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ABREVIATURAS

A.E. = Actividad especifica

BSA = AlbGmina bovina sérica

CTAB = Bromuro de cetil trimetilamonio
d = Daltones

D.0. = Densidad éptica

EDTA = Etilendinitrilotetracetato disdédico
°C = Grados Centigrados

g = Gramos

TRIS = Hidroximetil amino metano
h = Horas

1 = litro

ug = Microgramos

ul = Microlitro

mg = Miligramo

ml = Mililjtro

mm = Milimetros

mM = Milimolar

min = Minuto

M = Molar

ng = Nanogramos

nm = Nandmetros

a-KG =g —cetoglutarato

gln

Glutamina

rpm

Revoluciones por minuto

ufp = Unidades formadoras de placa



um = micrémetros
cm = centimetros
u.k. = unidades Klett

« NADP

]

(beta-Nicotinamida adenin dinucledtido fosfato
oxidado)
NADPH = (beta-Nicotinamida adenin dinucledbtido fosfato

reducido)



. INTRODUCCION

Las enterobacterias son capaces de crecer en medio minimo,
conteniendo un solo componente de wuna gran variedad
. de compuestos orgénicos como uGnica fuente de carbono
v energia, y uno de una variedad mads limitada de compuestos
orgénicos o inorgdnicos como Unica fuente de nitrdgeno.
La mayoria de los organismos vivos es incapaz de asimilar
el nitrégeno molecular, que se encuentra en la atmésfera,
¥y requieren que el nitrdgeno se encuentre en forma
de compuestos inorgénicos simples como amonio, nitritos,
nitratos, o también como moléculas orgdnicas mAs complejas
como algunos aminodcidos ( prolina, histidina, aspartato,
arginina, etc.). Aunque las fuentes preferenciales de ni-
trégeno y éarbono son el amonio y 1la glucosa, respectiva-

mente.

El crecimiento en otras fuentes nitrogenadas que no
sea el amonio es mé&s lento. A este crecimiento se 1le
llama: limitacién de nitrdégeno. Y a 1los sistemas que

se inducen en esta condicidn se les denomina Ntr.

El sistema Ntr involucra 1la sintesis de 1l1las enzimas
que son capaces de degradar estas fuentes nitrogenadas,

asi como los sistemas de transporte para estas fuentes

(36).

Los caminos de asimilacién de amonio son bastante limitados,
i
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De todos 1los aminodcidos encontrados. en proteinas y
otros constituyentes celulares, el amonio puede ser
asimilado directamente en solo algunos. Existen dos
intermediarios celulares muy importantes para la biosinte~
sis de compuestos nitrogenados, como aminoacidos, nucledti-
dos, y otros, que son el glutamato y la glutamina, ¥y
ademds son los principales donadores de su grupo amino

y amido, respectivamente.

Escherichia coli y otras enterobacterias son capaces

de crecer en medio minimo con amonio como Gnica fuente
de nitrdégeno. Para la asimilacidn del amonio dos enzimas

son muy importantes:

a. La enzima glutamato deshidrogenasa (GDH), (EC 1.4.1.4),
que sintetiza glutamato a partir de a —-Cetoglutarato
y amonio, concomitante con la oxidacidén de una molécula
de NADPH, como se muestra en la siguiente reaccidn:

GDH
1. g~cetoglutarato + NADPH + NH4+ ——m—=> Leglutamato + nape* + HEO

b. Lla enzima glutamino sintetasa (Gsv, (EC 6.3.1.2),

que utiliza amonio y glutamato para sintetizar glutamina.

GS
2. L-glutamato + NH 4* 4 ATP —memem —--> L-glutamina + ADP + Pi

M82+
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Ademids de estas dos enzimas, existe otra enzima importante
que es la glutamato sintasa (GOGAT), (EC 1.4.1.13),
que involucra la transferencia del grupo amino de 1la
glutamina al carbono a del g-cetoglutarato, resultando
en la produccién de dos moléculas de glutamato. La reaccién
es la siguiente:

GOGAT .
3. L-glutamina + a-cetoglutarato + NADPH ——ww== > 2 L-glutamato + NADP

A pesar de la gran importancia que tienen 1las enzimas
biosintéticas de glutamato y glutamina en la asimilacién
y metabolismo del nitrégeno, hay poca informacidén todavia
respecto a su regulacién. La mayor parte de los estudios
fisiolébégicos y genéticos se han centrado en los mecanismos
regulatorios de 1la sintesis de glutamina, los cuales

constituyen un sistema muy complejo.

La GS es la unica enzima capaz de sintetizar glutamina
por lo que cepas mutantes que carecen de esta actividad
son auxdétrofas de éste aminodcido (28 ,36 ). La GS es
una proteina de unos 600,000 d de peso molecular, compuesta
por doce subunidades iguales que tienen ;m peso molecular
de aproximadamente 50,000 d cada una. Tanto la actividad
enéimética como la sintesis de 1la GS estan sujetas a
un control muy riguroso. Un primer mecanismo de control

sobre la actividad enzimdtica estd dado por la inhibicidn
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acumulativa de algunos productos del -metabolismo de
la glutamina (14,42). Se ha descrito también una regulacidn
de la actividad que consiste en un cambio conformacional
de la proteina, lo cual depende de la ausencia o presencia
de algunos cationes divalentes, de tal manera que en
ausencia de estos, la enzima adquiere una conformacién
"relajada", la cual es cataliticamente inactiva. Cuando
se agregan los cationes, la enzima se reactiva y regresa
a su conformacidén activa (14). El1 tercer mecanismo
de regulacién de la actividad enzimitica de GS, y quizés
el mas conspicuo, consiste en la adenilacidén reversible
de un grupo tirosilo de cada subunidad de 1la GS. Este
mecanismo responde a 1la disponibilidad' de nitrégeno
en el medio, y la enzima va perdiendo actividad a medida
que aumenta su grado de adenilacién, #fi (14, 39, 42,
43). Tanto la reaccidn de adenilacidén como la de desadeni-
lacidén, las cataliza una misma enzima denominada adenil-—
transferasa (ATasa), la cual a su vez estd regulada
por una pequefia proteina conocida como PII . Esta proteina
puede existir como dos formas interconvertibles: Prra
Y Pygp - La primera estimula la ATasa para catalizar
la reaccién de adenilacién de 1la GS, mientras que 1la
Poip estimula 1la desadenilacibén. La interconversién
de PIIA a PIID depende de 1la actividad de una uridiltrans-
ferasa (UTasa) que une reversiblemente un grupo UMP

a la proteina PIIA . La UTasa aparentemente también es
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capaz de deuridilar a Prip para 'convertirlé en la forrrma”
PIIA' La actividad de la UTasa se afeécta por las altas concentra—
ciones de a-cetoglutarato y ATP, que estimulan la uridilacién
de PII para formar 1la PIID , que a su vez estimula 1la
desadenilacidén de la GS, lo cual resulta en mayor actividad
biosintética de esta enzima y por lo tanto, mayor sintesis
de glutamina. La reaccidn de uridilacidén de 1la Prq se
inhibe por glutamina y fosfato inorgdnico, lo que resulta
en la forma PIIA de esta proteina, y por lo tanto se
estimula la adenilacién de GS. La ATasa también responde
a los niveles de ATP, o -cetoglutarato y glutamina, de
manera que altas concentraciones de glutamina y bajas
de a -cetoglutarato estimulan 1la adenilacidn; bajos
niveles de glutamina y altos de o —-cetoglutarato y ATP
estimulan 1la desadenilacidén. Se ha demostrado que el
grado de adenilacidén de la GS es muy sensible a concentra-
ciones intracelulares de ¢ -cetoglutarato y glutamina,
y pequeflos cambios en la relacién de 1la concentracién
de a-cetoglutarato (a-KG) a glutamina (gln) causa cambios

dramidticos en la adenilacidén de 1la GS (37,41).

Todas estas reacciones integran un sistema cerrado de
una Cascada Biciclica, 1la cual hace con que las células
tengan una sensibilidad aumentada a pequefios cambios
en concentraciones de 1los efectores (la glutamina y
el g -cetoglutarato), y también ajusta rapidamente el

estado de adenilacidén-desadenilacidén de 1la glutamino
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sintetasa, y en consecuencia, su actividad biosintética.

