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Introduccién

Dadas las dificultades que presenta el andlisis
de los fenémenos biolbgicos en células de organismos
superiores, se han utilizado a eucariotes sencillos
como los hongos en estudios bioquimicos y genéticos,
tendientes a elaborar modelos extrapolables a organts—
mos mds complejos.

Dentro de éstos eucariotes sencillos, un mayor

avance se ha logrado con el ascomyceto Neurospora

crassa. En las células de este hongo se encuentras
reticulo endopldsmico, mitocondrias, vacuolas, nicleo
con nucleolo y diferentes inclusiones como cuerpos de
ergosterol, gotas de aceite, acdmulos de glucégeno,
ete. (1 ).

Un cultivo de Neurospora crece en fornma filamen—

tosa (hifas) cuyo conjunto forma el micelio. Las
hifas tienen un didmetro aproximado de 5 micras Yy

se encuentran segmentadas por paredes incompletas o
septas. La mayor parte de las hifas tienen mds de un
niécleo por célula o segmento. (2 ).

ILas células se encuentran aisladas del medio por
una membrana compleja de doble capa Yy por la pared ce-
lular, principalmente compuesta por polimeros de glu=-
cosa, comple jos péptido-polisacdrido, quitina y galac—

tosamina. (3 ).(4).



Las septas poseen un poro central de alrededor
de 0.5 micras de didmetro, el cual permite el flujo
del citoplasma y organelos a 10 largo de las hifas
y en direccibén del crecimiento, el cual se realiza por:
elongacibn de sus extremos Yy los de sus ramificaciones.
(5.

Los nicleos tienen una divisién mds activa en la
proximidad de las puntas y parece que l1os cromosomas
permanecen en grupos comprimidos de siete durante su
divisién, evitando la posible pérdida de alguno de
ellos, en el rdpido flujo del citoplasma.

Su nutricibn es sencilla‘@ como heterétrofo crece
en una fdente de carbomo, nitrégeno, sales inorgdnicas
y biotina. En nitrato de amonio como fuente de nitré-
geno y sacarosa como fuente de carbono, crece bptimamen=—
te, con un tiempo de duplicacibn de 2.5 horas.

Nearospora crassa presenta dos ciclos vitales:

uno sezual y otro vegetativo 0 asexial. Cuando

Neurospora es crecida en medio sélido? el micelio

adreo se diferenc{a en conidibforos, cuyos extremos
se segmentan y dan lugar a macroconidias{7).

En la mayoria de los medios las macroconidias
tienen de dos atres nicleos por célula en promedio.
Estas son usadas como inbculo de cﬁltivos vegetativosg
y de fertilizantes masculinos en las crugas sexuales.

Eriste tambidn formacibén de microconidias, que



es posterior al de las macroconidias y sucede por un
proceso diferente que no requiere la formacién del
conidibforo, pues se distribuyen a 10 largo de las
hifas(8).

Las microconidias tienen una viabilidad pobre
;4

debido a que en su mayoria son mononucleadas.

Neurospora es un organismo hermafrodita con dos

tipos sexuales comunmente denominados 4 y a, cada uno
capaz de producir gametos masculinos o femeninosfp
siendo necesaria la participacibn de ambos tipos
sexuales en la formacibn del cigoto.

Las esporas resultantes de éste ciclo se conocen
como ascosporas, las cuales estdn contenidas, en ni-
mero de ocho, dentro de una vaina y son muy resistentes
tanto a la desecacibn como al calor, teniendo largos
periodos de vida latente.

Las ascosphoras pueden ser artificialmente induci-
das a germinar, ya sea con calor o por agentes quimi-
cos.

De cada ascospora se pueden obteoner cultivos pu-
ros, con un solo tipo de niécleos (homocaribticos) 1o

que permite clonar a Neurospora.

De 1o exvuesto anteriormente se deducen claras
ventajas del empleo de éste hongo como modelo biolébgico,

como son: a) su nutricibdn simple, b) ser haploide



¢c) su rdpido crecimiento en cultivo, d) la sencillez

de su morfologfa, e) la presencia de un ciclo sezxual

y f) la existencia de un gran nimero de mutantes bio-
quimicas y morfolébgicas.

El1 hongo Neurospora crassa resulta pues ser un

modelo biolbgico adecuado para el estudio de la regula-
cién del metabolismo nitrogenado.

La sintesis y distribucibn de glutamina pucden
considerarse como la encrucijada del metabolismo nitro-
genado, ya que el nitrégeno del medio se asimila como
amonfaco y es transformado a glutanmina.

Por otro lado, la glutamina puede considerarse
como el donador universal de nitrbgeno amino para la
sintesis de muy diversés compuestos (rig. ), siendo
ademds su sintesis el lugar donde convergen los meta=

bolismos hidrocarbonado y nitrogenado.

(sintesis

de proteinas
aminodcidos
aminoazicares

glutdmico BuELcoR

g glutamina ﬂ
’ / pirimidinas
amoniaco

Pé
ATP #g op vitamdnas

carbamil

fosfato
\



Debido a que la enzima glutamino sintetasa (G.S.)
es la responsable de la sintesis de glutamina, debe
tener un papel clave en la regulacibn del metabolismo
nitrogenado.

