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Tntroducci6n

Dadas las dificultades que presenta eZ anáZisis

de los . fen6menos b iol 6gi cos en cel uZ a. s de organismos

superiores, se han utilizado a eucariotes .sencillos

como los hongos en estudios bioquímicos y genéticos, 

tendientes a elaborar modelos extrapolables a organis— 

mos más complejos. 

Dentro de éstos eucariotes sencillos, un mayor - 

avance se ha logrado con el ascomyceto Neurospora

crassa. En Zas células de este hongo se encuentra; 

retículo endoplásmieo, 
mitocondrias, vacuolas, núcleo

con nucleolo y diferentes inclusiones como cuerpos de

ergosterol, gotas de aceite, acumulos de glucógeno, 

etc. ( 1 ). 

Un cultivo de Neurospora crece en forma . filamen— 

tosa ( hi.fas) cuyo conjunto , forma el micel io. Las

hitas tienen un diámetro aproximado de 5 micras y

se encuentran segmentadas por paredes
incompletas o

septas. La mayor parte de las hifa.s tienen más de un

núcZeo por célula o segmento. ( 2 ). 

Las células se encuentran aisladas del medio por

una membrana compleja de doble capa y por la pared ce— 

lular, principalmente compuesta por polímeros de gZu— 

cosa, complejos peptido—pol i sacárido, quitina y galac— 

to.samina. ( 3 ). ( 4 ). 
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Las septas poseen un poro central de alrededor

de 0. 5 micras de diámetro, el cual permite el flujo

del citoplasma y organelos a lo largo de Zas hi,fas

y en dirección del crecimiento, el cual se realiza por, 

elongaci6n de sus extremos y los de sus ramificaciones. 

5). 

Los núcleos tienen una divisi6n más activa en la

proximidad de las puntas y parece que los cromosomas

permanecen en grupos comprimidos de siete durante su

división, evitando la posible pérdida de alguno de

ellos, en el rápido , flujo del citoplasma. 

Su nutrición es sencilla/3y como heter6tro,fo crece

en una fuente de carbono, nitrógeno, sales inorgánicas

y biotina. En nitrato de amonio como . fuente de nitró- 

geno y sacarosa como , fuente de carbono, crece 6ptimamen- 

te, con un tiempo de dupl icaci6n de 2. 5 horas. 

Neurospora crassa presentá dos ciclos vitales: 

uno sexual y otro vegetativo o asexual. 
Cuando

Neurospora es crecida en medio s61 idos° el micel io

aéreo se di.ferencía en conidi6.foros, cuyos extremos

se segmentan y dan lugar a macroconidias.(T). 

En Za mayoría de los medios las macroconidias

tienen de dos atres nucleos por célula en promedio. 

Estas son usadas como in6culo de cultivos vegetativos

y de , fertilizantes masculinos en las cruzas sexuales. 

Existe también . formación de microconidias, que
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es- posterior al de las macroconidias y sucede por un

proceso dtfereatte que no requiere la , formación del

conidi6foro, pues se distribuyen a 10 largo de las

ht,fas.(8). 

Las mtcrocontdias tienen una viabilidad pobre

debido a que en su mayoría son mononucleadas9

Neurospora es un organismo hermafrodita con dos

tipos sexuales comunmente denominados á y a, cada uno

capaz de producir gametos masculinos o femeninos,° 

siendo necesaria la participación de ambos tipos

sexuales en la , formación del cigoto. 

Las esporas resultantes de éste ciclo se conocen

como ascosporas, las cuales están contenidas, en nú- 

mero de ocho, dentro de una vaina y son muy rest.stentes

tanto a la desecación como al calor, teniendo largos

periodos de vida latente. 

Las ascosnoras pueden ser artt,ftcialmente tnduci- 

das a germinar, ya sea con calor o por aqentes quimt- 

cos. 

De cada ascospora se pueden obtener cultivos pu- 

ros, con un solo tipo de núcleos ( ho7nocart6ttcos) lo

que permite clonar a Neurospora. 

De 10 exz) uesto anteriormente se deducen claras

ventajas del empleo de éste hongo como modelo biológico, 

como son: a) su nutrición simple, b) ser hapZoide
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c) su rápido crecimiento en cultivo, d) la .sencillez

de su morfología, e) la presencia de un ciclo sexual

y f) la existirncia de un gran númaro de nutantes bio— 

químicas y morfológicas. 

El hongo Neurospora crasAa resulta pues ser un

modelo biológico adecuado para el estudio de la requla— 

c16n del metabolismo nitrogenado. 

La síntesis y distribución de glutamina p u3den

considerarse cosco la encrucijada del netabol i.smo nitro— 

genado, ya que el nitr6geno del medio se asimila como

amoníaco y es transformado a glutamina. 

Por otro lado, la gZutamina puede considerarse

cosco el donador universal de nitr6geno amino para la

síntesis de muy diversOs compuestos ( fig.), siendo

además su síntesis el lugar donde convergen los meta— 

bolismos hidrocarbonado y nitrogenado. 

glutámico
glutamina

amoniaco

A TP A( g* DP

síntesiS

de proteínas

aminoácidos

aminoazucares

purinas

pirimidinas

vitamtnas

carbamil

fo sfa to
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Debido a que la enzima glutamino sintetasa ( G. S. ) 

es la responsable de la sínb'ests de gZutamtna, debe

tener un papel clave en la regulación del tnetabol tsmo

n i trogenado. 