La ’relacién intracelular L-glutamina/ q-cetoglutarato
sufre pequefias variaciones como consecuencia de la abundan-
cia o escasez de nitrdgeno accesible a E.coli. 8i se
crecen estas bacterias en medio minimo c¢on glucosa Yy
exceso de NH 4+ (mayor que 1mM) resulta en una relacidn
alta entre glutamina y o —cetoglutarato. El1 porque 1la
relacidén favorece a la poza de glutamina sobre la de
a—-Cetoglutarato no ha sido dilucidado, pero la posibilidad
de que sea por la sobresintesis de glutamina es dificil
de ser cierta, dado que en condiciones ,de exceso de
NH4+ , la enzima glutamino sintetasa (GS) se sintetiza
en poca cantidad y se encuentra casi completamente adenila-
da, esto es, biosintéticamente inactiva. En condiciones
de crecimiento en medio minimo con glucosa y en 1limitacidn
de nitrdgenc (0.5 mM NH4+, arginina, prolina é glutamina),
E.coli incrementa como diez veces la sintesis de glutamino
sintetasa,' comparada con la cantidad de ésta enzima
en células crecidas en condiciones de exceso de nitrdgeno.
Ademds, en condiciones de limitacidén de nitrdgeno, 1la
GS se encuentra desadenilada, o sea, biosintéticamente
activa. Esto sugiere que bajo 1limitacidén de nitrégeno,
las células deben tener baja 1la relacién intracelular
glutamina/e -cetoglutarato. Ademds, en estas condiciones
fisioldégicas el amonio es asimilado por 1la glutamino

_sintetasa y no por la glutamato deshidrogenesa (22),
i

(=]
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debido a su alta Km por NI-I4+ (38). Como consécuencia,
en condiciones de limitacidén de nitrdgeno, el glutamato

se hace preferentemente por la enzima glutamato sintasa.

La escasez de amonio intracelular, probablemente, pueda
explicar las bajas velocidades de crecimiento de entero-
bacterias en casi todos 1los compuestos nitrogenados
limitantes. La excepcidén es la glutamina, para 1la cual
no hay explicacién bioquimica por ser wuna excelente

fuente nitrogenada, aunque limitante.

La cascada biciclica no resultaria tan,K eficiente por
si sola si la cantidad de glutamino sintetasa sintetizada
por las células no fuese regulada por el nitrégeno disponi-
ble, o sea, 1la respuesta Ntr. La expresién de glnA,
el gene estructural de glutamino sintetasa, y algunos
otros genes involucrados en la asimilacién de nitrdgeno,
son regulados transcripcionalmente por 1los productos
de ginL y glnG. Estos dos genes y glnA forman el operdn
glnALG (36). La transcripcién de glnA ocurre a partir
de promotores en tandem, ginApl y glnAp2, 1os‘ cuales
son reprimido y activado, respectivamente, por 1la proteina
NRI , el producto de glnG. La activacidén mediada por
NR; requiere RNA polimerasa y 054 , el producto rpoN.
Bajo limitacién de nitrdgeno, se inducen altos niveles
de transcripcién a partir de glnAp2 por 1la accién de

NR;-P con RNA polimerasa y 054 (17,35). E1 producto
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de ginL (NRII) es una proteina quinasa-fosfatasa, 1la
cual se auto-fosforila y ademds, fosforila y desfosforila
NR ; (31). Bajo condiciones de exceso de NH4+, se transcri-
ben niveles basales de mensajeros a partir de glnApi,

con RNA polimerasa y 070.

Los mecanismos bioquimicos conocidos para detectar 1la
limitacidén de nitrdégeno en el medio ambiente, las fluctua-
ciones en 1la relacidén gln/ q-KG, y 1la transmisién de
seflales y la fosforilacidén de NRI que es 1la responsable
de 1la respuesta Ntr, son incipientes. Se ha demostrado

que en Klebsiella aerogenes, mutantes en ginD (10),

y en glnB (11), las cuales contienen mutac:z.ones puntuales
son incapaces de sintetizar uridiltransferasa y producen
una proteina PII alterada, respectivamente. Ambas cepas
son auxdtrofas de glutamina, dado que son incapaces
de convertir PII en PII—UMP. Por otra parte, se ha visto
que su auxotrofia puede ser suprimida por mutaciones

en ginl, por lo que se ha hipotetizado que PI reprime

I
la expresién de glutamino sintetasa por interaccidn
de NRII (5,28). Evidencias adicionales demuestran que

cepas de E.coli y Klebsiella pneumoniae que poseen muta-

ciones que nulifican completamente glnL (2,5) y glnB
(19), tienen una regulacién nitrogenada normal. Ademas,

se ha encontrado que la proteina P es necesaria para

I1
una rapida desfosforilacién de NRI, pero no tiene efecto
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sobre la auto-fosforilacién de NR (21). Asi, estos

II
resultados sugieren que PII y NRII no deben ser 1las
Unicas seflales transmitidas a NRI. Otras posibles alterna-
tivas podrian ser reacciones andlogas de fosfotransferencia
como 1las catalizadas por los productos de cheA y envZ,
los cuales, se ha demostrado in vitro que fosforilan
a NRI (20,32). MAs recientemente, ha sido descubierta
una proteina asociada a membrana que es metilada en
E.coli en condiciones de privacién de nitrégeno, carbono

o fosfato, y posiblemente podria ser 1la seflal inicial

para estos procesos (46).
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ANTECEDENTES

No hay que perder de vista que 1las predicciones acerca
de 1las propiedades de 1la cascada biciclica solo han
sido probadas parcialmente in vitro con proteinas purifica-
das y células intactas permeabilizadas con detergente
(37). Estudios in vivo acerca de la relacién intracelular
gln/a-KG bajo diferentes fuentes nitrogenadas, no han
sido reportados. Excepto en el trabajo de Senior (39),
en donde demostréd que el crecimiento de células de
E.coli W, en medio minimo con glucosa y exceso de amonio,
la relacién intracelular gln/q-KG era inversamente propor-

cional a la cantidad de glutamino sintetasa no adenilada.

El presente trabajo tuvo como objetivo conocer si era
posible alterar 1la relacidén intracelular gln/ q-KG en
células de E.coli K-12, y si fuera posible cual seria
su efecto sobre el metabolismo nitrogenado. Hay un ejemplo
en el cual este tipo de alteracidn parece haber ocurrido.

En ciertas mutantes glnE en Salmonella typhimurium,

las cuales perdieron la actividad de adeniltransferasa,
crecen muy 1lentamente bajo todas 1as' condiciones de
cultivo, en consecuencia de su alto nivel constitutivo
de glutamino sintetasa, y ademds completamente no adenila-

da. Cuando se hace un cambio de un medio de limitacién

de nitrdgeno, a uno con exceso de nitrégeno, hay una
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sobresintesis de glutamina a expensas de 1la poza de
glutamato (24). Aunque 1los autores no reporten las pozas
de a-cetoglutarato, se podria asumir que 1la relacidn
gln/a -KG es siempre elevada. La determinacién de estos
efectores intracelulares es imposible de llevarse a
cabo en mutantes defectivas en 1la respuesta Ntr, como
ginG o rpoN, por su incapacidad de crecer o de crecer
pobremente en fuentes 1limitantes de nitrdgeno; 1logran
crecer en glutamina, pero en estas mutantes la respuesta

Ntr no se presenta.

La mutacién gltA que afecta la actividad de 1la enzima
citrato sintasa, provoca una auxotrof-‘ia. por glutamato
en E.coli (13). Dicha enzima sintetiza citrato a partir
de acetil-CoA y oxaloacetato en el ciclo de Krebs (fig.
10). E1 gene que codifica para esta enzima se encuentra
en el minuto 16.5 del mapa cromosdémico de E.coli (1).
Asi pues, es razonable predecir que el glutamato adicionado
externamente, para satisfacer la auxotrofia de 1las células
gltA, debe servir también para sintetizar intermediarios,
como probablemente a-cetoglutarato, para asi alimentar
el ciclo de Krebs. Si esto ocurre comoc parece ser el
caso, no debe ser por una glutamato deshidrogenasa (GDH)
catabblica, la cual se encuentra ausente en cepas silvestres

de E.coli (44,45).
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OBJETIVO -

Determinar in vivo los efectos en el metabolismo nitrogena-

do en células de Escherichia coli K-12, con una mutacidn

* que afecta la actividad de citrato sintasa.



HIPOTESIS

Quisimos determinar los efectos en el metabolismo nitroge-
nado, en células de E.coli, con una mutacidén que afecta
la actividad de citrato sintasa. Hipotetizamos que blo-
queando irreversiblemente 1la sintesis de citrato y,
en consecuencia, la de a-cetoglutarato, por el ciclo
de los Acidos Tricarboxilicos (TCA) o <ciclo de Krebs,
seria posible disminuir la poza intracelular de a -cetoglu-
tarato, asi como, modificar 1la relacién intracelular
gin/a-KG. Mutaciones que suprimen la actividad de citrato
sintasa se esperaria que fueran letales en una cepa
anaerdbica facultativa como E.coli, en amﬁas condiciones,
aerébica y anaerdbica (33). Esto podria suceder, a
menos que uno de 1los intermediarios del ciclo de Krebs
o compuestos metabolizables por el ciclo fueran suministra-
dos en suficiente cantidad al medio y, ademds, transporta-

dos adecuadamente al interior de las células.
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MATERIAL Y METODOS

1. Cepas Bacterianas

Las cepas utilizadas son derivadas de Escherichia coli

K-12, MX614. Los 1lisados de P’l virA fueron hechos de
. +

la cepa MX1146, uma derivada gal de 1la cepa gal-7

W620 (34). Las cepas utilizadas en este trabajo se encuen-

tran en la Tabla 1.

