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RESUMEN

En  este  tr'abajo  se  presentan  r`esultados  de  los  estudios
gen€ticos  y  bioquimicos  realizados  par`a  car`acterizari  dife  -
rencias   de  niveles   de   D-arabinosa-NAD-deshidr`ogenasa   (EC
1.1.1.117)   en  las   cepas  JJ±4,
r`a   cr`assa.

col-15a col-16a  de Neuriospo

La  enzima  de  las   tpes  cepas   fue  pupificada  280  veces  y
se  obtuvo  una  prlepar`aci6n  homog6nea  segdn  cr`iter`ios  elec  -
tr`ofor€ticos.   La  actividad  espec±fica  de   las  pr`epar`aciones
pur`as  de  la  enzima  de  difer`ente  or`igen  fluctdo  entre   1,11
a   1,17   Ufmg.      La   cariactertizaci6n  de   la  enzima   se  pealiz6

pop  medici6n  de  algunos  par`ametros   c.in6ticos  y  f±sicoqu±mi
cos.     Los  par`ametros  estudiados  son  similares  en  las  tres
cepas.     El  punto  isoel€ctpico  de   6,23   ±   0,017,   indica  que
se  tr`ata  de  una  pr`oteina  acidica  y  el  compor`tamiento  elec-
tr`ofop6tico   fr`ente  a  agentes  desnatupantes   (SDS  y  ur`ea)   in
dica  que  la  enzima  nativa  es  un  mon6mer`o  de  peso  molecular`
52000    ±    2000.

Los  estudios  inmunol6gicos  pealizados  con  pr`eparacio  -
nes  enzimaticas  pr`ovenientes  de  las  tres  cepas  demostr`aron
identidad  antig6nica,   sugiriendo  que  pr`obablemente  se  tr`a-
ta  de   la  misma  enzima.

La  cuantificaci6n  de  la  enzima  en  los  pespectivos  ex  -
trtactos  cr`udos ,r`ealizada  mediante .inmunodifusi6n  r`adial
simple,   mostr6  que   las  cepas  coloniales col-15a col-16a
tienen  el  doble   de   enzima  que   la  cepa  silvestr`e   7+-A.      Pori
lo  tanto,   1a  mayor  actividad  enzimatica  evidenciada  en  la
electr`oforesis   en  gel  de  poliacrilamida  cor`r`esponde  a  un
mayor  contenido  de   pr`oteina-enzima  e.n  estas  mutantes  morfo
16gicas.

11



La  capacterizaci6n  gen6tica  r`ealizada  mediante  el  ana-
1isis  de  productos  mei6ticos,  heterocariiosis  y  revepsiones
de  mutantes  indic6  que   la  difer`encia  de  actividad  Ar`a-DH
detectada  entrie   7H-A, col-15a col  16-a  esta  determinada

probablemente  port  un  solo  gen.     El  contr.ol  gen6tico,   es   -
trtuctural  o  rtegulator`io,   de  la  enzima  es  difeliente  al  de
los  genes  que  detepminan  las  alter.aciones  morfol6gicas  .ex-
hibidas  por` col-15   6   col-16.
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ABSTRACT

This  investigation  pr`esents  r`esults  of  the  genetic  and
biochemical  studies  perfortmed  to  char'acter`ize  differ.ences
of  levels   of  D-ariabinose-dehydrogenase     (EC   1.1.1.117)     in
the   strains   7H~A, col-15a  and  col-16a  of Neurospora cr`as sa .

The  enzymes   frtom  the  thr`ee  str`ains  were  purified  280
fold  and  werie   shown  to  be  homogenous   by  electriophortetic
criteria.     The  specific  activity  of  the  pur`e  pr`epariations
was   between   1.11   to   1.17   U/mg.      The   enzymes   werie   char`ac   -

tertized  by  measurement  of  sever`al  kinetic  and  physicochemi-
cal  par`ameters.     These  par`ameter`s  were   similari  in  the  thr.ee
strains.     The  isoelectric  point  of  6.23   ±   0.017   shows   that
D-arabinose  dehydrogenase  is  an  acidic  protein  and  the  elef
tr.ophorietic  behaviourt  in  the  pr`esence  of  denaturing  agents
(SDS   and  ur.ea)   shows   that  the  native  enzyme  is  a  monomert
of   52000   ±   2000   molecular  weight.

Immunological   studies  perforimed  with  enzyme  ppepar`ations
from  the  three  strains  showed  antigenic  identity,   sugges  -
ting  that  the  enzyme  is  probably  the  same  in  all  cases.

Quantitation  of  the  enzyme  in  crude  extracts,   perforimed
by  single  r`adial  immunodifusion  showed  that  the  colonial
strains  col-15a  and  col-16a  have  twice  the  level  of  enzyme
when  compared  to  the  wild  strtain   7H-A.     For  that  reason,
the  higher`  enzymatic  activity  detected  in  polyacrylamide
gels   cortr`esponds  to  a  higher`  content  of  enzyme-protein  in
these  nor.phological  mutants.

Genetic  charactertization  per`for`med  by  analysis  of  meio-
tic  pr`oducts,  heterokaryosis  and  r`ever`sions,   indicated  that
the   differ`ence  in  Ar`a-DH  activity  detected  among  Jj±4,
col-15a  and  col-16a  is pr`obably   detertmined  by  one   gene.   The

|V



genetic  contrtol,   strluctural  or`  r`egulator`y,   of  this   enzyme
activity  is  differtent  to  that  determining  the  morphological
alterations  exhibited  by col~15   or  col-16.
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INTRODUCCI0N

Entr`e   los   or`ganismos  eucari6ticos ,   Neur`ospora crassa,
bongo  de  la  clase  Ascomicetes,   ofr`ece   car`acter`£sticas  favg
r'ables  par.a  investigar`  aspectos  morfogen€ticos.     Asi  pop  i
j emp lo :
a)   sus  caractertlsticas  citol6gicas,   la  or`ganizaci6n  de  su
mater`ial  gen€tico  y  muchos   de   sus   priocesos  bioquimicos  ham
sido  descritos  en  la  literiatura  (1-3).     Durante  su  ciclo
de  vida  desarriolla  aspectos  de  diferienciaci6n  que  producen
estructur`as  citol6gicas  bien  definidas  y  sobr`e  cuya  compo-
sici6n  qufmica  se  tiene  alguna  descr`ipci6n  (I);

b)   es  un  organismo  haploide  con  r`eprioducci6n  vegetativa,   1o
cual  facilita  la  mantenci6n  de  stocks  de  caracter`isticas
gen€ticas   deteriminadas.      Tambi€n  posee  repr`oducci6n  sexua-
da  lo  que  permite  el  analisis  gen€tico  de  difer`entes  muta±
tes  mediante  la  car`acterizaci6n  de  los  prtoductos  mei6ticos
y  la  obtenci6n  de  hetepocar`iones   (5-11);

c)  puede  ser  cultivado  en  condiciones  ambientales  contr`ol±
das,  lo  que  posibilita  la  pr`oducci6n  de  fenocopias  de  va  -
r`iantes  gen€ticos  mediante   la  manipulaci6n  de.factor`es  nu-
tr.icionales   (12-15).     Esto  per`mite  ademas,   estudial`  1a  par
ticipaci6n  del  medio  ambiente  en  los  pr`ocesos  de  r`egulaci6n
g€nica.

I)ebido  a  las   car`acterfsticas  mencionadas ,   Neur`ospopa
ha  sido  utilizada  con  €xito  por`  difer`entes  investigadol`es
(16,   22-33)   paria  realizar`  estudios   de   tipo  gen€tico-bio-
qu±mico  or`ientados  a  conocer`  las  bases  bioqulmicas  de  los
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procesos  I`elacionados   con  su  mor`fog€nesis.
Uno  de   los  factories  mor`fogen€ticos  impor.tantes  en  la

diferenciaci6n  de  Neurosporia  es  su  parted  celular,   la  cual
esta  constituida  por`  un  alto  por`centaje  de  hidratos   de  cart
bono   (16-21).     Estudios   compariativos   de   la  composici6n  quf
mica  de   la  parted  celular`  de  mutantes  mor`fol6gicos  y  las   ce

pas  silvestr`es  que  los  ham  or'iginado  ban  puesto  en  eviden-
cia  la  r'elaci6n  de  dicha  estructur`a  con  las  caracter`£sti  -
cas  mor`fol6gicas   del  bongo.      I:sto  apariece   cor`r`obor`ado  pop
los   tr`abajos   de   Brody  y  Tatum   (22-24),   de   Scott   (25-31),
de   Lechner`  et  al   (32,   33)   que  ham  demostrado   que  algunas
alter`aciones  enzim€ticas  se  r`elacionan  con  cambios  de  la
mor`fologfa  del  bongo.     En  la  r`evisi6n  r`ealizada  por`  Mishr`a
(34),   se  mencionan  difer`entes   enzimas   involucriadas   en   cam-
bios  mol`fol6gicos  en  Neur`ospora crassa. Agunas   de   estas
enzimas   estsn  dir`ecta  (fosfoglucomutasa,   EC   2.7.5.1)   o  in
directamente   (glucosa   6-P  deshidr`ogenasa,   EC   1.1.1.49   ;
6-P-gluconato  deshidr`ogenasa,   I:C   1.1.1.u7)   implicadas   en
las  rteacciones  de  biosintesis   de  los   componentes   del  complf
jo  pared-membrana  celular`.

Las  alter`aciones  que  presentan  estas  enzimas   son  de  ti
po  cin€tico,   de  termoestabilidad,   de  comportamientos  elec-
trofor`6tico  y  de  electr`oenfoque,   car`acter.±sticas  que  r`efle
jan  cambios  estr`uctur`ales  de  la  ppotefna.

Consider`ando  conveniente   la  detecci6n  de  nuevas   alter`a
clones  bioquimicas,   especialmente  de  tipo  r`egulator`io,   que
pudieran  tener  impor`t-ancia  mor`fogen€tica  en  Neupospor`a,   se
r`ealiz6  un  estudio  pr`eliminar`  de  diferentes   deshidr.ogena  -
gas  de  azdcal`es  mediante  electrofor`esis  en  geles  de  polia-
cr`ilamida  en  doce  mutantes  morfol6gicas.     Las   clar`as  dife-

\

r`encias  de  tipo  cuantitativo  que  fuer`on  detectadas  en  la
actividad   de   la  D-ar`abinosa-NAD-deshidr`ogenasa   (EC   1.1.1.
117)   en  algunas   de  las  mutantes  mopfol6gicas  estudiadas,
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sugir.ierion   la  conveniencia  de   conocer`  los  mecanismos   de
contl`ol  gen€tico  de  esta  enzima  y  su  probable  rtol  mor`foge-
n€tico  en  Neurospora.

La  infor`maci6n  existente  en  la  literatur`a  sobr`e  esta
enzima  es   escasa.     Se   conocen  los   estudios   de  Paller`oni  y
Doudor`off   (35),   y   de   Cline   et  al   (36-38),   que   comunicar`on
su  aislamiento  en  el  g€nero Pseudomonas ; de  Metzger`  i i
(39-41);   de   Ur`eta   y   Radojkovi6   (u2);   de   Schachter   (W3)   y
de  Maijub  £±  ±±   (44)   en  hfgado  de  mamlferos.     En  Neuros|)o-
r'a crassa Pincheira,   Le6n  y  Ureta   (+5)   infor`mar`on  de   la

pur`ificaci6n  par`cial  y  capactepizaci6n  de  la  Ar`a-DH  en  la
cepa   74-A.

En  general,   los  estudios  mencionados  informan  del  ais-
miento  y  pur`ificaci6n  de  la  enzima  y  la  deter`minaci6n  de
parsmetrios  cin€ticos  o  propiedades  ffsicas  de  la  priotelna.
Par`a  el  caso  de  Neur`ospora,   no  existe  infor`maci6n  sobre
las   car`acter`£sticas   cin6ticas  y  estpuctur`ales   de   la  Ar'a-DH
ni  de   sus   centr`os   de  contr`ol  gen€tico.



PROPOSITO   DE   LA   TESIS

El  objetivo  fundamental  de  esta  tesis  ha  sido  explicar`
los  factor`es  deter`minantes  de  las  diferencias  de  una  enzi-
ma   (Ar`a-DH)   en  dos   cepas   mutantes   mor`fol6gicas   de  Neurospo-
r`a crassa en  compar`aci6n  con  los  niveles  de  una  cepa  stan-
dar`d  del  mismo  organismo  y  su  pr`obable  relaci6n  con  mecanis
mos  morifogen€ticos.

Papa  ello  el  plan  de  tr`abajo  ha  sido  enfocado  pr`imer`a-
mente  a  tener  una  clara  definici6n  fenot±pica  de  las  dife-
pencias  de  actividad  Ar`a-DH  mediante  la  pur`ificaci6n  y  ca-
racter`izaci6n  y  cuantificaci6n  de  la  enzima  proveniente  de
las  difer`entes  cepas.     Clar.ificado  el  fenotipo  enzimatico,
la  exper`imentaci6n  ha  sido  opientada  a  detectar`  los  centros
de  control  gen€tico,   mediante  t6cnicas  de  anslisis  gen€tico
y  la  posible  dependencia  e  inter`r`elaci6n  con  las  alteracio-
nes  morfol6gicas  a  las  que  aparece  asociado.

En  la  bdsqueda  de  r`espuestas   definitivas  al  pr`oblema
planteado,   fue  necesario  utilizar  una  var`iada  gama  de  t€c-
nicas  de  gen€tica-bioqufmica,  algunas  de  las  cuales   fuer`on
afinadas  .en  alto  grado  par`a  salvar`  el  inconveniente  del  ba
jo  contenido  de  la  enzima  en  las  cepas   estudi.adas.

P



RATERIALES   Y   METODOS

I.       MATERIALES

A.     Reactivos

D-ar`abinosa,   L-arabinosa,   L-fucosa,   D-fucosa,D(+)glucg
sa,   2-desoxi-D (+) gl.ucosa,   L-r`amnosa,   D-rtibosa,   L-sorbosa,
2-desoxi-r`ibosa,   sacar`osa,   LTxilosa,   D-xilosa,   6-fosfoglu-
conato,   Biotina,   rtiboflavina,   BICINE,   HEPES,   MES,   PIPES,
TRIS   (Tr`izma  base),   fenazina  metosulfato,   nitroazul  de  te-
trazolio,   DTT,   SDS,   glicina,   fuer`on  obtenidos   de  Sigma   Che
mical   Company   (St.    Louis,   USA).

Acpilamida,   bis-acrtilamida,   TIMED,   persulfato  de  amo  -
nio   (todos  grado  electr`ofopesis) ,   agarosa,   provinier`on  de
Calbiochem   (San  Diego,   Calif.   USA).

Azul  de   br`omofenol,   Azul   de   Coomassie   R-250,   Amido
Black  108,   acido  ac6tico  glacial,   metanol,   isopr`opanol,   a-
riena  de  marl,   acido  or.tofosf6piao,   hidr`6xido  de  sodio,   ci   -
tr.ate  de  s6dio,   fosfato  monopotasico  anhidrio,   fosfato  di  -
potasico,   nitr`ato  de  amonio  anhidpo,   sulfato  de  magnesio,
clopuro  d;  calcio,   acido  b6rico,   sulfato  cdpr`ico,  yodur`o
de  potasio,   molibdato. de  amonio,   clor`ur`o  f6rrico,   sulfato
de  zinc,  urea,   inositol,  reactivo  de  Folin,  extracto  de  le
vadur`a,   extrtacto  de  malta,   provenian  de   Mer`ck.

