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INTRODUCCION. 

En todos los sistemas biológicos, la asimilación del nitrógeno en ma­

cromoleculas es esencial para el crecimiento. Dentro de las vías del meta­

bolismo nitrogenado, la glutamina es el compuesto sencillo más importante. 

Ademas de ser un componente para sintesis de protefnas,es una fuente de ni­

trógeno para la sfntesis de otros compuestos,como son triptofano,histidina, 

CTP,etc. (fig.l y en Stadtman,1973). 

La glutamina es sintetizada por la adtcHln de amonio a glutamato en 

una reaccidn catalizada por la enzima glutamina sintetasa o GS ( L-glutama­

to:amonio ligasa,E.C.6.3.1.2): 

·. N.H! +. glutamato + ATP Me2+ 
-~ ... ~ ... ""'- ... --.... ~ glutamina+ ADP + Pi 

.La GS en Escherichia $J.i es un dodec8mero de subunidades idénticas, 

cada 'uná con un peso molecular de aproximadamente 50 000 daltones. La acti~ 

·vidad de ªsta enzilna requiere la presencia de un cati~n divalente,tal como· 

Mg2+ ~Mn2+ o. co2+ { Stadtman y Ginsburg ,1974; Mei ster.,1980 ) • 

En algunos <>rganismos,bajo condiciones de limitación de amonio,este 

~uede ser utjlfzado para ·fonnar glutamato por medto de la GS y la glutamato 

si~t~~a (GOGAT ,E".C.1. 4.1. 3) 

+ ' · ·' GS NH4 +. glutamato + ATP -. ____ .,...,. glutaniina +. ADP + Pi 

· gl utamina + 2-oxogl uta rato + NADPH --'G'"'"OG.-A"""T'--_ 

NH¡ + 2-oxoglutarato+ ATP +.NADPH 

2 glutamato+ NADP 

2 glutamato + ADP + Pi 

+ NADP 

Otra enzima capaz de incorporar amonio es la deshidrogenasa glutámi­

ca o GDH { E.C. 1.4,l,4 ),la cual lleva a cabo la sfntesis de ácido glutá-
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mico a partir de 2-oxoglutarato y amonio: 

+ 2-oxoglutarato +· NH4 + NADPH __ G_D_H __ c;;') glutamato + NADP 

Esta vía es la utilizada en condiciones de exceso de nitróaeno ( Tyler, 

1978). 

En enterobacterias,tales como Escherichia coli Klebsiella aerogenes 

y Salmonella typhimurium,se ha tomado a 1a GS como un modelo para el estudio 

de la regulación de una enzima que participa en una via fundamental para 

el crecimiento celular,asi como para analizar el control del metabolismo 

nitrogenado.Se conocen dos niveles de regulaci6n para GS,los cuales son: 

a) Nivel de actividad; 

b) Nivel de sfntésis. 

La regulación de GS a nivel de su actividad enzimStica puede llevars~ 

a cabo pr diversos mecanismos. Uno de ellos es la retroinhibición de·Gs 

por productos finales del metaboltsmo de glutamina ( Stadtman,1973;G1ns.:. · 

burg y Stadtman,1973 liotró·mecantsrno utilizado es la interconvers16n en· 

tre una fonna relajada o inactiva y una fonna activa,en respuesta a la_va;._ 

riacidn en la concentraci6n de cationes divalentes (Ginsbur~ y Stadtman·, 

1973; Stadtman y Ginsburg,1974), 

El sistema mas fino para la regulaci6n de GS_ a nivel de su actividad 

enzim8tica consiste en un sistema de inactivación por adenilación. La adé~ 

nilación y desadenilacidn de GS son catalizadas por la enzima adenililtrans­

ferasa {ATasa). Esta enzima cataliza la reacci6n de adenilaciiSn cuando es 

estimulada por la prote1na P11 (P11A),pero cuando esta.QJtima se.encuentra· 

uridilada ( PIID-UMP) se estimula la reaccit5n inversa. la ur1dilacf6n de la 

protefna Pnse lleva a.cabo por la uridililtransferasa { UTasa). Esta en­

zima es activada por 2-oxoglutarato e inhibida por g1utamina,por lo que la 

reacción de adenilaci6n sucede en uno u otro sentido en funct6n de la re­

lación intracelular de 2-oxoglutarato/glutamina(Ginsburg y Stadtman,1973; 
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Stadtman et al,1980). Este sistema se encuentra esquematizado en la figura2. 

Ademis de la regulacidn de GS a nivel de su actividad enzimitica, 

existe un mecanismo de control a nivel de su síntesis. La cantidad de GS 

dentro de la célula puede variar en un rango de 50 a 100 veces ( Bender y 

Magasanik,1977},dependiendo de la accesibilidad de nitrógeno en el medio de 

cultivo. En condicionel'¡S:le limitación de nitrógeno (baja concentración de 

amonio o glutamina como fuentes de nitrdgeno),la síntesis de GS se encuentra 

inducida,mientras que en presencia de un exceso de nitrdgeno (altas concen­

traciones de amonio), la sfntesis de GS se encuentra reprimida. 

El gene estructural para la GS de Escherichia coli (glnA) se encuen­

tra localizado aproximadamente en el mtnuto 86 del mapa de ligamiento de 

este organismo ( Bachmann y Low,1980},flanqueado por los genes polA y rha 

Bastarrachea et al.,19801Pahe1 et a1.,1979a}. 

El primer tipo de mutactones que afectan el nivel de expresiBn del 

gene g1nA,y por t~nto la sfntests de GS esta representado por mutantes en un 

gene localizado en el minuto 69 del mapa de ligamiento de I· coli.conocido 

. como glnF {Bachmann y Low,1980). Las mutantes ·glnF son tncapaces de indu-

. cir su s1ntesis de GS y por lo tanto se comportan como auxBtrofos de glu-

tamina ( Pahel et al.,1978), Se ha propuesto que el producto del gene glnF 

es.esencial para la activaci'Bn del gene·glnA,de manera que en ausencia de 

glnF,glnA no se encuentra activado 

Las nrutactones.en el gene glnF son suprimidas por mutaciones secunda-

. rias en un locus cercano a g1nA,origina1mente designado como glnR en 2_ • .h:­
phimurium y glnG en I· col i ( Kustu et al. ,1979a;Pahel et al. ,1979b). Estas 

mutantes son ahora·~rototróficas para glutamina y presentan un nivel bajo 

constitutivo de GS;estas mutantes son Reg-,es decir que son incapaces de uti­

lizar algunas fuentes alternas de nitrógeno,tales como arginina ó prolina. 

Kustu y colaboradores ( Kustu et a1.,1979a;l979b) han demostrado que el feno­

tipo Reg- esta relacionado a la incapacidad de inducir los sistemas de 

-3-



transporte especfficos para estas fuentes alternas de nitrdgeno,lo cual ha 

sido comprobado por otros autores ( Brenchley et al.,1980). 

Recientemente se ha descrito que la región ~.tanto en ~- col.:!__como 

en S. ~murium comprende en realidad a dos qenes contiguos a ~,deno­

minados .9.l!!h.Y glnG (Me Farland et al.,1981;Mc Neil et al. ,1982a;Guterman 

et al.,1982). Se ha logrado identificar a los productos de -91.!!!:. y glnG como 

dos polipéptidos de 36 kdal y 54 kdal,respectivamente (Me Farland et al., 

1981). En la mayada de los casos,mutactones en .9}!!h. o glnG suprimen la 

auxotrofia por glutamina causada por mutaciones en glnF. Dobles mutantes 

glnF-glnG o glnP-glnL sintetizan GS a un n"\vel bajo constitutivo y son Reg-. 

En un contexto s11vestre para glnF,las mutaciones en glnG causan una cons­

titutividad a bajo nivel para la s1ntesis de GS y son Reg-. Las mutantes 

en glnl presentan un nivel alto consti'tutivo para la síntesis de GS y son 
.¡. 

Reg • En base a estos resultados, Me Farland et al. {1981),proponen el mo-

delo mostrado en la fig,3, Los puntos mas 1mportantes de este modelo son 

los siguientes: 

a) El producto de gl nG junto con el producto de gl nF median la 

activación de la expresi8n de glnA. 

b) Tanto el producto de glnG como el producto de glnL parecen 

requerirse para regular negativamente la expres~ón de glnA. 

Nuevos datos comunicados por los laboratorios de Magasan1k y Tyler 

corroboran este modelo y proponen algunas adiciones. Tal vez la mSs impor­

tante es que glnA-g1nl-glnG pueden comportarse como un oper6n .éuya trans-
. . 

cripción se originada en glnA y en direcciéln a g1nG (Pahel et al. ,1982> 

Chen et al.,1982;Hc Neil et al, 1 1982a;Gutennan et al ,,19B2;Bender y.Eades, 

1982). Estos grupos postulan adem~s la existencia de un promotor adicional 

en el gene glnl,a partir del cual podrfan transcribirse tanto·glnl como 

glnG. Datos obtenidos en nuestro laboratorio sugieren la existencia de un 

promotor encargado de la transcripción de glnG,por lo menos en algunas con-
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diciones( Covarrubias,Rocha y Bastarrachea,datos no publicados). En apoyo 

a la hipdtesis que postula un papel dual (activador-represor} para el pro-

dueto de glnG,se han descrito nuevas mutaciones,localizadas en este gene,las 

cuales provocan auxotrofia por glutamina ( Wei y Kustu,1981;Mc Neil et al., 

1982).0a~os obtenidos recientemente en el laboratorio de Me Neil (Me Neil 

et al.,1982b) confinnan el papel dual de glnG y la función como represor 

del producto de .91!!.!:..mediante el análisis genetico de un gran número de mu­

taciones .en esta region. Sin embargo,reportan el hallazgo de dos mutantes en 
1 

glnL las cuales,a pesar de estar afectadas en la regulación de glnA,no su-

primen la auxotrofia por glutamina causada por mutaciones en glnF. 

Ademas de los factores integrados por Kustu y otros en su modelo,se ha 

descrito la existencia de otros factores involucrados en la regulacion de la 

síntesis de GS,los cuales aan no han sido correlacionados con éste modelo. 

Mediante_el estúdio de cepas con fusiones entre el promotor de glnA y el 

gene . .lacZ,Rothstein et al.(1980) han demostrado que la concentraci6n intra­

celular.de GS es importante para modular la expresion de glnA,aunque no es 

esencial para el control negativo o positivo de dicho gene. Por otra parte, 

d~to~- 'obtenidos por el _grupo de Magasanik sugieren que la proteína P¡p 

aderriSs de su funcion como catalizador en las reacciones de adenilacidn y 

desadenilación de GS,juega un papel en la regulaciBn de la síntesis de GS. 

·se ha descrito que mutantes carentes de la proteina Prr son incapaces de 

reprimir la síntesis de GS aar. en condiciones de exceso de nitr8geno,mien­

tras. que mutantes:alteradas en .la prote1!1a Pn hacil!ridola incapaz de uridi­

larse,presentan un nivel_ bajo, constitutivo de GS (Rothstein et al. ,1980; 

Foor et al .,1980;Reuveny et al. ,1981). 

