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RESUMEN

En este trabajo se presentan resultados de los estudios
genéticos y biloquimicos realizados para caracterizar dife -
rencias de niveles de D-arabinosa-NAD-deshidrogenasa (EC

1.1.1.117) en las cepas 74-A, col-15a y col-16a de Neurospo

ra crassa.

La enzima de las tres cepas fue purificada 280 veces y
se obtuvo una preparacidn homogénea segin criterios elec -
troforéticos. La actividad especifica de las preparaciones
puras de la enzima de diferente origen fluctlo entre 1,11
a 1,17 U/mg. La caracterizacidén de la enzima se realizd
por medicidén de algunos parémetros cinéticos y fisicoquimi
cos. Los paréametros estudiados son similares en las tres
cepas. El1 punto isoeléctrico de 6,23 + 0,017, indica que
se trata de una proteina acidica y el comportamiento elec-
troforético frente a agentes desnaturantes (SDS y urea) in
dica que la enzima nativa es un mondmero de peso molecular
52000 + 2000.

Los estudios inmunoldgicos realizados con preparacio -
nes enzimidticas provenientes de las tres cepas demostraron
identidad antigénica, sugiriendo que probablemente se tra-
ta de la misma enzima.

La cuantificacidén de la enzima en los respectivos ex -
tractos crudos,realizada mediante ‘inmunodifusién radial

simple, mostrd que las cepas coloniales col-15a y col-16a

tienen el doble de enzima que la cepa silvestre 74-A. Por
lo tanto, la mayor actividad enzimdtica evidenciada en la
electroforesis en gel de poliacrilamida corresponde a un
mayor contenido de proteina-enzima en estas mutantes morfo

1ldgicas.
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La caracterizacidén genética realizada mediante el ana-
lisis de productos meidticos, heterocariosis y reversiones
de mutantes indicd que la diferencia de actividad Ara-DH

detectada entre 74-A, col-15a y col 16-a estd determinada

probablemente por un solo gen. El control genético, es -
tructural o regulatorio, de la enzima es diferente al de
los genes que determinan las alteraciones morfoldgicas ex-

hibidas por col-15 & col-16.
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ABSTRACT

This investigation presents results of the genetic and
biochemical studies performed to characterize differences
of levels of D-arabinose-dehydrogenase (EC 1.1.1.117) in
the strains 74-A, col-15a and col-16a of Neurospora crassa.

The enzymes from the three strains were purified 280
fold and were shown to be homogenous by electrophoretic
criteria. The specific activity of the pure preparations
was between 1.11 to 1.17 U/mg. The enzymes were charac -
terized by measurement of several kinetic and physicochemi-
cal parameters. These parameters were similar in the three
strains. The isoelectric point of 6.23 * 0.017 shows that
D-arabinose dehydrogenase is an acidic protein and the elec
trophoretic behaviour in the presence of denaturing agents
(SDS and urea) shows that the native enzyme is a monomer
of 52000 * 2000 molecular weight.

Immunological studies performed with enzyme preparations
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, performed
by single radial immunodifusion showed that the colonial
strains col-15a and col-16a have twice the level of enzyme
when compared to the wild strain 74-A. For that reason,
the higher enzymatic activity detected in polyacrylamide
gels corresponds to a higher content of enzyme-protein in
these morphological mutants. '

Genetic characterization performed by analysis of meio-
tic products, heterokaryosis and reversions, indicated that
the difference in Ara-DH activity detected among 74-A,

col-15a and col-16a is probably determined by one gene. The
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genetic control, structural or regulatory, of this enzyme
activity is different to that determining the morphological

alterations exhibited by col-15 or col-16.




INDICE DE MATERIAS

Pdgina
LISTA DE TABLAS @ ittt ittt teeteeesesonsnnsns
LISTA DE FIGURAS =  Jiwsessesosssnsmonssvuoenssss
LISTA DE ABREVIATURAS ittt ttt ittt neeneenneonennns
INTRODUCCION 37 ssssasvinssvemsnsenssssnesese
PROPOSITO DE LA TESIS ittt iveeeeeneeneceasonnnnns
MATERIALES Y METODOS
I MATERIALES
A ReaetiVos = . wewslissdsdwossonanansnensssa 5
B Proteinas = = ..iciieennn e m s aaa ey ¥ b
C Materiales cromatogrdficos ........cccee... 6
II METODOS
A Cepas y métodos de cultivo .....ieeeveceennn 6
B Preparacién de extractos crudos ............ 7
C Determinacidn de proteinas ........eceeeen. 8
D Electroforesis en geles de poliacrilamida 8
E Tincidén de actividad enzimdtica en geles
de poliacrilamida . 0 seesessases s wm e 10
F Medicién de la actividad Ara-DH ............ 10
G Fraccionamiento subcelular = ............ 11
H Purificacidén de la enzima:
1 Cromatografia en DEAE-celulosa ......:.... 12
2 Filtracidn en Sephadex G-100 ........... 13
3 Electroforesis preparativa en geles
de poliacrilamida  sssssescsssscresswons 13
I Efecto de la concentracidén de sustratos
sobre la valocidad de reaccidn ............ 14
J Especificidad de sustrato = ............ 14

K Determinacién de pH 6ptimo = ............ 15



=

Inactivacién del punto isoeléctrico
Determinacién del punto isoeléctrico

Electroforesis en presencia de dode-
cilsulfato de sodio = ...i.iecen.n..

Electroforesis en presencia de urea

Obtencién de suero inmuno antides -
hidrogenasa-de D-arabinosa-NAD* ..

Inmunodifusidén doble @ ....iiiiinnen..

Determinacidn del punto de equivalen
RIB = sssneversmrmrEmgErsevr v sasd

Inmunodifusidn radial simple ......
Caracterizacidén genética:
1 CruzamientosS =W  sessssemsessoovons

2 Revertantes .cuo.ieeeeceencencosans

3 HeterOCaAriONeS «oeeeeeeeeas seeeenosnssscecsnes

RESULTADOS

I

IT

Deteccidén preliminar de la actividad
Ara-DH en cepa silvestre y mutantes

morfoldgicas de N. Crassa ...ceeeeeecececcnnns

Caracterizacidén bioquimica de la en-
zima aislada de la cepa silvestre y
de las mutantes col-15a y col-16a

A Purificacidén de la enzima hasta

homogeneidad cccceceesccscscsosasscnccscases

B Constantes de Michaelis para sus

trato y cofactor  ......i.iiiiiiiiiiiiiinn,

» = Mg o

Peso molecular y estructura de

SUDUNIAAdEeS v ittt ittt ettt

H Electroforesis en presencia de

UYEEA = o e s e s e s s s s sssasesssssssssosssesoesocass

Determinacién del punto isoeléctrico

-----------

...........

Especificidad de sustrato ..........cccoe..
Estudios de pH 6ptimo ....vvvunnn... e e

Inactivacidn por calor ......cceceeccanosie

19
20

21
21

22
23
24

25

32

41
41
45
45
45

51

56



II1 An8lisis inmunoguimicd  ceccsvoncmsvoscssssas

IV Caracterizacidn genética

A Andlisis de segregacidn .....eveeeneeeennn.

B  RevVersiones ittt ittt

C HeterocahiOS1ls . - '8 . "esessesssisossiness
DISCUSION

I Caracteristicas bioquimicas
de la Ara-DH de las cepas
74-A, col-15a y col-16a de

Neurospora Crassa = = «ceeieootcncacannnns
IT Cuantificacidén y caracteris-
ticas inmunoldgicas = = @ i ieeciieieieeeenan
ITI Caracterizacidn genética .....cieieecennnenn.
IV Probable rol morfogenético de
la Ara-DH ....c... v e ik ne el e s L sisiin % e eisiE W w4 e
V Proyecciones futuras .....iiciieiiiiiiinnnanns

BIBLYOGBAFIA 3 secsusinssmsmmssommssnyoanssssss

62
68
68

77

80
82

83
85

87




—————

Tabla 1-1

Tabla 1-2

Tabla 1-3

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

LISTA DE TABLAS

Purificacidén de Ara-DH de 1la
cepa silvestre TL4-A ...ttt

Purificacidén de Ara-DH de la
cepa col-15a 0 c..iiiiiiecciceeenn

Purificacidén de Ara-DH de 1la
cepa col-16a 0 it iiieiiiieeecennn

Especificidad de sustrato de
la Ara-DH de Neurospora .....ceeeeeeeens

Resumen de las caracteristi

cas cinéticas, fisicoquimi-

cas y estructurales de la

Ara-DH de Neurospora  ...ceeeecececns

Concentracidén de enzima en

extractos crudos de las ce-

pas 74-A , col-15a y col-16a

de Neurospora CrassSad .ccseeoesscescs

Recombinantes entre fenotipo

enzimdtico y morfoldgico de

cruzamientos cepa silvestre x

cepa colonial ML sassmewmmew s

34

35

Iy

55

61

67




Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

4-A

5-A

5-B

5-C

LISTA DE FIGURAS

Actividad Ara-DH en extracto crudo
de Neurospora crassa, cepa 74-A pro
cesado por electroforesis en gel de

poliacrilamida 5 W B B B RS RS

Actividad Ara-DH en extractos crudos
de warias cepas de Neurospora crassa
cultivadas durante 48 horas, procesa
dos por electroforesis en gel de po-

liacrilamida en pPlaca@8  «c.eeeeesoncaeeans ,

Morfologia de cepas de Neurospora cul
tivadas a 25°C durante 48 horas, en
medio minimo N-Vogel adicionado de sa
carosa al 1,2% e inositol (5 mg/ml,

COL=15a) it ittt it et i et e

Actividad Ara-DH en liquido sobrena -
dante (105000 g) proveniente de la

cepa 74-A de Neurospora, fracciona -
das en columna de DEAE-celulosa (2,5

b2 - Y 1

Actividad Ara-DH en liquido sobrena -
dante (105000 g) proveniente de la ce

pa col-15a de Neurospora ......eeeeeee.

Actividad Ara-DH en liquido sobrena -
dante (105000 g) de la cepa col-16a

de NEeUrOSPOYE  teeeeetsstseccssansasess

Cromatografia en Sephadex G-100 de las
fracciones con actividad Ara-DH prove-
nientes de la cromatografia en DEAE -

CeluloSa i el et i et

Cromatografia en Sephadex G-100 de las
fracciones con actividad Ara-DH prove-
niente de la cromatografia en DEAE -

GElULGSE © 00000 cs s s e e seis s 6 s e sd s 8

Cromatografia en Sephadex G-100 de las
fracciones con actividad Ara-DH prove-

niente de la cromatografia en DEAE-celu
losa it iii e cc e

Pagina

26

27

28

29

30

31

36

37

38




Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

6 Separacidn electroforética

de Ara-DH de Neurospora

7 Electroforesis en gel de poli
acrilamida de Ara-DH obtenida

de los geles tipo preparativo

10

11-A

11-C

Efecto de la concentracidn
de sustrato en la velocidad
de reaccidn de la Ara-DH de

Neurospora crassa = ceeeeens

Efecto de la concentracidn de
NAD?' en la velocidad de reac-
cidén de la Ara-DH de Neurospo

Pa CPASS&. © 1ow - . wesmasee

Efecto del pH sobre la velo-
cidad de reaccidén de la Ara-DH

de Neurospora crassa. ceeeen

Inactivacidn por calor de Ara-DH
parcialmente purificada (etapa
DEAE-celulosa) de Neurospora

Crassad = = s e e e s e es s ss e

Electroenfoque de la Ara-DH de
Neurospora en geles de poliacri

1amida 00t ittt e et et et et

Electroenfoque de la Ara-DH de
Neurospora en geles de poliacri

lamida = @ 3  csissssiiecsessmsmwisies s

Electroenfoque de la Ara-DH de
Neurospora en geles de poliacri

1amida 00 ot ittt et e e e




Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19-1

Electroforesis de la Ara-DH de
Neurospora crassa en geles de
poliacrilamida en presencia de
SDS § e BAE R Bk e

Determinacién del peso molecu
lar de la Ara-DH de Neurospora
mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida en presencia
de SDS = L.t ieeccirenntanaaas

Electroforesis de la Ara-DH de
N. crassa en presencia de urea

Reaccidn de precipitacidn entre
suero antideshidrogenasa de D-
arabinosa de N. crassa (cepa
74-A) y Ara-DH de cepas 74-A,
col-15a y col-16a de Weurospora

Inhibicidn de la actividad Ara-
DH de N. crassa por suero anti-
deshidrogenasa de D-arabinosa

de N. crassa (74-A) vuwun

Inhibicidn de la actividad Ara-
DH de N. crassa por suero anti-
deshidrogenasa de D-arabinosa de
cepa 74-A de N. crassa = .....