Ampholine   R   (anf6lito),   pr`ovenia   de   LKB   Prtodukter`  AB

(Stockholm,   Sweden).
Todos   los   otr`os   r`eactivos  qufmicos   usados   fuer`on  del

mejor  grado  analf tico.
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8.   Pr`otefnas

Aldolasa,   catalasa,   deshidr`ogenasa  lactica,   glucosa-6-
P-deshidrogenasa,  ovoalb6mina,   seroalb6mina  de  bovino,   fuf
r`on  obtenidos   de   Sigma  Chemical   Co.

C.   Mater`iales   cr.omatogr`aficos

DEAF-celulosa  pr`ovenia  de   Sigma   Chemical   Company.      Sephe.
dex  G-100  y   Sephadex  G-200   pr`ovenlan  qe   Phar`macia  Fine
Chemicals   Inc. (Uppsala,   Sweden).

11.    METODOS

A.      Cepas  y  M€todos   de   Cultivo

Las   cepas   de  Nei{FosP6r`a criagsa  estudiadas  fuer`on:   cepa
silvestre  74-A   (St.   Lawrence)   y  las  mutantes  lngr`fol6gicas
coil.ioA   tFGsc  NO   2286t,  _a.ciiiiL§j±  tFGsc  Noi39i>   y  fe±=£§i.-,_     . -

(FGSC  N°13H9),   todas  pr`ovenientes   del   Fungal  Genetics   Stock
Center   (Humbolt   State  University  Foundation,  Arcata,  USA)
(u6-51) .

Ademas,   se  utilizar.on  lag  siguientes  cepas  obtenidas
durante  la  ex|>ertimentaci6n :
obtenida  del

7ul6L97A  de  fenotipo  colonial,
cruzamiento   7u-A.x  col-16a;      7ul5-125-1A     y

7ttl5-135-It3A  de  fenotipo  colonial,   obtenidas  del  cruzamien-
to   7trA  x  col-15a.
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I.as  cepas  fueron  cultivadas  en  matraces  Erlenmeyer  que
contanian   50   ml   de  medio  minimo  N-Vogel   (52)   con   1,2%   de
sacarosa  y  0,05  mg/ml  de  inositol  cuando  era  pequer`ido.   La
incubaci6n  se  hizo  a   25°C,   dur`ante   +8   a  72  horas,   con  air`ea
ci6n  ppoporcionada  port  agitador`  rotator`io  Eber`bach  a  una
velocidad  constante  de  lL+0  rpm.     Como  in6culo  se  us6  coni-
dios  o  fr`agmentos  de  micelio.

Alterinativamente,  el  micelio  fue  cultivado  en  fpascos
de   151itros   (con   6   a   81itr.os  de  medio),   dur`ante  48   a   72
horas  a  25°.C,   con  air`eaci6n  proveniente  de  una  bomba  de  ai
I,e,

El  micelio  cult,ivado  en  medio  liquido  se  cosechaba  port
filtrtaci6n  al  vacfo  y  se  lavaba  con  var`ios  voltimenes  de  a-
gua  destilada  papa  eliminar  ias  sales  y  el  azdcar`  del  me  -
dio  N-Vogel.     Se  eliminaba  el  exceso  de  agua  del  micelio
con  papel  adsorbente.

8.   Ppeparaci6n  de  Extr`actos   Crudos

El  micelio  hdmedo,   congelado  dur`ante  unos   30  minutos,
fue  molido  en  mor`ter`o  prieviamente  enfriado  y  ayudado  de  a-
r.ena  est€ril  hasta  ol)tener`  una.pasta  fina.     Se  adicion6
buffer`  Tris-Cl,   50   mM  pH   7,2   en  una  r`elaci6n  de   2:1   con  r`es

pect6  al  peso  h6medo.     Se  agit6  dur`ante  una  hor`a  en  agitadori
magn€tico. a  u°C  y  se  someti6  a  dos  centrifugaciones:   una  a
4000  r`pm,   durante   10  minutos  en  centrifuga  Sorvall  RC-2  re-
frtiger`ada  y,   otra  a .+0000  rpm,   pop  60  minutos  en  ultr`acen  -
trifuga  Hitachi  r`efr`igerada.

El  priecipitado  fue  descar`tado  y  se  utiliz6  el  sobr`ena  -
dante  par`a  la  detecci6n  de  actividad  enzimatica  en  geles  de
poliacr`ilamida  o  papa  pupificaci6n  posterior.
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C.   Determinaci6n  de  Proteinas

La  concentraci6n  de  pr`otefnas   se   deter`min6  pop  los   si-
guientes  m€todos:
a.   En  extpactos   crudos,   se  utiliz6  el  m6todo  de  Lowr`y  £±

!|  (53)   y  el  m€todo  modificado  de  Mtlller  segdn  Schachter`le
y  Pollack   (54).     Se  us6  sero-albdmina  de  bovino  como  stan-
dar`d .
b.   En  las  fr`acciones  obtenidas   de   cl`omatografias,   los  nive
les  relativos  de  pl`otefnas  se  detectaban  pop  absolibancia  a
280   nm,

c.   En  las  fr`acciones   seleccionadas  despu€s  de  cada  cromato
gpaffa,   1a  concentraci6n  de  pr.otefnas   se  deter`minaba  por`  el
m6todo  de  Warburtg  y  Chr`istian   (55),   en  que   se  mide   la  absor
bancia   a   260   y   280   nm.

D.   Electr`ofor.esis  en  Geles  de  Poliacr`ilamida

La  electr`oforesis  analitica  en  geles  de  poliacr`ilamida,
se  r.ealiz6  de  acuerdo  a  la  t€cnica  de  Davis   (56,   57),   uti-
1izando  geles   de   7  y   log  en  acr`ilamida  con  una  rielaci6n  de
concentraci6n  entr`e  acr`ilamida  y  N-N'-metilen  bisacr`ilami-
da   de   40:1.

La  electr'oforesis  se  realiz6  en  tubos  verticales  de
80  x  6  mm,   utilizando  una  soluci6n  de  buffer`  Tris-glicina
0,04  M,   pH   8,3  en  ambos   electr.odos,   con  una  intensidad  de
P  rnA/gel,   hasta  que  el  color`ante   de  r`efer`encia  (azul  de
br`omofenol  0,01%  p/v)   migr`aba  un   90%   del   lar`go  total  del

gel.
I.a  prepar`aci6n  de  los  geles  se  hacf a  a  par`tir.  de  una

mezcla  de   soluciones  par`a  el  gel  separ`ador  y  otr`a  papa  el
gel  concentrador`.
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Par.a  el  gel  separador  se  utilizaban  las  siguientes  so-
1uciones   acuosas:
Soluci6n   A   :    Tris    36,6%,    TEMI:b   0,23%,   Hcl   1,5%      pH   8,9

Soluci6n   C   :   Acr`ilamida   28%,   bisa.crilamida   0,7%   (p/v)
Soluci6n  G   :   Per.sulfato   de  amonio   0,14%   (p/v)

Las   soluciones  A,   C  y  G  se  mezclaron  con  agua  destila-
da  en  una  relaci6n  1:2:4:1  papa  los  geles  de  acrilamida  al
7%  y  la  polimer`izaci6n  se  hizo  en  presencia  de  luz  fluor`es
cente  blanca  en  los  tubos  de  electroforesis,   durante  60  mi
nutos  a  temper`atura  ambiente.

El  gel  concentrador  se  prepart6  a  par`tir`  de  la  mezcla
de  las  siguientes  soluciones:
Soluci6n   8    :    Tr`is   5,98%,   Hcl   1,5%,    TIMED   0,469o      pH   6,7

Soluci6n  D   :   Acr.ilamida   log,   bisacr`ilamida  2,5%   (p/v)
Soluci6n  I   :   Riboflavina   0,004%   (p/v)
Soluci6n   F   :   Sacarosa  u0%   (p/v)

Las   soluciones  8,   D,   I  y  F  se  mezclapon  en  una  relaci6n
1:2:1:4.      Se   coloc6   0,2   ml   de   la  mezcla   sobr`e   el   gel   sepa-
rtador  en  cada  tubo  de  electrofor`esis  y  se  polimeriz6  a  ten
per`atura  ambiente.

Las  soluciones   se  mantuvieron  en  frascos  oscur.os   sepa-
pados,   pr`otegidos   de  la  luz,  a  4°C,   desaer`e€ndose  antes   de
la  pr.epapaci6n  de  los  geles.

Lag  soluciones  de  protefna  par`a  la  electroforesis  se
dializar`on  dupante  una  hor.a  contr`a  250  ml  de. la  soluci6n
de  log  electrodos  y  se  colocaron  sobr`e  los  geles  en  presen
cia  de  azul  de  bromofenol   0,01%  p/v.     Ocasionalmente,   se
mezcl6  la  protefna  con  el  gel  concentrador`  en  una  I.elaci6n
de   1:2  y  se  dej6  polimepizar`  a  temper`atura  ambiente.

Realizada  la  electrofor`esis,   los  geles  eran  retirados
de  los  tubos  pop  extr`usi6n  con  agua  pr`oveniente  de  una  j±
ringa,   fij€ndose  y  tifiendo  en  rna  soluci6n  de  Amido  Black
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0,25%   (p/v)   en  Scido   ac€tico   7%   (v/v)   dur`ante   60   minutos.
Los   geles  se   destifieron  en  acido  ac€tico  al  7%   (v/v),

port  cambios   friecuentes   de  la  soluci6n.     Algunas   veces   se
utiliz6  la  tinci6n  con  Azul  Brillante  de  Coomassie  al
0,025%   (p/v),   disuelto  en  rna  soluci6n  acuosa  de  isopr`opa-
nol  al   25%   (v/v)   y  acido  ac€tieo  al   10%   (v/v),   dur`ante   12
hor`as.     Los   geles   se   destefifan  en  el  mismo   solvente.

I.   Tinci6n  de  Actividad  Enzimftica  en  Geles  de  Poliacr`ila-
mida

La  tinci6n  de  actividad  Ar`a-DH  se  hizo  pop  inmer`si6n
del  gel  duriante   10  minutos,   a   37°C,   en  una  mezcla  que  con-
tenia  en  un  volumen  de   2,5   ml:   buffer  Bicine   50  mM,   pH   9,0;
D-arabinosa   100   mM;   NAD+   0,5   mM,   fenazina  metosulfato
0,04  mg/ml  y  nitr.oazul  de  tetr`azolio   0,u  mg/ml.

Como  blanco  se  utiliz6  un  gel  con   la  misma  mezcla  de
rieacci6n  en  la  que  se  omitia  D-ar.abinosa.

I.   Medici6n  de  la  Actividad  Ar`a-DH

La  actividad  enzimatica  de  Ar`a-DH  se  midi6  pop  la  velo
cidad  de  reducci6n  de  NAD+,   r`egistrando  el  cambio  de  absor
bancia  a   340  nm  en  un  espectl`ofot6metpo  Gilfor`d  2400  pro  -
Visto  de  un  termostato  papa  mantener.  la  temper`atur`a  a   30°C.
Del  aumento  de   absor`bancia  se  calcular`on   los   umoles   de  NADH
formados  port  umol  de  D-arabinosa  oxidada.

El  medio  de  reacci6n  contenf a  los   siguientes   componen-
tes   (concentrtaci6n  final)   en  un  volumen  de   0,5  ml:   Bicine
50   mM,   pH   9,0;   D-ar`abinosa   100   mM;   NAD+   0,5   mM  y   de   enzima

50  ul,
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Se  utiliz6  como  blanco  un  sistema  que  contenia  la  misma
composici6n  de   la  mezcla  de  ensayo,   sin  D-ar`abinosa.

Se  define   la  unidad  de  enzima  como  la  cantidad  capaz  de
catalizar`   la   formaci6n  de  un  umol  de   NADH  pop  minuto  a   30°C.
Se  utiliz6  el  coeficiente  de  extinci6n  molam  del  NADH   (y
NADPH)   que   es   de   6,22   x   106   cm2/mol   a   3tlo   n]'n   par.a   cubetas

de   1   cm   (58).

G.   Fpaccionamiento  Subcelulap

I:l   fr`accionamiento   subcelular.  de  micelios   de  Neur`ospe±=±
cr`assa  se  r`ealiz6 segdn  el  m€todo  de   Fleischer  et  al   (59) .
El  homogeneizado   (H)    20%   (p/v)   con   soluci6n  de   sacarlosa   0,25
M  en  buffer`   Tr`is   10   mM,   pH   7,tt   se   centrifug6   a   4000   ripm  du-
pante   10  minutos  en  centrf fuga  Sorlvall  r.efr`igerada  y  se   sep±
rapon  las  fr`acciones  Pt  y  S£.     La  fracci6n  St  fue  centrifu  -
gada  a  luoco r`pm  duliante   10  minutos  en  centrtifuga  Sor`vall   re-
fr`igerada  y  se  obtuviepon  las  fr`acciones  P2  y  S2.     Esta  dlti
rna  fr`acci6n  fue   sometida  a  una  centrifugaci6n  a   39000  rpm  en
centr`ifuga  Hitachi  rtefr`igertada  dur`ante   60  minutos  y  se  obtu-
Vier`on  las  fracciones  P3  y  S3.     La  fr`acci6n  P2  fue  resuspen-
dida  en  la  soluci6n  de   sacaposa  y  se   centpifug6  a  16000  y
12000   rpm  durante   10   minutos.     EI   S2  obtenido  fue   descar`ta-
do,

Se  separaron  all cuotas .de  cada  una  de  las  fracciones  pa-
pa  r`ealizar`  la  deter`minaci6n  de  protefnas  totales  port  el  m€-
todo  de   Lowr`y  s±  ±|  (53);   de   f6sfor`o  or`ganico   segdn  el  m€to-
do  de   Chen  et  al   (60)   y  papa  la  detecci6n  de  la  actividad
Ar`a-Dli  mediante  electr`ofor'esis   en  gel  de  poliacr`ilamida.      La

pur`eza  de   las  fracciones  fue  estimada  porl  el  cuociente
ugp/mg   priote±nas.
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H.   Pur`ificaei6n  de   la  I:nzima

Papa  la  pur.ificaci6n  de  la  enzima  se  adopt6  el   siguie£±
te  pr.ocedimiento:

1.   Cromatogr`affa  en  DEAF-celulosa  micr`ogranular`  equilibr`a-
da   en  buffer  Tpis-EDTA   1   mM,   1   mM  DTT,   pH   7,0   y   eluci6n
mediante  gradiente  lineal  de  Kcl   0,0  -0,5  M  en  buffer
Tr`is-EDTA   1   urM,    1   mM   DTT,   pH   7,0.

2.   Filtpaci6n  en  Sephadex  G-100  y  eluci6n  con  buffer  Tr`is-
EDTA   1   mM,1   nM   DTT,100   nM   Kcl,    pH   7,0.

3.   Electr`ofor.esis  tipo  prepar`ativo  en  geles  de  poliacr`ila-
mi da ,

1.   Cromatograffa  en  DEAF-celulosa
I:n   eolumna  de   DEAF-celulosa   (2   x   25   cm)   equilibFTada   a

pH   7,0   en  buffer`   Tr`is-EDTA   1   mM,    1   mM   DTT   se   adsorbian
150  ±   30  ml  de  extracto  cr`udo  pr`oveniente   del  homogeneiza-
do  de   50   ±.10   g   de   micelio   hdmedo   en  buffert  Tr'is-Hcl   50   mM,
1  mM  DTT,   pH   7,2   con  una  concentraci6n  de  pr`otefnas   de
1300   ±   400   mg.      En   seguida,   se   lavaba   con   300   -   LOO   ml   del

mismo  buffer`  par`a  eliminar  las  pl`otef nas  no  I.etenidas  y  se
conectaba  el  gr`adiente   lineal  de  Kcl   0  -0,5  M  en  el  mismo
t-amp6n  de  equilibr`io.     El  volumen  del  gradiente  era  de   350
ml  por`  1ado.     Se  colectaron  alfcuotas  de   4,5  ml  en  micriofrac
cionador`  Gilso.n  con  un  flujo  de   12  ml/hora.