En células de organismos procartotes, se conoce

que la enzima en cuestión está sujeta a muy variados

mecanismos regulatortos, corno son: 

a) Inhtbictón por los productos . finales del meta— 

boZtsmo nitrogenado, como alanina, gltcina, histidina, 

tripto,fóno, carbamtl , fosfato, CTP, AMP, glucosamina 6— 

fos,fato, etc. Esta inhibición es acumulativa por mezcla

de éstos we tabol i tos. 

b) Regulación de su actividad por uj sistema de

cascada que incluye proteínas adeniladoras y desadeni— 

ladoras, permitiendo un ráptdo control. 

c) A nivel genético presenta un sistema de auto— 

rP.qulación del producto de transcripción. ( 36), ( 37), ( 38). 

El papel de la enzima sobre el metabolismo es

imnortante, pues as un modulador de operones cataból icor

como eZ de la histidasa. 

En células de mamífero, donde la ,gZutamina tam— 

bien tune un papel importante en la asimilación y

distribución del nitrógeno, se conoce mucho menos acerca

de la regulactón de la , glutamino sintetasa. 



La glutamina de estos organismos se encuentra

presente en cantidades elevadas en gran parte de los

tejidos tm orta•ntes como coraz6n, cerebro, hígado, 

rtñon, etc. La glutamino sintetasa tiene una especial

importancia en el sistema nervioso, donde se encuentra

relacionada a la concentración de inhtbidores y excita— 

dores ( glutdmtco: excitador, 2 gamma amtno butírtco: 

tnhibidor), de la ,funci6n simpática. 

Otro papel importante de ésta enzima se presenta

en el tejido renal, donde cumple una . funct6n de regula— 

dor del equilibrio ácido—base por el atrapamtento de

amoníaco, 10 que además ayuda a la détoxtficact6n de

otros tejidos. 

La glutamino stntetasa de éstos eucariotes presen— 

ta una estructura de octámero ( mamíferos, plantas, 

Neurospora) a di fereacia del dodecdmero de procartotes. 

Un enfoque ex,>>ertmental para conocer la regula— 

ción del Tetabolismo nitrogenado, es el estudio de la

regaZaci6n de la glutamino stntetasa, a travez del ats— 

lama- nto de mutantes estructurales y regulatortas de

P. sta enzima. 

F,l aislamiento de éstas mutantes permitirá es— 

tablecer 10 siguiente: 

A) 4t sólo una enzima sintetiza toda la gZutamina

que requiere la celula. 
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B) Si cambios en la estructura resultan en una

dt.ferente regulaci6n. 

C) Si cambios regulatortos en la síntesis de . glu- 

tamtna afectan la regulaci6n en la distribución de éste

aminoácido y en el cataboltsmo nitrogenado. 

D) Si existe una relación entre la regulaci6n

de la . fuente de carbono y la , fuente de nitrógeno. 

En ésta tesis se presentan los resultados del ats- 

Zamtento y caractertaaci6n de una mutante qur requiere

glutamtna para cracer. 

El desarrollo de la bioquímica genética de hongos

se encuentra en gran harte basado en el estudio de muta- 

ctones en locos especí,ftcos. Sin e11_as, la función de

un gene así como la regulaci6n a que se encuentra some - 

tido, . sería muy dt.fíctl de establecer. ( 23). 

Aunque en teoría todas Zas características h-?redi— 

tartas son mutables, en Neurospora la recuperact6n de

cepas con mutaciones viables en la mayoría de Zas

funciones controladas por genes es muy baja ( II), tan

solo de un 5 a un 109 del total pueden ser compensadas

por un requerimiento específico, 
adicionado al medio

de cultivo. 

Por otro lado, mutaciones en genes indispensables

solo queden s? r obtenidas como letales condtctonals. 

Dentro de la mayoría de los +)rocedt atentos ela— 

borados para el aislamiento de mutantes, se introducen
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métodos , cara incrementar la ,frecuencia de mutación. 

Como la ,gran parte de éstas mutantes inducidas alteran

o suprimen parcial o totalmen# e el producto proteico

codificado por ub gene, estas son recesivas al a1e10

silvestre. Siendo N. crassa un organismo haploide, ésta

recestvtdad no es encubierta por el alelo dominante, 

como ocurre en células d ipl o t de s. 

Las mutaciones pueden ser clast,ficadas como

microlesiones y macrolestones. A la prtm-3ra clase per— 

tenecen alteraciones pequeñas en el ADN, que tnvolucran

solo un nar de bases. Existen tres tipos prtncinalus

de ésta clase: 

a) Yutactones . sin sentido ( nonsense). — Cuando el

codón o trtplete de bases resultante no codifica para

la tnserct6n de ntn,gun aminoácido, provocando la ter— 

mtnact6n tempt àna de 1s traducción y dando como resul— 

tado un poltpépttdo incompleto. 

b) Mutaciones de sentido perdido ( mtssense).— 

En éste caso el codón resultante de la al teractón de un

bar de bases, codi,ftca para un amtnoáctdo dt,ferente, y

aunque se traduce completa, la estructura , final de la

proteína se encu,3ntra más o menos alterada, dependiendo

del sitio en que se encuentre el aminoácido, y de su

diferencia con respecto al original. 

c. , Virtaciones por pérdida o adtctón de uno o más

ares de bases ( frameshtft).— Este tipo de mutaciones

son polars, es decir, toda la secuencia de trtpl ?tes

ostertor a la mutactón se encontrará aZterada, dando
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como resultado la , formación de un , col ipppttdo diferente

al original. 

El , grado de alteración depende de que tan lejos

del inicio de transcripción del gene se encuentra la

lesión. Para que éste tipo de mutacion-:?s sean polares, 

la p' rdida o insetrci6n de pares de bases no deberá ser

de tras o de sus múltiplos. 

A la segunda clase de mutaciones ( macrolesiones), 

pertenecen las d? lociones, que son o4rdtdas de varios

naces de basas, o inclusive de uno o nás genes. ` star

mutaciones son por regla general irreversibles ( excepto

por una supresión intergénica). La deleción de dos o

más ganes condecutivos son . frecuentemente letales para

la célula. También a ésta c1as2 pertenecen los rearre— 

glos cronosomales tal -,s como inversiones y t•ransloca— 

ciones. 