Los 1lisados provenientes de MX1146, fueron utilizados
para transducir Gal® a la cepa MX614 (F~  (lac-pro)
ilv-680 thi-1 galE), ya que los genes galE y galK se
encuentran en el minuto 17 y el gene gltA en el 16.5
(1). Se purificé una transductante que cotransdujo gltAé
(16), y se denomind MX1148. Como control en experimentos
paralelos se utilizd la cepa MX614 (galE gitA® ). cultivos
de MX1148, siempre lograban crecer en medio minimo con
glucosa y 15 mM NH4+ , probablemente por 1la formacidn
de glutamato a partir de los 100 ug/ml de prolina que
se incluia al medio como requerimiento (12). Este creci-
miento limitante favorecia también la aparicidén de cepas
revertantes protdtrofas de glutamato (Gltt ). Por esta
razén, reemplazamos la delecidén (lac-pro) por la regidn
cromosomal silvestre correspondiente en ambas cepas,
MX614 y MX1148. Se llevaron a cabo conjugaciones utilizando

una cepa Hfr, JC158 (glyA) (6), como donadora y 1las
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cepas MX614 y MX1148 como receptoras. Se seleccionaron

+

recombinantes Pro” Lac (G1y+), y se nombraron MX1150

(galk gitat) y mx1152 (ga1® gitae).

*Mutaciones en el gene gltA imponen a las células un reque—‘
rimiento que es satisfecho por L-glutamato o a-cetoglutarato
(13), o por L-prolina (12), y una incapacidad para utilizar
acetato como fuente de carbono (13). Ademads, en medio
minimo con 0.2% de glucosa y 15 mM NH4+ , o con 0.4%
de acetato de sodio y 6.8 mM de glutamina, como fuentes
de carbono y nitrdgeno, respectivamente, MX1150 es capaz

de crecer, pero MX1152 es incapaz de hacerlo.

2. Reactivos

Todas 1las sustancias fueron de grado reactivo, obtenidas
de 1las casas comerciales: Difco Lab., Baker, Sigma Co.,

Merck.

3. Condiciones de Cultivo

Se mantuvieron las cepas en tubos de agar inclinado con
medio de Luria, los cuales fueron resembrados a intervalos

de un mes.

Los medios de cultivo utilizados fueron:
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- Luria (30) que contiene 1% de bactotriptona,. 0.5% de
extracto de levadura y 1% de cloruro de sodio.

- Medio de LC: medio de Luria, mas 25 mM de cloruro de
'calcio con 0.6% de agar.

*-~ Medio de LCTG: medio sdélido de Luria, -adicionado de
25 mM de cloruro de calcio, 25 ug/ml de timina y glucosa,
a la concentracidén final de 0.2%.

La timina se esteriliza por filtracién y 1la glucosa por
autoclave, durante 20 min, a 15 1b, 121°C.

Se agrega la timina y la glucosa después de esterilizar
el medio en autoclave, y cuando el medio alcance una tem-
peratura de aproximadamente 50°C.

~ Medio Minimo NN (8): contiene fosfato monobdsico de
potasio 13.6 g/l, sulfato de potasio 2.61 g/l, sulfato
de magnesio heptahidratado 0.2 g/1, cloruro de calcio
0.01 g/1, sulfato ferroso heptahidratado 0.05 mg/l. E1
pH final debe ser de 7.4, se lleva con KOH.

Se esteriliza en 1la autoclave 20 min, a 15 1b y 121°C.
como fuentes de carbono se afiadié al medio glucosa al
0.2% (concentacidén final) O gluconato de sodio al 0.2%
(concentracidén final).

Como fuentes de nitrdégeno se usaron a concentraciones
finales: cloruro de amonio 15 mM (amonio en exceso),
cloruro de amonio 0.5 mM (limitacién de amonio), glutamina
1 mg/ml (6.8 mM) 6 glutamato 0.2% (12 mM).

Cuando se usdé glutamato como requerimiento, se utilizéd
a la concentracidén final de 20 vg/ml (0.12 mM). La glutamina

y' el glutamato fueron esterilizados por filtracién (30).



Para los cultivos en medios sdlidos, se ~utilizaron los
mismos medios, adiciondndose 15 g/1 de agar.

Cultivos de MX1150 y MX1152 fueron suplementados con
L-isoleucina y L-valina, con una concentracién final
‘de 50 ug/ml de cada aminodcido, y tiamina (0.2 ug/ml).Proli-
na (100 pg/ml), citosina (42.5 pg/ml).

Para realizar 1las curvas de crecimiento, se incubaron
10 mililitros de cultivo de MX1150 y MX1152 en matraces
Erlenmeyer de 125 ml, inoculados con 107 células en bafios
giratorios a 37°C. Se diluyeron 1:40 en 10 ml del mismo
medio en matraces similares, pero con brazo lateral.
Se incubaron como se menciondé arriba hasta alcanzar
~80 unidades Klett (filtro rojo No. 66). Este proceso
se repitid tres veces, y las densidades obtenidas en
el Gltimo pase, sirvieron para calcular los tiempos de
generacidén. Muestras recojidas periddicamente de cultivos
de MX1152, fueron diluidas en medio minimo con glucosa

4+ . En glucosa-glutamato & glucosa-glutamina,

vy 15 mM NH
la frecuencia de reversién fue entre 2 x 10'7 y 2 x
10"6, consecuentemente, estas bajas frecuencias no obscure-

cen los resultados en ninguno de los parémetros medidos.

4. Preparacién de Lisados de P, virA

Para 1la preparacién del fago en 1la cepa donadora, se
cultivo ésta en medio de Luria hasta alcanzar 1la fase
exponencial (40 unidades Klett, u.k.). Se tomé 0.5 ml

del cultivo y se mezcld coh 0.1 ml de bacteriéfagos diluidos
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a1 x1077 ufp/ml en medio Luria.

Esta mezcla fue transferida a tubos con 3 ml de LC. Después
de mezclarla bien con el agar suave, se vacid en cajas
de Petri con medio sbélido de LCTG. Se dejé incubando
por aproximadamente 12 horas a 37°C. Luego, se raspd
el agar suave con espatula y se agregd 3 ml de Luria
poniendo esta mezcla en tubos. Se afladi®é un volumen de
cloroformo en la proporcidén de 1:20 y se agitd vigorosamente
en vortex. Después se centrifugdé a 5,000 rpm y el sobrena-
dante se recuperd, y se afiadié nuevamente cloroformo
y volvié a centrifugar. Se guardaron los bacteriéfagos

a 4°cC.
5. Titulacién de P, virA

Los 1lisados se titularon infectando a 1la cepa sensible
AB1157, cultivada en medio de Luria y recuperada en 0.01
M de sulfato de magnesio y 0.005 M de cloruro de calcio.
Se mezclaron 0.1 ml de la suspensidn celular con diferentes
diluciones del fago Py, después de 20 min de incubaciédn
a 37°C, sin agitacidn, se vaciaron sobre cajas de LCTG
con agar suave LC. Sé incubaron 12 h a 37°C, y después

se contaron las placas para determinar el titulo.
6. Transduccidn con P, virA

Una vez propagado y .titulado el P, virA en la cepa donadora,
° i
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se cultivé 1la cepa receptora en medio -de Luria, hasta
40 u.k.. Se centrifugd y se concentrd diez veces en medio
de Luria. Posteriormente, se separd en dos tubos cada
uno con 0.5 ml de suspensién de bacterias. Se afiadid
0.5 m1 a cada tubo de una solucién de cloruro de calcio
0.05 M y sulfato de magnesio 0.02 M, al tubo de la trans-
duccidén se 1le affadié 0.1 ml de P1 propagado en la cepa
donadora adecuada, diluido 1 x 10—7 ufp/ml. Al control
se le afiadié 0.1 ml de medio de Luria. Después de incubarlo
a 37°C durante 20 min, sin agitacién, se centrifugé y
las células fueron lavadas dos veces con NN. Estas se
resuspendieron en 0.1 ml de NN y se plaquearon en cajas

de medio selectivo.

7. Determinacién de la Actividad Enzimética de Glutamino
Sintetasa (GS). Descrito por Bender y col.(3) y modificado

por Covarrubias y col.{(8).

Se midié la actividad total de 1la enzima mediante el
ensayo de y-glutamil transferasa. Este ensayo mide 1la
transferencia de y-glutamil hidroxamato. Midiendo asi
la actividad total independiente del estado de adenilacién
de la enzima. La presencia de 60 mM Mg2+ en el ensayo
inhibe completamente 1la actividad de 1las subunidades
adeniladas, por lo que el grado de adenilacién estd dado
por 8 = 12 - 12 b/a, donde a es 1la actividad total de

transferasa (-Mg2* ), y b es la actividad de subunidades

.
i



no adeniladas (+Mg2+).

