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INTRODUCCION.

En todos los sistemas bioldgicos,la asimilacidn del nitrdgeno en ma-
cromoléculas es esencial para el crecimiento. Dentro de las vias del meta-
bolismo nitrogenado,la glutamina es el compuesto sencillo mds importante.
Ademds de ser un componente para sintesis de protefnas,es una fuente de ni-
trégeno para la sTntesis de otros compuestos,como son triptofanohistidina,
CTP,etc. (fig.1 y en Stadtman,1973),

- La‘glutamina es sintetizada por ia adicifn de amonio a glutamato en
una. reaccidn éatalizada por l1a enzima glutamina sintetasa o GS { L-glutama-

to:amonio 1igasa,E.C.6.3.1.2):

. 2+
-‘NHZ +. glutamato + ATP ---ﬂgn-.--—b glutamina+ ADP + Pi

7 La @S en Escherichia ¢o11i es un dodecdmero de subunidades idénticas,
' caHa‘uﬁé con un peso molecular de aproximadamente 50 000 daltones. La acti-
v idad de ésta enzima requiere 1a presencia de un cat1dn d1va1ente tal como’
) .Mg?f,ﬂ 2+ 0. Co2 ( Stadtman y Ginsburg,1974; Me1ster,1980 ).
e En aTgunos organismos bajo condiciones de limitacidn de amonio,este
’ puede ser ut11fzado para formar glutamato por medio de 1a GS y la glutamato

sintasa- (GOGAT E.C.1.4.1,3)
i NHZ s glutamato + ATP .___gg______, glutanina + ADP + Pi

- glutamina + 2—oxog1utardto'+'NADPH ___§Q§51~__’ 2 giutamatoj+ NADP

NHZ_’ + 2-oxoglutarato+ ATP +# NADPH -~—————> 2 glutamato + ADP + Pi
+ NADP
Otra enzima capaz de incorporar amonio es la deshidrogenasa glutdmi-

caoGDH ( E.C. 1.4,1.4 },%a cual lleva a cabo 1a sfntesis de dcido glutd-



mico a partir de 2-oxoglutarato y amonio:

2-oxoglutarato +'NHZ + NADPH ———§95—~——4> glutamato + NADP

Esta via es la utilizada en condiciones de exceso de nitrdaeno ( Tyler,
1978).

En enterobacterias,tales como Escherichia coli Klebsiella aerogenes

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

de 1a regulacidn 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 regulacidn para GS,10s cuales son:
a) Nivel de actfvfdad;

b) Nivel de sintesis,

La regulacidn de GS a nivel de su actividad enzimdtica puede 1levarse -
a cabo pr.diversos mecanismos. Uno de ellos es la retroinhibicifn de GS -
por productos finales del metaboliswo de glutamina ( Stadtmah,19?3ia1ns4-'
burg y Stadtman,1973 )iotro mecanismo utilizado es la interéonveféidn én—

LA

tre una forma relajada o inactiva y una forma activa,en respuestg;a_la:§}¥}‘*;jﬁ
riacidn en 1a concentracién de cationes divalentes (Ginsburg'y'Staqtmgh;;f‘.?'J”
1973; Stadtman y Ginsburg,1974), PR

~ El sistema mds fino para la regulacidn de GS a nivel de su actividad
enzimitica consiste en un sisteha.de inactivacidn por adenilacibn. La adér
nilacién y desadenilacidn de GS son catalizadas por la enzima‘aden11i1tréns-
ferasa (ATasa). Esta enzima cataliza 1a reaccifn de adenilaci6n cuando es
estimulada por 1a protefna Py, (PIIA).perorcuando esta.a]tima'sejénéhgntra>
uridilada ( PIID—UMP) se estimula la reacciﬁh inversa. ta urfd%lacidn de 1a
protefna Pryse 1leva a cabo por 1a uridililtransferasa { UTasa), Esta en-
zima es activada por 2-oxoglutarato e inhibida por glutamina,por lo que la

reaccién de adenilacidn sucede en uno u otro sentido en funcifn de la re-

lacidn dintracelular de 2-oxoglutarato/glutamina{Ginsburg y Stadtman,1973;
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Stadtman et al,1980), Este sistema se encuentra esquematizado en la figural.