La  absorbancia  a   280  nm  fue   lei da  en  espectr.ofot6metr`o
Gilfor`d,   1a  actividad  Aria-DH   se  determin6  port  el  m€todo  des
cpito  anter`ior`mente  y  la  conductividad  fue  lefda  en  conduc-
timetr`o  Radiometer`  tipo   CDM   2f .     El  conjunto  de   frtacciones
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con  actividad  Ar`a-DH  fue  concentl`ado  port  dialisis  en  con  -
tr.a  de  sacartosa  s6lida.

2.   I.iltr`aci6n  en  Sephadex  G-100
Alr`ededor  de  4  ml  de  la  fracci6n  con  actividad  Ara-DH

proveniente  de   la  criomatogr.aff a  en  DEAI:-celulosa  fuerion  co
locadas   en  columna  de   Sephadex  G-100   de   2  x   60   cm,   previa-
mente   equilibrada   en  buffer  Tr`is-EDTA   1  mM,   1  mM  DTT,   100
mM  Kcl,   pH   7,0.      Se   lav6   con  var`ios   voldmenes   del  mismo  bu
ff er  y  se  elula  con  la  misma  soluci6n  tamp6n.     Se  colecta-
ron  al€cuotas  de   2,25  ml  en  micr`ofraccionador  Gilson  con
un  flujo  de   8  ml/hor`a.

La  determinaci6n  de  proteinas  se  realiz6  por`  lectura
de   la  absopbancia  a   280  nm  y  la  activi4ad  Ar`a-DH  segdn  el
m€todo  descr`ito  con  anter`iol`idad.     Las   fr`acciones   con  acti
vidad  se  concentriar`on  mediante  sacarosa  s6lida  y  se  diali-
zaron  en  contr`a  de   500  ml  de  buffer  Tris-glicina   0,04  M,
pH    8,3.

3.   Electl`ofor.esis  pr`eparativa  en  geles  de  poliacrtilamida
Los   geles   fuer`on  preparados   en  tubos   de   10   x   120   mm,

utilizando  acr`ilamida  al   7%  como  gel  separador`  en   la  par`te
infer.ior.  del  tubo   (5  ml)   y  acr`ilamida  al   8%  en  la  parite  su
perior.   (u  ml).     Se  usaron  las  mismas   soluciones   de  la  met6
dica  de  Davis   (56,   57).      Sobr`e   el   gel   separ`ador`  se   coloca-
rlon   0,5  ml  de  gel   concentr`adop  pr`epar`ado  a  parttir  de   las   so
luciones   a,   D,   I  y  I  mencionadas   en  M€todos   (D)..   Cada  co  -
1umna  fue   car.gada  con  alr`ededop  de   4  mg  de  prtotef nas  pr`ov±
nientes  de   las  fr`acciones   concentpadas  con  actividad  Ara-DH
de  la  cr`omatogr`af±a  en  Sephadex  G-100.      La  electpofor`esis
§e  r`ealiz6  utilizando  buffer`  Tris-glicina   0,OH  M,   pH   8,3
en  ambas   camar`as,   con  una  intensidad  de   6  rnA/gel,   hasta  que
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el  marcador`  de   corr`imiento  migr`aba  alrededor.  del   90%  de  la
longitud  del  gel.

La  actividad  Ar`a-DH   se  revel6  en  un  segmento  de   gel  en
la  mezcla  de  reacci6n  indicada  en  M€todos   (I:)   y  se  cor`taba
en  seguida  el  disco  cor`r`espondiente.     La  enzima  era  eluida
del  gel  mediante  incubaci6n  de  los   segmentos  con  actividad
en  buffer  Tris-EDTA   1  mM,   1   mM  DTT,   pH   7,0   durante   48   ho   -
Fas   a  40C.

I.   Efecto  de   la  Concentriaci6n  de  Sustratos   sobr`e  la  Veloci
dad  de  Reacci6n

Se  estudi6  el  efecto  de  la  concentraci6n  de  D-ar`abino-
sa  y  NAD+   sobr`e  la  velocidad  de  peacci6n  con  enzima  par    -
cialmente  pur`ificada   (etapa  DEAF-celulosa)   pr.oveniente  de
las  tres  cepas: 7P-A,      col-15a col-16a.   Las   concentra-
clones   de   D-arabinosa   fueron:      0,5;   1,0;   5,0;   10,0;   20,0;

y   100   mM   con   una   concentr`aci6n   constante   de   NAD+   de   0,5   mM.
Las   concentr`aciones   de  NAD+   utilizadas   fuer`on:      0,05;

0,1;   0,125;    0,20;   0,50   y   5,0   mM  a   una   concentraci6n   cons   -
tante   de  D-ar`abinosa  de   100  mM.

Se  grafic6  la  velocidad  de  peacci6n  expresada  en  muni-
dades/ml  versus  la  concentr`aci6n  de  sustr`atos  y  los  valo  -
res  recfprocos  cor`respondientes.     Del  gr`€fico  de   los  dobles
recfpr`ocos  se  calculal`on  las  constantes  de  Michaelis  apa  -
rentes ,

J.   Especificidad  de     Sustriato

Se  estudi6  la  especificidad  de  sustrato  utilizando  en-
enzima  par.cialmente  puliifieada   (etapa  DEAF-celulosa)   de
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1as  tres  cepas.     Fueron  ensayados  los   siguientes   compues   -
tog:D-arabinosa,   L-fucosa,   D-riibosa,   L-arabinosa,   D-gluco-
sa,   L-xilosa,   L-r.amnosa,   2-desoxi-D-glucosa,   D-xilosa,   6
-fosfogluconato  y  2-desoxi-D-r`ibosa.

I.a  actividad  enzimitica  se  midi6  pop  la  velocidad  de
reducci6n  de  NAD+,   registr'ando  el   cambio  de  absortbancia  a
3H0  nm  en  espectrofot6metrio  Gilford  I)riovisto  de   termostato

papa  manteneri  la   tempertatur.a  a   30°C.     Al   aumento  de  absori-
bancia  en  priesencia  de  D-arabinosa  se  le  asign6  el  valor`
1,0(6100),   calculando  papa  los  otros   sustratos  lag  activi
dades  relativas.

La  mezcla  de  rieacci6n  contenia  en  un  volumen  de   0,5  ul
los  siguientes  peactantes   (concentr`aci6n  final):   Bicine
50   mM,   I)H   9,0;      NAD+    0,5   mM;    sustratos   100   mM  y   enzima

50   ul.     Se  utiliz6  como  blanco  una  mezcla  que  contenfa  los
mismos  componentes,   per'o   sin  sustpato.

K.   Determinaci6n   de  pH   Optimo

Papa  la  enzima  par.cialmente  pur`ificada   (etapa  DEAF-ce-
1ulosa)   en  las  tres  cepas  estudiadas  se  determin6  el  efec-
to  del  pH  sobr`e   la  velocidad  de  r`educci6n  de  NAD+,   medida
en  espectr.ofot6metpo  Gil ford  a   3LL0   nm.      Se   utilizarton   los
siguientes  tampones   en  una  concentr.aci6n  final  de   50  mM  y
a  los   valopes   de   pH   que   se   indican:      MES   5,2;   6,01;   7,1;
PIPES    6,2      HEPES    6,8;    7,5;    7,8;    8,.05   y   BICINE    7,75;    8,u;

9.,0;     9,L[;     9,85    y    10,0.

En  un  volumen  de   0,5   ml   la  mezcla  de   reacci6n   contenia
los   siguientes   componentes:    tamp6n   50   mM,   NAD+   0,5   mM,

D-ar`at>inosa   100   mM  y   enzima   50   ul.      Se   utiliz6   como   blanco
una  mezcla  que   conten±a  los   mismos   componentes,   sin  D-arabi
nosa,
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Se  gr.afic6  1a  velocidad  de  r`eacci6n  versus  pH  y  se  Gal
cul6  el  valor`  de  pH  6ptimo.

L.   Inactivaci6n  por.  Calor`

Se  estudi6  el  efecto  de   la  temper`aturta   (50°C)   sobr`e   la
actividad  de  la  enzima  parcialmente  pur`ificada  (etapa  DEAE-
celulosa)  proveniente  de  las  tr`es  cepas.     Se  procedi6  a  in
cuban  a  50°C,   una  alicuota  del  preparado  enzimatico  con  u-
na  concentraci6n  de  pr.otefnas   de   1  mg/ml  durante   0,5;   1;
2;   4;   6;   8;   10;   15   y   30   minutos.      Terminado  el   tiempo   de   in
cubaci6n,   se  colocapon  los  tubos  en  hielo  y  se  pr`ocedi6  a
leer  la  actividad  enzimstica  por`  el  m€todo  espectrofotom6  -
trico  ya  descr`ito.     La  mezcla  de  peacci6n  contenla  los  si  -
guientes   componentes,   en  un  volumen  final   de   0,5  ml:   BICINE
50   mM,   pH   9,0;   NAD+    0,5   mM;    D-al`abinosa   100   mM     y   50   ul   de

enzima.
A  la  prepar`aci6n  enzimatica  sin  tr`atart,   se  le  asign6  el

valor.  de   100%  de  actividad  y  se  calcul6  el  portcentaje   de
actividad  remanente  par`a  los  tiempos  cor`respondientes.     Se
grafic6  el  poricentaje  de  actividad  r`emanente  vertsus  el  tieg±
pop  de  incubaci6n  y  se  calcul6  t]/2  de  p€r`dida  de  actividad
papa  cada  preparaci6n  enzimatica.

M.   Deter`minaci6n  del  Punto  Isoel€ctpico

La  determinaci6n  del  punto  isoel€ctrico  de  las  prepar`±
eiones  puriificadas  de  Ar`a-DH  se  hizo  mediante  electrofoca-
1izaci6n  en  geles   de  poliacpilamida   (61-63).

El  electr`oenfoque  se  I.ealizaba  en  tubos  ver`ticales   de
80  x  6  mm,   utilizando  acido  or`tofosf6rico  al   0,2%   (v/v)
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eomo  an6lito  y  NaoH  al  0,215   (p/v)   coma   cat61ito  y  con  un
voltaje   de   350   V.

Los  geles   se  prepapar.on  mezclando  los  I.eactivos  de  po-
limerizaci6n,   la  acpilamida,  el  anf61ito  y  la  pr`otefna  dia
lizada  en  contr`a  de  agua  bidestilada  pH  7,0  y  se  dej6  poll
mer`izar  durante   60-80  minutos.

La  composici6n  de  cada  gel  en  un  volumen  de   2  ml  er`a
el   siguiente:   acrilamida  7%,   bisacr`ilamida  0,175%,   perisul-
fato  de  amonio   0,07%,   soluci6n  AmpholineR  al   1%   (pH   3-10),
TIMED   0,032%  y   la  enzima  activa  en  el   volumen  adecuado  pa-
pa  obtener  una  concentr`aci6n  de   50  ug.

Finalizado  el  electroenfoque,   1os  geles  se  tifier`on  con
azul  de  br`omofenol  al   0,2%   (p/v)   en  una  mezcla  que   contenfa
etanol,   acido  ac€tico  y  agua  en  una  I.elaci6n  de   50:5:45  y
se  destifier.on  hasta  fondo  clar`o  en  una  mezcla  de  etanol,
6cido  ac€tico  y  agua  en  una  relaci6n  de   30:   5:   65.

Un  grupo   de   geles   se   cort6  en  tr`ozos   de   2  mm  en  or`den
cor`relativo  y  se  midi6  el  pH  cor`r`espondiente  a  cada  frac  -
ci6n  despu€s  de  incubar`  las  fr`acciones   con  2  ml  de  agua  bi
destilada  dur`ante  una  horia  a  temper'atur`a  ambiente.

Una  vez  destefiidos   los  geles,   se  midieron  y  se  deter`mi-
n6  el  pH  comespondien.te  al  punto  isoel€ctrico  de  la  pro  -
teina®

Se  gpafic6  el  gI`adiente  de  pH  ver`sus  longitud  del  gel.

N. ,Electr`oforiesis  en  Pr`esencia  de  Dodecilsulfato  de  Sodio

La  electpoforesis  en  geles  de  poliacpilamida  en  pr`ese±
cia  de  dodecilsulfato  de  sodio   (SDS)   con  la  enzima  pupa  y
prepar`aciones  altamente  purificadas  se  hizo  de  acuer`do  a
la  t€cnica  de  Shapiro  et  al   (6u).   modificada  segdn  Webel`
(65) .
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Los   geles   se  pr`epar`ar`on  mezclando   las   soluciones  A,   C

y  G  mencionadas   en  M€todos   (D)   con  una  soluci6n  de   fosfato
de   sodio   0,u4   M  pH   7,1   con   SDS   0,44%   en   una  pr.opor`ci6n   de

1:   2:   u:   1.      La  polimepizaci6n  se  realiz6  en  pr`esencia  de
luz  fluorescente  blanca  duriante   60  minutos.

La  enzima  pr`oveniente  de   las   tries   cepas   de  Neur`ospor`a
cr`assa y  pr`ote±nas  mar`cadoras   fuel`on  incubadas   duriante   dos
hor`as  a   37°C,   en  una  mezcla  que  contenia  buffel`  fosfato  de
sodio   0,01   M,   pH   7,0;    0,1%   SDS   y   1%   DTT.       Despu6s   del   pe   -

r±odo  de  incubaci6n,   las  muestras  se   diluyer`on  en  buffer`
fosfato  de  sodio   0,01  M  y  se  calentar`on  durante  dos  minu  -
tos   en  un  bafio  de  agua  hir`viendo   (66-68).

Las  ppoteinas,   a  una  concentr`aci6n  de   50-100   ug,   se
mezclapon  con   3  ul  de  azul  de  br`omofenol,   1  gota  de  glice-
r`ol,   5   ul   de   DTT  y   50   ul   de  buffer`  fosfato   0,01  M  y   se   co-
locaron  sobrie  los  geles.     Se  utiliz6  una  soluci6n  de  buffer
fosfato  de   sodio   0,1  M  en  ambas   camaras  y  una  intensidad
de  8  rnA/gel,  hasta  que  el  colol`ante  de  r`eferencia  (azul  de
br`omofenol   0,01%   p/v)   migr`aba  un   90%   del   1ar`go   total   del

gel.     Los  geles  se  cortaron  en  la  posici6n  del  colorante
de  refepencia  y  se  midi6  su  longitud.

Previo  a  la  tinci6n  los  geles  se  fijaron  dur`ante  60  mi
nutos  en  una  mezcla  de  isopropanol  50%   (v/v)   y  acido  trii  -
cloroac€tico   20%   (p/v)   a  temper`atur`a  ambiente   (69).     En   sE

guida  los  geles  se  tifier`on  durante  doce  hor`as  en  una  solu-
ci6n  de  Azul  Br`illante   de  Coomassie   0.025%   en  isopropanol
25%   (v/v)   y  Scido   tricloroac€tico   20%   (p/v).      Los   geles   se
destifier.on  en  el  mismo  solvente  o  en  acido  ac€tico  al   7%
(v/v).     Tambi€n   se  us6   la  tinci6n  con  Amido  Black  al   0,1%
en  acido  ac€tico  al   7%   (v/v).