Los extractos se prepararon creciendo 10 ml de cultivo
en medio NN con 1las fuentes de nitrdégeno adecuadas, hasta
alcanzar un crecimiento de 80 u.k., inmediatamente se
‘afiadié 1 ml de CTAB a una concentracién de 1 mg/ml, se
agitdé durante 3 min en las mismas condiciones de crecimiento.
Se enfrié inmediatamente en hielo, se centrifugaron 1las
células a 4°cC. Posteriormente, se lavaron una vez con
cloruro de potasio al 1%, se recentrifugaron y se resuspen-
dieron en 1 mi1 de cloruro de potasio 1%, manteniendo
el extracto en hielo hasta el momento de la determinacidn

de la actividad enzimdtica.

La mezcla de reaccidén se prepard de la siguiente forma:

Agua 3.5 ml
Imidazol 1M pH 7.33 1.125 ml
NH20H 0.8M 0.185 ml
MnCl2 0.1M : 0.0225 ml

Arseniato de sodio

0.25 M pH 7.33 0.75 ml
ADP sbédico 20 mM PpH 7.0 0.150 ml
CTAB 1 mg/ml 0.75 ml
L-glutamina 0.2 M 1.0315 ml

Se ajustd el pH a 7.33 con hidrdéxido de sodio, después

se aford a 8.25 ml, se incubaron las muestras en un bafio
.
i
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a 37°C; se colocaron tres tubos de vidrid de i3 x 100
por extracto, a todos 1los tubos se les puso 0.4 ml de
la mezcla de reaccidén. Al primer tubo se 1le afiadidé 1
ml de reactivo para detener la reaccidn, y luego se agregd
‘0.1 ml del extracto a cada uno de 1los tubos. El1 segundo
y el tercero, fueron incubados con el extracto por 5
y 10 minutos, respectivamente, antes de detener la reaccidn.
Para calcular el ndimero de subunidades adeniladas (#),
es necesario hacer el mismo procedimiento descrito anterior-
mente, pero afiadiendo 0.165ml1 de MgCl, 3 M a 1la ‘mezcla

de reaccibdn.

El reactivo para detener 1la reaccidén céntiene 55 g/l
de cloruro férrico hexahidratado, 20 g/1 de tricloroacético
y 21 ml/1 de &cido clorhidrico. Los tubos se centrifugaron
y se determind 1la absorbancia del sobrenadante en el
espectrofotdédmetro a 540 nm. E1 factor de conversidn utiliza-
do fue 0.532, que es la absorbancia de 1 umol de <y-glutamil
hidroxamato. Las actividades especificas se reportaron
como umoles de Y-glutamil hidroxamato producidos por

minuto y por miligramo de proteina.

8. Determinacidén de proteina por el Método de Lowry (27).

Se preparan las siguientes soluciones:
— Solucidén A, para 1 litro:

NaCH 449
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Na CO3 20 g

-~ Solucién B, para 100 ml:

Tartrato de sodio y potasio 2 g

- Soluciébdn C, para 100 ml:

CusOo, . 5 H

4 O 1 g

2

~ Solucién de BSA, 1 mg/ml, se separa en alicuotas y

se guarda a -20°C.

- Soluciédn mezcla:

Solucidn A 98.0 ml
Solucidn B 1.0 m1
Solucidn C 1.0 ml

100.0 ml

- Solucién Folin:

Una dilucién 1:3, en agua.

a. Blanco: 1 ml de agua destilada.
Referencia: 100 yl de BSA y 900 ul de agua destilada.

Muestra: 100 ul de extracto y 900 ul de agua destilada.

b. Se agrega 5 ml de la solucidn mezcla, se agita vigorosa-

mente y se deja reposar por 10 min.
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c. Se agrega 500 ul de la solucidn de. folin, se agita

vigorosamente y se deja reposar por 30 min.

d. Se determina la cantidad de proteina, leyendo © a

625 nm en el espectrofotdmetro.
9. Conjugacién

Se cultiva tanto la cepa donadora (Hfr), como 1la receptora

(F7) en 10 ml de medio Luria, hasta que alcancen 40 u.k.

Se mezclan ambas cepas a una proporcién de 1 (Hfr)

9 (F7). Al tiempo cero, se agita la mezcla e inmediatamente
se toma 0.1 ml y se agrega a 3 ml de agar suave. Se vuelve
a agitar vigorosamente por 30 seg y se vacia a cajas
de Petri con medio de seleccidn. Lo restante de la mezcla
es incubado a 37°C con agitacibén, pero muy lentamente.
Se detiene 1la conjugacién a un tiempo adecuado (30"
6 60'). Se centrifuga y se lava dos veces con NN. Se
2

plaquea 100, 1071 y 10°° en medio de seleccidn y se incuba

por 48 horas, a 37°C.

10. Determinacidén de Actividad de Citrato Sintasa (40)

Utilizamos el método que mide -SH, uséndose 5,5'-dithiobis-

2

(2-nitrobenzoato. DTNB & Reactivo de Ellman's). Esta
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reaccién es facilmente seguida a 412 nm, donde el ién
mercéptido tiene una gran absorcidén (E = 13,600); ninguno
de los reactivos absorben a esta 1longitud de onda. El

pH debe limitarse a un rango de 7.4 a 9.0.

-~ Obtencidn del extracto.

Para realizar la actividad enzimdtica de las cepas MX1150
y MX1152, se crecieron ambas cepas hasta alcanzar la
fase logaritmica en medio minimo con 0.2% de gluconato
de sodio, 15 mM de NH4+, 0.12 mM de glutamato y los demas
requerimientos. Se utilizd este medio dado a que la

sintesis de citrato sintasa es sujeta a represibén catabblica

por glucosa (15).

Se sacaron los cultivos a 80 wu.k., se centrifugaron a
7,000 rpm por 10 min, y se resuspendieron en 1 ml de
20 mM Tris-HCl1 pH 8.0, conteniendo 1 mM EDTA, 10 mM MgCl2
y 0.1 M KC1.

Se sonicaron las células con tres pulsos de un minuto
con 50 seg de intervalo. Se centrifugaron a 12,000 rpm
por 15 min. Se tomaron 10s sobrenadantes y se midieron

las actividades enzimaticas.

- Procedimiento.

Se afladidé a una celda:



29.

- DTNB 0.1 ml
- Acetil-CoA 0.03 ml
- H20 0.77 ml

Extracto celular 0.05 ml

La absorcidén fue seguida a 412 nm por 3 min para medir
la actividad de deacilasa de acetil-CoA. Se empezd 1la
reaccién de 1la citrato sintasa con 1la adicién de 0.05

ml de oxaloacetato.

- Reactivos.
- DTNB, 1mM: 3.9 mg de DTNB disuelto en 10 ml de 1 M
Tris-HC1l pH 8.1. '
- Acetil-CoA, 10 mM: 10 mg de acetil-CoA disuelta
en 1 ml de H20.
- Oxaloacetato, 10 mM: 1.32 mg de oxaloacetato disuelto

en 1 ml de Tris-HCl 0.1 M.

Se determind la proteina de los extractos celulares por

el método de Lowry (27).

Se reportaron 1las actividades especificas en nanomoles

1

de citrato formado a 37°C x min~ x mg de proteina_1.

11. Pozas de g-cetoglutarato

Cultivos de 250 ml en medio minimo NN, con glucosa como
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fuente de carbono y con’ diferentes fuentes nitrogenadas
como descrito anteriormente, fueron cultivados en matraces
Erlenmeyer de 1 litro. Se incubaron en incubadoras giratorias
a 37°C, y cuando alcanzaron una turbidez de ~80 unidades
Klett, fueron centrifugados 10 min a 6,000 rpm, de O-

4°C en un rotor GSA, en una centrifuga Sorvall RC-5B.

Para la determinacién de q-cCetoglutarato, a las pastillas
celulares de 100 ml de cultivo se agregd 1 ml de
0.3 M HC10, con 1 mM EDTA (frio). Se agité la mezcla
vigorosamente en un vortex y se centrifugé 15 min a 12,000
rpm. Se calculd el volumen total del sobrenadante, se
tomdé 0.5 ml de éste y se ajustd el pH entre 3.0 y 4.0,
con K2C03 y se centrifugd nuevamente por 15 min a 12,000
rpm para eliminar el precipitado. El1 sobrenadante fue

ajustado al volumen y guardado a -70°C.

Se determind el a-cetoglutarato en una mezcla de reaccidn
conteniendo en un volumen final de 1 ml, los siguientes

reactivos (26):

— 40 mM buffer imidazole-acetato pH 6.9

(20 mM imidazole base : 20 mM imidazole acetato)

25 mM acetato de amonio

- 0.1 mM ADP

- 0.7 mM NADH

- 0.1 ml del extracto celular

8 yl de glutamato deshidrogenasa (GDH) bovina
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(tipo III, Sigma catdlogo No. G-7882, 1 mg/ml
en 20 mM Tris-HCl pH 8.1 — 0.1 mM ADP).

Se midié espectrofotométricamente la oxidacién de NADH
+a 340 nm. Las absorbancias iniciales y finales de 1las
mezclas de reaccidén fueron tomadas antes y 15 min después
de adicionar 1la enzima, utilizando como esténdar el
decaimiento en absorbancia de las mezclas sin extractos

pero conteniendo entre 0.5 y 20 nanomoles de estandares

de a-cetoglutarato.

