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INTRODUCCION 

' 
Todos los organismos vivos necesitan incorporar nitrógeno en 

macromoléculas para crecer; para ello tienen mecanismos de asimilación -

de compuestos nitrogenados presentes en el medio, y vías biosintéticas 

que producen moléculas nitrogenadas celulares (1). 

La :fuente de nitrógeno preferida por E. coli y otras bacte--

rias entéricas es el amonio; el cual, cuando se encuentra en concentra~-

cienes bajas (0.5 mM), se asimila principalmen't~ utilizando las enzimas 

glutamino sintetasa (GS), y glutamato sintasa {GOGAT} consumiéndose una 

molécula de ATP, corno se indica en las siguientes reacciones: 

L-glutalllato + NH3 + ATP -~~> L-glutamina + ADP + Pi 

(1) 

+ ·~·-

L-glutamina + 2-oxoglutarato + NADPH + H ---'),.· .· ,2 L-glut~to + .NADP 

- ' 
(2) 

En condiciones de exceso de NH: (15 ~), éste se asimil~ ~ ' 

través de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) , cuya afinidad por. -­

+ NH
4 

es baja, sin ocasionar gasto adicional de ATP (2): 

+ 2-oxoglutarato + NH
3 

+ NADPH + H ---;~ L-glutamato + NADP 

(3) 

En el glutamato y glutamina son compuestos muy importantes 

para las células, ya que virtualmente en todas ellas, son los donadores 

de nitrógeno para reacciones biosintéticas Cl l • Así el glutamato es el 

principal donador del grupo amino para la síntesis de algunos aminoáci-

·'.~ .. ,, 
'•·' 

..•. 
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'' >~--·'· dos, y la glutamina cede su grupo amido para la producción de .PUrinas y . , 

pirimidinas, algunos otros aminoácidos y otros C?m~uestos celulares im-

portantes (1) • 

Así pues, cuando los microorganismos utilizan otras fuentes 

de nitrógeno tales como ciertos aminoácidos, también sintetizan glutarila 

to y glutamina, ya sea por degradaci6n de la fuente de nitrógeno corre~ 

pondiente para dar amonio 1ibre y posteriormente asimilarlo a través de 

GS y GOGAT, o por transaminación con 2-oxoglutarato, o bien utilización 

tanto del nitrógeno como del esqueleto.de carbono de estos otros amino-

ácidos, para dar glutamato {2) . En la Figura 1 se muestra esquemática-

mente las vías para obtener L-glutamato y glutamina a partir de diferen 

tes compuestos nitrogenados. 

. ' . . . 

La única vía para sintetizar glutamina·, es a través de la en 

zima GS, la cual está codificada por ·el gene glnA que en·E. coli se en--. 
cuentra situado en el minuto 86 del mapa cromos6mico (3). La GS de 

E. coli, es un multimero de 600 000 daltones. de peso molecular; compues- -:> 
' ' l. ' 

to por 12 subunidades;iguales de aproximadamente 50 000 daltones cada --

una (4). '! 

La actividad enzimática de la GS está regulada de varias fo~mas: 

a) uno de los mecanismos consiste en inhibición por retroalimentación n~ 

gativa de algunos de los productos finales del metabolismo de glutamina 

corno son CTP, AMP, histidina, triptofano, alanina, glicina serina, etc. 

b) interconversión de una forma activa (taut). a una inactiva (relajada} 

que depende de la concentración de cationes divalentes; en presencia de 
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· f.: Fig. 1. Esquema de las vías metabolieds:. par~ obtener glutomato y glutomina a partir de diferentes 

compuestos niJr.,ogenados.. ·. · 
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meta.bolitas quelantes se estimula la formaci6n de GS relajada. e) Madi 

ficación cova1ente reversible por -adenilación de un residuo tirosilo de 

cada subunidad. La :mayor actividad enzimática se obtiene cuando la GS -

que aumenta el grado de adenilaci6n (l,4). 

El sistema de adenilación-desadeniiación, es un complejo 

tema de cascada que .involucra tres proteínas: una adeniltransferasa 

(Atasa), la proteína P11 .y una uridiltransferasa (Utasa). 

Para 1a adenilación de la.GS, se requiere de la actividad 

la Atasa, y de la proteína Pil en su forma ·PilA' Para la reacción inver 

~a se necesita que la proteína P
11 

esté uridilada (forma P
110

} para que '. 

es-timule a la Atasa a catalizar la desadenilación de ia GS. A 

uridilación de pll depende' de 1a:s con-~entta~i.ones relativas intracelul~ .... , 

res de 2-oxoglutarato y· glutamina. cUando ésta .relaciéln es 

p1l se encuentra aesilridilada¡ s.j.''por. el, co:µtra~ie, esta relación es 
4 ... # .. : : . • ·:¡..;· .'~ ·:; 

se tiene entonces la uridilación de ~ii ·~· tr~ves .·de la , ·,;;~;:;.:<;;:'.•;~. :» .... 

'~ . ~ '. ·. :" ~ ~~~:~ ;·,. •. . ~ 
.:>.<:.\,:~ ' 

ver Fig. 2. 

Ademas de la ~egulación a la que estg sujeta la actividad 

zimática de la GS, la síntesis de la propia molécula, se 

samente controlada. Primeramente, se sabe que la síntesis de GS se repri 

me cuando las células están creciendo en cond;t.ciones de exceso de nitróge 

no; en caI!lbio, cuand0 la concentración de é.~te· resulta limitante por C;t:'e··-: 

cimiento en bajas concentraciones de ·amoni.o o. un aminoácido corno fuente -

de nitrógeno, se sintetiza aproximadamente d~ez.veces más cantidad de es 
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' ta enzima (1) • 

Por otro lado, estudios genéticos llevados a cabo en K. aero-

genes (6) condujeron a la obtención de cepas mutantes que producían 1a --

GS constitutivamente, es decir, no se reprimía su síntesis por altas con-

centraciones de amonio en el medio de cultivo. Estas mutaciones parecían 

localizarse dentro del gene estructural (glnA) lo que lleWlS a Magasanik 

y colaboradores (6,7) a proponer un modelo de regulaci6n autógena donde - · 

la C)S desadenilada inducía su propia síntesis .y la adenilada la reprimía • 

Esta hip6tesis parecía estar apoyada también por mutantes le--

sionadas en el ~istema de adenilación-desadenilación: como por ejemplo --

~élulas ~e contienen mutaciones en glnB (gene que codifica para la proteí 

na P
11

), que resultan en una P
11 

alterada de tal manera que nq puede ur~-~ 

dilarse, o en glnD .{gene para la uridiltransferasa) ·y que por lo tanto tie 

-nen la GS muy adenilada;•tambien la cantidad de.~~~~ enziiqa es baja en 

·cualquier condición áe 'crecimiento '{7). En cambfo .cepas con muta,ciones 

;, en glnE. ~gene qu.e codifica pará la ~~eniltran~fer¡:¡,?a,), y por lo tanto son 
4 ·,.-11' J 

:·incapaces de adenilar l~ GS, la producen en -.altai:;'.cqncentraciones (7,·B} .. 
' ! . 

S;i:n eniPargo, recientemente,.se han.descrito mutaciones en otros 

9enes que ta,mb;i:én afectan ·la sÍntesis de GS, ~n·salmonella typhimuritnn 

se encontraron mutaciones en un. gene alejado .de, ,glnA 1·1amado. glnF,. e1 cual 

cotransduce aproximadamente el 15% con el .. gene ar-gE por transducci6n me..--

diada por P22, Estas cepas_ glnF SO!\ ¡::tW1;ÓtJ;9fa,s d,~ glutaniina (_fenotipo 

Gln-) y tienen menos del 10% de 1a actividad normal de GS o de antígeno 

en condiciones de represión, son incapaces de desrreprimir la síntesis de 

. ·;-·-"·,~;.. " -· . 

·.:~' 
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la enzima en respuesta a limitaci6n de nitrógeno (9). Es imperante hacer 

notar que estas aux6troÍas tienen actividades normales de todas las enzi­

mas del sistema de adiilación-desadenilaci6n. Otra característica de es-

tas mutaciones, es que, al igual que las que se encuentran dentro del ge-

ne estructural de la .S1 son incapaces de utilizar otros aminoácidos como 

única fuente de nitrógeno (tales como arginina, prolina, serina, "t"-amino-

butírico, ornitina, etc.) a lo que se llama fenotipo Reg- (14). 

También se han encontrado mutaciones en ~lnF en glnF en 

K. aerogenes (10) donde igualJnente son au.xótrofas de glutamina y presen-

tan una frecuencia de cotransducción con el gene argG de aproximadamente 

50% con Pl (lo que si~nifica que se encuentran separados por l min. del 

~apa aproximadamente); también en este microorganismo las cepas glnF-

tienen normal el sistema de adenilación-des~denilación. Así mismo en· 

E. coli se han descrito mutaciones en el gene glnF (11) 1 cuyo fenotipo -- . . --
es semejante al descrito para una c~pa glnF en las otras enterobacterias. 

En este caso, este gene, se enquentra en el minuto 69 del mapa cromosómi 

coy cercano al gene ~gG (3). De acuerdo con estos dqtoS se ha propues 

que el producto del gene glnF_ es esencial para la activación de la sínte 

sis de gl~, por lo gue en ausencia de aquel, la .sfntesis de GS se encuen 
. . ·~ 

tra totalmente reprimida l9, 10} ; f ' 

Inmediatamente después se encontraron mutaciones que supri--

mían la auxotrofía por_ glutamina que confieren las mutaciones en glnF, -

las cuales se localizan en un locus muy.cercano a glnA que se le denomi-

nó glnR en s. typhinlurium (12) y glnG en ~ pneumoniae (l~} y en E. coli 

(14). Las cepas glnlj- sintetizan cantidades bajas constitutivas de GS -

::¡. 
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en todas las condiciones de crecimiento (alto y bajo amonio) independi~n 

temente de si tienen o no funcional el gene glnF. Además las mutaciones 

en gln~ le confieren a la céiula ~l fenotipo Reg , es decir, se vuelven 

incapaces de usar otros compuestos corno únicas Íuentes de nitr6geno (co-
• 

mo arginina, prolina, -r-aminobutírico, etc.). Posteriormente McFarland 

y sus colaboradores describen que tanto en ~ typhimurium como en E. coli, 

glnR está compuesto por dos genes independiente$.(15) a los cuales deno--

minaron ntrB y ntrc (que en E. coli son glnL y glnG respectivamente) sien 

do ntrB el más cercano a glnA. Los productos de estos genes se identi-

ficaron en un sistema acoplado de transcripción-traducción in vitre, y se 

encontr6 que el producto de glnL (ntrB) es una proteína de 36 000 dalto--

nes de peso molecular, en tanto que el de glnG (ntr C) tiene un peso mol~ 

ular de 54 OQO dal tones. Mutaciones en cualquiera de éstos dos gene.s. -­

·~ í1primen el fenonotipo Gln- de las cepas glnF""'; una cepa glnL- tiene acti 

- . 
· vidades altas Cie ·GS aún eh exceso de ~onio, mientras que una doble gll'l!:._ 

.. glnL- las tiene ba)as constitutivas (15) • 
. . . 