En células de organismos procariotes, Se conoce
que la 2nzima 2n cuestibdn estd sujota a muy variados
mecanismos regulatorios, como son:

a) Inhibicibn por7103 productos finales del meta=-
bolismo nitrogenado, como alanina, glicina, histidina,
triptofdno, carbamil fosfato, CTP, AMP, glucosamina G-
fosfato, etc. Esta inhibicién es acumulativa por mezcla
de éstos metabolitos.

b) Regulacibn de su actividad por uj sistema de
cascada que incluye protefnas adeniladoras y desadeni-
ladoras, permifiendo un rdpido control.

c) 4 nivel genético presz2nta un sistema de auto-
regulacibn del producto de transcripcién. (36),(37),(38).
El1 papel de la enzima sobre el metabolismo es
importante, pues 2S5 un modulador de operones catabblicos

como el de la histidasa.

En cdélulas de mamf{fero, donde la glutamina tam-
bidn tizne un papel importante en la asimilacién y
distribucibn del nitrégeno, se conoce mucho menos acerca

de la regulacibn de la glutamino sintetasa.



La glutamina de estos organismos se encuentra
presente en cantidades elevadas en gran parte de 108
tejidos im-ortantes como corazbén, cerebro, higado,
rifon, etc. La glutamino sintetasa tiene una especial
importancia en el sistema nervioso, donde Se encuentra
relacionada a la concentracibn de inhibidores y excita-
dores (glutdmico: excitador, 2 gamma amino butirico:
inhibidor), de la funcibn simpdtica.

Otro papel importante de ésta enzima se presenta
en el tejido renal, donde cumple una funcibn de regula-
dor del equilibrio dcido-base por el atrapamiento de
amonfaco, lo que ademds ayuda a la détoxificacién de
otros tejidos.

La glutamino sintetasa de éstos cucariotes presen-
ta una estructura de octdmero (mam{feros, plantas,

Neurosoora) a difereancia del dodecdmero de procariotes.

Un enfoque experimental para conocer la regula-
cidn del metabolismo nitrogenado, es el estudio de la
regulacibén de la glutamino sintetasa, a travéz del ais-
lamiz2nto de mutantes estructurales y regulatorias de
ésta =2nzima.

Fl aislamiznto de éstas mutantes permitird es-
tablecer 10 siguiznte:

4) Si sbélo una enzima sintetiza toda Ia glutamina

que requizre la célula.



B) Si cambios en la estructura resultan en una
diferente regulacibn.

¢) Si cambios regulatorios en la sintesis de glu-
tamina afectan la regulacibn en la distribucibn de éste
aminodcido y en el catabolismo nitrogenado.

D) Si existe una relacién entre la regulacién
de la fuente de carbono y la fuente de nitrégeno.

En dsta tesis se presentan los resultados del ais=
lamiento Yy caracterizacibn de una mutante qur requiere
glutamina para cracer.

El desarrollo de la bioquimica genética de hongos
se encuentra en gran narte basado en el estudio de muta-
ciones en locus especi{ficos. Sin ellas, la funcién de
un gene asi como la regulacibn a que se encuentra som2-
tido, serifa muy diffcil de establecer. (23).

Auhque en teoria todas las caracteristicas h2redi-

tarias son mutables, en Neurospora 1la rebuperacién de

cepas con mutaciones viables 2n la mayoria de las
funciones controladas por genes es muy baja (11), tan
solo de un 5 a un 10% del total pueden ser compensadas
por un requerimignto espec{fico, adicionado al medio
de cultivo.
Por otro lado, mutaciones =2n genes indispensables
solo pueden s2r obtenidas como letales condicionales.
Dentro dz la mayoria de l1os procedinientos cla=

borados para =21 aislamiento de mutantes, se introducen



métodos para incrementar la frecuencia de mutacibn.
Como la gran parte de éstas mutantes inducidas alteran
o suprimen parcial o totalmenlte el producto proteico
codificado por uh gene, éstas son recesivas al alzlo
silvestre. Siendo N. crassa un organismo haploide, ésta
recesividad no es encubierta por el alelo dominante,
como ocurre en células diploides.

Las mutaciones puzden ser clasificadas como
microlesiones y macrolesionzs. 4 la primzra clase per-
tenecen alteraciones pequerias en el ADN, que involucran
solo un par de bases. Existen tres tipos principales
de ésta clase:

a) Mutaciones sin sentido (nonsense).- Cuando el
codén o triplete de bases resultante no codifica para
la insercién de ningin aminodcido, provocando la ter-
minacién temptana de l& traduccibn y dando como resul-
tado un polipéptido incompleto.

b) Mutaciones de sentido perdido (missense).=-

En éste caso el coddén resultante de la altzracién de un
par de bases, codifica para un aminodcido diferente, Yy
aunque se traduce completa, ld estructura final dz la
proteina se encuzntra mds o menos alterada, dependiendo
del sitio en que se encuentre el aminodcido, y de su
diferencia con rzspecto al original.

¢) Ngtaciones por pérdida o adicibn de uno o mds
~ares de bases (frameshift).- Este tipo de mutaciones
son polar=s, es decir, toda la secuencia de triplates

~osterior a la mutacién se encontrard alterada, dando



como resultado la formacién de un polipéptido diferente
al original.

El grado de alteracibn depende de que %an lejos
del inicio de transcripcién del gene se encuentra la
lesibn. Para que Sste tipo de mutacionz2s sean polares,
la pSrdida o insermcién de pares de baszs no deberd ser
de tr2s o de sus multiplos.

