disminuyé durante las primeras 3 h de incubaciﬁn y después se

71ncremento hasta alcanzar a las 12 h un valor de 2.1 (Fig. 13A) En el m1ce11or_; 

~ vegetativo- superior esta re]ac1on fue de 1.5 y en el micelio aereo de 2 6.




FI1G. 12. Formas oligoméricas y mondmeros de la GS: A) En el micelio

vegetativo de 15 h de crecimiento y a las 12 h de aerealogénesis en; B) &1

micelio vegetativo inferior; C) el micelio vegetativo superior y D) el
micelio adrec. Los extractos de 105'm1celios se corrieron en grddientes
continuos de sacarosa o se inmunoprecipitaron, el 1nmunoprecipitado se
anlizo mediante electroforésis en geles de poliacrilamida con SDS y urea..
En cada figura se muestra la actividad de GS (transferasa) a lo largo del
gradiente de sacarosa, y los polipeptidos o« y B de los geles teﬁidds con

azul de coomasie.
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FI1G. 13. Relacién de los monfmeros 8 y a, (B/e), de la GS en el micelio
vegetativo inferior, A) Andlisis electroforético de los monémeros de GS
inmunoprecipitados de extractos de b) micelio vegetativo a las 15 h de
crecimiento eﬁ medio 17quido y, (c-f), micelio vegetativo inferior de

) 3h,d) 6h,e)9hyf)12h de aerealonénesis. En el carril a) se
corrid la enzima pura, Los carriles del gel se cortaron y en cada uno se
determiné la cantidad relativa de los mondmeros o y B midiendo la absor- '
cion luminosa de las bandas. la Fig, B muestra la relacidn g/a obtenida

para los distintos carriles,
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VIT. VIAS ALTERNAS DE SINTESIS DEL ACIDO GLUTAMICO EN EL MICELIQ AEREOQ.

la ausencia de la actividad de la GDH-NADP y ia baja actividad de
1a GOGAT, registradasen e} micelio aéreo, contrastan con la alta poza de
glutamato en esta estructura y en las conidias. E1 2.4% del peso seco en las
conidias es dcido glutdmico (91). Debido a estas razones se decidid explorar
vias alternas para la sintesis de dcido g]utémico en el micelio aéreo. Las
siguientes observaciones condujeron a pensar en glutamina como un sustrato
para la sintesis del dcido glutdmice. a} Para Ta eficiente formacion del
micelio aérgo seé observd el requerimiento de una poza alta de glutamina en
el micelio vegetativo inferior; b) Durante la aerea]ogénesis, en el micelio
vegetativo inferior, se detecté un incremento en la actividad de la GS, y
as? mismo, se detecté actiyidad de esta enzima en el mice]ﬁo aéreoy y ¢) En
el laboratorio se tienen evidencias de que existe un transporte de glutamina
del micelio vegetativo inferior hac;a el micelio aéreo.

lLas vias alternas mediante las cuales se puede sintetizar el glutamato
a partir de glutamina son : 1) Como producto de la hidrdlisis de glutamina;
en una reaccién catalizada por una glutaminasa; - 2) Mediante una reacci@n de
transaminacion a partir de los grupos amino de otros aminoécfdos y
a-cetoglutarato y 3) Como producto de la transamidacién de g]utamina,

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

La actividad de glutaminasa se buscd en las estructuras generadas por
la aerealogénesis, particularmente en el micelio aéreo. Los ensayos se ‘
hicieron a diferentes pHs en el rango de 5 a 9, en presencia de conocidos

activadores como fostatos, GTP, At (84), AMPc y glutamato (85) y a
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temperaturas de 30°C y 37°C. Bajo las distintas condiciones ensayadas, en
ninguna de Tas estructuras se detectd actividad de glutaminasa. Tampoco se
encontrd actividad de esta enzima en los extractos de la cepa silvestre y
del auxdtrofe de glutamato am-7; en am-1, cuando se transfirieron por 8 y
4 horas respectivamente, a un medio con glutamina como {inica fuente de
carbono y de nitrdgeno. Por otra parte, 1a glutaminasa de £. cold, en
presencia y ausencia de extracto de micelio aéreo, did valores de-actividad
similares. Con esto verificamos la eficacia de nuestro ensayo y descartamos
la presencia de inhibidores en nuestros extractos. Con base en estos resulta-
dos concluimos que no hay actividad de glutaminasa en las distintas
estructuras ensayadas.