Curva de calibracidn para deter-

minar la concentracidn de Ara-DH

por el método de 1nmunod1fu81on
vradial simple = . sedeesssenns

Actividad Ara-DH en la proge -

nie del cruzamiento 74-A x col-

----------

oooooooooo

16a ...

Pagina

52

53

54

57

58

59

60

63




Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

19-2

20-1

20-2

21-1

21-2

22-1

22-2

23-1

23-2

24-1

Morfologia de la progenie del
cruzamiento 74-A x col-16a

Actividad Ara-DH en la proge
nie del cruzamiento
74-A x col-15a  ......

Morfologia de la progenie del
cruzamiento 74-A x col-15a

Actividad Ara-DH en la proge
nie del cruzamiento
T4-A x col-16a @ .ceceeenenn

Morfologia de la progenie del
cruzamiento 74-A x col-16a

Actividad Ara-DH en la proge
nie del cruzamiento
7415-125-1A x col-1ba  .....

Morfologia de la progenie del
cruzamiento
7415-125-1A x col-16a ce

Actividad Ara-DH en micelios
revertantes

ooooooooooo

Morfologia de la cepa col-16a

y de uno de los micelios re -
vertantes = ...ccicciceecnn e

Actividad Ara-DH en heteroca-
riones col-15a + col-16a -

ooooooooooo

ooooooooooo

ooooooooooo

-----------

ooooooooooo

B4

65

66

69

70

i3

72

13

74

75




Figura 24-2

Figura 25

Morfologia de las cepas
col-15a, col-16a y de uno de
los heterocariones col-15a +

col-16a P I L S e e ee e

Actividad Ara-DH en fraccio

nes subcelulares de N. crassa

Pagina




BICINE

HEPES

MES
PIPES

SDS
DEAE-celulosa
EDTA

TRIS

NAD"

NADH

NADP"

TEMED

DTT

NBT

FM

Ara-DH

G-6P-DH

LISTA DE ABREVIATURAS

(N,N bis (2 hidroxietil) glicina)

(N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-4cido etanosul
fénico)

(2 (N-morfolino) &cido etanosulfénico)
Piperazina-N-N'-bis (2-&cido etanosulfdnico)
dodecil sulfato de sodio

dietil-amino etil celulosa

dcido etilendiaminotetraacético
Tris-(hidroximetil)-aminometano
nicotinamida-adenina-dinucledtido
nicotinamida-adenina-dinucledtido reducido
nicotinamida-adenina-dinucledtido-fosfato
N,N,N',N' tetrametil etilendiamina
ditiotreitol

p-nitroazul de tetrazolio

fenazina metosulfato

D-arabinosa-NAD-deshidrogenasa de Neurospora
crassa

glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

vi




INTRODUCCION

Entre los organismos eucaridticos, Neurospora crassa,

hongo de la clase Ascomicetes, ofrece caracteristicas favo
rables para investigar aspectos morfogenéticos. Asi por e
jemplo:

a) sus caracteristicas citoldgicas, la organizacidn de su
material genético y muchos de sus procesos bioquimicos han
sido descritos en la literatura (1-3). Durante su ciclo
de vida desarrolla aspectos de diferenciacidén que producen
estructuras citoldgicas bien definidas y sobre cuya compo-

sicién quimica se tiene alguna descripcidn (4);

b) es un organismo haploide con reproduccién vegetativa, lo
cual facilita la mantencidén de stocks de caracteristicas
genéticas determinadas. También posee reproduccidn sexua-
da lo que permite el andlisis genético de diferentes mutan
tes mediante la caracterizacién de los productos meidticos

y la obtencidn de heterocariones (5-11);

c) puede ser cultivado en condiciones ambientales controla
das, lo que posibilita la produccidén de fenocopias de va -
riantes genéticos mediante la manipulacidén de factores nu-
tricionales (12-15). Esto permite ademds, estudiar la par
ticipacién del medio ambiente en los procesos de regulacidn
génica.

Debido a las caracteristicas mencionadas, Neurospora

ha sido utilizada con éxito por diferentes investigadores
(16, 22-33) para realizar estudios de tipo genético-bio-

quimico orientados a conocer las bases biogquimicas de los




procesos relacionados con su morfogénesis.
Uno de los factores morfogenéticos importantes en la

diferenciacidn de Neurospora es su pared celular, la cual

estd constituida por un alto porcentaje de hidratos de car
bono (16-21). Estudios comparativos de la composicidn qui
mica de la pared celular de mutantes morfoldgicos y las ce
pas silvestres que los han originado han puesto en eviden-
cia la relacidn de dicha estructura con las caracteristi -
cas morfoldgicas del hongo. Esto aparece corroborado por
los trabajos de Brody y Tatum (22-24), de Scott (25-31),
de Lechner et al (32, 33) que han demostrado que algunas
alteraciones enzimdticas se relacionan con cambios de la
morfologia del hongo. En la revisidén realizada por Mishra
(34), se mencionan diferentes enzimas involucradas en cam-

bios morfoldgicos en Neurospora crassa. Agunas de estas

enzimas estdn directa (fosfoglucomutasa, EC 2.7.5.1) o in
directamente (glucosa 6-P deshidrogenasa, EC 1.1.1.49 ;
6-P-gluconato deshidrogenasa, EC 1.1.1.47) implicadas en
las reacciones de biosintesis de los componentes del comple
jo pared-membrana celular.

Las alteraciones gque presentan estas enzimas son de ti
po cinético, de termoestabilidad, de comportamientos elec- ;
troforético y de electroenfoque, caracteristicas que refle
jan cambios estructurales de la proteina.

Considerando conveniente la deteccidén de nuevas altera
ciones biogquimicas, especialmente de tipo regulatorio, que |

pudieran tener importancia morfogenética en Neurospora, se

realizd un estudio preliminar de diferentes deshidrogena -
sas de azlicares mediante electroforesis en geles de polia-
crilamida en doce mutantes morfoldgicas. Las claras dife-
rencias de tipo cuantitativo que fueron detectadas en la
actividad de la D-arabinosa-NAD-deshidrogenasa (EC 1.1.1.
117) en algunas de las mutantes morfoldgicas estudiadas,
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sugirieron la conveniencia de conocer los mecanismos de
control genético de esta enzima y su probable rol morfoge-

nético en Neurospora.

La informacidén existente en la literatura sobre esta
enzima es escasa. Se conocen los estudios de Palleroni y
Doudoroff (35), y de Cline et al (36-38), que comunicaron
su aislamiento en el género Pseudomonas; de Metzger et al
(39-41); de Ureta y Radojkovié (42); de Schachter (u43) y
de Maijub et al (44) en higado de mamiferos. En Neurospo-
ra crassa, Pincheira, Ledn y Ureta (45) informaron de la

purificacidn parcial y caracterizacibén de la Ara-DH en la
cepa 74-A.

En general, los estudios mencionados informan del ais-
miento y purificacidén de la enzima y la determinacidn de
pardmetros cinéticos o propiedades fisicas de la proteina.

Para el caso de Neurospora, no existe informacidn sobre

las caracteristicas cinéticas y estructurales de la Ara-DH

ni de sus centros de control genético.




PROPOSITO DE LA TESIS

El objetivo fundamental de esta tesis ha sido explicar
los factores determinantes de las diferencias de una enzi-
ma (Ara-DH) en dos cepas mutantes morfoldgicas de Neurospo-
ra crassa en comparacidn con los niveles de una cepa stan-
dard del mismo organismo y su probable relacidn con mecanis
mos morfogenéticos.

Para ello el plan de trabajo ha sido enfocado primera-
mente a tener una clara definicidn fenotipica de las dife-
rencias de actividad Ara-DH mediante la purificacidn y ca-
racterizacidn y cuantificacidn de la enzima proveniente de
las diferentes cepas. Clarificado el fenotipo enzimdtico,
la experimentacidn ha sido orientada a detectar los centros
de control genético, mediante técnicas de andlisis genético
y la posible dependencia e interrelacidn con las alteracio-
nes morfoldgicas a las que aparece asociado.

En la blGsqueda de respuestas definitivas al problema
‘ planteado, fue necesario utilizar una variada gama de téc-
nicas de genética-bioquimica, algunas de las cuales fueron
afinadas en alto grado para salvar el inconveniente del ba

jo contenido de la enzima en las cepas estudiadas.




MATERTALES Y METODOS

I. MATERTALES

A. Reactivos

D-arabinosa, L-arabinosa, L-fucosa, D-fucosa,D(+)gluco

‘sa, 2-desoxi-D &) glucosa, L-ramnosa, D-ribosa, L-sorbosa,

2-desoxi-ribosa, sacarosa, L-xilosa, D-xilosa, 6-fosfoglu-
conato, Biotina, riboflavina, BICINE, HEPES, MES, PIPES,
TRIS (Trizma base), fenazina metosulfato, nitroazul de te-
trazolio, DTT, SDS, glicina, fueron obtenidos de Sigma Che
mical Company (St. Louis, USA).

Acrilamida, bis-acrilamida, TEMED, persulfdto de amo -
nio (todos grado electroforesis), agarosa, provinieron de
Calbiochem (San Diego, Calif. USA).

Azul de bromofenol, Azul de Coomassie R-250, Amido
Black 10B, &cido acético glacial, metanol, isopropanol, a-
rena de mar, 4cido ortofosfdrico, hidrdxido de sodio, ci -
trato de sodio, fosfato monopotdsico anhidro, fosfato di -

potdsico, nitrato de amonio anhidro, sulfato de magnesio,

~cloruro de calcio, dcido bdérico, sulfato clprico, yoduro

de potasio, molibdato de amonio, cloruro férrico, sulfato
de zinc, urea, inositol, reactivo de Folin, extracto de le
vadura, extracto de malta, provenian de Merck.

Ampholine R (anfdélito), provenia de LKB Produkter AB
(Stockholm, Sweden).

Todos los otros reactivos quimicos usados fueron del

mejor grado analitico.




B. Proteinas

Aldolasa, catalasa, deshidrogenasa léctica, glucosa-6-
P-deshidrogenasa, ovoalblmina, seroalbGmina de bovino, fue

ron obtenidos de Sigma Chemical Co.

C. Materiales cromatograficos

DEAE-celulosa provenia de Sigma Chemical Company. Sepha

dex G-100 y Sephadex G-200 provenian de Pharmacia Fine

Chemicals Inc.(Uppsala, Sweden).

II. METODOS

A. Cepas y Métodos de Cultivo

Las cepas de Neurospora crdssa estudiadas fueron: cepa

silvestre 74-A (St. Lawrence) y las mutantes morfoldgicas
col-10A (FGSC N° 2286), col-15a (FGSC N°1391) y col-T6a
(FGSC N°1349), todas provenientes del Fungal Genetics Stock
Center (Humbolt State University Foundation, Arcata, USA)
(46-51).

Ademés, se utilizaron las siguientes cepas obtenidas
aurante la experimentacidn: 7416-97A de fenotipo colonial,

obtenida del cruzamiento 74-A x col-16a; 7415-125-1A 'y

7415-135-43A de fenotipo colonial, obtenidas del cruzamien-

to 74A x col-1ba.




Las 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 inositcl cuando era requerido. La
incubacidén se hizo a 25°C, durante 48 a 72 horas, con airea
cidén proporcionada por agitador rotatorio Eberbach a una
velocidad constante de 140 rpm. Como indculo se usd coni-
dios o fragmentos de micelio.

Alternativamente, el micelio fue cultivado en frascos
de 15 litros (con 6 a 8 litros de medio), durante 48 a 72
horas a 25°C, con aireacibén proveniente de una bomba de ai
re.

El micelio cultivado en medio liquido se cosechaba por
filtracidén al vacio y se lavaba con varios vollmenes de a-
gua destilada para eliminar las sales y el azficar del me -
dio N-Vogel. Se eliminaba el exceso de agua del micelio

con papel adsorbente.

B. Preparacidn de Extractos Crudos

El micelio hlmedo, congeiado durante unos 30 minutos,
fue molido en mortero previamente enfriado y ayudado de a-
rena estéril hasta obtener una.pasta fina. Se adiciond
buffer Tris-Cl, 50 mM pH 7,2 en una relacidn de 2:1 con res
pecté al peso hlimedo. Se agitd durante una hora en agitador
magnético - a 4°C y se sometid a dos centrifugaciones: una a
" 4000 rpm, durante 10 minutos en centrifuga Sorvall RC-2 re-
frigerada y, otra a 40000 rpm, por 60 minutos en ultracen -
trifuga Hitachi refrigerada.