En nuestro laboratorio estamos interesados en los mecanismos regula­

torios para la síntesis de GS en S· coli. La clonación de glnA,.91.!!!:. y qlnG 

de f. coli en plásmidos híbridos (Covarrubias et al. ,1980a;l980b>l980c; 

Backman et al.,1981) ha expandido las posibilidades experimentales del en-
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foque genfltico. Sin embargo, la interpretación de los resultados obtenidos 

del estudio de estos plásmidos,se ve obstaculizada por la naturaleza multi­

copia de ellos. En este trabajo se presenta una alternativa para este pro­

blema,que consiste en la clonación de mutaciones previamente aisladas. Se 

presenta la clonación in vivo y análisis de los alelos glnA71: :Tn~,glnG74:: 

Tn~y gln76,as1 como el principio de un an81isis del fenómeno de hipersen­

sibilidad a MS presentado por las cepas glnG. 

..,· 
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MATERIAL Y METODOS. 

1.- CEPAS BACTERIANAS Y BACTERIGFAGOS. 

Todas las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo fueron de 

Escherichia coli K~l2 y se encuentran descritas en la tabla l. El bacterió­

fago ütilizado fue Pl virA,el cual fue proporcionado por Neil Willets. 

2.- CONDICIONES DE CULTIVO. 

Medio rico.- El medio rico utilizado fue Caldo Luria (bacto-triptona 

1%,extracto de levadura 0,5%,NaCl 1%}, Para auxBtrofos de glutamina se adi­

ciond glutamina a una concentracidn de 1 mg/ml. 

Medio rnfnimo.~ El medio minimo utilizado fue NN ( Covarrubias et al., 

1980b} que contiene,en g/1: 

13,6 

2.61 

MgSD4 . 7H2D 0,2 

0.01 

7H2D 0.0005 

A este medio se le adiciona glucosa a una concentraci6n final de 0.2% 

como fuente de carbono y NH4Cl o L-glutamina a 15 mM o img/ml,respectiva­

mente,como fuentes de nitrdgeno. Como fuente alterna de nitrdgeno se usó 

L-arginina a una concentraci6n de 0.2%, Para las pruebas de sensibilidad a 

. L-metionina-DL-su1 foximina ,se adicionaron NH4c1 a 15mM y MS a 80 ').IM. Los 

requerimientos de las cepas se agregaron a sus concentraciones dptimas,que 

variaron de 1 X 10-4 M a 2 X 10-3 M,dependiendo del amino§cido o vitamina. 

Para la seleccidn de cepas resistentes a kanamicina o ampicilina,estas se 

utilizaron a 30 µg/ml o 150 iig/ml ,respectivamente. Todas es tas substancias 

fueron esterilizadas por filtraciBn a travªs de filtros Mi11ipore HAWP 

(0.45 µM} y se agregaron a las sales previamente esterilizadas en la auto­

clave. Para la preparación de medios sólidos se agregó Bacto-agar al 1.5%. 
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Para la purificación de DNA de plásmido y la purificación de mini cé­

lulas se usó el medio mínimo M9 (Miller.1972) con las adiciones pertinen­

tes. 

En todos los casos,las bacterias fueron crecidas a 37°C y con agita­

ción para el caso de cultivos líquidos. El crecimiento fue detectado por 

turbidimetri'a,empleándose un fotocolorimetro Klett-Summerson con filtro 

rojo No.66. 

3.-PREPARACION DE LISADOS DEL BACTERIOFAGO Pl POR LISIS CONFLUENTE. 

Para los experimentos de transducción se utilizó el bacteriófago 

Pl virA. Para la propagación de dicho bacteridfago se utilizó el método de 

lisis confluente ( Swanstrom et al,,1951) como se describe a continujción. 

Se crecid a la cepa donadora en Caldo Luda hasta fase exponencial (50 uni­

dades Klett);se mezclaron 0,5 ml de este cultivo con 0.1 ml de Pl diluído 

a un título de 107 UFP/ml (UFP= Unidades Formadoras de Placa) y se_ vació 

la mezcla con ayuda de agar suave LC ( Caldo Luria + Cac1 2 25 mM + bncto­

agar 0,75%,3 ml,licuado y mantenido a 45°C) sobre cajas de Petri con medio 

LCTG (Caldo Luria suplementado con glucosa al 0,2%,timina a 25 ~g/ml y 

cac1 2 a 25mM). Se incubaron las cajas a 37°C hasta observar confluencia de 

placas (aproximadamente 12 hrs,), Se añadieron 3 ml de caldo Luria sobre la 

superficie de las cajas, las cuales se incubaron por 2 hrs.a 4°c. Tenninada 

la incubacidn,se raspó el agar suave de la superffcie de las cajas y se colo­

có en tubos,donde se añadió un ml de clorofonno por cada 20 ml de suspen­

sión fagica,agit§ndose vigorosamente, Se centrifugo (2 500 rpm ,10 minutos, 

Sorvall GLC-2) para eliminar el agar y los residuos celulares. El sobrena­

dante se trató nuevamente con clorofonno y se almaceno a 4°C. 

4.- TITULACieN DE LISADOS DE Pl. 

Los lisados de Pl preparados como se describió anterionnente,se titu-
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laron .utilizando a la cepa AB1157 como cepa sensible. Se creció a la cepa 

mencionada en Caldo Luria a 37°C con agitación hasta alcanzar 40 unidades 

Klett;se centrifugó el cultivo y se resuspendió la pastilla celular en la 

mitad del volumen original de medio de adsorción ( MgS04 0.01 M + cac1 2 
0.005 M). Se hicieron diluciones seriadas del lisado fágico por titular en 

NN estéril y se mezclaron 0,1 ml de cada dilución con 0.1 ml del cultivo 

concentrado, Se incubaron estas mezclas a 37°c por 20 minutos sin agitación; 

en este tiempo ocurre la adsorci'dn del fago .. Terminada la incubacidn ,se 

vació sobre cajas de Petri con medio LCTG con ayuda de agar suave LC.Las 

cajas se incubaron de 12 a 24 hrs, a 37°c,cont8ndose el nümero de placas 

.en cada dilución. El tTtulo del lisado se calculó utilizando la siguiente 

fBrmula: 

TTttllo (en UFP/ml)= No. de llacas por·caja 
· Al cuota en ml 

·5,~ TRANSDUCCIONES. 

X Inversa de la dilución 
(como potencia base 10) 

·Las transducciones con el fago Pl virA se realizaron de la siguiente 

manera. La cepa receptora se creci6 en Caldo Luria hasta fase exponencial 

(40 unidades Klett) ;se centrifuga el cultivo (2 500 rpm por 10 minutos, 

. Sorvall GLC-2) y se resuspendi6 la pastilla celular en un dikimo del volumen 

originalcon b·acto-triptona al 1%. La multipi'icidad de infecciBn utilizada fue 

de o;o5.,prepar8ndose las mezclas de la siguiente manera: 0,5 ml del cul­

tivo concentrado +·0.5 ml de Mgso4 0,03 M y cac1 2 0,015 M + 0,5 ml de lisado 

f§gico <lilu~do en Caldo Luria a 5 x.107 UFP/ml. Para el control.se sustitu­

y6·con Caldo Luria a la suspensi8n f8gica. las mezclas se incubaron 20 minu­

tos a 37°C sin ag.itacidn. Tenninada ,la incubaciBn se centrifugaron las mez­

clas y se lavaron dos veces éon NN estéril. Las d!lulas se plaquearon sobre 

cajas con el medio selectivo apropiado y se incubaron a 37°C. 

i.~ TRANSFORMACIONES. 
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6.- TRANSFORMACIONES. 

Las transformaciones con DNA plasmídico se llevaron a cabo de acuerdo 

a Cohen et al.(1972). La cepa receptora se creci6 en Caldo Luria hasta al­

canzar 30 unidades Kletc. Las cªlulas se colectaron por centrifugación 

(10 000 rpm,4 minutos,rotor Sorvall SS-34) y se lavaron en la mitad del vo­

lumen original de NaCl 10 mM. Se resuspendi'eron las bacterias en la mitad 

del volumen original con CaC1 2 30 mM,i'ncubandose por 20 minutos a 4°C sin 

agitaci6n. Terminada la incubacidn,se recuperaron las cªlulas por centri­

fugaci6n (5 000 rpm,5 minutos ,rotor Sorval l SS-34) y se resuspendieron en 

un dªcimo del volumen original con CaC1 2 30 mM. Se pusieron en contacto 

DNA y bacterias y la suspensidn se incubd a 4°C po~ 60 minutos sin agita­

ciBn ;esta incubación fue segutda por un pul so de ca 1 or a 42°c por 70 segun­

dos sin agitación. Se adicionB Caldo Luria y se dej6 crecer de 2 a 3 hrs., 

lavándose entonces con NN estªril y plaqueando en el medio selectivo apro­

piado, 

7,- AISLAMIENTO DE CEPAS thyA POR ENRIQUECIMIENTO CON TRIMETHOPRIM. 

Este procedimiento se usé! para obtener derivadas thyA de nuestras 

cepas y es esencialmente el descrito por Miller (1972) y por Stacey y Simson 

(1965). 

Se creció a la cepa en el medio m1nimo.apropiado por 12.hrs. a 37°c 

con agitación, Se diluyél el cultivo hasta 10-2 con NN est!rn y Se inocu­

laron (con 0.2 ml de la diluci6n io:-2J 5 ml de medio mfnimo ·~upl~entado 
con 75 µg/ml de timina,10 µg/ml de trimethoprim y Caldo Lurfa-al 2%. Se 

incub6 a 37°C con agitaciéln por 4a hrs,;al tªrmino de esta incubación se 

hicieron las diluciones apropiadas del cultivo,las cuales se platearon en 

medio mínimo suplementado con timina a 75 µg/ml. Las derivadas Thy- se iden­

tificaron por su incapacidad para crecer en medios carentes de tfmina. 

8.-0BTENCI6N DE CEPAS recA56. 



Este método se basa en el ligamiento entre los genes recA y thyA para 

obtener derivadas recA56. Para obtenerlas es necesario cruzar por conjuga-. 

ción a una cepa Hfr.recA56 con una cepa thyA,seleccionando para prototro­

fia para timina como se describe a continuación. Se crecieron a la cepa 

donadora (JCSOBB) y a la cepa receptora ,thyA) a 37°c con.agita~ión hasta 

fase exponencial (40 unidades Klett), Se mezclaron 0.5 ml del cultivo de la 

cepa donadora con 4.5 ml del culti'vo de la cepa receptora (multiplicidad de 

0.1) y se incubó por 30 miputos a 37°C sin agitación. Tenninada la incuba­

cidn,se centrifugo y se lava dos veces con NN estéril. La suspensión celu­

lar se diluyQ hasta 10-2 (con NN estéril) y se platearon las diluciones en 

medio mfoimo sin timina. Se aislaron las derivadas sensibles a 2 µg/ml de 

nitrofurantoina (como marcador no seleccionado) dado que ésta es una de las 

caracteristicas de una cepa·~ ( Jenktns y Bennett,1976). 

9, -DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A KANAMICINA DE LA CEPA l4X615. 

Se creció a la cepa por analizar en-caldo Luria has~a fase exponen­

cial (40 unidades Klett), En este punto se fracciono el cultfvo original 

y se añadio sulfato de kanam1cina a concentraciones var!ables entre O y 10 

µg/ml. Los cultivos se incubaron por 90 minutos a 37°C con agitación. Ter­

minada la incubacidn,se diluy6 cada culttvo hasta io-7 con NN estéril y se 

plaquearon las diluciones apropiadas en cajas de Petri con caldo Luria para 

detenninar la cuenta viable en cada condición (fig.4). 

10.-AISLAMIENTO DE DERIVADAS KANS DE LA CEPA MXBSO. 

Para aislar derivadas sensibles a kanamicina a partir de la cepa 

MXBSO se utilizó el siguiente método. 