Ademds de la regulacidn de GS a nivel de su actividad enzimitica,
existe un mecanismo de control a nivel de su sintesis. 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 nitrdgeno en el medio de
cultivo. En condicionegde 1imitacidn de nitrdgeno (baja concentracidn de
amonio o glutamina como fuentes de nitr8geno),la sintesis de GS se encuentra
inducida,mientras que en presencia de un exceso de nitrdgeno {altas concen-
traciones de amonio),la sintesis de GS se encuentra reprimida.

E1 gene estructural para la GS de Escherichia c¢oli (gInA) se encuen-

tra 10ca1izado aproximadamente en el minuto B6 del mapa de ligamiento de
este organismo ( Bachmann y Low,1980),flanqueado por 1os genes leﬁ_y rha

( Ba§tarrachea et al,,1980;Pahel et al.,1979a},

' E1 primer tipo de mutaciones que afectan el nivel de expresidn del
'gené ginA,y por t;nto 1a sintesis de GS estd representado por mutantes en un
<géhe Tocalizado en el minuto 69 del mapa de ligamiento de E. coli,conocido
ficomo:glgf_(Bachmann ¥ Low,1980), Las mutantes gInF son incapaces de indu-
’cf? su sintesis de GS y por lo tanto se comportén como auxﬂtrofds de glu-

' téﬁina { pahel et al.,1978). Se ha propuesto que el producto de1 gene glinf
es.esencia) para la act1vacT&n de1 gene 'ginA,de manera que en ausencia de

g]nF glnA no se encuentra activado .

Las mutaCTones en el gene glnF son suprlmldas por mutaciones secunda-

' ﬂ“;rjas en un locus cercano a ginA ,or1gina1mente.des1gnado como glinR en S. Ty~

phimurium y gInG en E. coli ( Kustu et al,,1979a;Pahel et al,,1979b), Estas

mutantes son ahdra'prototrdficas para glutamina y presentan un nivel bajo
constitutivo de Gs;egtas mutantes son Reg™,es decir que son incapaces de uti-
" Tizar algunas fuentes alternas de nitrfgeno,tales como arginina o prolina.
Kustu y colaboradores ( Kustu ét al.,19792;1979b) han demostrado que el feno-

tipo Reg™ estd relacionade a Ja incapacidad de inducir los sistemas de

-3-




transporte espec{ficos para estas fuentes alternas de nitrdgeno,lo cual ha
si.do comprobado por otros autores ( Brenchley et at.,1980),

Recientemente se ha descrito que la regidn qlnG,tanto en E. coli como
en 5. typhimurium comprende en realidad a dos genes contiguos a ginA,deno-
minados glnL y gInG ( Mc Farland et al.,1981;Mc Neil et al.. ,1982a;Guterman
et al.,1982). Se ha logrado identificar a los productos de ginL y gInG como
dos polipéptidos de 36 kdal y 54 kdal,respectivamente {Mc Farland et al.,
1981). En la mayorfa de los casos,mutaciones en glnlL o gInG suprimen la
auxotrofia por glutamina causada por mutaciones en ginF. Dobles mutantes

qInF-g1nG o gInF-qinl sintetizan 65 a un nivel bajo constitutivo y son Reg .

En un contexto silvestre pakr'a glnF,las mutaciones en glnG causan una cons-
titutividad a bajo nivel para la sintesis de GS y son Reg™. Las mutantes
en gink presentan un nivel alto constitutivo para la sintesis de 6S y son
Reg+. En base a estos resultados, Mc Farland et al. (1981),proponen el mo-
delo mostrado en la fig.3, Los puntos mis importantes de este modelo son
los siguientes: ' _ '
a) E1 producto de glnG junto con el producto de glnF median la
activacién de la expresidn de glnA. “ )
ﬁ) Tanto el producto de glnG como el producto de gInL parecen
r;equerirse para regular negativamente la expresgﬁn_ de> qinA..
Nuevos datos comunicados por los laboratorios d‘e'MagasaMk y Ty'lér
corroboran este modelo y proponen algunas adiciones. Tzﬂ vez 'Tar:més .impor-
tante es que gjg_&—g_ﬂn_L-gJ_rlta_ p"ueden' éomportarse como uh operdh ‘cl\_lya trans-
criﬁci:‘in sé originaria en gInA y en dir_ecc‘ién a g_'l_n_G:'(!;ahev'l '-etvaﬂ .,1982; '
Chen et al.,1982;Mc Neil et al,.,1982ajGuterman et al, ,1982;Beﬁder y Eades,
1982). Estos grupos postulan ademds la existencia de un promotpr'adiciona]
en el gene glnL,a partir del cual podrfan transcribirse tanto glnL como
9inG, Datos obtenidos en nuestro laboratorio sugieren 1a existencia de un

