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INTRODUCCION

Muchos microorganismos, en particular las bacterias, pueden ad
quirir nuevas capacidades metabdlicas, incluyendo el crecimien
to en sustratos anteriormente no utilizados por la cepa paren-
tal, como resultado de una o varias mutaciones que conducen ha
cia la biosintesis de enzimas o sistemas de transporte que ac-
tdan sobre el compuesto. En algunos casos, la adquisicién me-
tabbdlica puede consistir en la inactivacidén de una proteiné TE
presora como consecuencia de mutaciones en los genes regulado-
res, dando lugar a la pérdida del control del sistema y a la -
sintesis constitutiva de una enzima o a un cambio en la especi
ficidad de la induccidn, asi que la presecncia de un nuevo sus -
trato pueda inducir la sintesis de una enzima que actlce sobre

é¢l1. (Riley y Anilionis, 18).

En la revisidén sobre '"La evolucidn de enzimas para la utiliza-
cidén de nuevos sustratos'" Clarke (2), aparece un resumen de -
las principales condiciones que deben ser cumplidas para que -
un compuesto sea utilizado por la célula: en primer término,
la cxistencia de los sistemas de permcacidén que hagan posible
su entrada a la célula; en scgundo, la existencia de enzimas
que lo conviertan a intermediarios metabdlicos aprovechables y

que actiden a l1la velocidad suficiente para que el compucsto sca




utilizado en forma efectiva y, en tercer término, que las enci-

mas sean inducibles por el compuesto.

E1l estudio bioquimico de 1la utilizacidén de los aminodcidos as-
partato y glutamato como fUnica fuente de carbono por un micro-
organismo ¢s de especial interés, ya que nos permite seguir -
las diferentes vias degradativas de éstos y sobre todo su inter
vencidén en el ciclo de los dcidos tricarboxilicos. El ciclo -
de Krebs, en conjunto con reacciones secundarias, juega un'pa—
pel destacado en la sintesis de constituyentes celulares a par
tir de compuestos simples. Aspartato y glutamato son precur-
sores de otros aminodcidos, asi como de purirnas y pirimidinas
entre otros. In microorganismos que pueden utilizar acetato -
como @nica fuente de carbono, el ciclo de glioxilato es un es
1éb6n'esencial en la sintesis de cénstituyentes celulares. To
do lo anterior nos da una idea de la importancia que en el me-

tabolismo celular ticnen estos aminodcidos.

En el caso particular de Salmonclla typhimurium LT-2, por estu

dios hechos anteriormente por Gutnick, Calvo, Klopotowski y -
Ames (4), se cncontrdé que los aminodcidos L-aspartato y L-glu-
tamato no eran utilizados como dGnicas fuentes de carbono y -
encrgia, pero si como Gnicas fuentes de nitrdégeno. DPara que -

Salwonclla typhimurium LT-2 utilizara estos aminoicidos como -
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fuentes dec carbeono es necesario de una o mads mutaciones. Si-

milarmentc, la cepa nativa de Escherichia coli, no utiliza

L-glutamato como tnica fuente de carbono y energia, pero se
aislaron mutantes capaces de hacerlo y se mostraron evidencias
de que las mutaciones involucraban cambios en los sistemas de
permeacién (Halpern y Umbarger, (7); Halpern y Lupo, (6), ¥
que el sistema de permeacién de glutamato en E. coli es de-

bido a un transporte activo cuya formacidén es aumentada duran

te su crecimiento en glutamato (Halpern y Even-Shoshan,1967, 5j.

Se ha definido a un sistema de permeacidén o dec transporte, co-
mo a un sistema formado de proteinas que cfectha la transfe-

rencia de un sustrato a través de la membrana celular. Es es
pecifico hacia su sustrato y posee una actividad cinética se-
mejante a un sistema enzimdtico. Su formacién cs inducida -
por la presencia del sustrato (o de inductores cstructuralmen
te andlogos) y se requiere dc energia para esta actividad -

(Rickenberg, Choen y Monod, 17).

En la pasada década se¢ realizaron miltiples estudios accrca
de los mecanismos de transporte de substratos c¢n bacterias -
gram negativas, sin cmbargo, no se sabe mucho acerca de los
mecanismos molecularcs por los cuales ¢l substrato c¢s trans-

yortado a través de las cubirertas celulares., Se han propucs
i 2



to dos clases principales de mecanismos moleculares para el

procceso de E*ansporte, el Modelo de Transportador Movil y el
Modeclo del Canal Transportador. En el primero, el substrato
se une a un sitio especifico de lz proteina transportadora Yy
es transferido a través de la membrana por la oscilacidn del
transportador. En el dModelo del Canal Transportador, se ha
postulado que el substrato es trasladado a través de la mem-
brana via canales de transporte formados, probablemente, por

subunidades oligoméricas de los componentes de transporte.

De las investigaciones recalizadas de las propiedades cincéti-
cas y energéticas de diferentes sistemas de transporte, no -

se ha podido distinguir por cuidl de los mecanismos descritos

se lleva accabo el transporte, csto es debido a que la estruc

tura y composicidon de la cubierta celular es muy compleja, Yy
a que la naturaleza de 1la asociacidn de las proteinas de -
transporte con diferentes componentes de la cubierta bacte-

riana no se ha caractcrizado completamente (Theodore, C.Y.,

20) .