Las mutaciones pueden o no encontrarse asociadas

a cambios mor.fol6gicos. Una mutante bioquímica afecta

una canacidad sn una reacción m,? taból ica definida, la

mutación impide la elaboración de algún m? tabolito o la

degradación y/ o asimilación de otro. 

Las mutantes bioquinicas areseatan por regla ge— 

neral, una . mor,fologia muy parecida a Za de la ce -)a §; 1— 

vestre, cuando el requerimiento 12 es adicionado al - i?— 

dio en czntidad su.fici-ente. Obtención d? mutantes de

éste tipo, es decir, que pasan del fenotipo silvestre
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al mutado se conoce como mutación hacia adelante, por

el contrario, una reversión o mutación hacia atrás es

aqu3lla que pasa d,, l estado mutado al silvestre o a un

fenottpo muy oarectdo. 

Los distintos tipos de mutaciones mencionadas, 

ocurren espontaneamente, siendo un fenómeno general

observado en todas Zas células; usualmente la , frecuencia

de nutact6n es muy baja, pudtendo.ss incrementar por el

uso de agente?s físicos o químicos. 

El espectro mutacional varía conforme al mutágeno

expleado, así, las mutaciones inducidas por rayos 1, 

luz ultra violeta y Zas espontáneas, pert?necen a todos

Zos tipos conocidos, en1tanto que los mutágenos químicos

usualmente inducen mutaciones puntuales ( 21) ( 22). De

éstos últimos la N—mettl—N'—nitro—N—nitrosoguantdina

NTG) ( 17), ? s el más empleado, pues presenta Zas si— 

guientes ventajas: es muy potente, actúa preferenctal— 

mente . sobre el ADN en repl icact6n, produce transtctones

y transversiones y no produce mutacton:es de corrimiento. 

Sin embargo, como princtpales desventajas, se ha enco— 

trado que produce nol tmutacion,gs, puede alquilar el

ADN nor la formación de diazometano y es carctn6geno. 
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Material y Afetodos

I) Cepas. 

Todas Zas cepas utilizadas fueron obtenidas de

The Fungal Genetics Stock Center", Dartmouth College, 

Hanover, New Hampshire, 03755; y de 1a colecci6n perso— 

nal del Dr. Jaime Mora. 

a) Cepas . silvestres. 

St. Lawrence.— St. 74—A y St. 73—a. ( Crecen en medio

mínimo y son fértiles). 

b) Cepas mutantes. 

CepaZ.g m 1 ( crece en medio mínimo más glutamina 200

microgramos/ mi.,7.) 

Cepa trip 2 ( crece en medio mínimo más triptofáno 200

microgramos/ ml. ) 

Cepa arg 5_ ( crece en medio mínimo más arginina 200

microgramos/ m1.) 

II) Medios de cultivo. 

a) Medio mínimo de Vogel ( 13). 

Soluci6n 50 %: 

A 750 ml. de agua añadir y disolver sucestuam3nte: 

Na3CSH507. 2X20........................... 117. 5 gr. 

ICH., PO4................................... 
250 gr. 

NH4NO3 .................................. 
100 gr. 

Mg 704. 7H20 .............................. 10 gr. 

Ca C12. 2X2 0.............. ................. 5 gr. 
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reactivos traza........................... 5 ml. 

biotina ( 50 ug/ ml)........................ 5 mZ. 

Ajustar a un volámen final de 1000 m1. y añadir 5 m1. 

de cl oro.formo. 

Solución de reactivos trama. 

A 95 ml. de agua , añadir y disolver sucesivamente: 

ac. cítrico. 1820....................... 5 gr. 

Zn 504. 7FI20............................ 5 gr. 

Fe ( NII4) 2PSO4 ) 2. 
6H20 .................... 1 gr. 

Cu 304. 5E20 ............................. 0. 25 gr. 

In 504. 1 E
2

0 ............................. O. 06 gr. 

h!
3803.. ................................ 

0. 05 gr. 

Na 2900

4* 
2hf20 ........................... 0. 05 gr. 

Se ajusta e1 volúmen a 100 ml. más 1 ml. de cloroformo. 

Solución de biotina. 

0. 005 gr. en 100 m1. de una solución al 50% etanol—agua. 

b) Afedio SN. 

Fs esencialmente e1 medio mínimo de Vogel, al

cual no se le adiciona nitrato de amonio y el sulfato

doble de fierro y amonio . se sustituye por sulfato

ferroso heptahidratado. La fuente de nitrógeno se agrega

como aminoácidos * ( 200 ug/ m1.), uridina* o adenina ' 

La . fuente de carbono es sacarosa al 1. 5% ( p/ v)— 

éstos se agregan en solución esterilizada por . fil— 

traci6n al medio ya estéril.) 
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c) Medios s6l idos. 

A los .medios de Yo,geZ o SN se les agrega agar

al 1. 5% ( p/ v) ( Bacto agar " Dt fco Lab."). 

d) Ifedto para selección de mutantes. 

Se emplea para cuentas viables y : cara recolacci6n

de colonias ( éste medio induce creci*niento colontaZ en

Neurospora ) ( 14). 

Al medio de Vogel o SN se le sustituye la sacarosa

por glucosa 0. 05%, . fructosa 0. 05% sorbosa 1%, soZ tdi— 

ftca.ndo con 2% de agar. F.Z medio autoclaveado . se vt- rte

a cajas da petrt de pldsttco ( estériles y desh:?chables) 

nontendo 25 ml. de medio an cada una. 

e) Vedto de pruebas. 

Se utt Z tza para pruebas de auxotro.fia de c.? -)as

mutantes. 

