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ABREVIATURAS 

A.E. = Actividad específica 

BSA = Albúmina bovina sérica 

CTAB = Bromuro de cetil trimetilamonio 

d = Daltones 

o.o: 
EDTA 

Densidad óptica 

Etilendinitrilotetracetato disódico 

ºC = Grados Centígrados 

g = Gramos 

TRIS = Hidroximetil amino metano 

h Horas 

1 litro 

µg Microgramos 

)Jl Microlitro 

mg Miligramo 

ml Mililitro 

mm Milímetros 

mM Milimolar 

min = Minuto 

M = Molar 

ng Nanogramos 

nm Nanómetros 

ci -KG = ci -cetoglutarato 

gln Glutamina 

rpm Revoluciones por minuto 

ufp Unidades formadoras de placa 

3. 



µm micrómetros 

cm centímetros 

u. k. unidades Klett 

• NADP (beta-Nicotinamida adenin dinucleótido fosfato 

oxidado) 

NADPH (beta-Nicotinamida adenin dinucleótido fosfato 

reducido) 

4. 
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• INTRODUCCION 

Las enterobacterias son capaces de crecer en medio mínimo, 

conteniendo un solo componente de una gran variedad 

, de compuestos orgánicos como única fuente de carbono 

y energía, y uno de una variedad más limitada de compuestos 

orgánicos o inorgánicos como única fuente de nitrógeno. 

La mayoría de los organismos vivos es incapaz de asimilar 

el nitrógeno molecular, que se encuentra en la atmósfera, 

y requieren que el nitrógeno se encuentre en forma 

de compuestos inorgánicos simples como amonio, ni tri tos, 

nitratos, o también como moléculas orgánicas más complejas 

como algunos aminoácidos prolina, histidina, aspartato, 

arginina, etc.). Aunque las fuentes preferenciales de ni­

trógeno y carbono son el amonio y la glucosa, respectiva­

mente. 

El crecimiento en otras fuentes nitrogenadas que no 

sea el amonio es más lento. A este crecimiento se le 

llama: limitación de nitrógeno. Y a los sistemas que 

se inducen en esta condición se les denomina Ntr. 

El sistema Ntr involucra la síntesis de las enzimas 

que 

así 

son capaces de degradar estas fuentes 

como los sis temas de transporte para 

( 36). 

nitrogenadas, 

estas fuentes 

~os caminos de asimilación de amonio son bastante limitados. 
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De todos los aminoácidos encontrados en proteínas y 

otros constituyentes celulares, el amonio puede ser 

asimilado directamente en solo algunos. Existen dos 

intermediarios celulares muy importantes para la biosínte-

• sís de compuestos nitrogenados, como aminoácidos, nucleótí-

dos, y otros, que son el glutamato y la glutamina, y 

además son los principales donadores de su grupo amino 

y amida, respectivamente. 

Escherichia coli y otras enterobacterias son capaces 

de crecer en medio mínimo con amonio como única fuente 

de nitrógeno. Para la asimilación 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 oxidación de una molécula 

de NADPH, corno se muestra en la siguiente reacción: 

GDH 
1. a-cetoglutarato + NADPH + NH4 + ------i> L-glutamato + NADP+ + H2o 

b. La enzima glutamino sintetasa (GS), ( EC 6. 3. 1 . 2) , 

que utiliza amonio y glutamato para sintetizar glutamina. 

GS 
2. L-glutamato + NH4 + + ATP ---------> L-glutamina + ADP +Pi 

Mg2+ 
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Además 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 la 

glutamina al carbono a del a-cetoglutarato, resul tanda 

en la producción de dos moléculas de glutamato. La reacción 

es la siguiente: 

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

A pesar de la gran importancia que tienen las enzimas 

biosintéticas de glutamato y glutamina en la asimilación 

y metabolismo del nitrógeno, hay poca información todavía 

respecto a su regulación. La mayor parte de los estudios 

fisiológicos y genéticos se han centrado en los mecanismos 

regulatorios de la síntesis de glutamina, los cuales 

constituyen un sistema muy complejo. 

La GS es la única enzima capaz de sintetizar glutamina 

por lo que cepas mutantes que carecen de esta actividad 

son auxótrofas de éste aminoácido ( 28 , 36 ) . La GS es 

una proteína de unos 600,000 d de peso molecular, compuesta 

por doce subunidades iguales que tienen un peso molecular 

de aproximadamente 50,000 d cada una. Tanto la actividad 

enzimática como la síntesis de la GS están sujetas a 

un control muy riguroso. Un primer mecanismo de control 

sobre la actividad enzimática está dado por la inhibición 
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acumulativa de algunos productos del ·metabolismo de 

la glutamina (14,42). Se ha descrito también una regulación 

de la actividad que consiste en un cambio conformacional 

de la proteína, lo cual depende de la ausencia o presencia 

• de algunos cationes divalentes, de tal manera que en 

ausencia de estos, la enzima adquiere una conformación 

"relajada", la cual es catalíticamente inactiva. Cuando 

se agregan los cationes, la enzima se reactiva y regresa 

a su conformación activa ( 14) . El tercer mecanismo 

de regulación de la actividad enzimática de GS, y quizás 

el más conspicuo, consiste en la adenilación reversible 

de un grupo tirosilo de cada subunidad de la GS. Este 

mecanismo responde a la disponibilidad de nitrógeno 

en el medio, y la enzima va perdiendo actividad a medida 

que aumenta su grado de adenilación, ñ ( 14, 39, 42, 

43). Tanto la reacción de adenilación como la de desadeni­

lación, las ca tal iza una misma enzima denominada adenil­

transferasa (ATasa), la cual a su vez está regulada 

por una pequeña proteína conocida como P11 . Esta proteína 

puede existir como dos formas interconvertibles: PIIA 

y P IID . La primera estimula la ATasa para catalizar 

la reacción de adenilación de la GS, mientras que la 

estimula la desadenilación. La interconversión 

de P IIA a P IID depende de la actividad de una uridil trans­

ferasa (UTasa) que une reversiblemente un grupo UMP 

a la proteína P IIA La UTasa aparentemente también es 
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capaz de deuridilar a P110 para ·convertirla en la forma 

PIIA. La actividad de la UTasa se afecta por las altas concentra­

ciones de a-cetoglutarato y ATP, que estimulan la uridilación 

de P11 para formar la P IID , que a su vez estimula la 

desadenilación de la GS, lo cual resulta en mayor actividad 

biosintética de esta enzima y por lo tanto, mayor síntesis 

de glutamina. La reacción de uridilación de la P11 se 

inhibe por glutamina y fosfato inorgánico, lo que resulta 

en la forma P IIA de esta· proteína, y por lo tanto se 

estimula la adenilación de GS. La ATasa también responde 

a los niveles de ATP, a -cetoglutarato y glutamina, de 

manera que al tas concentraciones de glu~amina y bajas 

de a -cetoglutarato estimulan la adenilación; bajos 

niveles de glutamina y altos de a -cetoglutarato y ATP 

estimulan la desadenilación. Se ha demostrado que el 

grado de adenilación de la GS es muy sensible a concentra-

ciones intracelulares de a -cetoglutarato y glutamina, 

y pequeños cambios en la relación de la concentración 

de a-cetoglutarato ( a-KG) a glutamina (gln) causa cambios 

dramáticos en la adenilación de la GS (37,41). 

Todas estas reacciones integran un sistema cerrado de 

una Cascada Bicíclica, la cual hace con que las células 

tengan una sensibilidad aumentada a pequeños cambios 

en concentraciones de los efectores (la glutamina y 

el a -cetoglutarato), y también ajusta rapidamente el 

estado de adenilación-desadenilación de la glutamino 
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sintetasa, y en consecuencia, su actividad biosintética. 

La relación intracelular L-glutamina/ a-cetoglutarato 

sufre pequeñas variaciones como consecuencia de la abundan­

cia o escasez de nitrógeno accesible a E. coli. Si se 

crecen estas bacterias en medio mínimo con glucosa y 

exceso de NH 4 + {mayor que 1 mM) resulta en una relación 

alta entre glutamina y a -cetoglutarato. El porque la 

relación favorece a la poza de glutamina sobre la de 

a-cetoglutarato no ha sido dilucidado, pero la posibilidad 

de que sea por la sobresíntesis de glutamina es difícil 

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 mínimo con glucosa y en limitación 

de nitrógeno {O.S mM NH4+, arginina, prolina ó glutamina), 

E.coli incrementa como diez veces la síntesis de glutamino 

sintetasa, comparada con la cantidad de ésta enzima 

en células crecidas en condiciones de exceso de nitrógeno. 