Marcus y Halpern (13), reportaron las caracteristicas gencti
oli, cl

cas del sistema de permcacidn para glutamato cn  E. ¢

cual consiste al menos de tres elementos: el gene estructu-

ral glitS, que determina la sintesis de la permcasa, el gene



regulador gitR y el operador gltC. Il gene gltR codifica
la formacién de una protcina que reprime la sintesis de la -
permeasa en la cepa nativa. El locus gltR no estd cercano
al gene estructural, se encuentra hacia cl minuto 81 en el -
cromosoma de E. coli, mientras que gltS y gltC se en-
cuentran en el minuto 91, cercano al gene pyrLE. Mutaciones
en el operador producen una derrepresidén de la sintesis de la
permeasa y entonces la célula es capaz de captar el glutamato
a una velocidad suficiente para su utilizacidn, o bien pueden
ocurrir mutaciones en el gene regulador, lo cual causard la
produccién de una molécula del represor modificada, de tal -

mancra que no pueda unirse al operador y asi dar lugar a 1la

sintesis constitutiva de la permeasa. (Fig. 1).

Un sistema semejante al formado por gltR, C y S fue en

contrado en Salmonella typhimurium LT-2 y ademd3s un nuevo

sitio genético, gltF aque codifica para un sistema de trans-
porte activo especifico para glutamato ¢ independiente del -
sistema gltR, C y S, localizado aproximadamente cn ¢l mi-

nuto 0 del cromosoma bacteriano, entre los genes trpR y thr

(Alvarez de la Cuadra, 1).

IEn E. coli se¢ han descrito cinco sistemas para ¢l trasnpor-
te de glutamato y aspartato (Schellenberg y Furlong, 1977,723)

v son:
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Un sistema especifico para L-aspartato

Un sistema comin para L-aspartato y L-glutamato inhi

bible por beta-hidroxiaspartato

Un sistema especifico para L-glutamato, dependiente-

mente del Sodio e inhibible por o« metil glutamato

Un sistema para glutamato y aspartato dependiente -

de una proteina de unidn

Un sistema dct comln a dcidos dicarboxilicos de -
cuatro carbonos (Kay, 1971, 10) especifico para D
y L-aspartato, fumarato, D y L-malato y succinato,
con una inhibicién débil por parte de oxaloacetato.

(Fig. 2)

typhimurium LT-2, Parada y Ortega (15), describicron

las caracteristicas bioquimicas y genéticas del sistema de -

transporte de los dcidos succinico, fumirico y milico dondc

no se encuentra una inhibicidn por aspartato, mientras que -

la causada por oxaloacctato fue muy fuerte. Pese a estas di

ferencias con ¢l sistema cquivalente de E. coli, la localil

zacidn

al de

del locus genético dct  fuce en una regién homdloga -

.

coli.
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Tanto para E. coli (Marcus y Halpern, 12), como para S. -

Typhimurium (Ortega y Aguilar, 14), las vias metabdlicas pa
ra la utilizacidn de glutamato son similares. Ademds de un
sistema de transporte que permita la entrada de glutamato a
la célula, es necesario dela accidn de dos enzimas, la tran-
saminasa glutimico-oxaleoacético (TGO) y de 153 aspartasa -
(Aspartato amonio-liasa (E.C. 4,3,1,1). La transaminasa glu
tdmico-oxaloacético es constitutiva, a partir de glutamato ¥y
oxalocacetato forma alfa-cetoglutarato y aspartato, €ste es
entonces deaminado para producir fumarato por la accidén de -
la aspartasa. La aspartasa cs una enzima inducible y mues-
tra dos actividades, la primera aparece cuando las células -
son crecidas en hidrolizado dcido de caseina como fuente de
carbono, tiene un pH 6ptimo de actividad de 7.2; 1la segun-
da, cuando es inducida en prescncia de glutamato y tiene un
pH &éptimo de actividad de 6.4 (Alvarez de 1a Cuadra, 1).

(Fig. 3).

Tenicndo como antecedente que 1la cepa nativa de Salmonella

typhimurjium LT-2 no utilliza L-aspartato y L-glutamato co

mo tnicas fuentes de carbone y energia, en este trabajo se -
prescntan los estudios rcalizados sobre ¢l efccto que extrac-

to de levadura causa en la utilizacidn de estos aminoiicidos
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como fuente de carbono. IEn sedundo términc se presentan los
métodos de¢ fraccionamiento de extracto de levadura con el -
fin de caracterizar el o los componentes que hacen posible
dicha utilizacién, asi como los estudios sobre los sustratos
Yy condiciones de crecimiento a través de los cuales L-aspar-

tato y L-glutamato pueden ser utilizados por la cepa paran-

tal sin requerir de un tratamiento mutagénico previo.



MATERTALES Y METODOS

Cepa bacteriana

La cepa usada durante este trabajo es Salmonella thphimurium

LT-2, proveniente del laboratorio del finado Dr. M. Demerec.

Reactivos

Los aminodcidos, vitaminas, bases pldricas y pirimidicas, ci-
trato, succinato, acetato ) glicerol fueron adquiridos de la
casa Sigma, Chemical Co.; hidrolizado dcido de caseina, hi-
drolizado enzimidtico de caseina y extracto de levadura de -
Difco Laboratories; resinas de intercambio idénico Dowex -

1-X-8 y Dowex 50-AG-W son de Bio Rad Laboratories; carbdn

activado de IB. Merck.
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Medios de¢ cultivo

Como mecdio base de sales mincrales sc utilizé el de Davis y -

Mingioli (1950) sin citrato

Para un litro de medio:

Fosfato monobidsico de potasio 3.0

g

Fostato dibasico de potasio 7.0 g
Sulfato de amonio 1.0 g
Sulfato dec magnesio 0.1 g
Agua destilada para aforar a un litro

Para preparar medios enriquecidos (NCX):
Hidrolizado enzimidtico de cuseina
(NZcase) 2.0 ¢
Hidrolizado dcido de caseina (casa-
minodcidos libre de vitaminas) 2.0 g
Extracto de levadura 2.0 ¢
Medio Davis 10 x 100 ml

Agua destilada para aforar un litro

de medio

PR
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Las fuentes de carbono fuecrcn utilizadas en una concentracidn
de 0.4% p/v, a menos de que se especifique otra concentracidn.
Para medios sdlidos se agregd agar al medio liquide, a una con

centracién de 1.5% p/v.