Se creció a la cepa en Caldo Luria suplementado con glutamina a 37°c 

con agitación hasta fase exponencial (40 unidades Klett). En este momento 

se añadid sulfato de kanamicina a 7.5 µg/ml( la cual es una concentración 

subletal de este antibi6tico,ver fig. 4) y 2 500 U/ml de penicilina G só-

-11-



dica. Los cultivos se incubaron a 37°c con agitación hasta que la lisis 

(registrada como un descenso en la lectura de unidades Klett} se detuvo 

(2 hrs.}. Terminada la incubacidn se centrifugaron los cultivos y se lava­

ron dos veces con NN estªril. Las cªlulas se resuspendieron en Caldo Luria 

suplementado con glutamina y se incubaron 12 hrs. a 37°C con agitación. Se 

platearon las diluciones apropiadas de este cultivo en el mismo medio y se 

aislaron las colonias sensibles a kanamicina. 

11.-DETERMINACION DE FRECUENCIAS DE REVERSION. 

A partir de un cultivo de la cepa por analizar se obtuvieron colo­

nias ai$ladas. Se toma una colonia y se resuspendi5 en 1 ml de NN estéril, 

se hicieron las diluciones apropiadas y se inocularon 5 ml de caldo Luria 

con una dilucidn que correspondiera a aproximadamente 40 células. Se incu­

bó a 37°C con agitacian hasta que el cultivo se volviera turbio. Se platea­

ron .las diluciones apropfadas en el medio selectivo para revertantes y en 

un medio no selectivo. Se obtuvo la cuenta viable de células revertantes y 

cªlulas totales,expresSndose la frecuencia de reversidn como: 

Frecuencia.de reversi6n= Nílmero de cªlulas revertantes por ml. 
Namero de células totales por ml. 

12,- DETERMINACION DE PROTEINA. 

· La• concentraci6n ·de protefoa se determina sean el método de Lowry et 

al.• {1951) .• utilizando la fracci6n V de albOmina sérica bovina como referen­

cia, La. concentración esta expresada como miligramos de prote1na por ml. 

13;- DETERMINACI6N DE LA ACTIVIDAD DE GLUTAMINA SINTETASA (GS). 

Para la detenninación de acttvidad de GS,los cultivos se crecieron 

en medio mtnimo NN con diversas fuentes de nitrdgeno.El método utilizado 

para la determinacidn de actividad de GS fue el de Bender et al. {1977b) 
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con las modificaciones introducidas por Covarrubias et al. (1980b). 

Este ensayo mide la actividad de y-glutamiltransferasa de GS,reportada por 

Shapiro y Stadtman (1970). La actividad especifica se expresa como micro­

molas de y-glutamilhidroxamato formadas por minuto y por miligramo de pro­

tetna. 

Para determinar cualitativamente si una cepa tenta una actividad al­

ta o baja de GS,se utilizó una prueba en colonia. Las cepas por analizar se 

parchan en un medio con la condiciBn nitrogenada apropiada. En los pozos de 

una placa para hemaglutinaci6n se colocan 100 µ1 de la mezcla de reacción 

para y-glutamiltransferasa. Se transfieren las células de la caja de Petri 

a los pozos con palillos estªriles. Se cubren las placas y se incuban 45 

minutos a 37°C. La reacción se detiene p~r la adicidn de 100 µ1 de reacti­

vo de parar por pozo. Las colonias con una alta actividad de GS viran a 

rojo intenso,mientras que las colonias con baja actividad permanecen ama­

rillas. Este mªtodo fue reportado por Pahel et al .(1978). 

14.- PURIFICACION DE COLICINA El,* 

La colicina El utilizada en este trabajo fue obtenida de las cepas 

JC411/Co1El o de RRl/ColEl segan el protocolo de Schwartz y Helinski (1971), 

~ealizado hasta la fase de precipitación con sulfato de amonio. 

15,- PURIFICACION DE GS POR PRECIPITACION CON SULFATO DE ZINC. 

Esta se lleva· a cabo por el procedimiento de Miller,Shelton y Stadt­

man (1974) 

16,- PURIFICACION DE DNA DE PLASMIDO. 

Todos los plásmidos utilizados en este trabajo fueron purificados 

*Agradezco a A. Garcíarrubio y a F. Bol1var el habenne proporcionado las 

preparaciones de colicina El usadas en este trabajo. 
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según el método de Betlach et, al.(1976). En este método, las células fueron 

crecidas en medio M9 con las adictones apropiadas a 37°C con agitación hasta 

alcanzar una concentración celular de 4 a 5 X 108 células por ml. Cuando 

ésto ocurrió,se añadic:·Jn 170 mg/ml de cloranfenicol con el propósito de 

amplificar el DNA de p1ásmido y se incubó a 37°c con agitación por 16 hrs. 

Terminada esta incubación, las células fueron colectadas por centrifugación 

y se 1isaron con lisozima y Tritón X-100,ademSs de tratarse con RNasa. Los 

residuos celulares se el imtnaron por centrifugación. El 1isado claro así 

obtenido se trata con fenal-cloroformo para eliminar protefnas solubles. 

La solución de DNA se concentr6 por precipi'tadón con etanol y se pasó 

a través de una columna de Biogel A-50. Se determina la absorbancia a 260nm 

de las fracciones obteni'das y el primer pico ( DNA de plásmido) se preci­

pita con etanol. Este precipitado se sometió a centrifugación en un gra­

diente de CsCl~yoduro de propidto para eliminar contaminantes de DNA cromo­

somal. El DNA de pl8smido asf obtentdo fue dializado,precipitado con eta­

nol y por último resuspendido en Trts~HC1 10 mM,EDTA lmM,pH 8.0. Las pre­

paraciones de plasmido se almacenaron a 4°c. 

17.- MICROENSAYO PARA DNA DE PLASMIDO. 

Este método fue stmilar al descrito en el apartado anterior,con la 

diferencia de que el DNA se purificó de un cultivo de 5 ml en Caldo Luria, 

omitiéndose tanto la amplificación· como la columna de Biogel A-50 y el 

gradiente de CsCl-yoduro de propidio, El DNA de plasmido así obtenido fue 

apropiado tanto para análisis de restricci6n como para transformación. 

Alternativamente,se utiliz6 el microensayo descrito por Holmes y Quigley 

(1981). 
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18.- PURIFICACI0N DE MINICeLULAS. 

Las minicelulas conteniendo el plásmido por analizar se purificaron 

usando gradientes continuos de sacarosa(de 5a 20%) en Tris-HCl 50 mM.EDTA 

lmM,NaCl 100 mM,pH 7.5,como lo describen Roozen et al. (1971) y Meagher 

et al. (1977). Las minicélulas purificadas se resuspendieron en medio para 

ensayo de metionina (Difco).La absorbancia de esta suspensi6n se ajustó a 

0.2 a 620 nm. Se incubó una altcuota de 2 ml en presencia de 50 µCi de 
35s-inetionina durante 30 minutos a 37QC con agitación. Transcurrido este 

tiempo,se colectaron las minicªlulas por centrifugación. 

Para su analisis electroforªtfco en una dimerisidn,las minicélulas 

fueron lisadas por calentamiento en baño de agua por 2 a 5 minutos en una 

solucidn de glicerol al 20%,6..mercaptoetanol al 10%,SDS al 4.6% y Tris­

HCl 0.125 M,pH 6,8. Para electroforests bidimensional segun la técnica de 

O'Farrell (1975),las minicªlulas se resuspendteron en amortiguador A y se 

ljsaron por 3 a 5 ciclos de congelaci8n y descongelacidn. Los productos se 

visualizaron por fluorograffa, 

19,- ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA." 

La electroforesis de DNA se rea1iz8 como lo describen Bolívar et al. 

(1977). Se ~tilizaron placas verticales preparadas con agarosa al 1% en 

amortiguador TBE (Trizma base 90mM,H3so3 90 mM,EDTA 2.5 mM,pP 8.2). Las 

muestras,en un volumen de 10 a 30 µl se corrieron a 150 V (voltaje constan­

te)a temperatura ambiente por unahora. Tenninada la electroforesis, los 

geles se ti~eron en una solución de bromuro de etidio a 4 µg/ml y se visua­

l izaron con una lámpara de luz ultravioleta. Los geles se fotografiaron 

usando una c§mara Polaroid MP-5 con filtro de gelatina amarilla No.9 Kodak 

Wratten y peltcula Polaroid NP tipo 55. 
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20.-ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DISCONTINUOS DE POLIACRILAMIDA­

SDS. 

La electrofor~sis de proteínas se realizo según la tecnica de Laenmli 

(1970). El gel inferior contiene poliacrilamida al ll%y SOS al 0.1% en 

amortiguador Tris-HCl 0.4 M,pH 8,8¡e1 gel superior contiell(! poliacrilamida 

al 6,6% y SOS al 0,0625% en amortiguador Tris-HCl 0.08125 M,pH 6.8.La 

electroforesis se llevó a cabo a 10 mA por gel hasta que entraron las mues­

tras al gel inferior,aumentandose entonces la corriente a 20 mA. Terminada 

la electroforesis ,se tiñeron los geles con Azul brillante de Coomassie 

R-250 al 0.06% en metanol :acido acético:agua (3:1:6) durante 15 minutos a 

65°C,eliminandose el exceso de colorante con ácido acetico al 10%. 

21.- ELECTROFOREsrs BIDIMENSIONAL DE PROTEINAS. 

La electroforesis bidimensional de protefnas se llevó a cabo segQn 

la técnica de O'Farrell (1975), En ésta t~cnica la separacidn de prote1nas 

se lleva a cabo por electroenfoque en la primera dimensión y por un sis­

tema de pol iacri lamida-SOS en la segunda dimensi'ón. El el ectroenfoque se 

llevd a cabo en geles de poliacrilamida al 6,8% con anfoHnas pH 3 a 10. 

Las condiciones de electroforesis fueron las descritas por O'Farrell ,pero 

omitiendo el pulso de alto voltaje, La electroforesis en segunda dimensión 

se realizó en el sistema descrito en el apartado anterior,pero a·9 mA por 

16 hrs. Los geles se tiñeron con azul Brillante de Coomassie y se trataron 

para fluorografia. 

22.- FLUOROGRAFIA. 

Esta se llevó a cabo segan la tªcnica de Bonner y Laskey (1974). Los 

geles se secaron y se sometieron a autorradiografia utilizándose pelfcula 

Kodak-X-Omat XRPS. 
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23.- PREPARACION DE ANTICUERPOS~ 

Se inyectaron conejos con 250 µg de GS purificada de la cepa RRl 

(glnA+) en adyuvante completo de Freund, Los animales se inyectaron dos 

veces en un intervalo de 15 d?as con las mismas dosis de GS. Los conejos se 

sangraron por la oreja una vez a la semana durante tres meses,comenzando 

una semana despuªs de la ultima inyeccidn de GS. El suero obtenido de los 

diferentes sangrados se utilizd para preparar la fracción total de y-glo­

bulinas por tres precipitaciones con sulfato de amonio al 40% de satura­

ción. El precipitado final se disolvi6 en amortiguador fosfatos 10 mM, 

pH 7,2,se dializa contra el mismo amortiguador y se congeld a -7o0 c. 

24,-tNMUNOELECTROFORESIS CUANTITATIVA. 