A los medios de Vogel o SN se Zes adiciona saca— 

rose, ial 0. 4% y sorbosa al 0. 8% ( itgrna Chem. Co. ) sol i— 

di.ficando con agar al 1. 5% ( p/ v) usando 25 ml. de medio

nor caja de netrt. 

f) Vedto , para cruzas. 

7e Prepara rehtdratando 17 gr. de Bacto Corn Meal

Agar (, 01.' f co lab. , 0114- 05, Detroit, Michigan) con un 1 i tro

de aqua bidestilada., calentando a ebull1c¡ 6n hasta di— 

soZ ver y se autocZavea
or 15 nein. 
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rrl' ) Obtención de esporas y determinación de

viabilidad de Za cepa St. 74—A. 

Se inocularon esporas de Za cepa 74—A en matraces

de 250 m1. con: 50 m1. de medio mínimo con 1. 5% de a.qnr. 

Los matracas se incuban a 290C durante tres días

y nor dos días más a 25° C, con buena iluminación. 

Las esporas se resusnendteron adicionando 50 mZ. d? 

agua bidestilada (-st4rtl a cada matraz, agitando para

d4>srir5?nd- rlas. La suspenst6.a se . filtró nor una columna

con fibra de vidrio y se calculó la concentración de

contdias por m1., por cuenta directa, ajustand-)s9 a

un 7ntll6n de conidias / ml. 

Se hicieron diluciones de la suspensión anterior y

sP platenron 100 esporas en cajús de medio mínimo Vogel— 

g,?rmtnact6n, incubándose a 290C por 48 horas. Se deter— 

minó el nor ciento de viabilidad. 

rY) Mutag4nesis y control de sobrevtvi-?ntes. 

Para Za mutagdnests se -) artt6 de esporas d? cinco

días de la c? pa 4t. 74—A, suspendidas en una solución a— 

mortiguadoramortiguadora d? fosfatos ( 0. 67 M pH 7), ajustando la

concentración de conidias a 21 millones/ m1. 

A 19 ml. de la suspensión anterior se Ze. s adiciona

1 ml. d una solución de N—mgti1—N'— nitro—N—nitro.sogua— 

ntdina ( NTi7r 9tgma Chem Co.) con 200 ug/ ml., esterilizada

por .f1ltract6n y se incubó a 25° C con agitación lente

Y dada ZO mtn., por una hora, se tomaron al tcuotas de

3 m1., se . f0traron por membrana : 7ztll tpore ( HA 0. 45 ) 

y se lavaron con seis voZúm nes de agua btdestilada. 
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El filtro con las esporas se resuspende en seis

m1. de agua. Una al icuota de ésta suspensión se diluye

y se platea en cajas
de petri con medio Vogel—germina— 

ci6n. La cantidad de esporas fue de 200 por caja. Las

cajas se incában a 299C durante 48 horas, al cabo de las

cuales se cuenta el número de colonias y se selecciona

el tiempo que resulta en 90% de sobre vivencia. 

V) Selecci6n de mutantes enriquecidas Dor fil— 

traciones. ( 24) 

La suspensión de esporas mutagenizadas se colocó

en un matraz erlemtmeyer de 500 m.l. , con 250 mi. de medio

1,y glutámico 5m#. La conc2ntraci6n . final de es°.eras se

0

llevó a 1 millón/ m1. Ek matraz se incrbó a 37C, con

agi taci6n. Las filtraciones se realizan periodicawtente, 

a un matraz erlenmeyer de 500 ml., con cuatro capas de

gasa, en forma de bolsa, asegurada a la boca del matraz. 

Todo el procedimiento se
realiza ? n condiciones

est4riles). 

La primera . filtraci6n se llev6 a cabo a las 8

horas, efectuandose las siguientes en períodos de

2- 4 horas durante un día, de.spu- s del cual el interválo

se ampl i6 de 6- 12 horas. 

Como el medio decreció en volumen en el transcurso

de Zas . filtraciones, se adicionó la cantidad
suficiente

del mismo medio, para mantenerlo
constante
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Los periodos entre filtraciones se escogen tomando

en cuenta que cualquier crecimiento que se ob -,,?rve a

stmnle vista, debe ser removido inmediatamente, pues

denrtva al medio de nutrientes y la conidta no germinada

se ) ega a las htfas. 

El procedimiento . ftaal iza cuando no aparece- 7,ó,,, 

cr•3ctmtento después de que se ha agregado medio fresco, 

72 horas despu4.s de la al tima . fil tracián. 

VT) Concentración y plateo de la población enri— 

que c t da de mutantes. 

La ;. oblact6n 2nriqu?cida se concentró or filtra— 

ct6n a través de membrana ( mtll more 1. 2 micras), 1a— 

vandose con 100 m1. ds agua bidestilada est.g' rtZ y re— 

suspendiendo en 5 n1. 

Se calcula el nungro de esporas y se platean

0. 1 ml. d2 la su5penst6n en cajas de netrt con medio

SN germtnactón—gZutamina como única , fuente de nttró— 

g,- no. Las cajas se incuban a 370C hasta la aparición de

colonta.s ( de 18 a 24 horas); 

VII) Aislamiento, crectmt tinto y prueba . fenottpica

de las nostbles mutantes. 

Cada colonia se aísla a un tubo de . 13175 mm. 

con Z. 5 m1. de w?dto s6Z tdo, supl detentado con ? OOu.g/ ml. 

de gZutamina. - s indispensable aislar el mayor número
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posible de. colonéas. Los tubos se incuban por tres días

a 29 C y por dos días más a - 950C, con iluminaci6n.. S? 

seleccionan todos aquellos tubos que esporuZen. 