Experimentos de crecimiento

Los experimentos para determinar la cinética de crecimiento -
de las cepas probadas se realizaron a partir de c&lulas creci-
das durante la noche aerobicamente a 37° C en medio liquido -
minimo con glicerol como fueﬁte de carbono. Las células fue-
ron colectadas por centrifugacidn, posteriormente, fueron la-
vadas dos veces con solucidén salina estéril (NaCl, 0.85% p/v)
Yy sc¢ resuspendieron en un pequeilio volumen de la misma solucidn.
0.25 ml de esta solucid6n se usd para inocular 50 ml de medio
de cultivo correspondiente contenido en matraces nefelométri-
cos Bellco de 300 ml, de tal manera que la absorbancia inicial
leida a 660 nm sea de de 0.060 a 0.080 nm en un espectrofotd
metro Coleman Junior. Los matraces fueron incubados a 37° C
en un agitador rotatorio orbital New Brunswick a 120 r.p.m.,

haciendo lecturas de crecimiento bacteriano cada hora.

Preparacion de hidrolizados cn extracto de levadura

La hidrdélisis dcida fue obtenida a partir de una solucidn al

0.1% p/v de extracto de levadura tratindose con acido sulfa-
3
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rico concentrado y posteriormente pasado a una ampolleta de v
drio. e mantuvo enn autoclave por espacio de tyes horas a 20
1b de presidén. Una vez pasado el tiempo, se neutralizd con -
una solucidén saturada de hidréxido de bario y el precipitado
formado fue separado por filtracidén. E1 filtrato se ajustd a
pH de 7.0. En el caso de hidrélisis alcalina, la solucidn -
inicial de extracto de levadura al 0.1% p/v fue tratada con -
una solucidén saturada de hidr6xido de bario bajo las mismas -
condiciones de presidén y tiempo que en el caso anterior, neu-
tralizando con dcido sulfiirico concentrado, filtrando el pre-

cipitado y ajustdndolo a el pH final de 7.0.

Tratamiento de extracto de levadura con carbdn activado

Una solucién de extracto de lcvadura al 0.1% p/v fue tratada
con 25 g de carbdén activado en agitacidn suave durante dos -
horas. Pasado este tiempo, fueron separados por filtraciédn,
tomando al filtrado como la fraccidén primera. Al carbén acti
vado anterior fuc agregado un pequeiio volumen de agua desti-
lada y llecvado a un pH de 4.0 con dcido clorhidrico diluido,
manteniéndose en agitacidn suave durante dos horas. Pasado
este ticmpo, fueron separados nuevamente por filtracién. Al

carbdn activado resultante fuce agrepado hidréxido de sodio

4 -
.
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hasta llevar a un pH de 12.0 sigulendo el procedimiento ante-
rior. Los filtrados obtenidos por el tratamiento a pH de 4 vy
de 12 fueron mezclados y se¢ ajustd el pH a 7.0, ésta fue la -

fraccidén segunda.

Tratamiento de extracto de levadura con resinas de 1ntercam-

bic iénico

Se usaron dos resinas, una anidénica, Dowex 1-X-8 y otra catid
nica, Dowex 50-AGW-X-8. En el tratamiento con la resina anid
nica, se partié de una solucién de extracto de levadura al
0.1% p/v a un pH de 12, manteniéndose en agitacidn lenta du-
rante dos horas. Una vez pasado este tiempo, la resina fue -
separada por filtracidn y el filtrado neutralizado con adcido
clorhidrico diluido a pH de 7.0. En el caso del emplco de la
resina catiénica, la solucidén de extracto de levadura al 0.1%
p/v fue llevada a pH de 4.0 y mantenida en agitacién lenta -
por dos horas. La resina fue separada por filtracidén y el

/

filtrado s¢ neutralizé con hidréxido de potasio diluido.

k%
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'RESULTADOS

Crecimiento de la cepa parcental de Salmonella typhimurium LT-2

¢n L-aspartato, L-glutamato y D-aspartato en presencia de ex-

tracto de levadura

Un indculo de Salmonella thphimurium LT-2 crecido durante la

noche en un medio minimo con glicerol como fuente de carbono,
fue traﬂgferido a medios conteniendo los aminodcidos L-gluta-
mato, L-aspartato ¥y D-aspartato como Unicas fuentes de carbo-
no y energia. No hubo crecimiento en un periodo de ocho a -
diez horas a 30° C con agitacidén. In cambio, cuando al medio
de cultivo se agrega extracto de levadura, si hay utilizacidn
de estos aminoacidos como fuentes de carbono. Cuando cl ex-

tracto de levadura se usa como Onica fuente de carbono, el -

cultivo alcanza un crecimiento regular v el extracto de leva-

dura es agotado hacia la cuarta hora del experimento (Fig. 4)

Variando la concentracién de extracto de levadura de 0.05 a
0.1% p/v en medios minimos con alguno de los aminodcidos en