Se realiza segan la tecntca descrita. por Weeke (1973) utilizando un 

gel de agarosa al 1% conteniendo 0,5% de anti-GS. El amortiguador usado para 

la inmunoelectroforesis fue barbiturato de sodio 25 mM,pH 8.6 con azida de 

sodio al 0.025%, El gel se corrid por 15 hrs. a 5 V/cm, Terminada la electro­

foresis,el gel se lavd exhaustivamente y se secó,tifténdose con azul brillan­

te de Cocimassie R-250, 

25:- ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION *~ 

Todas ~las endonuc1easa de restriccidn usadas en este trabajo se pre­

pararon conforme al m~todo de Greene et·a1, {1978), Las condiciones usadas 

para las~zimas fueron reportadas por Bolfvar et al. ,(1977) 

* Agradezco a.Susana Ldpez y Ráfael Palacios el habenne proporcionado el 

suero anti-GS usado ~n este trabajo. 

**Agradezco a A. Covarrubias y a F. Bolívar el haberme proporcionado las 

endonucleasas de restricción utilizadas en este trabajo. 
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RESULTADOS Y DISCUSION. 

1.- Obtención de las c:;as necesarias para la clonación in vivo de muta­

ciones en 1 a regiú:1 gl nA. 

Para la clonación in vivo de mutaciones en la región glnA,se utili­

zó una adaptación del mªtodo para clonación in vivo descrito por Stauffer 

et al. (1979). La estrategia utilizada consistia en propagar el bacterió­

fago Pl en la cepa que posefa la mutación que deseábamos clonar.utilizán­

dose este fago para una transducción generalizada en que la cepa recepto­

ra portaba el plásmido pACRl (silvestre para la región glnA,ver fig.8) 

y una delecion cromosomal que abarcaba la región g1nA. Se esperaba,pues, 

la recombinación entre el fragmento transductante y la región glnA loca­

lizada en el plásmido, Seleccionando los marcadores adecuados es posible 

obtener el plásmido recomóinante deseado, 

Para la aplicación de esta metodología se necesitaba construir pre­

viamente una cepa que poseyera las siguientes caractertsticas: 

a) Una deleción cromosomal de la región glnA y cuya extensión fuera 

de un minuto del cromosoma bacteriano o más. Dado que la capaci­

dad de transducción por una cápside de Pl es de 2 minutos,esta 

condición reducfa la posibilidad de recombinación entre el frag-

. mento transductante y el cromosoma bacteriano. .. 
b) Proficiente en recombinación,para pennitir un experimento de trans-

ducción genera1izada. 

c) Un fenotipo Kans. para poder utilizar a Tn.§. (KanR) como marcador 

seleccionable. 

En nuestro laboratorio se aisló una cepa que cumplfa dos de las tres 

características requeridas. Esta cepa, llamada MX850,fue obtenida a partir 
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de MX752 (la cual posee un fago A integrado cerca del operón rha) como una 

derivada Gln- por curacidn del fago A por termoinducción ( Servín,1981). 

Por hibridización tipo Southern se demostro que esta cepa carece de los 

genes glnA,glnL y glnG,corroborando datos previamente descritos (Brom,1982). 

Esta deleción debió de haber eliminado todo o parte del operón rha,dado 

que la cepa MX850 es Rha- (L. Servfn,datos no publicados). Esta cepa es ade­

más recA+. Sin embargo,debido a las caracter1sticas del sistema usado para 

el aislamiento de esta cepa.esta posee un transposdn Tn5 en uno de los 

bordes de la delecidn.siendo por tanto KanR. 

Dados .los requerimientos de nuestro m~todo para clonacidn de mutacio­

nes0era. necesario obtener derivadas Kan5 de MX850 por escisión precisa de 

Tn§_. Como la frecuencia de escisi8n precisa de Tn§_ en mutantes lac: :Tn§_ 

(episom~s F'lac ) es d~l orden de 1 X 10 .. 6 (Egner y Berg,1981),era desea­

ble disponer de un rn~todo que pennitiera el enriquecirni en to de cepas Kan5 • 

Esto se logr8 somettendo a la cepa MX850 a un enriquecimtento con penici-

: 1 ú1a (Mil 1 er ,1972) en pres ene ta de concentraciones subleta 1 es de kanamici-

. ría ( 7 ,5 µg/ml ,fig.4) ,como se describió en Material y Metodos. Dentro de las 

sobrevivfentes a- este tratamiento el 81,8% presentaron un fenotipo Kan5 • 
. . 

Se aislo una de estas derivadas y se le denomino MX914. 

".La cep.a MX914 cumple con 1 os requerimientos necesarios. Para desear-
. . . ~ 

tar la posibilidad de que al escindirse Tn§_ hubiese afectado alguna región 

no detectada de. importancia para la regul~ci6n dé glnA (y como otro prer=e 

quisito de nuestro método) se aisl6 l~ cepa MX924 por transfonnaciBn de 

MX914 con pACRl. Como·puede verse· en la tabla 2 y en la figura 9,tanto la 

actividad de GS como su crécimiento ~n .diversas fuentes de nitrdgeno es 

similar a lo observado.en MX850/pACR1.Posteriormente se aisl~ la derivada 

• recA56 de MX914,obten11!ndose primero una derivada thyA (MX918) y conjugan­

do esta derivada con la cepa JC5088,como se describió en Material y Mªto­

dos. Se obtuvo la cepa MX919 (Th/· ~-e~'A56 Kan5 ~(rha-glnA-glnL-glnG)) 
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2.- Clonación in vivo de los alelos glnA71::Tn2_y glnG74::Tni en pACRl 

Previamente se han descrito en nuestro laboratorio dos mutaciones 

por inserción de TnÉ.,las cuales afectan la región glnA. Una de ellas,el 

alelo glnA71::TnÉ_,sa enc~entra localizada en el gene glnA,lo que provoca 

un fenotipo Gln-KanR. La cepa que lleva este alelo,llamada MX727,carece de 

antígeno similar a GS,demostraóle por irununoelectroforesis cuantitativa 

(Bastarrachea et al. ,1980;Brom,1980), Por experimentos de hibridizaci6n 

tipo Southern,se demostrd que el Tni en esta cepa esta integrado cerca de 

un sitio de EcoRl,en el extremo amino terminal del gene~ ( Brom.1982). 

El segundo alelo descrito fue glnG74::Tn~. La cepa que porta este 

alelo (MX902)presenta una actividad de GS baja y constitutiva con respecto 

a la cepa silvestre,como puede verse en la tabla 2. Otro de los fenotipos 

caracter1sticos de una cepa ·gtnG es la incapacidad de utilizar fuentes al.­

ternas de nitrogeno como arginina (fenotipo Aut-),prolina( Put-),etc.,cono~ 

cidos en conjunto como fenotipo Reg~. La cepa MX902 es Aut-,como puede 

o~servarse en la fig. 9, En nuestro lafioratorio se ha dE!Sl!Ostrado que,adem§s 

de la constitutividad a bajo nivel para GS y el fenotipo Reg-,las cepas 

glnG son hipersensibles al análogo de glutamtna L-metiontna~DL-sulfoxim1na 

(MS). A una concentraciBn·de MS de 80 µM y en presencia de NH4Cl a 15 mM, 

las cepas glnG son incapaces de crecer,mientras que las cepas glnG"' crecen 

(fig.9 y Osorio et al.,en preparaci8n). Por experimentos de hibridización 

tipo Southern,se 1oca1 iz6 la inserción de g1nG74: :Tn§. a Ll8 nidal de un 

sitio de BamHl(fig.8) en el amino teminal del gene <llnG (Osorio et al. ,en 

preparación. 

La clonación de estas mutaciones,adem8s de corroborar los datos pre­

viamente descritos,nos pennitirfa su an§lisis por mªtodos de fngenierf3 

genªtica molecular,capacitSndonos para ampliar nuestros conoc1mientos de 

estructura y regulación en este sistema. 
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Los mªtodos convencionales de clonación molecular de DNA llevando 

una mutaci6n conocida involucran el repetir el procedimiento usado para 

clonar el gene silvestre,usando DNA aislado de la cepa mutante. Un buen 

ejemplo de esta metodologfa,asf como de la infonnación regulatoria que 

puede obtenerse, lo constituye el estudio de mutaciones en el operador del 

operón bio de f. coli,las·cuales han sido clonadas en plásmidos híbridos 

(Barker et al.,1981). Teóricamente,la clonacion de nuestras mutaciones 

podría facilitarse por el hecho de que la región glnA tanto en E. coli 

(A. Covarrubias,datos no publicados) como en s. typhimurium { Koduri et 

al. ,1980}se encuentra flanqueada por sitios para la enzima HindIII. Des­

afortunadamente,como nuestras mutaciones son inserciones presentan nuevos 

si~ios para HindlII,lo que nos·o5ltga5a a utilizar otros mªtodos de fraccio­

namiento,como el mecánico, Esto conducfa a que los fragmentos aislados 

podr.fan ser de diverso tamafle,obltg8ndonos a etapas posteriores de subclo-

. -n~ci6n eón el ftn dé poder comparar nuestros pliismtdos mutantes con el 

·' p14smido ·silvestre. 

Sin embargo,rectentemente se han descrito una serie de metodologías 

para.la c1onaci6n ~vivo de mutaciones, Estas tªcnicas están basadas en 

los fenómenos de homogenotizacian y transduccicfo generalizada y conducen 

a íos mismos resu1tados que los m@todos de clonación in vltro •. Estos mªto-
. . . . 

· d.os presentan dos ventajas importantes sobre los m@todos pa,ra el onacion in 

· vitro de mutaciones. La primera de el.las es· que las etapas son simples, 

permttiendo la 'clonacicSn ele -la mutac.'f8n deseada en un tiempo relativamente 

corto. la segunda ventaja.es qúe las mutactones son clonadas en un pl&s­

mido idªntico al si1vestre,e1imin!ndose la necesidad de subclonación. Es­

tas metodolog1as de c1onaci6n in vtvo han sido aplicadas para la clonacicSn 

de mutaciones regulatorias en el operón trp de E. coli ( Stauffer et al., 

1979) y para mutaciones en el operador del oper6n araBAO (Horwitz et al., 

1980}. 
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Nosotros adaptamos para nuestro caso,uno de los métodos descritos 

por Stauffer et al.(1979). Esta metodologia pretendía clonar las mutaciones 

mencionadas en el plasmido pACRl (Covarrubias et al. ,1980a). Este plásmi­

do,mostrado en la figura 8,porta los genes glnA,qlnL y .91.!!§.,asT como un 

gene que codifica para una proteina de 72 kdal,cuya función es desconocida 

y probablemente no relacionada a la regulaci6n de qlnA (Backman et al., 

1981). La estrategia de clonacidn para los alelos glnA7l::Tn~y glnG74:: 

Tn§_ se encuentra en la figura 5, Para la clonacidn de ambos alelos se par­

tid de la cepa MX924,descrita anterionnente. Esta cepa se utilizd como 

receptora en una transduccidn con fago Pl propagado en la cepa MX727 (.!ll!!.. 
A7l::Tni) seleccionándose las transductantes KanR,dado que éste es uno de 

lOs marcadores confer1dos por la insercidn de Tn§_. Esta transducci6n po­

dría generar tres tipos de recombinantes,mostrados en la fig.6. 