La prueba fenotíptca da las colonias . se realiza

en cajas de Petrt con los siguientes medios: 

a) Vogel ( de prueba) 

b) Vogel , glutámtco 200ug/ 7n1 ( de prueba) 

C) SN glutámico 200 ug/ mZ. ( de : prueba) 

d) . 7Y glutamina 200 ug/ m1. ( de prueba) 

Las cajas se incuban a 29 y 37 0C, y los re sul tado s

se r?portan a las 48 horas, seleccionando las cepas con

los .fenottpos apropiados. 

VIII) Cruzas y a.nál t s t s de la p cogen t e. 

EsnoPas de la cena 73- a se inoculan a tubos de

15 ml. conteniendo 5 m1. da medio Corn 1( eal Agar. Se

incuban de 4 a 6 días a 25'OC en la obsuridad; al cabo

de los cuales son , f,?rttltzados, esparctendole.s es- oras

de las posibles cepas mutantes. 

Los cujttvos ferttltzados se tacuban a 250C en

aus•:?ncta de luz. 

a) Anál tsts de la cruza por ats1amtf3nto al azar.— ( 30) 

Aproximadamente 10 días después de la fertil tza— 

ctán, los tubos se exponen a la luz, y después de un

día las ascoanoras son - gxiulsadas del -) erttecto. 

La recolecct6n de Za. s ascosporas se hace tntro— 

ductendo 5 ml. de agua bid?sttlada estéril al tubo, 
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desnrendiendolas con un apl tcador de madera est4riZ, la

suspenst6n así obtenida . se centrifuga por 10 min. a

2000 r. p. m., descartándose el sob renadan te. 

BI paquete de ascosporas se coloca en un baño

maría a 6000 por 30 nmtn. y se resuspende en 5 ml. de

agua destilada estgrtl, ajustando la concentración ara

tener 1000 ascosporas/ m1. Se . platean 0. 1 m1. a cajas

de medio SX , gZutamtna- germinación, las cuales se incu- 

ban - por 12 horas a 29QC. 

Las colonias son aisladas a tubos de 13175 mm., 

coz 1. 5 ml. de medio SN glutamtna, e tncubadas por 5

días. 

La prueba se realiza en los mismos medios en que

se anal tzó el . fenotipo de Zas capas mutantes, a ambas

temperaturas. 

b) Dtsección de ascus.- ( 31) 

Nueve días despu-' s de que los tubos _fueron . fer- 

tiZtzad-)s con esporas de las cepas mutantes, se tomó

un neritecto con una aguja de disección, colocandolo

sobre un rectángulo d,? altar duro al 7%. Bajo disección

microscópica el neritecio se explota con unas mtcronin- 

za.s, Z iberando a las ascosz; oras. 

Se adiciona una gota de agua al racimo da ascos- 

poras, sustrayendo cada ascus con una aguja pyrex. . rada

a scos.­ ora se a t s1 a a un tubo( tomando en cuenta ? 1 or- 
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den) del medio aprontado ye incubando hasta esporulactón. 

3233. 
c) Comrlementación en medio líqutdo. 

Esporas de cinco días de las dos cepas por compl -?- 

m? ntar , se resuspenden en medio mínimo de Vogel y se

ajusta la concentract6n a 10 millones/ m1.; ambas susen- 

stones se inoculan a un tubo con el mismo medio ( de

13.T100 con 2 m1. de mdto), variando Zas concentracton•-?s

de una con respecto a la otra, pero siempre qu,-:dando

con una concentractón final de 2 mtllonas/ m1., tnocu- 

Zando además tubos con una sola suspenst6n de esporas. 

Estos ulttmos son utilizados como control negativo de

crecimiento. 

Los tubos son tacubados a 29° C en recoso, durante

las nrtmeras 48 horas, agitando suavemente cada 24

horas, Dara evitar la es) orulact6n de las condiciones

donde aparezca crecimiento. 

Se dice que hay com-?lementact6n cuando después

de cinco días se observa buen crecimiento. 

II) Crecimiento en medio 1 íqutdo
S

Se nraparan ocho ÍnatracPs de floraneta, cada uno

con 400 m1. de medio SN y sacarosa al 1. 5%, agregando

glut4ntco 5 mé a cuatro de ellos, y glutantna 5mAf a los

otros cuatro. Se inoculan con una susz)enst&n de esporas

a una densidad óptica de 0. 04 a 540 nm. de 1 ongi tud ' dg

onda. ( Col oríme tro " Baush and Lorcb ", cel dt 1 1 as de 1. 5

1 10 cm. ) 
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Los matracas son agitados y oxigenados por m? dto

de aire húmedo estérél. 

La curva de crecimiento se elaboró de la stqu! Dntn

manera: se tomaron al tcuotas de cada matraz, se ft1 tra— 

ron nor membrana ( mi11 tpore H9 0. 45 micras) y se lavaron

con dos vIlúmenes de agua desttZada. La x) roteina se

praci-)ttó agregando 2 m1. de ácido tricloroacéttco ( 5%() 

a cada muestra, centrifugando a 2000 r. p. m. durante 10

min. ; el pracIpttado se resu•spendió en sosa 1N y se

toma ronr al tcuotas para medir la proteína por el método

de Lowry ( 26), elaborándose curvas de concentración de

nrotefna contra tiempo. 

X) Determinación de glutámtco y glutamtna. 

Se inocula 1 1 t. de medio mínimo de Vogel, con

1. 5% de sacarosn, con una solución de esporas de 0. 06 d

de densidad ópttca, medida a 540 m# de longitud de onda. 

Las esporas fueron incubadas a 25< C durante 12

horas, con agitación por butrbu jeo. 

A éste tiemoo se filtró por mt11t ) ore ( 1. 2 . mtcras), 

una al t cuota de 300 m1., lavandose con 400 ml. de agua

desttlada. La extracción y separación del , glutámtco y

la ,glutamtna se realizó por n1 método montado -.) or G. 