Si el glutamato en el micelio aéreo proviene de transaminaciones,
alanina y glutamina podrian ser buenos candidatos para funcionar como
donadores de grupos amino, yd que las pozas de estos aminoécidos, que en
un principio se encontraron acumuladas en e] micelio vegetative del
crecimiento prestacionario, disminuyen en el micelio vegetativo durante la
aerealogénesis y se acumulan en el micelio aéreo. ' |

Cuando se midid la actividad de la alanina transaminasa, se encoﬂtr@
alta en el micelio aéreo y un similar valor de actividad se detectf en el 'i
micelio vegetativo del crecimiento prestacionario. En 1os‘micelids yegetativos
inferior y superior la actividad disminuy§ a To largo de 1a aerea1ogénesis
(Fig. 14A).

La glutamino transaminasa mostrd una actividad constante a lo largo
del crecimiento vegetativo. Cuando el micelio se coloco en condiciones de

. aerealogénesis, tanto en el m1ce11o vegetativo inferior como en el superlor,
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1a actividad de esta enzima dismfnuy§ répidamente (Fig, 148}, Por otro
Jado en e] micelio aéreo se datecté un alto valor de actividéd; 1a cual fué
3 veces mis alta que en e] micelio en crecimiento vegetative, y alrededor
de 40 veces mds alta que en los micelios vegetativos inferior y superior,

después de 9 h de aerealogénesis,




Fig. 14. Actividades especificas de las enzimas (8) alanina transa-
" minasa y (B) glutamina transaminasa, durante la éer'ealogénesis de la
cepa phrof-3. Simbolos: Actividad medida en el micelio vegetative
durante su crecimiento exponencial y prestacionario (o), el-resto de
Tos sfmbolos indican Jo mismo que en la Fig. 10. :
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DISCUSION

Consideramos que el sistema de Stine y Clarck para la obtencion del
micelio aéreo {13) ofrece varias ventajas para el estudio de Ta esporulacién
asexual de N. crassa: a) la separacion de la fase de crecimiento vegetativo
y la fase de conidiacion, Cuando el micelio vegetativo es deprivado de
nutrientes deja de crecer vegetativamente y degrada sus proteinas; b) la
sincronizacién en la aparicion, el crecimiento y la conidiaci6n del micelio
areo; ¢) la posibilidad de separar facilmente las estructuras producidas
durante -1a diferenciacién: micelio vegetativo inferior y superior y micelio
aéreo; d) la obtencién de cantidades adecuadas de estas esctructuras para

su andlisis bioquimico; e) la rapidez del proceso de diferenciacién. A

diferencia de la conidiacion en cultivos s61idos o en ‘cultivos estacionarios, .

que tarda alrededor de 3 dias, la conidiacion en el sistema de Stine Clarck
s6lo toma el tiempo utilizado en el crecimiento vegetativo del micelio, de
12 a 15 h, mas 15 h de deprivacidn de nutrientes, en total aproximadamente
30 h ; f) 1a viabilidad de las conidias obtenidas a juzgar por el alto

porcentaje de germinacion, el crecimiento vegetativo-con un tiempo de

duplicacidn semejante al del micelio crecido a partir de conidias obtenidas '

de medio s6lido, y la formacion de micelio aéreo y conidias con una
eficiencia similar a 1a del micelio vegetativo producido por las conidias

