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RESUMEN

Las cepas silvestres de Salmonella typhimurium LT-2, SA534 y
SA536 estan formadas por poblaciones heterogéneas, cuando se
crecen en L-aspartato como unica fuente de carbono, es decir
poseen clonas gue no utilizan este compuesto como fuente de carbono
y clonas que lo utilizan lentamente. Esto se observé al aumentar
la concentracién de L-aspartato a mds del doble. La cepa SA955 no
presenté este fendémeno ya que esta formada por una poblacidn

homogénea.

Se obtuvieron mutantes inducidas con NTG, de las diferentes
cepas, con la capacidad de crecer en L-aspartato en bajas
concentraciones y también se obtuvo una mutante espontdnea capaz de
crecer en este aminodcido en altas concentraciones, pero

lentamente.

Se logré caracterizar bioguimicamente a los sistemas de
transporte de L-aspartato modificados en las mutantes obtenidas,
tanto la espontdnea como las inducidas, encontrando 2 tipos de
cepas. 1) Mutantes que sobreexpresaron un sistema de transporte
para L-aspartato compartido con L-glutamato, sensible a D-
glutamato, 2) Mutantes que sobreexpresaron un sistema de transporte
inducible exclusivo para L-aspartato sensible a D-aspartato y a D-
L-treo-B-hidroxiaspartato. Este udltimo se mapeo genéticamente,

encontrandose en el minuto 7.5 del cromosoma bacteriano.
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INTRODUCCION

Salmonella typhimurium LT-2, al igual que Escherichia coli,
es capaz de crecer en un medio minimo gue contenga una variedad
amplia de compuestos orgdnicos como fuente de carbono, y por tanto
como fuente de energia, y una limitada variedad de compuestos
organicos e inorgdnicos como fuente de nitrdgeno (Magasanik vy
Neidhart, 1987). Entre la amplia gama de compuestos organicos gque
S. typhimurium puede utilizar como tnica fuente de carbono y
energia, se encuentran algunos azUcares, alcoholes, &acidos
organicos, amidas, ésteres, éteres, anillos aromaticos vy
aminodcidos. Los tunicos aminodcidos que S. typhimurium puede
consumir como fuente de carbono son L-alanina, L-histidina y L~
prolina, aunque por lo general utiliza como fuente de nitrégeno

todos los aminodcidos (Gutnik et al, 1969). Al igual que E. coli,

S. typhimurium es incapaz de crecer en L-glutamato o L-aspartato
como Gnicas fuentes de carbono y energia, a pesar de que ellas

poseen la ruta metabdlica para ambos aminodcidos (Alvarez et al,

1986; Gutnik et al 1969; Halpern et al, 1965; Vender et al, 1965).

Se han comunicado varios trabajos sobre el metabolismo y
transporte de ambos aminodcidos. En el caso de glutamato, al
encontrarse en el interior de la célula bacteriana sufre una

transaminacién con el oxalacetato y forman oa-cetoglutarato vy



aspartato. El aspartato es desaminado por la aspartasa, una enzima
sumamente especifica. Esta enzima toma el grupo amino del aspartato
y produce amonio y fumarato. Este dltimo entra directamente al
ciclo de los &acidos tricarboxilicos, en donde se degrada para
producir energia (Figura 1) (Vender et al, 1965; Bender, 1975;

Alvarez et al; 1986).

Como se puede observar, el metabolismo no es el impedimento
por el cual E. coli y §. typhimurium sean incapaces de utilizar el
L-glutamato o el L-aspartato como Gnicas fuentes de carbono, sino
que el transporte es la barrera que impide gque estas bacterias
puedan consumir estos aminoadcidos (Halpern et al,1961; Marcus et
al, 1969). Se han realizado una serie de estudios que indican que
la cepa sislvestre de E. coll no puede utilizar L-glutamato ni
L-aspartato como Gnicas fuentes de carbono, presenta bajos niveles
de permeasa, ésto debido a que en esta cepa la sintesis de la
permeasa se encuentra reprimida; sin embargo, las mutantes capaces
de crecer en estos aminodcidos poseen niveles elevados de la
permeasa, ademds de que el sistema de transporte se vuelve
constitutivo (Halpern et al, 1965; Marcus et al, 1967). Por otra
parte, se ha visto gque células completas de E. coli, cepa
silvestre, reducen lentamente el colorante cloruro de
trifeniltetrazolium en presencia de L-glutamato, mientras que
extractos celulares de la misma cepa lo reducen rapidamente, al
igual que las células completas y sus respectivos extractos de

mutantes de E. coll capaces de utilizar L-glutamato como fuente



de carbono (Halpern, et al, 1960) . Esto indica que en la cepa
silvestre la entrada del aminodcido es muy lenta y en las mutantes
se da este fendmeno rdpidamente debido a gque la permeabilidad es el
impedimento por el cual la célula no puede utilizar el L-glutamato

como fuente de carbono y energia.

Se han localizado genéticamante varios sistemas de transporte
para L-glutamato. El primero fue descrito en E. coli. Este sistema
de transporte es exclusivo para L-glutamato, es dependiente de
sodio y presenta sensibilidad a D-glutamato y a a-metilglutamato.
Estd codificado por el operdén gltC-gltS que se localiza en el
minuto 80 del cromosoma bacteriano, en donde gltS es el gen
estructural gque codifica para la proteina transportadora del L-
glutamato y gltC es el sitio operador. Este operén esta regulado
por el gen gltR gque se localiza en el minuto 92 del cromosoma

(Marcus, et al , 1967). Este sistema también se encontré en

S. typhimurium, con la misma localizacidn genética pero diferentes
caracteristicas bioquimicas; al igual que en E. coli, gltS es el
gen estructural, gltC el sitio operador y gltR el gen regulador.
Este sistema no transporta exclusivamente L-glutamato, como sucede
en E. coli, también transporta L-aspartato y es sensible a D-L-
treo-B-hidroxiaspartato y a cisteato (Tabla I) (Alvarez et al,

1986) .

En E. coli se ha encontrado otro sistema mds, compartido por

ambos aminocacidos, el cual es altamente sensible a D-L-treo- B-



hidroxiaspartato y a cisteato, localizado en el minuto 92.5 del
cromosoma bacteriano; al gen que lo codifica lo denominaron gltP.
Este sistema se encuentra en mutantes y su expresién esta

aumentada (Boot et al,1989).