Se determind la cantidad total de proteinas en los extractos

por el método de Lowry (27).

Las pozas intracelulares de a-cetoglutarato fueron reporta-

das en nanomoles / mg de proteina.

12. Pozas de Aminodcidos

Otros 100 ml de 1los cultivos fueron centrifugados como
mencionado en el procedimiento para las Pozas de g-cetoglu-—
tarato, y las pastillas celulares tratadas con 4 ml de
metanol y agua destilada hasta 5 ml. Se agitaron vigorosa-
mente las mezclas y se centrifugaron a 12,000 rpm en

frio y los sobrenadantes fueron guardados a -70°C.

Los aminodcidos fueron determinados con o-ftalaldehido
(ePA), (25).
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Los OPA de 1los derivados fueron separados y cuantificados

por HPLC (high performance liquid chromatography).

La determinacidén de aminoicidos 1libres y totales por
‘Cromatografia de alta eficiencia (HPLC) en fase reversa,
es mas rapida y sensible que 1la clasica determinacién
por cromatografia de Intercambio idnico, en donde una
vez separados 1los aminoécidos, éstos son derivados ya
sea con ninhidrina, con fluorescamina & con o-ftal-
aldehido (OPA). La técnica HPLC en fase reversa consiste
en formar el derivado del aminodcido antes de que entre
a la columna, en este caso se emplea como agente derivante

al o-ftalaldehido (OPA).

El nico inconveniente de emplear OPA es que no es posible

obtener derivados de aminoacidos secundarios, ya que

no reaccionan.

Se utilizdé un equipo modular System Gold de Beckman,
que consta de una vélvula de inyeccién acoplada a un
loop de 5 ul (Altex 210A), un programador de solventes
(Mbdulo 126), detector de fluorescencia (Médulo 157)
controlador Nec (PC-8300) y un integrador (Modelo 427).

Una columna Ultrasphere XL ODS 3 ym, 4.6 mm x 7.00 cm.

- Reactivos.

Metanol grado HPLC de Baker No. cat. 9093-62, HQO grado HPLC,

.
'
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Obtencién por el uso de cartuchos Norganic de Millipore.
No. cat. XX1500-710.
Aminoicidos estandares de Pierce, No. cat. 20065.
Acetato de sodio trihidratado de Sigma, No. cat. S-8625.

*Reactivo OPA/mercaptoetanol de Beckman, No. cat. 338048.

— Procedimiento cromatogréafico.
Se filtran y se degasifican 1las fases mbviles A (acetato

de sodio SO0 mM pH 6.8) y B (metanol).

El gradiente de elucidén se inicia en el 10% del eluente

B, en el tiempo cero y continta de acuerdo al siguiente

esquema:

TIEMPO %B DURACION
(min) (min)
0.0 10.0 0.0
0.0 15.0 5.0
5.0 22.5 3.0

16.0 100.0 5.0

Se lleva al 100% de metanol para lavar la columna y permane-
ce en este porcentaje durante 10 min, procediendo enseguida
a equilibrar el sistema con el 10% de B. El1 flujo de

la fase mévil es de 1.5 ml/min.

- Procedimiento de derivaciédn.
Alicuotas de treinta microlitros de los extractos metandli-
cos fueron filtradas (filtro Millipore de 0.22 pm) y

adicionadas a 300 ul del reactivo OPA/MCE. Se agitd
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y se esperd 2 min para que ocufriera la derivacidén. Trans-—
currido este tiempo, se inyectaron 5 Ul en el sistema
cromatografico. Los derivados de OPA fueron eluidos por
elucidén isocrética. E1 eluente A y el eluente B fueron
‘mezclados en una relacidén 62:38 y bombeados a un flujo
con velocidad de 1.5 ml/min. La absorbancia de los eluatos
fue monitoriada a 418 nm de emisidén, después de una excita-
cidén a 305-395 nm. Los derivados de OPA de L-glutamato
y L-glutamina, los cuales comigran con 1los esténdares,

eluyeron como picos a los 3.5 y 9.8 minutos, respectivamen-

te.

La concentracidén de proteina fue estimada por el método

colorimétrico de Lowry (27).
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TABLA 1. Cepas Bacteriana§

Cepas

MX614
MX1146
MX1148
Jc158
MX1150
MX1152

AB1157

w620, gal?

Genotipo o Fenotipo Relevante

F~ A(1ac-Ero) ilv-680 thi-1 galk

F~ supE44 (glnv4a) gltAé x Gai't

F~ p(lac-pro) ilv-680 thi-1

Hfr thi-1 1eu’ sera6 strat

F~ ilv-680 thi-1 gltA6

F~ thr-i leu-6 ara  pro_ lac” T6R gal

A~ his” sm® xyl mtl” arg” thi-1

F~ supE44 (glnV44) gltA6 galk30 j

pyrD36 relAl rpsL129 thi-1
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RESULTADOS

Actividad de Citrato Sintasa

‘Después de obtener la cepa mutante MX1152 (gltA), como
se describid en Material y Métodos, procedimos a analizar
la actividad especifica de 1la enzima citrato sintasa
para confirmar que nuestra mutante no tenia actividad
de dicha enzima. Los resultados obtenidos se encuentran

en la tabla 2.

Crecimiento de MX1150 y MX1152 en funcién del suministro

de nitrégeno y carbono

Los resultados de 1los experimentos de <crecimiento se
encuentran en las Figuras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9,

asi como en la Tabla 3.

Ambas cepas, MX1150 (gltat) y Mx1152 (g1tA6) crecieron
muy similarmente, con tiempos de generacién parecidos
en medio minimo con glucosa, en todas 1las condiciones
de fuentes nitrogenadas examinadas, excepto con 1los

iones NH4+ , 15 mM & 0.5 mM de NH4+ (figuras 1 y 3),

solo MX1150 pudo crecer normalmente.

En medios conteniendo 6.8 mM de glutamina (fig. 5) o

con 12 mM de glutamato y 15 mM de NH4+ (fig. 2), ambas
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cepas crecieron con tiempos de generacién cerca de los
50 min,

Ambas cepas crecieron lentamente en glucosa-12 mM glutama-—
to, con tiempos de generacidn de 140 min (fig. 7). Sin
embargao, mejoraron considerablemente sus velocidades
de crecimiento cuando se afiadidé 15 mM NH‘;r " junto con
12 mM de glutamato (fig. 2). Estos resultados parecen
indicar que 1las células pasan por una privacién de
NH4*', cuando el glutamato es la unica fuente de nitrégeno,
para poder sintetizar glutamina a través de glutamino

sintetasa. Otros datos corroboran indicando que 1o que

podria estar pasando en condiciones en que el glutamato
es la Unica fuente nitrogenada, realmente es la escasez
de NH4"'. Como se puede observar en 1la figura 9,

en donde
se afiadié

15 mM de D-~serina junto con 12 mM glutamato,
los tiempos de generacidén son muy similares a 1los obtenidos

cuando se afiadié 15 mM NH4+ a 12 mM glutamato. Esto
indica que la mejoria en estos tiempos de

se debe a la abundancia de NH4+ intracelular. Dado que

D-serina es una fuente nitrogenada que se degrada intra-

generacidn

celularmente’muy répido generando NH4+ (36). Cuando se su-

ministra D-~serina 15 mM (fig. 8) como dnica fuente
de nitrdgeno, la cepa MX1150 logra crecer con un tiempo
de generacidén de 69 min, peroc la cepa MX1152 no logra
hacerlo. Esto podria estar dado por la falta de esqueletos

carbonados. .
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cepas crecieron con tiempos de generacidn cerca de los

50 min.

Ambas cepas crecieron lentamente en glucosa-12 mM glutama-
to, con tiempos de generacién de 140 min (fig. 7). Sin

embargo, mejoraron considerablemente sus velocidades

S
4

12 mM de glutamato (fig. 2). Estos resultados parecen

de crecimiento cuando se afiadié 15 mM NH " junto con
indicar que 1las c¢élulas pasan por una privacidén de
NH4+, cuando el glutamato es la Ginica fuente de nitrégeno,
para poder sintetizar glutamina a través de glutamino
sintetasa. Otros datos corroboran indicando que lo que
podria estar pasando en condiciones en qué el glutamato
es la Unica fuente nitrogenada, realmente es la escasez
de NH4+. Como se puede observar en la figura 9, en donde
se afiadié 15 mM de D-serina junto con 12 mM glutamato,
los tiempos de generacidén son muy similares a los obtenidos

4+ a 12 mM glutamato. Esto

cuando se afladié 15 mM NH
indica que la mejoria en estos tiempos de generacién
se debe a la abundancia de NH4+ intracelular. Dado que
D-serina es una fuente nitrogenada que se degrada intra-
celularmente;muy rapido generando NH4+ (36). Cuando se su-
ministra D-serina 15 mM (fig. 8) como f(nica fuente
de nitrdégeno, la cepa MX1150 logra crecer con un tiempo
de generacidén de 69 min, pero la cepa MX1152 no logra
hacerlo. Esto podria estar dado por la falta de esqueletos

carbonados. .
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También se vié que células de MX1152, en medio minimo
con glucosa-0.5 mM NH4+ crecieron con tiempos de generacidn
de 126 min, cuando 1la concentracién externa de glutamato
fue de 0.12 mM, pero cambid a 58 min de tiempo de genera-
*cién cuando la concentracién de glutamato subié a 12
mM (figuras 3 y 4, tabla 3). Un efecto similar en 1la con-
centracién de glutamato fue observado con células de
MX1150 en medio minimo con glucosa y 15 mM NH4+ . Estos
resultados sugieren que debido a 1la incapacidad de que
las células gltA metabolicen glucosa via el ciclo de
Krebs, glutamato y glutamina deben ser suministrados
en concentraciones de sustrato para obtener velocidades

de crecimiento 6ptimas.

