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INTRODUCCION
\
Todos los organismos vivos necesitan incorporar nitrdgeno en
macromoléculas para crecer; para ello tienen mecanismos de asimilacién -
de compuestos nitrogenados presentes en el medio, y vias biosintéticas -

‘que producen mol&culas nitrogenadas celulares (1).

La fuente de nitrfgeno preferida por E. coli y otras bacte——
rias entéricas es el amonio; el cual, cuando se encuentra en concentra—-

ciones bajas (0.5 .mM), se asimila principalmen%g utilizando las enzimas;q.J

glutamino sintetasa (GS), y glutamato sintasa (GOGAT) consumi&ndose una

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

L-glutamato + NH + ATP —% L-glutamina + ADP + Pi
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En condiciones de exceso de NH, (15 mM), éste se asimila a

5

través de la enziﬁa'glutamato deshidrogenasa  (GDH), cuya afinidad pofl—F.

+ . . < s
NH4 es baja, sin ocasionar gasto adicional de ATP (2):

1

2-oxoglutarato + NH3 + NADPH + H+-ﬂ—~—} L-glutamato + NADP
(3)
En el glutamato y glutamina son compuestos muy importantes -
‘éara las células, ya que virtualmente en todas ellas, son los donadores
de nitrdgeno para reacciones biosint&ticas (1). Asf{ el glutamato es el

principal donador del grupo amino para la sintesis de algunos amino&8ci-




dos, y la glutamina cede su grupo amido para la produccifén de purinas y

pirimidinas, algunos otros aminoicidos y otros compuestos celulares‘im

portantes (1).

~

Asi pues, cuando los microorganismos utilizan otras fuentes
de nitrSgeno tales como ciertos aminoéciéos, taﬁbién’sintetizan glutama
to y glutamina, ya sea por degradacién de la fuente de nitrdgeno coerE*“iilfx
pondiente para dar amonio libre y posteriormente asimilarlo a través de
GS y GOGAT, o por transaminacién con 2-oxoglutarato, o bien utilizacién
tanto del nitr8geno como del esqueleto .de carbone de estos otxos amino— 
.écidos, para dar glutamato (2). En la Figura 1 se muestra esquemitica-
mente las vias para obtener L-glutamato y glutamina a partir de diferen

tes compuestos nitrogenados.

(]

Ta finica via para sintetizar glutamina, es a través de la Qg‘

zima GS, la cual estd codificada por el gene glnA que en-E. coli se en--

cuentra situado en el minuto 86 del mapa cromosSmiCO'(S), Ia GS de = —~= "
E. coli, es un multimero de 606 000 daltones de peso molecular; compuesé

)

. N . v\
to por 12 subunidades.iguales de aproximadamente 50 000 daltones cada --

1]

una (4).

"

La actividad enzimitica de la GS estd regulada de varias formas:
a) uno de los mecanismos consiste en inhibicifn por retroalimentacién ne
gativa de algunos de los productos finales del metabolismo de glutamina
como son CTP, AMP, histidina, triptofano, alanina, glicina serina,vetc.

b) interconversién de una forma activa (taut) a una inactiva (relajada)

que depende de la concentracibn de cationes divalentes; en presencia de
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ficacibn covalente reversible por -adenilacién de un residuo tirosilo de

.tema de cascada que .involucra tres protefnas: una adeniltransferasa —-

estimule a la Atasa a catalizar la desadenilacifn de la GS. A su vez"la,

P se encuentra desufidilada; si'por el.contrario, ésta rélaciSn es bajé;
se tlene entonces la urldllac16n de P: a traves de 1a urldxltransferasa ’

. Ver Eig. 2, . :

metabolitos quelantes se estimula la formacién de GS relajada. c) Modi

cada subunidad. La mayor actividad enzimitica se obtiene cuando la G§ ~

estd totalmente desadenilada y va disminuyendo progresivamente a medida jf

que aumenta el grado de adenilacifn (1,4).

El sistema de adenilacidnedesadenilacifn, es un complejo sis

(atasa), la proteina Pll'y una uridiltranéferasé (Utasa).

para la adenilacidn de la.GS, se re@uiere.de la actividad dé

la Atasa, y de la proteina P, en su forma P Para la reaccién inver 

ia° .
esté uridilada (foxrma P__ ) para que,f

& i e la prot
sa se néce51ta aqu a proteina Pll : ' 11D

uridilacidn de Pli depende de las concentraciones relativas intracelula-

o

res de 2-oxoglutarato y glutamina, Cuando éstay;elaci&n'es'elevgéé;”ié*

11
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Ademas ae la regulacién a la‘qﬁe estg sujeta 1a‘aé£i§idéd:;h;
zimZtica de la GS, la sintgsis de la propia mol&cula, se encuegéra rigu;g_
samente controlada‘ Primeramente, ée sabe que la sintesis de GS se reé;ié
me cuando las c&lulas estf@n creciendo en condiciones de exceso de nitrSge

no; en cambio, cuando la concentracifn de Este resulta limitante por cre-

cimiento en bajas concentraciones de amonio @ un aminodcido como fuente -~

de nitr8geno, se sintetiza aproximadamente diez veces mids cantidad de &s
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“f ta enzima (1).

Por otro lado, estudios gen&ticos llevados a cabo - en K. ggggf
genes (6) condujeron a la obtencifn de cepas mutantes que producian la --
GS constitutivamente, es decir, no se reprimia su sintesis por altas éon—
.centraciones de amonio en el medio de culfivo. ﬁstas mutaciones parecian
ibcalizarse dentro del gene estructural (glna) lo que lleld a Magasanik.

' y colaboradores (6,7) a proponer un modelo de regulacién autégena donde =

 5wié”GS desadenilada inducfa su propia sintesié:y la adenilada la reprimia;

Esta hipStesis parecia estar apoyada tambi&n por mutantes le--

sionadas en el sistema de adenilacidn-desadenilacién: como por ejemplo —-

;élulas que contienen mutaciones en glnB (gene que codifica para la protefi

na,Pll), que resultan en una'Pll alterada de tal manera que no puede uri—él

o dllarse, © en glnD (gene para la urldlltransferasa) Y que pox lo tanto tle

~t

fﬁnen 1a Gs muy adenllada, tamblen la cantidad de esta enzima es baja en -

icualquier condicidn ae’crecimient01(7)- En. camblo cepas con mutac1ones ——

‘en glnE (gene que codlflca para 1a adenlltransferasa), y por 1o tanto son

Incapaces de adenllar la GS, la producen en: altas concentracxones (7 8).

!

Sin embargo, recientemente,.se han descrito mutaciones en otros

.‘géhes Que también afectan la sfntesis de GS.. En Salmonella typhiﬁurium
Héé‘enééﬂfréron mutaciones en un gene alejadb.de;g&gg 1lamado glpF,.el eual
>cotransduce a?roximaéamente el 15% con el gene argE por transduccién me~-—
diada por P22, Estas,cepas'glnF— son, auxétngés}dq glutamina (fenotipo -

Gln—)_y tienen menos del 10% de la actividad normal de GS o de antigeno -

en condiciones de represidén, son incapaces de desrreprimir la sintesis de




la enzima en respuesta a limitacién de nitrdgeno (9). Es imporante hacer

notar que estas auxStrofas tienen actividades normales de todas las enzi-

mas del sistema de adﬁilacién-desadenilacién. Otra caracteristica de es-

tas mutaciones, es que, al igual que las que se encuentran dentro del ge-
ne estructural de la §S, son incapaces de utilizaxr otros aminofcidos como
iinica fuente de nitrSgeno (tales como arginina, prolina, serina, yr-—amino-

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

También se han encontrado mutaciones én glnF en ginF en -

K. aerogenes (10) donde igualmente son auxStrofas de glutamina y presen—'.“

tan una frecuencia de cotransduccidn con el gene argG de aproximadamente
50% con Pl (lo que significa que se encuentran separados por 1 min. del
Aﬁaia aprokimadamente); tambidn en este microorganismo las cepas glnF‘ -

tienen normal el sistema de adenilacidn-desadenilacifn. Asfi mismo en " -

E. coli se han descrito mutaciones en el gene glnF (11), cﬁyo fenotipo -‘_“

es semejante al descrito para una cepa glnF en las otras enterobacterias,

-t

En este caso, este gene, se enquent;é en el minuto 69 del mapa cromosémi“
covy cercano al gene axgG (3). De écﬁéfdo-aoh éééos{détosjse ha propug?
Qﬁe el producto dei gen; glgg_és esencial para la activacién de 1la sin;gv
éis de glnA, por lo gue en ausencia de aquel, la sintesis de GS_sé'encqu
tra totalmente reprimida (9,10). . ;T
Inmediatamente déspués se encontraron mutaciones gque supri-~
" mian la auxotrofia por glutamina que confieren las mutaciones en glgg} -
las cuales se localizan en un locus muy .cercano a glnA que se le denomi-~
nS glnR en S. typhimarium (12) y glnG en K. pneumoniae (13) y en g,‘ggki

(14). Las cepas glg§~ sintetizan cantidades bajas constitutivas de GS -




en todas las condiciones de crecimiento (alto y bajo amonio) independien

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

en glnG le confieren a la célula el fenotipo Reg-, es decir, se vuelven
incapaces de usar otros compuestos como finicas fuentes de nitrSgeno (co-

mo arginina, prolina, TP-aminobutirico, etc.). Posteriormente McFarland

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

glnR estd 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 mds cercano a glnA., Los productos de estos genes se identi-
ficaron en un sistema acoplado de transcripciGn—t?aducci6n in vitro, y se
encontré que el éroducto de glnL (ntrB) es una proteina de 36 000 dalto--
nes de peso molecular, en tanto que el de ginG (ntr C) tiene un peso mole
'uglarvde 54 Q00 daltones. Mutaciénes‘en.cualquiera de'éstos dos genes --
Zfﬁérimen’el fenonotipo Gln de 1as‘cepé$.g}égf; una cepa glgéf tiene acti
4;idades altas de GS afin en exceso de;aﬁénio, ﬁientras que una doble EEPE:
éﬁgglggz las tiéne bajaé‘ébnstitutivasq(IS).