Todos estos datos lleva:r:on a estos .autores (15} a propone:r;, un 

modelo para la, regulación de la expre~±$n del. gene glnA que ha,sta ahora . -

se ha visto apoyado, al.menos en parte, por evidencia experimental prove-

• 
niente de varios laboratorios: el producto d~ glnG puede ser un activa-

dor de la síntesis de GS si se encuentra con el producto de glnF (o bien 

alguna molécula derivada de él); si por el contrario, la proteína de 

glnG se encuentra asociada con el producto de glnL, entonces se vuelve un 

represor de la síntesis de glnA. Ahora bien, el sistema de regulación de 

la transcripción de glnA, parece ser un sistema general para la utiliza--

ción del ni tróngeno celular, dado que mutaciones en los 9enes r.eguladores 



t 
de la síntesis de GS (como son glnL glnG o glnF), afectan la transcrip-

ción de los operones catabólicos encargados de metabolizar las otras --

fuentes de ni tr6geno (10, 12, 13, 15). 

Magasanik por su parte, propone que además de la regulación 

por estos genes, la proteína reguladora p11 tiene·un papel importante en 

i.a síntesis.de GS, independientemente del sistema de adenilación8desade-

1l.ilaciiSn (16, 17) • Se ha visto que mutaciones en el_ gene glnB que resu1 ... · 

'.:a.n en una P
11 

alterada de tal forma que no puede uridilarse, se obtiene 

una cepa incapaz de desrreprimir su GS, adicionalmente, pérdida total del 

gene glnB por una insercióo~resulta en la síntesis constitutiva de ésta 

~nzima. Con base en estos datos, lo que se propone es que la P
11 

sea, º. 

bien un represor de la síntesis de GS, o bien un antiactivador, es decir 

gue funcionara evitando que se forme el complejo necesario para la tran~ 

cripción de glnA. 

l., 

"t· 

't. 
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En nuestro laboratorio hemos estado estudiando los mecanis--

mos de regulación a los cuales.responde este complejo sistema, para esto 

se han aislado diferentes tipos de mutaciones en los genes glnA, glnL, -

glnG y glnF, así por ejemplo, se tienen mutaciones por inserción de Tn5 

en cada uno de ellos, deleciones de la región de glnA y mutaciones pun--

tuales en glnA, glnL y glnG (A. Osorio, S. Brom, L. Servin, L. Segovia 

y J.C. Urbina). El estudio minucioso del comportamiento de las 

contienen estas mutaciones, ha ayudado a dilucida~ algunos aspectos de.-

la regulación de este sistema. 

Par~ proponer un modelo detallado de la regulación de dicho -

·., t:~~: 
nes involucrados en la regulación del sistema, los niveles de los produc- ;::~~ 

. ,1-·f\~ 

tos de los mismos y la regulación a la:que está sometida su actividad •. 

. . 
Se sabe.ptir una parte que los productos de los genes 

. .. . ~ 

.res de muchos operones 
1
biosintéticós como son arg, trp, ~· his . Yy·.··.}~u~t.·_(_~·/··.·~.-... -

1 
.... ·.;···;·: 

.bélicos como·lac;.mal ~te. (37), se sintetizan constitutivamente~ ., _ 

actividad se r.egula por la presencia de un correpresor (como suele ser 

caso.de los operones biosintéticos), o bien por un inductor generalmente 
t 1 

en los operones catabólicos. 

También se conocen ejemplos de genes reguladores cuyos produc 

tos no se sintetizan de manera constitutiva, sino que estan sometidos a 

~lguna regulación, así, por ejemplo, en K~ aerogenes, el represor del 

operón div~rgente hut (cuyo gene estructural forma parte del operón) se 

·-- ~ 
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• 

autorreprime (38); en ~- coli, eJ_ regulador del operón ~' también se 

reprime .por su propio producto (39), el gene putÁ de S. ,typhimurium se 

autorreprime y reprime al gene putP (40); el gene glnG de E. coli apa­
c 

renternente también se autorreprime (25}. 

En el fago ~ , el represor cI está sujeto a diversos tipos 

de regulación, así como el represor Cro, que se reprime por el. (41); 

en el bacteriófago Mu la síntesis del represor c, esta regulada positi-

va y negativamente, y también se regula por su propio producto (42). 

Finalmente, en el elemento transponible Tn~, el gene represor de la 

· transposasa, se ~utorreprime (43) . 

Esta claro, pues, que no todos los genes ~eguladores se sin 

tetizan constitutivamente, y que, en el caso del sistema de GS y Aut, -

es importante conocer los niveles de los productos de los genes regula-

11. 

dores y, si fuera posible; también sabe:f la regula~ión de la actividad,',.;'. 

de los reguladores ·ya: ~intetizados, para poder ir 'eGclarec.iendo 'los. 
: ' 

canismos de control de dicho sist~a·: - ' 

·'::. 1 

I' • 1 • 

En éste.trabajo nos propusimos estudiar la expresión 

gene glnF de E. coli para investigar, por un lado, si su transcripción 

está sujeta a algún tipo de regulación (ya sea por autorregulació~, por 

otros genes reguladores, o por la accesibilidad de nitrógeno· a tia~és 

de alguna proteína regulatoria) y también para conocer aproximadamente 

los niveles del transcrito de glnF que, si no está sometido a regulación . ---
postranscripcional, reflejaría los niveles del producto de glnF en las 

diferentes condiciones de crecimiento probadas. 

,"'.· 
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El enfoque experimental para estudiar la expresión de 'cJÚ1F~:' 

les del operón de lactosa ya que el producto del gene lacZ 

- - - ' ,, .. - '. . <~~-~~-.-:~<~~-~-~;_;·~· 
fue fusionar la región de control de éste gene con los genes. ~stru,S.~~a· 

• - ' ;-. ' • "-~·-"· .'. :· • '•: . 1 • .t 
:_,. ).'.'''-':' ~: 1? ·. ~-; 

( (3-gaia.~td\;,,4? . 
. - -1:~.~"f .... 

'·"',.' 

sidasa) es una enzima muy bien estudiada cuya actividad puede medir:~ _::~¡;!f·r~?~fü~ 
,.<i:>,+·; 

fácilmente, de ésta manera, se espera que al poner lacz bajo el control 
~~- . 

de la región regulatoria de glnF, la actividad de ~-galactosidasa, 

-dida en diferentes condiciones de crecimiento, sea un reflejo de la 

presión de·glnF. 

¡ . 

,· 

,'1" , 
-. -·.·· . . i .. , i 

., 1 

- ·- . .:.. -~-.. :.. -... 

- . ~-... 

~ ': · .. : 
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MATERIAL Y METODOS 

l. ce~as Bacterianas 

Todas las cepas bacterianas· son derivadas de Escherichia coli 

K-12 y se encuentran descritas en la Tabla I. 

2. Condiciones de Cultivo 

Para hacer los experimentos las células se pusieron a crecer 

en los siguientes medios de cultivo: 

Luria (19) que contiene bactotriptona 1%, extracto de levadura 0.5% 

. 
........... y cloruro de sodio 1%. Para cepas auxótrofas de glutamina se le --

adiciona éste aminoácido a una concentración final de l mg/ml este-

ri1izado por filtración. . ' ;~-

Medio mínimo -NN. ~~o) que contiene fosfato monobásico de potasio 

"• 
13.6 g/lt, sulfato de potasid 2.61. g/lt. sulfato de magnesio hepta-

.......... 
;.· ,_ ' .,· - • ·, 'l. ·:· .- '. 

· · :hidratado 0.2. ~/lt} cloruro de calcio 0.01 g/lt, sulfato ferroso. --

' 
) 

heptahidratadd 0.0005 g/lt. A este medio se le agrega glucosa al.-

0.2% (o lactosa al 0.2%) como fuente de carbono, cloruro de amonio 
1' •• ,.. 

15 mM (amonio.alto) ó 0.5 mM (ainonio bajo), o glutamina 1 mg/ml o -

arginina o prolina al 0.2% como fuentes de nitrógeno. Todo esto se 

esteriliza independientemente por i:ilt_ración. Otros requerimientos 

como aminoácidos y vitaminas se añadieron también esterilizados por 

filtración a las concentraciones óptimas previamente determinadas. 
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TABLA 1. CEPAS BACTERIANAS Y GENOTIPO RELEVANTE 
'. 

Cepa 

MM, 103 

MX30 

~614 

MX727 

MX902 

MX848 

·MX960 

MX97l. 

MX972 

.MX973 

MX974. 
.. e~.,. . 

_MX974-A 

MX974-B 

MX983 

MX1005 

MXlOOB· 

MX1010 

Genotipo relevante 

Doble 1is6gena: Mu cts62. Mudl 
Deleci6n de lac -

Silvestre para los genes de glutamina. 
argG-

Silvestre para los genes de glutamina. 
Deleción de pro-lac 

glnA71 •. Tn 5 

glnG7~ •. Tn 5 

glnF73 :: Tn 5 

qlnLB~ •• Tn 5 · 

Derivada argG de :MX614 

Der.;tvada de MX614 Gln- Aut ~e+ l\PR 

p0r infección éle Mudl 
! . . ' 

Igual 'ciie · Mx~7 2. Aislado·" independiente:'· . 
~ j . ... ... . .. 

Derivada de MX971. qlnFBQ . -: : · Mudl 
argG + ~· · Deledi6n de lac · > · · · 

;/. 1 -·-, 
Derivada• de MX971 ~lnFBl •• Mudl 
argG+. Deleción de lac 

Igual que MX974, aislado independiente 

Derivada de MX971. ~lnFllQ :: Mudl 
argG 

Igual que MX971 pero lisógena para 
Mu cts62 

+ F' glnF /glnFBO .. Mudl recA 

(KLF41/MX974) 

+ 
F.' glnF /glnFBO : : Mudl 

{KLF41/MX983) 

Fuente 

M. Casadaban (18) 

F. Bastarrachea (19) 

Bastarrachea et al. --(35) ' .¡ 
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En los casos necesarios se agr.egó ampicilina a una concentra-

. ción de" 25 .,ug/ml, y kanamicina a 3~g/m1. 

3. Bacteri6fagos 
', :,· ... 

Para las transducciones se ut:Llizó Pl virA. Para las fusiones: 

los genes estructurales de lac se .utilizó el fago Mudl (con un fago ayuda 

dor que es el Mu ~ts~ descrito por casadaban (18). 

4. Obtención de lisados de Mudl 

Para obtener los lisados de Mudl se parte de la cepa MAL103 

(18) que es una doble lisógena para Mu cts~~ y Mudl ya que Mud~ necesita 

de un fago ayudador para encapsidarse. Se creció la cepa MAL103 en medio 

Luria a 30°C hasta fase exponencial (aproximadament~ 40 unidades Klett}, 

~ -. ·: :: ::::~::::~:~:~~=~::::~:: :~::; :::~:::::::;~;:·~¡~t;;i~(cil 
fonno y~ después de agitar, se centrifugó para quitar los restos celu1a:~-:-.':::1;:,1:;¡:t. ;¡¡~;'.¡ 

. , l ·- . .,:. :.- .. 1.z-':·'.-:,~·\, .,:-:':·cx~.,~:q~1~~ 
res. Los lisados deben usarse el mismo día ya que pierden la infectivi--"' · · -':" 

-~ ,¡ ·>.=·:. ~ 

dad muy rápidamente. El título obtenido es .de aproximadamente .10
10 

unida \¡_;:;: 

des formadoras de placa (ufp)/ml. para Mue cts62, y de 10
7 

fagos Mudl/ml~ 
'. ,t 

(18). 