En lo que respecta a S. typhimurium, se ha localizado otro
sistema de transporte exclusivo para L-glutamato, el cual es
sensible a a-metilglutamato e independiente de sodio; el gen gque lo
codifica se encuentra en el minuto cero del cromosoma bacteriano y

se denomina gltF (Alvarez et al, 1986) (Tabla I).

En E. coli, en total se han caracterizado bioquimicamente
cinco sistemas de transporte para L-aspartato y L-glutamato como
fuentes de nitrégeno, de los cuales algunos son compartidos por
ambos aminodcidos, otros son exclusivos y otros son compartidos con
otros compuestos (Figura 2). Los cinco sistemas son: 1) Sistema de
transporte para L-aspartato, independiente de proteina de unién,
con una Km de 30 pM, inhibido por D-aspartato y D-L-treo-B-
hidroxiaspartato y transporta el 23% del total de L-aspartato. Este
sistema de transporte se conocia anteriormente con el nombre de ast
y hasta el momento sélo se ha caracterizado en E. coli (Kay, 1971).
2) Sistema independiente de proteina de unién, transporta ambos
aminodcidos, es independiente de sodio y es inhibido por D-L-treo-
B-hidroxiaspartato; este sistema de transporte se encarga del 60%
del transporte de L-glutamato y del 52% del transporte de L-

aspartato y posee una Km de 5 pM para L-glutamato y de 4 uM para L-



aspartato. 3) Sistema de transporte especifico para L-glutamato,
independiente de proteina de unién y dependiente de sodio, sensible
a D-glutamato , a-metilglutamato y homocisteato, con una Km de 1.5
uM, se encarga del 25% del transporte total de L-glutamato. Este
sistema es el codificado por el operdén mencionado anteriormente
gltS-gltC del minuto 80, que se ha encontrado en ambas especies. 4)
Sistema de transporte dependiente de proteina de unién e
independiente de sodio, transporta L-aspartato y L-glutamato, es
inhibido por cisteato, posee una Km de 0.5uM para L-aspartato y 0.5
iM para L-glutamato. Este sistema se encarga del 15% del transporte
total de L-glutamato y del 25% del transporte total de L-aspartato.
En S. typhimurium también se ha encontrado esta proteina de unién
con idénticas caracteristicas a la de E. coli. (Aksamit et al,
1975). 5) Sistema de transporte para L-aspartato, compartido con
fumarato, malato y succinato, es inhibido por D-aspartato en altas
concentraciones y ninguno de los andlogos de acidos dicarboxilicos
inhibe el transporte. Este sistema se encuentra en ambas especies
y estd determinado por los genes dct, que se localizan en los
minutos 16 y 80, para E. coli y en el minuto 77 para S. typhimurium
(Bachman, 1987; Parada et al, 1973; Sanderson et al, 1987). No se
ha podido evaluar el porcentaje del transporte para L-aspartato a
través de este sistema , ya que es un valor sumamente pequefio

(Shellemberg et al, 1977.).

Ademds de la caracterizacidén bioquimica de los sistemas de

transporte para L-aspartato y L-glutamato, se han realizado



estudios sobre la influencia de la concentracién de L-glutamato
como fuente de carbono y la influencia de la presencia del sodio.
En estos estudios se muestra que E. coli (cepa silvestre) no
utiliza L-glutamato en bajas concentraciones (20 mM), sélo cuando
se le adiciona sodio , 3 mM, 5 mM y 10 mM, pero al elevar demasiado
la concentracién del L-glutamato, cinco veces, no hay necesidad de
adicionar sodio, ya que el aumento de concentracién favorece 1la
utilizacién de este aminodcido como Gnica fuente de carbono, en

esta cepa (Frank y Hopkins, 1969).

Como se puede observar, L-aspartato y L—glu?amato comparten
algunos sistemas de transporte. Sin embargo, en E. coli y en
S. typhimurium no se han reportado mutantes capaces de utilizar L-
o D-aspartato como Gnica fuente de carbono y energia. Por
ello, en el laboratorio nos propusimos obtener mutantes de
S. typhimurium LT-2 capaces de utilizar L-aspartato eficazmente,
tanto en espontaneas, como en inducidas con nitrosoguanidina
(NTG) y hacer una caracterizacién de estas mutantes respecto a su

transporte.



OBJETIVOS

1) Estudiar el comportamiento de 1las cepas silvestres de
Salmonella typhimurium LT-2, SA534, SA536 y SA955, en diferentes
concentraciones de L-aspartato y la influencia del sodio en su
crecimiento. Esto se hace debido a gque en estudios preliminares se
encontraron mutantes espontédneas de utilizacidén lenta.

2) Clonacién de todas las cepas, para iniciar cultivos negativos

en la utilizacidén de L-aspartato (AspU-).

3) Obtener mutantes Capaces de utilizar L.aspartato (AspU+) ¥y
mutantes que, ademds de ser AspU+, tengan alguna marca de

auxotrofia.

4) Localizar en el cromosoma bacteriano el o los genes

involucrados en el transporte de L-aspartato.

5) Estudiar los sistemas de transporte, con L-aspartato marcado

radioactivamente, en mutantes AspU+, espontdneas e inducidas.



MATERIALES Y METODOS

CEPAS BACTERIANAS

Para la realizacion de este trabajo se emplearon diversas
cepas bacterianas derivadas de Salmonella typhimurium LT-2 (Tabla

5.

MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo empleados fueron los siguientes:
Medio minimo con glicerol (MM Gol), medio minimo con aspartato (MM
Asp), medio minimo con glucosa (MM Glu), medio minimo con glutamato

(MM Glt) y medio rico (MR).

Todos los medios minimos contenian una solucidn de sales con
una concentracién final de : fosfato de potasio monobasico al 0.3%,
fosfato de potasio dibasico al 0.7%, sulfato de amonio al 0.1% y
sulfato de magnesio al 0.01% (Davis 1x). Este es el medio de Davis
y Mingioli sin citrato (1950). Todas las fuentes de carbono se
esterilizaron por separado y se adicionaron al 0.4%. E1 L-aspartato

y el L-glutamato ademds se adicionaron al 1% y 2%, para probar el



efecto de concentracién en el crecimiento.
En el caso del medio rico se adiciond una solucidn de peptona de

caseina al 0.2% y extracto de levaduras al 0.2%.