‘

H

Todoé estos datos llevaroh a‘eétos.aufores @5) a propéne;,uh B
modelo para la :egﬁlgcié; de la expresifn del gene glnA que hasta éhéra.L'
se ha visto apoyado, al .menos en parté,'pof'eviaencia exéefimentai érove—
niente de varios laboratorios: el producto de glnG puede ser uﬁ activa-
dor de ia sintesis de GS si se encuentra con el producto de glnF (o bien
alguna mol&cula derivada de &l); si por el contrario, la proteina de -
glnG se encuentra asociada con el producto de glnL, entonces se vuelve un
represor de la éintesis de glnA. Ahora bien, el sistema de regulacidn de

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

cidn del nitréngeno celular, dado que mutaciones en los genes reguladores .




!
de la sintesis de GS (como son glnL glnG o glnF), afectan la transcrip-
cién de los operones catabBlicos encargados de metabolizar las otras —-

fuentes de nitrégeno (10,12,13,15).

Magasanik por su parte, propone cue ademis de la :eguiaciénkh

por estos genes, la proteina reguladora P.., tiene un papel importante eh’?

11

3a sintesis .de GS, independientemente del sistema de adenilaciénedesade;;ﬂ
nilacién (16,17).. Se ha visto que mutaciones .en el gene glnB que resul;?'
San en una Pll alterada de tal forma que no puede uridilarse, se obtieﬁé‘
una cepa incapaz dé desrreprimir su GS, adicionalmente, pé&rdida total de;i
gene glnB por una insercidg, resulta en la sintesis constitutiva de &sta

=nzima. Con base en estos datos, lo gue se propone es que la P sea, O

11
. bien un represor de la sintesis de GS, o bien un antiactivador, es decir

cue funcionara evitando que se forme el complejo necesario para la trangf‘

cripcién de glnA. -

‘4
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milacidn de nitrdgeno en general, es necesario conocer ademds de los ge--

tos de los mismos y 1a_regulaci6n a la'que estd sometida su actividad..

‘res de muchos operones

"pblicos como lac;.mal étc. (37), se sintetizan cdnstitutivamenté; vy $u

En nuestro laboratorio hemos estado estudiando los mecanis--

mos de regulacidn a los cuales'responde este complejo sistema, para esto
se han aislado diferentes tipos de mutaciones en los genes glnA, glnL, -
ginG vy glnF, asi por ejemplo, se tienen mutaciones por insercidn de Tn5 .
en cada uno de ellos, deleciones de lalregién de glna y mutaciones pun--—

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

vy J.C. Urbina). El estudio minucioso del comportamiento de las cepas qué 
contienen estas mutaciones, ha.ayudado,a dilucidae algunos aspectos de -

la regulacidn de este sistema.

Para proponer un modelo detallado de la regulacidn de dicho -

sistema, incluyendo tambi&n los operones catabdlicos, es decir, de la asi

nes involucrados en la regulacidn del sistema, los niveles de los produc

.

o ‘ ‘a

Se sabe‘ﬁdt una parte éue los productos de los genes regulaar
biosintéiicds como son arg; trp, ilv; his y cat

' : g B

¢

‘actividad se regula por la presencia de un Correbresor {como suele ser'é
caso .de lbs 6éerones biosintéticos), o bien por un inductor gener&lmenté
' . €4
en los operones catabdlicos. '
Tambi&n se conocen ejemplos de genes reguladores cuyos produc
tos no se sintetizan de manera constitutiva, sino que esgan sometidos a
alguna regulacidn, asi, pox ejemélo, en K. aerogenes, el represor del -—-—-

operdn divergente hut (cuyo gene estructural forma parte del operdn) se




en el bacteridfago Mu la sintesis del represor c, estd regulada positi-

' Finalmente, en el elemento transponible Tn3, el gene represor de la _—4.

- transposasa, se autorreprime (43).

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

de los reguladores ya sintetizados, para poder ir ‘esclareciendo los me-

_canismos de control de dicho sistema. - . ..

estd sujeta a alglin tipo de regulacidn (ya sea por autorregulaciéﬁ, por

1.

autorreprime (38); en E. coli, el regulador del operdn afé;wfémbién se'”f\”

reptime‘po; su propio producto (39), el gene pﬁtA de §,lt¥§himurium se
autorreprime y reprime al gene putP (40); el gene glnG de E. coii apa-

o putt cor1
rentemente también se autorreprime (25).

En el fago >, el represor cl esti sujeto a diversos tipos

de regulacidn, asi como el represor Cro, gue se reprime por cl. (41);

va y negativamente, y tambi&n se regula por su propio prodﬁcto (42). —?f

Esta claro, pues, que no todos los genes reguladores se sin
tetizan constitutivamente, y que, en el caso del sistema de GS y Aut, -

dbres Y, si fuera posible; tambi&n saber la regulagién de la actividad o

’

!

En &ste trabajo nos propusimos estudiar la expresidn del —- ‘

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

:

otros genes reguladores, o por la accesibilidad de nit:égeno'a través - -

de alguna proteina regulatoria) y tambi&n para conocer aproximadamente
los niveles del transcrito de glnF que, si no estd sometido a regulacidn
postranscripcional, reflejaria los niveles del producto de glnF en las

diferentes condiciones de crecimiento probadas.




3

_fué fusionar la regidn de control de &ste gene éoh>ioé gggés
les del operdn de lactosa ya gue el producto del gene lacZ

sidasa) es una enzima muy bien estudiada cuya actividad puede medirse -

facilmente, de &sta manera, se espera gue al poner lacZ bajo el cohtrol

El enfogue experimental para estudiar la'éxﬁfésién deééth,

de la regidn regulatoria de glnF, la actividad de [3—ga1actosidasa,_ﬁe—/

2.




l.

Y

MATERIAL Y METODOS

" Cepas Bacterianas

<Q

13,

Todas las cepas bacterianas'son derivadas de Escherichia coli.

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

2.

" rilizado por filtracidn.

‘;f‘hadratado 0. 2 g/lt

‘Condiciones de Cultivo

en los siguientes medios de cultivo:

Luria (19) que contiene bactotriptona 1%, extracto de levadura 0.5%
jﬂcloruro de sodio 1%. Para cepas auxéfrofas de glutamina se le --

adiciona éste aminodcido a una concentracidn final de 1 mg/ml este-

~—

‘s

- Medio minimo -NN. (20) que contlene fosfato monobasico de potas:.o -—

iﬁ 13 6 g/lt, sulfato de pota51d 2.61 g/lt. sulfato de magne51o hepta—;

cloruro de calcmo 0 Ol g/lt, sulfato ferroso -

r

‘0.2% (o 1éctosa al 0.2%) como fuente de carbono, cloruro de_aﬁonio
15 mM (amdnio’altb) 3 6.5 mM (amonio bajo), o glutamina 1 ﬁg/ml o -
arginina o prolina al 0.2% como fuentes de nitrSgeno. Todo esto se
esteriliza independientemente pdr filt;aciEn. Otros requerimientos
como aminodcidos y vitaminas se afiadieron tambi@n esterilizados por

filtracidn a las concentraciones Optimas previamente determinadas.

Para hacer los experimentos las células se pusieron a crecer

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




TABLA 1.

CEPAS BACTERIANAS Y GENOTIPO RELEVANTE

1y,

Cepa

Genotipo xelevante

E_‘uente

MAL 103
MX30

X614

MX727

MX902
Mx848

T MX960

MX971

MX974-B
MX983

MX1005

MX1008

"argG .

| (KLFAl/Mx983)

Doble liségena: Mu cts629 Mudl
Delecidn de lac

Silvestre para los genes de glutamina,
argG™

Sllvestre para los genes de glutamlna.

Delecidn de pro—lac

t

|—l
()]
3
H
o]
jon

o]
l—l
R
~J
W
3
5
jw

[
B
ool
N
e
o]
jn

Derivada argG de MX614

'Derlvada de MX614 Gln  Aut Lac Ap

por 1nfecc10n de Mudl

Igual qne MX972 Alslado 1ndependlente%*

e - 1 -

Derlvada de Mx97l glnF Q,:: Mudl
Delec16n de lac - -
.‘l : 1

Derivada‘de Mx971 glgFSl :z Mudl
argGt. Delecidn de lac

Igual gue MX974, aislado independiente

Derigada de MX971.

glnFBO z: Mudl
argG ‘

Igual que MX971 pero lisSgena para
Mu cts62

! glnF+/g1nF80 e Muél recA

(KLF41/MX974)

+
F'glnF /glnFBO :: Mudl

U. C. Urbina

M. Casadaban (18)

F. Bastarrachea (19)

Bastarrachea et al
(35) :

(1983)

Osorio et al.