5. Preparación de Lisados de Pl 
;.<.• 

Para la propagación de Pl ~epa donado~a se creci6 en medio --

Luria basta fase exponencial. Se tomaron 0.5 ml. de éste Último y se me~ 

7 
claron con 0.1 ml. de Pl dilnído a 1 x 1.0 ufp/ml. en NN ~~1;.-~i~,. Y.~~él: .• -::.~s:-:.é'9';'i;;:¡•~:mr; 



. ,;· 

mezcla se transfirió a tubitos con 3 ml •. de Luria + CaCl
2 

(25 mMl con -­

agar al o. 75% a 42°C para mantenerlo líquido • La mezcla con agar suave 

se vaci6 en cjas de Petri con medio Luria sólido adicionado con cacl2 -­

(25 mM), timina (25 ug/ml.) y glucosa (0.2~): cajas de LCTG. 

se incubaron a 30ºC 6 a 37°C, según si la cepa donado~a era o no termo--· 

sensible (por set"lisógenas de Mu cts62 .o de Mucil·) 1 por aproximadamente -

12 hrs. Posteriormente se rasp6 el agar suave, se transfirió a tubos y 

se le .ªc.:Jr.egó 5% de cloroformo y se centr-i:f_µg6 .para quitar los 

1ulares y el agar; .al sobrenadante y se .le añadicS a nuevamente clororo-- .~ 

·-
formo y después de centrifugar para sediznentarlo, se guard6 a 4°C (21). ·· 

6. Titu1aci6n de lisados de Pl 

Para titular los lisados mencionados anteriormente, se 

l ':f. 

z6 la-cepa sensible a Pl AB1157. Esta cepa se cul. tivS en .medio ric~ -- , .. ·.:;~;, 
~ ·~ 

' . 
· hasta fase exponencial. y la past.Í.J.:1a celuÍ~r se res'Uspen\:¡ 

- ·: '. ' : ·~:,~.:~;.:~ 
_,. . ''• · .... ::·.;.:\ 

de adsorcion que contiene 0.01 M ·:::,· 

• 
Se centrifugó 

.. . .,.· 
dió en 1a mitad ae'voÍumen de solución 

de Mg so4 y o.oos l<¡~e ¡'."'~2 - . ;o~~:iOnne;,te se· h;_cieron .li1uclJf:,f,¡;~Th~~; 
1isado a titular desde ilO hasta 10 en NN y se tomaron o .1 m1. de cada,~,. 

/·.·: 

una de las ·diluciones a partir de 10-
4 

a 10-
6 

y se mezclaron con 0.1 rol • 

·~ 

· de bacterias en solución de adsorción. Las mezclas se incubaron 20 min •• 

a 37ºC sin agitación y posteriormente se vaciaron sobre cajas con medio 

LCTG utilizando para ello tubitos de_agar suave con medio Luria y CaC12· 

Se incubaron a 37°C durante aproximadamente 12 hrs. r después se contó -

el número de placas de cada dilución. 

• _¡_ " ... ; , ....... .: - "~· ..... . 



7. Obtenci6n de lis6genas de Mudl 

Una vez preparado el lisado de Mu cts62 y Mudl como se 

be anteriormente, se creció la cepa receptora en medio Luria más glutami...: 
1 ••• 

na hasta 40 unidades klett. Se centrifug6 y se resuspendió en la déci.Ina ;; 

parte de volumen de Luria con glutamina adicionada de Mg so
4 

0.01 

cac1
2 

0.005 M. Posteriormente se tomó 0.1.ml.. de ésta suspensiéSn 

rias más 0.1 m1. del lisado de Mudl de.manera que·la muJ.tiplicidad a~·ir( 

fección fuera de ·10 (es decir 10 fagos .líticos por bacterias), ·y.- s~ -fl'i° 

bó por 20 min. a 30°C sin agitación. Posteriormente se diluyó 5 

con Luria + glritamina y se dejó .agitando a 30~C durante 2 Hrs. para 

tir que el gene de resistencia a ampicilina se expresara. 

Inrr1ed:i;atamente después se volviéLa d;i.luir .10 veces cop 
•" 

+ glutamina y se. _a,g~egó ampicilina a una concentracic5n final d~ 25 ~frnl:{ 
. .. r ... . :·: . : :>;{J~?~i; 

Este cultivo se dejo creciendo apr9x.:Í.inad~ente 12 -h~~:. a1"'''f 
" !". : .,: 1lt \ 1. . • •• .. •·• - ..... , 

nal de las cuales se observaba crecimiento. También se 
i( " • - .. 

trol en el que las células concentráda~·11evand~ .ya.~g.so4 .y C~~i2 
Í' ' : 

claron con O .1 ml .~ de Luria en vez. de la suspensión de fagors. 

demás este control se trato de manera idéntica al experimento~ 
. ·~ . ~ 

de la incubación con arnpicilina, el matraz control estaba, trans¡;iarente, 

es decir, no hubo crecimiento ya que la cepa silvestre de E. coli usada 

en el laboratorio es sensible a ampicilina (Ap) • 

Una.vez obtenidas las lisógenas de Mudl (resistentes a 

1ina ApR) 1 para obtener aquellas que fueran auxótrofas de 

(Gln ) y Reg se sometieron las lis.6genas a dos ciclos de 



~~- -· 

con estreptomicina a 200 pg/ml (aparentemente la estreptomicina sólo. ~n-;rt;~f':j 

tra en ·1as ce1u1as que tienen un sistema ae transporte ac;tivo> u.tiliz~n.~.:M§.if, 

do medio mínimo con arginina y prolina al O. 2% ca~a ;~a, .· 1~~mo fuen~~~: ~~;:)~~~;,:; 
- '),~ . 

nitrógeno. 

Posteriormente se recuperaron en medio Luria con glutamina· a 

30ºC. Se seleccionaron· a aquellas que fueron Aut- y ApR. 

8~ Transducción con Pl 

Una vez propagado y titulado el Pl en la cepa donadora, 

creci6 la receptora en medio Luria hasta 40 unidades klett, se centrifugb 

~-y se concentró 10 veces en bactotriptona al 1%. Posteriormente se separó 

en dos tubos cada uno conteniendo 0.5 rol. de la suspensión, más 0.5 ml. 

de una solución estéril que contiene Caci
2

.o.os J.11.y.Mgso
4 

0.03 M; al 

" 
bo experbnental se. le adicionó O. 5 ml.: de Pl pr'?~agado e~. la donadora 

cuada diluído a 5, ~ 10 7 
ufp/ml. y _~al control se· le .,;,'gregcS O. 5 m1. 

. . ·. . . ·. ·~-. . . 

ria exclusivamente: . ' 
1 

. ;) {' 
Despu13s de 20 min. de incubación para que los f.agos se 

hieran, se centrifugó y se lavó dos veces con NN estéril. Una vez lava--

das las células se resuspendieron en 0.1 ml. de NN estéri1 y se."vaciaron 
~ . 

con ~gar suave sobre cajas con el medio selectivo donde se dejaron incu-~ 

bando unas 48 hrs. 

9. Conjugaciones 

Para realizar las conjugaciones se siguió el siguiente proce-

dimiento: se pusieron a crecer tanto las bacterias donadoras como 



receptoras en medio Luria hasta fase exponencial. Después se mezclaron -

'l 0.5 m1 de bacterias donadoras y 4.5 ml. de las receptoras. Además se in ... 

:·• 

···'' ··:.. 

cubaron 3 ml-_ de células donadoras y otro con 3 rnl. de las receptoras co-

mo contro1es. Las células se incubaron sin agitación durante el tiempo -

necesario para cada caso. Después se lavaron dos veces con NN la mezcla 

y los controles y finalmente se resuspendieron en el mismo volumen y se -

vaciaron sobre cajas de Petri con el medio selectivo, Se incubaron apro~i 

madamente 48 hrs. 

10. Obtención de Derivadas recA 

Para construir las cepas conteniendo mutaciones en recA, se 

.hicieron.primero derivadas thyA de las cepas de interés, por ·el m~todo -

de trimetropim {.34f que, brevemente, consiste en inocular a partir de un · 

cultivo en fase estacionaria diluido 100 veces, un tul:>o-cori 5 ml. de me~-
~ . 

dio mínimo adicionado ae· timina 75 ..,.mg/ml. y trimet.ropj.m ld pg/ml. . Poste­
! 

~ . " ·1· 

riormente se hacen' diluciones y se obtienen c:olonia·s ep, placas con timina; 
.. ' .. 

··~ de. ahl: se selecciÓna una cepa thyA"'" es.decir, que··n<?> crezca en ausencia -

.. : . de éste nieta,bolito . .' 

1 
/, 
1 

Una vez que se tiene esta cepq; se hace una conJ_'Qga-

..... ..¡. -cion usando como dona,do;r-a,.la cepa Hfr JC5Q88 que es thyA recA y que do 

na estos genes como marcadores tempranos. Después de la conjugación, se 

selecciona para las que crecen en ausencia de timina, y la mayoría de és-

tas también adquieren el gene recA ; el cual se prueba por hipersensibi1i 

dad de la cepa a ciertos mutágenos (en este caso se utiliz6 nitrófurontoí 

na a 5 pg/ml) • 

2ó. 



11. Determinación de Actividades Enzimáticas 

A) Medición tle actividad enzimática de GS: se midid utilizando el 

ensayo de f-glutamil transferasa que se basa en la transferen--

cia del grupo glutamil de la glutam.ina a la hidroxilamina forman 

do 
3+ 

Y'-glutamilhidroxamato que con Fe da un compuesto colorido 

que puede medirse colorimétricamente a una longitud de onda de -

540 mn. 

,:.: 

La actividad enzimática se midió utilizando el método de Bender y 

colaboradores .{22) con algunas modificaciones (20). 

~) Medición~de actividad enzimática de ,8-galactosidasa: se basa en 

la degración de un compuesto incoloro, (o-nitrofenil-~D-galactó , 

sido: ONPG, obteniéndose galactosa más o-nitrofenol el cual es 

.amarillo y absorbe a 420 ron.· Se sigui6 el método de Miller (19), ·-· , 

e~cepto _que .. las células se crecieron ha~ta 100 unidades klett ya 
, ! .., 'r . .. . 

' - .. · que la actividad de GS se.mide en éste momento y de esta Eanera se 

·'. ·:>_'·.:·r 

tienen las mismas co~dicioiies para ia determinación de ambas acti : 
! .. ''· 

vidades. 1 

C) Medición de actividad enzimática de GOGAT; para medir ésta enzima 

se utilizó el método reportado par Meers y colaporadores (36) • 

12. Cuantificaci6n de proteína 

Para determinar la cantidad de proteína se utilizó el método -

descrito por Lowry (23). 

. .. ' 
.: ... :.'.... .. - ... ' 
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13. C~lculó de la frecuencia de reversión 

La frecuencia con que las cepas glnF- que tienen 

Gln revierten al fenotipo Gln+ 1 se hizo de la siguiente forma: se obtu 

vieron colonias aisladas de la cepa en medio no selectivo (Luria + gluta 

mina) 1 se tomó una colonia y se resuspendió en 1 ml. de NN estéril,· se -

hicieron diluciones y de la dilución 10-S se tomaron 0.1 ml. con el fin 

de inocular con unas 50 bacterias a 4. 9 ml.. de medio rico con. glutamina. 