-

estudio, observamos siempre la utilizacidn de ¢

[92]

tos como fucn
te de carbono, siendo proporcional a la concentracidn de ex-
tracto de levadura prescnte cn ¢l medio. Como podemos obscr

var cn las figuras 4 y 5, L-aspartatoy L-glutamato son utilizados

con mayor rapidez cn ¢l D-aspartato, sicado notable el cam -



DENSIDAD OPTICA A 660 NM

0.6 ¥
i
|
g
i

- i
\
0.4
—— el
W/
3
v
bt
0.2

{"? ANADANA

=B~ D~ =0 :
O-O-0-0-0-0

Glucosa 0.4%

2 4 6 38 2 4 6 8
TIEMPO EN HORAS

Fig. 4 Lecturas de crecimiento de Salmonella typhimuzrium
LT-2 a 37° C en agitacidn, realizzdos cada hora -
en un espectrofotdmetro Coleman a 660 nm de amson
bancia, a partir de indculos crecidos cn glicsrol
y transferidos a:

L-aspartato 0.4% ©TI
L-glutamato 0.4% &
D-aspartato 0.4% &

Extracto de levadura 0.1% + L-agpartato ¢C.45 &
Extracto do levadura 0.1% 4+ L-slutamate ©.i2 7%
Bxtracto do lovadura 0.1%  D-gigtamato .4 o
Exzracto de lovadurn 0.12 &



]

=

2 ¥

O 0.4 v

O

©

<

[

8]

L

B

[

O

A — (]~

<

Q

[

a

=

2 A—A  A-
0.2

— O —0O-

2 4 6 8

TIEMPO EN HORAS

Fig. 5 Cin&tica €e crecimiento de Salmonzlla typhimurium
LT-2 en diferentes concentraciones de extracto de
levadura realizados a partir de indculos crecidos
en glicerol

Extracto de levadura 0.05% ']
Extracto de levadura 0.075 % A
Extractz de levadura 0.1% O

L~aspart.to 0.4% +

Fxtracto 4=~ levadura 0.05% &
L~aspar=zto 0.,4% =

Extracto do levadura 0.075% £a

9
L-aspartato 0.49% + Extracto éo levadura 0.1% Ca



20

.bio en la pendiente de la curva una vez que se utiliza el -
extracto de levadura. Obviamente algin componente de el ex-
tracto de levadura ha provocado que la utilizacidén de L-aspar

tado, L-glutamato y D-aspartato sea posible.

El extracto de levadura esta formado principalmente de vita-
minas, bases tanto plricas como pirimidicas y ademds contie-
ne otros compuestos orgdnicos en menor cantidad, tales como

dcidos grascs, intermediarios del ciclo de Krebs y otras -
vias metab6licas. Para tratar de determinar cudl de sus com
pomentes es responsable del efecto causado en la utilizacidn
de los aminodcidos por la cepa parental, fueron realizados -

experimentos de crecimiento en algunos de estos compuestos.

Afiadiendo bases como adenina, guanina, citosina, timina y -
uracilo, -aproximadamente cinco microgramos”por mililitro de
medio~, y vitaminas como nicotinamida, rivoflavina, dcido fo
lico, piridoxamina, vitamina Byo, &cido para amino benzoico,
biotina, pantotenato y tiamina, -2.5 microgramos por milili-
tro de medio-, y medios minimos con L-glutamato, L-aspartato
o D-aspartato, no sc observd crecimiento alguno. Cuando fue
usada una meczcla de 19 aminodcidos a una concentracién de 20
microgramos por mililitro dec medio, junto con los trcs ami-

nodcidos cn estudio, como fuente de carbeno, sc observd un




efecto similar al causado por extracto de levadura, micntras

no sc agotaran los aminodcidos de la mezcla. (Fig. 6).

Cuando fueron realizadas cin&ticas de crecimiento de amino-
dcidos agrupados por su estructura, no sc observd un creci -
miento importante en los grupos 2 (aspartato, treonina, iso-
leucina, valina y asparragina) y el 4 (glutamato, arginina,
prolina, glutamina), cuando se les agregd L-aspartato, si hubo
utilizacién de é&ste, aunque no en una forma completa. Los -
grupos 1 (alanina, serina, histidina y glicina) y 5 (tirosina,
triptofano y fenilalanina) como Unicas fuentes . carbono no
mostraron crecimiento, micentras que meczclados con L-asparta-
to si se dio utilizacidén de éste, aunque en forma regular pa-
ra el grupo 1 y para el grupo 5 no fuc significativa. En el
caso del grupo 3 (metionina, lisina y leucina), tanto como -

con L-aspartato, no hubo crecimiento. (Fig.7).

Con el fin de obtener alguna fraccidn de extracto de lecvadu-
ra responsable de la utilizacidn dec los aminodcidos, €ste -

fue tratado por diferentes métodos:

a) Hidr6lisis dcida y alcalina de extracto dc levadu-

-

~a. L1 hidrolizado alcalino de extracto de levadlu

ra con lL-aspartato y L-glutamato como fucntes de -

carbono mucestra un cfecto similar al del extract-
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Fig. 7 Cinética de crecimiento de Salmonella fvphimurium LT-2
en grupos de aminodcidos

Grupo 1 ~ Alamina, serina, histidina y glicina
Grupo 2 - Aspartato, treonina, isoleucina, valina vy

asparragina
Grupo 3 ~ Metiouina, lisina, leucina
Grupo 4 ~ Glutamato, arginina, prolira y glutamina
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b)

de levadura sin hidrolizar. Un efecto menor sc ob-
serva cuando se utiliza hidrdlisis dcida de extrac-
to de levadura como adicidn a los medios con los di

ferentes aminodcidos. (Fig. 8).