Además, en condiciones de limitación de nitrógeno, la 

GS se encuentra desadenilada, o sea, biosintéticamente 

activa. Esto sugiere que bajo limitación de nitrógeno, 

las células deben tener baja la relación intracelular 

glutamina/a -cetoglutarato. Además, en estas condiciones 

fisiológicas el amonio es asimilado por la glutamino 

,sintetasa y no por la glutamato deshidrogenesa (22), 

.Q 



11 . 

debido a su al ta Km por NH4 + (38). Como consecuencia, 

en condiciones de limitación de nitrógeno, 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 los compuestos nitrogenados 

limitantes. La excepción es la glutamina, para la cual 

no hay explicación bioquímica por ser una excelente 

fuente nitrogenada, aunque limitante. 

La cascada bicíclica no resultaría tan eficiente por 

si sola si la cantidad de glutamino sintetasa sintetizada 

por las células no fuese regulada por el nitrógeno disponi-

ble, o sea, la respuesta Ntr. La expresión de glnA, 

el gene estructural de glutamino sintetasa, y algunos 

otros genes involucrados en la asimilación de nitrógeno, 

son regulados transcripcionalmente por los productos 

de glnL y glnG. Estos dos genes y glnA forman el operón 

glnALG ( 36 l. La transcripción de glnA ocurre a partir 

de promotores en tandem, ~ y glnAp2, los cuales 

son reprimido y activado, respectivamente, por la proteína 

NR I el producto de glnG. La activación mediada por 

NR I requiere RNA polimerasa y 0 
54 el producto rpoN. 

Bajo limitación de nitrógeno, se inducen al tos ni veles 

de transcripción a partir de glnAp2 por la acción de 

~R r-P con RNA polimerasa y (17,35). El producto 
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de glnL ( NR II ) es una proteína quinasa-fosfatasa, la 

cual se auto-fosforila y además, fosforila y desfosforila 

NR I ( 31 ) . Bajo condiciones de exceso de NH4 +, se transcri­

ben niveles basales de mensajeros a partir de ~. 

con RNA polimerasa y JO 

Los mecanismos bioquímicos conocidos para detectar la 

limitación de nitrógeno en el medio ambiente, las fluctua­

ciones en la relación gln/ a -KG, y la transmisión de 

sei'lales y la fosforilación de NRI que es la responsable 

de la respuesta Ntr, son incipientes. Se ha demostrado 

que en Klebsiella aerogenes, mutantes en ( 1 O), 

y en glnB ( 11), las cuales contienen mutaciones puntuales, 

son incapaces de sintetizar uridil transferasa y producen 

una proteína P II alterada, respectivamente. Ambas cepas 

son auxótrofas de glutamina, dado que son incapaces 

de convertir PII en PII-UMP. Por otra parte, se ha visto 

que su auxotrofía puede ser suprimida por mutaciones 

en glnL, por lo que se ha hipotetizado que P II reprime 

la expresión de glutamino sintetasa por interacción 

de NR II ( 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 

( 1 9), tienen una regulación nitrogenada normal. Además, 

se ha encontrado que la proteína P II es necesaria para 

una rápida desfosforilación de NR I, pero no tiene efecto 
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sobre la auto-fosforilación de NR11 ( 21 l. Así, estos 

resultados sugieren que P II y NR II no deben ser las 

6nicas señales transmitidas a NR1 . Otras posibles alterna­

tivas podrían ser reacciones análogas de fosfotransferencia 

• como las catalizadas por los productos de cheA y envZ, 

los cuales, se ha demostrado in vi tro que fosforilan 

a NR 1 ( 20, 32). Más recientemente, ha sido descubierta 

una proteína asociada a membrana que es metilada en 

E.coli en condiciones de privación de nitrógeno, carbono 

o fosfato, y posiblemente podría ser la señal inicial 

para estos procesos (46). 
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ANTECEDENTES 

No hay que perder de vista que las predicciones acerca 

de las propiedades de la cascada bicíclica solo han 

• sido probadas parcialmente in vitre con proteínas purifica­

das y células intactas permeabilizadas con detergente 

(37). Estudios in vivo acerca de la relación intracelular 

gln/ a -KG bajo diferentes fuentes nitrogenadas, no han 

sido reportados. Excepto en el trabajo de Senior ( 39 l, 

en donde demostró que el crecimiento de células de 

~.coli W, en medio mínimo con glucosa y exceso de amonio, 

la relación intracelular gln/ a-KG era inversamente propor-

cional a la cantidad de glutamino sintetasa no adenilada. 

El presente trabajo tuvo como objetivo conocer si era 

posible alterar la relación intracelular gln/ a-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 alteración parece haber ocurrido. 

En ciertas mutantes glnE en Salmonella typhimurium, 

las cuales perdieron la actividad de adenil transferasa, 

' crecen muy lentamente bajo todas las condiciones de 

cultivo, en consecuencia de su alto nivel constitutivo 

de glutamino sin tetas a, y además completamente no adenila­

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

de nitrógeno, a uno con exceso de nitrógeno, hay una 
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sobresíntesis de glutamina a expensas de la poza de 

glutamato (24). Aunque los autores no reporten las pozas 

de a-cetoglutarato, se podría asumir que la relación 

gln/a -KG es siempre elevada. La determinación de estos 

efectores intracelulares es imposible de llevarse a 

cabo en mutantes defectivas en la respuesta Ntr, como 

glnG o rpoN, por su incapacidad de crecer o de crecer 

pobremente en fuentes limitantes de nitrógeno; logran 

crecer en glutamina, pero en estas mutantes la respuesta 

Nt~ no se presenta. 

La mutación gl tA que afecta la actividad de la enzima 

citrato sintasa, provoca una auxotrofía por glutamato 

en E.coli (13). Dicha enzima sintetiza citrato a partir 

de acetil-CoA y oxaloacetato en el ciclo de Krebs ( fig. 

10). El gene que codifica para esta enzima se encuentra 

en el minuto 16.5 del mapa cromosómico de E.coli (1). 

Así pues, es razonable predecir que el glutamato adicionado 

externamente, para satisfacer la auxotrofía de las células 

gl tA, debe servir también para sintetizar intermediarios, 

como probablemente a-cetoglutarato, para así alimentar 

el ciclo de Krebs. Si esto ocurre como parece ser el 

caso, no debe ser por una glutamato deshidrogenasa (GDH) 

catabólica, 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-1 2, con una mutación 

• que afecta la actividad de citrato sintasa. 
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HIPOTESIS 

Quisimos determinar los efectos en el metabolismo nitroge­

nado, en células de E. coli, con una mutación que afecta 

la actividad de citrato sin tasa. Hipotetizamos que blo­

queando irreversiblemente la síntesis de citrato y, 

en consecuencia, la de a-cetoglutarato, por el ciclo 

de los Acidos Tricarboxílicos (TCA) o ciclo de Krebs, 

sería posible disminuir la poza intracelular de a -cetoglu­

tarato, así como, modificar la relación intracelular 

gln/Ct-KG. Mutaciones que suprimen la actividad de citrato 

sintasa se esperaría que fueran letales en una cepa 

anaeróbica facultativa como E.coli, en ambas 

aeróbica y anaeróbica (33). Esto podría 

condiciones, 

suceder, a 

menos que uno de los intermediarios del ciclo de Krebs 

o compuestos metabolizables por el ciclo fueran suministra­

dos en suficiente cantidad al medio y, además, 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 lisados de P1 virA fueron hechos de 

la cepa MX1146, urna derivada gal+ de la cepa gal-7 

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

tran en la Tabla 1 . 

Los lisados provenientes de MX1146, fueron utilizados 

para transducir Gal+ a la cepa MX614 (F 
b. 