Este trabajo

"

"




TABIA 1. (continuacién)

Cepa Genotipo relevante - Fuenfg‘

MX1021 glnF80 :: Mudl glnA74 :: Tn Este trabajo R

jor

MX1022 glnF80 :: Mudl glnG74 :: Tn 5 "

MX1023 glnF80 :: Mudl glnL82 :: Tn 5

F'glnF /glnF80 :: Mudl

- MXL025 gina :: Tn 5 (KIFA1/MX1021)
+
‘ F'glnF /glnF80:: Mudl
MX1026  51ng74 :: Tn 5 (KIF41/MX10-2)
MX1027 F'glnF+/glnF80 :: Mudl " " i
glnl.82 :: Tn 5 (KLF41/MX1023) '
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En los casos necesarios se agregé ampicilina a una concentra- -

. ciéxi de’ 25 Mg/ml, y kanamicina a 3Qug/ml.

3. ‘Bacteriéfagos

Para las transducciones se utiliz& Pl virA. Para las fusionés;
los genes estructurales de lac se utiliz8 el fago Mudl (con un fago ayuda

dor que es el Mu ctsZQ) descrito por Casadaban (18).

4. Obtencidén de lisados de Mudl

Para obtener los lisados de Mudl se parte de 1é cepa MAL103 -~
N

(18) que es una doble lisGgena para Mu ctsf@ y Mudl ya que Mudl necesita

.. de un fago ayudadox para éncapsidarse. Se crecid la cepa MAL103 en medio'3l“

- Luria a 30°C hasta fase exponencial (aproximadamente 40 unidades Klett);‘f;

se 1ncub6 por 20 mlnutos a 42°C para 1nact1var el represéor termosensibl ‘

de Mu cts62, A% despues se 1ncub6 con agltac1on

- vo llSiS celular. Posterlormente se le agrego

- formo y, despues de agltar, se centrxfugS para'

.7 4

res. TLos lisados deben usarse el mismo dla ya

e .. . _ .. ; 1o . s
dad muy rapidamente. El titulo obtenido es .de aproximadamente 10 wunida - '

Y

des formadoras de plaéa (ufp) /ml, para Muc cts62, y de 107 fagoé:Mudl/mlg -

(18) .

5. Preparacidn de Lisados de Pl

Para la propagacién de Pl cepa donadora se crecif en medio —-

Luria hasta fase exponencial. Se tomaron 0.5 ml. de éste Gltimo y se mé§_~,A

_ claron con 0.1 ml. de P1 dilufdo a 1 x 10’ ufp/ml. en NN estfril, y la .




mezcla se transfirib a tubitos con 3 ml. de Luria + cacl, (25 mM) con ~-
agar al 0.75% av42°c'para mantenerlo liquido ., lLa mezcla con agar sua&e
se vacié en cjas de Petri cén medio Luria sélido adicionado con CaCl2 —;.
(25 mM) , timina (25 ug/ml.) y glucosa (0.2%): cajas de LCTG. Las cajaé.
se incubaron a 30°C & a 37°C, segfin si'la cepa donadora era © no tefﬁo7%3
'sensible (por serlisbgenas de Mu cts62 o de Mudl), por aproximadamente -

12 hrs. Posteriormente se raspd el agar suave, se transfirif a tubos y

se le agregS 5% de cloroformo y se centrlfugé para quitar 1os restos ce—

lulares y el agar; .al sobrenadante Yy se le anadlé a nuevamente clororo—-

i formo y después de centrifugar para sedimentarlo, se guarddé a 4°C (21).'

6. Titulacidén de lisados de Pl . .

’ Para titular los lisados mencionados anteriormente, se utili

- . . . iy .

26 la -cepa sen51ble a P1 AB1157. Est@ cepa se cultivé en medio ricdf—ﬁl

4

‘hasta fase gxponencial. Se centrlfugé y la pastilla celular se resuspen

‘de Mg SO y 0. 005 M de CaCl Posterlormente se h1c1eron dlluc1ones del

lisado a tltular desde 100 hasta 10 ~6 en NN h'd se tomaron O 1. ml ‘ae c da
  unavde 1a5'di1uciones a partir de 1Q -4 a 10 Yy se mezclaron con‘O.lbm};
‘;ae bacterias en solucién de adsorcidén. Ias mezclas se incubaroﬁ?éb‘ﬁin;
a’37oc sin agitacidn y posteriormente se vaciaron sobre cajas cénbmééiggl
LCTG utilizando pard ello tubitos de agar suave con medio Luria y Caélg.

Se incubaron a 37°C durante aproximadamente 12 hrs.'y después se contd -

el nimexro de placas de cada dilucién.



7. Obtencidn de lisSgenas de Mudl

Una vez preparado el lisado de Mu cts62 y Mual como se descri
be anteriormente, se crec16 la cepa receptora en medlo Lurla més glutami-
na hasta 40 unidades klett. Se centrifug6 y se resuspendi6 en la décima;

4
CaCl2 0.005 M. Posteriormente se tom§ 0.1.ml. de &sta suspensifn de:baqg

parte de volumen de Luria con glutamina adicionada de Mg SO, 0.01 M ¥y *%

rias mas 0.1 ml. del lisado de Mudl de manera que la multiplicidad de in

 fe¢ci6nvfuera de 10 (es decir 10 fagos .lfiticos por baCte:iaS);f}”sé(lnqgﬁ

b6 por 20 min. a 30°C sin agitacién. Posteriormente se diluy8 5 veces -
con Luria + glutamina y se dej6é agitando a 30°C durénte 2 Hrs., para pérmi

tir que el gene de resistencia a ampicilina se expresara.

Inmediatamente despues se volv15.a dllulr 10 veces con Lur;a

ar
s -

. . . 7

Este cultIvo se dejo crec1endo aprox1madament 12

’ f -V ~ \

nal de las cuales se observaba crecumlento. También se incluy6'un‘con—

‘claron con 0.1 ml ‘de Luria en vez. de la- suspenSIOn de fagors.';Poillo“—f
dem3s este control se trato de manera idéntica al experhnento-’ti? finéi
de la incubacidn con ampicilina, el matraz Eontrol estaba transﬁg;epteév
es decir, no hubo crecimiento ya que la cepa silvestre de E. ggii!uséaa -

en el laboratorioc es sensible a ampicilina (Ap) .

Una . vez obtenidas las liségenas de Mudl (resistentes a émpiqi



con estreptom1c1na a 200 yug/ml (aparentemente la estreptom1c1na sSlo en

o

nitrGgeno.

Posteriormente se xecuperaron en medio Luria con glutamina a -

30°C. Se seleccionaxyon' a aquellas que fueron Aut Yy ApR.

8. Transduccién con Pl -

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

crecid la receptora en medio Luria hasta 40 unidades klett, se centrifugé

.

'y se concentrd 10 veces en bactotriptona al 1%. Posteriormente se separd -
“en dos tubos cada uno conteniendo 0.5 ml. de la.suspensién, més 0.5 ml.

de una solucidn esterll que contlene CaCl, -O. 05 M. y MgSO, 0.03 M, al tu—

2 4

bo experlmental se le ad1c1on6 0.5 m1 de P1 propagado en . la donadora ade

cuada dlluldo a5 x lp ufp/ml. y-al control se le agregs 0 5 ml de'Lu'-

-

‘ria exc1u51vamente. . et .

-.._‘“_

Despues de 20 min. de incubacién para que los fagbs se'édéo;—;_

bieran, se centrifugd y se lavd dos veces con NN est8ril. Una vez lava—-

7
’

s : . Y ..
das las c&lulas se resuspendieron en 0.1 ml. de NN estéxril y sg vaciaron
con agar suave sobrxe cajas con el medio selectivo donde se dejaron incu--

bando unas 48 hrs.

‘

9. Cénjugaciones

Para realizar las conjugaciones se siguif el siguiente proce-

dimiento: se pusieron a crecer tanto las bacterias donadoras como las =—=--::




L ) TS 'b,"!f, .
riormente se hacen diluciones y se

feceptoras en médio Luria hasta fase exponencial. Después se mezclaron -
Q;szl de #acterias donadoras'y 4.5 ml. de las receptoras. Ademis se in-
cubéron 3 ml. de c&lulas donadotas y otro con 3 ml. de las receptoras co-‘
mo controles. Las c&lulas se incubaron sin agitacifn durante el tiempo -
necesario para cada caso., Después se 1avaroﬁ 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 aproxi o

mgdamente 48.hrs,

o AR ERTATS M

10. Obtencifén de Derivadas rechA

Para construir las cepas conteniendo mutaciones en recA, se

':hicieron“primero derivadas thyA- de las cepas de interés, por.el método - .

de trimetropim (34) que, bfevemente, consiste en inocular a partir de unyf

cultivo en fase estacionéria diluido 100 veces, un tubo -con 5 ml. de me—-

" dio minino §aicionaao de timina 75 mg/ml, y trimetropim 10 mg/ml. . Poste~ .

e o ¢

de ahi se selecciona una cepa thyA es decir, que ne crezca en ausencia -~

Lo

:'aé'éste metabolito; Uﬁa vez que .se tiene esEa cepa; se hace una conjygé—
]

- ) » + - '
cién usando come donadora,.la.cepa Hfr JC5088 que es thyA recA vy gque do

na estos genes como marcadores tempranos. Despu€s de la conjugacidn, se

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

tas también adquieren el gene recA—;.el cual se prueba por hipersensibili
dad de la cepa a ciertos mutdgenos (en este caso se utilizé nitrofurontoi

na a 5 jag/ml).

obtienen colonias en placas con timina; v
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~11. Dpeterminacién de Actividades EnzimAticas

“A) Medicifén de actividad enzim&tica de GS: se midid utilizando el
ensayo de xhglutamil transferasa que se basa en la transferen—— '
cia del grupo glutamil de la glutamina a la hidroxilamina forman
do Y\“-glutamilhidroxamato que con Fe3+ da ﬁn compuesto colorido
que puede medirse colorimétricamente a uné longitud de onda de - :~ ;

540 mm.