4 la segunda clase de mutaciones (macrolesiones),
pertz2necen las d2l2ciones, que son pérdidas de varios
nares de baszs, o inclusive dz uno o nds genes. Fstas
mutaciones son por regla general irreversibles (excepto
por una supresién intergénica). La delecién de dos o
mds genes con8ecutivos son frecuentemente letales para
la célula. También a ésta clase perteﬁecen los rearre-
glos cromosomales tal>s como inversion2s Yy transloca-
ciones.

Las mutacionzs puzden 0 no 2ncontrarse asociadas
a cambios morfolbgicos. Una mutante bioquimica afacta
una canacidad 2n una reaccibn metabblica definida, Ia
mutacibn impide la =2laboracibn de algin m2tabolito o la
degradacién y/o asimilacibn de otro.

Las mutantes biogquimicas presentan por regla ge-
nzral, una morfologfa muy parecida a la d2 la cepa Fkl=
v2stre, cuando el requerimi=2nto l2 es adicionado al n>=-
dio en mntidad suficiente. Obtencibn d: mutantes de

ést2 tépo, es decir, quz pasan del fznotipo silvestre
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al mutado se conoce como mutacibén hacia adelante, por
el contrario, una reversiéﬁ o mutacibn hacia atrds es
agquzlla que pasa del estado mutado al silvestre 0 a un
fenotipo muy varecido.

Los distintos tipos de mutaciones mencionadas,
ocurren espontancamente, siendo un fenbémeno general
observado en todas las células; usualmente la frecuencia
de mutacidén es muy baja, pudiendosz incremz2ntar por el
uso de agzntes fisicos o quimicos.

El 2spectro mutacional varia conforme al mutdgeno
empl=ado, asi{, las mutaciones inducidas por rayos X,
luz ultra violeta y las esbontdneas, pertznecen a todos
los tipos conocidos, enttanto que los mutdgenos quimicos
usualmente inducen mutaciones puntuales (21) (22). De
éstos dltimos la N-metil=-N'=nitro-N-nitrosoguanidina
(¥NTG) (17), 2s el mds empleado, pues presenta las si-
guientes ventajas: es muy potente, actia preferencial-
mente sobre =1 ADN en replicacién, produce transiciones
y transversiones y no produce mutacionzs de corrimiento.
Sin embargo, como principalzs desventajas, se ha enco-
trado que produce rolimutaciones, puede alquilar 21

ADN por la formacibn de diazometano y es carcinégano.
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Naterial y Hétodos

I) Cepas.

Todas las cepas utilizadas fueron obtenidas de
"The Fungal Genetics Stock Center®, Dartmouth College,
Hanover, New Hampshire, 03755; y de la coleccibn perso-
nal del Dr. Jaime HKora.

a) Cepas silvestres.

St. Lawrence.- St. 74-4 y St. 7?3-a. (Crecen en m2dio

minimo y son fértiles).

b) Cepas mutantes.
Cepa glm 1 ( crece en medio minimo mds glutamina 200
microgramos/mia)
Cepﬁ trip 2 (crece en medio minimo mds triptefdno 200
microgramos/ml. )
Cepa arg 5 (creceAen medio minimo mds arginina 200

microgramos/ml. )

II) Medios de cultivo.

a) Medio minimo de Vogel (13).

Solucién 50 X:

4 750 ml. de agua aRadir y disolver sucesivamznte:

Na306H507.2H20.. .................... casnte 11705 gPr.
KH2PO4 ................................. vs 200 gr
”34”03 oooooooooooooooooooooooooooooooooo _ZOO gr.
B 50,5, T 0. - aisivivis o v won s wovcin Soibin e o S0l 10 gr.

Ca012.2H20 ........................... s B P
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reactivos trazd........ e s U e e O ML,
Bioting (850 s0/MIl)ccesrciconssdnpomncsvns .5 ml.
Ajustar a un voldmen final de 1000 ml. Yy afradir 5 ml.
de cloroformo.

Solucidn de reactivos traza.

A4 95 ml. de agua , anradir y disolver sucesivamznte:

ac. ci{trico.1840...... B N S5 gr.
Zn SO4.7H20 ............................ 5 gr.
Fe(NH,) 680,) 00 6050, covvivniinenn... 1 gr.
CuSO4.5H20 ........................... e 025 gr.,
InSO4.1H20 ............ P R 5 0.05 gr.
H3BO3. ........ By OO O D RS e e . 0.05 gr.
Na21b04.2HéO. ...... oh e e e s e e s e msise e 08 gr,

Se ajusta el voldmen a 100 ml. mds 1 ml. de cloroformo.

Solucibén de biotina.

0.005 gr. en 100 ml. de unra solucibén al 50% etanol=-agua.

b) Medio SW.

Fs esencialmente el medio minimo de Vogel, al
cual no se le adiciona nitrato de amonio y el sulfato
doble de fierro y amonio se sustituye por sulfato
ferroso heptahidretado. La fuente dz nitrégeno se agrega

como aminodcidos * (200 ug/ml. ), uridina® o adentna™
La fuente de carbono es sacarosa al 1.5% (p/v)-

¥ ' . ,
(* éstos se agregan en solucién esterilizada por fil-

tracibn al medio ya estéril.)
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c) Medios séblidos.

4 los medios de Vogel 0O SN se les agrega agar
a1l 1.5% (p/v) (Bacto agar "Difco Lab. ).

d) Medio para seleccibn de mutanpes.

Se emplea para cuentas viables Yy para recoleccibn
de colonias (éste medio induce cracimiento colonial en

Neurosnora ) (14).