(lac-P!:.2.l 

ilv-680 thi-]_ gal E), ya que los genes gal E y galK se 

encuentran en el minuto 17 y el gene gltA en el 16.5 

( 1 l. Se purificó una transductante que cotransdujo gl tA6 

( 16 l, y se denominó MX1148. Como control en experimentos 

paralelos se utilizó la cepa MX614 (galE gltA+ ) . Cultivos 

de MX1148, siempre lograban crecer en medio mínimo con 

+ glucosa y 15 mM NH 4 , probablemente por la formación 

de glutamato a partir de los 100 µg/ml de prolina que 

se incluía al medio como requerimiento ( 12 l. Este creci­

miento limitan te favorecía también la aparición de cepas 

revertantes protótrofas de glutamato (Glt + ) . Por esta 

razón, reemplazamos la deleción (lac-~l por la región 

cromosomal silvestre correspondiente en ambas cepas, 

MX614 y MX1148. Se llevaron a cabo conjugaciones utilizando 

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

recornbinantes Pro+ Lac+ (Gly+ l, y se nombraron MX1150 

(galE gltA+) y MX1152 (gal+ gltA6). 

•Mutaciones en el gene gl tA imponen a las células un reque­

rimiento que es satisfecho por L-glutarnato o a-cetoglutarato 

( 13 l, o por L-prolina ( 12 l, y una incapacidad para utilizar 

acetato corno fuente de carbono ( 13). Además, en medio 

mínimo con O. 2% de glucosa y 1 5 rnM NH4 + o con O. 4% 

de acetato de sodio y 6.8 rnM de glutarnina, corno fuentes 

de carbono y nitrógeno, respectivamente, MX1150 es capaz 

de crecer, pero MX1152 es incapaz de hacerlo. 

2. Reactivos 

Todas las sustancias fueron de grado reactivo, obtenidas 

de las 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, más 25 mM de cloruro de 

calcio con 0.6% de agar. 

•- Medio de LCTG: medio sólido de Luria, adicionado de 

25 mM de cloruro de calcio, 25 µg/ml de timina y glucosa, 

a la concentración final de 0.2%. 

La timina se esteriliza por filtración y la glucosa por 

autoclave, durante 20 min, a 15 lb, 121°C. 

Se agrega la t imina y la glucosa - después de esterilizar 

el medio en autoclave, y cuando el medio alcance una tem­

peratura de aproximadamente 50°C. 

- Medio Mínimo NN (8): contiene fosfato monobásico de 

potasio 13.6 g/l, sulfato de potasio 2.61 g/l, sulfato 

de magnesio heptahidratado 0.2 g/l, cloruro de calcio 

0.01 g/l, sulfato ferroso heptahidratado 0.05 mg/l. El 

pH final debe ser de 7,4, se lleva con KOH. 

Se esteriliza en la autoclave 20 min, a 1 5 lb y 121 ºC. 

Como fuentes de carbono se añadió al medio glucosa al 

0.2% (concentación final) ó gluconato de sodio al 0.2% 

(concentración final). 

Como fuentes de nitrógeno se usaron a concentraciones 

finales: cloruro de amonio 15 mM (amonio en exceso), 

cloruro de amonio 0.5 mM (limitación de amonio), glutamina 

1 mg/ml (6.8 mM) ó glutamato 0.2% (12 mM). 

Cuando se usó glutamato como requerimiento, se utilizó 

a la concentración final de 20 ug/ml (0.12 mM). La glutamina 

y· el glutama to fueron esterilizados por filtración ( 30). 
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Para los cultivos en medios sólidos, se utilizaron los 

mismos medios, adicionándose 15 g/l de agar. 

Cultivos de MX1150 y MX1152 fueron suplementados con 

L-isoleucina y L-valina, con una concentración final 

'de SO ug/ml de cada aminoácido, y tiamina (0.2 ug/ml).Proli-

na (100 ug/ml), citosina (42.S ug/ml). 

Para realizar las curvas de crecimiento, se incubaron 

1 O milili tres de cultivo de MX1150 y MX11 52 en matraces 

Erlenmeyer de 1 25 ml, inoculados con 1O7 células en baños 

giratorios a 37°C. Se diluyeron 1 :40 en 10 ml del mismo 

medio en matraces similares, pero con brazo lat<>ral. 

Se incubaron como se mencionó arriba hasta alcanzar 

-80 unidades Klett (filtro rojo No. 66 l. Este proceso 

se repitió tres veces, y las densidades obtenidas en 

el Último pase, sirvieron para calcular los tiempos de 

generación. Muestras recojidas periódicamente de cultivos 

de MX11 52, fueron diluidas en medio mínimo con glucosa 

y 15 mM NH
4 

+ • En glucosa-glutamato ó glucosa-glutamina, 

la frecuencia de reversión fue entre 2 x 1 o-7 y 2 X 

1 o-6 , consecuentemente, estas bajas frecuencias no obscure­

cen los resultados en ninguno de los parámetros medidos. 

4. Preparación de Lisados de P1 virA 

Para la preparación del fago en la cepa donadora, se 

cultivo ésta en medio de Luria hasta alcanzar la fase 

exponencial (40 unidades Klett, u.k. l. Se tomó o.s ml 

del cultivo y se mezcló coh 0.1 ml de bacteriófagos diluidos 
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a 1 x 10-7 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 vació en cajas 

de Petri con medio sólido de LCTG. Se dejó incubando 

'por aproximadamente 12 horas a 37°C. Luego, se raspó 

el agar suave con espátula y se agregó 3 ml de Luria 

poniendo esta mezcla en tubos. Se añadió un volumen de 

cloroformo en la proporción de 1 :20 y se agitó vigorosamente 

en vortex. Después se centrifugó a 5,000 rpm y el sobrena-

dante se recuperó, y se añadió nuevamente cloroformo 

y volvió a centrifugar. Se guardaron los bacteriófagos 

a 4°C. 

5. Titulación de P 1 virA 

Los lisados se titularon infectando a la 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 O .1 ml de la suspensión celular con diferentes 

diluciones del fago P 1 , después de 20 min de incubación 

a 37ºC, sin agitación, se vaciaron sobre cajas de LCTG 

con agar suave LC. Se incubaron 12 h a 37ºC, y después 

se contaron las placas para determinar el título. 

6. Transducción con P1 virA 

Una vez propagado y.titulado el P1 virA en la cepa donadora, 
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se cultivó la cepa receptora en medio de Luria, hasta 

40 u.k .. Se centrifugó y se concentró diez veces en medio 

de Luria. Posteriormente, se separó en dos tubos cada 

uno con 0.5 ml de suspensión de bacterias. Se añadió 

•O. 5 ml a cada tubo de una solución de cloruro de calcio 

0.05 M y sulfato de magnesio 0.02 M, al tubo de la trans­

ducción se le añadió O .1 ml de P 
1 

propagado en la cepa 

donadora adecuada, diluido x 10 - 7 ufp/ml. Al control 

se le añadió O. 1 ml de medio de Luria. Después de incubarlo 

a 37ºC durante 20 min, sin agitación, se centrifugó y 

las células fueron lavadas dos veces con NN. Estas se 

resuspendieron en O. 1 ml de NN y se plaque aron en cajas 

de medio selectivo. 

7. Determinación de la Actividad Enzimática de Glutamino 

Sintetasa (GS). Descrito por Bender y col. (3) y modificado 

por Covarrubias y col.(8). 

Se midió la actividad total de la enzima mediante el 

ensayo de y-glutamil transferasa. Este ensayo mide la 

transferencia de y-glutamil hidroxamato. Midiendo así 

la actividad total independiente del estado de adenilación 

de la enzima. La presencia de 60 mM Mg2+ en el ensayo 

inhibe completamente la actividad de las subunidades 

adeniladas, por lo que el grado de adenilación está dado 

por !! = 12 - 12 _2/~, donde ~ es la actividad total de 

transferasa (-Mg2+ ) , y _2 es la actividad de subunidades 
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no adeniladas (+Mg2+). 

Los extractos se prepararon creciendo 1 O ml de cultivo 

en medio NN con las fuentes de nitrógeno adecuadas, hasta 

alcanzar un crecimiento de 80 u.k., inmediatamente se 

'añadió 1 ml de CTAB a una concentración de mg/ml, se 

agitó durante 3 min en las mismas condiciones de crecimiento. 