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

Dado que Ta conidiacidn en este sistema ocurre en total ausencia de

nutrientes, ofrece la posibilidad..de analizar el crecimiento y conidiacidn 7

s
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del micelio aéreo a expensas del mice]io‘vegetativo. Esta peculiaridad del
sistema nos ha 1levado a preguntarnds acerca de cual 6 cuales son los
const{tuyentes del micelio vegetativo que participan como fuentes de
carbono y nitrdgeno para la formacién del micelio aéreo. Cuando se analizd
la participacidon del glucGgeno como una posible fuente de carbono, se
observo qué un alto contenido de glucdgenc en el micelio vegetativo,
(arriba del 4% del pesoseco), retardd alrededor de 2 a 3 h la aparicidon del
micelio aéreo. E crecfmiento del micelio aéreo en este cultivo fué mis -
lento que en los cultivos con moderado y bajo contenido de glucdgeno (menos
del 1.4% del peso seco del micelio vegetativo) (Fig. 3A). En los cultivos
con moderado y alto contenido de glucégeno se observd una rapida glucogené
Tisis durante las primeras 3 y 6 h de incubacidn, respectivamente (Fig. 3B).
La cantidad de glucosa producida durante la degradacidn del glucégeno, en

el cultivo con un alto contenido de éste, podr?a activar Ta via glicolitica

y debido a ello es probable que el retraso observado en la iniciacion dek1a:
aerealogénesis se deba a un efecto de represién catabdlica de glucosa sobre la.

conidiacidn. Turian y Bianchi (6) han presentado evidencias sugiriendo que 5

durante la conidiacion de N. crassa existe un ﬁese en la actividad de la
via glicolitica. En S. cerevisiae se ha observado que la glucosa reprime.
1a esporulacidn y que fuentes de carbono gluconeogénicas cbmo acetato y.
etanol la favorecen {92 y 93). En los cultivos con alto glucégeﬁo, después.

de 6 a7 h de ihcubacién, alin restando un contenido de glucdgeno

relativamente alto, éste fué catabolizado a una velocidad mucho merior que ' -

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

la que el glucdgeno deja de catabolizarse durante la aerealogénesis requieré' :
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de un ané]isis mas detallado. Durante Ta formacion del cuerpo fructifero en

D. discoddeum a partjr de amibas con un alto contenido de glucdgeno ocurre
tambien una situacion semejante (94). Por otra parte la degradacion de
glucogeno es dispensable para la aerealogénesis, ya que el micelio vegetativo
con bajo contenido de glucogeno sostuvo eficientemente la produccion del

micelio aérep (Fig. 3A).

Ademds de Ja gtucogendlisis se observé una disminucidn considerable

en el contenido inicial de proteinas a lo largo de toda 1a aerealogénesis.
En otros sistemas de esporulacion como en S. cerevisiae (23], B. subtillis
(25) y durante la formacidn del cuerpo fructifero de D, diAcoLdeum.(Zé), se
ha observado un acentuvado catabolismo de proteinas durante el proceso de '
diferenciacién. La velocidad de degradacidon de la proteina del micelio
vegetativo fue esencialmente la misma en los micelios con alte, moderado &
bajo contenido de glucbgeno (Fig. 3C). Cabe sefialar que desconocemos hasta
que punto sean vidlidas estas comparaciones, ya que el micelio con alte
contenido de glucdgeno proviene de un cultivo en fase de crecimiento

estacionario y los otros dos de cultives en fase de crecimiento exponencial.

También en D. discoideum la degradacion de proteinas es Ta misma en amibas

con distintos contenidos iniciales de glucégeno (94). la magnitud del

catabolismo de proteinas fué independiente de Ta cantidad de micelio PER
vegetativo que se puso a formar micelio aéreo en cu]tivos'que producen
alrededor de 4.5 a 5 mg de proteina de micelio aéreo. Considerando que'e] -

_contenido de carbono en 1a proteina y en el glucigeno es de un 40%,

L
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{(descontando las descarboxilaciones del catabolismo de los aminodcidos que
ocurren fuera del ciclo de Krebs y que representan alrededor del 3%) se
derivan 2.2, 8.3 y 23 veces mas esqueletos de carbono de la degradacidn de
proteinas que de 1a glucogendlisis en Tos cuitivos con alto, moderado y

bajo contenjdo de glucégeno respectivamente. Durante las primeras 9 h de la
aerealogénesis en el cultivo con moderado contenido de gluctgeno se detectd
una importante excrecién de NHZ, probablemente derivado del catabolismo
protéico (Fig. 3D).