Otros experimentos realizados indican que ni glutamina
ni glutamato, con o sin 15 mM NH4+ pueden ser usados
por MX1150 o MX1152, como Unica fuente de carbono, en

ausencia de glucosa.

Adem3s, la cepa MX1152 es incapaz de crecer en un medio
que contenga acetato de sodio como fuente de carbono,
independierite de 1la fuente nitrogenada que se suministre
(12). Pero logra crecer en un medio con glucosa y acetato
suministrados simultaneamente. Eso indica que el acetato
no Jjuega un papel inhibitorio. Simplemente no puede
ser metabolizado, ya que su asimilacidén depende de 1la

ruta del glioxiiato (figura 10).
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a un medio que contenga 6.8 mM de glutamina, no hay

También se  observdé que cuando se afiade 15 mM de NH

ningiin incremento notorio en las velocidades de crecimiento
de ambas cepas (figs. S5 y 6, tabla 3). Eso indica que
la glutamina por si sola es capaz de suplir todas 1las
necesidades metabdlicas tanto en 1la cepa mutante como
en la silvestre. Es de hacerse notar que 1la (nica fuente
nitrogenada capaz de suplir 1la auxotrofia de 1la cepa

MX1152 por glutamato, es la glutamina.

Regulacién de glutamino sintetasa

La actividad especifica y el estado de adenilacidén de
la glutamino sintetasa (GS) fueron determinados en ambas
cepas MX1150 y MX1152, en diferentes medios de cultivo,

como se indica en la Tabla 4.

Los resultados indican que la enzima glutamino sintetasa
se encuentra elevada y no adenilada, cuando ambas cepas
fueron cultivadas en fuentes limitantes de nitrdgeno.
En contraste, bajos niveles y casi totalmente adenilada
fue 1l1la caracteristica de la glutamino sintetasa cuéndo
crecié en medio minimo con glucosa y 15 mM NH,* y en

4

ambas cepas, MX1150 y MX1152 con 15 mM NH4+ y una fuente

limitante de nitrdgeno adicional, como glutamato é glutami-

na.
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En la tni¢a condicién en que no fue posible realizar
ensayos de actividad enzimitica fue con la cepa MX1152
en 15 mM NH4+ y 0.12 mM glutamato, ya que esta cepa

crece solamente hasta 30 u.k.

Asi, si juzgamos por la actividad de glutamino sintetasa

ambas células gltA+ y gltA6, dan respuestas normales

de Ntr, independientemente de las velocidades de crecimien-

to en las fuentes nitrogenadas examinadas.

Pozas de a~cetoglutarato, glutamina y glutamato

Medimos los tamafios de las pozas intracelulares de estos
tres metabolitos, en MX1150 y MX1152, crecidas bajo
limitacién y exceso de nitrdgeno. Estos resultados se

encuentran en la Tabla 5.

Las células gltA+ tienen més grandes las pozas de glutamato
comparadas con células gltA6, en todas 1las condiciones
en que lograron crecer; una consecuencia 1légica, dada
a la incapacidad de la cepa MX1152 de sintetizar gJglutamato

via el ciclo de Krebs. '

Las pozas de glutamina y de a-cetoglutarato fluctian

entre limites cercanos, entre 0.49 y 1.98 nmoles x mg
de prote:’.na\_1 , Mmientras que 1las de glutamato fueron

significantemente grandes.



41 .

Las pozas de a-cetoglutarato de ambas cepas, MX1150 -
y MX1150 fueron 2.5 a 4.0 veces mas grandes en limitacidn

de nitrdégeno que en exceso de nitrdgeno.

Las pozas de glutamina fueron similares en células
MX1150, aunque crecidas en fuentes 1limitantes o de exceso
de nitrbégeno. Pero fueron 1.1 a 2.4 veces mas elevadas
que las de 1las células MX1152, crecidas bajo condiciones

similares de fuentes nitrogenadas.

Estos resultados indican que como consecuencia de 1a
incapacidad de las células gltA6é para metabolizar glucosa
via el ciclo de Krebs, deben sintetizar todo'su a—-cetoglu-
tarato a expensas del glutamato y/o glutamina, y que
su poza de glutamina es siempre ,menor que 1la de 1las

céiulas gitat,

No se pudo determinar 1las pozas intracelulares de 1la
cepa MX1152, en 1la condicidén de 15 mM NH4+ con 0.12
mM de glutamato, porque esta cepa logra crecer hasta
30 u.k., y las demis pozas fueron analizadas a partir

i
de extractos celulares que habian alcanzado ~ 80 unidades

Klett.

A pesar de intentar de diferentes formas 1limpiar 1los

aminoacidos cuando se encontraban como sustrato en el
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medio, no pudimos lograr obtener resultados menos elevados.
Como es el caso de las pozas de glutamato en condiciones
en que se crecid la cepa con 12 mM de glutamato. Obtuvimos
valores altos como 138, 79, 145 y 108 nmoles/mg de pro-

‘teina, con desviaciones estandares muy grandes.

Tampoco pudimos eliminar la contaminacidn por el aminodcido
en el medio cuando utilizamos glutamina como fuente
de nitrdgeno. Los valores obtenidos para la poza de
glutamina, utilizando glutamina como fuente de. nitrdgeno,
son bastante elevados si consideramos la poza de glutamina
en otras condiciones de 1limitacién de nitrbégeno. Para
MX1150 obtuvimos 2.92 nmoles/mg de protéina, y para
MX1152, 2.63 nmoles/mg de proteina. Las desviaciones
estandares en esta condicién son igualmente elevadas

1.39 y 1.20.

El tamafio de las pozas de glutamato y glutamina en células
silvestres MX1150, crecidas en glucosa-15 mM NH4+ fue
comparable a los datos previamente reportados en otra

cepas de E.coli K-12 crecida bajo condiciones similares

(22).

De acuerdo con la hipdtesis de 1la cascada biciclica,
la relacién calculada de gin/q-KG fue elevada, de 1.94

a 2.24 para MX1150 y de 1.62 para MX1152, cuando crecida
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en exceso de NH4+ (con suplemento de 12 mM para la Gltima
cepa). Las relaciones fueron bajas cuando se crecieron
las cepas en fuentes limitantes de nitrdgeno, como en
el caso de la condicibén de 0.5 mM NH4+ con 0.12 mM glutama-
to, en que 1las relaciones obtenidas fueron 0.71 y 0.43,

para MX1150 y MX1152, respectivamente.

Las relaciones gln/ a-KG obtenidas cuando se crecieron
las cepas MX1150 y MX1152 en 12 mM glutamato fueron

bajas, 6.62 y 0.43, respectivamente.

En la Tabla 5 no se puso el calculo de 1la relacién
gln/ a~KG en la condicidén en que se crecieron las cepas
en glutamina, pues la relacidn no es real, dada la contami-
nacidbén de la poza con el aminodcido del medio. Las relacio-
nes gln/ a-KG serian de 1.63 para MX1150, y 1.52 para
MX1152. Estas dos relaciones parecerian indicar una

condicién de exceso de amonio, y este no es el caso.



TABLA 2. Actividades Especificas de Citrato Sintasa

Cepas Actividad Especifica *
MX1150 72
MX1152 0 (menor que 2)

* nanomoles de citrato formado a 37°C x min"-I

1

. x mg de

proteina”



TABLA 3. Tiempos de Generacidn -

Cepas Fuente de Nitrdgeno Tiempo de Generacion
(min)
MX1150 15 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato 48
MX1152 15 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato 252
MX1150 15 mM NH4+ + 12 mM glutamato 48
MX1152 15 mM NH4+ + 12 mM glutamato 50
MX1150 0.5 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato 118
MX1152 0.5 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato 126
MX1150 0.5 mM NH4+ + 12 mM glutamato 55
MX1152 0.5 mM NH," + 12 mM glutamato 58
" MX1150 12 mM glutamato 144
MX1152 12 mM glutamato 140
MX1150 6.8 mM glutamina 49
MX1152 6.8 mM glutamina : 51
MX1150 6.8 mM glutamina + 15 mM NH4+ 46
MX1152 6.8 mM glutamina + 15 mM NH4+ 49
MX1150 15 mM D-serina 69

*

MX1152 15 mM D-serina NC
MX1150 15 mM D-serina + 12 mM glutamato 51
MX1152 15 mM D-serina + 12 mM glutamato . 55

14

* NC = no crecid.