El pH de los medios se ajusté a 7.4 en un potencidémetro marca
Corning modelo 125, empleando soluciones de NaOH y HCl, segun

fuera el caso.

CONDICIONES DE CULTIVO

Todas las cepas se crecieron a una temperatura de 37° C. El
tiempo se especifica en cada experimento. Cuando los cultivos eran

liguidos se utilizé una agitadora New Brunswich, N.J. modelo 6-25.

CLONACION

Las bacterias se crecieron toda la noche en MM Gol. Al dia
siguiente se reinoculd en el mismo medio y se incubd hasta fase
logaritmica, 0.3 de absorvancia a una longitud de onda de 660 nm.
Posteriormente se centrifugd el cultivo y se lavé la pastilla con
solucién salina estéril al 0.9% (SSE), para después resuspenderla
en SSE. Se hicieron diluciones en SSE, y se sembraron muestras de
100 pl en placas de MM Asp, al 0.4%, 1% y 2%, para observar el
comportamiento de las cepas en las diferentes concentraciones de la

fuente de carbono. Las placas se dejaron incubando durante 7 dias.



OBTENCION DE MUTANTES ESPONTANEAS E INDUCIDAS PARA LA UTILIZACION

DE L-ASPARTATO.

Para obtener las mutantes espontaneas se hizo un precultivo de
la cepa silvestre toda la noche en MM Gol, al dia siguiente se
reinoculdé en el mismo medio y se incubdé hasta que alcanzé la fase
logaritmica. Posteriormente se cosecharon las células mediante
centrifugacién y se lavaron con SSE; el paquete celular se
resuspendié en SSE y se hicieron diluciones para tomar muestras y
sembrarlas en MM Asp. En el caso de las mutantes inducidas se
colocaron cristales de NTG en el centro de la caja. Las placas
tanto de mutantes espontdneas como inducidas se incubaron hasta que
aparecieron las mutantes. Cuando aparecieron éstas, tanto
espontaneas como inducidas, se tomaron con palillo estéril y se
pasaron al mismo medio de cultivo y posteriormente se probaron en
diferentes medios de cultivo con L-aspartato , L-glutamato 0.4%,
mediante la técnica de réplica en placa con terciopelo

(Ledeberg y Ledeberg, 1952)

OBTENCION DE MUTANTES PARA LA UTILIZACION DE L-ASPARTATO CON

MARCA DE AUXOTROFIA.

Se siguid el mismo método gue se empled en la obtencién de

mutantes para la utilizacién de L-aspartato, pero al medio se le

10



adicioné ademds extracto de levaduras (EL) al 0.05%. Para
seleccionarlas se siguié la misma técnica que se empled en la
obtencién de mutantes espontdneas e inducidas para la utilizacién

de L-aspartato.

OBTENCION DE MUTANTES ESPONTANEAS RESISTENTES A ESTREPTOMICINA

Para obtener las mutantes resistentes a estreptomicina, se hizo
un precultivo en MR, posteriormente se tomaron muestras y se
sembraron en placas de MR con estreptomicina a diferentes
concentraciones , 150 ug/ml, 200 pg/ml y 300 ug/ml y se incubaron

hasta que aparecieron las mutantes.

COMPORTAMIENTO DE LAS CEPAS EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN

FUNCION DE LA CONCENTRACION DEL SUSTRATO.

A) MEDIO SOLIDO

Las bacterias se preincubaron en MM Gol. Posteriormente se
cosecharon, se lavaron y se hicieron diluciones para sembrar por
espatulado en medio minimo con L-aspartato y en medio minimo con
L-glutamato en tres concentraciones diferentes, 0.4%, 1% y 2%. Las
placas se revisaron cada 24 horas y se contaba el numero de
colonias grandes y pequefias gque aparecian, ademds de medir el

tamafio de ellas.

11



B) MEDIO LIQUIDO

Las bacterias se preincubaron en MM Gol. Posteriormente se
cosecharon, se lavaron y se inocularon a una D.Oggm de 0.09 en
matraces nefelométricos con L-aspartato y L-glutamato como dnicas

fuentes de carbono en las tres concentraciones, 0.4%, 1% y 2%.

Posteriormente se midié la densidad éptica de los cultivos a

660nm, cada hora, en un espectrofotémetro Coleman Jr. modelo 6|20.

INFLUENCIA DEL SODIO EN EL CRECIMIENTO BACTERIANO.

A) MEDIO SOLIDO

Se hizo un precultivo de toda la noche en MM Gol y al dia
siguiente se reinoculd en el mismo medio y se dejdé hasta que llegd
a fase logaritmica. Se obtuvieron las células por centrifugacidn y
se hicieron diluciones en SSE, se sembraron por espatulado muestras
de 100 pl en placas de MM Asp al 0.4% con diferentes
concentraciones de hidréxido de sodio, 3 mM, 5 mM y 10 mM,
comprobando siempre que el pH fuera de 7.4. Los resultados se

revisaron cada 24 horas durante 7 dias.

B) MEDIO LIQUIDO

12



Se hizo wun precultivo de toda 1la noche en MM Gol,
posteriormente se reinoculéd a una D.Ogoy de 0.09 en matraces
nefelométricos MM Asp al 0.4% con diferentes concetraciones de
sodio, 3mM, 5 mM y 10 mM, ajustando el pH a 7.4. Se mididé densidad

optica a 660 nm durante 10 horas.

IDENTIFICACION DE REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

Se sembraron las cepas SM-E3 y SM536-I21 dos veces en MM Gol
y al tercer pase se inocularon matraces con MM Gol como dnica
fuente de carbono, los cuales contenian combinaciones diferentes
de aminodcidos. Las mezclas se numeraron del 1 al 9, con lo cual
si crecidé en el numero 1 y en el nimero 8, el requerimiento era
fenilalanina, por ejemplo. Todos los aminodcidos se adicionaron a

una concentracién de 20 pg/ml.

MEZCLA DE AMINOACIDOS.