Vaca ( G. Vaca y J. Afora, en preparación, 1976); los

amtnoáctdos separados se cuanttfteaRon por el
método

de la ninhtdrina. ( 27) ( 28). 
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XL) Yedtct6n de 1a actividad de glutamtno stnte- 

tasaCY

S e tnocul6 un 1 t tro de medio SY glutamina . saca- 

rosa con esporas de etnco días, incubándolos durante

12 horas a 37 C, con buen burbujeo. Al ftnal izar éste

tiempo, se . ftltr6 nor pa.,-ne1 6lat.man, adicionando la caatidad

mtntma de acetona ( 4° C) para deshidratar el mtcel to. 

Los ol vos d? acetona se muelen en mortero, agregando

trozos de hielo seco hasta obtener un polvo ftno. Por- 

cada gramo de adtctonan 12 ml. de buffer de extracción

K2EPO4- 5X10 - 3Y, EDTA- 51.19- 4j(, K2SO4- 5116- 210 y se

homogentza por 10 mtn.. E1' homoganado . se centrt,fuga a

10 000 r.p. m. durante 15 mtn., a 4° C, el sobrenadante

es dial izado , or una columna de se,fadex 0- 25. El

extracto dial izado es util Izado como , fuente de enzima. 

La mezcla de reacci6n para medir la actividad de

t ran s.fe ra sa, con t t ene : A DP- 1. 5mM, , q1 u tam i na- 90mM , 

MnC12- 4. 5mlk, arsenato de . sodio- 35mM, NH2OX- 17, 5mH, 

buffer trt s acetato- 0. 4 M., extracto- 0. 3 m1. Se co- 

losan 0. 85 m1. de la mezcla en tubos de 13 1 75 mm., se

nreincuban a 30° C durante 10 min. 

La nezcla de reacct6n para medir la actividad de

sintetasa es la st,qutente: ATP- 36m)f, glutámico- 150T' l, 

MgSO4- 820 mlf, buffer t n t dazol ( 0. 34 gr/ 1 t ), EM - 

9. 1110 -3i1. Las . soluciones de ATP y glutámtco deben estar

o, ju.stadas a pfl 7. 2. 
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Las reacciones de medición enzimática se
inician

por la adición de 0. 15 ml. ( extracto dial izado) para

trans,ferasa y 0. 2 m1. para sintetasa, y se rara a los

5 min., agregando 0. 5 ml. de cloruro férrico ( 25 gr. 

TCA, 8 gr. FeCl2 aforados a 250 ml. con HCI 0. 5 N), que

además precipita Zas proteínas. Los tubos se centrifugan

por 30 min. a 2000 r. p. m., midiéndose su densidad 67)— 

tica a 500ain de longitud de orada. 

Se determina la cantidad de proteína presente

en el extracto por el método de Lowry, cal culandose

la actividad específica como" de gamma—glutamil— 

hidroxamato/ min. / mg. de proteína. 
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Resultados

La viabilidad de las esporas de la cepa 74—A, 

plateadas en medio míntmo germtnact6n se encuentranen

ka tabla 1. Es el promedie de tres experimentos real t— 

zados por separado. 

Se observa que el porcentaje de esporas germina— 

das es elevado, 
contándose así con el material

adecuado

para real izar el experimento de mutagénests. 

EZ control de sobrevivientes al
tratamiento mu— 

tagentco se mtdt6 como el
decremento en el número de

colonias, después ' de la mutagenesis. 

El mutágeno NTG, a una concentractán de 10 mtcro— 

gramos por, mtttl{ trar, a 250C y con agttact6n lenta, 

dt.smtnuye la viabilidad con el ttempo. ( Tabla 2). 

De acuerdo con Za tabla 2, se selecci6n6 30 ntn. 

de tratamiento con el mutágeno. 
Después de mutagenizar

la noblactán de esporas , se somett6 a un enrtquecimiI?rito

nor .fil tractones, 
plateandose la población de esporas

enriquectda.s en cajas de SN germtnact6n •glutamtna , 

aislando se 640 colonias, de las cuáles solo crecieron

y es-norularon en
tubo con medio s61 tdo ( SN glutamtna), 

441: 

F,'sta.s colonta.s se probaron en cajas con medio . de
prueba S'N, en presencia de Zas siguientes fuentes de
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nitrógeno: amoniaco, glutámico, glutámico—amoniaco y

gl utamtna, por dup 1 i cado a 29 y 37'0C. Lws resul— 

tados se presentan en la tabla 3, a las 48 horas de

incubactón. 

Las cepas incluódas en los medios de prueba, como

control, fueron: la silvestre St. 74—A y la auxótrofa

de , glutamina qlm—I Un hallazgo fué que ésta dlttma cre— 

ce en glutámico a 37° C. 

De todas Zas cepas probadas solamente una demostró

ser- totalmente dependiente de glutamina para crecer, a

ambas temaeraturas, 10 que la dt ferencta de la cepa

1. 

Las cepas GDFI—D encontradas, probablemente tie— 

nen una mutación que les impide catabolizar glutámico, 

no produciendo el amoníaco necesario para . sintetizar

glutamina. 

Las glm parciales, son posibles cepas pot t

mutadas, cuya dependencia de glutamina no es total. 

Tanto las Aff- 1, como las silvestres, son cepas

que escaparon al método de enriquecimiento, 
sobreviviendo

hasta el , plateo final, donde fueron recuperadas. 

La cepa glm total se denominóZg m 2 y se cruzó

por la cepa silvestre St 79—,a ( tso,genica con la St 74—A

excepto en el tipo de conjugación), para purificar .solo

aquella ?nátactón de la que depende el requerimiento por

glutamina. Además, se buscó con ésta cruza mejorar el
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crecimiento y la esporulaci6n, ya que ésta cepa esnorula

mal y tiene una morfol ogta diferente a la silvestre. 