El primer tipo de recombinante era aquel en que el fragmento trans­

ductante recombina con la regidn cromosomal portada por el pl&smido. La 

cepa resultante tendría un fenotipo Gin-KanRColElIMM. El segundo tipo de 

recombinante estaba constituido por aquel en que el fragmento transductan­

te recombinaba con los· bordes de la deleciBn cromosomal,introduciéndose la 

regi6n mutada. Pensamos que la frecuencia de este tipo de recombinante en 

relación al primer tipo deberTa de ser menor,debido a que la déleción re­

duce las posibilidades de recombinacil:ln. Dado que en este _tipo de ·recombi­

nante se mantendrTa el plSsmido.pACRl,la cepa tendr1a un fenotipo Gln+KanR· 

Co1E111'1M. El tercer tipo de recombinante era aquella en que.el fragmento. 

transductante recombinaba con los bordes de la deleción cromosomal·y por 

otro lado el pl~smido segregaba de la éªlula. E1 fenotipo de éste tfP<> de 

recombinante sería Gln-KanRColE15• 

Al realizarse este experimento se encontraron los tres tfpos de re­

combinantes esperadas. A partir de una recombinante del primer tipo se 

·ais16 plSsmido y se transfonn6 con ~1 a la cepa MX919,seleccionándose trans-
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formantes KanR, El 100% de estas transformantes presentaban un fenotipo 

Gln-KanRColE11MM,lo que suger1a que estas cepas llevaban el plásmido pACRl 

con el alelo glnA71::Tn~. Una de estas cepas se denominó MX920. 

Para la clonación del alelo glnG74::Tn~ se procedió de manera simi­

lar. Se utilizó a la cepa MX924 como receptora en una transducción con fa­

go Pl propagado en la cepa MX902(g1nG74::Tn§_ ),seleccionandose las trans­

ductantes KanR. Esta transducci6n generó tres tipos de recombinantes,mos­

tradas en la fig.7.Estos tres tipos son analogos en su generación a los 

obtenidos durante la clonación de glnA71::Tn§_. El primer tipo de recombi­

nante dar1a un fenotipo Gln+KanR MS5 ColE11MM. El segundo tipo de recombi­

nante producir1a .~n fenotipo Gln+Kan~sR Co1El1MM, El tercer tipo de recom­

binante_provocar1a un fenotipo Gln+KanR MS5 Co1El5• 

A partir de una de las recombinantes del primer tipo se aisló plásmi­

do ,transform8ndose con él la cepa MX919,seleccionandose los caracteres Gln+ 

KanR. El 100% de las transfonnantes presentaba un ~enotipo G1n+Kan~S5Col 

Ei1MM,1o que suger1a que estas cepas portaban un pl8smido pACRl con el 

··alelo 91nG74: :Tni .. se ais16 una de estas transformantes y se le denomino 

MX92L 

3.- Análisis de.restriccHln de los p14smidos en las cepas MX920 y MX921. 

.. Para demos~rar que los pl!smidos en las cepas MX920 y MX921 porta­

ban efecti"vamerlte·e1 alelo deseado,se rea1iz6 un anal isis de ellos por 

restricci.ón con la enzima Pstl.Los pesos moleculares de los fragmentos de 

restricción con Pstl,de Tn.§.se detenninaron en base a mapas de restriccion 

previamente publicados:( Jorgensen et al. ,1979;Yamamoto et al. ,1980) así 

como por comparación con las bandas de. pACRlO en los casos donde había 

alguna discrepancia. 

Los resultados de este experimento se muestran en la fig.8. Para 

su interpretación,es necesario recordar que Tn~ posee cuatro sitios reco­

nocidos por la enzima Pstl. Por otra parte, la región glnA en pACRl se en-
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cuentra contenida en un fragmento de restricci6n con Pstl de 4.15 rodal. 

Cualquier inserción en esta región debe alterar el peso de este fragmento. 

Como se vé en la fig,8,los p13smidos,tanto de MX920 como de MX921,presen­

tan ocho sitios de restdcción para Pstl y han perdido ambos el fragmento 

de 4.15 mdal,ganándose dos nuevos fragmentos de tamaño variable segün el 

plásmido. En base a estos datos, se detenninó la localizacidn de la inser­

ción en cada pl3smido. 

El plasmido de la cepa MX920 (pACR71) presenta una inserción de Tni 

localizada cerca del sitio de EcoRl,en la región amino terminal de glnA. 

El plásmido de la cepa MX921 (pACR74) presenta una inserción de Tn.§. loca­

lizada a l,18 mdal del sitio de BamHl,en la región amino tenninal de glnG. 

La localización de ambas i'nserciones es congruente con los datos previa­

mente reportados. 

4.- Caracterización fenot1pica de MX920 y MX921, 

Se llevaron a cabo experimentos de cr-cimiento con las cepas MX920 

y MX921 en diversas condiciones nitrogenadas.Los resultados obtenidos se 

muestran en la fig.9, La cepa MX920 es incapaz de crecer en NH4Cl como 

fuente de nitrógeno.creciendo solamente en presencia de glutamina. El com­

portamiento de esta cepa es similar tanto en caracterfsticas como en velo­

cidad al de la cepa MX727,la cual porta el mismo alelo·(glnA71::Tni) que 

MX920,pero en MX727 este alelo es de localización cromos8mtca. Con respec­

to a frecuencia de reversión a Gln+,se ha encontrado que la cepa MX727 es 

incapaz de generar revertantes Gln+ (Brom,1982),encontrc!ndose el mismo 

resultado en la cepa MX920. 

La cepa MX921 es capaz de utilizar tanto amonio como glutamina como 

fuentes de nitrógeno,de manera similar a corno lo hace MX902 {glnG74: :Tn.§.). 

como se v~ en la fig. 9, En estricta concordancia,ambas cepas son hipersen­

sibles a MS a concentraciones de 80 l!M y en presencia de NH4Cl 15mM como 

fuente de nitrógeno y son Aut~ {fig.9). 
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Con respecto a la frecuencia de reversión a MSR*,se ha encontrado que 

la cepa MX902 genera este tipo de revertantes a una frecuencia de 1 Xlo-7 

(A. Osorio,datos no publicados),mientras que la cepa MX921 las genera a 

una frecuencia de 3.6 X 10-5• Esta elevacidn en frecuencia podría deberse 

a la naturaleza multicopia de pACR74. 

s.- Actividad especifica de GS en MX920 y MX921. 

Posterionnente se determin6 la actividad especifica de GS en MX920 

y MX921, La cepa MX920 carece de activtdad detectable de GS al igual que la 

cepa MX727,como se esperaba de la caracterizaci6n dé glnA71::Tni (tabla2). 

Por otro lado,la cepa MX902 presenta una constitutividad a bajo nivel para 

la actividad de GS¡sin embargo, la cepa MX921 {pACR74) es constitut1'va para 'l. 

la actividad de GS,pero los niveles de actividad alcanzados son ailn mayo-

res que los de MX922 (pACRl} en dtci'ones de represión {tabla 2), Estos 

resultados pueden explicarse por la naturaleza multtcopta de pACR74,asi 

·como al hecho de que este plSsmi'do carece del producto del gene glnG,eli­

mtnSndose ast cualquier posibilidad de represidn. 

6.- Análisis en el sistema de minicªlulas de los polipeptidos sintetizados 

por pACRl y pACR74; 

·Como ·Se mencion5 antertorrnente,el alelo·glnA71::Tni se encuentra 

extensamente caracterizado tanto genªtica como bioqu1micamente. Sin embar­

. 9º• el alelo.glnG74::Tn5 no ha sido caracterizado ailn con respecto a los 

productos siritettzados por !1, 

se·ña.'fdent1ftcado al producto del gene g1nG como un po1i'pªpttdo de 

* Esta se rea1iz6 en presencia de kanamici'na para evitar la aparici6n de 

revertantes en las que se hubtera escindi'do Tni. 
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aproximadamente 54 kdal,El análisis de los productos polipeptídicos sin­

tetizados por mutantes glnG mostrd en la mayorfa de los casos la pérdida 

del polipéptido de 54 kdal y la aparici6n de polipéptidos de menor peso 

molecular (Me Farland et al.,198l~Backman et al. ,1981). Dada la localiza­

ción del alelo glnG74::Tn~y la direccidn de transcripcióñ,deberia de haber­

se eliminado la sfntesis del polipéptido de 54 kdal. Con el fin de identi­

ficar el producto del gene glnG en pACRl,se decidió hacer el analisis de 

los polipéptidos sintetizados en un sistema de minicélulas dirigido por 

pACR74 o pACRl. 

Para 1 aidentifi"cacidn del producto del gene gl nG se uttl izó un ex­

tracto de minicélutas de pACR3,donde previamente se habi'a identificado 

este producto (Rocha,1981}, El an81isis de.los productos se llevo a cabo 

por electroforesis bidimensional segan la técnica de O'Farrell ,debido a 

que lagran variedad de·protefnas en estos extractos hac1a imposible su anS­

lisis por electroforesis unidimensional. 

En la fig.10 se muestra el resultado de este experimento. El produc­

to del gene glnG en pACRl presenta un peso.molecular aproximado de 53 kdal. 

Como se observa en la figura,este po1ipªptido desaparece de los productos 

de pACR74. 

Estos datos confirman las evidencias previas,obtenidas por an811sis 

de complementaci6n (Osorio et al.,en preparacion;Rocha y Covarrubias,datos 

no publicados) y por hibridizaciBn tipo Southern {Osario et al.,en prepa­

racil!n).las cuales conclufan que la insercil!n de i:ni en ·glnG74::Tni evita 

la stntesis del producto de glnG; 

Una posibilidad adicional de investigación radica en el aislamiento 

de mutantes MSRde MX921. Al aislarse mutantes MSRde MX902,se han obtenido 

alelos (i.e.,gln-76)los cuales pensamos que afectan la región regulatoria 

de glnA. El aislamiento de mutantes similares a las anteriores en plásmi­

dos tales como pACR74,nos pennitira el an81isis mutacional de la región 
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regulatoria de glnA con la ayuda de los m€todos de ingenierfa genªtica 

molecular. 

Otra posibilidad futura de investigacidn se encuentra en el an~lisis 

de los productos po1ipept1dkos sintetizados en un sistema de minicélulas 

dirigido por pACR71. Como se describt6 en la introducción, la región glnA­

glnG parece comportarse.por lo menos en algunas circunstancias,como un 

oper6n cuya transcripcidn se originarta en el promotor de glnA (fig.3). 

De acuerdo a esta hip8te~is,al analizarse los productos sintetizados por 

pACR71,deberia observarse una disminuctdn en la cantidad del producto de 

glnG,debtdo al efecto polar impuesto por Tn§... Una ventaja adicional de 

este sistema es que puede eliminarse la polaridad de Tn.§_ por un mªtodo 

in vitro,el cual deja una mutacic1n sttio~especffica no polar(Pa,nnekoek et 

al. ,1980). 

En este caso, los.niveles del producto de glnG deberfan aumentar a 

·.los encontrad.os en un plasmido silvestre, Este tipo de experimentos apor­

tar1an una evide~cia molecular para la hip6tesis del oper8ri en la regi6n 

glnA~g1nG. Recientemente ha sido clonada en pACRl una mutación que pensamos 

afecta glnL,por mªtodos an81ogos a los descrttos en ªste trabajo (J.C. 