La actividad enzimitica se midié utilizando el método de Bender y

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

B) Medicifn.de actividad enzimitica de B-galactosidasa: se basa en

la degracidén de un compuesto incoloro, (o-nitrofenil-@B-D-galactd | -

v

sido: ONPG, obteniéndose galactosa mis o—nltrofenol el cual es
.amarillo Y absorbe a 420 nm. ' Se 51gu16 el método de Mlller (19),
excepto que .las células se crecieron hasta 100 unldades klett ya

r.c"

‘&ﬁni que la actividad de GS se.mide en éste momento y de esta manera”se;':

tienen las mismas condiciones para la determinacifn de ambas acti
, - - z

vidades. '

C) Medicién de actividad enzimidtica de GOGAT: para medir &sta enzimaf"”‘

se utiliz8 el método reportado por Meers y colaboradores (36) .

12. cCuantificacién de protefina

Para determinar la cantidad de proteina se utilizd el método -

descrito por Lowry (23).
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13. CAlculd de la frecuencia de reversién

y,

.

GIn~ revierten al fenotipo Gln®, se hizo de la siguiente forma: se éﬁtﬂ
&ieron colonias aisladas de la cepa en medio no selectivo (Luria + glﬁﬁir.
mina), se tomS una colonia y se resuséendiG en 1 ml. de NN estérilr'se:“v
hiCieron‘di1UCi°neS Yy derla dilucidn 10-5 se éomaron 0.1 ml. con el.fiﬁiJ

de inocular con unas 50 bacterias a 4.9 ml. de medio rico con glu iha€ fW

Se incubé con agitacién y a las 16 hrs. aproximédamente; cuapdo eétéﬁé
turbio, se hicieron diiuciones Yy se plaguearon en medioc no selectivoﬁéé
ra hacer cuentas wviables, ~Las diluciones mis bajas se plaquearon en mé;i
dio selectivo para contar las revertantes. Se contaron las colonias qué

aparecieron después de unas 48 hrs. de incubacién y la freéuencié de re-
versién se expresd como el niimero de reygrtanteS‘por ml, sobre el de‘cé;‘
1u1as:totales por ml,

»
: . : =

. e = ) L
;
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. RESULTADOS

Dado que no se conoce el producto del gene glnF, en enfoque
utilizado para hacer un estudio de la expresién de &ste gene, ha sido -~
buscar fusiones de su promotor con:los geneé estructurales del operén --— .
lac; péra ello se utilizd un fago Mu transductante especializado denomi-

nado Mudl (18) cuya estructura se muestra en la Figura 3, Como se obser

~a en la figura, &ste fago.éonserVa'los extremos "c y 8" del bacteriffa-

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

en el Mudl, le son suficientes para integrarse y, al igual gque el fagoc -

uilvestre lo hace también al azar; de &sta manera, se pueden obtener in-

serciones .de Mudl en cualquier sitio del cromosoma.

Cuando se infecta a una cepa que sea incapéz de utilizar 139
tosa como fuente de carbono (debido a un2 mutacién o delecidn del operén
dac) con un lisado de: fagos Mundl, estos se pueden>insertar dentro de --

cualquxer gene, y si. 1o hacen en la or1entac16n adecuada con respecto al

e

promotor de éste, los genes del oper&n lac. qpe lleva Mudl, se expresan,y

se :egulan'lgual que el gene donde se insertd, reflejando la regulacibn a

la que estd sometida la expresidn del gene de interés; con esto se tiene
o

un método de ensayo para estudiar la expresién de un gene cuyo producto -

no se conoce o es dificil de medir,.

El fago Mudl tienen ademds el gene que le confiere resisten—-—
cia a ampicilina el cual tiene su propio promotor de manera que si después

de una infeccibn con Mudl se selecciona resistencia a ampicilina exclusi-




'\propoo promoior y a ‘eomnuocuou‘ los genes del operon loc

:'promofor. ! o fragmonio dcl operon trp Las flechas indiéﬁ}: .l-

:se:mdo de ln transcnpclon. E{ signo prlmo Jumo g una Ietra ~ indica

_dlscommmdeﬂ de ese . gene del lado Me estc’ nl svgno,

U Y P

Ldea




. ‘

vamente, se pueden obtener inserciones en ambas orientaciones, y s6lo.

‘de las cuales permitird la éxpresién dei éehe‘iaczif

Otra caracterisﬁica del’fago Muél, es‘que pogee ﬁh‘réé;ééox,jt
termosensible de las fuhciones vegetativas cuyo gene proviene'de1>fago .
- Mu cts62 y, aunque Mudl es un fago incompleto inéapaz’de lisar, contiedg
el gene kil de Mu (Fig. 3) el cual al inducirse por inactiva'ciisn‘del re-

presor, provoca la muerte de la c€lula hﬁésped por Esta raz&ﬁ»todos los —

vCﬁiti§os de 1is$genas para Mudl>sé incﬁbén'é §O5Cf7

A) Obten@midn de cepas glnF por insercifn de Mundl

Con el fin de obtener 1nser01ones del fago Mudl en glnF, prl—

' meramente se obtuvo un lisado de Mudl por termolnducc16n a partlr de la -‘
e 1 .';-,

cepa MAL103 (18), tal como se descrlbe en Materlal Y Metodos.‘ Este llsa—i

~do se ut11126 para 1nfectar a una cepa’ que contlene una delec16n del ope—

h ta

_ xrén lac llamada MX614,&Tabla 1) vy gue es 51lvestre para todos 1os genes

Despues de la*1nfecc16n se rel

rlnvolucrados con la s;ntesls de glutamlna

‘ cuperaron las celuias en medlo Lurla co 4amp1c111na a ZSJug/ml
‘, ,)

mina, ya gque las células que llevan Mudl.mnsertado, deberdn ser resisten-

Y, 9.%“‘:"%‘

tes a este aﬁtibi§tico y, si la insercidn .del fago ocurrié eﬁ glgi en al--
~guna c€lula, &sta debéré ser auxStrofa.de glutaqina, En_éste‘cﬁitivo Séﬁ;ht
observd crecimiento al cabo de 12 hrs. ae incubacién a 36°C,‘en tanto qﬁé
el control, el cual carecia de fago,‘no desarrolld crecimiento despué&s de

12 hrs.

Las .células €onteniendo Mudl se sometieron posteriormente a --

dos ciclos de enriquecimiento con estreptomicina (200 ung/ml) utilizando --




como fuentes de nitrégenc prolina y arginina ya que como se menciond an--

teriormente, las células glnF (asf como las glnA“('glnG—r son incapaces

de utilizar arginina o prolina como finicas fuentes de nitr8geno (fenotipo !

Aut o Put respectivamente).

Después del enriquecimiento las c&lulas se plagquearon en medio

minimo con glutamina y Ap. - De ahf se tomaron colonias aisladas que poste

T \
riormente se transfirieron a cajas con arginina como fuente de nitrégeno.

(

De aproximadamente 500 colonias probadas, se obtuvieron dos - .
colonias que claramente eran Aut vy ApR. Se incubaron éstas dos @n medio
indicador McConkey—lactosa donde crecfan de color rojo, lo cual indicaba
la utilizacidén de esta fuente de carbono; también se prob8 que no crecieron

" en amonio (fenotipo Gln ), caracteristica que tamﬁién cumplian. A estas -,
cepas se les tratd de manera independiente y se les'dénominé MX972 y MX973

J

-(Tabla 1). . ’ .

o
e

oY -

;B) Caracterizacidn genética de lds inserciones de Mudl

f ' s

Como m?tacibnes en varios genes diferentes (glna, glnG, glnF) . -

pueden dar el fenotipo Aut , se hicieron varios experimentos para locaii—— 
zar la insercién. Inicialmente se hicieron experimentos de cotransducciﬁn
de la insercién con el gene argG que en E. coli cotransduce con glgg; a --
través de P1, 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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Como se muestra en la Tabla 2, se utilizaron como donadoras

paia la propagacifn de Pl, las cepas aisladas originalmente: Mx972 y Mx973
y estos lisados se usaron para transducir aluna cepa aux8trofa de arginlna
(por una mutacidn en el gene argG), a independencia por Este aminoécido,‘
en presencia de glutamina, entre €stas transductantes argG+ se buscarqn —~
resistentes a ampicilina; se encontxd que la frecuencia era mis baja de 10
esperado (Tabla 2). Esto podia deberse por un lado, al tamano de 1a”in§§£
cidén ya que Mudl mide 37.1 Kb;, por lo que cabe menos DNA pacteriénohehs

cabeza del fago y los marcadores se alejan; y, por el otro, posibieﬁentg

a induccién zigStica ya que la cepa receptora no tiene el represor de Mma -

(14). Asi pues se hicieron las mismas cruzas con la misma receptora perod

ahora lis6gena de Mu cts62; en el caso de las transductantes argG que ve-

nian de la MX972, el 8% fueron tamblén Ap y las de la MX973, lo fueron el

- N 4
g - 3 - -
menos en parte; a induccién zigbtica.

-

1

ceptora no tlene~¢1 répresor de Mu, Tambi&n Magasanlk (25) reporta’un fe—
§

nSmeno de induccidn zigética cuando transduce una insercién de Mudl en_'

iy
3

glnG a una cepa silvestre,

De las transducciones anteriores se aisléron 3 cebasuféé15£énf
"tes a ampicilina, las cuales crecian en lactosa como finica fuente de carpé}
no, indicando que la insercidn de Mudl estaba en la orientacifn adécuadalﬁ
con respecto al promotor de glnF y se estaban transcribiendo 1os:genes e

del cperdn lac.