Se enfrió inmediatamente en hielo, se centrifugaron las 

células a 4ºC. Posteriormente, se lavaron una vez con 

cloruro de potasio al 1%, se recentrifugaron y se resuspen-

dieron en ml de cloruro de potasio 1%, manteniendo 

el extracto en hielo hasta el momento de la determinación 

de la actividad enzimática. 

La mezcla de reacción se preparó de la siguiente forma: 

Agua 

Imidazol 1M pH 7,33 

NH 20H 0.8M 

MnCl 2 0.1M 

Arseniato de sodio 

0.25 M pH 7.33 

ADP sódico 20 mM pH 7.0 

CTAB 1 mg/ml 

L-glutamina 0.2 M 

3. 5 ml 

1.125 ml 

0.185 ml 

0.0225 ml 

0.75 ml 

0.150 ml 

0.75 ml 

1.0315 ml 

Se ajustó el pH a 7. 33 con hidróxido de sodio, después 

se aforó a 8. 25 ml, se incubaron las muestras en un baño 
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a 37ºC; se colocaron i:res i:ubos de vidrio de i 3 x 100 

por extracto, a i:odos los tubos se les puso O. 4 ml de 

la mezcla de reacción. Al primer tubo se le añadió 

ml de reactivo para detener la reacción, y luego se agregó 

'O .1 ml del extracto a cada uno de los tubos. El segundo 

y el tercero, fueron incubados con el extracto por 5 

y 10 minutos, respectivamente, antes de detener la reacción. 

Para calcular el número de subunidades adeniladas (_!!), 

es necesario hacer el mismo procedimiento descrito anterior­

mente, pero añadiendo O. 165ml de MgC1 2 3 M a la mezcla 

de reacción. 

El reactivo para detener la reacción contiene 55 g/l 

de cloruro férrico hexahidratado, 20 g/l de tricloroacético 

y 21 ml/l de ácido clorhídrico. Los tubos se centrifugaron 

y se determinó la absorbancia del sobrenadante en el 

espectrofotómetro a 540 nm. El factor de conversión utiliza­

do fue 0.532, que es la absorbancia de 1 µmol de y-glutamil 

hidroxamato. 

como µmoles 

Las 

de 

actividades 

y-glutamil 

específicas 

hidroxamato 

minuto y por miligramo de proteína. 

se reportaron 

producidos por 

8. Determinación de proteína E.2E. el Método de Lowry (27). 

Se preparan las siguientes soluciones: 

- Solución A, para 1 litro: 

NaOH 4 g 
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20 g 

- Solución B, para 100 ml: 

Tartrato de sodio y potasio 2 g 

- Solución e, para 100 ml: 

CuS04 . 5 H20 1 g 

- Solución de BSA, 

se guarda a -20°C. 

mg/ml, se separa en alícuotas y 

- Solución mezcla: 

Solución A 98.0 ml 

Solución B 1. o ml 

Solución e 1 . o ml 

100.0 ml 

- Solución Folín: 

Una dilución 1:3, en agua. 

a. Blanco: 1 ml de agua destilada. 

Referencia: 100 µl de BSA y 900 µl de agua destilada. 

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

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

mente y se deja reposar por 10 min. 
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c. Se agrega 500 µl de la solución de folín, se agita 

vigorosamente y se deja reposar por 30 min. 

d. Se determina la cantidad de proteína, 

625 nm en el espectrofotómetro. 

9, Conjugación 

leyendo a 

Se cultiva tan to la cepa donadora ( Hfr) , como la receptora 

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

Se mezclan ambas cepas a una proporción ,de (Hfr) 

9 (F-). 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 vacía a cajas 

de Petri con medio de selección. Lo restante de la mezcla 

es incubado a 37ºC con agitación, pero muy lentamente. 

Se detiene la conjugación a un tiempo adecuado ( 30' 

ó 60' ) . Se centrifuga y se lava dos veces con NN. Se 

plaquea 1 oº, 1 0-1 y 1 o-2 en medio de selección y se incuba 

por 48 horas, a 37°C. 

10. Determinación de Actividad de Citrato Sintasa (40) 

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

(2-nitrobenzoato. DTNB ó Reactivo de Ellman•s). Esta 
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reacción es facilmente seguida a 412 nm, donde el ión 

mercáptido tiene una gran absorción (E = 1 3, 600 l ; ninguno 

de los reactivos absorben a esta longitud de onda. El 

pH debe limitarse a un rango de 7.4 a 9.0. 

- Obtención del extracto. 

Para realizar la actividad enzimática de las cepas MX1150 

y MX1152, se crecieron ambas cepas hasta alcanzar la 

fase logarítmica en medio mínimo con 0.2% de gluconato 

de sodio, 15 mM de NH
4

+, 0.12 mM de glutamato y los demás 

requerimientos. Se utilizó este medio dado a que la 

síntesis de citrato sintasa es sujeta a represión catabólica 

por glucosa (15). 

Se sacaron los cultivos a 80 u. k. , se centrifugaron a 

7, 000 rpm por 1 O min, y se re sus pendieron en ml de 

20 mM Tris-HCl pH 8.0, conteniendo 1 mM EDT.A, 10 mM MgC1 2 

y 0.1 M KCl. 

Se sonicaron las células con tres pulsos de un minuto 

con 50 seg de intervalo. Se centrifugaron a 12,000 rpm 

por 1 5 min. Se tomaron los sobrenadan tes y se midieron 

las actividades enzimáticas. 

- Procedimiento. 

Se aftadió a una celda: 
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DTNB 0.1 ml 

- Acetil-CoA 0.03 ml 

- H20 0.77 ml 

- Extracto celular 0.05 ml 

La absorción fue seguida a 412 nm por 3 min para medir 

la actividad de deacilasa de acetil-CoA. Se empezó la 

reacción de la citrato sin tasa con la adición de O. 05 

ml de oxaloacetato. 

- Reactivos. 

- DTNB, 1mM: 3.9 mg de DTNB disuelto en 10 ml de 1 M 

Tris-HCl pH 8.1. 

Acetil-CoA, 10 mM: 10 mg de acetil-CoA disuelta 

en 1 ml de H2 O. 

- Oxaloacetato, 10 mM: 1 .32 mg de oxaloacetato disuelto 

en 1 ml de Tris-HCl 0.1 M. 

Se determinó la proteína de los extractos celulares por 

el método de Lowry (27). 

Se reportaron las actividades específicas en nanomoles 

de citrato formado a 37ºC x min-1 x mg de proteína-1 . 

11. Pozas de a-cetoglutarato 

Cultivos de 250 ml en medio mínimo 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 37ºC, y cuando alcanzaron una turbidez de -80 unidades 

• Klett, fueron centrifugados 10 min a 6,000 rpm, de 0-

4ºC en un rotor GSA, en una centrífuga Sorvall RC-5B. 

Para la determinación de a-cetoglutarato, a las pastillas 

celulares de 100 ml de cultivo se agregó ml de 

0.3 M HC10
4 

con mM EDTA (frío.) . Se agitó la mezcla 

vigorosamente en un vortex y se centrifugó 15 min a 12,000 

rpm. Se calculó el volumen total del sobrenadante, se 

tomó 0.5 ml de éste y se ajustó el pH entre 3.0 y 4.0, 

con K2co3 
y se centrifugó nuevamente por 1 5 min a 12. 000 

rpm para eliminar el precipitado. El sobrenadan te fue 

ajustado al volumen y guardado a -70°C. 

Se determinó el a-cetoglutarato en una mezcla de reacción 

conteniendo en un volumen final de 1 ml, los siguientes 

reactivos (26): 

- 40 mM buffer imidazole-acetato pH 6.9 

( 20 mM imidazole base 

25 mM acetato de amonio 

0.1 mM ADP 

0.1 mM NADH 

0.1 ml del extracto celular 

20 mM imidazole acetato) 

-· 8 µl de glutamato deshidrogenasa (GDH) bovina 
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(tipo III, Sigma catálogo No. G-7882, 

en 20 mM Tris-HCl pH 8.1 - 0.1 mM ADP). 