Se incubó con agi tacié5n y a las 16 hrs. aproximadamente; cuai;ido estaba'.;'~!(}-~ln\S;· 
'"',_ .. : 

turbio, se hicieron diluciones y se plaquearon en medio no selectivo pa-> 

ra hacer cuentas viables·. Las diluciones más bajas se plaquearon en me-

dio selectivo para contar las revertantes. Se contaron las colonias que 

aparecieron después de unas 48 hrs. de incubación y la frecuencia de re-

versión se expresó como el número de revertantes ·por ml. sobre el de' e~-. 

lulas totales por rol. 
··• 

; 
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\... RESULTADOS 

Dado que no se conoce el producto del gene glnF, en enfoque 

utilizado para hacer un estudio de la expresión de éste gene, ha sido 

buscar .fusiones .de su promotor con; los_ gef!,es estructurales del operón 

lac; para ello se utilizó un fago Mu transductante especializado denomi-

nado Mudl (18) cuya estructura se muestra· en la F_igura 3. Como se obser 

go silvestre Mu cts62 del cual proviene (18)¡ aparentemente estos genes 

en el Mudl, le son suficientes para integrarse y, al igual que el fago -

::...ilvestre lo hace también al azar¡ de ésta manera, se pueden obtener in-

:::-ere iones de Mudl en cualquier sitio del cromosoma. 

Cuando se infecta a una cepa que·sea incapaz de ~tilizar lac 

tosa como fuente de carbono (debido a un~ mutación o deleciq~ del operón 

lac) con un lisado d.e:íagos Mundl, ~~tos se pueden insertar dentro de 

cualqu;ier_ gen~, y ·si . lo hacen erí lá orientación adecuada con ;respecto al 
',) .. :·· • • ..< ~ • • •• 

, l . . . 
PJ'.'Omotor de éste, !Los genes del operon lac. que H,eva Mudl, se expresan, y ... .i --

¡ 

se r_egulan igual que el gene donde se inserto, reflejando la regulación a 

la que está sometida la expresión del gene de interés; con esto se tiene ., 

2.3. 

.. •. 

' . , . ' .--.~ 

un método de ensayo para estudiar la expresión de un gene cuyo producto '.é 

no se conoce o es difícil de medir. 

El fago Mudl tienen además el gene que le confiere resisten--

cia a ampicilina el cual tiene su propio promotor de manera que si después 

de una infección con Mudl se selecciona resistencia a ampicilina exclusi-
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vamente, se pueden obtener ;inserciones en aml:>as 

-.,, .. de las cuales permitirá la expresi6n del gene LacZ. 
. ---

Otra característica del fago Mudl, es que posee 

termosensible de las funciones vegetativas cuyo gene proviene del fago 

Mu cts62 y, aunque Mudl es un fago incompleto incapaz.de lisar, contiene 

~ . 
el_ gene kil de Mu (F_ig. 3) el cual al inducirse por inactivación del re-

presor, provoca la muerte de la c~lula hu~sped por ésta razón todos los -

'. \! .... ~· ' '. . , 

· cu.ltivos de 1.is_Ógenas para Mudl se incuban a 30°C. 

A) Obteneión de cepas glnF- por inserción de Mundl 

Con el fin de obtener inserciones del fago Mudl en glnF, pri-

meramente se obtuvo un lisado de Mudl por -i:~rmoinducción a partir de la .;.... .· 
f ' ·~ 

... ·· cepa MAL103 (18), tal como se describe en Material y MétodQs. ·Este lisa-
. i ,, . 

. do se utilizó p~ra infectar a una cepa!que contiene una .deleci6n del ope~ 
·' 

.,···· 
rón lac lla.Ínada MX914: ,(Tabla l.) y gue es silvestre para todos l~~ genes:~~ 

·. 
involucrados .. eón .la s~ntesis de ·giutan\:j.na. Desp:u~s de la inf~~~ión ·se re· 
., ··;: ,. :~ - ... ' ' ·. . . ,;.· ·: .. ;:,;".·· .... '. ~(\.:.'.-::.(.<::_:.·;: .. '·. ~- ··~ .·,~-~,~.-.. -· .. -:.·'·.~·· .. : .. ,, 
~uperaron las cel1:1~as i~ _medio Luria c'on".'ait\Picilina a 25jig/m1_. Y. glutél:_ ·· 

¡ 

mina, ya que las c@iulas que llevan Mudl insertado, del:>erán ser resisten-

observó crecimiento al cabo de l2 hrs. de incubación a 30°C, en tanto que 

el control, el cual carecía de fago, no desarrolló crecimiento después de 

12 hrs. 

Las .células (onteniendo MÚdl se sometieron posteriormente a 

dos ciclos de enriquecimiento con estreptomicina (200 .pg/ml..) utilizando 

. ' · .. 



como fuentes .de nitrógeno prolina y arginina ya, c¡Qe como se mencionó ~n--

teriormente, las células. glnF- {así como las glnA"""', glnG-l- son 'incapaces 

de utilizar arginina o prolina como únicas fuentes de nitrógeno (fenotipo 

Aut o Put respectivamente). 

Después del enriquecimiento las células se plaquearon en medio 

mínimo con glutamina y .Ap. De ahí se tomaron colonias aisladas que poste 

... 
riormente se transfirieron a cajas con a.rginina como fuente de nitrógeno. 

De aproximadamente 500 colonias probadas, se obtuvieron dos -

colonias que claralllente eran Aut y ApR Se incubaron éstas dos ~n ~edio 

indicador McConkey-lactosa donde crecían de color rojo, lo cual indicaba 

la utilización de esta fuente de carbono; también se prob6 que no crecieron 

en amonio '(fe_notipo $.n-), característica que también cumplían. A estas .... 

cepas se les trató de manera independiente y se les ·aenominó MX972 y MX973 

- (Tabla 1). 
. ' ... 

. t.• .. "·, 

B) Caracterización genética de iás"inserciones de Mud1 

, •'·\,r·., • 

' t ./ 
Como mutacibnes en varios genes diferentes (glnA, glnG, glnF) 

1 

pueden dar el fenotipo Aut , se hicieron varios experimentos para locali--

zar la inserción. Inicialmente se hicieron experimentos de cotransducción 

de la inserción con el gene argG que en E. coli cotransduce con glnF, a --

través de Pl, aproximadamente un 35%. (11), en K. aerogenes, también utili-

zando Pl, estan ligados en un 56% (10) y en S. typhimurium aproximadamente 

un 1% (24) (Fig. 4) • 
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A) 
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Como se muestra en la Tabla 2, se utilizaron como ctonadoras ;;:_; 
;.;:~~}~· 

para la pro¡:>agación de Pl, las cepas aisladas or.iginal.mente: Mx972 ir'M'X97 
. . ' ~>)!; 

y estos 1.isados se usaron para transducir a una cepa auxótrofa de a.rgini~\: 

(por una mutación en el gene argG), a independencia por éste aminoácido, 

+ en presencia de glutamina, entre éstas transductantes argG se buscaron. 

resistentes a ampicilina; se encontró que la frecuencia era más baja 

esperado (Tabla 2). Esto podía deberse por un lado, al tamaño de la 

ción ya que Mudl mide 37.l Kb., por lo que cabe menos DNA bacteriano 

cabeza del fago y los marcadores se alejan; y, por el otro, posib.leme"nté.{ 

a inducción z.igótica ya que la cepa receptora no tiene el represor de Mu 

(14). Así pues se hicieron las mismas cruzas con la misma receptora pero '.·': 

ahora lisógena de Mu ~~s62; en el caso de las transductantes ·argG+ 

nían de ia MX972, el 8% fueron también ApR y las de la MX973, lo fueron 

20%, por lo que la baja en la cotransducci6~ entre glnF y ·argG se debe, . 
... 
.. 

menos en parte; a induc·ción zigótica: En cuanto ,a 

!·¡· 

este punto; P~hel:-s;:'. ~g; 

';~ 

.. '' ~. ': ·.·~;{it?t. 
labo~adores (14). er=i.~ú~ntran ql.ie la contransduccicSn entre un TnlO cercano'~ 

glnA y una inserción de Mu en éste gene, baja.del 75% al 10% cuando l~ 
1 

" ceptora no tiene· e'1 represor de Mu. 
. :· .,-·';': 

También Magasanik (2.5) reporta un 
1 

nómeno de inducción zigótica cuando transduce una, inserción de Mudl en 

glnG a una cepa silvestre. 

' - .• ,.. ··~ ~;, - .. ;,·...}:.¡.~;j 

De las transducciones ante;riores .se a,islaron 3 cepa,s resisten~''.¡Lr''¡ti . . ·. .?~~I07[~~ 
tes a ampicilina, las cuales crecían en lactosa como única fuente de car~: ~.':...2> 

. - .. ::'~~&~f,;f':{~ 
no, indicando que la inserción de Mudl estaba en 1.a orientacidn adecuada "'"'::}~dj¡.;~ 

.. ~··;;:;;··~ri:•;: 

con respecto al promotor de gln.F y se estaban tr~nscr~biendo los. genes 

del cperón lac . 



TABLA 2. TRANSDUCCIONES PARA LOCALIZAR LA INSERCION DE Mudl 

Donadora 

MX972 Cln 

Lac+ ApR 

MX973 Gln 

Lac+ ApR 

MX972 Cln 

Lac+ APR 

MX973 

MX974-B 

glnFBO : : Mudl 

MX30 argG 

MX30 argG-

Receptora 

MX971 argG 

--...... ~ .. 
~-·~-

t 
MX971 argG • 

MXlOOS argG-.. 
. • ·'" .1 

Lisogena .Mú .cts62 ; 

MXlOOS 

MX971 

MX97 4 glnFBO · : : Múdl ·· 

.MX974-A glnFSl ':: ;Mudl ·. 
. ··,,. 

Selecci6n 

+ Arg 

+ Arg 

. Arg+ 

Cotransduc~ion 
% de Ap 

1 

2 

8 

20 

-% de argG 

4/1.4 

cotransducci8n 

% Arg 

% Lac 

% ApR 

22. 

100. 

95 

33 
97' 

.... J .... · 

# Colonia 
aislada 

·MX974-A 

(Gln ApR Lac+) 

MX974 

MX971-B R + 
(Gln Ap Lac ) 

.--. 

MX983: argG 

9lnE'80 ; ' Mudl 

' ... 



Por otro lado se hizo tanibien lA cruza inversa usando co:mo 

nadora la cepa · argG y como receptora ·l..a MX974, . que, como se ve en J.~ ·•·· 

Tabla, es una de las colonias aisladas de las transducc;iones anteriores 

+ + (argG glnF80 : : Mudl) ; y se seleccionó para Aut , para lo cual es 

rio tener intacto el gene glnl:' + De las transductantes Aut , e1 22% son --

argG-; y el 100% resultaron ~, por lo que al restituir el gen~ glnF -..:.. 

por transducci6n, se pierde ahora l~ habil.;idad de utilizar lactosa como-· 

fuente de carbono. Todos estos· datos .. indican que ·1a inserciéfo de Mudl. ·es•. 

tá en glnF. Un dato curioso es que el 95% de las cepas Aut+ obtenidas en 

- R la transducción, que ahora son Lac , Son Ap (en el caso de 1a:s que v;ienen 

de la MX974: glnF80 . : ; Mudl), ésto aparentemente se debe a "transposición" 

·de fagos Mudl aberrantes q~e no 11-evan los genes de lactosa,· 10 que ocurre 

con relativamente alta frecuencia (aproximadamente del 4%), tal como lo 

reporta McSharry (26) y Magasanik (25), donde.transducen a ApR una cepa' 
.,, 

silvestre con 'Un ·fagó propagado en una ~epa glnG :.: Mudl, y·sólo el 1s%·;/? 
.... ~ . . .. . ! . -- . ' + .. ·. ·. . . . ' '• ':"/. 

de las ApR son R_eg .... : ~· éuando se hizo la transducciSn ·a Aut descrita en,;;.~ 
_¡·: ' ... ·. ,:'.~···~~~~'.·:; 

la Tabla 2, usando como receptora la MX974-A (glnFBl : : Mudl), el porcen.;.;'i; 
. 1 1 ~· .• ·.- _. ·-. '/):/-~~ 

'taje de argG- entre.;las {Aut+ fue del 33% y sólo el 3% fueron ApR.· 

Con e1 objeto de tener un marcador adicional para 
·~ 

" la presencia del episoma con la región de glt,, se construyó una cepa con.~ 

-los dos marcadores glnF :: Mdl y argG , se hizo la transducción que 

muestra en la Tabla 2 en donde la donadora es glnF80 :: Mudl y la recepto 

ra es argG , se selecc~onó resistencia a ampicilina y capacidad 

lactosa. Se obtuvieron 4 colonias, las cuales fuel:'on argG~; se purificó 

una de ellas y se le denominó MX983, 

30 .. 
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C) Determinación del fenotipo de cepas qlnF •• Mudl ..• ?(?~3;, 
· · · - -i~~~~;;:):~_:-~:~:~'.F.:;:\:~t· :·-_-. \ 

Se sabe que las cepas Gln- por mutaciones en glnF, revierten''\(:\'.'¡ 

al :fenotípo Gln + por una mutación supresora en glnG: este evento ocurre . 