41 modio de Vogel o SN se le sustituye la sacarosa
por glucosa 0.05%, fructosa 0.05% sorbosa 1%, solidi-
ficando con 2% de agar. FEl medio autoclaveado se viz2rte
a cajas de petri de pléstico ( estériles y deshachables)
noniendo 25 ml. de medio 2n cada una.

e) Medio de pruebas.

Se utiliza para pruebas de auzrotroffa de c20as
mutantes.

4 los medios de Vogel o SN se les adiciona saca-
rosaral O.4% y sorbosa al 0.8% (3igma Chenm. Co. ) soli-
di ficando con agar al 1.5% (p/v) wsando 25 ml. d2 medio
nor caja de petri.

f) Medio para cruzas.

Se prepara rehidratando 17 gr. de Bacto Corn Meal
dgar (Bifco lab. ,0114-05, Detroit, Michigan) con un litro
dz agua bidestilada, calentando a 2bullicibn hasta di-

solver y se autoclavea ‘Or 15 min.
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ITI ) Obtencién de esporas y determinacidn de
viabilidad de la cepa St.74-4.

Se inocularon esporas de la cepa 74-4 en matraces
d2 250 ml. con:50 ml. de medio minimo con 1.5% de agor.

Los matraces se incuban a 29°C durante tres dias
y por dos dias mds a 25°0, con buena iluminacién.

Lns esporas se resusnendieron adicionando 50 ml. d=2
aqua bidestilada cstdril a cada matraz, agitando para
desnrandzrlas. La suspensibn se Ffiltré por una columna
con fibra de vidrio y se calculd la concentracién de
conidias por ml., por cuenta directa, ajustand sz a
un millén de conidias /ml.

Se hicieron diluciones de la suspensiébn anterior y
se platearon 100 esporas en cajfas de medio minimo Vogel=-
germinacibn, incubdndose a 29°¢C por 48 horas. Se deter-
miné el nor ciento de viabilidad.

IV) Mutagénesis y control de sobrevivizntes.

Para la mutagdnesis se nartié de esporas d2 cinco
dias de la c2pa St. 74-4, suspendidas en una solucién a-
mortiguadora de fosfatos (0.67 ¥ pH 7), ajustando la
concentracibn de conidias a 21 millonzs/ml.

4 19 ml. de la suspensibn anterior se les adiciona
1 ml. de una solucibn de N-metil=N"-nitro-N-nitrosogua-
nidina (NT@7 Sigma Chem Co.) con 200 ug/ml., 2sterilizada
por filtracibn y se incubb a 25°C con agitacibén lente
y 6ada 10 min., por una hora, se tomaron alicuotas de
3 ml., se filtraron por membrana millipore (HA 0.45 )

y se lavaron con s2is volim2nes de agua bidestilada.
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El filtro con las esporas se resuspende en seis
ml. de agua. Una alicuota de ésta suspensibn se diluye
y se platea an cajas de petri con medie Vogel-germina-=
cién. La cantidad de esporas fue de 200 por caja. Las
cajas se incikban a 29°¢C durante 48 horas,al cabo de las
cuales se cuenta el nimero de colonias Yy se selecciona
el tiempo que resulta en 90% de sobrevivencia.

V) Selecci&n de mutantes enriquecidas por fil-
traciones. (24)

La suspensibn de esnoras mutagenizadas se coloch
en un matraz erlemmeyer de 500 ml. ,con 250 ml. de medio
SN glutdmico 5mM. La concantracibn final de esporas se
112v6 a 1 millén/m1. E% matraz se incibé a 37°C, con
agitacibén. Las filtraciones se realigzan periodicamente,
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 renliza 2n condiciones
estériles).

La primera filtracibn se 1l1evé a cabo a las &8
horas, efectuandose las siguientes en parfodos de
o-4 horas durante un dfa, despuds del cual el intervdlo
se amplié de 6-12 horas.

Como el medio decrecibé en volidmen 2n el transcurso
de las filtraciones, se adiciond la cantidad suficiente

del mismo medio, para mantenerlo constante.



B

Los perfodos entre filtraciones se escogen tomando
en cuenta que cualquier crecimiento que se obs=2rve a
simnle vista, debe ser removido inmediatamente, pues
denriva al nedio de nutrientes y la conidia no germinada
se 12ga a las hifas.

El procedimiento finaliza cuando no aparece 24 s
cracimiento después de que se ha agregado medio fresco,
72 horas despuds dz la dltima filtracidn.

VI) Concentracibn y plateo de la poblacibn 2nri-
quecida de mutantes.

La poblacibn 2nriquecida se concentréd or filtra-
cién a travéds de membrana ( millipor: 1.2 micras), la-
vandose con 100 ml. d2 agua bidestilada estéril y re-
suspendiendo en 5 ml.

Se calcula 21 nim2ro de esporas Yy sSe platzan
0.1 ml. d2 la suspensién 2n cajas de petri con medio
SN germinacibn-glutamina como dnica fuente de nitré-
g2no.Las cajas se incuban a 3700 hasta la aparicibn de
colonias (de 18 a 24 horas)s

VIT) Aislamiento, crecimiznto y prueba fenotipica
de las nosibles mutantes.

Cada colonia s2 aisla a un tubo d2 13X75 mnm.
con 1.5 ml. de medio sélido, supldmentado con 200ug/ml.

de glutamina. #s indispensable aislar el mayor ndmero
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pasible de colonbas. Los tubos se incuban por trzs dias
a 29 C y por dos dfas mds a 25%c, con iluminacién. S2
seleccionan todos aquellos tubos que esporulen.