‘TABLA 2. TRANSDUCCIONES PARA LOCALIZAR LA INSERCION DE Mudl

O N

La 97”’
apt

B

‘ B Cotransducgion # Colonia
Donadora Receptora Seleccién s de Apﬁ aislada
MX972 Cln~ Mx971 argé. = - Arg' 1 MX974~A
+ R - " - R +
Lac Ap e N (Gln Ap Lac )
» - v 7“'""‘.-'- | .S" . ’ + .
MX973 Gln MX971 argG . 'y arg 2 MX974
tac’ apt ' MX974-B +
(Gln BAp Lac )
MX972 Cln MX1005 ardG . . ° ., :
Lac+ APR Lisogena Mu gﬁ562;“ 'L 'Arg+ 8 —
MX973 MX1005 Arg 20 _—
MX974~B MX971 ApR Lac % de argG— MX983: argG—
glnF80 :: Mudl ' - ' 4/14 glnF80 :3 Mudl
: o o ' Cotransduceifn
MX30 argG MX974 glnFB0 :: Mudl- * : Aut’ % Arg~ 22
S spnoeit ' % Lac 100 .
- * apT 95
- ' o o Argi 33" b
MX30 argG . MX974-A glnF8l :: Mudl
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Por otro lade se hizo tambi&n la cruza inversa usando como do:

1

-

nadora la cepa"érgg— y como recéptbra‘la MX974,.§ue, comovsé ve'én.léf‘
Tabla, es una de las colonias aisladas'de las twansducciones aﬁte?iofés 
(§£g§+ glnF80 :: Mudl); y se seleccionS para éggi, para lo cual es necesa -
rio tenervintacto el gene glnE De las transductantes éEEi' el 22% son --
2529:7 vy el 100% resultaron EES:! por lo que al restituir el gene 2125.;;’
pot transduccién, se pierde ahora la habilidad de utilizar’iactdsa comél;
fuente de carbono. Todos estos datos indican que 'la insercién de Muél‘qé;
ta en glnF. Un dato-curiosq es que el 95% de las cepas éﬂfi obtenidas én_
la transduccién, que ahora son Lac , 8on ApR (en él caso de las que viénég:
de la MX974: glnF8Q..:; Mudl), &sto aparentemente se debe a "trénsposiciSﬁ"
de fagos Mudl aberrantes que no llevan 1os'§enes'de lactosa, lo que ocurfé
.con relativamente alta frecuencia (aproximadamente del 4%), tal como io‘--

reporta McSharry (26) y Magasanik (25), donde transducen a Ap una cepa

4
Fe

51lvestre con un'fago propagado en una cepa glnG ﬁﬁ Mudl, y 5610 el 15%,

.
PO

de las ApR son Reg*i. Cuando se hlzo la transducclsn ‘a Aut descrlta en

o u."

- la Tabla 2, usando como receptora la MX974—A (glnFBl»:: Mudl),’el porcen—u

?

I

‘taje de argG entre’ las-Aut fue del 33% Yy 5610 el 3% fueron Ap .H‘

§

m/

Con el objeto de tener un marcador adicional para seleccionar .

¥
i

la presencia del episoma con la regi6n de glF, se construyd una tepa céng

.

los dos marcadores ELEE-:: Mal y gggg:, se hizo la transduccién gque se_;u
muestra en la Tabla 2 en donde la donadora es glnF80 :: Mudl y la receptg;
ra es argG‘, se selecciond resistencia a ampicilina y capacidad para usaff
1actosﬁ. Se obtuvieron 4 colonias, las cuales fueron E£2§:7 se purificd

una de ellas y se le denominé MX983,
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C) Determinacién del fenotipo de cepas glnF :: Mudl

~

Se sabe que las cepas Gln por mutaciones en glnF, révierten

al fenotipo Gln por una mutacién supresora en glnG: -este evento ocurre . ..
con una frecuencia de aproximadamente .‘LO'-6 en E. coli, K. aerogénes y -

. typhimurium (11, 10 y 12). Se verificé esta caracteristica en 1as'qg

pas aisladas glnF :: Mudl y se encontrd que la frecuencia de reversiSn -

al fenotipo Glo+ en este caso fue de 10'-6 como se muestra en la Tabla 3,§
asi mlsmo, ‘se muestra la frecuenc1a con la que rev1erte la cep; MXB48,
que contiene una insercién de qu en gilnF y que no es Fermpsensible: en'
este caso 'se ve que la reversién es de aproximadamente 10—5 a 37°C, y un
poco mis baja - (3 mas) a 30°C, valor que aln es un poco mayor que 1a de la

- glnF80 :: Mudl,

Dade que, por un lado muta01ones que resultan en la pérdlda

»1

de la enzmma GOGAT, confleren tamblen un fenotlpo Reg ' Y por'otro, el‘
f ; :

locus gltB se encuentra muy cerca de argG, pues cotransducen 40% 50%

-

E. 0011 (111 y 22% en K, aerogenes (10),Jﬂen S. typhlmurlum 51n embargo,

'_gltB v argG no parecgn estar llgados por cotransduc016n con Pl (24),f'

(Elg. 4).‘ Se mldlo act1v1aad de la enzima GOGAT de la cepa 51lvestre, de ¢' 
la inserCi6n de_Mudl en glnF y de una cepa que contiene el eplsoma F' 41
- o '

que cubre la regidén de argG hasta el gene malA en el minuto 75 (29) (Flg.
4). La Tabla 4 muestra gque tanto la insercidén de Mudl como el merodiplg};;'
de para esa regidn 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 gue reporta S. Kustu para Salmonella (9).

-




TABLA 3. FRECUENCIA _DE REVERSION. DE LAS
CEPAS glnF A FENOTIPO Gln POR
. MUTACIONES SUPRESORAS EN glnG

Cepé +
A fenotipo Gln

30°cC 37°C

MX983 1x10”° , -—

glnFg80 :: Mudl

MX848
ginF73::TnS

Frecuencia de reversion = 7+

e
'«sﬁr_‘

32“;




-+ TABIA 4. . ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE GOGAT N
DE 3 CEPAS DIFERENTES CRECIDAS -
EN GLUTAMINA MAS AMONIO COMO
FUENTES DE NITROGENO A 30°C.

Cepa : Actividad

MX971 , : | 12
(Silvestre)
e . MX983 - .8

glnF80 :: Mudl

‘MX1010, - " 10, ——
F'glnF /glnF80 :: Mudl" ' ‘ :

Lés actividades'estén'expresadas en nmol.
de NADPH oxidado’ por mlnuto por mg. de -

protefna.

1.

ot



Se probd ademis que el merodiploide deAlé ihéerci&n fuera ca

paz de cercer en amonio o arginina como pénicas fuentes de nitrSgeno de

manera que glnF debe ser un producto difusible pues Se ébmpleﬁehta en

trans, tal como lo reporta S. Kustu para Salmonella (9).
L e — ————r———

D) ' Regulacidn de la expresidn de ﬂ —-galactosidasa en cepas glnF ::Ml y
merodiploides hetexdcigos

Una vez gue se tenfa esta caracterizacidn de las inserciones,

se les midi6 actividades enzim§ticas de GS y.de p-§a15é£6§iéééa; lagéué
siendo el producto de lacZ, y estando dentro de Mudl (Fig, 2), estarfa —-

sometida a la regulacibn transcripcional del promotor de glnF,

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

las cepas crecidas en diferentes fuentes de nitrégeno a 30°C.

Como se observa,,lé cepa MX971{ que es silvéétre para tddosi

L4 v

los genes 1nvolucrados con glutamlna y tlene delecion del operén lac, prei

senta act1V1dades reprrmldas .en. condlc1ones de exceso de n1tr6geno (glu'

" mina més amonio y amoniO'alto) En‘cuanto?a}BAgalaCFOSidasai'

vidad detectable, %al como se espera.

lLas cepas. €on inserciones de Mudl en glnF, tienen unawactivi;
dad de GS menor de 0.0l que es el 1imite de sensibilidad del ensayo, lo -
cual estd de acuerdo con lo reportado para otros mutantes en glnF (9,10).

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

la silvestre en las mismas condiciones, por lo que el producto de glnF —4:;»-

provisto en trans, es capaz de compleﬁentar tanto la habilidad para crecer
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TABLIA%S: Actividades especificas de GSuy de - ﬂ-—galactosidasa de cepas con irisgrciones de Mudl en glnF yde los mero—

diploides heterécigos correspondientes.

s . . . i " l , ‘ .
AC‘ITVIDADES DE GS T " ACTIVIDADES DE alactosidasa
a b Cim e pd 7 + T
CEPA gln SRV A NH, ¢ gln  glm+NH, N, X b, A
MX971 . N S ‘ . : | -
(silvestre) 0.46%0.17 0.13%0.04  2.0f0.1-  0.2670.18 ND ND" ND ND
(pro-lac) p '
MX974 40.61 . to.oL e ®t L X 840%123 4197117 NC
(g1nF80: :Mudl) ,_ s : - | | L
- ‘ , — |
MX974-A £0.01 {0.01  XC NC : 5577109 528793 x| N |
(glnF8L: :Mudl) o | |
MX983 £0.01 £0.01 N NC 420779 455799 N -
(glnF80: :Mudl ‘ RTINS ’ i
MX1008 e N
(F'glrF/ recA™ 0.2770.05  0.12%0.04 “ 1.97%0.1 . 0.29%0.15 | | 334F9a  s01t107  23tta0 3907124
gLOFEC: :Mudl) |
MXLOL0 L - . : ‘ '
' glrE"/arge”  0.7670.03  0.08 '1.9470.2 - 0.1570.03 390175 280710 392766 303t101
glnFBO :Madl) e o \

Ias actividades de GS estén expresadas en )‘n‘ol de producto formado/min. /mg. de proteina las de ﬁ-galactosidasa en
nmol. de producto formado/min./mg. de protefna. Ias células se cultlva:con en medio minimo con glucosa camo fuente de
carbono a 30°C y con las sigdientes fuentes’ de nltrﬁgeno S . R
- a) glutamina «(lmg./ml.) RN
b) glutamina mis amonio (15mM) - -
¢) clorurc de amonio (0.5 mM) -
. d) -cloruro de amonio (15. mM)
-;.;e) ‘No crece’

,_‘“"‘jf )uNo presenta actividad de"'




en fuentes pobres de nitr6geno, asf como .las activldades de GS aﬁn cuando

hay més copias del gene.por c&lula cuando este estS en el eplsoma “ o

Por otro.lado, como se puede ver en la Tabla 5} las aétividg
des de;ﬁ—galactosidasa de las diferentes cepas no varfa con ia fuente de
nit:égeno, es decir, aparentemente no responde a la accesibilidad de nif—-»

tr8géno intracelular.