El precipitado fue descartado y se utilizd el sobrena -
dante para la deteccidn de actividad enzimitica en geles de

poliacrilamida o para purificacidn posterior.
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C. Determinacidn de Proteinas

La concentracidén de proteinas se determind por los si-
guientes métodos:
a. En extractos crudos, se utilizd el método de Lowry et
al (53) y el método modificado de Mililler seglin Schachterle
y Pollack (54). Se usd sero-albimina de bovino como stan-
dard.
b. En las fracciones obtenidas de cromatografias, los nive
les relativos de proteinas se detectaban por absorbancia a
280 nm.
c. En las fracciones seleccionadas después de cada cromato
grafia, la concentracidn de proteinas se determinaba por el
método de Warburg y Christian (55), en que se mide la absor

bancia a 260 y 280 nm.

D. Electroforesis en Geles de Poliacrilamida

La electroforesis analitica en geles de poliacrilamida,
se realizd de acuerdo a la técnica de Davis (56, 57), uti-
lizando geles de 7 y 10% en acrilamida con una relacidn de
concentracidén entre acrilamida y N-N'-metilen bisacrilami-
da de 40:1.

La electroforesis se realizd en tubos verticales de
80 x 6 mm, utilizando una solucidn de buffer Tris-glicina
0,04 M, pH 8,3 en ambos electrodos, con una intensidad de
4 mA/gel, hasta que el colorante de referencia (azul de
bromofenol 0,01% p/v) migraba un 90% del largo total del
gel.

La preparacidn de los geles se hacia a partir de una
mezcla de soluciones para el gel separador y otra para el

gel concentrador.




Para el gel separador se utilizaban las siguientes so-
luciones acuosas:

Solucidén A : Tris 36,6%, TEMED 0,23%, HC1 1,5% pH 8,9
Solucidén C : Acrilamida 28%, bisacrilamida 0,7% (p/v)
Solucidén G : Persulfato de amonio 0,14% (p/v)

Las soluciones A, C y G se mezclaron con agua destila-
da en una relacidén 1:2:4:1 para los geles de acrilamida al
7% y la polimerizacidén se hizo en presencia de luz fluores
cente blanca en los tubos de electroforesis, durante 60 mi
nutos a temperatura ambiente.

El gel concentrador se prepard a partir de la mezcla
de las siguientes soluciones:

Solucidén B : Tris 5,98%, HC1 1,5%, TEMED 0,46% pH 6,7
Solucidén D : Acrilamida 10%, bisacrilamida 2,5% (p/v)
Solucidén E : Riboflavina 0,004% (p/v)

Solucidn F : Sacarosa 40% (p/v)

Las soluciones B, D, E y F se mezclaron en una relacidn
1:2:1:4. Se colocd 0,2 ml de la mezcla sobre el gel sepa-
rador en cada tubo de electroforesis y se polimerizd a tem
peratura ambiente.

Las soluciones se mantuvieron en frascos oscuros sepa-
rados, protegidos de la luz, a 4°C, desaeredndose antes de
la preparacidn de los geles.

Las soluciones de proteina para la electroforesis se
dializaron durante una hora contra 250 ml de la solucidn
de los electrodos y se colocaron sobre los geles en presen
cia de azul de bromofenol 0,01% p/v. Ocasionalmente, se
mezcld la proteina con el gel concentrador en una relacidn
de 1:2 y se dejd polimerizar a temperatura ambiente.

Realizada la electroforesis, los geles eran retirados
de los tubos por extrusidn con agua proveniente de una je

ringa, fijdndose y tifiendo en una solucidn de Amido Black
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0,25% (p/v) en &cido acético 7% (v/v) durante 60 minutos.
Los geles se destifieron en &cido acético al 7% (v/v),
por cambios frecuentes de la solucidén. Algunas veces se
utilizdé la tincidn con Azul Brillante de Coomassie al
0,025% (p/v), disuelto en una solucidn acuosa de isopropa-
nol al 25% (v/v) y &cido acético al 10% (v/v), durante 12

horas. Los geles se destefilan en el mismo solvente.

E. Tincidn de Actividad Enzimdtica en Geles de Poliacrila-

mida

La tincidn de actividad Ara-DH se hizo por inmersidn
del gel durante 10 minutos, a 37°C, en una mezcla que con-
tenlia 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 nitroazul de tetrazolio 0,4 mg/ml.

Como blanco se utilizd un gel con la misma mezcla de

s g e .
reaccidn en la que se omitia D-arabinosa.

F. Medicidn de la Actividad Ara-DH

La actividad enzimitica de Ara-DH se midid por la velo
cidad de reduccidn de NAD+, registrando el cambio de absor
bancia a 340 nm en un espectrofotdémetro Gilford 2400 pro -
visto de un termostato para mantener la temperatura a 30°C.
Del aumento de absorbancia se calcularon los umoles de NADH
formados por umol de D-arabinosa oxidada.

El medio de reaccidn contenia los siguientes componen-
tes (concentracidén final) en un volumen de 0,5 ml: Bicine
50 mM, pH 9,0; D-arabinosa 100 mM; NAD' 0,5 mM y de enzima
50 ul.
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Se utilizd como blanco un sistema que contenia la misma
composicidén de la mezcla de ensayo, sin D-arabinosa.

Se define la unidad de enzima como la cantidad caéaz de
catalizar la formacidén de un umol de NADH por minuto a 30°C.
Se utilizd el coeficiente de extincidn molarn del NADH (y
NADPH) que es de 6,22 x 106
de 1 cm (58).

cmz/mol a 340 nm para cubetas

G. Fraccionamiento Subcelular

El fraccionamiento subcelular de micelios de Neurospora

crassa se realizd segln el método de Fleischer et al (59).
E1l homogeneizado (H) 20% (p/v) con solucién de sacarosa 0,25
M en buffer Tris 10 mM, pH 7,4 se centrifugd a 4000 rpm du-
rante 10 minutos en centrifuga Sorvall refrigerada y se sepa
raron las fracciones P, vy 84. La fracecidn S, fue centrifu -
gada a 1400 rpm durante 10 minutos en centrifuga Sorvall re-
frigerada y se obtuvieron las fracciones P,y S,. Esta a1ti
ma fraccién fue sometida a una centrifugacién a 39000 rpm en
centrifuga Hitachi refrigerada durante 60 minutos y se obtu-
vieron las fracciones P3 y S3. La fraccidn P, fue resuspen-
dida en la solucidn de sacarosa y se centrifugd a 16000 y
12000 rpm durante 10 minutos. E1 Sé obtenido fue descarta-
do.

Se separaron alicuotas de cada una de las fracciones pa-
ra realizar la determinacidn de proteinas totales por el mé-
todo de Lowry et al (53); de fésforo orglnico segln el méto-
do de Chen et al (60) y para la deteccidn de la actividad
Ara-DH mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. La
pureza de las fracciones fue estimada por el cuociente

ugP/mg proteinas.
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H. Purificacidén de la Enzima

Para la purificacién de la enzima se adoptd el siguien

te procedimiento:

1. Cromatografia en DEAE-celulosa microgranular equilibra-
da en buffer Tris-EDTA 1 mM, 1 mM DTT, pH 7,0 y elucidn
mediante gradiente lineal de KCl1 0,0 - 0,5 M en buffer
Tris-EDTA 1 mM, 1 mM DTT, pH 7,0.

2. Filtracidn en Sephadex G-100 y elucidn con buffer Tris-
EDTA 1 mM, 1 mM DTT, 100 mM KCl, pH 7,0.

3. Electroforesis tipo preparativo en geles de poliacrila-

mida.

1. Cromatografia en DEAE-celulosa

En columna de DEAE-celulosa (2 x 25 cm) equilibrada a
PH 7,0 en buffer Tris-EDTA 1 mM, 1 mM DTT se adsorbian
150 ¥ 30 ml de extracto crudo proveniente del homogeneiza-
do de 50 ¥ 10 g de micelio himedo en buffer Tris-HCl 50 mM,
1 mM DTT, pH 7,2 con una concentracidn de proteinas de
1300 ¥ 400 mg. En seguida, se lavaba con 300 - 400 ml del
mismo buffer para eliminar las proteinas no retenidas y se
conectaba el gradiente lineal de KC1 0 - 0,5 M en el mismo
tampdén de equilibrio. E1 volumen del gradiente era de 350
ml por lado. Se colectaron alicuotas de 4,5 ml en microfrac
cionador Gilson con un flujo de 12 ml/hora.

La absorbancia a 280 nm fue leida en espectrofotdmetro
Gilford, la actividad Ara-DH se determind por el método des
crito anteriormente y la conductividad fue leida en conduc-
timetro Radiometer tipo CDM 2f. El conjunto de fracciones
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con actividad Ara-DH fue concentrado por didlisis en con -

tra de sacarosa sbélida.

2. Filtracidn en Sephadex G-100

Alrededor de 4 ml de la fraccidn con actividad Ara-DH
proveniente de la cromatografia en DEAE-celulosa fueron co
locadas en columna de Sephadex G-100 de 2 x 60 cm, previa-
mente equilibrada en buffer Tris-EDTA 1 mM, 1 mM DTT, 100
mM KC1l, pH 7,0. Se lavd con varios vollmenes del mismo bu
ffer y se eluia con la misma solucidn tampdén. Se colecta-
ron alicuotas de 2,25 ml en microfraccionador Gilson con
un flujo de 8 ml/hora.

La determinacidén de proteinas se realizd por lectura
de la absorbancia a 280 nm y la actividad Ara-DH seglin el
método descrito con anterioridad. Las fracciones con acti
vidad se concentraron mediante sacarosa sblida y se diali-

zaron en contra de 500 ml de buffer Tris-glicina 0,04 M,

pH 8,3.

3. Electroforesis preparativa en geles de poliacrilamida
Los geles fueron preparados en tubos de 10 x 120 mm,

utilizando acrilamida al 7% como gel separador en la parte
inferior del tubo (5 ml) y acrilamida al 8% en la parte su
perior (4 ml). 'Se usaron las mismas soluciones de la metd
dica de Davis (56, 57). Sobre el gel separador se coloca-
ron 0,5 ml de gel concentrador preparado a partir de las so
luciones B, D, E y F mencionadas en Métodos (D). Cada co -
lumna fue cargada con alrededor de 4 mg de proteinas prove
nientes de las fracciones concentradas con actividad Ara-DH
de la cromatografia en Sephadex G-100. La electroforesis
se realizd utilizando buffer Tris-glicina 0,04 M, pH 8,3

en ambas cdmaras, con una intensidad de 6 mA/gel, hasta que
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el marcador de corrimiento migraba alrededor del 90% de la
longitud del gel.

La actividad Ara-DH se reveld en un segmento de gel en
la mezcla de reaccidn indicada en Métodos (E) y se cortaba
en seguida el disco correspondiente. La enzima era eluida
del gel mediante incubacidn de los segmentos con actividad
en buffer Tris-EDTA 1 mM, 1 mM DTT, pH 7,0 durante 48 ho -

ras a u°cC.

I. Efecto de la Concentracién de Sustratos sobre la Veloci

dad de Reaccidn

Se estudid el efecto de la concentracidén de D-arabino-
say NAD® sobre la velocidad de reaccién con enzima par -
cialmente purificada (etapa DEAE-celulosa) proveniente de
las tres cepas: 74-A, col-15a y col-16a. Las concentra-

ciones de D-arabinosa fueron: 0,5; 1,03 5,03 10,03 20,0,
y 100 mM con una concentracidn constante de NAD+ de 0,5 mM.

Las concentraciones de NAD+ utilizadas fueron: 0,05;
U523 /01253 0,20; 0,50'y 5,0 mM a una concentracidn cons -
tante de D-arabinosa de 100 mM.

Se graficd la velocidad de reaccidn expresada en mUni-
dades/ml versus la concentracidn de sustratos y los valo -
res reciprocos correspondientes. Del gridfico de los dobles
reciprocos se calcularon las constantes de Michaelis apa -

rentes.

J. Especificidad de Sustrato

Se estudid la especificidad de sustrato utilizando en-

enzima parcialmente purificada (etapa DEAE-celulosa) de
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las tres cepas. Fueron ensayados los siguientes compues -
tos:D-arabinosa, L-fucosa, D-ribosa, L-arabinosa, D-gluco-
sa, L-xilosa, L-ramnosa, 2-desoxi-D-glucosa, D-xilosa, 6
-fosfogluconato y 2-desoxi-D-ribosa.