La pruzba fenotipica d2 las colonias se realiza
en cajas de ovetri con los siguientes m2dios:

a) Vogel (de prucba)

b) Vogel glutdmico 200ug/ml (de prueba)
c) SV glufdmico 200 ug/ml. (de prueba)

d) SN glutamina 200 ug/ml. (de prueba)

Las cajas se incuban a 29 Yy 3700, y los resultados
se r2portan a las 48 horas, seleccionando las cepas con
los fenotipos apropiados.

VITI) Crusas y andlisis de la progenie.
Espopas de la cepa 73-a Se inoculan a tubos dz
15 ml. conteniendo 5§ ml. de medio Corn Meal Agar. Se
incuban de 4 a 6 dfas a 25°C en la obsuridad; al cabo
de los cuales son fertilizados, esparciendoles esporas
de las posibles cepas mutantes.

Los cubtivos fertilizados se incuban a 25°C en
aus2ncia de lus.
a) Andlisis de la cruza por aislamiznto al azar.-= (30)

Anrorimadamente 10 dfas despuds de la fertiliza-
cibn, los tubos se exponen a la luz, Y después de un
dia las ascosporas Son srnrulsadas del oeritecio.

La recoleccibn de las ascosporas Sse hace intro-

duciendo 5 ml. de agua bidestilada 2stéril al tubo,
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desprendiendolas con un aplicador de madera estéril, la
suspensiébn asi obtenida se centrifuga por 10 min. a
2000 r.p.m., descartdndose el sobrenadante.

Fl1 paquete de ascosporas s2 coloca en un banio
maria a 60°C por 30 min. Yy se resuspende en 5 ml. d2
agua destilada estéril, ajustando la concentraciébn ara
tener 1000 ascosporas/ml. Se platean 0.1 ml. a cajas
de medio SN glutamina-germinacibn, las cuales se incu-
ban nor 12 horas a 29°¢c.

Las colonias son aisladas a tubos de 13X75 mm.,
con 1.5 ml. de medio SN glutamina, e incubadas por 5
dias.

La prueba se realiza en los mismos medios en que
se analixzd el fenotipo de las cepas mutantes, a ambas
tomperaturas.

b) Diseccibn de ascus.- (31)

Nueve dfas despuds de que los tubos fueron fer=-
tiligzadns con esnoras de las cepas mutantes, s2 tomé
un neritecio con una aguja de diszccibn, colocandolo
sobre un rectdngulo de agar duro al 7%. Bajo disz2ccibn
microscépica el peritecio se exnlota con unas microoin—-
zas, liberando a las ascosnoras.

Se adiciona una gota de agua al racimo de ascos-
noras, sustrayendo cada ascus con una aguja pyrex. Cada

ascosnrora se aisla a un tubo( tomando en cuenta =21 or-
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den) del medio apropiadode incubando hasta esporulacibn.
c) Comrlementacibn en medio liquido;g/ss‘

Esporas de cinco dfas de las dos cepas por compl>-
mentar , se resuspenden en medio minimo de Vogel Yy se
ajusta la concentracibn a 10 millones/ml.; ambas sus>en-
siones se inoculan a un tubo con 21 mismo medio (de
13X100 con 2 ml. de ma2dio), variando las concentracion=2s
de una con rz2specto a la otra, p=2ro siempre qu=zdando
con una concentracibn final de 2 millones/ml., inocu-
lando ademds tubos con una sola suspensibn de esporas.
Estos dl1timos son utiligzados como control negativo d2
crecimiento.

Los tubos son incubados a 29°C en revoso, durante
las primeras 48 horas, agitando suavemente cada 24
horas, pnara cvitar la ssoorulacién de las condiciones
donde apareszca cracimiento.

Se dice que hay com~1l2mentacién cuando d2spués

de cinco dfas se observa buen cracimiznto.
IX) Crecimiento en medio Z{quidogsr
Se oreparan oOcho matrac2s de florencia, cada uno
con 400 ml. de msdio SN y sacarosa al 1.5%, agregando
glutdmico 5 mH a cuatro de ellos, y glutamina 5mM a los
otros cuatro. Se inoculan con una suspensibn de esporas

a una densidad éptica de 0.04 a 540 nm. de longitud d2

onda. (Colorim=tro »Baush and Lomb”, celdillas de 1.5

X 10 em.)
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Los matraces son agitados y oxigz2nados por m2dio
de aire himado estérdl.

La curva de crecimiento se elabordé de la siquiznte
manera: se tomaron alicuotas de cada matrag, se filtra-
ron nor membrana (millipore HA 0.45 micras) y se lavaron
con dos véldmenes de agua destilada. La proteina se
pracinité agregando 2 ml. de dcido tricloroacético (5%
a cada muzstra, centrifugando a 2000 r.p.m. durante 10
min.; el pracipitado se resuspendib en sosa 1N y se
tomaronralicuotas para medir la proteina por el método
de Lowry (26), elabordndosz curvas de concentracibn de
nrote{na contra tiempo.

X) Determinacibn de glutdmico y glutamina.

Se inocula 1 1t. de medio minimo de Vogel, con
1.5% de sacarosn, con una solucibn de esporas de 0.06 d=
de densidad 8ptica, medida a 540 mM de longitud de onda.

Las esporas fueron incubadas a 25°C durante 12
horas, con agitacibén por bubbujeo.

4 Sste tiempo se filtré por millinors (1.2 micras),
una alicuota de 300 ml., lavandose con 400 ml. de agua
destilada. La extraccibn y separacién del glutdmico y
la glutamina se realisgb por 21 método montado sor G.