Cuando se marcaron preferencialmente las proteinas del micelio
vegetativo, se detectd una disminucién del 70% de Ta marca en proteinas
(Tabla 1), lo cual indica, como es de esperarse, que el recambio de proteinas
en e} sistema es mayor que el detectado como disminucion en el contenido de
proteinas (Fig. 3C). Los esqueletos de carbono derivados del cétabo]ismo
de proteinas fueron utilizados principalmente: como fuente de energia,
mediante su oxidacion a través del ciclo de Jos dcidos tricarboxilicos,
para sintesis de pared del micelio vegetativo y para sintesis del micelio
aéreo {Tabla 1). En estas condiciones durante las primeras 9 h de la
aereaiogénesis se observé una ripida iberacion de CO2 radioac;ivo, qué
coincidi§ con el crecimiento del micelio aéreo. En las siguientes 6 h, el
crecimiento del micelio aéreo y la Jiberacién de CQ, declinaron (Fig. 4).
Asumiendo que el recambio de pared es minimo (95) y gque toda la radioactiQidad
de la fraccién solubie, g1uc6geno y dcidos nucleicos del micelio vegetativ§
fuera oxidada y Yiberada como C0, , por lo menos un 60% de la radioactividé¢

detectada en CO2 deb1o provenir de la marca inicialmente 1ncorporada a

: prote1nas Y si toda la marca en.las fracciones mencionadas fuera 1ncorporada
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en 1a pared o en el micelio aéreo, al menos un 42% y 18% de la marca
detectada al final de la aerealogénesis en pared y micelio aéreo, respecti
vamente, debié provenir de la marca inicialmente incorporada en proteinas.
Estos porcentajes son estimaciones minimas y probablemente el porcentaje

real sea cercano al 100%. E1 hecho de que una considerable proporcidn de

Ya marca, proveniente de la degfadacién de proteinas, se incorpore en la
pared celular, sugiere que durante la aerealogénesis se canaliza un impor-
tante flujo de esqueletos de carbono a través de la via gluconeogénica. En D.
discoddeum ta proteina se utiliza como fuente de energia (94) y también
durante la esporulacion sexual de Aspengillus nidufans, en algunas condiciones

1a degradacion de proteinas es la principal fuente de carbono y energia {96).

E] catabolismo protéico en el micelio vegetativo es una importante
fuente de carbono y energia para la formacién del micelio aéreo. Asi mismd,
el nitrogeno utilizado en dichos procesos pudiera derivar de Jos aminodcidos
provenientes de 1a degradacidn de proteinas, asi como de Tos aminoacidos
acumulados en el micelio vegetativo durante el crecimiento exponencial y
prestacionario. Durante l1a aerealogénesis, no obstante el marcade catabolismo ;
de proteinas, 1os niveles de las pozas de aminodcidos bajaron {Fig. 5A, By D). -
La velocidad de utilizaci6n de glutamina y de alanina fue mucho mayor que:la
de los otros aminodcidos (Fig. 5D). En S. cenevisiae tambien se ha'obéervado
que Tos niveles de Tas pozas de glutamina y glutamato bajan considerab]emehte
al inicio de 1a esporulacion (41).

En el micelio aéreo la mayoria de los am1noac1dos se encontraron
acumulados, especiaimente glutamato y glutamina (Fig. 5C). En las conidias.
de N. crassa el giutamato const1tuye el 2.4% de su peso seco y se ha propuesto '

que, durante Ta germ1naC1on de ]as con1d1as, el catabolismo de glutamato
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genera el poder reductor para la activaciﬁn da] metabolismp celular (91);
También en las esporas de bacterias del género Baclllus, el glutamato es é1
aminodcido mas acumulado, y en B. megaterium, 1a poza de glutamato baja
rapidamente durante los primeros 30 seg de la germinacidn (97). Estos
resultados sugieren que la aﬁumu1aci6n de glutamato durante la esporulacidn
puede ser un proceso indispensable para la germinacidn de las esporas 6

conidias.