El tratamiento con carbdén activado fue realizado -
con el fin de separar compuestos aromiticos o hete-
rociclicés presentes en el extracto de levadura,

de otros componentes. Cuando el extracto de levadu
ra fue tratado a pH de 7 por espacio de dos horas,
se obtuvo 1la fraccidén primera, es decir, la frac -
cidén que no es adsorbida por el carbdén activado. -
Al adicionar esta fraccidén a mediocs con L-glutamato,
L o D-aspartato, como fuentes de carbono, no se¢ ob-
tﬁvo un crecimiento importante. En el caso de 1la
fraccidén segunda, la fraccién de extracto de levadu
ra adsorbida por el carbdn activado, no se cbtuvo
un efecto de utilizacidn importante de los aminodci
dos al agregarsc a los medios que los contenian. -
Pero cuando juntamos las dos fracciones, conjunto -
que implica algo similar al extracto de levadura -
sin tratar, tenemos como resultade un ecfecto igual
al que sc obtiecne usando extracto de levadura con

L-aspartato y L-glutanato. Sin embargo, no hubo -
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levadura tratado con carbdn activado
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c)

utilizacidén de D-aspartato. (Fig. 9)

Para determinar si el elemento causante de la utili
zacidén de L-aspartato y L-glutamato como fuente de
carbono puede ser separado a través de resinas de -
intercambio iénico, el hidrolizado alcalino de ex-
tracto de levadura asi como el extracto de levadu-
ra sin hidrolizar, fueron tratados con la resina -
aniénica Dowex 1-X-8 y con la resina catidénica Dowex.
50. Una vez trata@os, fueron probados en experi -
mentos de crecimiento y resultd que para ambos el -
tratamiento con resina aniénica Dowex 1, no tuvo -
efecto, puesto que en las grdficas de crecimiento
(Fig.10), observamos resultados similares tanté pa-
ra el extracto de levadura hidrolizado como para el
extracto de levadura sin hidrolizar. Lo mismo ocu-
rrid al afladir L-glutamato, L-aspartato o D-asparta
to como fuentes de carbono a dicho medio. En el -
caso del tratamlento con la resina catidénica Dowex
50, se observa quec no hay utilizacidn completa de
L-aspartato para la cecpa parental, ya que el crecl
miento con resina catidnica alcanza 0.3 nm de den-

sidad optica. (Fig. 10).



DENSIDAD OPTICA A 600 NM

0.6 DOWEY. 1-X~G DOWEX 50
A b—
PSS , PN
0.4
—_—b
O
o 0 ——— O =
A—b—A—
0.2 B%,\«-—-?E"—’:ﬁ::ﬁ
L
o !,
2 4 6 8 2 4 6 8

TIEMPO LN HORAS

Fig. 10 Cinética de crecimiento de Salonella Typhimurim
1T-2 en extracto de levadura tratado con resinas
de intercambio idnico

Extracto de levadura tratado en resina ©
Extracto de levadura tratado en resina + L-aps @

Hidrolizado alcalino tratado en resina
Hidrolizado alcalino tratado cn resina 4 L-asp éﬁ
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Crecimiento de la cepa parental decl Salmonella typhimurium -

LT-2 en succinato, citrato, acetato y proplonato

De las figuras 11 y 12, podemos observar que la utilizacidn -
de succinato, citrato, acetato y propionato por células creci
das en medio minimo-glicerol es lenta en comparacidén a la grd
fica de crecimiento en gluccsa (Fig. 4). Cuando agregamos D-
aspartato a una concentracién de 0.4% p/v a cualquiera de los
medios de cultivo, ¢l crecimiento es casi el mismo. En cam-

bio, hay utilizacidén de L-aspartato y L-glutamato como fuente
de carbono cuando estos amincicidos se¢ agregan a los medios -

anteriores.

En medios minimos de Davis sin amonio con diferentes fuentes
de carbono como glucosa, glicerol, succinato, acectato y ci-

trato al 0.1% p/v, fuc adicionada L-aspartato al 0.4% p/v. -
En las figuras 13 y 14 observamos que el L-aspartato es uti-
lizado como fucnte de nitrégeno cuando glucosa, glicerol ¥y -
citrato son las fuentes de carbono. Sin embargo, el creci -
miento es mids lento en comparacidén a medios donde se ha agre
gado sulfato dc amonio como fuente de nitrdgeo. En mezclas

de acetato con L-aspartato, la cinética de crecimicnto es si

milar a la correspondiente en medio de Davis normal. En me

Jta

clas de¢ succinato y L-aspartatoc, la velocidad de crecimig:nto

es afin mayor.
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Fig. 11 Cinética de crecimiento de Salmonella
Thphimurium LT-2 en succinato y citrato

" Succinato €.1% — Citrato O.
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Succinato 0.1% + D-asp A Citrato O.
Succinato 0.1% + L-glt #8 Citrato O.
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i D-asp &
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Fig. 12 Cinética de crecimiento de Salonella Thphimurium

LT-2 en propionatu y acetato
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Propionato 0.1%
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Lo anterior nos demuestra que el L-aspartato prescnte en el -
medio es utilizado por la c€lula tanto como una fuente de car

bono como fuente de nitrdgeno.