Vaca ( G. Vaca y J. Mora, 2n preparacién, 1976); 10s

aminodcidos separados se cuantificanon por el MétOdQ

de la ninhidrina. (27) (28).
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XI) Medicibn de la actividad de glutamino sinte-
tasa?’
S e inoculé un litro de medio SN glutamina saca-

rosa con esporas de cinco dfas, incubdndolos durante
712 horas a 37 C, con buen burbujeo. Al finalizar ste
tiempo, se filtrdé por parel Watman, adicionando la cantidad
minima de ac=tona (4°C) para deshidratar el micelio.
Los “olvos dz2 acztona se muelen en mortero, agregando
trogos de hielo seco hasta obtener un polvo fino.Por
cada gramo de adicionan 12 ml. de buffer de extraccién
(K HPO ,~ 5110~3K, EDTA- 51107 %N, K,S0,- 51167%K) y se
homogeniza por 10 min.. Kl homogznado se centrifuga a
10 000 r.p.m. durante 15 min., a 2°C, el sobrenadante
es dialigado >or una columna de sefadex G-25. Kl
ertracto dializado es utilizado como fuente de engzima.
La mezcla de reaccibn para medir la actividad de
transferasa, contiene: ADP- 1.5mM, glutamina=-90mM ,
HnCl - 4.50M, arsenato de sodio- 35uwM, WH,0H- 17, 5mM,
buffer tris acetato- 0.4 XK., extracto- 0.3 ml. Se co-
loran 0.85 ml. de la mezcla en tubos de 13 ¥ 75 mm., se
nreincuban a 30°C durante 10 min.

La mezcla de reaccibn para medir la actividad de
sintetasa es la siguiente: ATP- 36mM, glutdmico-150mH,
HgSO,~ 820 mH, buffer imidazol (0.34 gr/1t), EDTA-
9.1X10~5K. Las soluciones de ATP y glutdmico deben estar

ojustadas a pH 7.2.



Las reacciones de medicibn enzimdtica se inician
por la adicién de 0.15 ml. (extracto dializado) para
transferasa y 0.2 ml. para sintetasa, Yy se nara a 10s
5 min., agregando 0.5 ml. de cloruro férrico (25 gr.
Tc4, 8 gr. FeCl, aforados a 250 ml. con HC1 0.5 N), que
ademds precipita las proteinas. Los tubos se centrifugan
por 30 min. a 2000 r.p.m., midiéndose su densidad 6p-
tica a 500qm de longitud de omda.

Se determina la cantidad de proteina presente
en el extracto por el método de Lowry, calculandose
la actividad especifica comogﬂﬂde gamma-glutamil-

hidrozamato/min. /mg. de proteina.



Resultados

La viabilidad de las esporas de la cepa 74-4,
plateadas en medio minimo germinacién se encuentranen
ta tabla 1. Es el promedie de tres experimentos reali-
gados por separado.

Se observa que el porcentaje de esporas germina=-
das es elevado, contdndose asi{ con el material adecuado
para realizar el experimento de mutagénesis.

El control de sobrevivientes al tratamiento mu-
tagénico se midié como el decremento en el niumero de.
colonias, después'de la mutagénestis.

E1 mutdgeno NTG, a una concentracibn de 10 micro-
gramos por-midilitre, a 25°Cc y con agitacién lenta,
disminuye la viabilidad con el tiempo. (Tabla 2).

De acuerdo con la tabla 2, se selecciénbé 30 min.
de tratamiento con el mutdgeno. Después.de mutagenizar
la nobZacién de esporas s Se sometibé a un enriquecimiento
nor filtraciones, plateandose la poblacién de esporas
enriquecidas en cajas de SN germinacién glutamina
aislandose 640 colonias, de las cudles solo crecieron
y esnorularon en tubo con medio sélido (SN glutamina),
44] .

Estas colonias se probaron en cajas con medio .de

prueba SN, en presencia de las siguientes fuentes de



nitrégeno: amoniaco, glutdmico, glutdmico-amoniaco y
glutamina, por duplicado a 29 y 3700. Les resul-
tados se presentan en la tabla 3, a las 48 horas de
incubacién.

Las cepas incluédas en los medios de prueba, como
control, fueroﬁ: la silvestre St. 74-4 y la auxétrofa
de glutamina Elﬂ:} Un hallazgo fué que ésta dltima cre-
ce en glutdmico a 37°0;

De todas las éepas probadas solamente una demostré
ser totalmente dependiente de glutamina para crecer, a
ambas temperaturas, 1o que la diferencia de la cepa

Las cepas GDH-D~ encontradas, probablemente tie-
nen una mutacibén que les impide catabolizar glutdmico,
no produciendo el amoniaco necesario para sintetizar
glutamina.

Las glm~ parciales, son posibles cepas poli
mutadas, cuya dependencia de glutamina no es total.

Tanto las A#-1, como las silvestres, son cepas
que escaparon al método de enriquecimiento, sobreviviendo
hasta 21 plateo final, donde fueron fecuperadas.

La cepa glm~ total se denominé glm 2 y se cruzé
por la cepa silvestre St 73=a (isogénica con la_St 74-4
excepto en el tipo de conjugacibn), para purificar solo
aquella matacibn de Id qu e depende el requerimiento por

glutamina. Ademds, se buscé con ésta cruza mejorar el
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crecimiento y la esporulacibn, ya que ésta cepa esnorula
mal y tiene una morfologia diferente a la silvestre.