La actividad enzimitica se midid por la velocidad de
reduccidn de NAD+, registrando el cambio de absorbancia a
340 nm en espectrofotdémetro Gilford provisto de termostato
para mantener la temperatura a 30°C. Al aumento de absor-
bancia en presencia de D-arabinosa se le asignd el valor
1,0(% 100), calculando para los otros sustratos las activi
dades relativas. '

La mezcla de reaccidn contenfia en un volumen de 0,5 ml
los siguientes reactantes (concentracidén final): Bicine
50 mM, pH 9,0, 'NAD+ 0,5 mM; sustratos 100 mM y enzima
50 ul. Se utilizd como blanco una mezcla que contenia los

mismos componentes, pero sin sustrato.

K. Determinacidn de pH Optimo

Para la enzima parcialmente purificada (etapa DEAE-ce-
lulosa) en las tres cepas estudiadas se determind el efec-
to del pH sobre la velocidad de reduccidn de NAD+, medida
en espectrofotdmetro Gilford a 340 nm. Se utilizaron los
siguientes tampones en una concentracidn final de 50 mM y
a los valores 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;
9,05 9,45 9,85 y 10,0. '

En un volumen de 0,5 ml la mezcla de reaccidn contenia

N * P +
los siguientes componentes: tampdén 50 mM, NAD 0,5 mM,

- D-arabinosa 100 mM y enzima 50 ul. Se utilizd como blanco

una mezcla que contenia los mismos componentes, sin D-arabi

nosa.
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Se graficd la velocidad de reaccidn versus pH y se cal

culd el valor de pH Sptimo.

L. Inactivacidn por Calor

Se estudid el efecto de la temperatura (50°C) sobre 1la
actividad de la enzima parcialmente purificada (etapa DEAE-
celulosa) proveniente de las tres cepas. Se procedid a in
cubar a 50°C, una alicuota del preparado enzimdtico con u-
na concentracidn de proteinas de 1 mg/ml durante 0,5; 13
2; 43 63 8; 103 15 y 30 minutos. Terminado el tiempo de in
cubacidn, se colocaron los tubos en hielo y se procedid a
leer la actividad enzimdtica por el método espectrofotomé -
trico ya descrito. La mezcla de reaccidn contenia los si -
guientes componentes, en un volumen final de 0,5 ml: BICINE
50 mM, pH 9,0; NAD+ 0,5 mM; D-arabinosa 100 mM y 50 ul de
enzima.

A la preparacidn enzimdtica sin tratar, se le asignd el
valor de 100% de actividad y se calculd el porcentaje de
actividad remanente para los tiempos correspondientes. Se
graficd el porcentaje de actividad remanente versus el tiem
por de incubacidén y se calculd t1/9 de pérdida de actividad

para cada preparacidn enzimitica.

M. Determinacidn del Punto Isoeléctrico

La determinacién del punto isoeléctrico de las prepara
ciones purificadas de Ara-DH se hizo mediante electrofoca-
lizacién en geles de poliacrilamida (61-63).

El electroenfoque se realizaba en tubos verticales de

80 x 6 mm, utilizando &cido ortofosfdrico al 0,2% (v/v)
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como andlito y NaOH al 0,215 (p/v) como catdlito y con un
voltaje de 350 V.

Los geles se prepararon mezclando los reactivos de po-
limerizacibén, la acrilamida, el anfélito y la proteina dia
lizada en contra de agua bidestilada pH 7,0 y se dejd poli
merizar durante 60-80 minutos.

La composicidn de cada gel en un volumen de 2 ml era
el siguiente: acrilamida 7%, bisacrilamida 0,175%, persul-
fato de amonio 0,07%, solucidn AmpholineR al 1% (pH 3-10),
TEMED 0,032% y la enzima activa en el volumen adecuado pa-
ra obtener una concentracidn de 50 ug.

Finalizado el electroenfoque, los geles se tifieron con
azul de bromofenol al 0,2% (p/v) en una mezcla que contenia
etanol, dcido acético y agua en una relacidn de 50:5:45 y
se destifieron hasta fondo claro en una mezcla de etanol,
dcido acético y agua en una relacidn de 30: 5: 65.

Un grupo de geles se cortd en trozos de 2 mm en orden
correlativo y se midid el pH correspondiente a cada frac -
cidn después de incubar las fracciones con 2 ml de agua bi
destilada durante una hora a temperatura ambiente.

Una vez destefiidos los geles, se midieron y se determi-
nd el pH correspondiente al punto isoeléctrico de la pro -
teina.

Se graficd el gradiente de pH versus longitud del gel.

N. Electroforesis en Presencia de Dodecilsulfato de Sodio

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presen
cia de dodecilsulfato de sodio (SDS) con la enzima pura y
preparaciones altamente purificadas se hizo de acuerdo a
la técnica de Shapiro et al (64), modificada segln Weber
(65).




18

Los geles se prepararon mezclando las soluciones A, C
y G mencionadas en Métodos (D) con una solucidén de fosfato
de sodio 0,44 M pH 7,1 con SDS 0,44% en una proporcidn de
1: 2: 4: 1. La polimerizacidn se realizd en presencia de
luz fluorescente blanca durante 60 minutos.

La enzima proveniente de las tres cepas de Neurospora

crassa y proteinas marcadoras fueron incubadas durante dos
horas a 37°C, en una mezcla que contenia buffer fosfato de
sodio 0,01 M, pH 7,0; 0,1% SDS y 1% DTT. Después del pe -
riodo de incubacidn, las muestras se diluyeron en buffer
fosfato de sodio 0,01 M y se calentaron durante dos minu -
tos en un bafio de agua hirviendo (66-68).

Las proteinas, a una concentracidn de 50-100 ug, se
mezclaron con 3 ul de azul de bromofenol, 1 gota de glice-
rol, 5 ul de DTT y 50 ul de buffer fosfato 0,01 My se co-
locaron sobre los geles. Se utilizd una solucidn de buffer
fosfato de sodio 0,1 M en ambas cdmaras y una intensidad
de 8 mA/gel, hasta que el colorante de referencia (azul de
bromofenol 0,01% p/v) migraba un 90% del largo total del
gel. Los geles se cortaron en la posicidn del colorante
de referencia y se mididé su longitud.

Previo a la tincidn los geles se fijaron durante 60 mi
nutos en una mezcla de isopropanol 50% (v/v) y &cido tri -
cloroacético 20% (p/v) a temperatura ambiente (69). En se
guida los geles se tifieron durante doce horas en una solu-
cidn de Azul Brillante de Coomassie 0.025% en isopropanol
25% (v/v) y &cido tricloroacético 20% (p/v). Los geles se
destifieron en el mismo solvente o en acido acético al 7%
(v/v). También se usd la tincidn con Amido Black al 0,1%
en acido acético al 7% (v/v).

Para el estudio de los pesos moleculares se midid 1la
migracidn relativa de las bandas en los geles destefiidos.

Se calculd la movilidad relativa y se graficaron estos
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valores versus el logaritmo del peso molecular de la subu-

nidad de las proteinas de referencia.

0. Electroforesis en Presencia de Urea

Para la preparacidn de los geles se utilizaron las mis
mas soluciones indicadas en Métodos (D), excepto la solu -
cién C formada por acrilamida al 40% y bisacrilamida al
0,5%. Se utilizd sdlo el gel separador con una concentra-
cidn de acrilamida al 10% obtenida al mezclar las solucio-
nes A, C, G y agua en la relacidn 1: 2: 4: 1. En el gel
se obtiene una concentracidn de urea 6,25 M cuando la so -
lucidén G y el agua contienen urea 10 M. Las soluciones e-
ran cuidadosamente desaereadas y los geles se prepararon
en tubos de 80 x 6 mm, se polimerizaron a la luz y se usa-
ron inmediatamente. Para la electroforesis se usd buffer
Tris-glicina 0,04 M, pH 8,3 en ambas cémaras y una intensi
dad de 3 mA/gel.

Los geles fueron tefiidos con Amido Black 0,25% (p/v)
en dcido acético al 7% durante 30 minutos y fueron destefii

dos mediante cambios sucesivos de la solucidn de &cido acé

tico al 7%.

P. Obtencidén de Suero Inmune Antideshidrogenasa de D-Arabi
nosa-NAD'

El suero antideshidrogenasa de D-arabinosa fue obteni-
do mediante inyeccidén de dos conejos hembra, de dos kilos
de peso, con un miligramo de enzima de la cepa silvestre
(74-A) obtenida por la metddica descrita (H), mezclada con

coadyuvante de Freund completo en proporcidn 1:1. A
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intervalos de 10 dias, se colocaron dos nuevas inyecciones
de 1 mg de enzima con coadyuvante de Freund incompleto en
proporcidén 1: 1. Transcurridos 12 dfas de la Gltima inyec
cidn, se obtuvo sangre mediante puncidn cardiaca. La ob -
tencidén del suero control se hizo mediante la extraccidn
de 50 ml de sangre de la arteria de la oreja antes de ini-
ciar la inmunizacidn.

Los sueros, inmune y control, fueron obtenidos por cen
trifugacidn a 4000 g durante 15 minutos después de haber
incubado la sangre durante 24 horas a 4°C. Las gamma glo-
bulinas del suero se aislaron por precipitacidn con sulfa-
to de amonio al 33% (p/v), lavadas con buffer fosfato-clo-
ruro de sodio 0,01 M, pH 7,0 y reprecipitadas con sulfato
de amonio al 33% (p/v) (70). Ambos sueros se mantuvieron
a 4°C en buffer fosfato-cloruro de sodio 0,01 M, pH 7,0

con azida sbdica al 0,1% (p/v).

Q. Inmunodifusidn Doble

Se prepararon placas de agarosa al 1% (p/v) en buffer
barbital pH 8,6 (fuerza idnica 0,05) & en buffer fosfato
salino pH 7,0. Se hicieron orificios de 2 mm de didmetro
en forma de roseta utilizando un molde metdlico y en el
orificio central se colocd antisuero (dilucién 1/2 & 1/u)
y en los orificios laterales 10 ul de antigeﬁo (71). Para
tincidn de proteinas se incubd durante 24 horas a tempera-
tura ambiente y para la deteccidn de actividad enzimitica
se incubd 48 horas a 4°C. Al término del periodo de incu-
bacidn se procedid a lavar exhaustivamente con solucidn
de suero fisioldgico y después con agua bidestilada. Las
placas fueron secadas a 37°C y tefiidas con Amido Black al
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0,1% (p/v) para proteinas. Para la deteccidn de actividad
Ara-DH las placas fueron primero tefiidas con la mezcla in-

dicada en Métodos (E) y en seguida secadas (72, 73).

R. Determinacidn del Punto de Equivalencia

El punto de equivalencia fue determinado en condiciones
de antisuero constante y de antigeno constante.
a. Antisuero constante:

Se utilizd una concentracidn de antisuero de 1 mg, en
un volumen de 100 ul, y se mezcld con 100 ul de antigeno
con actividad Ara-DH entre 0 - 120 mU. Se incubd durante
96 horas a 4°C y se centrifugd a 10000 rpm en centrifuga
Micro-hematocrito durante 3 minutos y se determind activi-

dad enzim&tica en el sobrenadante segln Método (F).

b. Antigeno constante:
Se utilizd una concentracidn de antisuero de 0,0156 -

2,0mg en un volumen de 100 ul y se mezcld con 100 ul de an
tigeno con actividad Ara-DH de 10 mU. Se incubd durante
96 horas a 4°C y se centrifugd a 10000 rpm en centrifuga
Micro-hematocrito durante 3 minutos y se determind activi-

dad enzimdtica en el sobrenadante segin Método (F).

S. Inmunodifusidn Radial Simple

Se prepararon placas de agarosa al 1% (p/v) en buffer
barbital pH 8,6 (fuerza idnica 0,05) con concentracidn de
antisuero de 1/12. Como soporte se utilizaron portaobjetos
tamafio standard. Se hicieron orificios de 2 mm de didmetro
y de 10 ul de capacidad mediante un molde metdlico. En ca-

da orificio se colocd antigeno en concentraciones de 1/1,
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1/2, 1/4, 1/8 y 1/16 preparado a partir de una solucidn de
antigeno de 1 mg/ml y con actividad Ara-DH de 35 mU/ml.

Se incubd a 4°C durante 96 horas. Terminado este periodo,
se lavd con NaCl 0,2 M durante 24 horas y se enjuagd con
repetidos cambios de agua bidestilada. Se detectd la acti
vidad Ara-DH en el inmunoprecipitado con la misma mezcla
utilizada para la deteccidn de la enzima en geles de poli-
acrilamida (E).