La cepa MX974~-A 51empre presenta mayor act1v1dad enz1m§tica -

de ﬁ—galactosz.dasa que la MX974 en las mismas cond1c1ones (aprox:unadamentei

40% més alta), y ademfs tuvo un comportamiento dlferente en los experlmen
tos de transduccibn (Tabla 2) por lo que‘probablemente es una insercién -
diferente, Esta cepa mostrd el mismo nivel de actividad de/@—éalactosi@g

‘'sa cuando se crecif tanto en exceso come en limitacién de nitrdgeno,-

o En. cuanto a 1as actxvldades’delﬂsgalact051dasa 51ntetxzadas‘po

1éepas merddzplldeSAF'glnF+/glnF, Mydl; se obsenva que,'a semejanza de -

. 7 '1“"'

1as cepas hap101des 1sogen1cas,,1a.slnte51s de esta enz1ma no responde -a

 la cantldad de n1t16genovpresente en el medlo, por 1o que podemos conclui

que 1a expre516n de glnF no sSlo no responde a la accesibllldad de nltrage

no, sino gue tampoco parece regiularse por su propio producto. -

Para ver el efecto de mutaciones en los otros genes relaciona-
dos, se pasarofpor transduccibén las mutaciones siguientes: glna71 :: Tn

glnL82 :: Tn5, glnG74 :: Tn5. Las transducciones (Tabla 6), se hicieron -

seleccionando para resistencia a kanamicina y en presencia de glutamina y
lactosa. En el caso de la mutacidn en glna, ninguna de las transductantes

+ . . . - .
fue Gln , es decir no crecieron en amonio como finica fuente de nitrdgeno,

_En el caso de las mutaciones en glnL y glnG, el 100% de éadé5ﬁnéAqéjlés":;




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

N . - +
. Donadora Receptora Seleccidon @ % de Gln

Mx983
gln¥F80

: Mudl

U mx902 ' Mx983

- glnF74 :: Tn5_ glnF80 :: Mudl

"w

MX960 Mx983

glnl82 :: Tn5 - glnF80 :: Mudl
e T

i
‘“""‘4

-




transductantes fueron Gln por lo que, de acuerdo con 10 reportadovclz,

14), estas mutaciones suprlmen el fenotlpo Gln conferldo por una glnF

En cuanto a las actividades de .GS y de ,S—ga'lacto;:i;iasa;' de ‘.;‘
éstas cepas, como se observa en la Tabla‘7,'la'GS tiene una acti&idad ;-
baja constitutiva que es §uficiente para que la célula crezca en amonio,
y es similar a la anteriormente reportada, tahto para las cepas glnG-; f“

como para glnF glnG . En cuanto a las cepas que tienen glnL82 -] qu

tamblen ‘tienen act1v1dades bajas constltutlvas de ésta en21ma, que con—
cuerda con los datos de S. Kustu (15) en Salmonella donde una doble mu--

tante glnF glnL— le da el mismo tipo de actividad. La /3—galactosidasé

de estas cepas, tambi&n se mantiene constante en diferentes fuentes de -

nit:égeno y la ausencia de glnA, glnL o glnG no'pérece influir en 1a‘éx§

presidn de glnF va que se tiene aproximadamente la misma actividad guef—-‘

cuando estos génes estgn presentes. ¥

e
.
i

I
;
i

Por ultlmo se construyeron los merodlploldes para estas ce—

I ,,a-.

'ﬂpas dobles y se es mldleron act1v1dades. Conp se observa en 1a_Tab1a A

:las act1v1dades tanto!de GS como de)@~galact051dasa son 51m11ares a. as.

que presentan 1las.cepas haploides y que por lo tanto no tiengn glnF‘511—f 

]

vestre. . .
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TABLA 7: Actividades éspecif1cas de ;? gaTactos1dasaqde ,epa¢ con 1n5erC1ones de Mudl en g]ng y de 105 mer0d1-

ploides heteroc1gos correspond1entes. : . '
ACTIVIDADES DE GS. CoL .~ ACTIVIDADES DE /9-ga1actoéidasa

CEPA v gind gintiH, " P N, $° NH, "1 gln  glneib," NH,Y NH 4

MX1021 . , ) UL s Sk
(g1nF80::Midl £0.01 - {0.01 - NC -~ NC 491 423 NC NC_ -
(q1nA71:;Tn5) o - e

MX1022 - : 0.03 b . . | S
(gInF80: :Mudl '0.05 | 03 .7 olos 0.05 452 520 292 £
gInG74::Tn5) ' Rl .- ‘ - &

MX1023 | o A ] R
(g1InF80::Mudl 0.07 0.03 . 0.07 0.04 491 426 ' 328 - 451
ginlL82::Tn5) . ‘ : P

MX1025 | SRy | |
(g1ﬁ%g%:{Mud1 20.01 S oo N Ne 562 442 N NC

gInA71::Tn5)

MX1026
(F'ngF / ' _ T ) A _ .

1AF80: :Mudl 0.06 0.03 U;‘Q'JO.OBU 2 0.05 - 1 444 313 "~ 436 -346 .
g nG74::Tn§) o ' . : T

MX1027

nft/ o
%?ﬁ'-~Mud1 0.05 7 0.02

"0.02 469 511 393
1nL82 :Tns) . ,

Las actividades de GS estdn expresadas-en, 01 de producto formado/m1n /mg. de protefna. - Las de}B-galaétbsidasa en
~ nmol. de producto formado/min./mg. de protef 5o A IR G

L Las células se crecieron. has ta 100 Un1dades K1ett

a)lglutamina lmg./m_ =+

- B);glutamina (Img. /mL) ma - al

“c)JKMOn1o 0.5 mM
d)! amonio 15mM

‘n\‘ Na A




, ‘ DISCUSION

En Este trabajo se describe la obtencidn de inserciones délvf

fago Mudl (ApR Lac) en el gene glnF de Escherichia coli; con &ste nétodo -

se tiene un ensayo para estudiar la expresién de &ste gene, midiendo sola .
mente la actividad de la enzima‘ﬂ—galactosidasa la cual estaria bajo la -

regulacién transcripcional del gene glnF.’

Varios experimentos indican que las inserciones de Mudl estén

en glnF; por una parte, como se muestra en la Tabla 2, la inserciBn de _—
Mudl y el gene gggg‘cotransducen del 20% al 30% cuando no hay induccidn ;‘
z1gotlca, dato similar al dato reportado por Pahel y coclaboradores (11) -
(Flg- 4) . Tambifn en esta tabla se muestra que con una de las cepas alséﬂ
ladas, la MX974, cuando .se transduce a Aut+, el 100% se vuelven Lac“{'aﬁﬁ

 que el 95% de las transdyctantes son Ap" como se_mencioﬁéy;nteriormentel%h
Resultados, %sto‘puede‘déberse,a "tran;posicién“rd; fagos Mudl abe&féﬁﬁes
'de cualquler forma, el fenotlpo Lac+ correla01ona un '100% con Aut Y Qlce
‘;versaq por lo que nQ co?51dere que 1as act1v1dades deJB—galactOSLGasa me-
dldas, se vean afectadas por este fenomeno. Cabe hacer notar gue las‘.——

tfahsductantes Aut+ Lac ApR, son tambi&n sensibles a un lisadOIQe Ma ~——
Spsé2 por lo que apéréntemente no conservan.tampoco él gene repfésor de ;f
8ste fago, entonces realmente parece ser un fendmeno de "transposicidn" de

fagos aberrantes, o bien, que sea‘séio el fragmento de la /gelactamasa de-

Tn3 el que transponga,

En cuanto.a la otra cepa aislada, la Mx974-A, al transducirla

+ -
a Aut , el 97% de las transductantes son Lac y sblo el 3% son ApR, el he



'cho de que ésta cepa tenga un comportamlento difevente quizs sugiera que.

se trata de una 1nserc16n dlstlnta, la cotransducc;&n con e1 gene argg y
de la cepa donadora, en estas dos transducciones menc;onadas (Tabla 2),
se observa que ambas presentan una frecuencia similax a la reportada con

el gené glnF_Lll) (Fig. 4).

También se midi6 la frecuencia de reversiSn de la cepa Mx983

(glnfBO :: Mudl) al fenotipo Gln puesto que se sabe dque una segunda muta'

‘ 016n en glnG, suprlme la auxotrofla por glutamlna de una glnF.}uy\que11a

1

' ; . -6 . o
supre516n ocurre con una frecuencla de 10 aprox1madamente. Como se ob--
. serva en la Tahla 3, se obtuvieron revertantes Gln con esta frecuencia,.