La cruza de la cepa mutante por la silvestre per-—

mite también conocer el nimero de loci que papticipan
en el requerimiento por glutamina.

Los resultados obtenidos de ésta cruza son los
stguientes: de 100 colonias analizadas 48 fueron silves-
tres y 52 requieren glutamina, 10 que indica que la
mutacién glm 2 es monogénica.mendeliana. De ésta cruza
se seleccioné una cepa glm2, con caracteristicas de
esporulacién y morfologfa semejantes a las de la cepa
silvestre.

También la cruza en cuestién se analizé por disec—
cién de ascus, 1o que permite establecer de manera de-
finitiva una segregacibn monogénica. En la tabla 4 se
muestra el resultado obtenido.

Como se observa en la tpbla, el porciento, “tanto
de cepas silvestres como de cepas que requieren gluta-
mina, ed del 50%.

Se analizé tambidén por cruza, el alelismo de ésta
nueva mutacibn en relacibén a otra cepa que requi-zre
glutamina (glm 1).

Para esto la cepa glz:i se usbé como receptora
y la gim”2 como donadora, siendo el vorcentaje de germi-

nacibén de 92%:

En las cajas de medio minimo, de 5000 ascosporas



plateadas, no aparecié ninguna colonia recombinante
(silvestre) en 4 dfas de incubacibn, solamente al quinto
dfa de observacibn, se vié una colonia.

Se estudié también la dominancia Y recesividad
de la nueva mutaci6n>en un experimento de complementa-
cién forzada, por medio de la formacibn de un hetero-
_ caribn, para esto se obtuvo por cruza la doble mutante

trip2 glm2 y se determind si~compementaba 0 no con la

cepa args.
La complementacibn se 11evd a cabo en tubos de
13X100 con 2 ml. de medio minimo de Vogel, con y sin
glutamina. Los resultados se reportan en la tabla 5.

Como se observa en la tabla, la mutacibn glm2
es claramente recesiva frente al alelo silvestre, en
el heterocarién.

g1 erecimiento en medio liquido de édsta mutante,
en dos fuentes de nitrégeno (glutamina y glutdmico),

a 25 y 37°C, se muestra en la figura 1, comﬁaradoé con
el de la cepa St _74-4.

Como se observa en la figura, la cepa_glﬂg solo
es capax de crecer cuando el medio contiene glutamina,
en el caso de glutémico como fuente de nitrégeno, la
mutante solamente germina, a diferencia de la cepa 74-4
que s{ crece. |

Los resultados dé la medicibn de glutdmico y glu-

tamina de la cepa glma, incubada por 12 horas en medio



minimo a 25°C y com arados con la cepa Ezgg3'. se muestron
en la tabla 6.

La actividad de la enzima glutamino sintetasa, medida
tanto por la reaccién de sintetasa como por la de trans-
ferasqa de la mutante glme, se muestran en la tabla 7,
comparadas con la actividad de la enxima de la cepa

silvestre en la misma condicién.



Discusiébn

El procedimiento reportado para seleccionar nmutans
tes que requieren glutamina para crecer, da un bajo ren-
dimiento de éstas (tabla #3), a pesar de que el mutdageno
empleado incrementa el nimero de cepas mutantes (tablas
42 y #3.

La aparicibén de cepas silvestres que no se elimi-
nan al enriquecer por filtraciones, se pusde deber a la
presencia de esporas que tardan mucho en germinar en el
medio seleccionado para el enriquecimiento, 0 a que
éstas necesitan formar micelio mds o menos largo para
ser eliminadas por la gasa.

Por otro lado no se puede prolongar mis el pro-
cedimiento debido a que aumenta la posibilidad ae
contaminacibébn. Esto sugiere la necesidad de usar un me=
todo de enriquecimiento mds efectivo, que elimine atn
a la poblacibébn de esporas silvestres no germinadas.

E1 método que se Jjuszga mds adecuado para cumplir
el objetivo anterior, es el de matar selectivamente con
nistatina o deprivando de inositol las conidias qgue inten-—
ten germinar.

La nistdatina, un antibiotico polienico que rompe
la organizacién de la membrana celular produce la muerte
por choque osmético.

La depngvacion de inositol se logra al usar una cepa



-29-

incanag de sintetisar éste compussto. Cuando conidias de
ésta cepa intentan crecer en un medio sin inositol, mueren
debido a que requieren éste compuesto para sintetizar
membrana. Una segunda mutacion 2n ésta cepa, que intarfie-—
ra con la sintesis de macromoléculas breviene la muerte

de éstas conidias, 1o que resulta en un enriquecimiento

de ésta poblacion.

vunido a Los nrrocedimientos anteriores debe usarse
ademds cepas microconidianteéabue nor tener an s6l0 nu-
cleo, no existe la posibilidad de gque se enmascaren mu-=
taciones r‘ecestvas."f

%e ha montado en el laboratorio un procedimiento
con las reconendﬁctones anteriores, que permite aumentar
el numero de mutantes auxotrofas de glutamina.

51 madio de seleccion usado permite también selec-
cionar mutantes de deshidrogenasa glutdamica, éstas tampoco
crecen en glutamico debido a que no pucsden formar el amonio
para sintetizar glutamina, sin embargo éstas pueden iden-
tificarse fdcilmente debido a que crecen en glutamico
mds amoniaco.