promotor encargadoe de la transcripcién de gInG,por o menos en algunas con-
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diciones( Covarrubias,Rocha y Bastarrachea,datos no publicados). En apoyo
a la hipStesis que postula un papel dual (activador-represor} para el pro-
ducto 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).Datos obtenidos recientemente en el laboratorio de Mc Neil (Mc Neil
et a1.,1982b) confirman el papel dual de gInG y la funcidn como represor
del producto de ginl,mediante el andlisis gendtico de un gran nimero de mu-
taciones .en estg regifdn, Sin embargo,reportan el hallazgo de dos mutantes en
glnL las cuales,a pesar de estar afectadas en la regulacién de glnA,no su-
primen la auxotrofia por glutamina causada por mutaciones en glnF.
Ademds de los factores integrados por Kustu y otros en su modelo,se ha

- descrito ia existencia de otros factores involucrados en la regulacifn de 1a
4sinte$15 de GS,10s cuales adn no han sido correlacionados con &ste modelo.
Mediante el estudio de cepas con fusiones entre el promotor de glnA y el
gene;lacz;Rbthstein et a1.(1980) han demostrado que 1a concentracidn intra-
' cé1uiérﬂde GS es impoftante para modular la expresidn de glggﬁaunqde no es
..1gsenciq1:para el control negativo o positivo de dicho gene. Por otra parte,

“déios;obténidds por el grupo de Magasanik sugieren que la proteina Pr1s

’ademﬁs'de su'funéidn como catalizador en las reacciones de adenilacifn y
'-desaden11ac16n de Gs,juega un papel en Ta regulacién de la sintesis de GS.
" Se ha- descrito que mutantes carentes de 1a protefna PII son qincapaces de
reprimir Ta s1ntesis de GS aldn en condiciones de exceso de nitrdgeno,mien-
tras‘que mgtantes<a1teradas en ]a prote‘!na.Pn haciéndo]a incapaz de uridi-
‘ 1afse,ﬁresentan'un h{Qe1'bajo conétftutivo_de GS (Rothstein et al.,1980;
Foor. et al.,19803 Reuveny et al.,1981)

‘ En nuestro laboratorio estamos interesados en los mecanismos regula-

torios para 1a sintesis de GS en E. coli. La clonacién de ginA,ginL y qinG

.- de E. coli en plasmidos hibridos (Covarrubias et al.,1980a;1980b;1980c¢;

Backman et al.,1981) ha expandido 1as posibilidades experimentales del en-
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foque genftico. Sin embargo,la interpretacidn de los resultados obtenidos
del estudio de estos pldsmidos,se v@ obstaculizada por la naturaleza multi-
copia de ei]os. En este trabajo se presenta una alternativa para este pro-
blema ,que consiste en Ta clonacién de mutaciones previamente aisladas. Se

presenta la clonacidn in vive y andlisis de los alelos glnA71::TnS,g1nG74::

Tn5 y gin76,as1 como el principio de un andlisis del fenSmeno de hipersen-

sibilidad a MS presentado por las cepas glnG.

‘
o
‘8

-6



MATERIAL Y METGDOS.

1.- CEPAS BACTERIANAS Y BACTERTOFAGOS.
Todas las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo fueron de

Escherichia coli K-12 y se encuentran descritas en la tabla 1. E} bacterid-

fago utilizado fue P1 virA,el cual fue proporcionade por Neil Willets.