Paria  el  estudio  de   los  pesos  moleculares   se  midi6  la
migraci6n  r`elativa  de  las  bandas  en  los  geles   destefiidos.
Se  calcul6   la  movilidad  r`elativa  y  se  gpaficar`on  estos
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valor.es  ver`sus  el   logaritmo  del  peso  molecular  de  la  subu-
nidad  de  las  proteinas  de  pefer`encia.

0.   Electrloforesis  en  Presencia  de  Uriea

Par`a  la  pr`epar.aci6n  de  los  geles   se  utilizar.on  las  mis
mas   soluciones  indicadas  en  M€todos   (D),   excepto  la  solu  -
ci6n  C  for`mada  por.  acr`ilamida  al  40%  y  bisacr`ilamida  al
0,5%.     Se  utiliz6  s6lo  el  gel  separ`ador`  con  una  concentr`a-
ci6n  de  acriilamida  al  10%  obtenida  al  mezclar`  1as  solucio-
nes  A,   C,   G  y  agua  en  la  relaci6n  1:   2:   +:   1.     En  el  gel
se  obtiene  rna  concentr`aci6n  de  ur`ea  6,25  M  cuando   la  so  -
luci6n  G  y  el  agua  contienen  urea  10  M.     Las  soluciones  e-
r`an  cuidadosamente  desaereadas  y  los  geles  se  prteparar`on
en  tubos  de   80  x  6  mm,   se  polimerizalion  a  la  luz  y  se  usa-
r'on  inmediatamente.     Papa  la  electroforesis  se  us6  buffer
Tris-glicina  0,01+   M,   pH   8,3  en  ambas   camaras  y  una  intensi
dad  de   3  nA/gel.

Los   geles   fuer`on   tefiidos   con  Amido   Black   0,25%   (p/v)
en  fcido  ac€tico  al   7%   dur`ante   30  minutos  y  fueron  destefii
dos  mediante  cambios   sucesivos  de  la  soluci6n  de  acido  ace
tico  al  7%.

P.   Obtenci6n  de  Suero  Immune  Antideshidrogenasa  de  D-Arabi
nosa-NAD+

El  suero  antideshidriogenasa  de  D-arabinosa  fue  obteni-
do  mediante  inyecci6n  de  dos  conejos  hembr`a,   de  dos  kilos
de  peso,   con  un  miligramo  de  enzima  de  la  cepa  silvestrie
(74-A)   obtenida  pop  la  met6dica  descr`ita   (H),   mezclada  con
coadyuvante  de  Freund  completo  en  proporici6n  1:1.     A
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inter.valos  de  10  dias,   se  colocaron  dos  nuevas  inyecciones
de  1  mg  de  enzima  con  coadyuvante  de   freund  incompleto.en

ppoporei6n  1:   1.     Transcuriridos   12  dfas  de  la  dltima  inye£
ci6n,   se  obtuvo  sangre  mediante  punci6n  car`dlaca.     La  ob  -
tenci6n  del  suer`o  control  se  hizo  mediante  la  extr`acci6n
de  50  ml  de  sangre  de  la  ar`ter`ia  de  la  or`eja  antes   de  ini-
ciar`  la  inmunizaci6n.

Los   suer`os,   inmune  y  contr`ol,   fuerton  obtenidos  port  Gen
tr`ifugaci6n  a  4000   g  dur`ante   15  minutos   despu6s   de  haber`
incubado   la  sangrie   durante   2u  horias   a  4°C.     Las   gamma  glo-
bulinas  del  suero  se  aislaron  por.  pl`ecipitaci6n  con  sulfa-
to  de  amonio  al   33%   (p/v),  lavadas  con  buffer  fosfato-clo-
r'ur`o  de   sodio   0,01  M,   pH   7,0  y  r`epr`ecipitadas   con  sulfato
de   amonio   al   33%   (p/v)    (70).      Ambos   suer`os   se   mantuvier`on
a  4°C  en  buffer  fosfato-clor`upo  de   sodio   0,01  M,   pH   7,0
con  azida  s6dica  al   0,1%   (p/v).

Q.   Inmunodifusi6n  Doble

Se  pr.eparar`on  placas   de  agarosa  al   1%   (p/v)   en  buffer
bar`bital  pH   8,6 .(fuer`za  i6nica  0,05)   6  en  buffer  fosfato
salino  pH  7,0.     Se  hicieron  or`ificios   de   2  mm  de   diametpo
en  for`ma  de  poseta  utilizando  un  molde  metalico  y  en  el
or.ificio  centr`al  se  coloc6  antisueino   (diluci6n  1/2  61/4)
y  en  los  or.ificios  laterales  10  ul  de  antfge;o  (71).     Papa
ti.nei6n  de  pr`otefnas   se  incub6  dur`ante   24  hor`as  a  temper`a-
turla  ambiente  y  par`a  la  detecci6n  de  actividad  enzimatica
se  incub6  48  horias  a  4°C.     Al  t6rmino  del  perfodo  de  incu-
baci6n  se  procedi6  a  lavar  exhaustivamente  con  soluci6n
de  suer`o  fisiol6gico  y  despu€s   con  agua  bidestilada.     Las
placas   fuer`on   secadas  a   37°C  y  tefiidas   con  Amido  Black  al
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0,1%   (p/v)   par`a  pr`oteinas.     Papa  la  detecci6n  de  actividad
Ara-DH  las  placas  fuerion  pr.imero  tefiidas   con  la  mezcla  in-
dicada  en  M€todos   (I)   y  en   seguida   secadas   (72,   73).

R.   Deter`minaci6n  del  Punto  de  Equivalencia

I:1  punto  de  equivalencia  fue  determinado  en  condiciones
de  antisuer`o  constante  y  de  antigeno  constante.
a.   Antisuero  constante:

Se  utiliz6  una  concentraci6n  de  antisuero  de  1  mg,   en
un  volumen  de   100  ul,   y  se  mezcl6  con   100   ul  de   antlgeno
con  actividad  Ar.a-DH  entr`e   0   -   120  mu.     Se  incub6  dur`ante
96   hor`as  a  L1°C  y   se   centr`ifug6  a  10000  rpm  en  centrf fuga
Micr.o-hematocr`ito  dur.ante  3  minutos  y  se  determin6  activi-
dad  enzimatica  en  el  sobr.enadante  segfin  M€todo   (I).

b.   Ant€geno  constante:
Se  utiliz6  una  concentriaci6n  de  antisuer`o  de   0,0156   -

2,Omg  en  un  volumen  de   100   ul  y   se   mezcl6   con   100   ul   de  an
tfgeno  con  actividad  Aria-DH  de   10  mu.      Se  incub6  dur`ante
96  hor`as  a  4°C  y  se   centrlfug6  a  10000  rtpm  en  centriifuga
Micro-hematocrito  dur`ante   3  minutos  y  se  detel`min6  activi-
dad  enzimitica  en  el  sobrenadante  segdn  M€todo   (F).

S.   Inmunodifusi6n  Radial  Simple

Se  pr`epar`ar.on  placas   de   agarosa  al   1%   (p/v)   en  buffer`
bapbital  pH   8,6   (fuerza  i6nica  0,05)   con  concentr`aci6n  de
antisuero  de   1/12.     Como  soporte  se  utilizar`on  por`taobjetos
tamafio  standard.     Se  hicier`on  orificios   de   2  mm  de  diametr.o

y  de  10  ul  de  capacidad  mediante  un  molde  metslico.     I:n  ca-
da  or`ificio  se  coloc6  antfgeno  en  concentraciones  de  1/1,
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1/2,   1/W,1/8  y  1/16  prepar.ado  a  partip  de  una  soluci6n  de
antigeno  de   1  mg/ml  y  con  actividad  Ar`a-DH  de   35  mu/ml.
Se  incub6  a  4°C  dur`ante   96  hor`as.     Terminado  este  per€odo,
se   lav6   con  Nac10,2   M  durlante   24  horas  y   se  enjuag6   con
repetidos  cambios  de  agua  bidestilada.     Se  detect6  1a  acti
vidad  Aria-DH  en  el  inmunopr`ecipitado  con  la  misma  mezcla
utilizada  par`a  la  detecci6n  de  la  enzima  en  geles  de  poli-
acriilamida  (I).

Se  midi6  el  dismetr.o  del  anillo  de  pr`ecipitaci6n  utili
zando  papel  milimetr`ado  y  lupa,   y  se  gr`afic6  el  cuadpado
de  este  valor  verisus   la  concentraci6n  de  enzima  expriesada
en  mg/ml,  obteni€ndose  la  curva  standard  par`a  cuantificar
la  concentr`aci6n  de  enzima  en  los  r`espectivos  extractos
cr.udos   (74).

T.   Car.acterizaci6n  Gen€tica

1.   Cr`uzamientos

Difer`entes  cruzalnientos  entr`e  las   cepas  estudiadas  fue
r`on  pealizados  en  tubos   de  ensayo   (1,5   x  20   cm)   6  en  placas
Petpi   (10   cm  de  diametr`o)   que  conten±an  el  medio  Wester`gaar`d

y  Mitchell   (75)   y  que  fuer`on  incubados   a  25°C  dur`ante   12   a
15  dias.     En  aquellos  casos  en  que  se  utilizaba  una  cepa  de
crecimiento  lento,  €sta  er.a  inoculada  priimer`o.  e  incubada
a  25°C  dur.ante  una  semana.     En  seguida  se  fertilizaba  con
conidios  del  sexo  opuesto.

El  analisis  gen€tico  de  los  cpuzamientos  se  hizo  me  -
diante  aislamiento  de  esporas  al  azar  o  caracterizaci6n  de
tetr`adas.     Papa  la  activaci6n  de  las  espor`as  se  utiliz6  el
shock  t€rmico  a  60°C  durante   30  minutos.
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Las  espor`as  fueron  catalogadas  fenotipicamente  de  acuer
do  a  las  caracter`£sticas  morfol6gicas  del  micelio.     Las  va-
r`iantes  pespecto  a  la  deshidrogenasa  de  D-ar`abinosa  fuer`on
deteriminadas  mediante  el  analisis  electrofori6tico  de  los
extractos  prepar`ados  del  micelio  der.ivado  de  dichas  ascos-
por`as  y  obtenidos  en  cultivos  en  medio  mfnimo  N-Vogel  li  -
quido  mss   sacar`osa.

El  analisis  de  ls  segrtegaci6n  g€nica  fue  r`ealizado  en
cr`uzamientos  en  duplicado  como  los   siguientes:

74-A  x  col-16a
74-A  x  col-15a
77-a  x  col-10A

La  obtenci6n  y  car`acterizaci6n  de  micelios  dobles  mu  -
tantes  se  r`ealiz6  pori  t€cnicas  similar`es.     Se  aislar`on  y
car`acteriizar`on  en  cuanto  a  sexo,   fenotipo  mor`fol6gico  y  e±
zimatico  los  micelios   denominados   7tryl5~125A,
7ul6-97A.     Par.a  este  efecto  los
fuepon  los  siguientes:

7ul5-125A  x  col-16a
7415-135A  x   col-16a
7ul6-97A     x  col-15a

7H15-135A

cr`uzamientos,   en  duplicado,

2 . .  Rever`tantes
Se  r`ealizaron  exper`imentos  de  mutag€nesis  mediante  irria

diaci6n  de  conidios  de  la  cepa col-16a con  radiaci6n  ultr`a
violeta  cor.ta   (253  nm),   proveniente  de  una  lsmpar`a         l]ul  -
tirayo  ubicada  a  20  cm  de  la  suspensi6n  de  conidios,   duran-
te  120  segundos.     La  concentraci6n  inicial  de  conidios  fue
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2  x  107  conidios  pop  ml  y  la  ener.gia  aplicada  fue  de   36   -
u8   er`g/rm2/seg.

El  matertial  mutagenizado  fue  dilufdo  en  medio  m±nimo
N-Vogel  papa  obtener  rna  concentriaci6n  de   103  6  104  coni-
dios  pop  ml  y  una  alicuota  de   0,1  ml  fue  dispelisada  en  pl±
ca  Petr.i  con  medio  completo  adicionado  de  L-sor`bosa  e  in  -
cubada  a  25°C  durante   24  6  48  horias   en  la  oscur`idad.

Posibles  r`ever`tantes  fueron  aislados  en  tubos  con  me  -
dio   completo  y  fuer`on  incubados  a   25°y   34°C.      Los  micelios
de  fenotipo  silvestr`e  fuel`on Qultivados en  medio  m£`nimo
N-Vogel  liquido  con  agitaci6n  constante  de  140  ripm  en  agi-
tadop  r`otatorio  Eber`bach  dur`an.te   48  hor`as,   a  25°C.     El  mi-
celio  se  cosech6  mediante  filtr`aci6n  al  vacio,   se  pr`epar`6
el  extr`acto  cr`udo  y  se  analiz6  el  fenotipo  enzimatico  se  -
gfin  t€cnica  descr.ita  (D).

3.   Heterocariones

La  obtenci6n  de  heter`ocariones  entr`e  difer`entes  cepas
se  realiz6  mediante  la  inoculaci6n  de  conidios  en  medio
mfnimo  s61ido  en  placas  Petr`i,1as  que  fuerion  incubadas  a
25°C  dur`ante   24  -48   horas.      Los  heter`ocar`iones   formados

por.  1as  cepas
h-2  y  h-3.

col-15a  +   col-16a  fuer`on  denominados  h-1,



RESULTADOS

I.   Detecci6n  preliminarl  de  la  actividad  Ar`a-DH  en  cepa  sil
vestpe  y  mutantes  morifol6gicas de   Neur`osDora   cr`assa

La  electpofor`esis  en  geles  de  poliacrilamida  de  extr`ac
tos  crudos  de  la  cepa  ]j±±  de  Neuriospolta crassa y  poster`ior
tinci6n  de  actividad  deshidr.ogenssica  (como  se  describi6
en  M€todos)   r`evel6  la  prtesencia  de  actividad  con  D-arabino
sa  y  NAD+   como   aceptor`  de   hidp6genos.      NADP+   no   act6a   como
aceptor`  (Fig.1).     El  hallazgo  de  esta     actividad  D-ar`abino
sa  deshidr`ogenasa  dependiente  de  NAD+  confirm6  resultados
previos  obtenidos  en  este  labol`ator`io   (45) .

En  anslisis  electr`ofor€tico  comparativo  de  var`ias  ce  -
Pas de  Neurlospor`a  cr`assa  mostp6  diferencias  cuantitativas
impoptantes  I.especto  a  la  actividad  de  Ara-DH,   existiendo
una  mayor  actividad  de  dicha  enzima  en  las  cepas
col-16a

col-15a
r`especto  a  la  cepa  silvestre  Zj±±  y  una  menor`  acti

vidad  Apa-DH  en  la  cepa
morifol6gicas  examinadas
similar  a  la  cepa 7u-A.

morlfologf a  de  las  cepas
sente  estudio.

col-10A (fig.   2).     Otr.as  mutantes
presentaron  una  actividad  Ar`a-DH

En  la  Figuria   3,   se  muestra  la
de   N.   cr`assa utilizaqas  en  el  pr£

•La  actividad  Ar.a-DH  analizada  mediante  cr.omatogriaffa

en  DEAF-eelulosa  muestr`a  difer`encias  cuantitativas  simila-
r`es  a  las  detectadas  pop  electrofor`esis  en  las  diferentes
cepas   (figs.    4-A,   4-8,   u-C).