Se midid el didmetro del anillo de precipitacidn utili
zando papel milimetrado y lupa, y se graficd el cuadrado
de este valor versus la concentracidn de enzima expresada
en mg/ml, obteniéndose la curva standard para cuantificar
la concentracidn de enzima en los respectivos extractos
crudos (74).

T. Caracterizacidn Genética
1. Cruzamientos

Diferentes cruzamientos entre las cepas estudiadas fue
ron realizados en tubos de ensayo (1,5 x 20 cm) & en placas
Petri (10 cm de didmetro) que contenian el medio Westergaard
y Mitchell (75) y que fueron incubados a 25°C durante 12 a
15 dias. En aquellos casos en que se utilizaba una cepa de
crecimiento lento, &sta era inoculada primero e incubada
a 25°C durante una semana. En seguida se fertilizaba con
conidios del sexo opuesto.

El anflisis genético de los cruzamientos se hizo me -
diante aislamiento de esporas al azar o caracterizacidn de
tetradas. Para la activacidn de las esporas se utilizd el

shock térmico a 60°C durante 30 minutos.
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Las esporas fueron catalogadas fenotipicamente de acuer
do a las caracteristicas morfoldgicas del micelio. Las va-
riantes respecto a la deshidrogenasa de D-arabinosa fueron
determinadas mediante el andlisis electroforético de los
extractos preparados del micelio derivado de dichas ascos-
poras y obtenidos en cultivos en medio minimo N-Vogel 11 -
quido mds sacarosa.

El andlisis de 1ls segregacidn génica fue realizado en

cruzamientos en duplicado como los siguientes:

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

La obtencidn y caracterizacidn de micelios dobles mu -
tantes se realizd por técnicas similares. Se aislaron y
caracterizaron en cuanto a sexo, fenotipo morfoldgico y en
zimdtico los micelios denominados 7415-125A, 7415-135A vy
7416-97A. Para este efecto los cruzamientos, en duplicado,

fueron los siguientes:

7415-125A x col-16a
7415-135A x col-16a
7416-37A x col-15a

2. Revertantes
Se realizaron experimentos de mutagénesis mediante irra

diacibén de conidios de la cepa col-16a, con radiacidén ultra
violeta corta (253 nm), proveniente de una lampara Mul -
tirayo ubicada a 20 cm de la suspensidn de conidios, duran-

te 120 segundos. La concentracidn inicial de conidios fue
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2 x 107 conidios por ml y la energia aplicada fue de 36 -
L8 erg/mmz/seg.

El material mutagenizado fue diluido en medio minimo
N-Vogel para obtener una concentracidn de 103 o} 10I+ coni-
dios por ml y una alicuota de 0,1 ml fue dispersada en pla
ca Petri con medio completo adicionado de L-sorbosa e in -
cubada a 25°C durante 24 & 48 horas en la oscuridad.

Posibles revertantes fueron aislados en tubos con me -
dio completo y fueron incubados a 25°y 34°C. Los micelios
de fenotipo silvestre fueron cultivados en medio minimo
N-Vogel liquido con agitacidn constante de 140 rpm en agi-
tador rotatorio Eberbach durante 48 horas, a 25°C. EI1 mi-
celio se cosechd mediante filtracidn al vacio, se prepard
el extracto crudo y se analizd el fenotipo enzimitico se -

gin técnica descrita (D).

3. Heterocariones

La obtencidn de heterocariones entre diferentes cepas
se realizd mediante la inoculacidn de conidios en medio
minimo sblido en placas Petri, las que fueron incubadas a
25°C durante 24 - 48 horas. Los heterocariones formados
por las cepas col-15a + col-16a fueron denominados h-1,
h-2 y h-3.




RESULTADOS

I. Deteccidn preliminar de la actividad Ara-DH en cepa sil

vestre y mutantes morfoldégicas de Neurospora crassa

La electroforesis en geles de poliacrilamida de extrac

tos crudos de la cepa 74-A de Neurospora crassa y posterior

tincidn de actividad deshidrogendsica (como se describid
en Métodos) reveld la presencia de actividad con D-arabino
sa y NAD+ como aceptor de hidrdgenos. NADP+ no actla como
aceptor (Fig.1l). El hallazgo de esta actividad D-arabino
sa deshidrogenasa dependiente de NAD® confirmé resultados
previos obtenidos en este laboratorio (U45).

En anflisis electroforético comparativo de varias ce -

pas de Neurospora crassa mostrd diferencias cuantitativas

importantes respecto a la actividad de Ara-DH, existiendo
una mayor actividad de dicha enzima en las cepas col-15a y
col-16a respecto a la cepa silvestre 74-A y una menor acti
vidad Ara-DH en la cepa col-10A (Fig. 2). Otras mutantes
morfoldgicas examinadas presentaron una actividad Ara-DH
similar a la cepa 74-A. En la Figura 3, se muestra la
morfologia de las cepas de N. crassa, utilizadas en el pre
sente estudio.

La actividad Ara-DH analizada mediante cromatografia
en DEAE-celulosa muestra diferencias cuantitativas simila-
res a las detectadas por electroforesis en las diferentes
cepas (Figs. Uu-A, 4-B, u4-C).
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Figura 1 Actividad Ara-DH en extracto cru-
do de Neurospora crassa, cepa /4-A procesa-
do por electroforesis en gel de poliacrila-
mida. En cada columna se colocaron 100 ul

de extracto (400 ug de proteinas totales).

Después de electroforesis los geles fueron
sumergidos durante 10 minutos en la mezcla

de ensayo indicada en Métodos (E) y fijados
en dcido acético al 7%.

A arabinosa—NAD+ B : arabinosa—NADP+

¢ : NaD'-Napp?
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Figura 2 Actividad Ara-DH en extractos crudos
de varias cepas de Neurospora crassa, cultivadas
durante 48 horas,procesados por electroforesis
en gel de poliacrilamida en placa. En cada ranu
ra (A, B, C y D) se colocaron 100 ul de extracto
(500 ug de proteinas totales). Después de la e-
lectroforesis la placa fue sumergida durante 10
minutos en la mezcla de ensayo indicada en Méto-
dos (E) y fijada en &cido acético al 7%.

A : cepa 74-A B : col-15a C : col-10A D: col-16a




Figura 3 Morfologia de cepas de Neurospora
cultivadas a 25°C durante 48 horas, en medio
minimo N-Vogel adicionado de sacarosa al 1,2%
e inositol (5 mg/ml, col-15a).
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Figura 4-A Actividad Ara-DH en liguido sobrenadante (105000 g) proveniente
de la cepa 74-A de Neurospora, fraccionada en columna de DEAE-celulosa

(2,5 x 25). La separacidn se hizo mediante un gradiente lineal de KCl 0---
--0,5 M en buffer Tris-EDTA 1 mM, DIT 1 mM, pH 7,0 (350 ml por lado). Se co
lectaron fracciones de 4,5 ml y cada dos tubos se determind la actividad Ara-
DH por medicidén de la velocidad de reduccidén de NAD' a 340 nm (0) y el nivel
de proteinas por absorbancia a 280 nm (@). Cada diez tubos se leyd la con -
ductividad (---). La flecha indica el inicio del gradiente. La linea bajo
el pico de actividad indica las fracciones utilizadas para estudios posterio

‘res.
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Figura 4-B Actividad Ara-DH en 1liquido sobrenadante (105000 g) proveniente

‘de la cepa col-15a de Neurospora.
ticas a las mencionadas en la Figura Y-A.

Las condiciones experimentales son idén-
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Figura 4-C Actividad Ara-DH en llquldo sobrenadante (105000 g) de la cepa
col-16a de Neurospora. Las condiciones experimentales son idénticas a las

mencionadas en la Figura u-A.
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II. Caracterizacidn bioquimica de la enzima aislada de la

cepa silvestre y de las mutantes col-15a y col-16a

A. Purificacidén de la enzima hasta homogeneidad

La cromatografia en DEAE-celulosa permitid separar
una fraccidn de actividad Ara-DH como un pico simétrico y
estrecho, a una concentracidén de KC1l 130-140 mM. La movi-
lidad cromatogré&fica de la enzima proveniente de las dife-
rentes cepas estudiadas es similar (Figs. 4-A, 4-B, 4-C).
La actividad especifica de las fracciones fluctud entre
0,022 y 0,026 U/mg (Tablas 1-1, 1-2, 1-3). La cromatogra-
fia de exclusidn en Sephadex G-100, resultd ser mds adecua
da ya que el peso molecular de la enzima es de 52-53000 y
permitid eliminar contaminantes de mayor peso molecular
(Figs.5-A, 5-B, 5-C). La actividad especifica de las pre-
paraciones fluctud entre 0,048 y 0,052 U/mg (Tablas 1-1,
1-2, 1-3). La electroforesis en gel de poliacrilamida ti-
po preparativo, con dos concentraciones de acrilamida como

gel separador, proporciond una buena separacidn y purifica

cidn de la Ara-DH (Fig. 6). -La actividad especifica de las

preparaciones purificadas de las tres cepas es similar, y
fluctud entre 1,11 y 1,17 U/mg (Tablas 1-1, 1-2, 1-3). De
be hacerse notar, que cuando fue necesario se realizd elec
troforesis en geles preparativos.

La enzima ha sido purificada 280 veces y se obtuvo
una preparacidn homogénea como lo demuestra la electrofo -
resis en gel de acrilamida al 8% yxlO% en que se observd
una banda de proteinas y la correspondiente banda de acti-

vidad Ara-DH (Fig. 7).

La homogeneidad de los preparados fue confirmada en

los experimentos de electroforesis en presencia de agentes

desnaturantes (Figs. 12, 14).
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Figura 5-A Cromatografia en Sephadex G-100 de las fracciones con acti-
vidad Ara-DH provenientes de la cromatografia en DEAE-celulosa.

Sobre una columna de Sephadex G-100 (2 x 60 cm), equilibrada en buffer
Tris-EDTA 1 mM, DTT 1 mM,KC1l 100 mM, pH 7,0 se colocaron 4 ml de frac -
cidn concentrada con acilv1dad Ara- DH p“ovennenie de la cromatografia
en DEAE-celulosa. La elucidén se realizdé con el mismo buffer de equili-
brio y se colectaron fracciones de 2,25 ml. Cada dos tubos se determi-
ndé la actividad Ara-DH (O) y la absorbancia a 280 nm (@).

A : 74-A

mUImlx1O2
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Figura 5-B Cromatografia en Sephadex G-100 de las fracciones con acti
vidad Ara-DH proveniente de la cromatografia en DEAE-celulosa.

Las

condiciones experimentales son idénticas a las mencionadas en la Figu-

ra 5-A.
B : col-15a
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Figura 5-C

vidad Ara-DH provenientes de la cromatografia en DEAE-celulosa.

Cromatografia en Sephadex G-100 de las fracciones con acti-

Las

condiciones experimentales son idénticas a las mencionadas en la Figu -

ra 5-A.

C : col-16a
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Figura 6 Separacidn electroforética de Ara-DH de
Neurospora. Los geles se prepararon en tubos de
100 x 12 mm con dos concentraciones de acrilamida
(7% y 8%) como gel separador. En cada columna se
colocd alrededor de 4 mg de proteinas totales pro
venientes de la cromatografia en DEAE-celulosa o
en Sephadex G-100. Terminada la electroforesis
los geles fueron tefiidos para proteinas con Amido
Black 0,25% (p/v) durante 30 minutos y para acti-
vidad Ara-DH con la mezcla de reaccidn indicada
en Métodos (E) durante 10 minutos. Se fijaron en
dcido acético al 7%.

A : proteinas B : actividad Ara-DH
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Figura 7 Electroforesis en gel de polia
crilamida de Ara-DH obtenida de los ge -
les tipo preparativo. Electroforesis de
la enzima (30 y 60 ug) en geles al 10%
(A, B) y 8% (C, D), seglin se describid
en Métodos. Después de la tincidén los
geles se fijaron en &cido acético al 7%.

A - C : proteinas B - D : actividad
Ara-DH
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La reproducibilidad de los experimentos cromatograficos
fue confirmada en forma aceptable realizando al menos diez
experimentos para cada una de las cepas, con un rendimien -

to de 21% de enzima pura.

B. Constantes de Michaelis para sustrato y cofactor

La Ara-DH de Neurospora presenta cinética michaeliana

tipica (Figs. 8-1, 8-2). Los valores de K para

m arabinosa
la enzima de las tres cepas, calculados mediante la grafica
de dobles reciprocos de Lineweaver-Burk fluct@an entre 0,67
y 0,69 mM con un valor promedio de 0,68 * 0,015 mM. Los
valores de KmNAD+ son similares en las tres cepas y fluc -
tlan entre 0,30 y 0,31 mM con un valor promedio de

0,30 + 0,003 mM.