2,- CONDICIONES DE CULTIVO,

Medio rico.~ E1 medio rico utilizado fue Caldo Luria (bacto-triptona
1%,extracto de levadura 0,5%,NaCl 1%). Para aux8trofos de glutamina se adi-
ciond glutamina a una concentracidn de 1 mg/m]l

Medio mfnimo.~ E! medio m?nimo utilizado fue NN { Covarrubias et al.,
1980b) que contiene,en g/1:

KHZPO4 13,6 ‘FaC]z 0.01
. - K2504 2.61 FeSO4 . 7H20 0.0005

Mgs0, . 7H,0 0.2

A este medio se le adicion8 glucosa a una concentracifn final de 0.2%

como fuente de carboro y NH4C1 o L-glutamina a 15 mM ¢ img/ml,respectiva-
mente ,como fuentes de nitrgeno., Como fuente alterna de nitrdgeno se usd
L-arginina a una concentracifn de 0.2%. Para las pruebas de sensibilidad a
.L-metionina-DL-sulfoximina,se adicionaron NH4C1 a 15mM y MS a 80M. Los
requerimientos de las cepas se agregaron a sus concentraciones dptimas,que
variaron de I‘X 10"4 MazdX 10'3 M,dependiendo del aminodcido o vitamina.
Para 1a seleccidn de cepas resistentes a kanamicina o ampicilina,estas se
utilizaron a 30 ug/ml o 150 ng/ml,respectivamente. Todas estas substancias
fueron esterilizadas por filtracidn a travds de filtros Millipore HAWP
{0.45 pM) y se agregaron a 1asrsa1es previamente esterilizadas en la auto-

clave, Para la preparacidn de medios sélidos se agregd Bacto-agar al 1.5%.
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Para la purificacidon de DNA de pldsmido y l1a purificacién de minicé-
lulas se us6 el medio minimo M9 (Miller,1972) con las adiciones pertinen-
tes.

En todos los casos,las bacterias fueron crecidas a 37% y con agita-
cion para el caso de cultivos liquidos. El crecimiento fue detectado por
turbidimetria,empledndose un fotocolorimetro Klett-Summerson con filtro

rojo No.66.
3.-PREPARACION DE LISADOS DEL BACTERIOFAGO P1 POR LISIS CONFLUENTE.

Para los experimentos de transduccidn se utilizéd el bacteriffago
PL virA. Para la propagacién de dicho bacteridfago se utilizé el método de
1isis confluente ( Swanstrom et al..1951) como se describe a continujcidn.
Se crecid a la cepa donadora en Caldo Luria hasta fase exponencial (50 uni-
dades Klett};se mezclaron 0.5 ml de este cultivo con 0.1 ml de Pi diluido

a un titulo de 10’

UFp/ml (UFP= Unidades Formadoras de Placa) y se vacib

la mezcla con ayuda de agar suave LC ( Caldo Luria + CaCl2 25 mM + bacto-
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 pg/ml y

CaCl2 a 25nM). Se incubaron las cajas a 379C hasta observar confluencia de
placas (aproximadamente 12 hrs,}. Se afiadieron 3 ml de caldo Luria sobre 1a
superficie de las cajas,las cuales se incubaron por 2 hrs.a 4°C. Terminada

1a incubacidn,se raspd el agar suave de 1a superficie de las cajas y se colo-
c8 en tubos,donde se aftadié un m! de cloroformo por cada 20 ml de suspen-
sion fdgica,agitdndose vigorosamente, Se centrifuod (2 500 rpm ,10 minutos,

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

dante se tratd nuevamente con cloroformo y se aimacend a 4%,

4.~ TITULACION DE LISADOS DE P1,

Los lisados de Pl preparados como se describid anteriormente,se titu-
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Jaron utilizando a la cepa AB1157 como cepa sensible. Se crecid a la cepa
mencionada en Caldo Luria a 37°C con agitacidn hasta alcanzar 40 unidades
Klett;se centrifugd el cultivo y se resuspendid la pastflla celular en la
mitad dey volumen original de medio de adsorcidn ( MgSO4 0.01 M + CaC]2
0.005 M), Se hicieron diluciones seriadas del lisado fdgico por titular en
NN esté@ril y se mezclaron 0.1 ml de cada dilucidn con 0.1 ml del cultivo
concentrado, Se incubaron estas mezclas a 37°C por 20 minutos sin agitaciin;
en este tiempo ocurre la adsorci@n del fago. Terminada la incubacifn,se
vacid sobre cajas de Petri con medio LCTG con ayuda de agar suave LC.Las
“cajas se incpbaron de 12 a 24 hrs, a 37°C,contdndose el nimero de placas
‘en cada dilucidn. E1 titulo del Tisado se calculd utilizando la siguiente
férmula:

. No de placas por caja . .
T?tuﬂo (en UFP/m1)= X Inversa de 1a dilucidn
Alfcuota en mT— (como potencia base 10)

'5.{1TRANSDUCCIONES.