25
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ABC

OnrGEN

Figura  1     Actividad  Ar`a~DH  en  extr`acto   cr`u-
do   de   Neur`ospor`a crassa, cepa   7_ttL4  ppocesa-
do  pop  electi-6-for`esis  en  gel  de  poliacrila-
mida.     En  cada  columna  se   colocal`on  100   ul
de  extr`acto   (400  ug  de  pr`otefnas   totales).
Despu6s  de  electr`ofor`esis   los  geles   fuer`on
sumer`gidos   dur`ante   10  minutos   en  la  mezcla

::  ::::¥°a::€±::d:Le?%¥€todos  (I)  y  fijados

A   :   arabinosa-NAD+  a   :   arabinosa-NADP+
C    :    NAD+-NADP+
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Figur`a   2     Actividad  Ar`a-DH  en  extr`actos   cliudos
crassa,   cultivadas

proTcesadospoF
de  var`ias   cepas  de  Neur`ospora
durante   P8   hor`as elec tr.oforesis
en  gel  de  poliacrilamida  en  placa.     En  cada  ran±
r`a   (A,   a,   C  y  D)   se   colocar`on   100   ul   de   extr`acto
(500   ug  de  pr`otefnas   totales).      Despu€s   de   la  e-
1ectr`ofor`esis   la  placa  fue  sumergida  durante  10
minutos  en  la  mezcla  de  ensayo  indicada  en  M€to-
dos   (I)   y  fijada  en  acido  ac€tico  al   7%.

A  :   cepa  Zue 8   :   col-15a     C   :    col-10A     D:   col-16a
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Figur`a   3     Morfologfa  de   cepas   de  Neur`osporia
cultivadas  a   25°C  durante   48   hor`as,   en  medio
mfnimo  N-Vogel   adicionado   de   sacar`osa  al   1,2%
e  inositol   (5  mg/ml, col-15a)
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{2,5  x   2-5).T  sepa-riaci6h   s€--hizo  mediante  un
--0,5   M  en  buffer`   Tris-EDTA   1   mM,   DTT   1   mM,   pH
lectaron  fracciones   de   u,5  ml  y  cada  dos  tubos

70          '  80            90

::g::ac:;32ff::d£:ug:;3:a:nf::3:ig:a3:b::n:g:nj=a`!g5gg!EE:e!:::::iente
I`adiente  lineal  de  Kcl  0---

0   (350   ml   por`   1ado).      Se   co
e  determin6  1a  actividad  Ar=-

DH  pop  medici6n  de   la   velocidad   de   I.educci6n   de   NAD+   a   340   nm   (o)
de  pr.otefnas  port  absorbancia  a   280   nm  (®).      Cada   diez  tubos   se   ley6   la   con  -
ductividad  (---).     La  flecha  indica  el  inicio  del  gradiente.     I,a  linea  bajo
el  I)ico  de  actividad  indica  las  fr`acciones  utilizadas  par`a  estudios  posterio
res,

y  el  nivel
A   |a   r^rl   -
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de  Neur`ospora.    -Las  condiciones   exper`iment5le-s   son  id€n-
rigura  n-B    Actividad  Ara-DH  en  1±qpido   sobr.enadante   (105000  g)   proveniente~,

col~15ade  la  cepa
1a  rigur.a  4-A.ticas  a  las  mencionadas  en



020 30            40             50          .  60            70            80             90
NO  FRACC I ON

col-16a  de  NeurosDor`a.     1,as  condiciones
rigura  4-C    Actividad  Ara-DH  en  lfquido   sobr`enadante   (105009_g)   qe   la   cepa

experimentales  son  id€nticas  a  las
mencionada s  en  la  figur`a  4-A.
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11.   Caracter`izaci6n  bioquimica  de  la  enzima  aislada  de   la
cepa  silvestr`e  y  de  las  mutantes col-15a col-16a

A.   Purificaci6n  de   la  enzima  hasta  homogeneidad

La  cr`omatogrtafia  en  DEAF-celulosa  per`miti6   separiap
una  fr`acci6n  de  actividad  Apa-DH  como  un  pico  sim€tr.ico  y
estr`echo,   a  una  concentraci6n  de  Kcl   130-1+0   mM.      La  movi-
1idad  cr`omatogr`afica  de  la  enzima  pr`oveniente  de  las  dife-
rentes   cepas   estudiadas   es   similari   (Figs.   4-A,   u-B,   Ll-C).
La  actividad  especifica  de  las  fr`acciones  fluctu6  entr`e
0,022   y   0,026   U/mg   (Tablas   1-1,1-2,1-.3).      La   cromatogr`a-

fia  de  exclusi6n  en  Sephadex  G~100,   pesult6   ser`  mss  adecua
da  ya  que  el  peso  molecular`  de   la   enzima  es   de   52-53000   y

permiti6  eliminap  contaminantes  de  mayor  peso  molecular
(figs.5-A,   5-a,   5-C).     La  actividad  especffica  de  las  pr`e-
paraciones   fluctu6  entr`e   0,048  y   0,052   U/mg   (Tablas   1-1,
1-2,1-3).     La  electr`ofopesis  en  gel  de  poliacrilamida  ti-
po  pr.epar`ativo,   con  dos  concentr`aciones   de  acriilamida  como
gel  separ.adort,   pr`opor`cion6  una  buena  separ`aci6n  y  purific±
ci6n  de  la  Ar`a-DH   (Fig.   6).    .La  actividad  especffica  de   las

ppepar`aciones  puriificadas  de  las  tr.es  cepas  es  similar`,  y
fluctu6   entre   1,11  y   1,17   U/mg   (Tablas   1-1,1-2,1j-3).      Df
be  hacer`se  notar`,   que  cuando  fue  necesario  se  r`ealiz6  elef
tr`ofor`esis  en  geles  prepar`ativos.

La  enzima  ha  sido  purificada  280   veces  y  se  obtuvo
una  prepar`aci6n  homog€nea  como   lo  demuestr`a  la  electr`ofo  -
re.sis   en   gel  de  acr`ilamida  al   8%  y.logo   en  que   se  observ6
una  banda  de  proteinas  y  la  cor`r`espondiente  banda  de  acti-
vidad  Ara-DH   (I`ig.    7).

La  homogeneidad  de  los  pr`epar`ados   fue   confir`mada  en
los  exper`imentos  de  electr`oforesis  en  pr`esencia  de  agentes
desna.turantes   (Figs.12,1L[).
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75

Figur.a  5-A     Cr.omatogr`affa  en  Sephadex  G-100   de   las  fr.acciones   con  acti-
vidad  Ar.a-DH  priovenientes   de   la  cromatograffa  en  DEAE~celulosa.
Sabre  una  columna  de  Sephadex  G-100   (2  x   60  cm),   equilibrada  en  buffer
Triis-EDTA   1   ul{,   DTT   1   mM,Kcl   100   mM,   pH   7,0   se   colocapon   4   ml   de   frac   -

::63E£S:::::::8:..C°:aa:±::±8:ds:r=::¥±!;°:::i::t:i::o}:u;:::a::8:::i:i_
:gi:aya::i:::::ta:::-5Ea?8i?n;sl:ea3:3:b::;iac:d38go:mtTb®o;. se  deter`mi-
A   :    7u-A
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figur`a  6     Separ`aci6n  electr`ofor`€tica  de  Ar`a-DH  de
Neurtospor`a.   Los  geles   se  pr`epararon  en  tubos   de
100  x  12  mm  con  dos   concentr`aciones   de   acr`ilamida
(7%  y   8%)   como   gel   separ`ador`.      En   cada   columna   se

S:::::t::a::e::rcfeem:t:g.::i:I::e5E#-:::::::apro:
en  Sephadex  G-100.     Terminada  la  electpofor`esis
log  geles  fueron  tefiidos  papa.  pr`oteinas  con  Amido
Black  0,25%   (p/v)   durante   30  minutos  y  par`a  acti-
vidad  Ara-DH  con  la  mezcla  de  r`eacci6n  indicada
en  M6todos   (E)   durante   10  minutos.     Se   fijar`on  en
acido  ae6tico  al   7%.
A   :   priotefnas     8   :   actividad  Ara-DH
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Figur`a  7     Electr`ofor.esis  en  gel  de  poli±
cr.ilamida  de  Ara-DH  obtenida  de  los   ge  -
les  tipo  pr`epar`ativo.     Electriofopesis  de
la  enzima   (30  y   60   ug)   en  geles   al   10%

:i,M8to¥o:?  `S:s3i3sS:g6:.s:i:::g:i:::
geles  se  fijar`on  en  acido  ac€tico  al  7%.

A  -  C   :   priotefnas       8  -  D   :   actividad
AI,a-DH



P1

La  reproducibilidad  de  los  experimentos  crtomatogpaficos
fue  confirmada  en  fortma  aceptable  pealizando  al  memos  diez
expepimentos  par'a  cada  rna  de  las  cepas,   con  un  r`endimien  -
to   de   21%   de   enzima  pur`a.

8.   Constantes  de  Michaelis  paria  sustriato  y  co factor.

La  Ar`a-DH  de  Neurosporia    presenta  cin6tica  michaeliana
t±pica   (Figs.   8-1,   8-2).      Log  Valor`es   de  Kin  arabinosa     I'ara
la  enzima  de  las  trtes  cepas,   calculados  mediante  la  griafica
de  dobles  reciprocos   de  Lineweaver-Burik  fluctdan  entrte   0,67

y   0,69   TnM   con   un   valor`   promedio   de   0,68   ±    0,015   mM.         Log
Valor`es   de  KmNAD+   son   similartes   en   las   tres   cepas  y   flue  -
t6an  entrie   0,30   y   0,31  mM  con  un  valor  ppomedio   de
0,30    ±    0'003    mM.

C.   Especificidad  de  sustpato

La  enzima  aislada   de   las   Cepas  ZJ±=A9 col-15a  y col-16a

pr.esenta  especificidad  de  sustrato  un  tanto  restringida,
ya  que,   ademas   de  D-arabinosa,   es   capaz  de  oxidar  a-L-fucg
sa  con  una  eficiencia  de   u5%  y  a  D-riibosa  s6lo  en  un   log.
I.os   otrios   azdcar`es   ensayados:   L-ar`abinosa,   D-glucosa,   D-
xilosa,   D-fucosa,   L-xilosa,   L-r`amnosa,   2-desoxi-D-glucosa,
6-fosfogluconato,   2-desoxi-D-ribosa  no  son  sustriatos  de  la
enzima   (Tabla   2).
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0       ur      0,8       1,2      1,6      20

(  Are  )    mM

I-
0  0,10,2             0,5                            1,0                           1,5

'Ara'  mM

A+A :i::::t£:€o I::CE: S:I::i::3c::t::::6=

024
11/  Arc]|  mull

0     02            0,5                     to                      15
lA,o'    mM

ci6n   de   la  Ar`a-DI]   de  Neur`ospora cr`assa
Par.a  las  mediciones   se  usar.on   las   fr`ac
clones  activas  provenientes  de  la  cro=

¥:::8rafi:Dfns:EAmLFa::i::;a:.seL:e:::±=
bi6  en  M€todos   (F).     Se  usaron   cinco   o
mss  concentr.aciones  de  D-ariabinosa  en-

:::s:i:t:  :8ONXB+  :
una  concentrtaci6n

e.  0,5    mM.
Las  constantes   de  Michaelis  se  calcula

:::i;I::::i:ed:i::w8:i:i:;u:;.dobles
A:    7u-A     a: col-15a     C:   col-16a
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°'`        0.2,N°A3D,&rdM      015       016

0,2   '        0,5
I NAD I  mM

10                          1,5

Oil        0,2       0,3       0.4       0.5       0,6      0i7       0,8
I NAD)  mM

::8Nis+ 8:i i:f::::c£:a:ad:°:::::f::±8:
1a  Ara-I)H   de   Neuriospor.a
Paria  las  mediciones   se

c r`a s s a
usar`on   las   fr`ac

clones  activas  pr`ovenientes  de  la  cr.o=
matogr`afia  en  DEAE-celulosa.     I.a  acti-
vidad  Ar`a-DH   se  midi6   seg6n  se   descr`i-
be   en  M€todos   (I).      Se   usar.on   cinco     o
.mss   concentraciones   de  NAD+   entre   0,05
y   5,0  mM  y  una   concentrtaci6n   constante
de   D-apabinosa   de   100  mM.      Ijas   constan

f:: g: I:e3::Ii:as:ec::s:::I::c:p:::.:
d€   Lineweavel`-Burik.
A:     7W-A      a: Col-15a     C:   col-16a



LTP

Azdcar
7 u - A.

Velocidad  pelativa
col-15a              col-16a

D-ar.abinosa
L-fucosa
D-ribosa
L-ar.abinosa
D-glucosa
D-xilosa
2-desoxi-D-glucosa
D-fucosa
L-xilosa
I.-r`armosa
6-fosfogluconato
2-desoxi-D-pibosa

1,00                      1,00

0.45                      0'44

0'06                      0,10

0'03                         0'OH

0'05                       0'02

0,02                       0'02

00

1,00

0'u5

0'10

0,03

0'02

0'02

0

Tabla  2    Especificidad  de  sustrato  de  la  Ara-DH  de  Neurospopa.
Se  utilizaron  las  fpacciones  activas  pr`ovenientes  de
la  cr'omatogr`afia  en  DI:AE-celulosa.     La   concentl`aci6n
de  sustratos  fue   de   100  mM  y   la  concentr`aci6n  de  NAD+
de   0,5  mM.     La  actividad  enzimatica  se  deterimin6  segdn
se  descl`ibi6  en  M€todos   (F).      Se  asign6  el  valor.1,0   a
la  actividad  con  D-arabinosa  como  sust.r`ato.
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D.   Estudios   de  pH  6ptimo

La  velocidad  de  reacci6n  de  AI`a-DH  a  difer`entes  pH  se
muestra  en  la  I'igura  9,  obser`vandose  que  el  pH  6ptimo  es
igual  a  9'0.

I.   Inactivaci6n  por.  calop

El  estudio  r`ealizado  de  esta  car`acteristica  con  la  en-
zima  paricialmente  pur`ificada  no  muestra  difer`encias  en  el
ti/2     de  P€r`dida  de   actividad.     Este   es   de   2,38   ±   0,0106
minutos   (rig.10).

F.   Determinaci6n  del  punto  isoel€ctr`ico

Al  estudiar`  esta  car.acterf stica  mediante  electroenfo  -
que  en  geles   de  poliacrilamida   (61,   62,   63)   con   la  Ar`a-DH
purlificada  de  las  tres  cepas  en  estudio  y  al  relacionan  el
grtadiente  de  pH  y  la  posici6n  de  la  banda  pr`oteica  en  el
gel  I.espectivo,   se  encontr6  que  el  `punto  isoel€ctriico  es
de   6,22;      6,25;     y   6,21.      Estos   valor`es   son  similaries,      de
modo  que  este  par`£metro  tambi€n  puede  designarse  con  un  va
lop  pro]nedio   de   6,23   ±   0,017   (Figs.11-A,11-8;   11-C).   El
hecho  de  que  esta  car`acter`istica  sea  com fin  su8ier`e  simili-
tud  de  cal`ga  el6ctr`ica  y  probablemente  de  estr.ucturia  papa
la  enzima  proveniente  de  estas  cepas  de  Neur`ospor.a.



P6

67
pH

910

figur`a   9    I:fecto  del  pH  sobre  la  velocidad  de  r.eacci6n  de
1a  Ara-DH   de  Neur`osporia
nes  activas  pr`ovenientes

cr.assa.     Se  utilizar`on  las  fraccio
i.a   en   DEAI:-celu=

1osa.     La  actividad  enzimatica  se  midi6  segdn  se  descriibi6
en  M€todos   (I).     Se   usar`on  los   siguientes   tampones,   a  una
concentraci6n   final   de   50   mM:      MES   (5,2-7,2);      PIPES   (6,2)
HEPES   (6,8-q05);    BICINE   (7,75-10,0).