No. 1 2 5 | 4 5

6 adenosina guanosina cisteina metionina tiamina
7 histidina leucina isoleucina wvalina lisina

8 fenilalanina tirosina triptofano treonina prolina
9 ac. glutamico serina alanina ac. aspartico arginina

13



PRUEBA DE SENSIBILIDAD A ANALOGOS TOXICOS DEL L-ASPARTATO

Las mutantes se sembraron en placas de agar de MM Asp y se
incubaron hasta gue hubiera un buen crecimiento; la cepa silvestre
se sembrd en placas de MR. De estos cultivos se llevé a DO de 1.5
a 660 nm en SSE (5ml), posteriormente se sembraron en placas de L-
aspartato al 1%, por estria, para después colocar en el centro de
la estria un circulo de papel filtro impregnado con cualesgquiera de
los siguientes andlogos: D-L-treo-RA-hidroxiaspartato, a-
metilglutamato, B-metilaspartato, D-aspartato, D-glutamato,
cisteato, homocisteato y tartrato de sodio. Todos los analogos se
utilizaron al 2%, s6lo el D-L-treo-f-hidroxiaspartato se manejd al

0.12%. Los resultados se revisaron a las 24 y 48 horas.

LOCALIZACION DEL GEN POR CONJUGACION INTERRUMPIDA

Se preparé un cultivo de toda la noche en MM Gol al 0.1%
suplementado con EL al 0.05%, de la cepa donadora y la receptora,
por separado, Al dia siguiente se reinoculd en el mismo medio y se
dejdé crecer a 70% transmitancia. Posteriormente se colocaron a la
donadora y la receptora juntas en MM Gol+EL en una proporcién 5:1
(receptora y donadora, respectivamente), se filtraron con membrana
millipore muy lentamente y la membrana se incubdé en una caja de MM
Gol+EL, a 37° C durante 5 minutos. Posteriormente la membrana se

pasé a un matraz de boca ancha con MM Gol+EL y se incubé con una

14



agitacién muy suave en un bafo metabolico marca Lab-Line. Se
tomaron muestras cada 5 minutos durante 2 horas, se diluyeron con
SSE fria, se agitaron por un minuto en vortex para separar los
pares de conjugacién y se sembraron en MM Asp al 0.4% con
estreptomicina, 300 pg/ml. Los resultados se revisaron a los 4 dias
y se contd el naimero de transconjugantes que se encontraban en cada

tiempo.

TRANSPORTE

Las bacterias se inocularon en MM Asp al 0.4% y se incubaron
toda la noche. Se cosecharon y se lavaron 2 veces con agua
destilada estéril, se llevaron a DO de 1.4 a 660 nm en una mezcla

de cloranfenicol y Davis 1X.

Se prepard el sustrato radioactivo de la siguiente manera:
5ul de '“C-L-aspartato (50 uCi/50 pl) + 955ul de L-aspartato al 30
mM
para tener una concentracidon final de sustrato en la mezcla con
las células de 3mM.

Para hacer el ensayo por duplicado se tomdé una muestra de 1.8ml
de las celulas con DO 1.4 y 0.2 ml de la mezcla anterior. Se agité
constantemente y se mantuvo a 37° y se tomaron muestras de 100 pl

a cada tiempo del ensayo (30", e&0"™, 120", 180", 300" y 600"). Las
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muestras se centrifugaron durante 15" en una microfuga marca
Sargent-Welch modelo 5-16114 en tubos eppendorff de 400 ul con un
colchén de 100 ul de dibutilftalato, para que al centrifugar se
separara la pastilla de la muestra radiocactiva. Se corté el fondo
del tubo diagonalmente y se colocd el contenido en viales, se usd

un contador de centelleo marca Beckman modelo LS6000SC.

COMPETENCIA POR EL TRANSPORTE DE L-ASPARTATO MARCADO

RADIOCACTIVAMENTE

Se siguidé la misma metodologia que se utilizdé en el transporte
del L-aspartato marcado, pero al adicionarle la mezcla radioactiva
se le agregd el andlogo. Los andlogos utilizados fueron: L-
aspartato, D-aspartato, L-glutamato, D-glutamato, D-L-treo-B-
hidroxiaspartato, a-metilglutamato, tartrato de sodio, B-
metilaspartato y homocisteato. Los andlogos se usaron 10 veces

mas concentrados que la fuente de carbono radiactiva.
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RESULTADOS

COMPORTAMIENTO DE LAS CEPAS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LA

FUENTE DE CARBONO.

Al crecer las cepas LT-2, SA534 y SA536 en L-aspartato como
Gnica fuente de carbono a diferentes concentraciones, se observé lo

siguiente:

i) En 0.4% la poblacién en general no consumidé el L-aspartato
aunque hubo un crecimiento de fondo, que no se iguald al de franca

utilizacidén. Este resultado fue similar para las tres cepas.

ii) El indice de mutacidn esponténea, en 7 dias de incubacién, fue
de 3.5x107, 1x10® y 4.s5x10% para LT-2, SA534 y SA536,
respectivamente.

Se observaron en todos los casos dos tipos de colonias: grandes,
que median por lo general de 2 a 3 mm y pequefas, menores de 0.75

mm.

iii) En 1% y 2% se diferencié la poblacién en dos tipos de

colonias: medianas (0.75-1.5 mm) gue utilizaron muy lentamente el
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L-aspartato y que después de varios dias de incubacién no crecian
mas y muy grandes (3-5 mm) que lo utilizaron, aungque lentamanete
(48 a 72 horas). Ademds se pudo observar que la poblacién en
general aumenté de tamafio al aumentar la concentracién de la
fuente de carbono, y también aumenté la frecuencia de mutacién

espontéanea (Tabla III).

Por otro lado, la cepa SA955 no presentdé esa variabilidad
poblacional en las diferentes concentraciones de L-aspartato, sino
gue tuvo una poblacidén homogénea, es decir, sus clonas presentaron
el mismo tamafio (menores de 0.75 mm) en todas las concentraciones
de L-aspartato y su indice de mutacién espontdnea no presentd

variaciones significativas (Tabla III).

Cuando se crecieron las cuatro cepas en L-aspartato sélido
al 0.4%, como Gnica fuente de carbono en presencia de sodio, no se
presenté ningun cambio en el crecimiento por influencia de este

ién.