- lLas transducciones con el fago Pl virA se realizaron de la siguiente
:mahefa;‘La cepa.feceptora se crecf8 en Caldo Luria hastg fase exponencial
(40lun1dadgs Klett) ;ise céntrifug& el cultive (2 500 rpm por 10 minutos,
Son§a11‘GLC—Z) y sé:resuspendid 1a pastilla celular en un décimo del volumen
jbriginaTbbn Sécto~triptona al 1%,  La mltiplicidad de infeccidn utilizada fue
_ de 0,05. ,prepardndose las mezclas de 1a siguiente manera: 0.5 m! del cul-
. _btivo concentrado +-0, 5 m! - de MgSO 0,03 My Ca012 0,015 M + 0 5 ml de Tisado
fégico d11u1do en Ca1do Lurla as X 107 UFP/m1. Para el control,se sustitu-
“y6 con Caldo Luria a la suspenSIBn fdgica. Las mezclas se inciubaron 20 minu-
tos a 37°C sin agitacidn. Términﬁda=1a incubacidn se centrifugaron las mez-
clas y se lavaron dos yeces con NN estéril. Las c&lulas se plaqueardn sobre

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

€.~ TRANSFORMACIONES.



6.~ TRANSFORMACIONES.

Las transformaciones con DNA plasmidico se 1levaron a cabo de acuerdo
a Cohen et al.(1972). La cepa receptora se crecid en Caldo Luria hasta al-
canzar 30 unidades Klett. Las c@lulas se colectaron por centrifugacion
(10 000 rpm,4 minutos,rotor Sorvall SS$-34) y se lavaron eé la mitad del vo-
lumen original de NaCl 10 mM, Se resuspendieron las bacterias en la mitad
del volumen original con CaC]2 30 nM,incubdndose por 20 minutos a 4% sin
agitacidn. Terminada la incubacidn,se recuperaron las c8lulas por centri-
_fugaciﬁn (5 000 rpm,5 minutos,rotor Sorvall S5-34) y se resuspendieron en
un décimo del volumen original con CaC]2 30 mM, Se pusieron en contacto
DNA y bacterias y 1a suspensidn se incubé a 4°C por 60 minutos sin agita-
cifnzesta incubacidn fue sequida por un puiso de calor a 42°¢C por 70 segun-
dos sin agitacidn, Se adiciond Caldo Luria y se dejé crecer de 2 a 3 hrs.,
lavdndose entonces con NN estéril y plaqueando en el medio selectivo apro-

pilado,

7.~ AISLAMIENTO DE CEPAS thyA POR ENRIQUECIMIENTO CON TRIMETHOPRfM. »

Este procedimiento se us@ para obtener derivadas thyA de nuestras
cepas y es esencialmente el descrito por Miller (1972) y por Stacey y Simson
(1965). ) ; , )

Se crecifi a 1a cepa en el medio minimo. apropiado por 12.hrs. a 37°C

con agitacién, Se diluyd el cultivo hasta 1072

con NN estériﬁ'y;gevinocu—
laron (con 0.2 m1 de 1a dilucién 1072) 5 ml de medio hinfmo ﬁublémentado>
con 75 ug/ml de timina,10 pg/m! de trimethoprim y Caldo Luria al 2%. Se
incubé a 37°C con agitacién por 48 hrs,3;al término de esta incubacifn se
hicieron las diluciones apropiadas del cultivo,las cuales se platearon en
medio minimo suplementado con timina a 75 ug/ml, lLas derivadas Thy se iden-