·urbina,comunicaci8n personal), 

7.- Clonación in. vivo del alelo gln-76, 

Se ha observado.que la cepa MX902 (glnG74:~Tn.§.cromosoma1) es capaz 

de revertir a ~n fenotipo MSR a ~na frecuencia de 1 X 10-7,aan bajo presi6n 

selectiva en presencia de kanamicina para·evitar el enriquecimiento de 

segregantes que hayan perdido Tn§... Una de estas mutantes.llamada gln-76, 

presenta las siguientes caracteristicas: 

a).gln-76,en un contextQ glnG74~~Tn.?._,~onfiere un fenotipo MSR y una 

constitutividad a alto nivel para la stntes1s de GS~ Esta cepa es 

sin embargo Aut-. Por tanto~gln·76 suprime solo aquellas funcio-
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nes de~ relacionadas a la expresiéln de~ero no aquellas 

relacionadas a la expresiéln del fenotipo Aut. 

b) gln-76,en un contexto silvestre,presenta una síntesis nonnal de 

GS en condiciones de inducciéln,pero una síntesis de GS menos sus­

ceptible a represiéln que la cepa silvestre. Esta.cepa es además 

Aut+y MSR. 

c) gln-76,en un contexto glnP73;:Tni,presenta una actividad inter­

media constituti'va de GS y es Ms5 y Aut-. Por tanto,gln-76 per­

mite que la expresiéln de glnA sea independiente de l~s productos 

de glnG y glnF. 

d) El mapeo por transducción de gln.;.76 muestra que esta mutación 

esta 100! ligada a 9lnA. 

e) gln-76 es cis-dominante frente a el alelo silvestre. 

f) La GS puriftcada de una cepa·91n~76 es igualmente sensible ai_nhi­

biciéln por MS que la GS de una cepa silvestre. 

Pensamos que estas evidencias sugieren que gln-76 afecta la regi6n 

regulatoria de glnA,eliminando la necestdad de activadores para que exista 

promociéln y disminuyendo la eficiencia de interacción con el represor (Oso­

rio et al.,en preparaciéln). Es interesante hacer notar que el Onico reporte 

en· que se pretende haber aislado mutantes en la region regulatoria de...9.J!!A._ 

fue hecho con Klebsiella aerogenes(Rothstein et al.,1980). Dada la falta_ 

de informaci6n sobre este tipo de mutantes en f. coli .la. cara.eterización 

de gln-76 es de suma importancia. 

Nosotros pensamos que es deseable el localizar el alelo gln-76 a 

nivel de secuencia nucleotídica. Al analizarse la secuencia de la· regi6n 

regulatoria de glnA,se identificaron tres regiones con homologfa variable 

a un promotor"consenso" (Covarrubias y Bastarrachea.1983). Se desconoce 

cuál o cuales de estas regiones podrfan ser activas in vivo. De estar loca­

lizado gln-76 en esta zoni!_,SU analisis nos pennitirTa relacionar funciones 
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específicas con la estructura de la r-gión regulatoria de qlnA. 

Para la clonación del alelo g].!!.:2§.en el plásmido pACRl,se utilizó 

la!!!_etodolog?a de clonación anterionnente descrita.como se muestra en la 

fig.11. Esta estrategia se óasd en l~lta cotransducción observada (100%) 

entre glnA y gln .. 76 (A. Osorio,datos no publicados). lo cual facilita la 

obtencidn del p18smido deseadci, Para la clonacidn in vivo de qln-76 se 

utilizó la cepa MX966 (pACR71) como la cepa receptora en una transducción 

con fago Pl propagado en la cepa MX929 {g1n~75 cromosomal ),seleccionandose 

las transductantes Gln+, Esta transducctón podrfa generar tres tipos de 

recombinantes,mostradas en la figura 12, El primer tipo de recombinante 

tendr'ia un fenoti'po Gl n +MSRKan5y Col El IMM. El segundo tipo de rec~mbinante 
dar1a un fenotipo Gln+MsR KanR y Co1ElIMM1 el tercer tipo de recombinante 

presentar1a un f-notipo G1n+MSRKan5 y· Co1El5 • 

. . A part'fr de una de las recombtnantes del primer tipo,se ais18 plás~ 

mtdo y se transfonna con ~l a la cepa MX919,seleccion§ndose las transfor-
. + - + 

mantes Gln • El 100% de las transformantes presentaron un fenotipo Gln 
MSR Kan5, El analisis por restrtcctón con la enzima Pstl de los p1asmidos 

en estas transformantes mostr8 la existencta en todos los casos analizados 

. de un plásmido con un patrdn de restricci6n i'déntico a pACRl.Esto es com­

patible· con la hipótesis de que gln-76 es una mutación puntual o bien una 

peque~a inserc1dn o deleci8n que no es detectable por ~ste método. 

Por otro·lado,se eligieron dos transformantes al azar (MX990-l y 

MX990~2) y se les midf8 actividad de GS (tabla 3). Ambas transfonnantes 

presentaron una actividad de GS en condiciones de desrepresidn similar a 

la obtenida con el plasmido silvestre (MK922). Sin embargo, las transfor­

mantespresentaron una actividad de GS mayor,en condiciones de represión, 

a la obtenida con la cepa MX922. Este compGrtamiento es característico de 

cepas con la mutacidn Qln~76,como puede verse en la tabla 3, 

Para comprobar que la mutaci6n que confiere el fenotipo antes men-
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cionado radica en un p18smido,se aisló plásmido de.la cepa MX990-l y se 

transfonnó con él a la cepa MX914,seleccionándose las transformantes Gln+. 

De 20 transformantes anali"zadas,todas ellas presentaban un plásmido con 

un patrdn de restriccidn con Pstl tdintico al de pACRl y con una actividad 

de GS cualitativamente similar a la observada en MX990-1 . .fstos resultados 

confinnan que hemos clonado el alelo gln-76 en pACRl,llamándose a este 

plásmido pACR76. 

8.- Caracterización fenotfpica de MX990, 

Se analizó el ·comportamiento de crecimiento de MX990 en distintas 

condiciones nitrogenadas, Estos resultados se muestran en la figura 9, 

Como se vé,MX990 es capaz de crecer en todas las condiciones nitrogenadas 

probadas con una velocidad similar a la de MX922, Este resultado era de 

esperarse.dado que las cepas con los alelos cromosomales correspondientes 

(MX929 y MX615 }presentan un .comportamtento similar • 

• La caracterización ffsica y funcional de pACR76 es aún incompleta, 

En este trabajo se planteó la necesidad de localizar el alelo gln-76 por 

secuencia nucleotfdica. Sin embargo.recientemente se ha encontrado que el 

patrón de restricción de pACR76 con la enzima Haerrr difiere de1 obtenido 

para pACRl (P. Leen y A. Covarrubias,comunicación personal). Pensamos que 

esto facilitará grandemente la 1ocallzacil3n de esta mutaci6n. 

Se ha propuesto que glnA-.9.l!!§puede comportarse como un operan cuya 

transcripción se origi"naria en el promotor de glnA. De acuerdo a esta hipBtesis. 

al analizarse los productos polipept'idtcos sintetizados en un sistema de 

minic~lulas dirigido por pACR76,deberfa observarse un aumento en los nive-

les del producto de g1nG en comparaci8n a los observados con pACRl •. Esto 

aportaría nueva ev.idencia para la hipdtesis del operdn en la regi6n~-

glnG. 
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9.- Aná1isis de 1a hipersensibi1idad a MS en 1as cepas g1nG por inmunoe1ec­

troforesis cuantitativa. 

En el transcurso de este estudio hemos estado involucrados en el 

fenomeno de hipersensibilidad a MS presentado por las cepas glnG. Esta 

caracter1stica ha sido de importancia para la c1onación de glnG74::Tn~. 

además de que constituye un antecedente importante en el aislamiento del 

alelo gln-76. Dado que el obj~tivo de este trabajo es correlacionar la 

infonnación fisica y funcional de los alelos clonados con su comportamien­

to in vivo,es importante para nosotros el detenninar la causa de la hiper­

sensibilidad a MS. 

En nuestro laboratorio se ha encontrado que todas las mutantes glnG 

probadas son hipersensibles a MS, A una concentración de 80 ~M y en pre­

sencia de NH4Cl 15 mM,las cªlulas·91nG son incapaces de crecer.mientras que 

las células glnG+ sf lo hacen, Aesta misma concentración,MS inhibe el cre­

c.imiento tan_to de las cªlulas 'glnG como de las cªlulas glnG+ ,si se dismi­

nuye la concentración de NH4c1 a 0,5 mM (Osorio et al.,manuscrito en prepa­

raciór~.Es unhecho bien conocido que MS inhibe irreversiblemente a GS en 

presencia de ATP,debido a la formación de metionina sulfoximina fosfa­

to,el cual se une a GS provocando su inhibición ( Weisbrod y Meister,1973; 

Meister,1980). Por tanto,podr'a afirmarse que el fenómeno de hipersensibi­

lidada MS se debe a que las cªlulas glnG sintetizan cantidades pequeñas de 

GS,por lo que la cªlula serfa mas vulnerable a inhibición por MS. Las cé­

lulas. glnG+serían resistentes a inhibición debido a que sintetizarían una 

cantidad relativamente mayor de enzima. Sin embargo,el hecho de que las 

cªlulas ·glnG+sean hipersensibles a MS cuando se crecen en NH4Cl 0.5 mM,a 

pesar de que la actividad de GS es muy alta,nos lleva a concluir que este 

no es el unico factor involucrado. 

Una posibilidad seria el involucrar a varios factores como los res­

ponsables de la hipersensibilidad a MS,1os cuales son: 
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a) Inhibición irreversible de GS por MS.- además de la evidencia 

referente a inhibición de GS por MS,se han reportado un qrupo 

de muta~~es de Salmonell~ typhimurium las cuales son resisten­

tes a una concentración de lmM de MS. La GS de éstas mutantes 

posee una Km para NH¡ y para glutamato más alta" que la GS de 

la cepa silvestre y poseen una actividad de sintetasa resisten­

te acinhibición por MS ( Miller y Brenchley,1981). 

b) Actividad de la permeasa de glutamina.- MS inhibe el crecimien­

to de Chlorella vulgaris.Esta inhibición se previene por la 

adición de metionina y glutamina ex6genas,por lo que se postu­

la que MS entra a la célula a través de las permeasas para estos 

aminoácidos ( Meins y Abrams,1972). De manera similar,las mutan­

tes MSR de.?_~ typhimurium son dobles mutantes que afectan metP 

y glnP ,que son los genes que codifican para las permeasas de me­

tionina y glutamtna,respectivamente ( Betteridge y Ayling,1975). 

En f. coli se ha reportado que pueden obtenerse mutantes resis­

tentes a MS por alteraciones en el gene ~,el cual codifica 

para la permeasa de glutamina ( Masters y Hong,1981). Todas 

estas evidencias sugieren que los niveles de la penneasa de 

glutamina son importantes para que una cªlula sea resistente o 

sensible a MS. 

En I· coli se ha reportado que la-regulacidn de la permeasa 

de glutamina obedece a un control nitrogenado. En condiciones de 

limitación de nitrdgeno se desreprimen tanto GS como el sistema 

de transporte de glutamina,mientras que en condiciones de exce­

so de nitrógeno se reprimen ambos sistemas (Willis et al .,1975). 
+ Este hecho podrfa explicar el por quª las cªlulas ~son 

hipersensibles a MS en presencia de NH4Cl 0.5 mM (limitación 

de nitrógeno). 

-32-



Se ha reportado que mutaciones en los genes qlnL,glnG o olnF 

pueden alterar los niveles de penneasa de glutamina. En~- ~hi­

murium,las mutantes en glnL presentan una actividad de penneasa 

de glutamina mayor que la observada en la cepa silvestre (Kustu 

et al.,1979b),mientras que las mutantes en g1!l[ ~ 9J!!.§_ presentan 

una actividad disminufda de esta permeasa. En base a estos datos 

se postula que .91.n[Y glnG ser1an elementos regulatorios positi­

vos en la sintesis de la permeasa de glutamina (Kustu et al., 

1979b;l9BO) 

c) Nivel de GS y pozas intracelulares de glutamina.-En este respec­

to MS podria inhibir el crecimiento de la celula si esta poseyera 

una baja actividad de GS,conjuntamente con una poza intracelu­

lar baja de glutamina. 