-6 
con una frecuencia de aproximadamente 10 en E. coli, K. aerogenes y 

s. typhimurium (11, 10 y 12). Se verificó esta característica en las· ce 

pas aisladas glnF :: Mudl y se encontró que la frecuencia de reversión -

. 1 + -6 al fenotipo G O en este caso fue de 10 como se muestra en la Tabla 3; 

asi mismo, se muestra la :frecuencia con la que revierte la cepa MX848,. 

que contiene una inserción de Tn5 en glnF y que no es terinosensible: en - . -- ' . 

este caso ·se ve que la reversión es de aproximadamente 10-
5 

a 37°C, y un , 

poco más baja· (3 mas) a 30°C, valor que aún es· un poco mayor que la de la· 

glnFBO : : Mudi. 

Dado que, por un lado rnutacio~es que resultan· en
1 
la perdi.~ . 

. . • . """~ . ··- """' ,..:. :-_-:·.~·- ·' ' '.:.·>- -'·:·_~._ 
de la enzima, GOGAT, confieren tarnbieil un fenotiJ?o Reg , y por .. otro, . el . i , . -' . . . . .... ., . 

locus. gl.. tB f:je . encúeritra muy cerc¡ de . argG, pues cotransducen 
¡: 

~· coli, Cl'll y 22% en K. aer~~e~e·~ (l:O). . .;: ·~ .S~ ~phimurium sin. emba~go,·':;:~ ·,.';:;:) 
t· ::... ..· , . , - _ • . · ·., . __ :, '· /._ • . -,: ..... _ -.... :: ~-_··· .. ,:_,·-:·, .. '.'.:.::~~:~.::.;:·~(:·~-~.'~·:/·~·:~.:?;:~.~::~ii 

. glt9 y argG no ·J?~re~n e~tar 1.igado,s por cotr~n~ducción con Pl, (2~) '>:: .:.{'.,.:·~~ 
' (Fig. 4). Se midió actividad de la enzima GOGAT.de la cepa silvestre, .de 

l 
í 

la inserción de _Mudl en. glnF y de una cepa que contiene el episoma F' 41 

que cubre la ;región de argG hasta el gene malA en el minuto 75 (29) (Fig. 

4). La Tabla 4 muestra que tanto la inserción de Mudl como el merodiploi · 

de para esa región tienen actividad de la enzima, aunque la glnF tiene -

aproximadamente el 66% de la actividad que tiene la silvestre en las mis-

mas condiciones; similar al dato que reporta S. Kustu para Salmonella (9). 
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TABLA 3. FRECUENCIA_ DE REVERSION. DE+ LAS 
CEPAS glnF A FENOTIPO Gln POR 
MUTACIONES SUPRESORAS EN glnG 

Cepa 

MX983 
glnFBO : : . Mudl 

MX848 
glnF7 3 : : Tn~ 

··• 

' 
,I 

;. 
1 

. . . 

Frecuencia de reversion 
+ A fenotipo Gln 

30ºC 37°C 

lxlo-6 

1x10-6 lOxlO-G 

,, 

32. 

·, .. ·:. 

J 
., 

.... ·1 
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, TABLA 4. ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE GOGAT 
DE 3 CEPAS DIFERENTES CRECIDAS 
EN GLUTAMINA MAS AMONIO COMO 
FUENTES DE NITROGENO A 30°C • 

Cepa Actividad 

MX971 
(Silvestre) 

MX983 · 
9"lnF80 .. Mudl 

. MX1010+ . 
F' glnF /glnF80 .• Mudl 

... 

12 

8 

. ,,. -... .... ~. 

·L~s actividades 'están expresadas en 
de NADPH oxidado·po~ minuto por mg. 
proteína. 
~ ¡_ 

j 
; 

nmol. 
de -

.' 

,, 
: .. :.·. 

_,;: 

,· ... , 

' 



.·· _-·.' 

Se probó adelllas que el merodiploide de 1~ ~nserción fuera 

paz de cercer en amonio o arginina como ¡.~icas :fuentes de ni"tx'.ógeno de 

' -
manera que glnF debe ser un producto difusible pues se complementa en 

trans, tal como lo reporta s. Kustu para Salrnonella (9) • 

D) · Regulación de la e::xpresi6n de ,(3-galactosidasa en cepas ~ : ;-,:,..1 y 
merodiploides heterócigos 

Una vez que se tenía esta caracterización de las inserciones1 · 

- .. ',· .".-·.:. ..... ~. - :- " . . . :~. ·!:\ .'-':.::~'\:; .. r-;:~\::~~ 
se les midió actividades enzimáticas de GS y de ,e-ga.1actosidasa 7_ la_ cual.:1':,":+. 

. . . ;' .~ 

siendo el producto de 1acZ, y estando dentro de Mudl (Fig. 2), estaría 

sometida a la regulaci6n transcripcional del promotor de glnF. 

En la Tabla 5. se muestran las actividades de las enzimas 

las cepas crecidas en diferentes fÚentes de nitrógeno a 30°C. 

Como se observa, _la cepa f1X971, que es silvestre 
• - .. '. 

' 
los_ genes Úwolucra!:1<?S con glutami¡ia .y tiene deleción del operón iac, 

, .. _.-,e,. " 

senta actividades reprimidas .en. condiciones de exceso de nitrógeno 
. - ',. . : . -· . .-· . . .,.:, ... ::~ ,, ~-~'~··:};; .. :,.)(~~·'-~~·~~>~·:.-:,.~,¿.:; 

En cuanto· a /3_-galac~osida~~-~~:no t~e,n'f 
('e • ',. ,'_ l ·~.·:::·:~~'.~>>•('-,':·'·::,-·., ... :<,·:.~,~ 

mina mas amonio y ainon~o al to) 
. '/ ¡ 

.... 
espera. vidad detectable, ~al como se 

' . . . . 
Las cepas con inserciones de Mudl en glnF, tienen una activi-

"· ~ 
dad de GS menor de 0.01 que es el límite de sensibilidad del ensayo, lo 

cual está de acuerdo con lo reportado para otros mutantes en glnF (9,10). 

Los merodiploides sin ernba_rgo, tienen actividades muy similares a las de 

la silvestre en l~s mismas condiciones, por lo que el producto de glnF -- · 

provistb en trans, es capaz de complementar tanto la habilidad para crecer 



- -- -·- - ' '¡_ ~"'.· .: • .... - -(. ·', -
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TABIA·'·S: Actílv!hdades espec1pic5aa de GS::·'Y de· ,8-galactosidasa de c:e¡ras con inserciones de Mu 1 en glnF y_de los mero-

diploides Q.eterócigos correspondientes. 

CEPA glnª 

MX971 
(silvestre) + (:).46-0.17 
(pro-lac)~ 

.MX974 "º· 01 
(glnFBO: :Mudl) 

.MX974-A .<O. 01 
(glnF81: :Mudl) 

.MX98.3 ~0.91 
(glnFSO: :Mudl 
~) 

MX1008 
(F' glnF+ / .recA- O. 27:0. 05 
glnFBO: :Mudl) 

MXlOlO + · _ + 
(F'glnF /~ . 0.76_0.0J 
glnFBO: :Mudl) 

ACI'IVIDAD:E'.S DE: GS 

+\b 
gln+NH4 +' NH4 +"'e 

+ o. 13 o. 04 2.oto.1· 

(0.01 - ,., -. . . 1''V'I é .. ' 
·~~...... . .L""- ' 

. ,• -~ ~. 

(o. 01 · ... oc 

.(., o. 01 
.. . ' . 

"º' 

0.12:0.04 :)1·.97~0.l 
. ,'_ }~ ·' 

o.os ' + 
L.94 0.2 -

...... : 

1 ! 1 i 

'I ' 

. +,._a 
NH4 ·a 

+ 0.26 0.18 

NC 

.. + 
0.29_0.15 

. + 
0.15_0.03 

\.' 

ACI'IVIDADES DE alactosidasa 

gln 

NDf NIY: ND 

a~ó~123 ·· 4.1:9:117 

·557~109 $2~~93 

420:79 455+99 

.390~124 

.30.3~101 

I.as actividades de GS están expresadas en)"irol.de producto fonnado/min.¡htg. de proteína. s de /J-galac~idasa en 
nrrol. de producto formado/min./:rn:;J. de proteína. !as células se cultivaron en medio m!n:i.no con glucosa octtO,fuente de 
carbooo a 30°C y con las sigúientes fuentes de nitJ:ógeoo: · ·· ' 
a) glutamina r(·lmg. /ml.) " - ;.. \ 
b) glutamina más a:rconio (lStrM) · 
e) clorw::o de arconio (O. 5 rct-1) , " , .... ·, '"'L .. 
d): cloruro de arconio (15 .rrMY.· ., ... :·.::~· :': ,',: :·." .. ;',;·',, 

, e)[;No crece .· . · .. {~\ ":;_;;t{?l 
··. f)HNo, presenta activiGl.ad detedtábie . ¡r ,, , . . ••. . , , , . . ·?1 tj)~i~~~~\rJ~~F'qL .. ''· " . 

-

.' 



'"·-.:•.··. 

3é. 
( 

en fuentes pohr(;!s de nitr_ógeno, así como .las actividades de GS .aú~ 

hay ms copias del gene .por célula cuando este est~ en el episoma> 

Por otro.lado, como se puede ver en la Tabla 5, las activida 
.~ .. " 

l :·: 

des de ¡S-galactosidasa de las diferentes cepas no varía con la f'uente de 

nitrógeno, es decir, aparentemente no responde a la accesibilidad de ni--

trógeno ±ntracelular. 

La cepa MX974-A siempre presenta, mayor actividad enzimática 

de ~2galactosidas21 que la MX974 en las rnismas condiciones (aproxilnadam~nte. 

40% más alta), y además tuvo un comportamietito.diferente en los experirne~ 

tos d~ transClucc~ÓJl (Ta.bla 2) Po~ lo que probablemente es una inserci6n ;_· 

diferente, Esta cepa ~ostró el mismo nivel de a~~ividad dej3-galactosida 

sa cuando se creci.8 tanto en exceso como en limitaciSn de nitx:ógeno. 