tificaron por su incapacidad para'crecer en medios carentes de timina.
8.-0BTENCION DE CEPAS recAS56.
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Este método se basa en el ligamiento entre Tos genes recA y thyA para
obtener derivadas recA56. Para obtenerlas es necesario cruzar por conjuga-.
cién a una cepa Hfr‘[ggﬁ§§_con una cepa thyA,seleccionando para prototro-
fia para timina como se describe a continuacifn. Se crecieron a la cepa
donadora (JC5088) y a 1a cepa receptora  thyA) a 37°C con.agitacidn hasta
fase exponencial (40 unidades Klett), Se mezclaron 0.5 ml del cultivo de la
cepa donadora con 4,5 ml del cultivo de 1a cepa receptora (multiplicidad de
0.1) y se incubd por 30 minutos a 37°C sin agitacién. Terminada la incuba-
cidn,se centrifugd y se lavd dos veces con NN estéril. La suspensidn celu-
lar se diluvd hasta 1072 {con NN estéril) y se platearon las diluciones en
medio minimo sin timina. Se aislaron las derivadas sensibles a 2 pg/ml de
nitrofurantoina (como marcador no seleccionado) dado que €sta es una de las

caracteristicas de una cepa recA ( Jenkins y Bennett,1976).
9.-DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A KANAMICINA DE LA CEPA MXGIS.

Se crecif a la cepa por analizar en~caldo Luria hasta fase exponen-
ciaj (40 unidades Kiett), En este punto se fraccion6>e1 cultivo ériginaI
y se afiadid sulfato de kanamicina a concentraciones varjab1e§ entre 0 y 10
ug/ml. Los cultivos se incubaron por 90 minutos a 37°C con agitacidn. Ter-
minada 1a incubacifn,se dituyd cada cultivo hasta 10'7 con NN estéril y se
plaquearon las diluciones apropiadas en cajas de Petri con caldo Luria para

determinar 1a cuenta viable en cada condicidn (fig.4).
10, -AISLAMIENTO DE DERIVADAS KANs DE LA CEPA MX850.

Para aislar derivadas sensibles a kanamicina a partir de 1a cepa
MX850 se utilizé el siguiente método.

Se crecif a 1a cepa en Caldo Lurta sﬁpIementado con glutamina a 37°C
con agitacién hasta fase exponencial (40 unidades Klett). €n este momento
se afiadi§ sulfato de kanamicina a 7.5 pg/mi( la cual es una concentracidn

subletal de este antibiftico,ver fig. 4) y 2 500 U/ml de penicilina G s6-
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dica. Los cultivos se incubaron a 37°C con agitacidn 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 estd@ril. Las c8lulas se resuspendieron en Caldo Luria
suplementado con glutamina y se incubaron 12 hrs. a 37°C con agitacidn, Se
piatearon las diluciones apropiadas de este cultivo en el mismo medio y se

aislaron las colonias sensibles arkanamicina.
11,-DETERMINACION DE FRECUENCIAS DE REVERSION.

A partir de un cultivo de 1a cepa por analizar se obtuvieron colo-
‘nias aisladas. Se tomd una colonta y se resuspendid en 1 ml de NN estdril,
se hicieron las diluciones apropfadas y se inocularon 5 ml de caldo Luria
con una dilucidn que correspondiera a aproximadamente 40 células. Se incu-
b6 a 37°C con agitacidn hasta que el cultivo se volviera turbio. Se platea-
fon,1as.di1ucidnes apropiadas en el medio selectivo para revertantes y en
uﬁ medio-ﬁo selectivo. Se obtuvo 1a cuenta viable de células revertantes y
c8lulas totales,expresindose la frecuencia de reversidn como:

Nlmero de c¢&lulas revertantes por ml.
Ndmero de c8lulas totales por ml.

Frecuencia de reversifn=

- 12,- DETERMINACION DE PROTEINA
la concentracidn de proteina se determind sedn el método de Lowry et
. (1951),utilizande 1a fracc1dn V¥ de alblimina sérica bovina como referen-

cia, La concentracidn estd expresada como miligramos de proteina por ml.

13.- DETERMINACIGN DE LA ACTIVIDAD DE GLUTAMINA SINTETASA (GS).