Aún y cuando la consideracidn de estos datos podr1a explicar algunos 

de nuestros resultados,no explica otros. Especificamente,en i· typhimuri1J111 

se han aislado mutantes resistentes a MS,las cuales son braditr6ficas para 

glutamina y presentan una actividad baja de GS y GOGAT,aunque ninguna de las 

protefnas respectivas se encuentra alterada (Steimer-Veale y Brenchley,1974). 

Otro dato dificil .de explicar es el por que la cepa que porta el plasmido 

pACR74 es MS5,a pesar de que posee una actividad de GS mayor que la cepa 

con el alelo silvestre en el cromosoma y que deberia poseer una actividad 

disminuida de permeasa de glutamina. Por altimo,una cepa que posee una 

deleci6n ·cromosomal de la regiBn glnA-91nG y un p18smido que lleva sola­

mente glnA posee una actividad alta constitutiva de GS.A pesar de esto y 

de que deberia poseer una actividad baja de la penneasa de glutamina,la 

cepa es MS5• (L. Servín,datos no publicados). 

Una hipdtesis alterna podría ser que MS actuase como un elemento re­

gulatorio negativo en la sfntesis de GS. Esta hip5tesis tiene como premisa 

b8sica el que MS podria unirse a una de las moléculas encargadas de regu-
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lar negativamente qlnA (probablemente el producto de .i!..!!h) actuando como 

un falso correpresor. De esta manera.uno de los factores que determinaría 

el que una célula fuera sensible o resistente a MS seria la existencia de 

un regulador positivo que"titulase"el represor. Una célula ~carecería 

del regulador positivo.por lo que los efectos del represor se expresarían 

al mc1ximo. 

La evidencia mas importante para esta hipótesis ha sido hallada en 

el microorganismo'§treptomyt~ cattleya. En este organismo.al analizarse 

los extractos de células crecidas con MS,se encentro que la cantidad de 

GS era menor que la observada en células no tratadas con MS. Se propone, 

por tanto, que MS ademas de inhibir la actividad de GS puede reprimir la 

sfntesis de esta enzima (Streicher et al,,1981). Sin embargo este efecto 

parece no ser general ,ya q~e en la ciar.obacteria·Anabaena ~· cepa 7120 

nv se cbs2rvan diferencias en la cantidad de GS en células crer.idas con 

o si11 MS. (Orr y Haselkorn,1982}, 

La primera hipótesis descrfta para -¡::exf>l.i'car la hipersE·nsibilidad a 

MS (inhibición dt· la actividad de G5°1 actividad de la penneasa de glutami-

. na ,etc.) presupone que 1 a concentracion de GS en células crecidas con MS 

debe ser igual o mayor a la observada en células crecidas sin el an§logo. 

Por el contrario, la hi plltesi's que pos tul a a MS como un correpresor de la 

sfntesis de GS,predice que la concentrac1on de la enzima en células creci­

das con MS debe ser menor que la que se encuentre en células crecidas sin 

MS. Para d.iscernir entre estas dos hipotesis,se decidil'.l cuantificar la con­

centraci6n de GS en células crecidas con y sin MS por inmunoelectroforesis 

cuantitativa. 

En la inmunoelectroforesis cuantitativa,el anticuerpo monoespecffi­

co contra GS se encuentra distribufdo unifonnemente en una placa de agaro­

sa. La mezcla antigénica se coloca en pozos localizados en un extremo de 

la placa y se somete a electroforesis. Al migrar,el antfgeno es reconocido 
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inmunológicamente oor el anticuerpo,formándose un inmunoprecipitado en 

forma de cono (rocket) cuya 8rea es proporcional a la cantidad de antíge­

no existente en la muestra. 

En la fig.13 se muestra una inmunoelectroforesis cuantitativa en la 

que se ajustd el antfgeno a diversas concentraciones de proteina extraída. 

Se utilizaron como antfgen~~ extractos de las cepas MX614 (silvestre),MX927 

(glnG74: :Tni,gln-76) y N:'.:l''J ; . ºtr1·76)creddas en NH4Cl 15 mM con y sin MS. 

Como se observa en esta fi'g1.;ra,cuando las cepas MX614,MX927 y MX929 son 

crecidas en presencia de MS (pozos 2,4 y 9,respectivamente),la concentra­

ción de GS es mayor que cuando estas cepas son crecidas en ausencia de 

MS (pozos 1,3 y 8,respectivamente), Estos resultados están en contra de 

la hipótesis que postula a MS como un correpresor de la sfntesis de GS, 

siendo estos resultados m8s compattbles con una hip8tesis que contemple 

a la hipersensibilidad a MS como 1a resultante de inhibición de GS por M~, 

variaciones en la actfvidad de la permeasa de glutamtna y pozas intracelu­

lares de glutamina, 

La co~centración de una enztma depende tanto de su velocidad de sínte­

sis ,que no presenta retroinhibici6n,como de su velocidad de degradación, 

que depende de su concentraci6n ( Berlin y Schimke,1965).Por tanto.se ha 

propuesto que la expresión que indica el cambio en la concentración de una 

enzima (E} en el tiempo es: 

dE dT- S-K {E} 

donde S y K se refieren a las constantes de velocidad de síntesis y degra­

daci6n,respectivamente. Por tanto,la concentraci6n de la enzima en estado 

estacionario puede expresarse como: 

E= ~ 
K (Berlín y Schimke,1965). 

Los resultados observados en la figura 13 y en la tabla4 muestran 
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que las células crecidas en presencia de MS presentan una concentración de 

GS mayor que la encontrada en células crecidas en ausencia del inhibidor. 

Estos resultados pueden explicarse asumiendo que MS aumenta la velocidad de 

síntesis de GS o que MS jisminuye la velocidad de degradación de GS. Aunque 

la mejor interpretación de estos datos solo podrá alcanzar~e por la medi­

cion de las velocidades relativas de s?ntesis y degradación de GS y por un 

analisis de la concentración de mensajero espedfico,pensamos que nuestros 

resultados son compatibles con un aumento en la velocidad de sfntesis de GS 

provocada por MS,en base a evidencias resumidas a continuación. 

Previamente se ha descrito que cuando Klebsiella aerogenes es cre­

cida en condiciones de limitación de nitrógeno se observa una degradación 

de GS,por medio de un sistema de inacti'vación oxidativa y prote6lisis 

( Levine et al .,1981), En contraste a lo descrito para f. aerogenes,en 

I· coli K-12no se observa esta degradactón;probablemente esto sea debido 

a la alta actividad de catalasa presente en I; coli (Levine et al. ,1981). 

Nuestros resultados es·t8n en contra de que MS disminuya la velocidad de 

degradacidn de GS, De ser éste el caso, todas las cepas tratadas con MS 

deberían acumular mas GS que las no tratadas con MS y la relación GS tra­

-tada con MS/GS no tratada con MS deberfa ser similar en todos los casos. 

Los resultados mostrados en la fig.13 y en la tabla 4 muestran que @ste no 

es el caso. La relación observada entre la concentración de GS en células 

tratadas vs. no tratadas con MS ~ar?a en rangos amplios,lo cual arguye en 

contra de esta idea. 

Pensamos que el aumento en la concentración intracelular de GS en 

células crecidas con MS puede explicarse mejor por una elevación en la 

velocidad de síntesis de GS, Las evidencias cruciales para esta interpre­

tación son las siguientes; 

a) Debido a la inactivacidn de GS por MS (Meister,1980),1a poza 

intracelular de glutamina debe bajar y aumentar la de 2-oxoglu-
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tarato,comparada a las pozas en c~lulas no tratadas con MS. 

b) Los niveles relativos de 2-oxoglutarato/glutamina intracelulares 

son importantes,dado que el sistema de adenilación y desadenila­

ción de GS responde a los niveles relativos de estos metabolitos 

(fig. 2), Cuando la relación 2-oxoglutarato /9lutamina es alta, 

se estimula la desadenilacidn de GS;de esta manera la proteína 

P¡¡ se encuentra en su fonna uridilada (PIID-UMP),la cual esti­

mula a la adenililtransferasa para que desadenile GS Tyler, 

197BiStadtman et al,.1980), 

e) Magasanik y colaboradores proponen que la prote1na PIIA impide 

que GS se sintetize a niveles altos,mientras que la protefoa 

PIID·UMP tendrfa el efecto contrario (Rothstein y Magasanik,1980; 

Foor et al.,1980;Reuveny et al, ,1981). 

Por tanto,cuando E. ·coli se crece en condiciones de exceso de nitr6-

geno (NH4C1 15 mM},la relac\Bn z~oxoglutarato/glutamina debe de ser baja 

y los niveles de PIIA altos, lo cual provoca la adenilación de GS. La ele­

vación de los niveles de PrIA disminuye por tanto la sfntesis de GS. Cuan­

do se crece f . .!:.Q.}i en NH4Cl 15 mM con 80"11M de MS,la relación 2-oxogluta­

rato/glutainina debe ser alta y los niveles de PIID-UMP altos, lo cual pro­

voca la desadenilación de GS. En apoyo a esta nocidn,se ha encontrado que 

la adición del an81ogo de glutamina 6-diazo-5-oxo-L-norleucina (DON) a cé­

lulas _de f. coli provoca la desadenilacidn de GS (Wohlhueter et al.,1973). 

Dado que la./protefna PIID-UMP se encuentra en niveles altos,esto provoca­

ría un aumento en la sfntesis de GS. 

En apoyo a esta interpretacidn,nuestros datos muestran que las cepas 

capaces de aumentar la s1ntesis de GS (MX614 y MX929) presentan una acumu­

lación de GS cuando son crecidas con MS,mientras que una cepa constitutiva 

(MX927) presenta una concentracidn inalte:able de GS,independientemente de 

la presencia o ausencia de MS en el medio de cultivo. Este efecto no es 
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unico para el sistema glnA; se ha descrito que la adición de DON o MS al 

medio de cultivo de Salmonella typhimurium provoca una elevación de la 

síntesis de guanosina monofosfato reductasa (Garber et al.,1980). Sin em­

bargo esta es la primer•. vez que se sugiere que la adicidn de MS provoca 

un aumento en la concenuacion intracelular de GS. 

La regulacion de la expresión de glnA por metabolitos tales como 

glutamina y amonio y el papel que en ella juegan diversos factores como 

los productos de los qenes glnG,glnL y .9l!f. es un punto de capital impor­

tancia,hasta el momento pobremente analizado. Pensamos que el estudio de 

la hipersensibilidad a MS,en conjunción a las posibilidades de análisis 

molecular planteadas en este trabajo,podra aportar respuestas importantes 

a este complejo problema. 
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TABLA 1.-CEPAS BACTERIANAS. 

CEPA 

MX614 

MX615 

MX727 

MX850 

MX902 

MX914 

MX918 

MX919 

MX920 

MX921 

MX922 

MX924 

MX927 

MX929 

MX940 

MX966 

MX967 

MX968 

MX990 

AB1157 

GENOTIPO. 

F- .tJú Uv680 6 lp~o-.ea.c). 
F- .tJú Uv680 

6 
( p!t.0-.ea.cl 

6 
lgal-a..t:.tA-b.Co J • 

F- .:tJü. Uv680 
6

tpM-.ea.c) 
6

tga1-a.UA-b.io) glnA71::TnS. 