Crecimiento de Salmonella thphimurium LT-2 en diferentes con-

centraciones de succinato, en presencia de concentraciones -

constantes de L-aspartato -

Para observar si la variacidn de la concentracidédn de succina-
to en el medio producia el mismo efecto de utilizaciédn de L-
aspartato en particular, fueron realizadas cinéticas de cre-
cimiento con mezclas de succinato de 0.1 a 0.05% p/v y L-as-
partato al 0.4% p/v. Al igual que en el caso de extractc de
levadura, la utilizacidn de L-aspartato fue proporcional a 1la

cantidad de succinato en el medio. (Fig. 15).

Comportamiento de células crecidas en succinato y pasados =

medios minimos con LL-glutamato, L-aspartato y D-asparta-

to como Unicas fucentes dc carbono

Células crecidas en medio minimo-succinato durante la noch =,

fueron transferidas a nucvos medios de succinato, siguicnds
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Fig. Cin&tica de crecimiento de Salmoneclla typhimurium

LT-2 en diferentes concentraciones de succinato
realizadas a partir de indculos crecidos en gli-
rol

Succinato 0.05% &
Succinato 0.075%
Succinato 0.1% D

L-aspartato 0.4% + Succinato 0.5% @
L-aspartato 0.4% Succinato 0.075% &
L-agspartato 0.4% Succinato 0.14% 0
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el crecimiento de lecturas a intervalos de una hora. En la -
fase logaritmica fue separada una porcidén del cultivo, el res
to del medio siguié en incubacién hasta llegar a la fase es-
tacionaria. Las células de ambos cultivos fueron coscchadas

por centrifugacién ¢ inoculadas en los medios siguientes:
1. Succinato 0.05%

Z. Succinato 0.05% con L-aspartato, D-aspartato ¢ -

L-glutamato 0.4%

3. L-aspartato, D-aspartato o L-glutamato 0.4%

El crecimiento en succinato fue regular y el sustrato fue ago
tado rédpidamente, aproximadamente en dos horas, lo cual co-
rresponde a la baja concentracién de succinato presente cn el
medio. La mezcla de succinato y L-aspartato tuvo un creci -
miento bastante notable, tanto en velocidad como cn cantidad,

como habia ocurrido en experimentos anteriores.

Con D-aspartato y succinato casi no hubo variacidén con respec
to a succinato solo y en L-glutamato y succinato, ¢l creci -

miento cs poco. Asi podemos decir que sc ticne utilizacidn -
de L-aspartato como Gnica fuente de carbono cuando la cepa pa

rental de Salmonclla typhimurium LT-2 c¢s cultivada previamen-
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Fig. 16 Cinética de crecimiento de Salmonella typhimurium
LT-2 partiendo de indculos crecidos en succinato

Succinato 0.053 O
L-aspartato 0.4% e L-asp 4 Succinato ——
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D-aspartato  0.4% 53 D-asp + Succinato




te en succinato; en el caso de L-glutamato, el resultado no

es tan marcado y con D-aspartato no hay utilizacidn. (Fig.16).

DISCUSION

Como probaron Gutnick, Calvo, Klopotowsky y Ames (4) en Salmo-

nella typhimurium LT-2, L-aspartato y L-glutamato no son usa-

dos como Gnicas fuentes de carbono y energia, pero si como -
inicas fuentes de nitrdgeno, debido a Que la formacidn del
sistema de permeacidn o de transporte sc encuentra reprimido
Y, por tanto, los aminoidcidos no pueden entrar a la célula a
una velocidad suficiente para cubrir tocdos sus requerimientos.
Sin embargo, en el caso de L-glutdmato, Marcus y Halpeyn (12)
han demostrado que por medio de una mutacién inducida o espon
tidnea, estos aminocidcidos pueden ser utilizados como Unicas -

fuentes de carbono.

Para el caso especifico de L-glutamato, ¢l sistema de trans-
porte se encuentra genéticamente formado al menos de trcs

componentes: el gene regulador gltR, el operador gltC y el
gene estructural

01tS (Marcus y Halpern, 13). Cuando ocu-

B

rre una mutaciodn, ya sea cn ¢l operador o cn ¢l regulador,



se provoca una derrepresién de la sintesis de la permeasa y
entonces el glutamato es capaz de penetrar en la célula en
cantidad y velocidad suficiente para su utilizacidén como -

fuentes de carbono.

En el caso de L-aspartato, en LE.coll se han encontrado dos
sistemas de transporte principales, en el primero es el dct,
es de baja especificidad y es necesario para el crecimeinto
en dcidos dicarboxilicos de cuatro carbonos (cuando son usa-
dos como UGnicas fuentes de carbono). El segundo, de alta -
afinidad, codificado por el'gene ast, sirve para facilitar la
entrada de L-aspartato como fuente de nitrégeno y tiene una -
funcidén anaplerdtica. Es decir, en cepas que tienen lesiones
en la enzima fosfoenolpirfivico carboxilisa ppc o cuando el
gene dct estd lesionado, el aspartato actlia como fuente de -

dcidos dicarboxilicos (Kay y Kornberg, 10 y.11).

En la primera parte de este trabajo se realizaron experimen-
tos de crecimiento -usando indculos crecidos en glicerol-, -
en medios minimos con mezclas de asparatao o glutamato con -
extracto de levadura a diferentes concentraciones, observin-
dose que en todos ellos habia una utilizacidén de aspartato Y
glutamato como fuentes de carbono una vez que el extracto de

levadura habia sido agotado. También ob-<orvamos (ue coxtracto
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de levadura como tal no actGa como una fuente importante ya -
0

que c¢s agotado hacia las cuztro horas del experimento con un

crecimiento bastante regular.