TABLA 4. Actividades Especificas de Glutamino Sintetasa y grado de adenilacién (i)

Glutamino Sintetasa*
(i)

Cepas Fuentes de Nitrdégeno

MX1150 15 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato
MX1152 15 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato
MX1150 15 mM NH4+ + 12 mM glutamato
MX1152 15 mM NH4+ + 12 mM glutamato
MX1150 0.5 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato
MX1152 0.5 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato
MX1150 0.5 mM NH4+ + 12 mM glutamato
MX1152 0.5 mM NH4+ + 12 mM glutamato
MX1150 12 mM glutamato

MX1152 12 mM glutamato

MX1150 6.8 mM glutamina

MX1152 6.8 mM glutamina

198(8)

* %

179(8)
185(6)

1369(4)
1468(4)

1236(3)
1046(4)

1672(4)
1473(4)

1904(4)
1729(5)

* Actividad Especifica_$xpresada en nanomo}es de y-glutamil hidroxamato

formado a 37°C x min~ x mg de proteina

** no se pudo determinar la actividad especifica, ya que la cepa crece
solamente hasta 30 u.k.

- La actividad de glutamino sintetasa fue determinada cuando las células
llegaron a una turbidez de ~80 unidades Klett, después de incubacidn a
37°C en medio minimo NN con glucosa y sus requerimientos. Cada valor
de 1las actividades especificas de GS fue determinado por lo menos tres

veces.

i



TABLA 4. Actividades Especificas de Glutamino Sintetasa y grado de adenilacidn (#i)

*
Glutamino Sintetasa

Cepas Fuentes de Nitrdégeno
(fi)

MX1150 15 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato 198(8)
MX1152 15 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato *
MX1150 15 mM NH4+ + 12 mM glutamato 179(8)
MX1152 15 mM NH4+ + 12 mM glutamato 185(6)
MX1150 0.5 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato 1369(4)
MX1152 0.5 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato 1468(4)
MX1150 0.5 mM NH4+ + 12 mM glutamato 1236(3)
MX1152 0.5 mM NH4+ + 12 mM glutamato 1046(4)
MX1150 12 mM glutamato 1672(4)
MX1152 12 mM glutamato 1473(4)
MX1150 6.8 mM glutamina 1904(4)
MX1152 6.8 mM glutamina 1729(5)

* Actividad Especifica_gx

formado a 37°C x min
** no se pudo determinar la actividad especifica, ya que la cepa crece
solamente hasta 30 u.k.

presada en nanomoles de y-glutamil hidroxamato
x mg de proteina .

- La actividad de glutamino sintetasa fue determinada cuando las células
llegaron a una turbidez de ~80 unidades Klett, después de incubacidn a
37°C en medio minimo NN con glucosa y sus requerimientos. Cada valor
de las actividades especificas de GS fue determinado por lo menos tres

veces.

14



TABLA 5. Pozas Intracelulares de a-cetoglutarato, glutamato y glutamina,
y la relacidn entre glutamina y g-cetoglutarato.

Cepa Fuente de Nitrdgeno Pozas Intracelulares Glutamina/

* * —
a-cetoglutarato Glutamato Glutamina @ Ceteglutarato

MX1150 15 mMNH4+ + 0.12 mM glutamato 0.56 + 0.13 26 + 5 1.09 + 0.04 1.94

MX1152 15 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato NC NC NC —

MX1150 15mMNH4+ + 12 mM glutamato 0.49 £ 0.07 138 & 35 1.10 & 0.28

MX1152 15mMNH4++ 12 mM glutamato 0.59 + 0.15 79 + 13 0.96 + 0.04

MX1150 O.SmMNH4++ 0.12 mM glutamato ° 1.98 + 0.22 40 + 8 1.41 £ 0.30

MX1152 O.SnMNH4++O.12nMglutamato 1.31 £ 0.23 13 +£1 0.57 + 0.15°

MX1150 12 mM glutamato 1.98 £ 0.50 145 % 36 1.23 & 0.45

MX1152 12 mM glutamato 1.51 + 0.13 108 + 30 0.65 + 0.07

MX1150 6.8 mM glutamina 1.79 + 0.23 62 + 2.92 £ 1.39 -

MX1152 6.8 mM glutamina 1.73 + 0.30 24 + 2.63 + 1.20 —

NC = no se pudo determinar las pozas intracelulares, ya
hasta 30 u.k.

+ = desviacién estéandar

- Las pozas intracelulares estan reportadas en nanomoles/mg de proteina. Cada valor fue
determinado por 1o menos tres veces. Las pozas intracelulares fueron determinadas cuan-
do las células llegaron a una turbidez de ~80 unidades Klett, después de la incubacién o

a 37°C, en medio minimo NN con glucosa y sus requerimientos como se describid en Mate-

rial y Métodos.
* Todos nuestros esfuerzos para determinar glutamato y glutamina en células crecidas en
glutamato y glutamina, respectivamente, resultaron muy elevados debido a contaminacidn
con aminodcidos del medio.

que la cepa crece solamente

~.
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medio minimo NN con glucosa y sus requerimientos.
como se describid en Material y Métodos.

15 mM NH:* + 12 mM GLUTAMATO

200

1680 /

!50L :

04 1 1 1 I [l "l 1 [ 1 )
] 2 4 -] 8 10 12 14 1B 18 20 22 24
TIEMPO (horas)

—— MX1150 —— MX1152
FIQURA 2: Curvas de Crecimiento. Igual que en Fig. 1.




—“—HmrxX omo»o-—-2ZCc

“-mr-X omMoO>»U—2ZC

200

150

100

50

t

49,

0.5 mM NH4"+ 0.12 mM GLUTAMATO

] i \ il Il 1

] A

0 2 4 6 8 10 12 14 1® 18

TIEMPO (horas)

—— MX1160 —+— MX1162

20 22 24

FIGURA 3: Curvas de Crecimiento. Igual que en la Fig. 1.

0.5 mM NH:" + 12 mM GLUTAMATO

200

180} . !

100}

501 '
o‘ 1 ) 1 1 1 — 1 L 1 1 [ -
0 2 4 6 8 10 12 14 18 18 20 22 24

TIEMPO (horas)

— MX11§0 —— MX1152

FIGURA 4: Curv¥s de Crecimiento. Igual

que en la Fig. 1.



“H<4mrx omo>»ou-ZCc

—4<mrX MO»0—-ZC

50.

6.8 mM GLUTAMINA

200

160 °

100

o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14 168 18 20 22 24
TIEMPO (horas)

—— MX1150 — MX1152
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- DISCUSION

Se estudié el patrdén de crecimiento 'y de:la regulacidn
nitrogenada en una cepa silvestre de® E.coli y una cepa
derivada que no tiene actividad de citrato sintasa,
cuando se crecieron ambas cepas en medio minimo, con
glucosa y NH4+ , dJlutamato o glutamina, como fuente
nitrogenada. Los resultados obtenidos conilevan a importan-
tes implicaciones respecto al metabolismo nitrogenado
y carbonado en enterobacterias. Dada §u incapacidad
de derivar citrato y otros intermediarios del <ciclo
de Krebs a partir de glucosa, las mutantes gltA son
auxdtrofas de glutamato (13). Los experimentos esquematiza-
dos en la Figura 7 y en la Tabla 3, muestran que 12
mM de glutamafo satisface el requerimiento de la cepa
MX1152 (gltA6), pero es una fuente pobre de nitrdgeno
para ambas cepas, MX1150 y MX1152. Velocidades ©&ptimas
de crecimiento se obtuvieron cuando 15 mM de amonio
fue suministrado en adicién de glutamato (Fig. 2) o
con 6.8 mM de glutamina (Fig. 5), como Unica fuente
de nitrdgeno.

Puesto que, células MX1152 no 1logran crecer en medio
minimo con glucosa mas 15 mM de NH4+ , 1los resultados
indican que glutamato y/o glutamina son degradados por
células gltA6, para derivar no solo - nitrdégeno, pero

también esqueletos de carbono y energia para el crecimiento
8-



celular.

Dado que E.coli K-12 y sus derivadas no poseen una enzima
glutamato deshidrogenasa catabdlica (44,45), los resultados
parecen indicar que en ambas cepas, MX1150 y MX1152,
los iones Nl-14+ son requeridos Jjunto con glutamato para
sintetizar glutamina via glutamino sintetasa. Solamente
asi el catabolismo de 1la glutamina podria producir iones
NH4+ para reciclarse.

La cepa MX1152 es capaz de disparar 1la respuesta Ntr,
asi como la cepa MX1150, como se vid en los datos obtenidos
y a su capacidad de sintetizar niveles desreprimidos
de glutamino sintetasa, cuando se sujetaron las células
a limitacién de nitrégeno en medio minimo con glucosa
y con glutamato o glutamina. Como era de esperarse,
la adicidén de amonio a un medio con limitacidén de nitrégeno
causa en células MX1152 1la represién en 1los niveles

de sintesis de glutamino sintetasa (Tabla 4).