31 . 

mg/ml 

Se midió espectrofotométricamente la oxidación de NADH 

.a 340 nm. Las absorbancias iniciales y finales de las 

mezclas de reacción fueron tomadas antes y 1 5 min después 

de adicionar la enzima, utilizando como estándar el 

decaimiento en absorbancia de las mezclas sin extractos 

pero conteniendo entre O. 5 y 20 nanomoles de estándares 

de a-cetoglutarato. 

Se determinó la cantidad total de proteínas en los extractos 

por el método de Lowry (27). 

Las pozas intracelulares de a-cetoglutarato fueron reporta­

das en nanomoles / mg de proteína. 

12. Pozas de Aminoácidos 

Otros 100 ml de los cultivos fueron centrifugados como 

mencionado en el procedimiento para las Pozas de a-cetoglu-

tarato, y las pastillas celulares tratadas con 4 ml de 

metanol y agua destilada hasta 5 ml. Se agitaren vigorosa­

mente las mezclas y se centrifugaron a 12, 000 rpm en 

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

Los aminoácidos fueron determinados con Q-ftalaldehído 

(()FA), (25). 



.a 
32. 

Los OPA de los derivados fueron separados y cuantificados 

por HPLC (high performance liquid chromatography). 

La determinación de aminoácidos libres y totales por 

'Cromatografía de alta eficiencia (HPLC) en fase reversa, 

es más rápida y sensible que la clásica determinación 

por cromatografía de Intercambio iónico, en donde una 

vez separados los aminoácidos, éstos son derivados ya 

sea con ninhidrina, con fluorescamina ó con o-f tal-

ald~hído (OPA). La técnica HPLC en fase reversa consiste 

en formar el derivado del aminoácido antes de que entre 

a la columna, en este caso se emplea como agente derivante 

al 2_-ftalaldehído (OPA). 

El único inconveniente de emplear OPA es que no es posible 

obtener derivados de aminoácidos secundarios, ya que 

no reaccionan. 

Se utilizó un equipo modular System Gold de Beckman, 

que consta de una válvula de inyección acoplada a un 

loop de 5 IJl (Al tex 21 OA) , un programador de sol ven tes 

(Módulo 126), detector de fluores~encia (Módulo 1 57) 

controlador Nec ( PC-8300) y un integrador (Modelo 427). 

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

- Reactivos. 

Metanol grado HPLC de Baker No. cat. 9093-62, H2o grado HPLC, 
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Obtención por el uso de cartuchos Norganic de Millipore. 

No. cat. XX1500-710. 

Aminoácidos 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 cromatográfico. 

Se filtran y se degasifican las fases móviles A (acetato 

de sodio 50 mM pH 6.8) y B (metanol). 

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

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

esquema: 

TIEMPO %B DURACION 
(min) (min) 

o.o 10.0 o.o 

o.o 15.0 5.0 

5.0 22.5 3.0 

16. o 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. El flujo de 

la fase móvil es de 1 .5 ml/min. 

- Procedimiento de derivación. 

Alícuotas de treinta microli tros de los extractos metanóli-

cos fueron filtradas (filtro Millipore de O. 22 u ml y 

adicionadas a 300 ul del reactivo OPA/MCE. Se agitó 
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y se esperó 2 min para que ocurriera la derivación. Trans­

currido este tiempo, se inyectaron 5 J.Jl en el sistema 

cromatográfico. Los derivados de OPA fueron eluidos por 

elución isocrática. El eluente A y el eluente B fueron 

•mezclados en una relación 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 emisión, después de una excita­

ción a 305-395 nm. Los derivados de OPA de L-glutamato 

y L-glutamina, los cuales comigran con los estándares, 

eluyeron como picos a los 3.5 y 9.8 minutos, respectivamen­

te. 

La concentración de proteína fue estimada por el método 

colorimétrico de Lowry (27). 
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TABLA 1. Cepas Bacterianas 

Cepas 

MX614 

MX1146 

MX1148 

JC158 

MX11 50 

MX11 52 

AB11 57 

W620, gal7 

Genotipo o Fenotipo Relevante 

F- A (lac-.E.!'.Q) ilv-680 thi-.l gal E 

F- supE44 ( glnV44) gltA6 >..- Gal+ 

F- 6 c1ac-.E.!'.Q) ilv-680 thi-.l 

Hfr thi-.l leu+ serA6 StrA+ 

F- ilv-680 thi-.l galE 

F ilv-680 thi-1._ gltA6 

F- thr-1 leu-6 ara-
~- - ~- - ~~ 

- - R .PE2._ lac T6 ~ 

>.. his- SmR ~ mtl- arg- thi-.l 

F- supE44 (glnV44) gltA6 galK30 >.. 

pyrD36 relA1 rpsL129 thi-1 
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RESULTADOS 

Actividad de Citrato Sintasa 

'Después de obtener la cepa mutante MX11 52 ( gl tA), como 

se describió en Material y Métodos, procedimos a analizar 

la actividad específica de la enzima citrato sin tasa 

para confirmar que nuestra mutante no tenía actividad 

de dicha enzima. Los resultados obtenidos se encuentran 

en la tabla 2. 

Crecimiento de MX11 50 y MX11 52 en función del suministro 

de nitrógeno y carbono 

Los resultados de los experimentos de crecimiento se 

encuentran en las Figuras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9, 

así como en la Tabla 3. 

Ambas cepas, MX11 50 ( gl tA + ) y MX11 52 ( gltA6) crecieron 

muy similarmente, con tiempos de generación parecidos 

en medio mínimo con glucosa, en todas las condiciones 

de fuentes nitrogenadas examinadas, 

iones NH + 
4 

1 5 mM Ó O. 5 mM de NH
4 

+ 

solo MX1150 pudo crecer normalmente. 

excepto con los 

(figuras y 3)' 

En medios conteniendo 6. 8 mM de glutamina ( fig. 5) ó 

con 12 mM de glutamato y 1 5 mM de NH + 
4 

( fig. 2) , ambas 
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cepas crecieron con tiempos de generación cerca de los 

50 min. 

Ambas cepas crecieron lentamente en glucosa-12 mM glutama-

• to, con tiempos de generación de 140 min ( fig. 7 l. Sin 

embargo, mejoraron considerablemente sus velocidades 

de crecimiento cuando se afiadió 15 mM NH
4 

+ junto con 

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

indicar que las células pasan por una privación de 

NH4 +, cuando el glutamato es la única fuente de nitrógeno, 

para poder sintetizar glutamina a través de glutamino 

sintetasa. Otros datos corroboran indicando que lo que 

podría estar pasando en condiciones en que el glutamato 

es la única fuente nitrogenada, realmente es la escasez 

de NH4 +. Como se puede observar en la figura 9, en donde 

se añadió 15 mM de D-serina junto con 12 mM glutamato, 

los tiempos de generación son muy similares a los obtenidos 

cuando se af'ladió 15 mM NH4+ a 12 mM glutamato. Esto 

indica que la mejoría en estos tiempos de generación 

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

D-serina es una fuente nitrogenada que se degrada intra­

celularmente 'muy rápido generando NH4+ (36). Cuando se su­

ministra D-serina 1 5 mM ( fig. 8 l como única fuente 

de nitrógeno, la cepa MX11 50 logra crecer con un tiempo 

de generación de 69 min, pero la cepa MX11 52 no logra 

hacerlo. Esto podría estar dado por la falta de esqueletos 

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

50 min. 