CLONACION DE LAS CEPAS

Para poder iniciar de cultivos negativos para la utilizacién
de L-aspartato, se clonaron las cepas que presentaron efecto de
concentracién y una poblacién heterogénea. Se sembraron todas ellas
en L-aspartato al 2% como dnica fuente de carbono, de ahi se

aislaron clonas que no presentaron un franco crecimiento en un
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periodo de 7 a 8 dias de incubacién. De aqui se obtuvieron clonas
pequefias, negativas en L-aspartato. Ademds se obtuve la clona
SM-E3, una mutante espontanea de la cepa LT-2 con la capacidad de
utilizar L-aspartato como tinica fuente de carbono y energia, pero

lentamente (48 horas) (Tabla IV).

Sin embargo se encontrd gue las clonas pequefas a su vez
presentaron variabilidad en su tamafio poblacional, ya que a partir
de éstas también se obtuvieron clonas pequefas y grandes. También
se encontraron clonas pequenas muy estables, como es el caso de la
SM-1P, SM534P y SM536P en las cuales no se obtuvo alguna clona

grande en altas concentraciones de la fuente de carbono.

En este caso no se observé algin cambio en el crecimiento de la

cepa silvestre clonada, en presencia o ausencia del sodio.

OBTENCION DE MUTANTES

El primer tipo de mutantes gque se intentd obtener fue AspU+
con alguna marca de auxotrofia, derivadas de la cepa SM-1P. Se
aislaron 10,315 probables auxétrofas en diferentes experimentos,
pero no se logrd obtener alguna mutante de este tipo, aunque todas
poseian la capacidad de utilizar el L-aspartato lenta o

rédpidamente.
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Al no obtener la mutante con auxotrofia, se decidid buscar
mutantes con una séla caracteristica, AspU+, derivadas de diversas

cepas de S. typhimurium, todas por mutacién inducida con NTG.

En el caso de la SM534-1P, se lograron aislar 225 colonias que
podian utilizar el aspartato como tunica fuente de carbono vy
energia. De estas mutantes sélo 12 crecieron en 24 horas, de las

cuales s6lo 4 alcanzaban la fase logaritmica en 8 horas.

De la cepa SM536-P, se aislaron 150 probables mutantes y de
éstas se obtuvieron sélo 7 clonas que crecieron en 24 horas, de las

cuales dos alcanzaron la fase logaritmica en 7 horas.

Con respecto a la cepa SM955-P, se aislaron 150 mutantes y de
éstas sblo dos crecieron en 24 horas y alcanzaban la fase

logaritmica en 7 horas.

Los resultados anteriores se muestran en la tabla V

De las mutantes obtenidas de todas las cepas, sdlo
se utilizaron 5 en este trabajo: SM534-I31, SM536-I21, SM955-1I5 y
la SM955-I30 y como testigo la cepa SM-1P. De todas ellas
primeramente se estudid su comportamiento en diferentes fuentes de

carbono.
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CINETICAS DE CRECIMIENTO EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONO.

La cepa testigo SM-1P presentdé un crecimiento normal en
glicerol y en glucosa, alcanzando la fase logaritmica en 5 y 3
horas, respectivamente. En el caso de L-aspartato y L-glutamato,
esta cepa no puede utilizarlos como tnica fuente de carbono.

(Figura 3.)

La cepa SM-E3, espontdnea de crecimiento lento, mostrd un
comportamiento normal en glucosa y un crecimiento nulo en glicerol,
cuando se pasaba por tercera vez en esta fuente de carbono. Ademas
esta cepa puede utilizar L-apartato y L-glutamato, en altas con-
centraciones aunque lentamente, ya que a las 24 horas de incubacién
alcanzé una DO de 0.24 para L-glutamato y de 0.45 para L-aspartato

(Figura 4.).

La cepa SM534-I31 inducida no se afectd en la utilizacién de
glucosa ni de glicerol, pero esta mutante si crecid rapidamente en

L-aspartato , aungque no en L-glutamato (Figura 5).

Con respecto a la cepa SM536-1I21, inducida, se puede observar
gue utilizé normalmente la glucosa como fuente de carbono, pero se
afectdé la utilizacién de glicerol, al igual que la SM-E3, ademas
posee la capacidad de utilizar ambos, L-glutamato y L-aspartato

como Gnicas fuentes de carbono. (Figura 6).
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Con respecto a las cepas inducidas SM955-I5 y SMA955-I30, se
observé el mismo comportamiento para ambas, ya que utilizaron
glicerol y glucosa normalmente, y sbélo presentaron la capacidad de

consumir L-aspartato. (Figuras 7 y 8).

Al observar que las cepas SM-E3 y SM536-I21, presentaban
problemas al crecerlas subsecuentemente en glicerol como Unica
fuente de carbono, aunque hasta el tercer pase, se decidid ver si
eran auxdétrofas, encontrando que la cisteina es el requerimiento

gue ambas necesitan.

CARACTERIZACION DE LOS SISTEMAS DE TRANSPORTE MEDIANTE LA

SENSIBILIDAD A ANALOGOS TOXICOS.

Al tratar de caracterizar cudl sistema de transporte era el gque
las mutantes estaban expresando, se obtuvieron dos grupos. El
primero estid formado por las cepas SM536-I21 y SM-E3, las cuales
fueron sensibles a D-glutamato. El segundo estad formado por las
cepas SM534-131, SM955-I5 y SM955-1I30, que compartieron
sensibilidad al D-aspartato. La cepa SM-1P no presentd crecimiento
en L-aspartato como Gnica fuente de carbono, lo cual se indica con
un signo negativo. A pesar de tener dos grupos bien definidos, se
observé que todas presentaron sensibilidad al tartrato de sodio

(Tabla VI).
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LOCALIZACION GENETICA.

Se eligidé como donadora la cepa SM534-I31, para hacer
conjugacién con una receptora resistente a 300ug/ml de
estreptomicina (SM-E1P). El gen de utilizacién de L-aspartato como
dnica fuente de carbono se localizéd en el minuto 7.5 del mapa
genético (Fig. 9). Esto se corrobord al hacer la conjugacién con
la cepa Hfr SM955-I30, con la cual se observd la entrada del gen
para utilizacién del L-aspartato en el minuto 7.56 (Fig. 10). Los
resultados se corrigieron para la posicién del plasmido F en el
cromosoma, para el sentido de la donacidn y para cien minutos de

conjugacién (Sanderson et al, 1987)

Al tratar de hacer 1la localizacién con la cepa Hfr SM536-
I21, no se pudieron obtener transconjugantes, ya que aparentemente
la cepa habia perdido el plasmido que le conferia la capacidad de

ser Hfr.