.cepa.a 

~n . c;:q~n1;;~ ~ .;i._~s actividades f de j3_~9¡;¡,l~ctosidasa ~intetizadas 
. ' 

me.:r:"odiplid,e.s ·F' gl~ + /glnF . : ; -11.~~:J.; . s~ ob~~~· .. qué,· ~ sem-ejáriza de 
. 1.': ·'_....,.:, . ~--'·:,r.·~·f~·:·:::~·>. 

·las cepas haploides 1sogénicas, .la .síntesis de ésta enzima no re'sponde. a -.: 
•1 ' ., • ~ ' • • . • _····~:. ... ',:, ·<;··.·;~ .~;~·~,~~::~;.~:;~·>~'.-~'.~~f}(:;~ 

1a cantidad. de ni tró~eri.o ¡_presente eh ~l medio, ·par lo que podemos cÓnc,lÜ"ír:j 

que ·la expresión de, k1nFlno sólo no responde• a la accesibilidad .de,:i~~~~',~:::~~\;;¿~Ji: . 
no, sino gue tampoco parece r_egti.larse po.r su propio producto. · 

. ; 
,.,., 

< 

.-·~· '. 

'}' 

Para ver el efecto de mutaciones en los otros genes relaciona-

dos, se pasar()f\por transducción las mutaciones siguientes: glnA71 :: Tn~ 

glnLB~ :: Tn5, glnG74 :: Tn~. Las transducciones (Tabla 6), se hicieron 

séleccionando para resistencia a kanamicina y en presencia de glutamina y 

lactosa. En el ca.so de la mutación en glnA, ninguna de las transductantes 

+ fue Gln , es decir no crecieron en amonio como única fuente de nitrógeno. 

En el caso delas mutaciones en 9lnL Y. glnG, el 100% de cada una de las·:...-

,, -:,,. 



TABLA 6. TRANSDUCCIONES PARA LA CONSTRUCCION DE CEPAS glnF CON 
DIFERENTES MUTACIONES EN LOS GENES RELACl:ONADOS glnA, 
glnL o glnG 

.Donadora Receptora Selección 

. .--

+ % de Gln 

o 

·-· :'l"~\ • ":' ,4,.<(~_,.:.;._ ... •ri'---f ~-· ., ... ·, 

100 

100 

. MX1021· 

MX1022 

MX1023, ,;.,e•:• 

'.,,~, 



+ .. 
transductantes fueron Gln por lo que, de acuerdo.con lo 

• 1 ::.;....· • 

.... :.:1 

14), éstas mutaciones suprimen el fenotipo Gln- conferido por 'una. ~-""""--

En cuanto a las actividades de GS y de ,S-ga.lactosidasa de 

éstas cepas, como se observa en la Tabla 7,.la GS tiene una actividad --

baja constitutiva que es suficie_nte para que la célula crezca en amon:io, 

y es similar a la anterionnente reportada, tanto para las cepas glnG , 

como para glnF glnG. En cuanto a las ~epas que tienen glnL82 .. Tn5 
.. . . :.( 

también tienen actividades bajas constitutivas de ésta enzima, .. que 

cuerda con los datos de s. Kustu (15) en Salrnonella donde una doble mu--. 

~;, ,•' 

tante glnF- glnL le da el mismo tipo de actividad. La /3-galactosidasa 

:: ::~e::~o:s:::e n~ p::::~:::u:e::e:ª d:x: :Ir Ij1 d~ estas cepas, tallll:>ién 

nitrógeno y la ausencia 

:::::n e:~:1:n::. · ::.:• ~::::t::~xfimadamente . ~a misma .. actividad .. ~ª"j:~1~ 
- . ' .. ' . : ... :>::'.f \. '::":·\t:;! . ..... 

Por úitifu .se construyeron los rqerodiploides para estas ce-7,.,. .. ,~ 

.pas dol:>l.es y se le~· mid,ieron .·a~~i~-idaoes. COXI\O s-e observa en i~ ~~¡~ -~;::~t<: 
1as ·:~tiviaades Jnto/'de GS como .de ¡$-~alac~osid~sa son:· ~imii~~~J;':~~{~J;\;,~i~· 
que presentan l~s.cepas haploides y que por lo tanto no tienen glnF sil-

vestre. -~ ;: . 



- - -·- - - ·.IÍllll 
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TABLA 7: Actividades e!~ped·ficas de/P··galac_tosid.asa:i1de ::ep::i~• con inserciones de Mudl en_.91.r!.E. y de _los .merodi-

ploides heterócigos correspondientes. 

CEPA 

MX1021 
(glr1F80t:M~dl 
(glnA71 ~.Hn-ª.) 

MX1022 
(glnF80::Mudl 
glnG74: :Tn-ª.) 

MX1023 
(gl nF80:: Mudl 
glnL82::Tn-ª.) 

\ glnª 

,te>. 01 

.'o.os 

0.07 

MX1025 + 
( F • .9l!lE. / < 
9lnF80::Mudl O.Ol 
glnA71::Tn_§.) 

MX1026 + 
( F 'fil.!:!E / 
§~AF80:: Mudl 
gl nG74:: Tn_§.) 

MX1027 + 
(F'.9.lBf / 
grnFao:. :Mudl 
glnL82::Tn.§.) 

O'. 06 

0.05 
,.... 

ACTIVIDADES. DE. GS: '.. 

+ b '. NH4 +~e 
.. 

NH
4 
+fd gln+NH4 " 

{0.01 NCé NC 
-~·~ :,.·, 

.. ~\ 

. 0.03 
0.05 ~, ........... 

•'. 
1, . 

• 
0.03 0.07 0.04 

.. 
:·r.: • , ........ 

¿0.01 NC NC 
·- .... \.''!, 

,:· ...... 

0.03 o.os· . o.os 

; ··'. .. 
" 

o:os 0.02 
. ; '.· 

ACTIVIDADES DE ¡8-galactosidasa 
1 

1 • ·gln+NH
4
+ NH4+~ NH4+1 gln 

491 423 NC NC . 
\ 

452 520 392· 494 

491 426 328 451 

562 442 NC NC 

444 313 436 346 

t· 
469 511 393 _. T·:~'.\s69\. 

.. · ..... -.': ··.'· 
,- - ~ 

Las act; vi dad es de GS es :tán e;presadas · e~'~o ,·'.:'dé producto formado /mi n. /mg. de protefna. · Las,· de ,8-:gal ~h.to~ i dasa en · 
nmol. de producto formado/min./mg. de prQte.,íha •. ' ·;::., ·. . .. . ~ . . . . · .: :1, .: · . · 

. Las células se crecieron .hasta 100 ·unida,:des.'/~l~ttka\30~C en glucosa:. como_ fuente. de carbono yJas sig{ttfÜE!nte.~ de nitrógeno: .. (!!g~~f~~~~~~!~~~ ~· ~a¡~ 
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D:!SCUSJ:ON 

En éste trabajo se describe la obtención de inserciones 

R fago Mudl (Ap Lac) en el gene glnF de Escherichia coli; con éste método 

se tLene un ensayo para estudiar la expresión de este gene, midiendo 

mente la actividad de la enzimaj3-galactosidasa la cual estaría bajo la 

regu1ación transcripcional del gene glnF. 

Varios experimentos indican que las inserciones de Mudl 

en g1nF; por una parte, como se muestra en la Tabla 2, la inserción de 

Mudl y el gene argG cotransducen del 20% al 30% cuando no hay induccion 

zigótica, dato similar al dato 'reportado por Pahel y colaboradores (11) 

· (Fig. 4). También en esta tabla se muestra que con una de las cepas ais-::: 

'ID. 

ladas, la MX974., cuando se transduce a Aut +, el 100% se vue:)..ven Lac - ,· a~· ; 
·{:f·_·;.... 

que el 95% de las tr.ansdl¡ctantes son ApR como se mencionó anteriormente ~:( 
. ··,<·• 

. ~:~·-·;·~:·f :~ i . 
Resuitados, 'esto 'P'qe!lE;-,_deperse.a "t;ransposici8n" de f_agos Mudl aberrantes;"{ 

de cu~lquier fema, el fenotipo Lác+ COFrelaciona un '100% con Aut ... y'ViC~ 
;·¡, . • . . .. :o ' •. ,. . .... • • ' • • : . . .. . '"'. ...... . '·,;. .::··· 

versa, "por lo que ~r cor sidero que las actividades de p-galactosidas~, 

r 
didas, se vean afectadas por este fenómeno. Cabe hacer notar que las 

+ R transductantes Aut Lac Ap , son también sensibles a un lisado de Mu 

cts62 por lo que aparentemente no conservan tampoco el gene represor de 

éste fago, entonces realmente parece ser un fenómeno de "transposición" 

fagos aberrantes, o bien, que sea sólo el fragment-0 de la ,B~lactamasa de 

Tn3 el que transponga. 

~n CUi'\nto. a i?I. otra ce¡>~ P;~s;la.d?l.r !l.~ Mx974-A,. a.1 tra.nsdqc;Lrla, 

+ R 
a Aut , el 97% de las transductantes son Lac y sólo el 3% son Ap , el he 



.... , 

41. 

cho de que ésta cepa t~nga un corqportamiento diferente quiz~ ~ugiera que: 

se trata de una inse~ción di~tinta; la cotransducción con e1. gene argG ... >.':.~~:. . Ji 
. . ..... ~; . .i,~t:r::~~;~ 

de la cepa donadora, en estas dos transducciones mencionadas' (Tabla . 2) , :• 
' <<"~ .. i:·.:: 

se observa que ambas presentan una frecuencia similar a la reportada con 

el gene glnE' (11) (Fig •. 4). 

También se ~idió 1a frecuencia de reversi8n de la cepa MX983 

. (glnlso + • • Mudl) al fenotipo Gln puesto que se sabe que una s.egunda muta 
) ~ 

ción en g1nG, suprime la auxotrofía por glutamina de una glnF , y que 

-6 . ' 
supresión ocurre con una frecuencia de 10 aproximadamente. Como se 

serva en la Tab~G.3, se obtuvieron revertantes Gln+ con esta frecuencia, 

además las mutaciones supresoras parecen estar en glnG efectivamente, ya 

gue por un ensa,y<:i c"Qa;l,i ta·tivo de la enzi.n¡a GS (medido en !J..as colonias re-· 

vertantes di:t'ectament:e), indica que tiene·I?u:y baja actividad a:ún en amo..:.~· 

.; -

nio l,ilqitante. o en: glu;talll;i.na co;mo fuente de .nitr.6gemo, .igual que la, que.-· 
··• .. ·. ·. ' ~ ~· :: .. :·~:_ .'. 

presenta unli cepa_· gln,,G-. 
~· :- "'_...,.. 

'': '"' ,. .... .. . .'·'<:;).~<; . 

El hecho de que la cepá con 1a inserción ·de Mudl tuvierá actl' .. 
·,~ ,· .;.' ·· t ·: · ;.;·.:; .. -,.~~~~~:--.~~}~,;·~1~~ ••• . ;··::···:::~1~·:;;~~'-_~/ .. :'._::::~~-t?J~;~~P/·~~;.;~«n' 

.vidad enzimática di GO~T (aunque un poco más baja que la silvesti:e)~. J.:lri~ ' ' ,.,, 
plica que la inserción no está en el locus. gltB, ya que una mutaci6n en 

. ~!. 

éste daría un fenotipo muy similar (sería también Aut- y cotrans.~uciría 

con el gene argG) al de una cepa glnF-. 
1;c!j., .. 