Cuando se probé la eficiencia para formar micelio aéreo de cultivos
deprivados de prolina, glutamato, alanina, arginina, glutamina o triptofano,
s6lo en los deprivados de glutamina y arginina la formacion del micelio aéreo
se inhibid en un 75 y 25%, respectivamente; Ta deprivacifn de los otros
aminodcidos no tuvo ningdn efecto inhibitorio sobre la formacjén‘de1 micelio
aéreo (Fig. 6). Estos resultados sugieren que para la aerea]ogénesis_se‘
requiere una poza alta de glutamina y probablemente también de arginina. La
glutamina durante la aerealogénesis, tiene otra funcidn aparte de la de donar -
el nitrogeno para la sintesis de glutamato, arginina, triptofano, histidina,
glucosamina, guanosina y adenosina, ya que la adicién de estas aminas al
cultivo deprivado de glutamina no restaurd el crecimiento del miceiio‘ééreo -
como 1o hizo la glutamina (Fig. 9}. Aunque no se midieron las pozas de
guanosina y adenosina, se sabe que N. crassa si transporta estos éompuestosv
(98,. En el escaso micelio aéreo producido por el cultivo deprivado de o
glutamina,'no se acumularon las pozas de aminoacidos, no obstante ﬁue ééta$~yl: o
se mantienen acumuladas en el micelio végetativo inferior (FigS. 8A y,B); ;

sugiriendo una posible relacidn entre 1a poza de glutamina y la movilizacién .

-
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de aminodcidos. La disminucign del nivel de las pozas de aminodcidos en el
micelio vegetativo inferior, asi como su acumulacidn en el micelio aéreo,
podrian deberse a una rdpida utilizacifn de &stos en el micelio vegetativo
y/o a su transporte hacia el micelio aéreo en crecimiento. En el laboratorio
se tienen datos que sugieren Ta existencia de un transporte de glutamina del
micelio vegetativo inferior hacia el micelio aéreo. Si durante la aerealogé
nesis se marca 1a poza de glutamina del micelio vegetativo, al final de la
aerealogénesis la marca se distribuye preferencialmente hacia el micelio
vegetativo superior y el micelio aéreo (Jesiis Aguirre, resultados no pubiica

dos ).

Ya que es probable que durante 1a aerealogénesis la distribuci6n de -
la glupamina enfre las diferentes estructuras tenga un papel importante, se
midieron las enzimas que participan en Ta sintesis de glutamina y algunas
enzimas relacionadas a la utilizacidn de §1utamina. 7
En el micelio inferior se detectaron actividades altas de 1a GDH-NADP .
y de 1a GS (Figs. 10A y 11A). También durante 1a esporulacifn de S.. cerevisiae,
se ha detectado una actividad alta de Ta GDH-NADP y un incremento en la
actividad de 1a GS (41). En el micelio vegetativo inferior la forma
oligomérica de la GS correspondid a la de un octamero compuesto preferenéial-;

menta por la isozima B (Fig. 12). Por otra parte en este micelio se detectd

una actividad muy baja de la GOGAT (Fig. 11B) y practicamente no. se encpntrG-

actividad de 1a GDH-NAD (Fig. 10B). Estos resultados indican que en é]'_.

micelio vegetativo inferior el amonio se asimila mediante las enzimas. GDH-NADP -

y GS octamérica compuesta preferencialmente por los mondmeros B Esta via-

funciona durante el crecimiento en condiciones donde el amonio se’encuéhtra‘f~‘r

¢
£
i
i
i
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en exceso, lo cual contrasta con las condiciones de deprivacién

de carbono y de nitrdgeno en las que se {nduce la aerealogénesis en nuestro
sistema experimental.