TRANSPORTE DE L-ASPARTATO MARCADO RADICACTIVAMENTE

Se escogié la cepa SM534-I31 para hacer el anadlisis del
transporte de L-aspartato. Como testigo se utilizé la clona SM-1P
(Asp U-) derivada de la LT-2, ya que las Hfr usadas derivaron
originalmente de la LT-2.

Los resultados son los siguientes:
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1) Al crecer a la mutante en MM Gol por 24 horas se encontrd que
el transporte no tenia diferencias significativas con respecto a la
cepa parental, aungue en la mutante se observaron niveles de
transporte ligeramente mayores en comparacidén con la cepa
silvestre (Fig. 11). Sin embargo, cuando se incubaron ambas cepas
en este medio de cultivo adicionado con L-aspartato e incubandolas
durante 48 horas, se encontrdé una marcada diferencia, ya que la
cepa parental sélo presentd el nivel basal de transporte y la

mutante mostré un transporte sumamente aumentado (Fig. 12)

COMPETENCIA POR EL TRANSPORTE

En la figura 13 se puede apreciar que en la mutante el L-
aspartato y D-aspartato frios, compitieron por el transporte de L-
aspartato, puesto que disminuyeron completamente el transporte del
L-aspartato marcado radioactivamente. El tartrato de sodio, D-L-
treo-fhidroxiaspartato presentaron menor inhibicién, comparandola
con los andlogos anteriores gue inhibieron claramente el
transporte. D-glutamato, L-glutamato, a-metilgutamato, B=-
metilaspartato y homocisteato, no inhibieron el transporte de L-

aspartato marcado o lo hicieron en mucho menor grado.

En la cepa silvestre se encontrd una clara disminucién del
transporte de L-apartato marcado con D-aspartato, mientras que el

resto de los andlogos, homocisteato, D-L-treo-B-hidroxiaspartato,
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D-glutamato,L-glutamato, L-aspartato y tartrato de sodio,
H-metilglutamato y B-metilaspartato, mostraron muy ligera

inhibicién (Fig 14).
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DISCUSION

Analizando los resultados obtenidos podemos decir que las
cepas silvestres de Salmonella typhimurium LT-2, SA534 y SAS536,
estadn formadas por poblaciones heterogéneas, ya gque presentan
variabilidad poblacional con respecto a la utilizacién de L-
aspartato como uGnica fuente de carbono y de energia. Esto se
demostré al crecer la cepas en altas concentraciones de L-
aspartato, puesto que se obtienen clonas que no utilizan esta
fuente de carbono y clonas que pueden utilizarla lentamente. Ademas
muestran un marcado efecto de concentracién, ya que al ir
aumentando la concentracién del L-aspartato se ve un aumento en el
tamafio de las colonias. Esto no se observa en la cepa SA955, que
estd formada por una poblacién homogénea que ademds no presenta
efecto de concentracién, es decir no aumenta el tamano de las
colonias ral aumentar la concentracién de la fuente de carbono. En
altas concentraciones de L-aspartato, aumenta la frecuencia de
mutantes espontaneas, esto concuerda con lo observado por Frank y
Hopkins (1969) para L- glutamato y con Zonana (1991) para B-
glicerolfosfato. Con estos resultados se puede ver que existen
cepas gque poseen un alto indice de mutantes espontaneas con la

capacidad de utilizar L-aspartato como unica fuente de carbono y
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cepas que presentan un indice de mutantes espontaneas muy bajo.
Esto podria deberse a que los eventos mutacionales que llevan a la
aparicién de mutantes espontdneas , estdn distribuidos al azar
entre cada cultivo y algunos cultivos cuando por casualidad sufren
una mutacién temprana en su crecimiento, terminan con un gran
nimero de mutantes, es decir si la mutacién ocurre durante el
crecimiento del cultivo, el numero de mutantes puede ser grande Yy
cuando la mutacién ocurre tiempo después, el naimero de mutantes es
pequefio (Luria et al; 1943), esto pudo haber sucedido en la cepa
SA955. Esto podria ayudar a la obtencién de este tipo de mutantes,
sin ningun tipo de tratamiento mutagénico. La mayor posibilidad de
obtener mutantes cuando se usan altas concentraciones de la fuente
de carbono puede deberse a que, en cualquier poblacién sujeta a
cierta forma de presién selectiva, surgen variantes que poseen
cambios favorables en su secuencia de ADN, produciendo cambios
apropiados en el fenotipo (Cairns et al, 1988) en este caso la
capacidad de utilizar L-aspartato como fuente de carbono vy
energia. Al poner a la poblacién en bajas concentraciones de L-
aspartato como fuente de carbono hay una presién selectiva que
favorece la proliferacién de las mutante ya existenetes, pero al
aumentar la concentracién del L-aspartato, aumenta la presién
selectiva, con lo cual se podria decir, se esta induciendo
fisiolégicamente a la poblacién y por lo tanto a la aparicién de
mutantes para su subsecuente proliferacién en la poblacién. Al
existir cepas mAs estables gue otras, como es el caso de S5A955,

este método de obtencién de mutantes no seria dtil, por su

27



poblacién homogénea y su gran estabilidad.

La obtencién de mutantes inducidas para la utilizacién de L-
aspartato con marca de auxotrofia no se pudo lograr a pesar de
haber utilizado NTG, ya que se ha observado que este agente
mutagénico induce mutaciones vecinales, probablemente en este caso
no se encuentra ningun gen relacionado con la biosintesis de
aminodcidos, vitaminas o bases cerca del gen de utilizacién de L-
aspartato. Otra posibilidad es que la probavilidad de obtener estas
mutantes se a muy bajo, igual que en las espontdneas, y no se haya

estudiado un nimero suficiente de células.