La temoeratura de seleccion de 3700. escogtida or

- /877
la posibilidad de recuperar mutantes termosensibles,” no
reporté ninguna cepa con éstas caracteristicas. Sin emn-
bargo, dadn la imortancia de la obtencibn de una cepa
de éste tipo, se continuard con el enriquecimiento a

37°%0.
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La cruza de la cera mutante con la silvestre, demos-
tré ser una manera eficiente de "limpiar® a la cepa de
uqtactones no invdlacradas en el fenotipo buscado, ademds
de determinar que se trataba de una mutante monogénica.
(tabla#4).

La recesividad de la mutacibn se determina atra-
vés de complementar la doble mutante glm_ tripgy con
la cepa argg (tabla #5). La dependencia absoluta por
glutamina de la mutante (fig. 1), es el resultado de un
bloqueo en la sintesis de éste aminodcido, como lo de-
muestra la acumulacién de glutamico y la ausencia de
glutamwina en conidias incubadas en medio minimo. (tabla#6)

Por dltimo la baja actividad de sintetasa de la
G.S. en esta mutante (tabla#7), comparada con la cepa
stlvestre, demuestra de man2ra definitiva que 1@ mutacion
encontrada es responsableudel requeriniento por glutanina
para crecer, debido a una disminucién en la actividad
de glutamino sintetasa.

La surificacién de la G.5. de la cepa gim, , se
1levé a cabo por un método basado en cromatografia de
afinidad. (35)

41 estado oligomérico de la enzima, en un gradiente
de sacarosa, fue de un tetrdmero en tanto que el de !la
silvestre es de octdmero.

La caracterizaciébn inmunolégica con anticuerpos

preparados contra la G.S. de la cepa stlvastre, demucsira
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una disminizciébn en la actividad por mélécula de La enzi-
ma. (37).

Bl aislamiento de &sta nueva mutante permite, por
otro lado, la generalizacibén de una serie de datos, pro-
bados hasta hace poco con la mutante glmz ya existente.
Datos que proponen un efecto pleyotrépico de ésta enzima
sobre la regulacién del metabolismo nitrogenado (J. Hora,
G. Espin,en preparacibn, 1976) con un posible papel
central en éste y como punto de unién ;on el metabolismo

de la fuente de carbono.
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Tabla 1

Viabilidad de las esporas de la cepa 74-4

¥ de esnoras/caja ¥ colonias/caja® % viabilidad
200 178 , 89
200 ' 182 91
200 184 22

promedio 90. 6

¥ Los resultados se tomaron a las 36 horas de

incubacibén a 29°C.

Tabla 2

Efecto de NTG sobre la viabdbilidad de las esporas

Tiempo (min.) % sobrevivientes®
0 100
10 96
20 ' 93
30 l 88
40 84
50 | 79
60 72

* Se tomé como 100% la viabilidad de las esporas no

mutagenizadas.



Tabla 3

Fenotipo y clasificacibn de las colonias

aisladas
¥° de colonias

NH4 glu

4l (+) (+)

9 (g (g)

9 (g) (g)

5 (g7 (+)

5 (+) (g)

1 (ng) (ng)

+ clave:
(ng)- no germina
(g)- germina
+ i
(Z)- crecimiento pobre

(+)- crece bien

Medio+

gZu-NH4
(+)
(g)
(g)
(+)
(+)

(ng)

gln
(+)
(%)
(g
(+)
(+)
(+)

Glasificacibn

silvestre
glm~ parciale
desconocida
AN-1

posibles GDH-

glm~ (glm 2)

Los fenotipos obtenidos fueron similares a 29 Yy

37°0,

S

p*



CRECIMIENTO EN LIQUIDO DE LAS CEPAS GLM:2
Y 74A

200 <

IOO:

mg / ml (proteina)

Tiempo (hrs.)

CONDICION : © GLUTAMICO 25° C,e GLUTAMICO 37° C, A GLUTAMINA 25°C, A GLUTAMINA 37° C.



Tabla 4

Adndlisis de la cruza 73a por glm 2 por disecciébn

de ascus
No ascus No ascosporas No silvestres No glm 2
analizados
P 16 8
Tabla 5

Com-lementacibn forzada en medio 1{qaido entre

la doble mutante trip2gIm2 y la cepa args

Medio ‘ ¥inimo Minimo gln 200
o 1 g 3 & 5 T [T IFI IV 7
*al. trip2glm2 0.5 0.35 0.25 0.15 0.0 0.5 0.35 0.25 0.15 0.0
ml. arg.5 0.0 0.15 0.25 0.35 0.5 0.0 0.15 0.25 0.35 0.5

2opocintento  (e) (+) (%) (+) (=) (=) (+} (+} {(+) (=)

*La susnensién ajustada a una concentracién de 10 millones/ml.

*1 48 horas de incubacibn a 29°C.



Tabla 6

Pozas de glutdmico y glutamina en las cepas gln2 y prol3

Cepa glm2 prol3 il
Pbza glu gln glu gln
m¥ /mg prot. 2.29 0. 08 0,17 0.37

+0btentdos a las 12 hrs. de incubacibn 2n medio ninimo

*Datos prororcionados vor la biologa G. Aspin

Tabla 7

letividad de glutamino sintetasa”

Cepa Actividad especifica Actividad esp. S/T
tran&férasa* siﬁtetasa* »
glm2 0.12 0. 009 0.072
74~4 0. 40 0.081 8. 25

*Pomada de cultivos de 12 hrs. a 37°C en gln 5 m¥

*~omo unidades de enzima/mg. de proteina
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