La cruza de la cepa mutante por la silvestre per- 

mite también conocer e1 número de loci que pat-ticipan

en e1 requerimiento por glutamine. 

Los resultados obtenidos de ésta cruza son los

siguientes: de 100 colonias analizadas 48 fueron silves- 

tres y 52 requieren glutamina, lo que indica que la

mutación ilm 9 es monogenica. mendeliana. De ésta cruza

se seleccionó una cepa glm2, con características de

esporulaci6n y morfología semejantes a las de la cepa

sil ve stre. 

También la cruza en cuestión se analizó por disec- 

ción de ascus, lo que permite establecer de manera de- 

finitiva

e- 

finitiva una segregac i 6n monog4n i ca. En la tabla 4 se

muestra el resultado obtenido. 

Como se observa en la tabla, el porctentop-' tanto

de cepas silvestres como de cepas que requieren gluta— 

neina, eg, del 50%. 

Se analizó también por cruza, el alel ismo de ésta

nueva mutación en relación a otra cepa que requiere

gZutan ina ( Igm- 1 ). 

Para esto la cepa cgZm- 1 se usó como receptora

y la ,1qm- 2 como donadora, siendo el porcentaje de

nación de 92%; - 

Fn Zas cajas de medio mínimo, de 5000 asco,sporas



plateadas, no apareció ninguna colonia recombtnante

silvestre) en 4 días de incubación, solamente al quinto

dta de observación, se vt6 una colonta. 

Se estudt6 también la dominancia y rece.stvtdad

de la nueva mutact6n en un experimento de comnlementa- 

ct6n forzada, por medio de la . formact6n de un hetero- 

cari6n, para esto se obtuvo por cruza la doble mutante

trtp2 glm2 y se determinó si^
compementaba o no con la

cepa ar 5. 

La complementación se llevó a cabo en tubos de

131100 con 2 ml. de medio mínimo de Vogel, con y sin

glutamtna. Los resultados se reportan en la tabla 5. 

Como se observa en la tabla, la mu ta c t 6n , g1 m2

es claramente recestva ,
frente al alelo silvestre, en

el heterocart6n. 

El crecimiento en medio liquido de ésta mutante, 

en dos . fuentes de nttr6geno ( glutamtna y glutámtco), 

a 25 y 37<7C, se muestra en la . figura 19 com-) arados con

el de la cena gt 74- A. 

Cono se observa en la figura, la cepa gZa2 solo

es capaz de crecer cuando el medio contiene , glutanina, 

en el caso de glutámtco como ,
fuente de nitrógeno, la

mutante solamente , germina, a diferencia de la cepa 74- A

qui si trace. 

Los resultados de la medtct6n de , glutámico y qlu- 

tam,ina de la cena . glm2, tncubada por 1, 9 horas Pn nedio
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nctntmo a
25c>

C y com,) arados con 1a cepa crol, , s

en 1 a tabla 6. 

La acttvtdad de la enitota plutamtno stntetasa, medida

tanto por la reacct6n de stntetasa cono por la de trans— 

feras¢ de la mutante 2--1-m2, se muestran en la tabla 7, 

comparadas con la acttvtdad de la enxtma de la cepa

stivestre en 1a mtsma condtct6n. 
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Dtscust6n

El procedimiento reportado para
seleccionar nutaar

tes que requieren glutamina para crecer, da un bajo raa— 

dimiento de éstas ( tabla # 3), a pesar de que el muta,geno

empleado incrementa el número de cepas mutantes ( tablas

y. 

La aparición de cepas silvestres que no se elimi— 

nan al enriquecer ? or filtraciones, se uede deber a la

presencia de esporas que tardan Mucho en germinar en el

medio selecctonado para el enriquecimiento, o a que

éstas necesitan formar mtcelio más o menos largo para

ser el t ntnada.s por la gasa. 

Por otro lado no se puede prolongar mis el pro— 

cedtmtento debido a que aumenta la postbtLtdad de

contaminación. Insto sugiere la necesidad de usar un me— 

todo de enrtquecamtento Más efectivo, 
que elimine aún

a la población de esporas silvestres no germtnc. das. 

Z método que se juzga más adecuado para
cumplir

el objetivo anterior, es el de natar selecttvamente con

ntstatina o depravando de inositol las conidaas 4vut? inten— 

ten germinar. 

La ntstáttna, un antibiotico aoltenaco que rop,n,je

la organización de la membrana celular produce la muerte

por choque 037n6ttco. 

La dee 4vacton de inost tol se logra al usar una: cepa
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inca"Yax de stntettsar éste compuesto. Cuando contdta.s de

ésta cepa intentan crecer en un medio sin tnositol, mueren

debido a que requieren éste compuesto para stnteti,-ar

membrana. Una segunda mutación en ésta cepa, que tnt•?rfte- 

ra con la síntesis de macromoléculas previene la muerte

de éstas contdia.s, lo que resalta en un enriquecimiento

de ésta población. 

Untdo a los :•)rocedtmtentos anteriores debe usarse

además cepas microcontdtn,ntesque :-por tener un sólo nú- 

cleo, no ex¡ ste la oostbi1 tdad de que se enmascaren - nu- 

taciones recestvasf
5

e ha montado en el laboratorio un : rrocedtniento

con 1a.s recomendaciones antertores, que permite aumentar

Pl número de nutantes auxotrofas de glutamina. 

El m9dto de selección usado permite también . selec- 

cionar neutantes de deshtdrogena.sa glutamtca, éstas tampoco

crPcPn en glutániico debido a que no pueden . formar Pl amonio

para stntettzar glutamtna, . stn Pncbargo éstas ,cu# -den tdPn- 

tt.ftcarse , fáctlmente debido a que crecen en glutámtco

neá s amon t a co. 