74-A   (o)     col-15a   (A)        col-16a   (I)

de  la  cr`omet9gr'af
®
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2                 4                 6                 8               10              12
TIEMPO    (minutos)

figura  10     Inactivaci6n  pop  calor`  de  Ar`a-DH  parcialmente
purificada   (etapa  DEAF-celulosa)   de  Neurosporia
A1£cuotas  de  la  pr`eparaci6n  enzimatica  se

crassa.
calentaron  a

50°C  dur`ante  los  tiempos  indicados,   se  enfr`iar`on  inmedia-
tamente  en  hielo  y  se  deter`min6   la  actividad  Ar`a-DH  segfin
se  deseribi6  en  N€todos   (1`).   Exper`imentos  r`ealizados  en
duplicado,   se  gr`afic6  el  pr`omedio  de  trtes  pr`eparaciones
di I erent e s .
7l+-A   (o)       -col-15a   (A)        col-16a   (I)
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24
DISTANCIA      DESDE     EL    0RIGEN   (cm)

(-)                                                                     (+)

:i8::ag:i:S  a:I;:i::::i:Li::a::  1a Ar`a-DH  de  Neupospo_
I;  electr.ofocalizaci6n  de  la  Ar`a-DH   (50  ug)   se  reali-
z6  segfi,n  se  describi6  en  M€todos   (M).     I:n  la  figura
se  muestra  el  gradiente  de  pH  y  debajo  un  esquema  del
gel  despu€s  de  electroenfoque.

A   :    74-A
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24
DISTANCIA    DESDE      EL   0RIGEN      (cm)

(-)                                                                      (+)

rigur`a  11-8    Electr`oenfoque  de   la  Ar`a-DH  de  Neurospo-
ra  en  geles  de  poliacrilaTnida.     Las  condiciones  expe-
Ementales  fueron  id€ntieas  a  las  indicadas  en  la  Fi-
gur.a  11-A.
a   :   col-15a
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15a

24
DISTANCIA     DESDE    EL   0nlGEN   (cm)

::g::ag:i:§ a:1;:±r:::f:fled::  i:asp:;::i::o¥=:=§B:=
=mentales  fueron  id€nticas  a  las  indicadas  en  Figuria
11-A.

C   :   col-16a
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G.   Peso  molecular.  y  estructur.a  de   subunidades

El  peso  molecular  de  la  enzima  nativa  fue  determinado
pop  el  m€todo  de  Hedrick  et  al   (76).     Este  m€todo  indic6
que   el   peso   molecular`   es   de   60000   ±   2000   (no   se   muestrla).

El  peso  molecular`  en  condiciones  desnatur`adas  y  la  es
tr`uctur`a  de  subunidades  fueron  estudiadas  al  r`ealizap  expf
r`imentos .de  electriofor`esis  en  geles   de  poliacriilamida  en
presencia  de   SDS,   segdn  el  m€todo  de   Osbor`n  et  al   (63).
Los   geles   tefiidos   con  azul  de  Coomassie  r`evelapon  una  ban-
da  de  proteinas   (I'ig.   12)   y  al  gr`aficar  los  valories   de  mo-
vilidad  r`elativa  ver`sus  el  peso  molecular.  de  las  subunida-
des  proteicas  utilizadas  como  riefer.encia   (65,   76)   se  calc±
16   un  peso  molecular   de   52000   ±   2000   papa  la  Ara-DH   de  Neu-
r`ospor`a   (Fig.    .13).

H.   Electr`ofor`esis   en  prtesencia  de  urea

La  electpofor`esis   en  presencia  de  urea   6,25  M,   r`evel6
una  sola  banda  de  prote±nas  par`a  la  enzima  pur`ificada  de
las  diferentes  cepas   (Fig.ill),   lo  cual  sugierie  que  la    en
zima  esta  constituida  pop  una  sola  cadena  polipept±dica.

En  la  Tabla  3  se  pr`esenta  un  resumen  de  las  caracte  -
r`isticas  cin€ticas,   fisicoquimicas  y  estructurales  de  la
Ara-DH  en  las   cepas
crassa.

7H-A,   col-15a  y col-16a de   Neur`ospopa
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ABC

Ton'oEN

Figura  12     Electr`ofor`esis   de   la  Ara-DH
geles  de  poli±

I:iectFo
de  Neurospora cr`assa  en
criilamida  en  presencia  de   SDS
foresis   de   la  Ar`a-DH   (100  ,ug)   en  geles

::nd:::i::¥5d:na±€=:dgss?a) :. P4%.   segin

A   :    74-A        8   :    col-15a      .C   :    col-16a
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``at<3\A4

iEI
0,2                   0,4 0'6                   0, 8                   1,0

MOVILIDAD

rigura  13    Determinaci6n  del  peso  molecular`  de   la  Ar`a-DH  de  Neuros
pg=±  mediante  electr`oforiesis  an  gel  de  poliacr`ila]nida
de  SDS.     La  Ar`a-DH  p¥r.a  y   las  protefnas   de  I.efer`encia  fueion   some-
tidas   a  electr`ofor`esls   a  pH   7,1   seg&n   se  describi6  en  M6todos   (N).
El  grafico  semilogar`£tmico  muestra  el  peso  molecular  de  las  cade  -
nas  polipeptf dicas  de  las  pr.ote{nas  de   r`efer`encia  en  funci6n  de  su
migpaci6n  rtelativa  al  colorante  de  r`eferieneia   (azul  de  bromofenol)
La  flecha  jndica  la  movilidad  r`elativa  de  la  Ar`a-DH  de  diferente
origen.
Las   pr`oteinas   de   r`efer`encia   fueron:   1)   mc>n6mer`o   de   la   ser`oalbGmina
de   bovino   (68000);    2)   catalasa   (60000);    3)   aldolasa   (40000);   4)
16ctico  deshidr`ogenasa   (36000).

en  pr.esencla



A3C

On'GEN

Figur`a  14     Electr`oforesis   de  la  Aria-DH
de  N.   cl`assa  en
1e Sis

priesencia  de  ur`ea.     I-
de   la  Aria-DH   (40   ug)   en

geles   con  acrilamida  al   10%  y  ur.ea  6,25
M,   segdn   se   descr`ibi6  en  M€todos   (0).

A   :    7u-A        8   :   col-15a        C   :    col-16a

54
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Parfmetrio                                                  7 u-A col-15a

Constantes  de  Michaelis
D-ariabinosa
NAD-

pH  6ptimo

t|/2  a   50°C   (min)

Especificidad  de  sustrato
D-ar`abinosa
L-fucosa
D-ribosa
L-ar.abinosa
D-glucosa
D-xilosa

Movilidad  cr`omatogrsfica
("  Kcl)  .

Punto  isoel6ctr.ico

Peso  molecular.
desnatur`ado
nativo

Estructura  subunidades
SOS
urea

0'67
0.30

9'0

2'25

mM
0'69
0'30

9.0

2'4

V  relativa
1,0
0'44
0'10
0 ' 0 try
0'02
0'02

130-1uO                    130-1uo

6.22 6.25

52000   ±    2000       52000    ±    2000
60000   ±    3000       60000    ±    3000

0'68

0.31

9'0

2'3

1,0
0'u5
0'10
0'05
0'02
0'02

130-140

6'21

52000   ±    2000
60000   ±    3000

Tabla  3    Resumen  de  las  ear.acterfstieas  cin€ticas,   ffsicoquimicas  y  es-
tructur`ales   de  la  Ara-DH  de  Neupospor+a a ra s s a .

cromatograff a  en
DEAF--ce-1ulosa.     Las  constante  de  Michaelis  se  calcularon  a  par.tir.  de
los  grdficos  de  dobles  recfprocos  de  Lineweaver.-Bunk.  -  Los  resultados

::%::re;P;CL::::±£::ad:o:u::::::t::c:::::S:ec:::t:::::i::d]a:L#?VaE¥
p=:gag::e:::i:n{::::::::::o:6ne:I:;:::c:::::a:::::9t¥c::t;:::::adesu±

has  prepar.aciones  usadas  fueron  fracciones  activas  de
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Ill.   Analisis  inmunoquimico

Los  estudios  cin€ticos  y  ff sicoquimicos  sugieren  que
la  Ara-DH  es  cualitativamente  similar`  en  las  tl`es  cepas  u-
tilizadas  en  esta  investigaci6n.     Par`a  determinar`  si  exis-
ten  diferencias  en  los  niveles  de  pl.oteina-enzima  en  los
riespectivos  extr`actos  cr`udos  se  r`ealizo  la  cuantificaci6n
utilizando  m€todos  inmunoquimicos,  especlficamente  la  t6c-
mica  de  inmunodifusi6n  radial  simple.

Par`a  ello,   se  obtuvo  suer`o  antideshidriogenasa  de  D-ar±
binosa,   usando  como  antfgeno  la  pr`eparaci6n  enzimftica  pu-

•ra  proveniente  de  la  cepa  Zj±±.     El  suerio  anti-Ara-DH    de

Neurtospor`a,   ppecipit6  a  la  enzima  de  las  tr`es  cepas  estu  -
diadas  en  exper`imentos   de  doble  difusi6n  en  agari  y  mostrt6
un  anillo  de  pr`ecipitaci6n  contfnuo  como  se  observa  en  la
Fig.   15.     Esta  reacci6n  I.evela  identidad  inmunol6gica  y  s±
gier`e  similitud  estpuctur`al  de  la  enzima  de  las  cepas  en
estudio.

El  punto  de  equivalencia  determinado  en  condiciones  de
antisuel`o  constante   (rig.   16)  y  de  concentr`aci6n  de  antigf
no  constante   (Fig.   17)   es   de  45  mu/mg,   papa  las  pr`epar.acig
nes  enzimatieas  de  las  tr.es  cepas.     Esto.s  r`esultados  indi
can  identidad  antig€nica  y  enzimatica.

Par.a  la  cuantificaci6n  de  los  niveles  de  Aria-DH,   se  ob
tuvo  una  cur`va  de  calibpaci6n  al  gI`aficar  el  cuadr`ado  del
difmetro  del  anillo  de  precipitaci6n  de  la  ac.tividad  enzi
m6tica  versus  la  concentr`aci6n  de  enzima  expr`esada  en
mg/ml   (Fig.   18).     A  paritir`  de   la  cur`va  de   calibr`aci6n,   se
determin6  una  concentpaci6n  de  enzima  en  los  respectivos
extractos  cr`udos   de   0,35   ug/mg  de  peso  seco  papa   la  cepa
74-_4;   de   0,7u   ug/mg  de  peso  seco  par`a   la   cepa
de   0,77   ug/mg  de  peso  seco  par`a  la   cepa

col-15a
col-16a     (Tabla   u).

Estos  resultados  demuestr`an  que  las  mutantes  nor.fol6gicas
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ACTIVIDAD

PROTEINAS

Figur`a  15     Reacci6n  de  precipitaci6n  entre  suer`o
N.   crassa

col-15a
N-eur`ospor`a.      I-a-r`eaEEI6n.,,               \\,  .

anEideshidpogenasa  de  D-ar`abinosa  de
(cepa  |£±4)   y  Ar`a-DH  de  cepas  |±±£,`
col-16a  de
Sere

|nmunoJ.oglca
z6  como  se  describi6  en  M6todos  utilizan

do  10  ul  de  suero  contr`ol  (A)   y  10  ul  de  antisu£
po  (a)   colocados  en  los  orificios  centr.ales  y  en
los  orificios  later`ales  se  colocar`on  10  ul  de
prepar.aci6n  enzindtisa.9e  eepas`Z±=£  (1?   2)..     `col-16a  (5,   6)I-Ter`minado  el

fi6  papa  pr`otef nas  con
aol=15a     (3,   u)   y

incubaciOnSe ti
EF:Ea:i:;:= i:2:i: 3:v2e¥c:::: :::i::g:de:n£±::=
dos   (I).     En  seguida,   se  fijanon  las  placas  en
acido  ac€tico  al   7%  y  se  secar`on  a  temper`aturla

ado  dePep|

ambiente.
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30

a_h_"_JB_gD%

a

0         20        40        60 80         100        120
mu     Arci-DH   cificididas

rigura  16     Inhibici6n  de   la  actividad  Ar`a-DH  de  N.   cr`a-
.§g±  por.  suero  antideshidriogenasa  de  D-arabinosa  ae  Tit
cr`assa   (7u-A).     La  rieacci6n  inmunol6gica  se  I.ealiz6  Eo-
mo se  des b i6  en  M€todos  utilizando  de   2-120  mu  de  en
zima  (100  ul)   de  las  cepas  Jj±±  (.),
col-16a  (B)
DesPues

y  cantidad  constante  de
col-15a

Suer,O
(A)y
(100   ul)

del  per`iodo  de  incubaci6n  se  midi6  la  actividad
Ara-DH  seg6n  se  indic6  en  M€todos   (I).
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0 0i    p-D-a-I E   CONTROL

20
ANTISUERO

in   UNIDADES

rigur`a  17    Inhibici6n  de  la  actividad  Ar`a-DH  de

::g:s:::::g:3:::ad:eD::::::go::in:es:e::sE#ige
10  mu  de  enzima  de   las   cepas 74~A   (0),   col-15a
cantidades  var`iables   de   antisuer.o   (0,0156-2   0  mg
tal  de   200  ul.     Despu€s   de  incubaci6n  se  mi
remanente`  segdn   se  indic6  en  M€todos   (f).

i6|

cr`assa port  suer`o   an
cr`assa.     I,a  reac
todos  utilizando

col-16a   (E)
en  un  volumen  to  -
actividad  Ara-DH



60

00,1 0,2 Oi3             0i4             0i 5             0, 6             0,7             0, 8             0.9             Ilo

ANTIGENO    (mg/mll

figura  18     Curva  de  calibr`aci6n  par`a  deter`minar  la  concentr.aci6n
de  Aria-DH  por`  el  m€todo  de   inmunodifusi6n  radial  simple.      La  r`eac

:i:Sol:::ngi!g:::ns:er:::i:€e::gg:  :;|ges;ri8i€|e:eM::2:::  utili=
(1  mg/ml)   en   diluciones   de   1/1,1/2,1/tl,1/8   y   1/16.      Despu6s   de
incubaci6n  se  revel6  la  actividad  Ar`a-DH  con  la  mezcla  de  r`eacci6n
indicada  en  M€tc>dos   (I)   y   se   fij6  en  acido  ac6tico  al   7%  y  se   sec6
a  temperatur`a  ambiente.     Se  muestra  la  cuantificaci6n  de  la  eoncen
traci6n  de  enzima  en  extr`actos  cr`udos  de  cepas  2j±±  (o), col-15a
(A)  y  s9|-J£±  (I).   Se  gr`afic61a  media  ±  la  desiviaci6n  standard
de   10  valores.
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ife Concentrlaci6n
m8/m± eso   seco

7P-A

col-15a

col-16a

15,21   ±    2,94

27,56    ±    3,69

28'20   ±    4'06

Tabla  +     Concentr.aci6n  de  enzima  en  extpactos   cr.udos   de  las
cepas  Zue. col-15a col-16a  de Neur.ospora crassa.
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col-15a col-16a  tienen  el
la  cepa  silvestr`e.