- ademfSs las mutaciones supresoras parecen estar en glnG efectivamente, ya

‘que por un ensayq cualitativo de la enzima GS (medido en 1as colonias re#”

vertantes dlrectamente), indica que tiene” muy baja act1v1dad aun en amo~r

nlo lxmltante © en glutam;na como fuente de: n1tr69eno, 1gua1 que la que -

. presenta una cepa’'g g

- . .

€« - d‘T‘.

pllca gue 1a insercifn no estd en el locus gltB, ya que una mutac16n en -

éste darfa un fenotipo muy similar (serfa también aut y cotransduciria -

con el gene argG) al de una cepa ginF .

La otra evidencia que indica que la insercifn esti en glnF, -

es que cuando se 1@ transfiere por transduccidn las mutaciones glnG74 5:

T™n5 y glnLB2 :: Tn5, se suprime el fenotipo Gln , tal como se ha reporpgkfvﬁ

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




En cuanto a.las actividades enzimiticas.presentadas por

éepas, se obsexrva en la Tabla 5 que 1a cepé silvestve para los. geﬁés"

tJ.v:Ldades de GS reprimidas en amonio alto (15 mM) y en glutam:r.na. (1 mg /ml
miAs amonio; en cambio la actividad se induce en ameonio bajo (0.5 mM) 'y er
glutamina. Tal como se espera, esta cepa no presenta actividad detectable

de P-galactosidasa.

Las cepas MX974 y MXx974-A, no presentan atividad .d'et-:evct;'albl’
de GS, como se espera de una cepa glnF ; como se ve eh 1a Tabla 5, 1las.
vidades de B-galactosidasa que presentan la MX974 (glnF8Q :: Mudl), es-d

.350 a 400 mmol de producto Formado por minuto por mg, de proteina, E'S‘te -

valor no parece verse afectado por el crecimiento de la cepa en limita-

cidén o exceso de nitr&geno. La MX9'7-4-A,. tiene ac;tividades mayoreé ‘de_

ﬁ-galactos:Ldasa (aproxunadamente 40% més altas) ’ _pero este valo:r: se

La cepa fM.XlOOB cuyo genotlpo es’ g 80 3 Mudl" recA rech , _y

mis posee el 'episoma KLF41 que lleva la regién de glnF s:nlvestre, _pre_se

ta actividades reguladas de GS, y las de ﬁ_—galactosidasa son _'simila.'x‘*e's\_al

haplon.de del cual priviene (Mx974) . Cabe hacer notar que en ‘esta "c‘ep‘a
hay mas variacidn en los datos, sobre todo cuando .la cepa esté crec:.da en
amonio limitante donde la actividad .de ﬁ—gala_ctosida,sa es casi la mitad_ ~

del valor que se obtiene cuando se cultiva en las demds condiciones (Ta=:

bla 5). En primexr lugar, mediciohés independientes de una misma,_» cepa en




ademis rech ; por &stas razones la variacifn.observada ‘en estos merodiplo:

tos1dasa s;tmilares a. las haploideg co:rrespond:nentes, ind;nca que glnF no se

“hautorregula, va que sx lo h1c1era,.1a copla smlvestre del ep:soma, deberia

frepr:mlm © actrvatp lj,sﬂntesis de ésta enzxma, tal como. 1o hace’ con 1a GS’

proteina), corresponde aprox1madamente 75% de 1la act1v1dad que de 8sta en21“

1as mismas condiciones de cultivq, dan datos.que'varian en aproximadameﬂf
te un 30% del wvalorx promedio, por lo cual variaciones.de la mlsma magn;n
tud entre 1os promed:os de una condicidn  (exceso de n:trégene) y otra L xal

(limitacién de n:t;égeno), no pueden considerarse como slgnlficatxvas.‘

En segundo lugar es importante remarcar que el crecimiento —
de las cepéS'complementadas con el episoma KLF41l, crecen muy lento (con un

tiempo de duplicacifn de unas 6 hrs.), sobre todo la cepa MX1008 que es'

des posiblemente no sea significativa.

-En general, dentro de una m:sma cepa, da relac16n de la act1~
vidad de/g—galact051dasa medida en crecimiento en glutamina y en glutamlna T

mas amon:o-@o entre amonio bajo y amonio alto), es muy,cercana a-uno, \{‘

El hecho de que los merod1plo;des tengap actxv;dades de/g—galac;

'r'Tf '

&

f oo ) ' . i B
El valeoxy de la actividad de ﬁagalactosidasa que presentan en ge:

neral las cepas (aprox1madamente 400 nmol, . de producto. fonmado/h:n‘/mg, de,f

ma tendria una cepa silvestre para lac en condiciones de induccién total.

Para probar si las mutaciones en los otros genes relacionados

-

con la regulacidn de glnA tenian algﬁp efecto sobre la expresién de glnF, -

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




‘ : "’.asi como tampoco lo. tiene 1a ausencia de Jlos productos de g -y -de glnG

NY,

(por insercicSn‘de Tn5) no tiene ningfin efecto sobre .la expresién de glnE',.‘

‘por lo que puede decirse que estos genes regulatorios no estan 1nvolucra—

dos en la expresidn de glnF.

Las actividades de GS de las dobles mutantes, excepto la Y
- glnA :: Tn5, son bajas constitutivas similares a.las reportadas para una

cepa glnG- que ahora es iﬁdependiente de si tiene o no ginF silvestre y —.;; ;

que esta actividad le es suficiente para crecer en ausencia de glutamlna,
El hecho de que.la glnL82 t: Th5 tenga actividades muy parec:das a la e;~P“
. 91nG74 :: Tn5 en ausencia de glnF, puede explicarse en parte, porque esté.

cepa teSricamente no tendria.roui‘ represor ni acti&ador por lo qué deberéa'i -’-:. .

"equivaler a la pérdida'dé'glns el cual se ha propuesto que modula las dos_% 5

actividades (15), otra posibilidad es que.la insercién de Tn5 en glnL seaif:

polar sobre glnG (251 lo que daria una menox exppesmén de éste gene dandoﬁ

.1ugar a un fenot:po lgual al de una E_Eﬁi: Esta ﬁltlma expllcaclon se ve
P4 1‘7‘

 'apoyada por el hechp de que la cepa que séle tpene la mutacién g 8 --“

Se construyeron los merodiploides para la regién de glnF‘dei

~

estas cepas utilizando coﬁo marcador complementado el gené argG cromoééF'
mal y ééleccionando exclusivamente para proﬁotréfié por arginigé. Como -
se nota en la Tabla 7, estos merodiploides tienen actividades muy simila-
res a sﬁsbhaploides isog€nicos de céda una de las enzimas. E1 hecho de

~que la cepa gln¥F80 :: Mudl glnL :: Tn5 complementada con el episoma KLF41l

{(glnF ) ‘tenga la misma actividad de GS que su haploide, habla en favor de

que la insercifn .de Tn5 en glnL enr—glnl, es polar sobre glnG de manera que




7ﬂ¢d° ésta relaclsn eS baja,,la P._ en su forma .

Y5

‘se comporta como.una cepa que carece de éstq gene.

En condiciones de induccifn (crecimiento en glutamina o amo~-.

.nio bajo), se sintetizan aproximadamente de 1 a 1.5 unidades de GSs por’?_:fl
cada unidad de ﬂ~ga1actosidasa; en exceso .de nitxSgeno se producen de —_—
0.3 a 0.5 unidades de GS por cada unidad de f-galactosidasa, Esta sfnte

sis de ﬂ_—gala.ctosidasa, es similar a la obtenida con inserciones de -~

Mudl en glnG en condiciones de induccién (25) (Tabla 8).

En cuanto a la regulacin genexalAdeL sistema, como se'mencio
nd anteriormente en .la introduccidn. S. Xustu:y colaboradores (15) pro——‘“"'

ponen un modelo en el .cual el producto .de glnG puede actuar como represor.

de la sintesis de glnA, si ‘'se encuentra interactuando con el'producto de . .-

glnL; en cambie® si-se encuentra interaccionando con el de glnF, se actir"
va entonces la sintesis del producto de glnA Magasanlk ademés propone .

que 1a pequena~prote1na P11

‘centrac1ones relétlﬁas lntracelulares de 2-exoglutarato y glutamlna,'cuan

l“ .,4-

‘ 13, lla favoreceria la‘lnteraCF

c10n entre el proauctp de - glnG y el de glnL para formar el complejo reprgﬁ{

sor; si por el contrario la concentrac1on_1ntracelular de glutamlna es == .

baja con respecto a la de 2-oxoglutarato, la Pll uridilada favoreceria la -

formaci6n del complejo activador (16,17): &sto es, que P11 actuari, en - KRS

condiciones de represidn 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 regulacibn de la transcripcién de éstos genes. La Tabla 8 —~—




muestra una recopilacifn de los datos obtenidos por estos autores.