En microbiologia, el extracto de levadura es usado para pro -
porcionar una fuente de enriquecimiento a los medios de culti
Vo, entre sus principales componentes estan vitaminas, bases
piricas y pirimidicas, pequefios péptidos, y otros compuestos
orgidnicos en menor cantidad como intermediarios de la via ci-
clo de Krebs y otras vias metabdlicas. La pregunta era {qué
componente (s) de extracto de levadura producia (n) tal efec-

to?.

Al usar compuestos omo vitaminas, bases piliricas y pirimidi
cas, que se sabe son abundantes en extracto de levadura y mez
clas de aminodcidos afiadidos a medios de cultivo minimo-gluta
mato y minimo-aspartato, no habia crecimiento, o si éste se
daba, era mucho menor al comparado con una fuente de carbono
como glucosa (Fig. 4). Por tanto, podria pecnsarsc que ningu
no de estos compuestos, solos o en diversas combinaciones, -
eran los responsables de la utilizacidn de aspartato y gluta-

mato.

En segundo término, se¢ ensayaron varios métodos de fracciona
miento de extracto de levadura con el fin de poder scparar -

algln grupo de compuestos que causcn dicho efecto, como hidrd
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lisis de extracto de levadura, donde observamos que el cocmpues
to responsable de la utilizacidn de aspartato y glutamatoc es
estable a la hidrélisis alcalina. Tratamiento de extracto de
levadura intacto y de hidrolizados de extracto de levadura con
carbdén activado para separar los compuestos aromdticos o hete-
rociclicos, y por Gltimo, tratamiento de los anteriores con -
resinas de intercambio 1iénico, sin encontrar un resultado de-
finitivo, excepto que se encontrd que el o los compuestos gue

prvducian el crecimiento tenian una carga negativ.

Estos resultados no son concluyentes ya que el crecimiento no
es abatido por completo, a pesar de que el extracto de leva-
dura fue tratado con un exceso de resina al pH y por el tiem-

po recomendados.

Cuando aspartato sc¢ encuentra como UGnica fuente de nitrdége-
no junto con glicerol como fuente de carbono, se observd un
crecimiento semejante al ocurrido cuando se usa sulfato de -
amonio como fuente de nitrdgeno. Lo anterior aos demuestra -
que existe una entrada de aspartato a la célula y que éste -
es usado como fuente de nitrdgeno. Cuando son usades otros
substratos como acetato, citrato o succinato bajo las mis-
mas condiciones, aparcce un aumento cn el crecimicnto total.

Por lo tanto, el aspartato ademis pucde ser una fuonte
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de carbono dependiendo del segundo sustrato presente.

Cuando son mezclados medios de cultivo minimo-glutamato o as
partato con succinato, citrato, acetato y propionato, tam -
bi&n hay una utilizacidén de estos aminodcidos como fuentes
de carbono, obteniéndose un efecto similar al causado por -
la adicidén de extracto de levadura. Esto se manifiesta al
observarse cambios en las pendientes de las curvas de creci
miento a partir del tiempo de agotamiento de succinato, ace
tato y citrato. Sin embargo, L-aspartato es utilizado més

rapidamente que L-glutamato;

De las figuras 13 y 14 observamos que succinato en combina-
cién con L-aspartato tienen un mayor crecimiento en compara-
cibén a los otros compuestos. Cuando se probaron diferentes
concentraciones de succinato con una concentracién constante
de L-aspartato, en semejanza al experimento realizado con -
extracto de levadura, hay utilizacidn de L-aspartato y &sta
es proporcional a la cantidad de succinato presente en el -
medio. Hay diauxias, es decir, al principio las mezclas de
aminoicidos y succinato tienen una pendiente similar a la -
de succinato solo, en el momento en que el succinato c¢s ago
tade, hay un cambio en la pendiente en la curva de creci -
miento. Lo anterior podria indicar que a partir del agota-

miento de succinato el aspartato es utilizado como fuente



de carbono. En la dltima parte observamos que la utilizacidn
de L-aspartato y L-glutamato, como tGnicas fuentes dc carbono,
es posible si se usan indculos crecidos en succinato, indepen
dientemente de la fase de crecimiento en la cual las cé&lulas

sean coscchadas, tanto para la fase exponencial o la estacio

naria.

Es sabido que ciertas enzimas de los microorganismos son for
madas solamente en presencia de su inductor correspondiente
Yy se ha demostrado que los sistemas enzimidticos son controla
dos en las bacterias por déterminantes genéticos especificos.
En E. coli, Kahane, Marcus, Metzer y Halpern (9), realizaron
trabajos donde se demostrd que en la cepa nativa el sistema
de transporte para glutamato se encuentra controlado por un
operén. Ademids, el gene regulador gltR, es responsable de -
la producci6én de una proteina represora -~uc impide al siste-
ma cxpresarse. Por lo tanto, cste sistema de transporte se
encuentra reprimido en condiciones normalcs y se desconocen
los metabolitos que sitven como reguladores fisioldgicos (in-

ductores) de estc sistema.

Para quc glutamato sca utilizado como fucnte de carbono, ade
mis de la presencia de un sistema dc permecacidén adecuado pa-

Ta quc sc¢ introduzca a4 la célula,

tn

on nocesarias las activi-

dade: de dos cenzimas: la primera es 1z transaminasa glutd-
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mico-oxaloacético (TGO) que es constitutiva y la segunda es -
la aspartasa, que es una enzima inducible. La TGO forma par-
te de las enzimas bidsicas de la célula y su produccidn es -

constante, independientemente del estado nutricional de la -
bacteria (Aguilar y Ortega, 14). En cambio, la aspartasa -
muestra su actividad s6lamente cuando se usan medios de cul-
tivo con glutamato o hidrolizado acido de caseina (Alvarecz -

de la Cuadra, 1).