Ambas cepas crecieron lentamente en glucosa-12 mM glutama-

• to, con tiempos de generación de 140 min ( fig. 7). Sin 

embargo, mejoraron considerablemente sus velocidades 

de crecimiento cuando se añadió 15 mM NH + 
4 

junto con 

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

indicar que las células pasan por una privación de 

NH
4

+, cuando el glutamato es la Única fuente de nitrógeno, 

para poder sintetizar glutamina a través de glutamino 

sin tetas a, Otros datos corroboran indicando que lo que 

podría estar pasando en condiciones en que el glutamato 

es la única fuente nitrogenada, realmente es la escasez 

+ de NH
4 

. Como se puede observar en la figura 9, en donde 

se añadió 1 5 mM de D-serina junto con 12 mM glutamato, 

los tiempos de generación son muy similares a los obtenidos 

cuando se añadió 1 5 mM NH
4 

+ a 12 mM glutamato. Esto 

indica que la mejoría en estos tiempos de generación 

se debe a la abundancia de NH + 
4 

intracelular. Dado que 

D-serina es una fuente nitrogenada que se degrada in tra­

celularmen te 'muy rápido generando NH + (36). Cuando se su-4 

ministra D-serina 15 mM (fig. 8) como única fuente 

de nitrógeno, la cepa MX11 50 logra crecer con un tiempo 

de generación de 69 min, pero la cepa MX11 52 no logra 

hacerlo. Esto podría estar dado por la falta de esqueletos 

carbonados. 
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También se vió que células de MX11 52, en medio mínimo 

con glucosa-0.5 mM NH4+ crecieron con tiempos de generación 

de 126 min, cuando la concentración externa de glutamato 

fue de O .12 mM, pero cambió a 58 min de tiempo de genera-

•ción cuando la concentración de glutamato subió a 12 

mM (figuras 3 y 4, tabla 3). Un efecto similar en la con­

centración de glutarnato fue observado con células de 

MX11 50 en medio mínimo con glucosa y 1 5 mM NH
4 

+ Estos 

resul tactos sugieren que debido a la incapacidad de que 

las células gl tA metabolicen glucosa vía el ciclo de 

Krebs, glutamato y glutamina deben ser suministrados 

en concentraciones de sustrato para obtener velocidades 

de crecimiento óptimas. 

Otros experimentos realizados indican que ni glutamina 

ni glutamato, con o sin 1 5 mM NH 4 + pueden ser usados 

por MX11 50 o MX11 52, como única fuente de carbono, en 

ausencia de glucosa. 

Además, la cepa MX11 52 es incapaz de crecer en un medio 

que contenga acetato de sodio como fuente de carbono, 

independiente de la fuente nitrogenada que se suministre 

( 12). Pero logra crecer en un medio con glucosa y acetato 

suministrados simul tanearnente. Eso indica que el acetato 

no juega un papel inhibitorio. Simplemente no puede 

ser metabolizado, ya que su asimilación depende de la 

ruta del glioxilato (figura 10). 



También se · observó que cuando se añade 15 mM de NH + 
4 

a un medio que contenga 6.8 mM de glutamina, no hay 

ningún incremento notorio en las velocidades de crecimiento 

de ambas cepas ( figs. 5 y 6, tabla 3 l. Eso indica que 

'la glutamina por si sola es capaz de suplir todas las 

necesidades metabólicas tanto en la cepa mutante como 

en la silvestre. Es de hacerse notar que la única fuente 

nitrogenada capaz de suplir la auxotrofía de la cepa 

MX1152 por glutamato, es la glutamina. 

Regulación de glutamino sintetasa 

La actividad específica y el estado de adenilación de 

la glutamino sin tetas a ( GS) fueron determinados en ambas 

cepas MX11 50 y MX11 52, en diferentes medios de cultivo, 

como se indica en la Tabla 4. 

Los resultados indican que la enzima glutamino sin tetas a 

se encuentra elevada y no adenilada, cuando ambas cepas 

fueron cultivadas en fuentes limitantes de nitrógeno. 

En contraste, bajos niveles y casi totalmente adenilada 

fue la característica de la glutamino sintetasa cuando 

creció en medio mínimo con glucosa y 1 5 mM NH
4 

+ y en 

ambas cepas, MX11 50 y MX11 52 con 1 5 mM NH + 
4 

y una fuente 

limitante de nitrógeno adicional, como glutamato ó glutami-

na. 

. (] 
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En la única condición en que no fue posible realizar 

ensayos de actividad enzimática fue con la cepa MX1152 

en 15 mM NH 4+ y 0.12 mM glutamato, ya que esta cepa 

crece solamente hasta 30 u.k. 

Así, si juzgamos por la actividad de glutamino sin tetas a 

ambas células gl tA + y gl tA6, dan respuestas normales 

de Ntr, independientemente de las velocidades de crecimien­

to en las fuentes nitrogenadas examinadas. 

Pozas de a-cetoglutaratQ, glutamina y glutamato 

Medimos los tamaños de las pozas intracelulares de estos 

tres metabolitos, en MX1150 y MX1152, crecidas bajo 

limitación y exceso de nitrógeno. Estos resultados se 

encuentran en la Tabla 5. 

Las células gltA+ tienen más grandes las pozas de glutamato 

comparadas con células gl tA6, en todas las condiciones 

en que lograron crecer; una consecuencia lógica, dada 

a la incapacidad de la cepa MX11 52 de sintetizar glutamato 

vía el ciclo de Krebs. 

Las pozas de glutamina y de a-cetoglutarato fluctúan 

entre límites cercanos, entre 0.49 y 1 .98 nmoles x mg 

de proteína - 1 mientras que las de glutamato fueron 

significantemente gra~des. 

.Q 
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Las pozas de a-cetoglutarato de ambas cepas, MX1150 

y MX11 50 fueron 2. 5 a 4. O veces más grandes en limitación 

de nitrógeno que en exceso de nitrógeno. 

•Las pozas de glutamina fueron similares en células 

MX11 50, aunque crecidas en fuentes limitan tes o de exceso 

de nitrógeno. Pero fueron 1 . 1 a 2. 4 veces más elevadas 

que las de las células MX11 52, crecidas bajo condiciones 

similares de fuentes nitrogenadas. 

Estos resultados indican que como consecuencia de la 

incapacidad de las células gl tA6 para metabolizar glucosa 

vía 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 la de las 

células gltA+. 

No se pudo determinar las pozas intracelulares de la 

cepa MX11 52, en la condición de 1 5 mM NH4 + con O .12 

mM de glutamato, porque esta cepa logra crecer hasta 

30 u. k., y las demás pozas fueron analizadas a partir 

de extractos celulares que habían alcanzado - 80 unidades 

Klett. 

A pesar de intentar de diferentes formas limpiar los 

aminoácidos 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 creció la cepa con 12 mM de glutamato. Obtuvimos 

valores al tos como 1 38, 79, 145 y 1 08 nmoles/mg de pro-

' teína, con desviaciones estándares muy grandes. 

Tampoco pudimos eliminar la contaminación por el aminoácido 

en el medio cuando utilizamos glutamina como fuente 

de nitrógeno. Los valores obtenidos para la poza de 

glutamina, utilizando glutamina como fuente de. nitrógeno, 

son· bastante elevados si consideramos la poza de glutamina 

en otras condiciones de limitación de nitrógeno. Para 

MX1150 obtuvimos 2.92 nmoles/mg de proteína, y para 

MX1152, 2.63 nmoles/mg de proteína. Las desviaciones 

estándares en esta condición son igualmente elevadas 

1.39 y 1.20. 

El tamaño de las pozas de glutamato y glutamina en células 

sil ves tres MX11 50, crecidas en glucosa-1 5 mM NH
4 

+ fue 

comparable a los datos previamente reportados en otra 

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

(22). 

De acuerd9 con la hipótesis de la cascada bicíclica, 

la relación calculada de gln/ a-KG fue elevada, de 1 .94 

a 2. 24 para MX11 50 y de 1 . 62 para MX11 52, cuando crecida 
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en exceso de NH4 + (con suplemento de 12 mM para la última 

cepa). Las relaciones fueron bajas cuando se crecieron 

las cepas en fuentes limitantes de nitrógeno, como en 

el caso de la condición de 0.5 mM NH4+ con 0.12 mM glutama-

, to, en que las relaciones obtenidas fueron O. 71 y O. 43, 

para MX1150 y MX1152, respectivamente. 

Las relaciones gln/ a-KG obtenidas cuando se crecieron 

las cepas MX11 50 y MX11 52 en 12 mM glutamato fueron 

bajas, 0.62 y 0.43, respectivamente. 

En la Tabla 5 no se puso el cálculo de la relación 

gln/ a-KG en la condición en que se crecieron las cepas 

en glutamina, pues la relación no es real, dada la contami­

nación de la poza con el aminoácido del medio. Las relacio­

nes gln/ a-KG serían de 1 . 63 para MX11 50, y 1 . 52 para 

MX11 52. Es tas dos relaciones parecerían indicar una 

condición de exceso de amonio, y este no es el caso. 
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TABLA 2. Actividades Específicas de Citrat"o Sintasa 

Cepas Actividad Específica * 

MX1150 72 

MX11 52 O (menor que 2) 

* nanomoles de citrato formado a 37ºC x min-~ x mg de 

proteína-1 . 