IV.   Cal`actepizaci6n  gen€tica

doble   de  pr`otefna-enzima  que

A.   Analisis  de   segr.egaci6n

El  analisis  electr`ofor`€tico  de  la  Ara-DH  en  micelios  o
riginados  port  la  geriJninaci6n  de  las  ocho  ascospor`as  aisla-
das  en  oriden  de  aseos  priovenientes   de   cruzamientos   de   la
cepa  I_±=4  con  las  mutantes col-15a  6  col-16a  mostr.6   la  se-

gr`egaci6n  de  las  variiantes  del  caractep  enzimatico  en  pro-
porci6n   1:1   (figs.19-1,   20-1,   21-1).     En  las   Figuras   19-1
y  20-1,   los   geles  numerados   1,   2,   3  y   4   cor`responden  a  la
detecci6n  de   la  Ar`a-DH  en   los  micelios  or`iginados   de   las  es
poras  1,   2,   3  y  u  del  asco,   de  morfologia  tipo  silvestr`e
(Figs.   19-2  y  20-2)   y  muestran  el  nivel  enzimftico  tipo  sil
vestr`e.   Los   geles   5,   6,   7  y   8,   cor`responden  a  la  detecci6n
de  la  actividad  enzimatica  en  los  micelios  originados  de
las  espor`as   5,   6,   7  y  8  del  asco,   de  nor.fologfa  colonial
(Figs.   19-2  y  20-2)   y  muestran  el  fenotipo  enzimatico  colo
nial,

El  cruzamiento  de  ce a  silvestr`e  x  ce a  mutante Per,ml-
ti6  detectar  clases  r`ecombinantes  entr`e  variantes  del  feno
tipo  enzimatico  y  var`iantes  del  fenotipo  mor`fol6gico.     La
frecuencia  de  r`ecombinantes  es   10S   (Tabla   5).     I:n  la  Figu-
ra  21-1,   los  geles   1,   2,   5  y  6  muestran  el  nivel  de  enzi  -
mas  de  la  cepa  silvestre  y  los  geles   3,   4,   7.y  8  el  nivel
enzimstico  tipo  colonial.     Respecto  a  las  car`acter`£sticas
mortfol6gicas,   los  micelios  1,   2,   3  y  u  son  tipo  silvestre
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Figur.a  19-1   Actividad  Ar`a-DH  en   la  ppogenie  del
cruzamiento   7l+-A  x  col-16a.     Los   extpactos   cru  -
dos  de  los mlceJ.|os  orilglnados   de   la  ger`minaci6n

::S::g: ;:: ::e:::o:::::::  :: ::La::°p:¥=:::±=::
mida  al   7%.     Los  geles  fueron  cargados   con  loo

:gddfr::3±es:;ant::a:::c¥±5:v::a£:=oE::at=;f±v£:
::j;e::i:ad::::g:::::i:: :3:e::::sp:: ::::::::
de  la  ab§or`bancia  a   600  nm.

A   :    74-A a   :   col-16a 1-8   :   pr`ogenie
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figur`a  19-2    Mor`fologfa  de   la  progenie   del
cruzamiento  7u-A  x  col-16a.     Los  micelios
fuerion  cultivados  a  25°C  durante  u8  hor`as
en  medio  mlnimo  N-Vogel.
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Figur`a   20-1      Actividad  Ara-DH  en  la  progenie   del
cr`uzamiento   74-A  x  col-15a.      Los   extr`actos   cpudos
de  los  micelios  opiginados  de  la  ger`minaci6n  de
cada  una  de  las  espor'as  de  un  asco  fuepon  pr`ocesa
dos  por.  electrofor`esis  en  gel  de  poliacrilamida
al   7%.      Los   geles   fueron  sembr`ados   con  400   ug   de
priotefnas  totales  y  I.evelados  par`a  actividad  Ar`a-
DH,seg6n  se   descr.ibi6  en  M€todos   (I).      Se  muestr.a
el  perifil  densitom€trieo  de  cada  gel  obtenido  por`
medici6n  de  la  absorbancia  a  600  nm.

A   :    74-A        8   :    Col-15a 1-8   :   pr.ogenie
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Figura  20-2     Mor.fologfa  de   la  pr`ogf
nie  del   cruzamiento  7l+~A  x  col-15a.
Los  micelios  fuer`on  cul vados  a
25°C   durante   u8  horias   en  medio  mini
mo  N-Vogel  adicionado  de  inositol
(5   mg/ml).
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Anslisis  al  azari

Morifologfa

silvestre
silvestr`e
colonial
colonial

renoti o  enzimstico

silvestre
colonial
silvestpe
colonial

An€lisis  de  tetradas

Nfimer`o  de  ascos  analizados

loo   (7P-A  x  col-16a)

50   (7u-A  x col-15a)

NGmero

Ndmer.o  de  ascos  r`ecombinantes

Table  5      Reconbinantes  entre  fenotipo  enzimftico  y  nor.fol6gico  de
cl`uzamientos  ce a  silvestl.e  x  ce a  colonial.    El  an61isis
al  azar.  se  realiz6  con  la  progenie  del  cr`uzamiento
col-16a  x 7u-A.
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y  los  micelios   5,   6,   7  y  8   son  de  tfpico  criecimiento  colo-
nial   (Fig.   21-2).

El  analisis  electr`ofor`€tico  de  la  progenie  de  un  cr`uza
miento  entr`e  col-7ul5-125-1A    x     col-16a   (col-15A  x  col-16a)
(I.ig.   22-1)   revel6  que  tanto  log  micelios  dobles  mutantes
morfol6gicos   (geles   3  y  4)   como  los  micelios   de  nor.fologfa
tipo   silvestr`e   (geles   5  y  6)   poseen  niveles  de  enzima  simi
lar`  a  los  padres   (geles   1,   2,   7  y   8).     La  mopfologla  de  los
micelios  de  la  pr`ogenie  de  este  tipo  de  cruzamiento  se  mues
tr`a  en   la  Fig.   22-2.

8.   Reversiones

Experimentos  de  mutag€nesis  en  conidios   de  cepa col-16a
per`ritier`on  obtener`  difer`entes  r`ever.tantes  mor`fol6gicos  a
los  que  se  les  analiz6  el  nivel  de  Aria-DH.

Los  revertantes  morfol6gicos  denominados  I.-1  y  r-2  pr.i
sentar.on  el  nivel  de  enzima  car`acter`£stico  de  la  cepa  sil~
vestre  y  los  r`evertantes  r`-3,  r`-4  y  I-5,   mostpalion  el  ni  -
vel  enzimatico  de  la  cepa  colonial  mutagenizada,   es  decil`,
en  este  61timo  caso  la  revel.si6n  afecta  s6lo  a  la  caracte-
rifstica  morifol6gica  (Figs.   23-1;   23-2).

C.   Heter`ocar.iosis

I.os  heter.ocariiones   (h-1,   h-2,   h-3)   for`mados  .pop  las   ce

Pas coloniales  col-15a  +  col-16a fuer`on  caracter`izados
respecto  a  la  aetividad  Ara-DH  y  mostraron  un  nivel  de  en-
zima  similar.  al  de  los  micelios  pal`ticipantes   (FIg.   24-1) ,
aunque  exhiben  una  complementaci6n  en  las  caracterif sticas
morfol6gicas   (fig.   24-2).
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Figur`a  21-1      Actividad  Ara-DH  en   la  pr`ogenie
del  cruzamiento  74-A  x  col-16a.     Electroforesis
en  gel  de  poliacl`|lamlda     7-     de  extr`actos  crtu-
dos  de  los  micelios  opiginados  de  la  ger.mina    -
ci6n  de  las  ocho  espor.as  de  un  asco.     Los   geles
fueron  car`gados  con  400  ug  de  ppotefnas  totales
y  revelados  paria  actividad  Ara-DH  seg6n  la  t€c-
nica  deserlita  en  M6todos   (I).     Debajo  de  la  fo-

::i:::f:i:: :::e::::sp:: ::::::::
bancia  a  600  nm.

1-8   :   prtogenie  .

i  per`fil  den
e  la  absor`  -
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rigura  22-1  Actividad  Apa-DH  en  la  progenie  del

I le ctr`o forecriuzamiento 7415-125-1A  x  col-16a.
sis  en  gel  de  po acrl da  de  extractos  cr`u  -
dos  de  los  mic-elios  or`iginados  de  la  germinaci6n
de  las  ocho  espor`as  de  un  asco.     Los   geles  fue  -
ron  car`gados  con  500  ug  de  prot€£nas  totales  y

a:¥:::S:se:aE:t::::v{£;: A::_g:e:::S:  ::  =f:Z:::
densitom€tpico  obtenido  por.  medici6n  de  absor`baE
cia  a   600  nm.

1-8   :   pr`ogenie
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rigurta  23-1    Actividad  Apa-DH  en  micelio§  never
tantes.    Electrofopesis  en  gel  de  poliacrilami=
da  de  extractos  crudos  de  micelios  reveptantes
mopfol6gicos.     Cada  columna  fue  car.gada  con
400  ug  d?  priote±nas  totales  y  tepminada  la  elec
troforesls  se  r`evel6  la  actividad  Ar`a-DH  seg6n-
la  t€cnica  descrita  en  M€todos   (I).     Se  muestr`a
el  trazado  densitom€tr.leo  obtenido  pop  medici6n
de  la  absor`bancia  a  600  nm.

A   :   74-A       8   :   col-16a       r`:   1-5:   r`evertantes
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rigupa  23-2    Morfologfa  de  la  cepa
de  uno  de  los  micelios

col-lea
rever`tantes.     Estos

fueron  creeidos  a  25°C  durante  P8  horias  en
medio  minima  N-Vogel.
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Figura  24-1    Aetividad  Aria-DH  en  heter.ocar`iones
sis  en  gel  de  Pgcol-15a  +  col-16A.     Electroforie

1iacrilamida  de  extriactos  crudos de  los  micelios
heter`ocari6ticos.     En  cada  gel  se  coloc6  400  ug
de  protefnas  tota.1es  y  despu€s  de  electrioforesis
se  revel6  la  aetividad  Ar`a-DH  segdn  se  descr`ibe

::aM€E°S::f£E) len::t::6€:::: o3::a:i:rp:: ::::  =
ci6n  de  la  absopbancia  a  600  nm.

A   :   col-15a    8   :   col-16a
nes   (h-1,   h-2,   h-3)

1,   2,   3:   heterocapio-
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Figur`a  24-2    Morifolog±a  de  lag   cepas
col-16a
-15a

col-15a
y  de  uno  de  los  heteriocariones+   col-16a.     Los  micelios  fuerlon  cr`e-

cidos  a  25°C  durante  48  horas  en  medio  mfni-
mo  N-Vogel  adicionado  de  inositol  (5  mg/ml,
col-15a) .



. DISCUSI0N

I.   Caracteristicas  bioquimicas  de  la  Aria-DH  de  las  cepas
71, -A ' col-15a col-16a  de Neurospor`a crias s a

La  D-arabinosa  deshidrogenasa  de  Neurosporia cr`assa,   ca-
taliza   la  oxidaci6n  de  D-artabinosa  en  pr`esencia  de  NAD+,
segdn  la  r`eacci6n:

D-ar`abinosa   +   NAD+     ---- >  acido   ar`ab6nico  +   NAD  +   H+

La  ppesencia  de  esta  enzima  en  Neur`ospor`a  permite  sups
ner.  que  la  degradaci6n  de  ar`abinosa  podria  ocur`riiri  pori  una
vf a  metab6lica  similar a  la  descr`ita  en  Pseudomonas   saccha-
riophila  (©5),   pero  no  se  ban  realizado  los   estudios  periti-
nentes ,

La  electroforiesis  analitica  en  geles  de  poliacr`ilamida,
tanto  en  disco  como  en  placa,   de  extriactos   cpudos  de  las
cepas   de  Neur`ospor`a criassa   7u-A,   col-15a col-16a,   demues

trlan  la  existencia  de  clar`as  difer`encias  en  los  niveles  de
actividad  de  la  enzima  D-ariabinosa  deshidr`ogenasa.

Las  difer`encias  detectadas  podr`ian  deber`se  a  difer'en  -
tes  factor`es.     Una  posibilidad  es  que  se   deba  a  fen6menos
de  activaci6n  o  inhibici6n  de  la  actividad  enzimftica.   Sin
embar`go,la  medici6n   de   los   niveles   de  Aria-DH  en  mezclas   de
extpactos  cr`udos  pr`ovenientes  de  cepas  de  alta  y  baja  ac  -
tividad  enzimatica,   s6lo  mostr`6  la  suma  de  las  actividades
individuales  de  los   extractos.     Port  otr`a  par`te,   puede  pen-
sar`se  que  la  enzima  tiene  diferente  localizaci6n

77
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intriacelular  en  las  difer.entes  cepas  y  que  el  pr.ocedimien-
to  de  pr`epanaci6n  de  los  extr`actos  resulta  en  la  extr.ac    -
ci6n  difer`encial  de  la  pl`otefna.     Estudios  de  fraccionamien
to  subcelular  realizados  con  las  cepas
col-16a  muestpan

7H-A,   col-15a

que  en  los  tr.es  casos  la  enzima  es  soluble,
I.ecupel`andose  toda  la  actividad  en  el  liquido  sobrenadante
de   106000   g   (I.ig.   25).     MSs  afin,   el   triatamiento  de   los   ex  -
tr`actos  criudos   de  las  tr`es  cepas   con  Tr`it6n  X  -   100  no  pro-
duce  aumento  de  los  niveles  de  actividad  enzimatica.

La  posible  altepnativa  que  la  enzima  fuese  excretada
difer.encialmente  al  medio  en  las  difer.entes  cepas  apar`ece
descar.tado  mediante  el  analisis  de  la  enzima  en  el  medio
de  cultivo,  no  detectandose  aetividad  extriacelular.  en  nin-
guno  de  los  casos.

La  posibilidad  que  las  cepas  mutantes  contengan  Ar`a-DH
con  capacteristicas  diferentes  no  concuer.da  con  el  hecho
que  las  prieparaciones  obtenidas  a  partir`  de  las  tr`es  cepas
estudiadas  exhiban  similares  propiedades  Qatalf ticas  y  f£-
sicoquimicas.     En  efecto,  la  Tabla  pesunen  (Tabla  3)   de    -
muestr.a  que   log  par'Smetr`OS  analizados:   Kin  arabinosa;   KmNAD+

pH  6ptimo;  especificidad  de  sustrato  t]/2-de  p€r`dida  de  ac-
tividad,  punto  isoel€ctriico;  estructupa  de  subunidades.,  pe-
so  molecular  en  condiciones  desnatur`adas  y  en  forma  nativa
y  movilidad  cromatogr.£fica,  son  similares.

Estos  resultados  sugier`en  una  pr`obable  similitud  estruc
tur`al  de  la  enzima  en  las  cepas  2j±±, col-15a col-16a,
Ademfs,  1as  pr.eparaciones  enzimaticas  pupas  obtenidas  de
cada  una  de  las  cepas  tienen  igual  actividad  especifica
(expr`esada  en  U/mg),  pori  lo  tanto,1a  actividad  catalftica
de  la  Ara-DH  de  diferente  or.igen  es  la  misma.

Al  efectuap  la  electr.of or.esis  en  geles  de  poliacr`ilami
da  de  una  preparaci6n  pupa  de  la  Ar`a-DH  de  las  tr.es  cepas,
se  obsepv6  1a  pr`esencia  de  una  sola  especie  molecular`.       El
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H    P|   S|   P2S2   P3    S3

Figura  25       Actividad  Arta-DH  en  fr`acciones
subcelularies  de  N.. cr`assa.     Electrofor.esis
en  gel  de  |>oliacFilaTirlaa-de  las  fracciones
obtenidas  pop  la  t€cnica  indicada  en  M€to-
dos   (G).      Los   geles   fueron  car`gados   con

::°a:gis:d::°£::I:£ :::::e:eyd::::i:::S  ::
M€todos   (E).     Los   geles   fueron  fijados   en
fcido  ac€tico  al   7%.