En N. crassa se ha yisto que la actividad de la GDH-NADP es alta
cuando se crece al organismo eﬁ buenas fuentes de carbono como glucosa,
sacarosa o fructuosa y bajo estas condiciones 1a GDH-NAD estd reprimida (55).
En exceso de amonio la actividad de la GDH-NADP es alta (53). En el micelio
vegetativo inferior la actividad alta de 1a GDH-NADP asi como la ausencia »
de actividad de la GDH- NAD (Figs. 10 A y B), sugieren la presencia de carbono
y amonio intracelulares en este micelic. Por otro lado, se ha observade que
en ausencia de fuentes de carbono y de nitrigeno la GS octamérica de
N. erassa se degrada rapidamente (61). En el micelio vegetativo inferior ésto
no parece ocurrir; por el contrapio, la actividad de la GS se incremenfé— 2
veces con respecto a la presente durante el crecimiento prestacionario
(Fig. 11A). Sin embargo, la disminucién en la relacidn de los polipeptidos
B y o de 1a GS, B/a, durante las primeras 3 h de incubacidn (Fig. 13), sin
aumento considerable en la actividad de la G5 durante ese tiempb (Fig. 11A)y ;
pudiera interpretarse como una degradacién del polipeptido 8 y*dna cantomf;anfé' '
sintesis del polipeptido o. Despuds de las primeras 3 h, la relacién B/u:se
incrementd hasta alcanzar una relacidn similar a la inicial (Fig. 13). Esto
podria tomarse como indicacién de que después de las 3 h ya existe suficienté
amonio y esqueletos de carbono dentro de la célula. | '

Las actividades enzimaticas detectadas y el hecho de que se haya
observado una importante degradacidn de proteinas y de gluchgenp,asi como lﬁfr‘
excrecion de amonio al medio, hacen pensar de que el micelio vegetative

-
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inferior tiene suficiente amonio y esqueletos de carbono intracelulares, que

Te permiten mantener e inclusive aumentar ia sintesis de glutamina.

En el micelio vegetativo superior, se detectd una actividad muy
baja de la GDH-NADP, mediana actividad de 1a GS y no se encontrd actividad
de 1a GOGAT. Debido a estos resultados se puede concluir que la capacidad

de este micelio para asimilar amonio es muy limitada.

En el micelio aéreo no existe el funcionamiento de una via de
asimilacion de amonio como tal, aunque en &l se encontrd una mediana
actividad de Ta 6S (Fig. 11 A). No se detectaron actividades de las enzimas
GDH-NADP y GOGAT (Figs. 10 A y 11 B). Estos resultados y el hecho de que 1a
cepa am-1; en am-1, que carece de las actividades de la GDH-NADP y de la
GOGAT, produjo un abundante micelio aéreo (Fig. 6) sefialan que no se requieré :

la actividad de estas enzimas para la aerealogénesis. La ausencia de las

actividades de 1a GDH-NADP y GOGAT contrasta con Ta acumulacidn de'g1utamato ,’z
encontrada en el micelio aéréo (Fig. 5 C). E1 transporte de glutamato del
micelio vegetativo inferior hacia el micelio aéreo podria explicar la

acumulacidn de este aminodcido. Sin embargo esto es poco probable’ya que:: S
la cepa am-1; en am-1, con un nivel bajo-en Ja poza de glutamato (Tabla 2y : v
- Fig. 7) formd abundante micelio aéreo (Fig. 6) en el cual adémés se'encontrér'

umra poza alta de este aminodcido (Fig. 7A y B)}. Alternativamente la sintesis”

de glutamato pudiera efectuarse a partir de glutamina. La via directa
mediante Ta cual glutamina puede dar glutamato es por la accifn de una _
- glutaminasa. Dado que Ta intensiva bilsqueda de esta actividad enzimética

resultd infructuosa, pensamos que probablemente no exista actividad de
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glutaminasa en N, caadsa,