Cuando se crecié a la cepa silvestre de S. typhimurium en MM
Asp en presencia de hidréxido de sodio, no se observé un aumento en
la wutilizacién de esta fuente de carbono, a diferencia del
transporte de L-glutamato codificado por el operdn gltS-gltR en E.
colli en gque si se ve favorecido por la presencia del sodio, esto
lo habian observado con anterioridad Frank y Hopkins (1969). Ellos
encontraron que sélo el transporte de L-glutamato se favorecia,
con lo cual se puede decir que a pesar de que ambos aminodcidos
comparten algunos sistemas de transporte, no presentan las mismas

caracteristicas.

Al obtener las mutantes capaces de utilizar L-aspartato como
anica fuente de carbono, se verificé que no se afectara la

capacidad de utilizar otras fuentes de carbono, como es el caso
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de glicerol y de glucosa, para glucosa todas las mutantes
conservaron la capacidad de utilizarla normalmente, pero en el caso
de glicerol en las mutantes SM536-I21 y SM-E3 se vio afectada la
utilizacién de éste, ya que eran auxétrofas a cisteina,sélamente
cuando se crecian en glicerol esto se observé tanto en la mutante
espontanea como en la inducida. Esto quiere decir que probablemente
hay una relacién entre la wvia de utilizacién de glicerol y este
requerimiento, pero este fenémeno no se estudio a fondo. Ademéas
estas mutantes presentan la capacidad de utilizar L-glutamato al
igual gque L-aspartato. Un tipo de auxotrofia semejante lo
observaron Parada y Ortega (1967) en mutantes de Salmonella
typhimurium que requerian de tiamina o tiazol para su crecimiento

exclisivamente en hexosas.

Cuando se hizo la localizacidén genética con la cepa Hfr534-
I31 y con la SA955, se observd que el gen de utilizacién de L-
aspartato como tnica fuente de carbono se localiza en el minuto
7.5. Entre el minuto siete y ocho no se han localizado, hasta el
momento, genes relacionados con el transporte de L-glutamato o de
L- aspartato. Lo mds cercano a este minuto es el gen aspU, en S.
typhimurium, y en E. coli se localiza ademds el gen aspV ambos
genes se encargan de la biosintesis de aspartato y se localizan en

el minuto cinco del cromosoma bacteriano.

Al probar la sensibilidad a algunos andlogos téxicos del L-

aspartato, utilizando a éste como tnica fuente de carbono, se
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encontraron dos sistemas. El primero es un sistema compartido por
L-aspartato y L-glutamato, el cual es sensible a D-glutamato, este
sistema comparte estas caracteristicas con el operén gltCc-glts,
localizado en S. typhimurium por Alvarez Yy sus colaboradores
(1986), ya que también transporta ambos aminodcidos y es sensible
a D-glutamato, ademds de ser sensible a H-metilgutamato vy
homocisteato, la sensibilidad a estos Gltimos dos compuestos no se

observé en el sistema que se estudidé en este trabajo.

El segundo sistema transporta exclusivamente L-aspartato, es
altamente sensible a D-aspartato y con menor sensibilidad a D-L-
treo-f-hidroxiaspartato, este sistema es el exclusivo de L-
aspartato que hasta el momento sélo se ha caracterizado en E. coli
ya que ambos presentan sensibilidad a los mismos andlogos téxicos
del L-aspartato. Se observé que este sistema de transporte tardd
mucho tiempo en inducirse, esto puede ser por el medio que se
empled para realizar los experimentos de transporte, el cual fue
gol+asp. Probablemente el glicerol interfirid en la utilizacién del
L-aspartato ya que las cepas obtenidas en este trabajo utilizan
glicerol con mayor facilidad que el L-aspartato, por lo cual hasta
gue se agotaba esta fuente de carbono se inducia el transporte de
L-aspartato. Este medio de cultivo se utilizé debido a que la cepa

SM-1P no puede utilizar L-aspartato como tGnica fuente de carbono.
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CONCLUSIONES

1) Las cepas LT-2, Hfr534 y SA536, son poblaciones heterogéneas con

un marcado efecto de concentracién.

2) La cepa SA955 estad formada por una poblacién homogénea y no

presenta efecto de concentracidn.

3) Aparentemente existe una relacidn entre la utilizacién de L-

aspartato y L-glutamato, con la utilizacidén de glicerol.

4) El sodio no favorece el transporte de L-aspartato en Salmonella

typhimurium LT-2.

5) Se caracterizaron 2 sistemas de transporte diferentes.
i) Sistema de transporte compartido por L-aspartato y L-
glutamato, sensible a D-glutamato e independiente de
sodio.
ii) Sistema de transporte exclusivo para L-aspartato, sensible
a D-aspartato y D-L-treo-B-hidroxiaspartato e inducible que

se localiza en el minuto 7.5 del cromosoma bacteriano.



TABLA I. SENSIBILIDAD EN EL CRECIMIENTO* EN PRESENCIA DE
ANAIOGOS DE L-ASPARTATO EN LOS DOS SISTEMAS DE TRANSPORTE
LOCALIZADOS EN Salmonella typhimurium y Escherichia coli.

S. typhimurium® E. coli®
Sistema glts gltR gltF glts gltp
Localizacidn min 80 min 90 min 0 min 80 [ min92.
Transporte L-asp L-asp L-glt L-glt L-asp
L-glt L-glt L-glt
Inhibidores
L-Aspartato s s r ND ND
D-Aspartato r r r ND ND
D-glutamato r r r s o
L-Asparragina r r r ND ND
L-Glutamina ¢ r o ND ND
Cisteico s s r r s
B-Hidroxiaspartato s s r X s
a-metilgutamato E r s ] r
Homocisteico ND ND ND s r

a. (s) sensibilidad, (r) resistencia, (ND) no determinado.
b. tomado de Sanderson K.E. et al (1987)

c. tomado de Bachmann.J. et al (1987)



TABLA II. CEPAS DE Salmonella typhimurium QUE SE EMPLEARON EN ESTE
TRABAJO.