44. 



TABLA 3. Tiem~ de Generación 

Q 

Cepas Fuente de Nitrogeno 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 NH
4

+ + 0.12 mM glutamato 11 8 

MX1152 0.5 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato 126 

MX1150 0.5 mM NH4+ + 12 mM glutamato 55 
MX1152 0.5 mM NH4+ + 12 mM glutamato 58 

MX1150 12 mM glutamato 144 
MX11 52 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 \Jl 

MX1150 15 mM D-serina + 12 mM glutamato 51 

MX1152 15 mM D-serina + 12 mM glutamato 55 

* NC = no creció. 



TABLA 4. Actividades Específicas de Glutamino Sintetasa z grado de adenil~ción (~) 

Cepas Fuentes de Nitrógeno Glutamino Sintetasa 
(ñ) 

MX1150 15 mM NH
4

+ + 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_,xpresada en na~om~tes de y-glutamil hidroxamato 
formado a 37ºC x min x mg de prote1na . 

** 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 incubación a 
37°C en medio mínimo NN con glucosa y sus requerimientos. Cada valor 
de las actividades especificas de GS fue determ~nado por lo menos tres 
veces. 

-*--
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TABLA 4. Actividades Específicas de Glutamino Sintetasa y grado de adenil~ción <nl 

Cepas Fuentes de Nitrógeno Glutamino Sintetasa 

(ñ) 

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) 

MX11 52 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 Específica_Txpresada en na~om~tes de y-glutamil hidroxamato 
formado a 37ºC x min x mg de proteina . 

** no se pudo determinar la actividad específica, 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 -so unidades Klett, después de incubación a 
37ºC en medio mínimo NN con glucosa y sus requerimientos. Cada valor 
de las actividades específicas de GS fue determinado por lo menos tres 
veces. 
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TABLA 5. Pozas Intracelulares de a-cetoglutarato, glutamato y glutamina, 

y la relación entre glutamina y ~-cetoglutarato. 

Cepa Fuente de Nitrógeno Pozas Intracelulares Glutamina/ 

a-cetoglutarato Glutamato* Glutamina* a-cetoglutarato 

MX1150 15 mM NH4 + + 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 15 mM NH4 + + 12 mM glutamato 0.49 ± 0.07 138 ± 35 1.10 ± 0.28 2.24 
MX1152 15 mM NH4 + + 12 mM glutamato o. 59 :!: o. 1 5 79 ± 13 0.96 ± 0.04 1 .62 

MX1150 0.5 mM NH4+ + 0.12 mM glutamato 1.98 ± 0.22 40 ± 8 1 .41 ± 0;71 

MX1152 0.5 mM NH
4
+ + 0.12 mM glutamato 1.31 ± 0.23 13 ± 1 0.57 ± 0~43 

.·,(:·,--·._, 

MX1150 12 mM glutamato 1 .98 ± 0.50 145 ± 36 1. 23 0.62 

MX1152 12 mM glutamato 1.51 ±0.13 108 ± 30 0.65 :!: 0.07 o.43 · 

MX1150 6.8 mM glutamina 1.79±0.23 62 :!: 6 2.92 ± 1 ,39 

MX1152 6.8 mM glutamina 1.73 ± 0.30 24 ± 6 2.63 ± 1.20 

NC = no se pudo determinar las pozas intracelulares, ya que la cepa crece solamente 
hasta 30 u.k. 

± = desviación estándar 
- Las pozas intracelulares están reportadas en nanomoles/mg de proteína. Cada valor fue 

determinado por lo menos tres veces. Las pozas intracelulares fueron determinadas cuan­
do las células llegaron a una turbidez de -80 unidades Klett, después de la incubación -1' 
a 37ºC, en medio mínimo NN con glucosa y sus requerimientos como se describió en Mate- -..i. 

rial y Métodos. 

* Todos nuestros esfuerzos para determinar glutamato y glutamina en células crecidas en 
glutamato y glutamina, respectivamente, resultaron muy elevados debido a contaminación 
con aminoácidos del medio. 
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FIGURA 1: Curvas de Crecimiento. Con la fuente de nitrógeno 
indicada: Las celulas fueron crecidas a 37°C, en 
medio mínimo NN con glucosa y sus requerimientos. 
9omo se describió en Material y Métodos. 
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FIGURA 2: Curvas de Crecimiento. Igual que en Fig. 1 . 
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FIGURA 4: Curv'ti:s de Crecimiento. Igual que en la Fig. 1 • 
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FIGURA 6: ~ de Crecimiento. Con la fuente de nitrógeno 
indicada, y la fuente de carbono y requerimientos 
como en la fig. 1. 

6.8 mM GLUTAMINA + 15 mM NH4. 

+ 
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TIEMPO (horas) 

~ MX116q ---+- MX1162 

FIGURA O: Curvasº .de Crecimiento. Igual que en la fig. 5. 



12 mM GLUTAMATO 
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FIGURA 7: Curvas de Crecimiento. Con la fuente de nitró­
geno-Indicada, y la fuente de carbono y reque­
rimientos como en la fig. 1. 
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FIGURA 8: Curvas de Crecimiento. Igual que en la fig. 7. 
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FIGURA 9: Curvas de Crecimiento. Igual que en la fig. 7. 



53. 

DISCUSION 

Se estudió el patrón de crecimiento y de la regulación 

nitrogenada en una cepa silvestre de E.coli y una cepa 

derivada que no tiene actividad de citrato sin tasa, 

cuando se crecieron ambas cepas en medio mínimo, con 

glucosa y NH + 
4 glutamato o glutamina, como fuente 

nitrogenada. Los resultados obtenidos conllevan a importan-

tes implicaciones respecto al metabolismo nitrogenado 

y carbonado en enterobacterias. Dada su incapacidad 

de derivar citrato y otros intermediarios del ciclo 

de Krebs a partir de glucosa, las mutantes gl tA son 

auxótrofas de glutamato (13). Los experimentos esquematiza-

dos en la Figura 7 y en la Tabla 3, muestran que 12 

mM de glutamato satisface el requerimiento de la cepa 

MX11 52 (gl tA6), pero es una fuente pobre de nitrógeno 

para ambas cepas, MX11 50 y MX11 52. Velocidades óptimas 

de crecimiento se obtuvieron cuando 15 mM de amonio 

fue suministrado en adición de glutamato (Fig. 2) o 

con 6. B mM de glutamina ( Fig. 5), como única fuente 

de nitrógeno. 

Puesto que, células MX1152 no logran crecer en medio 

mínimo con glucosa más 1 5 mM de NH + 
4 los resultados 

indican que glutamato y/o glutamina son degradados por 

células gltA6, para derivar no solo nitrógeno, pero 

también esqueletos de carbono y energí~ para el crecimiento 

i:J· 
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celular. 

Dado que E.coli K-12 y sus derivadas no poseen una enzima 

glutamato deshidrogenasa catabólica (44,45), los resultados 

parecen indicar que en ambas cepas, MX11 50 y MX11 52, 

los iones NH + 
4 

son requeridos junto con glutamato para 

sintetizar glutamina vía glutamino sintetasa. Solamente 

así el catabolismo de la glutamina podría producir iones 

NH
4

+ para reciclarse. 

La cepa MX11 52 es capaz de disparar la respuesta Ntr, 

así como la cepa MX1150, como se vió en los datos obtenidos 

y a su capacidad de sintetizar niveles desreprimidos 

de glutamino sintetasa, cuando se sujetaron las células 

a limitación de nitrógeno en medio mínimo con glucosa 

y con glutamato o glutamina. Como era de esperarse, 

la adición de amonio a un medio con limitación de nitrógeno 

causa en células MX1152 la represión en los niveles 

de síntesis de glutamino sintetasa (Tabla 4). 

Existen dos clases de fuentes nitrogenadas. La primera 

clase de compuestos se degradan derivando amonio, como. 

ejemplo están 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, 

o que pueden formar glutamato a partir de reacciones 

de transaminación (36). 
/) . 