En este trabajo hemes demostrado que la cepa nativa de Salmo-

nella typhimurium LT-2 wutiliza L-aspartato (en mayoer medi-

da) y L-glutamato, como fuentes de carbono, cuando se ahaden
a los medios de cultivo extracto de levadura, citrato, aceta
to, propionato o succinato. En el caso de propionatoc el
efecto no es tan marcado. Sin embargo, L-aspartato o L-glu-
tamato son utilizados como Gnicas fuentes de carbono cuando

las c&lulas han crecido en succinato.

Asi pucde pensarse que alguno de los compuestos que forman -
parte del ciclo de Krebs, o que su metabolismo estd relacio-
nado estrechamente con cste ciclo, podrian actuar como induc
tores del sistema de utilizacién de glutamato y aspartato,

ya que tanto &stos como sus productos de transaminacidén, al-
fa-cctoglutarato y oxaloacetato, por si mismos no actiian co-

mo inductorces.
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CONCLUS1IONES

Para que L-aspartato o L-glutamato puedan ser utilizados co-
mo fuentes de carbono sin mutacién previa, fue necesario -
agregar extracto de levadura. El extracto de levadura tie-
ne una composicidn compleja y, por tanto,no fue posible sepa-
rar definitivamente la fraccidn responsable de la utiliza -

cidén de los aminoacidos.

Succinato, citrato, acetato y propionato, que sec encuentran
presentes en concentraciones bajas en el extracto de levadu
ra, ejercen el mismo efecto quec el extracto de levadura en
la utilizacidén de glutamato y aspartato por la cepa paren-

tal.

Oxaleocetato y alfa-cetaglutarato no facilitan la utiliza -

cidén de L-aspartato y L-glutamato.

L-aspartato y L-glutamato, pero no D-aspartato, pucden ser
utilizados como Unicas fuentes de carbono cuando se usan -

"indculos crecidos en succinato.

Succinato, citrato, acetato o algin compuesto relacionado,
posiblcmente podrian actuar como inductorecs del sistema y -
en consccuencia, conducir a 1la sintesis de la permeasa y/o

el sistema de utilizacidn. De las grificas de crecimiento
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se pucede observar que extracto de levadura, succinato, citra
to o acetato, son utilizados en primer término y, probable-
mente, una vez que el sistema se encuentra inducido, sigue

la utilizacidén de los aminodcidos.

RESUMEN

Tanto en E.coli como en Salmonella typhimurium, L-glutama-
to y L-aspartato no son utilizados como {inicas fucentes de -
carbono y energia. En estudios antcriores eféctuados en -
E. coli, fue encontrado un sistema de transporte exclusivo

para L-glutamato formado al menos de tres componcentes: gltR,

gltC y g1ltS 1los cuales forman un sistema de opcracién don
de gltS es el gene estructural para la permeasa, gltC es
el operadof y gltR es el regulador del sistema. In Salmo-

nella typhimurium fue encontrado un sistema de transporte

para glutamato similar al de E. coli y ademids un nucvo si-
tio genético, gltF, situado aproximadamente cn ¢l minuto 0
[ e A

del cromosoma bacteriano.

Para el caso particular de glutamato, probablemente no c¢s -
utilizado como tinica fuente de carbono debido a que su =rs-

tema de transporte especifico sc ecncucentra reprimido y lun
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sido mostradas cvidencias donde por medio de mutaciones ocu-
rridas ya sea en el operador, o en el regulador, provocan -
la derrepresidn del sistema y en consecuencia la sintesis

de la permeasa. En el caso de aspartato se han descrito -
dos sistemas de transporte principales. Sin embargo, no se
conocen los mecanismos de su utilizacidn como dnica fuente

de carbono.

Una vez en el interior de la célula, elfglgtamato junto con
el oxaloacetato, por-la accidn deyléffran$aminés# glutidmico-
oxaloacético, forma alfa—cetoglutarato y aspartato. El as-
partato a su vez, sufre una desaminaCiénlumoxidativa por -

medio de la aspartasa para dar lugar a lé fbtmacién‘de fuma

rato y amonio.

En los estudios presentados en este trabajo, se encontrd -

que la cepa parental de Salonella typhimurium LT-2 utili-

za L-aspartato y L-glutaméto‘como fuentes de carbono, cuan-
do se agrepga extracto de levadura a los medios de cultivo,

en forma similar a las ccpas mutantes que los utilizan como
tinicas fuentes de carbono y energia. El mismo efecto fue -
provocado por otros compucstos que pertenecen al ciclo do -
Krebs como succinato, citrato y acetatc, o que su mctabolis

mo los conduce a dicho ciclo, como propionato.
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L-aspartato y L-glutamato son utilizados como dnicas fuentecs
de carbono y energia cuando se usan indculos crecidos en me-
dio minimo-succinato. Por lo tanto, podria ser que asparta
to y glutamato, tanto como sus productos de transaminacién,
oxaloacetato y alta- cetoglutarato, no son usados como fuen-
tes de carbono debido a que no inducen el sistema de trans-
porte o de utilizacidén. Tal vez succinato, citrato o aceta-
tato, o algﬁn coﬁpuesto relacionado, es el inductor del sis
tema de transporte o de utilizacién y, por tanto, no es re-
querido un tratamiento mutagénico previo para que se sinte
tice la permeasa correspondiete o se induzca el sistema de

utilizacion.
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