CEPA CARACTERISTICAS MIN. DE
ENTRADA
LT-2 cepa silves- AspU-,GltU-
tre F-
SA534%* cepa silves- AspU-,GltU- 98 CW
tre Hfr.
SAS536%* cepa silves- AspU-,GltU- 76 CW
tre Hfr.
SA955%* cepa silves- AspU-,GltU- 15 CCW
tre Hfr.
SM955-15 mutante deri- AspU+,GltU- 15 CCW
vada de SA955
Hfr.
SM955-130 mutante deri- AspU+,GltU- 15 CCW
vada de SA955
Hfr.
SM536I-I21 mutante deri- AspU+,GltU+ 76 CW
vada de SA536
Hfr.
SM534-1I31 mutante deri- AspU+,GltU- 98 CW
vada de Hfr534
F-.
SM-E3 mutante deri- AspU+,GltU+
vada de LT-2 (Lenta)
Hfr.
SM-1P clona pequena AspU-,GltU-
de LT-2 F-.
SM-E1P mutante deri- AspU-,GltU-
vada de SM-1P estreptomicina
F-. resistente

E = mutante espontdnea.

I mutante inducida con NTG.

* Cepas derivadas originalmente de LT-2.
CW: Entrada del cromosoma en direccién de las manecillas del reloj.

CCW: Entrada del cromosoma en direccidén contraria de las manecillas
del reloj



TABLA III.INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE L-ASPARTATO COMO UNICA

FUENTE DE CARBONO EN LA APARICION DE MUTANTES ESPONTANEAS
Salmonella typhimurium.

DE

Fuente de

carbono y LT-2 SA534 SA955 SA536
concetra-

cion

Asp 0.4% 3.5x1077 1x10°® 2x10°° 4.5x107°
Asp 1% 5x10°* 2x10~? 2.5x10°" 4x10°?
Asp2% 5x107* 2x107? 3x10°* 7.5x107?

. S6lo se contaron las

clonas grandes.



TABLA IV. FRECUENCIA DE MUTACION ESPONTANEA DE CLONAS PEQUENAS DE
Salmonella typhimurium EN DIFERENTES CONCENTRACIONES DE L-ASPARTATO

CLONAS PROCEDENCIA F. M. E. CONC. ASP
4.1x107° asp 0.4%
SM-1P LT-2 3.4x1077 asp 1%
5.3x107° asp 2%
3.2x10°° asp 0.4%
SM534P SA534 3.8x107 asp 1%
4.4x%x107° asp 2%
5x10™* asp 0.4%
SM536P SA536 4.1x10™" asp 1%
5x10°* asp 2%

Frecuencia de mutantes espontaneas (F.M.E.)



TABLA V.

MUTANTES DE Salmonella typhimurium INDUCIDAS CON NTG
OBTENIDAS EN ESTE TRABAJO.

L-ASP U+ L-ASP U+ CRECIMIENTO EN
AUXOTROFAS L-ASPARTATO.
24 HORAS 8 HORAS
SM-1P 10,315 NINGUNA 13 ND
SM534P 225 ND 12 5
SM536P 150 ND 7 2
SM955P 150 ND 2 2




TABLA VI. SENSIBILIDAD EN EL CRECIMIENTO A ALGUNOS ANALOGOS DE L-

ASPARTATO DE LAS DIFERENTES CEPAS DE Salmonella typhimurium
EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO.
SM-1P SM534- | SM955- | SM955- | SM-E3 SM536-
131 I5 I30 I21
D-Glutamato = ) of X : o s s
D-Aspartato - s s s ¥ r
B-Hidroxi- - r r r r r
aspartato
a-Metilglu- - r r : r r
tamato
B-Metilas- - P r r r r
partato
Cisteato - r r r r r
Homocistea- - r r r r r
to
Tartrado de = s s s s s
sodio

El experimento se realizé en placas de L-aspartato al 0.4% como
unica fuente de carbono.

(r) resistencia,

(s) sensibilidad,

(=) no hubo crecimiento.
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Fig.1l. Metabolismo de L-glutamato y L-aspartato en

Salmonella typhimurium y Escherichia coli.
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biogquimicamente en Escherichia coli
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Fig 3. Curva de crecimiento de la cepa SM-1P, en diferentes
fuentes de carbono, después de 2 pases consecutivos en

MM Gol.
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MM Gol.
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Fig. 5. Curva de crecimiento de la cepa SM534-131, en
diferentes fuentes de carbono, después de 2 pases

consecutivos en MM Gol.
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Fig.6. Curva de crecimiento de la cepa SM536-121, en
diferentes fuentes de carbono, después de 2 pases

consecutivos en MM Gol.
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Fig.7. Curva de crecimiento de la cepa SM955-I15, en diferentes
fuentes de carbono, después de 2 pases consecutivos en

MM Gol.
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fuentes de carbono, después de 2 pases consecutivos en

MM Gol.



DE RECOMBINANTES

No.

250}

200

100F

50

L.l ' I L i 1 1 L 1 | .ﬂmm]

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Fig.9. Conjugacién de la cepa SM-E1P, como receptora ¥y
SM534-I31 como donadora. Este experimento se realizo en
MM Gol+E.L, al 1% y al 0.005%, respectivamente. Las

muestras se tomaron cada cinco minutos.
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Fig.10. Conjugacién de 1la cepa SM-E1P, como receptora y
SM955-1I5 como donadora. El experimiento se realizo en
MM Gol+E.L, al 1% y al 0.005%, respectivamente. Las

muestras se tomaron cada cino minutos
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Fig.11l. Cinetica de transporte de '“C-L-aspartato en las cepas
SM-1p y SM534-I31. Las cepas se crecieron en y en MM
Gol, durante 24 horas para después cosecharla, detener
su sintesis de proteinas con cloranfenicol y

adicionarle el aspartato marcado.
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Fig.l12. Cinetica de transporte de '*C-L-aspartato en las cepas

SM-1p y SM534-I31. Las cepas se crecieron en MM Gol
0 en MM Asp+Gol durante 48 horas para despues
cosecharlas, detener su sintesis de proteinas con

cloranfenicol y adicionarle el aspartato marcado.
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Fig.13. Cinetica de transporte de "“C-L-aspartato en la cepa
SM534-I31. La cepa se crecio en MM Asp+Gol, durante 48
horas para después cosecharla, detener su sintesis de

proteinas con cloranfenicol y adiciocnarle el aspartato

marcado.
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Fig.1l4. Cinetica de transporte de 'YC-L-aspartato en la cepa
SM-1P. La cepa se crecio en MM Asp+Gol por 48 horas
para después cosecharla y detener su sintesis de
proteinas con cloranfenicol y adicionarle el aspartato

marcado y los anilogos téxicos.
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