C. Especificidad de sustrato

La enzima aislada de las cepas 74-A, col-15a y col-16a

presenta especificidad de sustrato un tanto restringida,
ya que, ademds de D-arabinosa, es capaz de oxidar a L-fuco
sa con una eficiencia de 45% y a D-ribosa sélo en un 10%.
Los otros azficares ensayados: L-arabinosa, D-glucosa, D-
xilosa, D-fucosa, L-xilosa, L-ramnosa, 2-desoxi~D-glucosa,
6-fosfogluconato, 2-desoxi-D-ribosa no son sustratos de la

enzima (Tabla 2).
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Figura 8-1 Efecto de la concentracidn

(: A—jﬂﬂ de sustrato en la velocidad de reac -

‘,f””—‘— cibén de la Ara-DH de Neurospora crassa

~ Para las mediciones se usaron las frac

20+ ciones activas provenientes de la cro-

//// matografia en DEAE-celulosa. La acti-
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Figura 8-2 Efecto de la concentracidbn

de NAD' en la velocidad de reaccidn de
la Ara-DH de Neurospora crassa.

Para las mediciones se usaron las frac
ciones activas provenientes de la cro-
matografia en DEAE-celulosa. La acti-
vidad Ara-DH se midid segiin se descri-
be en Métodos (F). Se usaron cinco o
.mids concentraciones de NAD' entre 0,05
y 5,0 mM y una concentracidn constante
de D-arabinosa de 100 mM. Las constan
tes de Michaelis se calcularon a par -
tir de la gré&fica de dobles reciprocos
de Lineweaver-Burk.

A: 74-A B: col-15a C:

col-16a
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f Azficar Velocidad relativa
74-A col-15a col-16a

| D-arabinosa 1,00 1,00 1,00
L-fucosa 0,45 O,4y 0,45
D-ribosa 0,06 0,10 0,10
L-arabinosa 0,03 0,04 0,03
D-glucosa 0,05 0,02 0,02
D-xilosa 0,02 0,02 0,02

| 2-desoxi-D-glucosa 0 0 0
D-fucosa 0 0 0
L-xilosa 0 0 0
L-ramnosa 0 0 0
6-fosfogluconato 0 0 0
2-desoxi-D-ribosa 0 0 0

Tabla 2 Especificidad de sustrato de la Ara-DH de Neurospora.

Se utilizaron las fracciones activas provenientes de
la cromatografia en DEAE-celulosa. La concentracidn
de sustratos fue de 100 mM y la concentracidn de NAD+
de 0,5 mM. La actividad enzimdtica se determind segin
se describid en Métodos (F). Se asignd el valor 1,0 a

la actividad con D-arabinosa como sustrato.
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D. Estudios de pH &ptimo

La velocidad de reaccidén de Ara-DH a diferentes pH se
muestra en la Figura 9, observédndose que el pH dptimo es

igual a 9,0.

E. Inactivacidn por calor

El estudio realizado de esta caracteristica con la en-
zima parcialmente purificada no muestra diferencias en el
ty,, de pérdida de actividad. Este es de 2,38 * 0,0106
minutos (Fig. 10).

F. Determinacidn del punto isoeléctrico

Al estudiar esta caracteristica mediante electroenfo -
que en geles de poliacrilamida (61, 62, 63) con la Ara-DH
purificada de las tres cepas en estudio y al relacionar el
gradiente de pH y la posicidn de la banda proteica en el
gel respectivo, se encontrd que el punto isoeléctrico es
de 6,22; 6,255 y 6,21. Estos valores son similares, de
modo que este parametro también puede designarse con un va
lor promedio de 6,23 *# 0,017 (Figs. 11-A, 11-B; 11-C). El
hecho de que esta caracteristica sea comlin sugiere simili-
tud de carga eléctrica y probablemente de estructura para

la enzima proveniente de estas cepas de Neurospora.
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Figura 9 Efecto del pH sobre la velocidad de reaccidn de

la Ara-DH de Neurospora crassa.

nes activas provenientes de la
losa. La actividad enzimé&tica
en Métodos (F). Se usaron los
concentracidn final de 50 mM:

Se utilizaron las fraccio .

cromatografia en DEAE-celu-
se midid segln se describid
siguientes tampones, a una

MES (5,2-7,2); PIPES (6,2)

HEPES (6,8-805); BICINE (7,75-10,0).
74-A (o) col-15a (A) col-16a ()
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Figura 10 Inactivacidn por calor de Ara-DH parcialmente
purificada (etapa DEAE-celulosa) de Neurospora crassa.
Alicuotas de la preparacidn enzimdtica se calentaron a
50°C durante los tiempos indicados, se enfriaron inmedia-
tamente en hielo y se determind la actividad Ara-DH segin
se describid en Métodos (F). Experimentos realizados en
duplicado, se graficd el promedio de tres preparaciones
diferentes.

74-A (o) ‘col-15a (4) col-16a (O
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Figura 11-A Electroenfoque de la Ara-DH de Neurospo-
en geles de poliacrilamida.
electrofocalizacidén de la Ara-DH (50 ug) se reali-

ra
La

-
20
se

A :

seglin se describid en Métodos (M).

En la figura

muestra el gradiente de pH y debajo un esquema del
gel después de electroenfoque.
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Figura 11-B Electroenfoque de la Ara-DH de Neurospo-
ra en geles de poliacrilamida. Las condiciones expe-
rimentales fueron idénticas a las indicadas en la Fi-
gura 11-A.

B : col-15a
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Figura 11-C Electroenfoque de la Ara-DH de Neurospo-

ra en geles de poliacrilamida.

Las condiciones expe-

rimentales fueron idénticas a las indicadas en Figura
11-A.
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G. Peso molecular y estructura de subunidades

El peso molecular de la enzima nativa fue determinado
por el método de Hedrick et al (76). Este método indicd
que el peso molecular es de 60000 * 2000 (no se muestra).

El peso molecular en condiciones desnaturadas y la es
tructura de subunidades fueron estudiadas al realizar expe
rimentos ‘de electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS, segln el método de Osborn et al (63).
Los geles tefiidos con azul de Coomassie revelaron una ban-
da de proteinas (Fig. 12) y al graficar los valores de mo-
vilidad relativa versus el peso molecular de las subunida-
des proteicas utilizadas como referencia (65, 76) se calcu
16 un peso molecular de 52000 * 2000 para la Ara-DH de Neu-

rospora (Fig. 13).

H. Electroforesis en presencia de urea

La electroforesis en presencia de urea 6,25 M, reveld
una sola banda de proteinas para la enzima purificada de
las diferentes cepas (Fig. 14), lo cual sugiere que la en
zima estéd constituida por una sola cadena polipeptidica.

En la Tabla 3 se presenta un resumen de las caracte -

risticas cinéticas, fisicoquimicas y estructurales de la

Ara-DH en las cepas 74-A, col-15a y col-16a de Neurospora

crassa.
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Figura 12 Electroforesis de la Ara-DH
de Neurospora crassa en geles de polia
crilamida en presencia de SDS. Electro
foresis de la Ara-DH (100 ug) en geles
con acrilamida al 7% y SDS 0,4u4%, segln
se describid en Métodos (N).

A : 7u4-A B : col-15a ‘C : col-16a
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Figura 13 Determinacidén del peso molecular de la Ara-DH de Neuros
pora mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia
de SDS. La Ara-DH pura y las protelnas de referencia fueron some-
tidas a electroforesis a pH 7,1 segin se describid en Métodos (N).
El gréfico semllogarltmlco mueqtra el peso molecular de las cade -
nas pollpeptldlcas de las proteinas de referencia en funcidn de su
migracién relativa al colorante de referencia (azul de bromofenol).
La flecha indica la movilidad relativa de la Ara-DH de diferente
origen.

Las proteinas de referencia fueron: 1) mondmero de la seroalblimina
de bovino (68000); 2) catalasa (60000); 3) aldolasa (40000); u)
léctico deshldrogenasa (36000).
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Figura 14 Electroforesis de la Ara-DH
de N. crassa en presencia de urea. E-
lectroforesis de la Ara-DH (40 ug) en
geles con acrilamida al 10% y urea 6,25
M, seglin se describid en Métodos (0).

A : 74-A B : col-15a C : col-16a
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Parametro TY-A col-15a col-16a
Constantes de Michaelis mM

D-arabinosa 0,67 0,69 0,68

NAD- 0,30 0,30 0,31
pH dptimo 9,0 9,0 9,0
ty)p @ 50°C (min) 2425 2,4 2,3
Especificidad de sustrato V relativa
D-arabinosa 1,0 1,0 1,0
L-fucosa 0,45 0,44 0,45
D-ribosa 0,06 0,10 0,10
L-arabinosa 0,03 0,04 0,05
D-glucosa 0,05 0,02 0,02
D-xilosa 0,02 0,02 0,02
Movilidad cromatogréfica

(mM KC1) - 130-140 130-140 130-140
Punto isoeléctrico 6,22 6,25 6,21
Peso molecular
desnaturado 52000 + 2000 52000 + 2000 52000 * 2000
nativo 60000 + 3000 60000 * 3000 60000 + 3000
Estructura subunidades
SDS 1 1 1
urea 1 1

Tabla 3 Resumen de las caracteristicas cinéticas, fisicoquimicas y es-
tructurales de la Ara-DH de Neurospora crassa.

Las preparaciones usadas fueron fracciones activas de cromatografia en
DEAE-celulosa. Las constante de Michaelis se calcularon a partir de
los grdficos de dobles reciprocos de Lineweaver-Burk. - Los resultados
sobre especificidad de sustrato se expresa como velocidad relativa V
azicar / V arabinosa con concentraciones de sustratos de 100 mM. El
peso molecular (desnaturado), el punto isoeléctrico y estructura de sub
unidades fueron estudiados con preparaciones enzimidticas puras. -
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III. Andlisis inmunoquimico

Los estudios cinéticos y fisicoquimicos sugieren que
la Ara-DH es cualitativamente similar en las tres cepas u-
tilizadas en esta investigacidén. Para determinar si exis-
ten diferencias en los niveles de proteina-enzima en los
respectivos extractos crudos se realizo la cuantificacidn
utilizando métodos inmunoquimicos, especificamente la téc-
nica de inmunodifusidén radial simple.

Para ello, se obtuvo suero antideshidrogenasa de D-ara

binosa, usando como antigeno la preparacidn enzimdtica pu-

“ra proveniente de la cepa 74-A. E1l suero anti-Ara-DH de

Neurospora, precipitd a la enzima de las tres cepas estu -

diadas en experimentos de doble difusidén en agar y mostrd
un anillo de precipitacidn continuo como se observa en la
Fig. 15. Esta reaccidn revela identidad inmunoldgica y su
giere similitud estructural de la enzima de las cepas en
estudio.

El punto de equivalencia determinado en condiciones de
antisuero constante (Fig. 16) y de concentracidn de antige
no constante (Fig. 17) es de 45 mU/mg, para las preparacio
nes enzimdticas de las tres cepas. Estos resultados indi
can identidad antigénica y enzimdtica.

Para la cuantificacidn de los niveles de Ara-DH, se ob
tuvo una curva de calibracidn al graficar el cuadrado del
didmetro del anillo de precipitacidn de la actividad enzi
mética versus la concentracidn de enzima expresada en
mg/ml (Fig. 18). A partir de la curva de calibracidn, se
determind una concentracidn de enzima en los respectivos
extractos crudos de 0,35 ug/mg de peso seco para la cepa
74-A; de 0,74 ug/mg de peso seco para la cepa col-15a vy
de 0,77 ug/mg de peso seco para la cepa col-16a (Tabla 4).