En 21 micelio aéreo se encontrd una actividad alta de 1a glutamina
transaminasa (Fig. 14B). Esta enzima cataliza la transaminacidén irreversible
de un a-cetoacido con glutamina. En N. Crassa (Calderdn, J., Worett, E., y
Mora, J. Manuscrito en preparacidn) al igual que en otros sistemas como en
higado (99), rifidn {100) y cerebro (101),se ha viste que la glutamina
transaminasa, esta acoplada a la w-amidasa, y catabolizan la glutamina hasta
a-cetoglutarato y amonio. Espin et al (102), han propuesto que en N, caassa
esta via participa en la degradacidn y resintesis de la giutamina en un
ciclo en donde el amonio asimilado por la célula en glutamina es distribuido,
mediante la glutamina transaminasa, hacia otros aminoacidos. En ausencia de
Ta GOH-NADP y de Ta GOGAT o cuando la glutamina es la fuente de nitrdgeno,
mediante la accidn acoplada de la glutamina transaminasa y la w-amidasa se
puede sintetizar el &cido glutamico, si el a-cetoglutarato proveniente‘de 1a
_degradacién de glutamina es transaminade con un aminoacido. En las
condiciones de crecimiento en donde glutamina se utiliza como fuente de
nitrégenq, como en el caso de la gfn-1b, se observa una d%sminucién enla -
poza de alanina; este mismo efecto se observé en la cepa am-1; en am-I cuaﬁ&df
se crecid en glutamina y alanina como fuentes de nitrégeno (Tabla 2). Por '
otra parte la am~1; en am-1 crece en MM-sacarosa mas alanina con un tiempo’
de duplicacidn (3.06 h) muy similar al observade cuando se crece en
' MM-éacarosa con glutamato mds alanina (2,9, h). La disminucién de la pdza
~de alanina en estas condiciones podria explicarse si el glutamato es sintet14f

zado-a partir de la transaminacifn de alanina y el a-cetoglutarato

Y
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proveniente de la degradacidn de glutamina. En el micelio aéreo se encontrd
una actividad alta de alanina transaminasa (Fig.14A).
Con base en estos resultados se propone que en el micelio aéreo el

glutamato puede sintetizarse mediante la siguiente via:
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|
alanino o-cafoglutarato (2) a-cetoglutaramato umlngécldo
(3) NHy ()
p'lrluvlco ~— glutamato -_—(L)—M;Iutumlnu a-cefodcide
| J
\

4
v
N

micelio adreo

micello vegstativo

S S [ e G on G S—

a-cefoqluiurofo—-‘%’-»glutamafo—‘#——-—glufamha a-tetodeido
+  |«——proteina
N H:

medio extracelular B a
[ R NHg

ENZIMAS QUE PARTICIPAN EN LA VIA:

1
2

Glutamina transaminasa.

w-amidasa.

(1)

(2)

(3) Alanina transaminasa.

.(4) Glutamina sintetasa.

(5) Gl’utamatob deshidrogenasa.

o
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En 1a primera reaccion Ta glutamina del micelio aéreo (transportada
desde el micelio vegetativo inferior) transamina con un e-cetodcido mediante
Ta enzima glutamina transaminasa para producir un aminodcido y
a-cetoglutaramato; en la sequnda reaccidn, el a-cetoglutaramato es desamidado
por la w-amidasa para producir a-cetoglutarato y amonio, y en la tercera
reaccion el a-cetoglutarato es transaminado por la alanina transaminasa
produciendo glutamato y piruvato, Esta via metabdlica explicaria la sinteis
y acumulacion del glutamato en el micelio aéreo, el requerimiento de una poza“
alta de glutamina para la aerealogénesis y por otra parte, mediante la
glutamina transaminasa, podrian adecuarse las pozas de aminodcidos a ias

requeridas en el micelio aéreo y posteriormente en 1as conidias.
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CONCLUSICNES

Hasta donde conozco este es el primer trabéjo encaminado a determinar
cual o cuales son las fuentes de esqueietos de carbono y energia que, en
ausencia de -nutrientes extracelulares, utiliza el micelio vegetativo para
su difereﬁciaciﬁn en micelio aéreo. Asi mismo, es el primer trabajo en el
que se analizan.las vias de asimilacidn de amonio en las estructuras
resultantes de la aerealogénesis: micelios vegetativos (inferior y superior)
y micelio aéreo. Las conclusiones que de este trabajo surjen son las

siguientes:

El glucdgeno del micelio vegetativo se degrada durante las primeras horas
de Ta aerealogénesis, Esta degradacion no es indispensable para la eficiente

fonmacion del micelio aéreo.