La tem:, era tura de 7eleccion de 3iOC, escogida or

la postbil tdad de recuperar mutantes tsrntosen.stbles, no

reportó ntn,quna cepa con éstas caracterí.sttcas. Sin em- 

bargo, dad,7 la tm_,ortancta de la obtención de una cepa

de éste tipo, se continuará con el e.nrtquectniento a

37
0

C. 
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La cruza de la ce,aa mutante con la silvestre, demos- 

tr6 ser una manera eficiente de " 1 imptar~ a la cepa de

mutaciones no invblacradas en el fenottpo buscado, además

de determinar que se trataba de una mutante monogén ca. 

tabla#4). 

La re.cestvidad de 1á nutactón se determina atra- 

vés

tra-

vés de complementar la doble neu tante gl m_ t rtp , con

la cepa arg5 ( tabla # 5). La dependencia absoluta por

gl utanttna de la mutante (, fig. l), es el resultado de un

bloqueo en la .síntesis de éite amtnoáctdo, como lo de- 

muestra la acumulación de glutámtco y la ausencia de

gluta,wtna en contdias incubadas en medio mínimo. ( tabla#6) 

Por último la baja aettvtdad de stntetasa de la

G. 3. en esta mutante ( tabla#7), comparada con la cepa

silvestre, demuestra de manara definitiva que 11 mutación

encontrada es respon.sablewdel
requertiliento por gluta-ntna

para crecer, debido a una dtsmtnucián en la actividad

de gtutamino . stntetasa. 

La art,ftcactón de la G. S. de la cepa glm2 , se

llevó a cabo por un método basado en croma tografía de

afinidad. (35) 

Kl estado ol tgomértco de la enstma, en un , gradiente

de sacarosa, fue de un tetrántero en tanto que el de la

stivestre es de octámero. 

La cara ctert:sactón tnmunológtca con anticuerpos

preparados contra la G. S. de la cepa si1:;' ra
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una en la actividad por mblécula de la Pnzi- 

ma. ( 3t). 

El aislamiento de ésta nueva mutante permite, por

otro lado, la general txaoi6n de una serie de datos, pro- 

bados hasta hace poco con la mutante , glm1 ya exi,stPnte. 

Datos que proponen un efecto pleyotr6pico de ésta eazina

sobre la re,gulaci6n del metabolismo nitrogenado ( J. Mora, 

G. srs) tn, en preparaci6n, 1976) con un posible paPe1

central en éste y como punto de unión con el metabol i .,no

de la . fuente de carbone. 
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Tabla 1

Viabilidad de las esporas de la cepa 74—A

Ne dP esnoras/ ca ja

200

200

200

Nº colonias/ caja

178

182

184

p ronedio

viabilidad

89

91

92

90. 6

Los resultados se tomaron a las 36 horas de

incubación a 29"" C. 

Tabla 2

Efecto de NTG sobre la viabilidad de las esporas

Tiempo ( min.) % . sobrevivientes

0 100

10 96

20 93

30 88

40 84

50 79

60 72

Se tomb corto 100% la viabilidad de las esporas no

mutagPnizadas. 



Tabla 3

genotipo y clasi.ficaci6n de las colonias

aisladas

ff0

de colonias lledio+ QZa.si.ficación

NH4 gl u gl u- NH4 g1 n

419
s i 1 ve.s t re

9 g) g•) g-) 
ql n parcial? s

9 g) g,) g,) g,) 
desconocida

5

5 g) p o s t b l e s rDH- D ' 

1 ng) ng) ng) 
gl m ( Zgm 2 ) 

clave: 

no , germina

g)- germina

crecimiento pobre

crece bien

Los . fenotipos obtenidos . fueron similares a 29 y



CRECIMIENTO EN LIQUIDO DE LAS CEPAS GLM; 2

Y 74 A

20

Moo

40

C

Z

20

a. 

EE 10

8

n

2

0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15

Tiempo ( hrs.) 

CONDICION ; o GLUTAMICO 250 C,* GLUTAMICO 37° C, A GLUTAMINA 25° C,  GLUTAMINA 37° C. 



Tabla 4

Anó.l isi.s de 1a cruza 73a por glm 2 por disección

No ascus

analizados

2

de ascus

No asco.sporas

16

Tabla 5

No silvestres

F.5

No q1'!-- 2

Com lementaci&n . forzada en medio l ígá * do entre

la doble mutante trip2g1m2 y la cepa arg5

tedio Mínimo Mínimo g1n 200

Tubo
1 2 3 4 5 I II IPI IV V

m 7 . t r p ? g 1 m2 0. 5 0. 35 0. 25 0. 15 0. 0 0. 5 0. 35 0. 25 0. 15 o. 0

fm -1 . a rg . 5 0. 0 0. 15 0. 25 0. 35 0. 5 0. 0 0. 15 0. 25 0. 35 0. 5

crecimiento

Rj

La suspensión ajustada a una concentración de 10 millones/ m7. 

A 48 horas de incubación a 29° C. 



Tabla

Poxas de glutámtco y glutamtaa en las cepas jL"i2 y pro1.? 

Cepa Ll n&2 prol 3 * 

Phza gl u g1 n gl u q1 n

m#/ mg p ro t. 2. 29 0. 08 0. 17 0. 37

Obtentdos a las .12 hrs. de tncubact6n en nedto nínine) 

Datos pro^ orctonados ,, or la btoZoga G. sTsptn

Tabla 7

dcttvtdad de glutn.mino stntf-?tasa+ 

Cepa Actividad específtca

trans,ferasa 

LM -2 0. 12

74—A 0. 40

Actividad Asp. SIT

stntetasa

0. 009 0. 072

0. 081 0. 25

Tonada de cul ttvos de 12 hrs. a 37° C en , gZn 5 10

o.no unidades de enstma/ m,q. de proteina
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