Estos resultados demuestran que las mutantes morfoldgicas
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Figura 15 Reaccidn de precipitacidén entre suero
antideshidrogenasa de D-arabinosa de N. crassa
(cepa 74-A) y Ara-DH de cepas 74-A, col-l5ay
col-16a de Neurospora. La reaccidn inmunoldgica
se realizd como se describidé en Métodos utilizan
do 10 ul de suero control (A) y 10 ul de antisue
ro (B) colocados en los orificios centrales y en
los orificios laterales se colocaron 10 ul de
preparacién enzimitica de cepas 74-A (1, 2),
col-15a (3, 4) y col-16a (5, 6). Terminado el
— A . O T4 ”
periodo de incubacidn se tifid para proteinas con
Amido Black (0,25% p/v) y para actividad enzimé-
tica con la mezcla de reaccidén indicada en Méto-
dos (E). En seguida, se fijaron las placas en
dcido acético al 7% y se secaron a temperatura

ambiente.
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Figura 16 Inhibicidn de la actividad Ara-DH de N. cra-
ssa por suero antldeshldrogenasa de D-arabinosa de N.
crassa (74-A). La reaccidn inmunoldgica se realizd co-

mo se destribid en Métodos utilizando de 2-120 mU de en

zima (100 ul) de las cepas 74-A (@), col-15a (A)
col-16a () y cantidad constante de antisuero (100 ul).
Después del periodo de incubacidn se midid la actividad
Ara-DH segin se indicd en Métodos (F). "

58




59

<00{ e-s—8—n B e w CONTROL

W 0~ o D ~
o O o O 9
1 1 1 1 1
0 e
7

% ACTIVIDAD REMANENTE
N
o

—_
o o
L )

20 30
ug ANTISUERO

m UNIDADES

O~
-
o

Figura 17 Inhibicidn de la actividad Ara-DH de N. crassa por suero an
tideshidrogenasa de D-arabinosa de cepa 74-A de N. crassa. La reac -
cién inmunoldgica se realizd como se describid en Métodos utilizando
10 mU de enzima de las cepas 74-A (0), col-15a (4 ) y col-16a (EF) vy
cantidades variables de antisuero (0,0156-2,0 mg) en un volumen to -
tal de 200 ul. Después de incubacidén se mididé la actividad Ara-DH
remanente segin se indicd en Métodos (F).
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Figura 18 Curva de calibracidn para determinar la concentracidn
de Ara-DH por el método de inmunodifusidén radial simple. La reac
cibén inmunolégica se realizd segln se describidé en Métodos utili-
zando una dilucidn de antisuero de 1/12 y 10 ul de enzima

(1 mg/ml) en diluciones de 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16. Después de
incubacidn se reveld la actividad Ara-DH con la mezcla de reaccidn
indicada en Métodos (E) y se fijdé en &cido acético al 7% y se secd
a temperatura ambiente. Se muestra la cuantificacidén de la concen
tracién de enzima en extractos crudos de cepas 74-A (o), col-15a
(&) y col-16a (). Se graficé la media + la desviacidén standard

de 10 valores.
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Cepa Area (mmz) Concentracidn
mg/ml ug/mg peso seco
T4-A 15,21 + 2,94 0,14 0,35
col-15a 27,56 * 3,69 0,26 0,74
} col-16a 28,20 + 4,06 0,27 0,77

Tabla 4 Concentracidn de enzima en extractos crudos de las

cepas 74-A, col-15a y col-16a de Neurospora crassa.
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col-15a y col-16a tienen el doble de proteina-enzima que

la cepa silvestre.

IV. Caracterizacidn genética
A. An3lisis de segregacidn

El andlisis electroforético de la Ara-DH en micelios o
.. . o .
riginados por la germinacion de las ocho ascosporas aisla-
das en orden de ascos provenientes de cruzamientos de 1la

cepa 74-A con las mutantes col-15a 6 col-16a mostrd la se-

gregacidn de las variantes del caricter enzimdtico en pro-
porcidén 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 corresponden a la
deteccidn de la Ara-DH en los micelios originados de las es
poras 1, 2, 3 y 4 del asco, de morfologia tipo silvestre
(Figs. 19-2 y 20-2) y muestran el nivel enzimitico tipo sil
vestre. Los geles 5, 6, 7 y 8, corresponden a la deteccidn
de la actividad enzimidtica en los micelios originados de
las esporas 5, 6, 7 y 8 del asco, de morfologia colonial
(Figs. 18-2 y 20-2) y muestran el fenotipo enzimdtico colo
nial.

El cruzamiento de cepa silvestre x cepa mutante permi-

tid detectar clases recombinantes entre variantes del feno
tipo enzimdtico y variantes del fenotipo morfoldgico. La
frecuencia de recombinantes es 10% (Tabla 5). En 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
enzimdtico tipo colonial. Respecto a las caracteristicas

morfoldgicas, los micelios 1, 2, 3 y 4 son tipo silvestre
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Figura 19-1 Actividad Ara-DH en la progenie del
cruzamiento 74-A x col-16a. Los extractos cru -
dos de los micelios originados de la germinacidn
de cada una de las esporas de un asco fueron pro
cesados por electroforesis en gel de poliacrila-
mida al 7%. Los geles fueron cargados con 400
ug de proteinas totales y revelados para activi-
dad Ara-DH segiin se describe en Métodos (E). De
bajo de la fotografia de los geles se presenta
el perfil densitométrico obtenido por medicién
de la absorbancia a 600 nm.

A : T4-A B : col-16a 1-8 : progenie




Figura 19-2 Morfologia de la progenie del
cruzamiento 74-A x col-16a. Los micelios

fueron cultivados a 25°C durante 48 horas
en medio minimo N-Vogel.
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Figura 20-1 Actividad Ara-DH en la progenie del
cruzamiento 74-A x col-15a. Los extractos crudos
de los micelios originados de la germinacidn de

cada una de las esporas de un asco fueron procesa

dos por electroforesis en gel de poliacrilamida
al 7%. Los geles fueron sembrados con 400 ug de
proteinas totales y revelados para actividad Ara-
DH seglin se describid en Métodos (E). Se muestra
el perfil densitométrico de cada gel obtenldo por
medicidn de la absorbancia a 600 nm.

A : T4-A B : col-15a 1-8 : progenie
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Figura 20-2 Morfologia de la proge
nie del cruzamiento 74-A x col-15a.
Los micelios fueron cultivados a

25°C durante 48 horas en medio mini

mo N-Vogel adicionado de inositol
(5 mg/ml). '
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Andlisis al azar

Morfologia Fenotipo enzimitico
silvestre silvestre
silvestre ' colonial
colonial silvestre
colonial colonial

Anilisis de tetradas

NGmero de ascos analizados

100 (74-A x col-16a)

50 (74-A x col-15a)

Nimero

40
12
12
48

Némero de ascos recombinantes

Tabla 5 Recombinantes entre fenotipo enzimdtico y morfolégico de

cruzamientos cepa silvestre X cepa colonial. El anflisis

al azar se realizd con la progenie del cruzamiento

col-16a x 74-A.
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y los micelios 5, 6, 7 y 8 son de tipico crecimiento colo-
nial (Fig. 21-2).

El andlisis electroforético de la progenie de un cruza
miento entre col-7415-125-1A x col-16a (col-15A x col-16a)

(Fig. 22-1) reveld que tanto los micelios dobles mutantes

morfoldégicos (geles 3 y 4) como los micelios de morfologia

tipo silvestre (geles 5 y 6) poseen niveles de enzima simi

lar a los padres (geles 1, 2, 7 y 8). La morfologia de los
micelios de la progenie de este tipo de cruzamiento se mues
tra en la Fig. 22-2.

B. Reversiones

Experimentos de mutagénesis en conidios de cepa col-16a
permitieron obtener diferentes revertantes morfoldgicos a
los que se les analizd el nivel de Ara-DH.

Los revertantes morfoldgicos denominados r-1 y r-2 pre
sentaron el nivel de enzima caracteristico de la cepa sil-
vestre y los revertantes r-3, r-4 y r-5, mostraron el ni -
vel enzimético de la cepa colonial mutagenizada, es decir,
en este Gltimo caso la reversidn afecta sbélo a la caracte-

ristica morfoldgica (Figs. 23-1; 23-2).

C. Heterocariosis

Los heterocariones (h-1, h-2, h-3) formados por las ce

pas coloniales col-15a + col-16a, fueron caracterizados

respecto a la actividad Ara-DH y mostraron un nivel de en-
zima similar al de los micelios participantes (FIg. 24-1),
aunque exhiben una complementacidn en las caracteristicas

morfolbdgicas (Fig. 2u4-2).
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Figura 21-1 Actividad Ara-DH en la progenie
del cruzamiento 74-A x col-16a. Electroforesis
en gel de poliacrilamida (7%) de extractos cru-
dos de los micelios originados de la germina -
cién de las ocho esporas de un asco. Los geles
fueron cargados con 400 ug de proteinas totales
y revelados para actividad Ara-DH seglin la téc-
nica descrita en Métodos (E). Debajo de la fo-
tografia de los geles se presenta el perfil den
sitométrico obtenido por medicidn de la absor -
bancia a 600 nm.

1-8 : progenie
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Figura 21-2 Morfologia de la
progenie del cruzamiento
74-A x col-16a. Los micelios

fueron cultivados a 25°C durante

48 horas en medio minimo N-Novel.
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Figura 22-1 Actividad Ara-DH en la progenie del
cruzamiento 7415-125-1A x col-16a. Electrofore
sis en gel de poliacrilamida de extractos cru -
dos de los micelios originados de la germinacidn
de las ocho esporas de un asco._ Los geles fue -
ron cargados con 500 ug de protelnas totales y
revelados para actividad Ara-DH seglin la técnica
descrita en Métodos (E). Se presenta el trazado

densitométrico obtenido por medicidén de absorban

cia a 600 nm.

1-8 : progenie
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Figura 22-2 Morfologia de la progenie del
cruzamiento col-7415-125-1A x col-16a. Los
micelios fueron incubados a 25°C durante
48 horas en medio minimo N-Vogel adiciona-
do de inositol (5 mg/ml).
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Figura 23-1 Actividad Ara-DH en micelios rever
tantes. Electroforesis en gel de poliacrilami-
da de extractos crudos de micelios revertantes
morfolégicos. Cada columna fue cargada con

400 ug de proteinas totales y terminada la elec
troforesis se reveld la actividad Ara-DH segln
la técnica descrita en Métodos (E). Se muestra
el trazado densitométrico obtenido por medicidn
de la absorbancia a 600 nm.

A : 74-A B : col-16a r: 1-5: revertantes

13




Figura 23-2 Morfologia de la cepa col-16a y
de uno de los micelios revertantes. Estos
fueron crecidos a 25°C durante 48 horas en
medio minimo N-Vogel.
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Figura 24-1 Actividad Ara-DH en heterocariones

col-15a + col-16A. Electroforesis en gel de po

liacrilamida de extractos crudos de los micelios
heterocaridticos. En cada gel se colocd 400 ug

de protelnas totales y después de electroforesis
se reveld la actividad Ara-DH seglin se describe

en Métodos (E). En la parte inferior se mues -
tra el perfil densitométrico obtenido por medi -
cién de la absorbancia a 600 nm.

A : col-15a B : col-16a, 1, 2, 3: heterocario-
nes (h-1, h-2, h-3)
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Figura 24-2 Morfologia de las cepas col-15a
y col-16a y de uno de los heterocariones

col-15a + col-16a. Los micelios fueron cre-
cidos a 25°C durante 48 horas en medio mini-

mo N-Vogel adicionado de inositol (5 mg/ml,
col-15a).




.DISCUSION

I. Caracteristicas bioquimicas de la Ara-DH de las cepas

74-A, col-15a y col-16a de Neurospora crassa

La D-arabinosa deshidrogenasa de Neurospora crassa, ca-

g g : . ; +
taliza la oxidacidén de D-arabinosa en presencia de NAD ,

segln la reaccidn:
. + 3 S e +
D-arabinosa + NAD ———-= acido arabdnico + NAD + H

La presencia de esta enzima en Neurospora permite supo
. : 2 ¢
ner que la degradacidn de arabinosa podria ocurrir por una

via metabdlica similar a la descrita en Pseudomonas saccha-

rophila (85), pero no se han realizado los estudios perti-
nentes. _

La electroforesis analitica en geles de poliacrilamida,
tanto en disco como en placa, de extractos crudos de las

cepas de Neurospora crassa 74-A, col-15a y col-l16a, demues

tran la existencia de claras diferencias en los niveles de
actividad de la enzima D-arabinosa deshidrogenasa.

Las diferencias detectadas podrian deberse a diferen -
tes factores. Una ﬁosibilidad es que se deba a fendmenos
de activacidén o inhibicidn de la actividad enzimidtica. Sin
embargo,la medicidn de los niveles de Ara-DH en mezclas de
extractos crudos provenientes de cepas de alta y baja ac -
tividad enzimidtica, sblo mostrd la suma de las actividades
individuales de los extractos. Por otra parte, puede pen-

sarse que la enzima tiene diferente localizacidn
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intracelular en las diferentes cepas y que el procedimien-
to de preparacidn de los extractos resulta en la extrac -
cién diferencial de la proteina. Estudios de fraccionamien

to subcelular realizados con las cepas 74-A, col-15a y

col-16a muestran que en los tres casos la enzima es soluble,
recuperédndose toda la actividad en el liquido sobrenadante
de 106000 g (Fig. 25). Mas aln, el tratamiento de los ex -
tractos crudos de las tres cepas con Tritdn X - 100 no pro-
duce aumento de los niveles de actividad enzimitica.