La otra evidencia que indica que la ~nserción está en glnF, -

es que cuando se le tra?sfiere por transducción las mutaciones glnG74 ;: 

Tn~y glnL82 :: Tn5, se suprime el fenotipo Gln-, tal como se ha reporta 

do (10, 11, 12) (Tabla 6}. 

',;_;.,, 



'WZ. 

En cuanto a~.1as activida,cle.s enz~tj,ca::;.p~es~n~dqs poX' e~ ' 
·'. ·: ~ ~ 

cepas, se observa en la Tabla 5 que la. cepa silvest:oe para ·los. genes:. i: . . 
l~ados con g1utamina y que tiene una delecicSn del operón ·1ac. tiene';--·. 

tividades de GS reprimidas en amonio alto C.15 :mM) y en glutamina, 

más amonio; en caxnbio la actividad se induce en amonio bajo (0,5 

glutamina. Ta1 como se espera, esta cepa no presenta actividad 

de ·p-galactosidasa. 

Las cepas MX974 y MX974-A, no presentan at~vidad 

de GS, como se espera .de una cepa glnF-; como se ve en la 

vidades de /3.-galactosidasa que presentan la MX974 _(glnF80 

350 a 400 nmol de producto formado por minuto. por mg, de proteínq ~ ~ste· ;,~,., 
. . .. ' ·~·, ', ~:~:,;~· 

valor no parece verse afectado por el crecimie'nto de la cepa en limf:~~;: 

ción o exceso de nitrógeno. L~ MX974-A,. tiene actividades mayores ;~~~.~:.t:;: 
f..<;~: 

~-galactosidasa (aproximadamente 40% más ·altas), pero este valor si{'º~· 
. ,· . . ' . . . • . ' : ' . • . . . .. . ' ·.·:: ' :.::~<·:;!~'. 

: •," 

tiene relativame:qt~ .constante,_ tanto cuando la ce~ c:rece el1: glutanU· · 
. • •• , " #-1"'",, ' .; . • .. -~, ·, :,·:, ;·;/(,)!~\ 

. ~·. , . rt.:~:~;; i como cuando lo hace en glutamin~·más amonio {Tabla 5). 
.. .,, . ·<··: ,· .. ~r~ 

~ · ¡, , · : . . · ··:. ' . . . .. · . -· . : . · - .YJJt%v-
La cepa lMXlOOB cuyo genotipo es glnFBQ ·;·: · Mudl 7 recA , "Y :a 

más posee el ep:soma I<LF41 que lleva la regi6n .de .. glnF silvestre, _pr~:~j~~7:"):'.:' 

:p:::::i::e:u::::::::n:e (::7:) ~as c:::::c::::a:e s::,·::l::: if il 
hay más variación en los datos, sobre todo cuando .la cepa, est~ c;r;ecida, en .; :-~:-.~- .'·.:::/.i:i~ 

amonio limitante 

del valor que se 

bla 5) . En. pr:Pqe:r;: l.u.ga:r;-, mediciones ;i,n.depend.;ientes de una misma. cepa 



.''." 

~-. ' ... 

•• • • 1 · ... ;:....; ... ~ ' 

las mismas condic~ones de cult~vo, da,~ da.to~-q:Q~ ~~r~~n en ~~ox.;i.n\ada.me_!!, 

te un 30% del valor p:t'omedio, por l.o cual va,;t'~aci-one~ .tle la, m~s~ ~gn~.:.' 

tud entre los promedios de una condi.c;l:.Óp Ce.xc:eso de n±b:t_Ógeno) y o'b:'a. .,...,;.. 

(limitacion .de nitr_ógeno), no pueden conside!t'a:t1se como s_;ign±f.ica,t;iva,s, 

En segundo lugar es importante remarcar que el crecimiento 

de las cepas ·complementadas con el episoma KLF41, crecen muy lento (con un 

tiempo de duplicación de unas 6 hrs.), sobre todo la cepa MXlOOS que es 

'<" ,. 

.. .· 

además recA-; por lfatas razones la variaci5n observada en estos merodi.Pi.6':t'~\'.z'.'':i':'. 
- <:-~·,:!I~~ 

des posiblemente no sea signiÍicativa. 

En general, dentro de una misma.cepa,, ·3.,a relación de la act.;i­

vidad de l-galac~sidasa. medida en crecimiento en glutanlina y· e°: glutanlina 

m&s amon~o (o entre .amonio bajo y amonio alto}, es muy cercana, a.-~no. 

; . ,., 

El hech.o .de que :Los mepod~plo¡,des. t~nga,µ a,ctiv;i.d?i,des- de {3_-g~lac_/._·:f( 
. . • ' ., . -~·>, ;~ .~:f~·~;;~' 

tos;ida.~ s~;i.laP~S.- a,, ;I.a.? hapl.oide!'l, corresÍ?ond:;i:e¡i'h'es, ind;ic¡:i, qu~ glnF no se_ '\{/: 
; ! ".,....,.:,... . - ' , . . ...... ,,. ··. 

autorl:'egula, ya que:-~i lo hiciera,. la, copia. ::;;i!l,ye~-tre del episoma,, deberf~·'_;:';"~}~' 
. . . . .. •, ·, ·.;,; <·~¿;,. 

. ;epr~ o ac,,;,v.;+i· s~ntes).s Qe ~st;>, enz4'@\,' ..;,,~ e= lo hace ~º':. ia ¿s'.~~~ 
; . ' . 

:Sl valo;r; P.e la activ;i.da,d qe ~"'."<;ra,la,ctQs;i:da,sa, qu.e presentan e~ ge _ 

ner:al Las cepas (aproxill'\ada,mente 400 :nmo!I, .. _de p;r.od,~cto ;fo;qqa,ao/mt.ri,(mg, de 
~4::. 

proteína), corresponde aproximadamente 75% de la actividad que de ésta enzi 

ma tendría una cepa silvestre para lac en condiciones de inducción total. 

Para probar si las mutaciones en los otros genes relacionados 

con la regulación de glnA tenían al~ efecto sobre la expresión de glnF, 

se hicieron los experimentos mostrados en la Tabla 7., La ausencia de glnA 



(por inse:i:-ci6n,de 'l'nS) no tiene ningÚn efecto so}J:re -la expresi6n de glnF, 

así como taro.poco 1o tiene la ausen~ia de .los productos d~ 9lnL y d~ glnG 

,por lo que puede decirse que estos genes regulatorios no estan involucra-

dos en la expresión de. glnF. 

Las actividades de GS de las dobles mutantes, excepto la 
'* 

glnA : : Tn.?_, son bajas constitutivas similares a .. las reportadas para una 

cepa glnG- que ahora es independiente de si tiene o no glnF silvestre y -

que esta actividad le es suficiente para erecer en ausencia de glutamina. 

- El hecho de que.l~ glnLB2 :: Tn5 tenga actividades muy parecidas a la 

-
cepa teSricarnen'te no tendd~a ni· rep:i:;eso:r ni activado:r por lo que deber!a -. · 

equivaler a la pérdida dé· glnG el cual se tia ,Pl:'opu,es.to que moduJ a las QO.? 

'" .. · 
actividades (15), ot;ra posibiJ.idad es que .la ;i:.ns~cion de Tn5 en glnL sea 

polar sopre. 9lnG (251 .lo que da:tiíq llPé} :menox exp;rres;tón de éste. gene 
·• ... . ,· . . .... 

:Lugal:I a un f:fenot~po Jgual al. O:e· una. ·9l11G·: .• · Esta--Qi.t.;ima explicac;ión 
... -· ~ -,..,.....,. • "' . 'lt 

apoyada pop el pecho oe qu,e 19 ,C~P€l g;u.e ~ó:I.o t~e:ne l,a, m~~c~6n glnL82 . ; ; . 

·· ... TnS es· Aut ···J, . 1 
l ¡' 
• ! 

-··· . 

r 
Se construyeron J.os I11erodiploides para la regi6n de. 

estas cepas utilizando como marcador complementado el gene argG- cromoso-

mal y seleccionando exclusiva:rnente para prototro:fía por arginina. Como -

se nota en la Tabla 7, estos nerodiploides tienen actividades muy simila-

res a sus hap1o;id,es is.ogénicos de cada una. de las enzimas. El hecho de 

que la cepi3: glnFBO : : Mudl. gLnL : : Tn~ complementada con el episoma KLF41 

+ .CglnF ) tenga l.a misma activi.dad de GS que su haploide, habla en favor de 

que la inserción . de 'l'n5 en gl.nL e~ ~ es polar sobre. glnG de manera que 

4'1. 



. r·. 

'···-::·.··,.\-, 

~.· ,· .. 

~5. 

se comporta co:rno.una. cepa que carece de éste gene-

.· En condiciones de inducción (crecimiento en glutamina o ~o- .< 

.nio bajo}, se sintetizan aproximadamente de 1 a 1.5 unidades de GS por - . 

cada unidad de f3-galactosidasa; en exceso.de nib'..'.Ógeno se producen de --

0.3 a 0.5 unidades de GS por cada unidad de p-galactosidasa. Esta s~nte 

sis de {J-gala.ctosidasa, es similar a .la obtenida con inserciones de 

Mudl en glnG en condiciones de inducción (25} (Tabla 8) • 
',:-•. 

', .. ~. :"_¡ -. ·;·'f '::-: :'\, 
l·"' • :- ;. '.: ~· • ~'\ '.· 

~·-~/ . .-•··.~:~-~---"·.\': 

En cuanto a .la r.egulacicSn gene;ral del- sistema,, como se mencio' ··:;i 
~:: 

nó anteriormente en .la introducción. s. Kustu.:y cola,boradores (15) pro-.. · 

ponen un modelo en el . cual el J?roducto de, glnG puede actuar como ;repres~~ . 

de la síntesis de glnA, .si se encuentra interactuando con el·producto de 

glnL; en cambie» si se encuentra interaccionando con el de glnF, se acti~ 

va entonces la síntesis del producto de glnA. 
" , 

Magasanik además propon~ ~ 
; ' ~ ' 

~e la pe7eña· proteína P 11 es en reali.dad la mo~l3cu1a sensible a lás . ~?~ .:·:tL~:' 
. - ~ . . ' . - ;: ;)·.~ -~ .\ 

'centXaciones relátitits intracelul'"ares de 2-~xoglutarato Y. glutamina;_ .cuan')'.,.¡:';_ 
,. : • • .~ • . .. <.:<::.:. -. 

. -· ~~: .é~~ relaci5p ~s p~~a, la pll. en su _fºrmª pilÁ. favorecer5a l~,'~~~,~~~~¡j:;~¡~:f~\J 
ción entre el Pn:~uc.J, de glnG y el de .91nL para fo;rmar el compl~jo':iiepre i:f 

f 

sor; si por el contrario la concentración .intracelular de. glutami.na, es 

baja con respecto a la de 2-oxoglutarato, la P
11 

uridilada favorecería la 
~ 

formación del complejo activador (16,17): ésto es, que P
11 

actuara, en 

condiciones de represi6n como un antiactivador. 

Por otra parte, se han hecho estudios de inserciones de Mudl' 

tanto en glnA (30), como en glnL (31) y como en glnG (25) con el fin de -

estudiar la regulación de la transcripción de éstos genes. La Tabla 8 --



muestra una recopilación de los datos opten1dos por estos autores. 