Existen dos clases de fuentes nitrogenadas. La primera
clase de compuestos se degradan derivando amonio, como,
ejemplo estédn la D- y L-serina. La segunda clase de
fuentes nitrogenadas consiste en compuestos que se degradan
para dar glutamato, como es el caso de prolina o aspartato,
0 que pueden formar glutamato a partir de reacciones

de transaminacidén (36).
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Algunos . aminodcidos -generan :.'glutamatcf y. =amonio..,1¢uando

se .degradan. )
Escogimos utilizar la primera clase compuestos; ya
que D-serina se degrada muy br;!abi'da, , intracelularmente,

liberando amonio (36).

De 1los experimentos en que se utilizdé D-serina como
fuente de nitrbégeno (Figs. 8 y 9), se puede concluir
que en realidad el crecimiento tan lento de ambas cepas
en 12 mM glutamato se debe a la falta de NH4+ intracelular.
Como D-serina libera amonio intracelularmente se observa
que el crecimiento en 15 mM D-serina con 12 mM glutamato
es casi idéntico al observado con 15 mM NH‘,_}Jr con 12
mM glutamato,. tanto en la cepa silvestre MX1150 como

en la cepa mutante MX1152.

También se puede .observar que cuando se suministra
D-serina como unica fuente de nitrdégeno, la cepa MX1150
puede crecer, pero la cepa MX1152 no 1lo puede hacer,
Esto debido a la falta de esqueletos carbonados, como
también ocurre cuando se crece la cepa MX1152 en medio,

minimo con 15 mM NH4+ y 0.12 mM glutamato (Figs. 1 y 8).

Los resultados de 1las determinaciones de 1los tamafios
de las pozas de qg-cetoglutarato y glutamina realizados

en MX1150 y MX1152, hacen pensar y concluir que la relacidn
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entre gln/ a-XKG es como se esperaba de  acuerdo con 1la
hipdtesis de la cascada biciclica. Asi pues, ambas cepas
dan relaciones de gln/ a-KG ‘del orden de 0.5, cuando
son crecidas bajo 1limitacién de nitrdgeno, como con
glutamato 6 0.5 mM NH4+ , y del orden de 2.0, cuando

son crecidas en exceso de amonio.

Los hallazgos de 1la poza de o-cetoglutarato en MX1152,
son una clara indicacidén de que glutamato y/o glutamina

son degradados en la cepa para formar otros compuestos.

En medio minimo con glucosa, glutamato es una fuente
pobre de nitrdgeno para ambas cepas, MX1150 y MX1152,
esto no es debido a que se transporte ineficientemente,

4"' para formar glutamina,

sino porque requiere iones NH
la cual a su vez es mas factible a sufrir degradacién

que glutamato.

La interrogante acerca de si glutamato y/o glutamina
pueden ser utilizados como Wnicas fuentes de carbono
y nitrégeno fue examinada. Los resultados demuestran
que ni la cepa MX1150 ni MX1152 son capaces de crecer,
en 12 mM de glutamato con o sin NH4+ o en 6.8 mM de
glutamina como fuente de carbono. Experimentos cof
c'  nos podrian ayudar a comprender si 1los Aatomos de

carbono del a-cetoglutarato en células gltA6, en medio

minimo con glucosa-glutamato o glucosa-glutamina son
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derivados de glucosa o de los aminodcidos ‘o “'de . ambos.
No seria una sorpresa si ‘bajo ,cohdi..élibnés- similares
de crecimiento, aun las células gltA+ derivasen parte
de su poza de a~cetoglutarato de glutémato y/é glutamina.
'

La transaminacién de glutamato con oxaloacetatoc, como
aceptor de grupos amino con subsecuente desaminacibn
de aspartato a fumarato y NH4+ via aspartato amonia
liasa, ha sido propuesto para el catabolismo de glutamato
en mutantes de E.coli capaces de usar este aminoécido
como Unica fuente de carbono y nitrdgeno (29). En células
silvestres de E.coli incapaces de usar glutamato como
fuente Gnica de nitrdgeno y carbono, esta via no parece
ser la preferente para catabolizar glutamato, particular-
mente porque }10 logra explicar 1las propiedades del NH4+
para acelerar el crecimiento, cuando se afiade a cultivos
de glucosa-glutamato en ambas cepas MX1150 y MX1152
(Figs. 2 y 4, Tabla 3).

Si la degradacidén de glutamato requiere iones NH‘,_,{+ para
ser convertido a glutamina, como nuestros experimentos
parecen indicar, necesitariamos explicar cémo las células,
derivan a-cetoglutarato a partir de glutamina. La actividad
de glutaminasa, que puede convertir glutamina en dglutamato
y NH4+ no ha sido estudiada todavia. Esta via seria

una de las posibilidades para explicar 1la degradacién

de glutamina, pero el problema seria todavia el explicar
8
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cémo convertir de glutamato & a-cetoglutarato.

Experimentos preliminares en nuestr aboratorio~ ‘indican

que la glutamina sufre degradac‘ién }3 vitro, ugil‘:irzréndose
extractos celulares de E.coli para;‘ ;lar‘ 'u—cetoiglutarato,
con 1la formacidén de un compuesto intermediario que es
el a-cetoglutaramato (7). Si esta ruta es una de 1las
responsables de la degradacidén de glutamina en células
gltA6, todos los dtomos de carbono del a-cetoglutarato
serian derivados de glutamina. Esta ruta puede representar
una alternativa en el ciclo de Krebs para la cepa MX1150,
pero es, posiblemente, 1la uUnica via para la biosintesis
de a-cetoglutarato en MX1152. Cualesquiera que sean
los mecanismos enzimiticos relacionados a 1la degradacidn
de glutamina, es claro dque no deben ser regulados por
nitrégeno, ya que operan eficientemente en presencia
de exceso de NH4+ , cuando la enzima glutamino sintetasa
es sintetizada en pequefias cantidades y muy adenilada.
En otras palabras, la conversidn de glutamina a a-cetoglu-
tarato no parece ser el paso que regula la relaciébdn
intracelular gln/ o-KG en células gltA6 en respuesta

a la disponibilidad de nitrdgeno.

Existen por 1o menos tres alternativas por 1las cuales
la poza de o -cetoglutarato puede ser metabolizada por
células de E.coli. Una de ellas es la que utiliza o-—
cetoglutg;'ato y: amonic para hacer glutamato, via glutamato

deshidrogenasa, ya que tiene mayor afinidad o trabaja
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preferentemente en condiciones de exceso de NH4+ , por
la gran afinicad que posee esta enzima por sus sustratos,
(38). Las otras rutas alternativas aparentemente trabajan
bajo todas 1las condiciones de fuentes de nitrdgeno,
es decir, la condensacién de a-cetoglutarato con glutamina
para formar glutamato a través de la glutamato sintasa
o eliminando un 002 para formar succinato y entrar al
ciclo de Krebs, por la via del complejo de la a-cetogluta-
rato deshidrogenasa. Debido a 1la pérdida de 1la actividad
de citrato sintasa, las células gltAé son incapaces
de sintetizar citrato, y por consiguiente, isocitrato
y a-cetoglutarato. En consecuencia, también perdieron
la funciédn de la ruta del glioxilato, en todas 1las condi-
ciones en que logra crecer. Las células gltAé son incapaces
de crecer en acetato-glutamina, probablemente porque
uno o mas de sus metabolitos faltantes son requeridos
para 1la sintesis de piruvato vy fosfoenolpiruvato, Y
para la sintesis de los metabolitos que derivan de ellos,
como por ejemplo, las pentosas de los é&cidos nucleicos,
aminoadcidos aromdticos y algunos alifaticos, histidina,
etc. (23,33). En células silvestres gltA+, la sintesis
de a-cetoglutarato a partir de glutamato vy/o glutamina‘
puede ser 1la mas importante para alimentar el ciclo
de Krebs, cuando normalmente no puede ser sintetizado
por 1la isocitrato deshidrogenasa, como por ejemplo,

cuando funciona la ruta del glioxilato (4,9,18).
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El modelo dibujado en la Figura 10, resume las reacciones

en que creemos que las células gltAé utilizan para derivar

nitrbégeno, carbono y energia a partir del catabolismo

de glutamato y/o glutamina. E1 estudio de algunas

de 1las muchas interrogantes podrén ayudar a probar

la veracidad del modelo.
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FlGURA 10: Ciclo de Krebs. Ruta propuesta para la conversidén de glutamato y glutamina A

en a-cetoglutarato en células MX1152 (gltA6). Las rayas interrumpidas in-
dican las reacciones que no se llevan a cabo en estas células, en el ciclo
de Krebs y en la ruta del glioxilato, en consecuencia de la falta de ac-
tividad de citrato sintasa. Las lineas entre glutamina y a-cetoglutarato
indican incertidumbre acerca de 1os pasos enzimdticos.
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