H   :   homogeneizado
Pi   :   Precipitado  1;
P2   :   Precipitado   2;
P3   :   Pr`ecipitado   3;

Si   Sobrenadante   1;
S2   Sobrenadante   2;

sobrenadante   3
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expepimento  de  electroforesis  en  gel  de  poliacr`ilamida  en
ppesencia  de  SDS  descar`ta  la  posibilidad  de  que  la  Ara-DH
tenga  subunidades  de  difepentes  pesos  molecular`es  y  la  po-
sibilidad  de  que  la  enzima  est6  eompuesta  pop  subunidades
direr.entes,  aunque  de  igual  peso  molecular  dueda  descar`ta-
da  pori  el  experimento  en  bre§encia  de  upea,donae  el  efecto
de  la  carlga  neta  de^la  mol€eula  es  imporitante.     Estos  I.e  -
sultados  indican  que  la  Ara-DH  es  probablemente  monom€rica.
Una  buena  prueba  experimental  papa  demostriar  que  la  enzima
tiene  una  estructura  monom€ric.a,  1a  prioporiQionara  la  deter
minaci6n  del  nfroepo  de  p€ptidos  de  un  digerido  tr`iptico  de
la  Am-DH.     La  deteriminaei6n  de  grupos  carboxilo  y  amino
tepminales ,  ppopopcionar.£a  infor`maci6n  adicional  acerca  de
la  estr`uctur.a  cuater`nar.ia  de  esta  enzima.

11.   Cuantificaci6n  y  eariactep±sticas  inmunol6gicas

L6s  resultados  analizados  indican  que  la  D-arabinosa-
NAD-deshidr`ogenasa  en  las  cepas  de  Neurospora cr`assa  estu-
diadas  presenta  cariacterifsticas  cin6ticqs,  f±sicoquimicas
y  estriuctur`ales  similar.es.     I.as  diferencias  en  nivel  enzi-
matico  evidenciadas  en  geles  de  poliacl`ilamida,   en  las  r`e±
pectivas  densitometr.fas  y  en  las  cromatogr.aff as  podpf an
ser`  causadas  pop  un  ]nayort  ndmer.o  de  mol€culas   de  enzima
normal  en  lag  cepas col-15a col-16ac Los  estudios  reali
zados  con  t€cnicas  inmunoquimicas  favor.ecen  esta  idea.

Log  experimentos  de  inmunodifusi6n  doble  exhiben  una
lfnea  de  pr.eeipitaci6n  continua  en  placas  tefiidas  par`a  proL
tefnas  o  papa  actividad  enzim€tica,  lo  que  demuestra  la  si
rilitud  o  relaci6n  inmunol6gica  de  la  enzima  ppoveniente
de  las  cepas   de  Neur.ospor`a  en  estudio.     Del  mismo  modo,   se
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encontri6  que  el  antisuerio  de  Arla-DH  pr`ecipita  iguales  acti
vidades  de  las  ppepar`aciones  enzimaticas  de  las  tries  cepas,
lo  que  apoya  la  idea  de  identidad  antig€nica  y  enzimftica
de  la  Apa-DH  de  lag  cepas  Zj±±® col-15a col-16a.     Si  la
mayor  actividad  de  la  enzi]na  en  las  cepas  coloniales  ppovi
niese  de  la  cantidad  nor`mal  de  mol€culas  mss  activas,   una
unidad  de  antisuero  deber`Ia  precipitar  mag  actividad  Ar`a-
DH  en  las  cepas col-15a col-16a que  en  la  cepa  silvestr`e.

Log  estudios  inmunol6gicos  pevelan  que  no  existen  dife
rencias  en  la  enzima^de  diferente  or.igen,   comobor`ando  la
falta  de  difepencias  cin€ticas,  fisicoquimicas  y  estr`uctu-
rales  encontriadas.

Mediante  la  t€cnica  de  inmunodifusi6n  radial  simple,
fue  posible  cuantificari  el  nivel  de  enzi]na  en  las  diferen-
tes  cepas.     Los  riesultados  obtenidos  demuestrian  que  en  las
cepas  coloniales  el  nivel  de  Ara-DH,   expresado  en  ug  enzima/

de  micelio  seco  es  el  doble.     Podemos  conclulr. que  las
cepas  mutantes  e§tudiadas  contienen  mag  enzima  y  no  enzima
mss  activa.

Respecto  a  la  natunaleza  de  la  mutaci6n  que  exhiben  es
tas  mutantes  morfol6gicas  en  cuanto  a  la  Ar`a-DH,  existen
vapias  explicaciones  posibles:
a)  podria  ser  una  mutaci6n  en  el  promotor.,  que  aumenta  la

tr.anscr`ipci6n  g€nica  (pr`omotor-up) .  ( 84) ;
b)   podrfa  ser  un  sistema  regulado,   con  una  mutaci6n  en  el

operador  de  tipo  constitutivo;
a)  podria  ser  el  resultado  de  fu§i6n  del  gen  de  la  Apa-DH

con  otl`o  gen  constitutivo  expriesado  a  una  vel.ocidad  ma-
yor;

d)   podr`£a  reflejar`  una  degpadaci6n  prtot€ica  reducida.
For.  el  momento,  no  se  dispone  de  elementos   de  juicio

papa  ppobar  las  difer`entes  alter.nativas  mencionadas.
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Log  estudios  de  estrluctupa  de  subunidades  r`ealizados
con  prieparaciones  enzimfticas  pur`as  de  las  tres  cepas,  in-
dican  que  la  Am-DH  es  monom€rica.     Esta  situaci6n,   desde
el  punto  de  vista  gen€tieo,  sugiere  que  la  estr`uctura  pr`i-
mar`ia  de  la  enzima  estarfa  deter.minada  pori  un  solo  gen.

El  an£1isis  gen€tico  mediante  la  car.acteriizaci6n  de  t±
trada§  o  el  aislamiento  de  ascosporas  al  azan  en  criuzamieE
tog  entr`e  cepa  silvestr.e  y  cepas  mutantes,  muestr.a  clal`a  -
mente  una  segregaei6n  1:1,  sugiriendo  una  determinaci6n  gf
n€tiea  de  las  variables  del  car`£ctep  enzim€tico  pop  un  par
de  alelos.    Al  mismo  tiempo.,  al  consideriar  las  variables
de  fenotipos  morfol6gicos  y  las  var`iables  de  fenotipos  en-
zimaticos  en  cr`uzamientos  de  eepa  silvestre  con  cepa
6  col-16

col-15
es  posible  obteneri  I.ecombinantes  de  estas  varia-

bles,1o  cual  sugier.e  que  los  genes  que  afectan  la  nor.folB
gfa  de  dichas  cepas  no  son  los  mismos  eentros  de  contriol
que  afectan  a  la  enzima.     I.a  demostriaci6n  que  la  altel`aci6n
de  la  Ar`a-DH  obedece  a  factores  gen6ticos  aparece  cor.r`obor.i
da  ademas  por`  los  I.esultados  del  exper`imento  de  mutag€nesis
que  permiti6  obtener.  micelios  r`ever`tante§  a  paritirt  de  coni
dios   de` col-16a. El  hecino  que  ninguno  de  los  revel`tantes
obtenidos  demostp6  poseer.  actividad  Ar`a-DH  termosensible
in  vitr,O
__

sugierle  que  la  alteraci6n  pr`esentada  pop  esta
enzima  no  es  de  tipo  estpucturial,  pues  serfa. factible  obt±
ner`  never.tantes  con  Ara-DH  alterada  par`cialmente  en  su  es-
tructuria  pr.imar`i a.

El  analisis  gen6tico  mediante  heterocartiones  entre  las
cepas  mutante§  permite  compr`oban  la  complementaci6n  de  fe-
notipos  en  lo  nor.fol6gico,   per`o  no  muestrian  una  complemen-
taci6n  par.a  normalizar  la  alteraei6n-  que  afecta  a  la  Ara-DH
en  las  mutantes.     I.a  falta  de  complementaci6n  en  la
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car.acter.£stica  enzimstica  estudiada  refuer`za  la  idea  de  que
el  alelo  determinante  del  fenotipo  enzimatico  es  el  mismo
en  las  cepa§  mutantes,  ya  que  la  alterinativa  de  no  comple-
mentaci6n  es  considerada  casi  rna  pl`ueba  de  alelismo  fun  -
cional  (78).     Debe  hacerise  notar.  que  en  nuestr.os  estudios
s6lo  se  cumples  dos  de  los  cuatro  cr.iteriios  adoptados  pop
Baril`at  et  al   (try6),  paria  la  definici6n  de  alelos.     Estos  son:
1.   1os  fenotipos  deben  ser`  similar`es;     2.   el  test  hetero  -
cari6n  debe  ser  negativo.

Los  heterocariones  fueron  obtenidos  con  r`elativa  faci-
1idad,  pues  aparte  de ,1a  eompatibilidad  necesaria  en  las
Qepas  que  los  foriman  {47-51),   se  dispusc>  de  ]naricadores  big
qufmicos   (inos7  en  la  cepa  col-15a,  1o  que+ permiti6  la  se-
lecci6n  en  medio  mlnimo  N-Vogel   (52).

IV.   Priobable  rol  nor.fogen€tico  de  la  Ara-DH

Lag  conclusiones  acerca  del  riol  morfogen€tico  de  enzi-
mas  relacionadas .con  el. metabolismo  de  hidr`atos  de  caribono
(31,   34,   77),  estan  basadas  en  los  hechos  siguientes:
1.   el  defecto  enzimftico  y  la  mopfologf a  alter`ada  se  tr`ans

miten  asociados  a  la  pr.ogenie  de  cruzamientos  entre  el
mutante  morfol6gieo  y  la  eepa  silvestrte;

2.   rna  I.evepsi6n  simple  en  el  mutante  conduce  a  la  restau
raci6n  simultsnea  de  las  capacterif sticas  enzimaticas
y  nor.fol6gica§  de  la  eepa  silvestr`e;

3.   un  supr`esor`  de  cualquieria  de  las  muta.clones  morfol6gi  -
Gas  conduce  a  la  restauraci6n  de  la  morfologia  y  de  la
enzima  tipo  silvestr`e;

4.   existe  corirelaci6n  entrie  la  sever`idad  del  defecto  enzi-
matico  y  el  gr.ado  de  anormalidad  morifol6gica  en
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heter`ocartiones  y  dobles  mutantes.
Ademas,1as  enzimas  relacionada§   con  mor`fologfa  muestr.an
alteraciones  consistentes  en  variiaciones  en  estabilidad  t6ri
mica,  afinidad  poll  sustrato,  eomportamiento  en  electr.ofor`±
sis  y  electr`oenfoque.     Pop  ejemplo,   1as  mutante§
balloon col-2
27)'  dr3 y

frost'
tienen  la  glucosa  6-P-DH  defectiva  (25-

col-10 poseen  6-P-gluconato-DH  alteriada  (23,
28'    29).

Dado  que  la  Ar.a-DH  obtenida
col-16a  no

de  lag  mutantes  col-15a
presentan  diferencias  en  ninguno  de  los  par`ame-

tros  cin€ticos  y  ffsieoquimicos  estudiados,  es  posible  pe±
sac  que  tanto  la  cepa  silvestre  como  las  mutantes  tienen
una  Ar`a-DH  cualitativamente  similar`.     La  tr`ansmisi6n  de
las  caracter`£sticas  morfol6gieas  y  enzim€ticas  de  las  ce  -
pas  estudiadas  a  la  progenie  de

74-A  x  col-16a
cruzamientos   74-A  x  col-15a

perimite  la  obtenci6n  de  reeombinantes  en
tpe  las  capacterif sticas  mopfol6gicas  y  enzim6ticas  en  una
frecuencia  que  sugierie  que  los  centros  de  contiol  de  la
Aria-DH  son  difepentes  a  los  deter.minantes  de  las  alter.acio
nes  nor.fol6gicas  que  se  ppesentan  en col-15

El  micelio  doble  mutante  (col-15  /  col-16
col-16.

}  pr`esenta  u-
na  mol`fologia  mss  restr`ingida  que  en  los  mutantes  simples,
pero  el  nivel  de  enzima  no  experlimenta  var`iaciones  signifi
cativas  eompariada  con  el  de  cada  uno  de  los  mutantes  que
le  dan  orlgen.

Los  heter.ocariones  formados  pori  las  cepa5  mutantes  pr`±
sentan  la  mol`fologfa  car.acter.£stica  de  la  cepa  silvestr`e
sin  nor.malizaci6n  del  nivel  enzimatico.

En  cuanto  a  los  micelios  never.tantes,  algunos  muestr`an
nor.malizaci6n  tanto  de  la  morifologia  como  de  la  actividad
de  la  enzima  similar  a  la  de  la  cepa  silvestre;  otr`os  r`e  -
veritantes  lo  son  s6lo  en  cuanto  a  la  mor`fologia  (Fig.   23-1).
Aquellos  reveptantes  par`a  ambas  capacterif sticas  podr`£an
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sep  r`evertantes  dobles.     Aquellos  rlever`tantes  morfol6gicos
que  pr.esentan  Ar`a-DH  mutante  riefuerzan  la  idea  que  el  con-
tr.ol  gen6tico  de  da  enzima  no  ests  asociado  a  los  centrtos
de  control  de  lag  car.acterfsticas  mortfol6gieas.

Pop  otI.o  1ado,   experimentos  no  descritos  con  L-sorbosa,
agente  par`amopfogen6tico   (12,14,,15,   79),   prioduce  en  Neu-
rosporia    tipo  silvestpe  una  fenocopia  de  la  mutante  nor.fol6
gica  con  actividad  Ara-DH  similar`  a  la  e?thibida  pop  las  ce-
Pas col-15a  6  col-16a.

Si  bien  algunos  r`evertantes  y  las  fenocopias  muestr`an
la  asociaci6n  mopfologfa-enzima,  no  es  posible  conclufr`
afin  el  verdader`o  I.ol  de  Arla-DH  en  la  difer.enciaci6n  mor`fo-
16gica  de  Neur`ospora  y  los  caJnbios  que  ella  exhibe  en  alg±
nas  de  las  mutantes  morlfol6gieas  podrlian  debepse  a  efectos
pleiotp6picos  de  las  lesiones  gen6ticas  primar.ias   (16,   30).

V.   Proyeccione§  futur`as

1.   El  conocimiento  de  las  cepas -coloniales
col-16a  contienen  el  doble  de

col-15a
AI`a-DH  que  la  cepa  si.lvestre

Z±±± facilitapa  el  estudio  de  log  mecanismos  de  I.egulaci6n
de  cantidad  de  enzima  y  que  pueden  afectar`  a  la  sintesis
y/o  la  degradaci6n  enzimstica  (80-83).

2.. A|)ar`te   de Pseudomonas la  Ar`a-DH  no  ha  sido  estu  -
diada  en  otr.os  onganismos  inferiol`es.     La .Ara-DH  aislada
de  Neurospora  pr.esenta  difepencias  y  similitudes  con  la  en
zima  de  Pseudomonas (36,   37),   sugiriendo  la  conveniencia
de  riealizar`  estudios  compapativos  en  este  grupo  de  or`ganiE
]ros  tendientes  a  establecer  r`elaciones  evolutivas.
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3.   Desde  el  punto  de  vista  metab6lico,  es  factible  a  -
bor`dar`  el  pol  de  Aria-DH  en  r`elaci6n  a  las  vias  de  utiliza-
ci6n  de  D-arabinosa  en  Neur.ospor`a crassa y  su  importancia
como  pr`Qbable  via  de  altel`nativa  par.a  satisfacer`  requer.i  -
mientos  nutricionales.
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