F- :tJU. .U.v680 
6 

tpM-.ia.cl 6 (gal-a..t:.tA-b.io1 .6upf 
6 

{ z..ig-z.ilt) 

U:h::Tns. 

F- :thi. Uv680 
6 

(p!l.0-lac) gl.nG74: :TnS. 

F- :thi. .U.v6BO 6 tp1tO-lac.) 
6

(ga1-a.W-b.iolt.upF ti.lug-u:h) 

F- tJú. .U.v680 6tpJW-.fac.) 6 lga1.-a..t.V.-b.iol .6upFti. (z..ig-u:h) 

t:Ju¡A, 

F- tJú. .U.v680 6 (p!W-l.ac) 6 (gal-a.tv.-bio) .6upF 6 ( zi.B-U:ltl 

ILecA56. 

Transformante MX919/pACR71. 

Transformante MX919/pACR74. 

Transformante MX919/pACR1. 

Transformante MX914/pACR1. 

F- .thl. ilv6BO t. (plt.D-.fa.c.) gtttG74: :Tns g.ln.-76 

F- tJú. .U.v680 
6

(pJW-.lac.) gln-76. 

F- .thJt .eeu :tlú.-1 .supE tac.Y t:DnA gal mal x.yi. a1r.Ct in.tt. miñ 

t. IU:g-U:h) z<.h: :Tn5. 

Transformante MX914/pACR71. 

Transformante MX940/pACR74. 

Transformante MX940/pACRl. 

Transformante MX919/pACR76. 

F- ;tivi.-1 .eeu-6 :tlú-1 tac.VI ga1K2 aJt.a.14 x.yi.-5 m:t11 p!toA2 

hi.64 MgE3 h.tfi.31 .thx.33 ~up37. 



TABLA 2.- ACTIVIDAD ESPECIFICA DE GS EN CEPAS DE EhcheJU.clU.a coL<. K-12. 

CEPAS GENOTIPO Gln ACTIVIDAD ESPECIFICA DE GS 

Cromosomal Plasm'fdico Re"iire-;.·íon Desreoresion 
NH4 NH4+MS Gln Arg 

MX615 A+ L+G+ -- .. -- 0,148 0,05 1.79 1.55 

MX850/pACR1 /:;, (A-L-G) A+L+G+ (pACR1) 0.342 NP 2.17 NP 

MX924 /:;, lA-L-G) A+L+G+ (pACRl) 0.201 NP 2.68 NP 

MX922 /:;, lA-L-G) A+L+G+ (pACR1) 0.196 0.07 2.51 2.69 

MX727 glnA71: :Tn5 ------ -.. -- ---- <0,01 ----
MX920 a!A-L-G) g.e.nA71:: Tn5 -~- .. ___ .,.. 

<0.01 ----
MX902 g.f.nG74: :Tn5 ------- 0,06 ---- 0.05 ----
MX921 /:;, (A-L-G) glnG74: :Tn5 0,38 -.... -- 0.55 ----

Abreviaturas: MS,L-metionina-DL-sulfoximina;Gln,L-glutamina;Arg,L-arginin~; 

Np,condiciBn no probada;--,ausencia de crecimiento. 

Para el caso de MX727,MX920,MX902 y MX921,los cultivos conten'fan 30 

µg/ml de sulfato de kanamicina, 

-49-



TABLA 3.- ACTIVIDAD ESPECIFICA DE GS EN CEPAS DE Et>clteltÁ.c!Ua coll K-12. 

1 

tEPAS GENOTIPO G 1 n ACT. ESP.DE GS Aumento 

Cromosomal Plasmfdico Recres Desreo. en veces NH4Cl Gln 

~X615 A1·1+G+ 0.122 1.79 14.67 

~X929 gbt-76 ------- 0.444 1.68 3.8 

~X922 6 [A-L-G) A°,.L+G+ (pACR1) 0.282 5.05 17.92 

~X990-l 6 (A-L-G) gltt-76 (pACR76) 1.645 5.36 3.26 

~X990-2 6 [A-L-G) gi.n-76 (pACR76) 1.863 4.03 2.16 1 
1 
1 
1 
1 . 

Abreviaturas,condiciones de crecimiento y ensayo similares a la tabla2. 



TABLA 4.- Datos de la inmunoelectroforesis cuantitativa mostrada en la 

fig.13. 

CEPA CRECIMIENTO EN: µg DE GS µg de GS en,MS/ µg de 

GS sin MS. 

MX614 NH4Cl 1.60 
5.42 

MX614 NH4Cl + MS 8.67 

MX927 NH4Cl 9.07 
1.10 

MX927 NH4Cl + MS 10.00 

MX929 NH4Cl 3.07 
2.52 

MX929 NH4Cl + MS 7.73 



1 
ui 
N 
1 

NH~ ATP 

~ 
Glutámico Glutamina 

2-oxogl uta rato 

Glutámico 2-oxoqlutarato 

Glucosamina-6-fosfato. 

Triptofano. 

Histidina. 

Asparaqina. 

Arqinina. 

Carbamil fosfato. 

CTP 

AMP 

GMP 

PNH 

Acido p-aminobenzoico. 

Fig. 1.- Biosfntesis y distribuci6n de ºlutamina en Escherichia coli. 



1 
U'I 
w 
1 

'GS 
(ACTIVA) ., 

ATP 

ADP 

ADENILACION 

DESADEN.ILACION 

PPi 

Pi 

GS-AMP 
{INACTIVA) 

Fig. 2.- Regulación de la actividad de GS por la cascada de adenilación-desadenilación. 



glnF 

·~---- ____ ., ____ .,_ --- - - ---1 

y 
Represor 

Producto de glnf' 

! 
Activador<D-~~~~~~-

r~g.3.- Modelo para la regulación de glnA propuesto ~or Kustu et al. 

Las flechas discontinuas ilustran la dirección de transcrip­

ción de cada gene. 
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º"' 5 µg/ml 

6 µg/ml 

'E 
7 µg/ml 

s... 
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"' 10ª 9 µg/ml "' ~ ::> 

\QJ . 10 µg/ml u 
QJ 

"'O . 
o z 

30 60 90 

Tiempo (minutos) 

Fig. 4.- Sensibilidad a kanamicina de la cepa MX615 
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Transducción Pl(MX727) X 

G 

Aislar plásmido. 

Transformar MX919 

Sel.KanR.100% son 

además Gln-ColEllmm 

e MX920 

oACRl 

MX924 

Transducción Pl(MX902) XMX924 

Sel.KanR. Buscar Gln+KanR 
MS5Col El lmm. 

Aislar plasmido. 

Transformar MX9~9 

Sel.Gln+KanR: 100% 

son además MS5Col 1mm 

t:. IG- L-Al 
MX921 

Fig. 5.- Clonación .Úl vivo de glnA7J;:Tn5 y9f.nG74::Tns·en pACRl. 
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Primer tipo. 

glnG glnl glnA 

·.~Tn5V 

1 1 1 1 e . glnG qlnl qtnA ) 
R 

pACRl 

_ __;mmam•m:1111am••ll-- Cromosoma 
/!J. [glnA-glnL-glnGI 

Segundo tipo. 

pACRl 
1 + 1 1 ) 

("" glnG. glnL glnA _ 

glnG glnL glnA Tn5 
1 •1 V 

.J \_ 

t; (glnA-glnL-glnGI 

Tercer tipo. 

Segregación 

glnG glnL glnA 

('---""'-'<l"""-·---'-.) ~ rACRl -· 
glnG glnl glnA Tn5 

1 ., 

_} \_ - e , .. , 1 

6 (glnA-glnL-glnGJ 

R 

D 

R 

Genotipo resultante. 

6 
(9lllA-gl11 L-glnG) / 

pACRl glnA71::Tn5 

~Fenotipo resultante. 

Gln-KanR ColEllmm 

Genotipo resultante. 

g!nA7J::Tn5/pACRl 

Fenotipo resultante. 

Gln+KanRColEllJlUll 

Genotipo resultante. 

glnA71: :Tn5 

Fenotipo resultante. 

Gln-KanRColE15 

Fig.6.- Recombinantes en la cruza Pl(MX727) X MX924.D,donador;R,receptor. 
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1 

Primer tipo 

glnG gfoL gtnA 
o 

Tn5 

J \ 
\_ 

R e glnG glnL glnA ) 
pACRl 

· · · -1,..llFl'•Pm••••I- ···· Cromosoma, 

6 lglttA-glnL-glnGI 

Segundo tipo 

e 
glnG 9ln L g.lttA 

pAC~l 
1 1 

~ 
glnG TnSglnL glnA 

o 

_} l 
R 

Tercer tipo. 

Segr. gb1G ab1L alnA 
(~--+1---ll--+-•----11,.....) 

D 

_J \_ ----- R 

6 (gbtA-g.f.nL-g.lnG) 

Fig.7.- Recombinantes en la cruza Pl(NX902) X MX924 
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Genotipo resultante. 

pACRl glnG74::Tn5 

Fenoti~o resultante 

Gln +KanRtlS5Col El Irmi. 

Genotipo resultante. 

glnG74::Tn5 /pACRl 

Fenotipo resultante. 

Gl n +KanRMsRco 1 El Imm. 

Genotipo resultante. 

glnG74: :TnS 

Fenotipo resultante. 

Gln+KanRMS5ColElS. 
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O Gl n, lmg/ml 

• NH4Cl 15 mM 

.A NH4Cl 15 mM + 

MS 80 lJM. 

!J. Arg,0.2%. 

2 4 6 8 1012 1416 24 
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pACRl pACR74 

pACR3 

Fig. 10.- Electroforesis bidimensional (O'Farrell) de minicélulas de plás­

midos rnutantes.pACR3 es una subclona que lleva solamente !1!11G 

y gtnL truncado. Abreviaturas: G,producto del gene glnG;T, 

polipéptidos codificados p~r Tn5 según Rothstein et al.; A, 

producto del gene 9lnA(GS). 
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MX966 

MX966 Sel.Gln+. Buscar 

IS'lhz+Kan5MsR 

oACR76 
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1 
L

1 
A

1 
) 

gln76 

Fig.11.- Clonación .iJt v.iVC!' die gln-76 en pACRl. 
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Primer tipo. 
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;----------~ 
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Fig. 12.- Recombinantes en la cruza Pl(MX929) X MX966. 

-63-

Genotipo resultante. 

6 !gl.11A-gl.11L-.9f11G) / 

pACRl ¡:¡tn-76. 

Fenotipo resultante. 

Gl n + Kan5MSRCol El Imm 

Genotipo resultante. 

gfn-76/pACR71 

Fenotipo resultante. 

Gln+KanRMSR ColEllmm 

Genotipo resultante. 

gln-76 

Fenotipo resultante. 

Gln+Kan5MSRColEl5. 



.. 

Fig~ 13.- Inmunoelectroforesis cuantitativa de c~lulas crecidas en presen-

cia o en ausencia de MS. En todos los casos las muestras se ajustaron a 40 

µg como prote1na total,salvo en los pozos 5 a 7. 

POZO MUESTRA POZO 

1 MX614 crecida en NH4Cl. 7 GS pura MX614,7 µq. 

2. MX614 crecida en NH4C1 + 8 MX929 crecida en N.H
4

C1 

.MS 80µ M 9 MX929 crecida en NH4Cl + 
3 MX927 crecida en NH4Cl. MS 80 µM. 

4 MX927 crecida en NH4Cl + 

MS 80-µ M. 

5 GS pura MX614,5µ g. 

6 GS pura MX614,6µ g. 
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