Las inserciones de Mudl en glna, tienenvuna sintesis dé ">—- :
}g—galactosidasa que varia con la fuente .de nitr8geno, tal.coméilb haée — vf “
la GS: en exceso de nitrSgeno se reprime, y se induce en limitaéién del -
mi;mo. Como se ve en la inserci®n haploide., né hay una represién muy'maszf -
cada en la sintesid ae‘/ségalactosidasa: cuando se compleﬁenta con épiéglnﬁﬂ
ma que lleva esa regién, los niveles Ae.sintesis de la enzima son :egula- ’
doé de_iéuél manera gque la GS, indicando que el Mudl en gléé_es polar Sé;
brellos»genes reguladores siguientes, por lo cual la regulacifén no es ﬁér'
mal, supuestamente por no haber nlveles suflcientes ni de glnG n1 de’ glnL;

{30). También se observa que en este tipo de lnsercxones, la ausencia «-:

del product¢ﬂde glnF ahole casi totalmente 1l sfintesis de /&1ﬁﬂactosidasagsw

ral como se espera si el gene lacZ se esta expresando a partlr del promown

tor de glnA. : o

Paher‘§yablaboradores (25) utilizan inserciones del fagb Mudl

en el gene glnG de E. coli. El estudlo de estas cepas en dlferentes con

1

dlClOneS (Tabla 8), 1bdlca prlmero, que en el hap101de la ]3—ga1a0t051dasa3

1 o
no responde a la cantldad de nitxSgeno en el medio, como tampoco lo hace —f
laGS; sin embargo, una cepa diploide para esta.regiGn, reprime la sfhﬁeéis‘
de la enzima en exceso de amonio debido a algﬁn producto que i;.prévee.en
trans el episcma (Tabla 8); cuando se utiliza una cepa que tgnga en 355_——
una inseﬁciSn polar de Tn5 en glmA, la actividad de P-galactosidasa es —-

aproximadamente igual a la de 1a'glnA+, lo cual habla de la existencia de

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

“bir en ausencia de glnG. Esté promotoY se reprime en trans por algﬁn pEOrl‘V'
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TABIA 8. ACTIVIDADES DE GS Y A~-GALACTOSIDASA DE INSERCIONES DE Mudl EN glnA -, glnL y glnG
DE E. coli TOMADAS DE LAS REFERENCIAS INDICADAS ,

Genotipo :Eelevante CQS }.‘\mol/min/mg. p—gal. nmol/inin/mg. Referencia
P v “7.gin gln NH4 gln gln NH4
. glnA :: Mudl T e e 13,900 8,170 Rothstein (30)
V PEt——— _4‘ . . ‘
glna2l :: Mudl, glnfF:: TnlO _— == - 30 idem’
+ o ' :
F'glnA /glnA2l :: Mudl . 1.7 0.16 3,440 - 250 idem
F'glna’ /glna2l :: Mudl e - - 20 idem
glnF :: TnlO Lot ’
glnG :: Mudl ' . .0.06w: 0.06 400 320 pahel (25)
glnA :: Tn5 glnG :: Mudl S - 265 360 * . idem
+ + S ' . .
1 . co S '
F'gloa glnG /glmh :: Tn3 1.0 0.13 . 9 45 idem
glnG :: Mudl SR . : .
+ +, .+ :
' . .
F' ginA glnG /ginh 2.0 0.i6 - 570 . 10 iden:

"glnG ' Mudl

‘ F'glnA+glnG s Tn§_/glnA+‘;.
glnG :: Mudl .- DL

F'glnA :: Tn 5 ginG /glnAf.,g;::
glnG :: Mudl .. , N
& © glnLll :: Mudl . e
s glarll :: Mudl rho 11




ducto provisto por el episoma ya que la actividad en el merodiploide de;;l
ésta cepa baja unas 7 veces en las mismas condiciones. Ia inserci&n'del;
Tn5 en glnA tiene un efecto polar nmy marcado en bajo amonio, ya qne la ;
cepa glnA complementada con el episoma en condiciones de 1ndu0016n tiene
unas 50 veces mis actividad que la glpnA ::.Tn5 en la misma condicidn: en
cambio en represibn la actividad es s8lo 2 veces mis baja en esta cepa:ffu
esto nos lleva a proponer que en condiciones de limitaci®n de nitrégeno;;
la expresidn de glgg_deﬁende del promotor de glnA, y aparentemente, la qii
pfesién a partir del promotor distal es mésbfuerte én condiéiphes.dé re:Q'

presidn.

Por lo que respecta a la insercidén dé Mudl en glnkL mostrada.e
en la Tabla 8, parece ser una mutacidn polar sobre ginG ya que las activi—

dades de GS son bajas constltutlvas, Yy en- cuanto a 1a actividad de‘ﬁLgalac

tosidasa, se observa gue parece reprxmlrse un poco por exceso de amonlo -

(unas 2 veces)« Cuando se mlden estas act1v1dades’en una derlvada de esta
Tpr e

cepa .con ung, muta016n en el factor de term1nac1on rho (que a11V1aria la'po

PR

Hlarldad), ‘hay . una repxes;én por amonio de unas 4 veces de la)g—galact051da

éé; también aumenta la’inducci®n de la GS poxr lxm1tac16n de nltrSgeno,f?

Pareceria como si glnlL estuviera sometido a la misma regulaciSh,f“
que glnA, lo que quizd serfia contradlctorlo debido a que en condlclones de . X
Pora reprimir efedivamente jes easible que el Transerito dzg\:_.&_(:

represidn deberia haber mas producto de glnbfﬂéte sometldo a una regu1a016nhg

postranscripcional; en el laboratorio de A. Covarrubias se ha visto que plé;ia'

midos gue llevan glnl y glnG y que se transcriben a partir de un promotor:#tf&f

interno del plésmido, parecen sintetizar mucho menores cantidades del pré—-




auctbﬂdg ginL que del de glnG en minic&lylas.

Se sabe poxr otro 1édo’qﬁe mﬁtacibnés'en éiég{wéﬁebéé'eilgéne
que codifica para la enzima GOGAT, confieren>el fenotipo,Reg- y qué ésterﬁ.
se puede suprimir por otra mutacién en glnL (1,?,11): ademis por‘datos ;;j
obtenidos en el laboratorio, sabemos que un exceéo de glgg.(clonado en ﬁniﬁ
plésmid; multicopia) no suprime el fenotipo Reg de la mutacifn gltB31l ‘;;
por lo que no eé'suficiente elevar las cantidades de glnG para suprimir i
esfelfenotipo Reg—,*ya que podria suponerse que Si hay un exceso de g}gg;:
y como glnF es constitutivo, habfia mis posibilidad de formar el complejo -
.activador que favoreceriavla transcripeién de los operpnes'catabélicos.
Todos estos datos sugieren que.el éroducto de glnL es un représor muy.fﬁg;
.te, es decip, que basté con poéas molécﬁiaS'éara'ejerger una marcada‘reF
presién, o : , o L

- { A A
.en glna, camplementan ‘otra mutac16n en glnG dlspuesta en trans, sSlo en:

e e e 4=l -

AAguaAto a 1a regulac15n de la 51nte51s de .GS, pero no para actlvar la tran§

kN ,“..
.

‘crlpci6n de los operoneL catabollcos Aut o Put (14) de manera que es ne-’
: l .

cesario que los genes glnA y glnG esten.dispuestos en cis para desrreppi‘

mir los demds operones. Se ha propuesto gue la transcripcidn a partir del -

%

promotor de glnA es mayor que la gque viene del promotor distal, y qué se ~
_— o i

requiere tener altos niveles de glnG para estimular la transcripcidn de ~n

los operones Reg: niveles que no se obtienen cuando se transcribe a partix

del promotor interno del operdn (32,33). Es necesario ademis, tener el -

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




etc. como fuentes .de nitrégeno (32) per lo que.una vez mias, aparentemente
‘es importante rara la c@lula tener altos niveles del. producto de glnG y
del de glnF para contrarrestar la fuerte represi®n que promueven bajos ni

veles relativos de glnL,

Una cepa 212&: ne polar, en aito amonio tiene una actividad';
de GS de aproximadamente 0,7 jamol/min./mg, .de proteina, y en bajo amonia
es de unas 2 amol; es decir, que en estas condiciones la activiacifn es -
normal, el problema de esta capa'glnL— es que.no puede reprimir la GS to-
talmente ya que la actividad en estas condiciones'es solamente de 2 a 3 ~

veces menor; .en cambio la silvestre se reprime por un factor de 10 veces.

‘Probablemente es la proteina Pll ia responsableAde esta pequefia represifn -

o antiactivacidn observada en la cepa ginl, no polar en alto amonio. Asf
pues debe ser glni la molécula que reprima las otras 4-5 veces la sintesis
zde glnA y quizd por esta razSn la c&lula necesite de grandes cantidades -

del producté.dg glnF para contrarrestar la fuerté’represién ejercida pox

.
R .

‘pocas cantidades .relativas del, producto .de ginL. -
. . ) . .
Si glnL né estd sujeto a regulacibén postranscripcional y en
I .
condiciones de desrrepresibn estf elevado, tal como lo sugiere la inser--

cidén de Mudl en este gene (Tabla 8), entonces seria necesario tener muy -

o

altos los niveles de glnF para activar, Ahora bien, en exceso de nitr&ge

no probablemente Pll

evite que se forme eficientemente el complejo activa
dor, y seria suficiente con la baja produccién del producto de glnL obser
vado en estas condiciones para. reprimir totalmente la transcripcifn de —-=

:‘glnA;
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En conclusibn, los yresultados. obtenidos en este trabajo, utd

ulizando 2 fusiéneé de Mudl con la regifén regulatoria.de Elnﬁ' indican r-
qué la transcripcifn de &ste gene, no estd sometida a regulacifn por la ‘
accesibilidad de nitrégeno, ni por su propio producto, asi como tampoco
parece responder a los genes reuladores'glgé.y’gigg_ya que la actividad
dé Is-galactosidasa no cambia significativamente ni por la accesibilidad
de nitrégeno, ni por la presencia del gene glnF silvestre, ni por mutacig;':

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

un gene que se sintetiza constitutivamente a deferencia de glnG (25) y de” 7.

algunos otros genes reuladores que si responden a alglin tipo de :egulaci&n.f?

7
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