Las inserciones de Mudl en glnA, tienen una síntesiQ de 

fl-galactosidasa que varia con la fuente de nitré>geno, tal como lo ha~e 

la GS: en exceso de ni tr_ógeno se reprime, y· se induce en limitación del -

mismo. Como se ve en la inserción haploide. no hay una represión muy.mar 

cada en 1a síntesid de. f3-galactosidasa: cuando se complementa con epis~ 
. 

ma que lleva esa región, los niveles de síntesis de la enzima son r_egula- · 

dos de igual manera que la GS, indicando que el Mudl en glnA es polar 50 ... 

bre los genes r_eguladores siguientes, por lo cual la regulación no es nor 

mal, supuest.aII\ente por no haber niveles suficientes ni d~ glnG ni de· glnL . 

{30). También se observa que en este tipo de inserc;iones, la ausencia .--. · 

del p;i:ioduct9 a~ glnF abole casi totalmente l.a s$nt;esiEi de fl..-galactos;idasa,,. 

ra.1 como se espera· si el_ gene lacZ se es~. expresando a, pa:r:'ti:t del p:romo-.-

tor de gl.nJ!\,. 
··• 

,, 
p. 

~ .. _. ~· . . ... 
~ahe~ y~colaboradores (25) utilizan inserciones del fago 

f-' 

en el gene.glnG 
. . . ~ 

de _!. coli. El estudio de estas cepas en diferentes con~. 
. - ·. ; ·: . . 

' 
diciones (Tab1a a} I 

f. 

l. . ; . . ,. . . . . ~ '" ' :·: ' 
ipdica primero, que en el haploide la fi-galactósidasa' 

no responde a la cantidád de nitrógeno en el medio, como tampoco lo hace - .·' 

laGS; sin embargo, una cepa diploide para esta r.eg;ión, reprime la sl:ntesis · 

de la enzima en exceso de amonio debido a al.gún producto que le.prÓvee.en 

trans el episoma (Tabla 8); cuando se util.iza una cepa que te.nga en cis --

una inserción polar de Tn~ en 

aproximadamente _igual a la de 

glnA, la act;i,vidad de fi.-ga1actosidasa es -­

+ la. glnA , lo cual h~pJ,a de la ex;i:stenc;ia d~ 

otro promotor independiente del de glnA a partir- del cual se puede transcri 

bir en ausencia ~~ glnG. Este pro~otor se reppime en trans por ~lgÜn p~o~ 



-
' 
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TABLA 8. ACTIVIDADES DE GS y ,8-GALACTOSIDASA DE INSERCIONES DE Mudl EN glnA . , glnL Y." glnG 
DE E. coli TOMADAS DE LAS REFERENCIAS INDICADAS 

Genotipo relevante 

........ -................ · 
glnA : : Mudl 

slnA2.l : : Mudl, glnfF: : TnlO 

+ F 1 glnA /glnA21. : : Mudl 

+ . 
F'glnA /glnA21 ·• Mudl 
glnF • • TnlO 

9lnG : : Mudl 

glnA . . Tn~ glnG : : Mudl 

+ + . 
F' glnA glnG /slnA •. Tn5 

glnG : : Mudl 

+ + + 
F' glnA glnG /slnA 

. glnG : : Mudl 

F' glnA + glnG : : Tn5/glnA *­
glnG : : Mudl ·"" . 

+ + ·. 
F' glnA : : Tn 2._ glnG /glnA 

. ,,~(\S jimol/min/mg. 
· gln gln NH

4 

... 
·-· ... __ 

l. 7 . o .16 

.. , • A 

. O .O&·n 0.06 

--

i.o 0.13 

2.0 0.16 

0.14 

1.5 0.1 

/3-gal. nmol/min/mg • Referencia 

gln gl.n Nl14 

13,900 . 81170 Rothstein (30) 

30 idem 

3,440 250 idem 

20 idem 

400 320 Pahel (25) 

265 360. idem 

9 45 idem 

570 70 idem· 

215 250 idem: 

1230 105 idem 

-·-

glnG : : Mudl. " . 

glnLll. : : · MUdl . 

glnLl1 : : 
. Gut~~;,!~l~!1~¡~C,; 

; .-.:_:;J 

413 

430 79 

·! ., ' .• 
.• :;.¡ 
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dueto provisto por el episoma ya que la actividad en el merodiploide de 

ésta cepa baja unas 7 veces en las mismas condiciones. La inserción de 

Tn.?_ en glnA tiene un efecto po1ar muy marcado en bajo amonio, ya que la 

+ cepa glnA complementada con el episoma en condiciones de inducción tiene 

unas 50 veces más actividad que la glnA .. TnS en la misma condición: en 

cambio en represi6n la actividad es sólo 2 veces más baja en esta cepa: 

esto nos lleva a proponer que en condiciones de limitaci8n de nitr6geno 

la expresión de glnG depende del promotor de glnA, y aparentemente, la e~ 

presión a partir del promotor distal es más fuerte en condiciones de re--

presión. 

Por lo que respecta a la inserción de Mudl en glnL mostrada -

en la Tabla 8, parece ser una mutación polar sobre. glnG ya que las activi- .. ·:.· 

dades de GS son bajas constitutivas, y en cuanto a la actividad de fo-galac ·, 

tosidasa, se observa que parece reprimirse un poco por exceso de amonio 
·• 

(unas 2 vecef l .. Cuando .se miden estas actividades'en una derivada·de esta . 
~· ~ .,,,..,.,:- ~ 

cepa con una mutació~_en el factor de terminación rho (que aliviaría· la . . . .. 

sa; 
' l 

ta.mbi@n aumenta 

que glnA, 

represión 

, . 

Parecería como si glnL estuviera sometido a la misma regulación 
.. /.; 

lo que quizá sería contradictorio debido a que 'en condiciones de . ; " 
f'~r o.. ~c.pr"•m",r e..~ec:H"~eA-\c. ~es ~o.s:ble 'il"e el,1ro.Mct"tit?_ d.e.'3fuL 

debería haber más producto de glnr*eSté sometido a una regulación . 

postranscripci.onal; en el laboratorio de A. Covarrubias se ha visto que plás · ... 

midos que llevan glnL y glnG y que se transcriben a part~r de un promotor ~-

interno del plásrnido, parecen sintetizar mucho menores cantidades del pro--.:. 

' 
,' ... ,. ·_.,;..~ ... , 

1-. 



. . 

dueto d~ glnL que d.el qe 9lnG en ro,inicelqla,~. 

Se sabe por otro lado que mutaciones en gl tB, gue es el 

que codifica para la enzima GOGAT, confieren el fenotipo Reg- y que éste 

se puede suprimir por otra mutaci6n en glnL (1,2,11): además por datos 

obtenidos en el laboratorio, sabemos que un exceso de glnG {clonado en un 

plásmido multicopia) no suprime el fenotipo Reg de la mutación gltB31 

por lo que no es suficiente elevar las cantidades de glnG para suprimir 

este fenotipo Reg-, ya que podría suponerse que si hay un exceso 

y como glnF es constitutivo, habría más posibilidad de formar el complejo 

activador que f~vorecería la transcripci6n de los operones catabólicos. ~ 

Todos estos datos s.ugieren que el p:i::'oducto de_ glnL es un :rep;resor muy 
. . 

. te, es decir, que basta con pocas molécul~s para· ejercer una rna~cada 

presión • 

•' 
" 

También se conoce que mutaéiones pÓlares por inserción de i ' :. , . 1 . • 

en glnA, compleme;~n'~ otra mutac.Í:'f>n en glnG dispuesta en trans, 
i. 

. . '· ' --

cuanto a la regulac~ón de la síntesl.s a·e. GS, p~ro no para activar 
. . •. ·r f 7 . ' • .· "" ".,.~i..."' ' 

cripción de los ope-i:oneh catabÓlicos Aut o Put. (14) /de manera· que e~'ile--'. 
,~· J ' .: ' 

+ + cesario que los genes glnA y glnG estén.dispuestos en cis para desrrepri · 

mir los demás operones. Se ha propuesto que la transcripción a ~rtir del 

promotor de glnA es mayor que la que viene del promotor distal, y que se ~ 
-- . ! 

requiere tener altos niveles de glnG para estimular la transcripción de ~~ 

los operones Reg; niveles que no se obtienen cuando se txianscribe a parti~ 

del promotor interno del operón (32, 33). Es necesario además, tener el - , 

gen~ glnF intacto para que la célula utilice arginina, histidina, prolina, 



etc. como :fuentes .de ni tx'_6geno (32) .J?Ol:' lo que. ~n.a vez ~s, 4'\Pa;r:ienteiqente 

. es importante pa.ra !la c@l-ula tenel:' éi!l.bos n;lveles ael,.p:i:-oducto de gl.nG y 

del de glnF para contrarrestar la fuerte represi8n que promueven bajos ni 

veles relativos de glnL, 

Una cepa glnL no polar, en alto amon~o tiene una actividad ~ 

de GS de aproximadamente O, 7.)lmol/min .. (mg, de p:vote.S:na, y en pajo amonio 

es de unas,2.}llllol; es decir, que en estas cond±ciones la activiación es -

no:rmal., el problema de esta cepa_·glnL .... es que.no ):'uede :reprinlir l.a GS to-

talmente yq que la activ.;idad en estas condic~ones es solamente de 2 a 3 ~ 

veces menox; en.céllllPio la silvestre se repr;ime por un factor de lO veces. 

Probablemente es ~~ proteí~ r
11 

la :respons~ple de esta pequeña represión 

o antiactivación observada en la cepa,_ ginli- no polar en al to amonio. Así 

pues debe ser glnL la molécula que reprima las otras 4-5 veces la síntesis 

1
de glnA y quizá por esta raz8n la célula necesite de grandes cantidades -.. 
del producto.de gln):' para cont'):'arrestar la fuert~'represi8n ejercida por 

. . ~ ....... _,::~ ' . #""' 

·pocas cant.;idades .;t'elativas del.. producto .de_ glnL~ 

1 

Si glnL n~ está sujeto a regulación postranscripcional y en· 

condiciones de desrrepresi6n está elevado, tal como lo s_ugiere la inser--

ción de Mudl en este gene [Tabla S), entonces sería necesario tener muy -

altos los niveles.de g1nF para activa:r. Ahora bien, en exceso de nitr6ge 

no probablemente P11 evite que se forme eficientemente el complejo activa 

do;r, y ser~a sufic;iente con la paja p:roducción del.producto de glnL obser 

vado en esta.s eondiciones parR p~~rimir tot~lmente la transcripción de --

.,·, "{,. '.·.':. ,.¡ •. , 
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~n conclusión, los resultqdos.obtentdos en este t,rab~jo, ut!_ 

lizando 2 fusiones de Mudl con la x::egion ;r::egu1atovia.dEl; ginF, indican ... -> 
que la transcripción de éste gene, ·no está· somet;i:.da a !t'egulaci8n por la 

accesibilidad de nitrógeno, ni por su propio pl::'oduct:e> '· asS: como ta.Il\poco 

parece responder a los genes reuladores glnL y glnG ya que la actividad 

de /.Lgalactosidasa no cambia significativamente ni por la accesibilidad 

de nitrógeno, ni por la presencia del gene glnF silvestre, ni por mutacio 

nes en glnA 6 en glnL ó en glnG (Tablas 5 y 7). De ésta manera, glnF es 

un gene que se sintetiza constitutivamente a deferencia d~ glnG (25) y d_e 

algunos otros genes reuladores que si responden a algún tipo de regulación • 

/ 

i 

.'' 

.;-."-·.- . 
~· 

I 

¡ · 

-·· 
.• ·.:e· 

... 
. . . 

,, , 
' 

:r;.' ~ · ... • 
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