La posible alternativa que la enzima fuese excretada
diferencialmente al medio en las diferentes cepas aparece
descartado mediante el an&lisis de la enzima en el medio
de cultivo, no detectandose actividad extracelular en nin-
guno de los casos.

La posibilidad que las cepas mutantes contengan Ara-DH
con caracteristicas diferentes no concuerda con el hecho
que las preparaciones obtenidas a partir de las tres cepas
estudiadas exhiban similares propiedades cataliticas y fi-
sicoquimicas. En efecto, la Tabla resumen (Tabla 3) de -
muestra que los pardmetros analizados: Km R . KmNAD+
pH S8ptimo; especificidad de sustrato ty/9 de pérdida de ac-
tividad, punto isoeléctrico; estructura de subunidades, pe-
so molecular en condiciones desnaturadas y en forma nativa
y movilidad cromatogridfica, son similares.

Estos resultados sugieren una probable similitud estruc

tural de la enzima en las cepas 74-A, col-15a y col-16a.

Ademds, las preparaciones enzimidticas puras obtenidas de
cada una de las cepas tienen igual actividad'especifica
(expresada en U/mg), por lo tanto, la actividad catalitica
de la Ara-DH de diferente origen es la misma.

Al efectuar la electroforesis en geles de poliacrilami
da de una preparacidn pura de la Ara-DH de las tres cepas,

se observd la presencia de una sola especie molecular. El
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Figura 25 Actividad Ara-DH en fracciones
subcelulares de N. crassa. Electroforesis
en gel de pollacrllamlda a de las fracciones
obtenidas por la técnica indicada en Méto-
dos (G). Los geles fueron cargados con
100 pug de proteinas totales y revelados pa
ra actividad Ara-DH segiin se describid en
Métodos (E). Los geles fueron fijados en
dcido acético al 7%.

H : homogeneizado

: precipitado 1; Sy sobrenadante 1;

precipitado 2; 82 sobrenadante 2;

precipitado 3; S3 sobrenadante 3
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experimento de electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de SDS descarta la posibilidad de que la Ara-DH
tenga subunidades de diferentes pesos moleculares y la po-
sibilidad de que la enzima esté compuesta por subunidades
diferentes, aunque de igual peso molecular queda descarta-
da por el experimento en presencia de urea,donde el efecto
de la carga neta de la molécula es importante. Estos re -
sultados indican que la Ara-DH es probablemente monomérica.
Una buena prueba experimental para demostrar que la enzima
tiene una estructura monomérica, la proporcionard la deter
minacién del niimero de péptidos de un digerido triptico de
la Ara-DH. La determinacién de grupos carboxilo y amino
terminales, proporcionaria informacidn adicional acerca de

la estructura cuaternaria de esta enzima.

II. Cuantificacién y caracteristicas inmunoldgicas

Los resultados analizados indican que la D-arabinosa-

NAD-deshidrogenasa en las cepas de Neurospora crassa estu-

diadas presenta caracteristicas cinéticas, fisicoquimicas
y estructurales similares. Las diferencias en nivel enzi-
mético evidenciadas en geles de poliacrilamida, en las res
pectivas densitometrias y en las cromatografias podrian
ser causadas por un mayor nimero de moléculas de enzima

normal en las cepas col-15a y col-16a. Los estudios reali

zados con técnicas inmunoquimicas favorecen esta idea.

Los experimentos de inmunodifusidén doble exhiben una
linea de precipitacidn continua en placas tefiidas para pro
tefnas o para actividad enzimitica, lo que demuestra la si
militud o relacidén inmunoldgica de la enzima proveniente

de las cepas de Neurospora en estudio. Del mismo modo, se
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encontrd que el antisuero de Ara-DH precipita iguales acti
vidades de las preparaciones enzimédticas de las tres cepas,
lo que apoya la idea de identidad antigénica y enzimdtica
de la Ara-DH de las cepas 74-A, col-15a y col-16a. Si 1la
mayor actividad de la enzima en las cepas coloniales provi

niese de la cantidad normal de moléculas mids activas, una
unidad de antisuero deberia precipitar mis actividad Ara-

DH en las cepas col-15a y col-16a que en la cepa silvestre.

Los estudios inmunolégicos revelan que no existen dife
rencias en la enzima de diferente origen, corroborando la
falta de diferencias cinéticas, fisicoquimicas y estructu-
rales encontradas.

Mediante la técnica de inmunodifusidn radial simple,
fue posible cuantificar el nivel de enzima en las diferen-
tes cepas. Los resultados obtenidos demuestran que en las
cepas coloniales el nivel de Ara-DH, expresado en ug enzima/

mg de micelio seco es el doble. Podemos concluir que las

cepas mutantes estudiadas contienen mds enzima y no enzima

més activa.

Respecto a la naturaleza de la mutacidn que exhiben es
tas mutantes morfoldgicas en cuanto a la Ara-DH, existen
varias explicaciones posibles:

a) podria ser una mutacidn en el promotor, que aumenta la
transcripcidén génica (promotor-up) (84);

b) podria ser un sistema regulado, con una mutacidn en el
operador de tipo constitutivo;

c) podria ser el resultado de fusidn del gen de la Ara-DH
con otro gen constitutivo expresado a una velocidad ma-
yor;

d) podria reflejar una degradacidn protéica reducida.

Por el momento, no se dispone de elementos de juicio

para probar las diferentes alternativas mencionadas.
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III. Caracterizacibén genética

Los estudios de estructura de subunidades realizados
con preparaciones enzimiticas puras de las tres cepas, in-
dican que la Ara-DH es monomérica. Esta situacidn, desde
el punto de vista genético, sugiere que la estructura pri-
maria de la enzima estaria determinada por un solo gen.

El andlisis genético mediante la caracterizacidn de te
tradas o el aislamiento de ascosporas al azar en cruzamien
tos entre cepa silvestre y cepas mutantes, muestra clara -
mente una segregacidn 1:1, sugiriendo una determinacidén ge
nética de las variables del cardcter enzimidtico por un par
de alelos. Al mismo tiempo, al considerar las variables

de fenotipos morfoldgicos y las variables de fenotipos en-

ziméticos en cruzamientos de cepa silvestre con cepa col-15

P

6 col-16, es posible obtener recombinantes de estas varia-
bles, lo cual sugiere que los genes que afectan la morfolo
gia de dichas cepas no son los mismos centros de control

que afectan a la enzima. La demostracidn que la alteracidn

de la Ara-DH obedece a factores genéticos aparece corrobora

da ademds por los resultados del experimento de mutagénesis
que permitid obtener micelios revertantes a partir de coni
dios de col-16a. E1 hecho que ninguno de los revertantes
obtenidos demostrd poseer actividad Ara-DH termosensible
in vitro, sugiere que la alteracidn presentada por esta
enzima no es de tipo estructural, pues seria factible obte
ner revertantes con Ara-DH alterada parcialmente en su es-
tructura primaria.

El anflisis genético mediante heterocariones entre las
cepas mutantes permite comprobar la complementacidn de fe-
notipos en lo morfoldgico, pero no muestran una complemen-
tacidén para normalizar la alteracidn que afecta a la Ara-DH

en las mutantes. La falta de complementacidn en la
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caracteristica enzimdtica estudiada refuerza la idea de que
el alelo determinante del fenotipo enzimitico es el mismo
en las cepas mutantes, ya que la alternativa de no comple-
mentacidn es considerada casi una prueba de alelismo fun -
cional (78). Debe hacerse notar que en nuestros estudios

s6lo se cumples dos de los cuatro criterios adoptados por

Barrat et al (46), para la definicién de alelos. Estos son:

1. los fenotipos deben ser similares; 2. el test hetero -
caridn debe ser negativo.

Los heterocariones fueron obtenidos con relativa faci-
lidad, pues aparte de la compatibilidad necesaria en las
cepas que los forman (47-51), se dispuso de marcadores bio
quimicos (inos) en la cepa col-15a, lo que permitid la se-

leccidn en medio minimo N-Vogel (52).

IV. Probable rol morfogenético de la Ara-DH

Las conclusiones acerca del rol morfogenético de enzi-
mas relacionadas con el metabolismo de hidratos de carbono
(31, 34, 77), estédn basadas en los hechos siguientes:

1. el defecto enzimitico y la morfologia alterada se trang
miten asociados a la progenie de cruzamientos entre el
mutante morfoldgico y la cepa silvestre;

2. una reversidn simple en el mutante conduce a la restau
racidén simultinea de las caracteristicas enzimiticas
y morfoldgicas de la cepa silvestre;

3. un supresor de cualquiera de las mutaciones morfoldgi -
cas conduce a la restauracidn de la morfologia y de la
enzima tipo silvestre;

4. existe correlacidn entre la severidad del defecto enzi-

mitico y el grado de anormalidad morfoldgica en
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heterocariones y dobles mutantes.
Ademis, las enzimas relacionadas con morfologia muestran
alteraciones consistentes en variaciones en estabilidad tér
mica, afinidad por sustrato, comportamiento en electrofore
sis y electroenfoque. Por ejemplo, las mutantes frost,
balloon y col-2, tienen la glucosa 6-P-DH defectiva (25-

27), col-3 y col-10 poseen 6-P-gluconato-DH alterada (23,
28, 29).

Dado que la Ara-DH obtenida de las mutantes col-15a y
col-16a no presentan diferencias en ninguno de los parame-
tros cinéticos y fisicoquimicos estudiados, es posible pen
sar que tanto la cepa silvestre como las mutantes tienen
una Ara-DH cualitativamente similar. La transmisidn de
las caracteristicas morfoldgicas y enzimiticas de las ce -

pas estudiadas a la progenie de cruzamientos 74-A x col-15a

y 74-A x col-16a, permite la obtencidén de recombinantes en

tre las caracteristicas morfoldgicas y enzimldticas en una
frecuencia que sugiere que los centros de control de la
Ara-DH son diferentes a los determinantes de las alteracio
nes morfoldgicas que se presentan en col-15 y col-16.

El micelio doble mutante (col-15 / col-16) presenta u-

na morfologia mids restringida que en los mutantes simples,
pero el nivel de enzima no experimenta variaciones signifi
cativas comparada con el de cada uno de los mutantes que
le dan oragen.

Los heterocariones formados por las cepas mutantes pre
sentan la morfologia caracteristica de la cepa silvestre
sin normalizacidn del nivel enzimdtico.

En cuanto a los micelios revertantes, algunos muestran
normalizacidn tanto de la morfologia como de la actividad
de la enzima similar a la de la cepa silvestre; otros re -
vertantes lo son sdlo en cuanto a la morfologia (Fig. 23-1).

Aquellos revertantes para ambas caracteristicas podrian
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ser revertantes dobles. Aquellos revertantes morfoldgicos
que presentan Ara-DH mutante refuerzan la idea que el con-
trol genético de la enzima no estd asociado a los centros
de control de las caracteristicas morfoldgicas.

Por otro lado, experimentos no descritos con L-sorbosa,
agente paramorfogenético (12, 14, 15, 79), produce en Neu-
rospora tipo silvestre una fenocopia de la mutante morfold
gica con actividad Ara-DH similar a la exhibida por las ce-

-~

pas col-15a & col-16a.

Si bien algunos revertantes y las fenocopias muestran
la asociacidn morfologia-enzima, no es posible concluir
ain el verdadero rol de Ara-DH en la diferenciacidn morfo-

16gica de Neurospora y los cambios que ella exhibe en algu

nas de las mutantes morfoldgicas podrian deberse a efectos
pleiotrdépicos de las lesiones genéticas primarias (16, 30).

V. Proyecciones futuras

1. E1 conocimiento de las cepas coloniales col-15a vy
col-16a contienen el doble de Ara-DH que la cepa silvestre
74-A, facilitara el estudio de los mecanismos de regulacidn
de cantidad de enzima y que pueden afectar a la sintesis
y/o la degradacidn enzimitica (80-83).

2. Aparte de Pseudomonas, la Ara-DH no ha sido estu -

diada en otros organismos inferiores. La Ara-DH aislada

de Neurospora presenta diferencias y similitudes con la en

zima de Pseudomonas (36, 37), sugiriendo la conveniencia

de realizar estudios comparativos en este grupo de organis

mos tendientes a establecer relaciones evolutivas.
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3. Desde el punto de vista metabdlico, es factible a -
bordar el rol de Ara-DH en relacidn a las vias de utiliza-

cidén de D-arabinosa en Neurospora crassa y su importancia

como probable via de alternativa para satisfacer requeri -
mientos nutricionales.
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