Durante la aerealogénesis hay un importante catabolismo de proteinas en el
micelio vegetativo. La magnitud de este catabo]isho es indépendientebde1

contenido de glucGgeno del micelio vegetativo,

E1 catabolismo de proteinas del micelio vegetativo, constituye una fuehte~'

de esqueletos de carbono y energia para la formacidn del micelio adreo.

Para 1a eficiente formacidn del micelio aéreo se requiere una alta poza de
glutamina y posiblemente de arginina en el micelio vegetativo, no asi de

otros aminodcidos como prolina, glutamato, triptofano y alanina. La funcién

s oy e e 8 6 e £ 2 ST R
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de Ta glutamina es otra que la de donar nitrdgeno para la sintesis de
arginina, triptofano, histidina, asparagina, guanosina, adenosina y

glucosamina.

En e]l micelio vegetativo inferior el amonio es asimilado mediante las
enzimas GDH-NADP y GS octamérica compuesta preferencialmente por mondmeros
B. No obstante la deprivacidon de nutrientes a 1a que se somete el micelio
durante la aerealogénesis, en el hice]io vegetativo inferior hay suficiente
amonio y a-cetoglutarato para mantener esta via.

i
En vista de Jas bajas actividades de las enzimas GDH-NADP y GS, detectadas
en el micelio vegetativo superior, se concluye que en este micelio la

capacidad para fijar amonio es Timitada,

En el micelio aéreo no existe una via de asimilacidn de amonio como tal,
ya que unicamente se detectd en &ste actividad de 1a GS y no se encontrd

actividad de las enzimas GDH-NADP y GOGAT, ‘Por esta razdn es probabie qUe

el micelio aéreo reciba el amonio asimilado en el micelio vegetativo inferior.

} - T
La glutamina y probablemente otros. compuestos orgdnicos (arginina) podrian
- . . ‘ .
servir como acarreadores de nitrdgeno del micelio vegetativo inferior al
micelio aéreo. En el micelio aéreo, el nitrégeno amino de la glutamina se

distribuiria a través de Ta glutamina transaminasa a otros cetodcidos.

En N. crassa no se detectd la actividad de glutaminasa bajo todas nuestras

condiciones de ensayo, por lo cua}mse propone queen elmicelio déreo y en
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aquellas condiciones en donde la glutamina es fuente de nitrdégeno el
dcido glutdmico se sintetiza mediante las enzimas glutamina transaminasa,

w-amidasa y alanina transaminasa.
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PERSPECTIVAS

Este trabajo constituye una exploracidn inicial en la fisiologia de.

Ta esporulacion en N, crassa y como tal quedan miltiples preguntas que

requieren de estudios mas detallados para poderlas contestar. Algunas de

éstas son las siguientes:

a)

¢Qué relacidn guarda ta disminucidn en la poza de glutamina con los
procesos de aerealogénesis y conidiacion de N. crassa? iPodria esta
disminucidn ser captada como una medida de la disponibilidad de nutrien
tes para la célula y constituir, per se o través de otro compuesto

nitrogenado, la sefial que abre el programa de esporulacion?

iConstituye el catabolismo de proteinas un punto de regulacidn importan’
te para la aerealogénesis? ¢Es un proceso indispensable? iDentro de
esta degradacidn existe selectividad ? iSe inducen proteinasas especifi_

cas de la aerealogénesis?.

¢Es mediante el transporte selectivo de algunos metabelitos (por ejemplo

. glutamina y arginina) como el micelio vegetativo nutre al micelio aéreo?

d)

Por otra parte, adn resta analizar y efectuar experimentos que apoyen y

comprueben que la sintesis de glutamato en el micelio aéreo se 1leva a ‘

cabo mediante las enzimas glutamina transaminasa, w-amidasa y alanina

transaminasa.

73
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