Algunos aminoácidos 

se degradan. 

Escogimos utilizar la 

que D-serina se degrada 

liberando amonio (36). 

55. 

ya 

De los experimentos en que se utilizó D-serina como 

fuente de nitrógeno ( Figs. 8 y 9 l, se puede concluir 

que en realidad el crecimiento tan lento de ambas cepas 

en 12 mM glutamato se debe a la falta de NH 4+ 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
4 

+ 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 única fuente de nitrógeno, la cepa MX1150 

puede crecer, pero la cepa MX11 52 no lo puede hacer. 

Esto debido a la falta de esqueletos carbonados, como 

también ocurre cuando se crece la cepa MX11 52 en medio, 

mínimo con 15 mM NH 4+ y 0.12 mM glutamato (Figs. 1 y 8). 

Los resultados de las determinaciones de los tamaños 

de las pozas de a-cetoglutp.rato y glutamina realizados 

en MX1150 y MX1152, hacen pensar y concluir que la relación 
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entre gln/ a-KG es como se esperaba de acuerdo con la 

hipótesis de la cascada bicíclica. Así pues, ambas cepas 

dan relaciones de gln/ a -KG del orden de O. 5, cuando 

son crecidas bajo limitación de nitrógeno, como con 

glutamato ó 0.5 mM NH
4

+ , y del orden de 2.0, cuando 

son crecidas en exceso de amonio. 

Los hallazgos de la poza de a -cetoglutarato en MX11 52, 

son una clara indicación de que glutamato y/o glutamina 

son degradados en la cepa para formar otros compuestos. 

En medio mínimo con glucosa, glutamato es una fuente 

pobre de nitrógeno para ambas cepas, MX11 50 y MX11 52, 

esto no es debido a que se transporte ineficientemente, 

sino porque requiere iones NH
4 

+ para formar glutamina, 

la cual a su vez es más factible a sufrir degradación 

que glutamato. 

La interrogante acerca de si glutamato y/o glutamina 

pueden ser utilizados como únicas fuentes de carbono 

y nitrógeno fue examinada. Los resultados demuestran 

que ni la cepa MX11 50 ni MX11 52 son capaces de crecer 

en 12 mM de glutamato con o sin NH + 
4 

o en 6.8 mM de 

glutamina como fuente de carbono. Experimentos con 

e 14 nos podrían ayudar a comprender si los átomos de 

carbono del a-cetoglutarato en células gl tA6, en medio 

mínimo con glucosa-glutamato o glucosa-glutamina son 
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derivados de glucosa o de los aminoácidos o de ambos. 

No sería una sorpresa si bajo condiciones similares 

de crecimiento, aún las células gl tA + derivas en parte 

de su poza de a-cetoglutarato de glutamato y/o glutamina. 

La transaminación de glutamato con oxaloacetato, como 

aceptor de grupos amino con 

de aspartato a fumarato y NH + 
4 

subsecuente desaminación 

vía as parta to amonia 

liasa, ha sido propuesto para el catabolismo de glutamato 

en mutantes de E.coli capaces de usar este aminoácido 

como única fuente de carbono y nitrógeno ( 29 l. En células 

silvestres de E.coli incapaces de usar glutamato como 

fuente única de nitrógeno y carbono, esta vía no parece 

ser la preferente para catabolizar glutamato, particular­

mente porque no logra explicar las propiedades del NH4 + 

para acelerar el crecimiento, cuando se añade a cultivos 

de glucosa-glutamato en ambas cepas MX11 50 y 

(Figs. 2 y 4, Tabla 3). 

Si la degradación de glutamato requiere iones NH + 
4 

MX1152 

para 

ser convertido a glutamina, como nuestros experimentos 

parecen indicar, necesitaríamos explicar cómo las células, 

derivan a-cetoglutarato a partir de glutamina. La actividad 

de glutaminasa, que puede convertir glutamina en glutamato 

y NH + no ha sido estudiada todavía. Esta vía sería 
4 

una de las posibilidades para explicar la degradación 

de glutamina, pero el problema sería todavía el explicar 
i)• 
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cómo convertir de glutamato aa-cetoglutarato. 

Experimentos preliminares en nuestro: laboratorio indican 

que la glutamina sufre degradación in vitro, utilizándose 

extractos celulares de E .coli para dar a -cetoglutarato, 

con la formación de un compuesto intermediario que es 

el a-cetoglutaramato (7). Si esta ruta es una de las 

responsables de la degradación de glutamina en células 

gl tA6, todos los átomos de carbono del a-cetoglutarato 

serían derivados de glutamina. Es ta ruta puede representar 

una al terna ti va en el ciclo de Krebs para la cepa MX11 50, 

pero es, posiblemente, la única vía para la biosíntesis 

de a-cetoglutarato en MX1152. Cualesquiera que sean 

los mecanismo!¡ enzimáticos relacionados a la degradación 

de glutamina, es claro que no deben ser regulados por 

nitrógeno, ya que operan eficientemente en presencia 

de exceso de cuando la enzima glutamino sin te tasa 

es sintetizada en pequeñas cantidades y muy adenilada. 

En otras palabras, la conversión de glutamina a a-cetoglu­

tarato no parece ser el paso que regula la relación 

intracelular gln/ a-KG en células gltA6 en 

a la disponibilidad de nitrógeno. 

respuesta 

Existen por lo menos tres alternativas por las cuales 

la poza de a -cetoglutarato puede ser metabolizada por 

células de E. coli. Una de ellas es la que utiliza a­

cetoglutara to y' amonio para hacer glutamato, vía glutamato 
i)· 

deshidrogenasa, ya que tiene mayor afinidad o trabaja 
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preferentemente en condiciones de exceso de NH 4 + por 

la gran afir.iéad que posee esta enzima por sus sustratos, 

(38). Las otras rutas alternativas aparentemente trabajan 

bajo todas las condiciones de fuentes de nitrógeno, 

es decir, la condensación de a-cetoglutarato con glutamina 

para formar glutamato a través de la glutamato sintasa 

o eliminando un CO 2 para formar succinato y entrar al 

ciclo de Krebs, por la vía del complejo de la a-cetogluta­

rato deshidrogenasa. Debido a la pérdida de la actividad 

de citrato sintasa, las células gltA6 son incapaces 

de sintetizar citrato, y por consiguiente, isocitrato 

y a-cetoglutarato. En consecuencia, también perdieron 

la función de la ruta del glioxilato, en todas las condi­

ciones en que logra crecer. Las células gltA6 son incapaces 

de crecer en acetato-glutamina, probablemente porque 

uno o más de sus metaboli tos faltan tes son requeridos 

para la síntesis de piruvato y fosfoenolpiruvato, y 

para la síntesis de los metaboli tos que derivan de ellos, 

como por ejemplo, las pentosas de los ácidos nucleicos, 

aminoácidos aromáticos y algunos alifáticos, histidina, 

etc. ( 23, 33). En células sil ves tres gl tA + , la síntesis 

de a -cetoglutarato a partir de glutamato y/o glutamina 

puede ser la más importante para alimentar el ciclo 

de Krebs, cuando normalmente no puede ser sintetizado 

por la isocitrato deshidrogenasa, como por ejemplo, 

cuando funciona la ruta del glioxilato (4,9,18). 
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El modelo dibujado en la Figura 1 O, resume las reacciones 

en que creemos que las células gltA6 utilizan para derivar 

nitrógeno, carbono y energía a partir del catabolismo 

de glutamato y/o glutamina. El estudio de algunas 

de las muchas interrogantes podrán ayudar a probar 

la veracidad del modelo. 
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FIGURA 10: Ciclo de Krebs. Ruta propuesta para la conversión de glutamato y glutamina 

en n-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 líneas entre glutamina y a-cetoglutarato 
indican incertidumbre acerca de los pasos enzimáticos. 
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FIGURA 10: 1 • Isocitrato Deshidrogenasa 

2. Isocitrato Liasa 

3. Malato Sintasa A 

4. Glutamato Deshidrogenasa (GDH) 

5. Glutamato Sintasa (GOGAT) 

6. Glutamino Sin tetas a (GS) 

7. Citrato Sin tasa 
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