Para 1a determinacifn de actividad de GS,los cultivos se crecieron
en medio minimo NN con diversas fuentes de nitrdgeno.El m8todo utilizado

para la determinacifn de actividad de GS fue el de Bender et al, (1377b)
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con las modificaciones introducidas por Covarrubias et al. {1980b).
Este ensayo mide la actividad de y-glutamiliransferasa 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 tenfa una actividad al-
ta o baja de GS,se uti1iz8 una prueba en colonia. Las cepas por analizar se
parchan en un medio con la condicifn nitrogenada apropiada. En 1os pozos de
una placa para hemaglutinacifn se colocan 100 ul de la mezcla de reaccidn
para y-glutamiltransferasa. Se transfieren las células de la caja de Petri
a los pozos con palillos estériles. Se cubren las placas y se incuban 45
minutos a 37°C. La reaccifn se detiene pdr 1a adicidn de 100 pl de reacti-
vo de parar por pozo. Las colonias con una alta actividad de GS viran a
rojo intenso,hientras que las colonias con baja actividad permanecen ama-

rillas, Este método fue reportado por Pahel et al.(1978).
14.- PURIFICACION DE COLICINA E1,*

La co1ic1nﬁ El utilizada en este trabajo fue obtenida de las cepas
JC411/Co1E1 o de RR1/ColEl segln el protocolo de Schwartz y Helinski (1971),

nea]izaqq hasta la fase de precipitacifn con sulfats de amonio.
15;; PﬁRIFICACION‘DE GS POR PRECIPITACION CON SULFATO DE ZINC,

© Esta se 11evé a cabo por el procedimiento de Miller,Shelton y Stadt-
man (1974) » '

16.- PURIFICACION DE DNA DE PLASMIDO.

Todos 1os pldsmidos utilizados en este trabajo fueron purificados

* Agradezco a A, Garciarrubio y a F. Bolivar el haberme proporcionado 1as

preparaciones de colicina El usadas en este trabajo.
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segiin el método de Betlach et. al.(1976). En este método,las células fueron
crecidas en medio M9 con las adicienes apropiadas a 37°C con agitacion hasta
alcanzar una concentracidn celular de 4 a 5 X 108 células por ml. Cuando
dsto ocurrid,se afiadiersn 170 mg/m1 de cloranfenicol con el propdsito de
amplificar el DNA de pldasmido y se incubé a 37°C con agitacion por 16 hrs.
Terminada esta incubacidn,las c8lulas fueron colectadas por centrifugacidn
y se lisaron con lisozima y Tritdn X-100,ademds de tratarse con RNasa. Los
residuos celulares se eliminaron por centrifugacién. E1 lisado claro asi
obtenido se tratd con fenol-cloroformo para eliminar protefnas solubles,

La solucidn de DNA se concentrd por precipitacidn con etanol y se pas6

a través de una columna de Bioge! A-50. Se determind la absorbancia a 260nm
de las fracciones obtenidas y el primer pico ( DNA de pldsmido) se preci-
pitd con etanol. Este precipitado se sometid a centrifugacidn en un gra-
diente de CsCl-yoduro de propidio para eliminar contaminantes de DNA cromo-
somal. E1 DNA de pldsmido as? obtentdo fue dializado,precipitado con eta~
nol y por (ltimo resuspendido en Tris-HCT 10 mM,EDTA 1mM,pH 8.0. Las pre-

paraciones de pldsmido se almacenaron a 4%¢,
17.- MICROENSAYO PARA DNA DE PLASMIDO,

Este mé8todo fue sfmi1ar-a1 descrito en el apartado anterior,con la
diferencia de que el DNA se purific de un cultivo de 5 mi eﬁ Caldo Luria,
omitiéndose tanto 1a amplificacidn como la columna de Biogel A-50 y el
gradiente de CsCl-yoduro de propidio, E1 DNA de plasmido as{ obtenido fue
apropiado tanto para andlisis de restriccidn como para trangformacién.
Alternativamente,se utiliz8 el microensayo descrito por Holmes y Quigley
(1981). '
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18.- PURIFICACION DE MINICELULAS,

Las minic@lulas conteniendo el pldsmido por analizar se purificaron '
usando gradientes continuos de sacarosa{de 5a 20%) en Tris-HC1 50 mM,EDTA
1mM,NaC1 100 mM,pH 7.5,como 1o describen Roozen et al. (1971) y Meagher
et al. (1977). Las minicélulas purificadas se resuspendieron en medio para
ensayo de metionina (Difco).lLa absorbancia de esta suspensidn se ajustd a
0.2 a 620 nm. Se incubdé una alfcuota de 2 ml en presencia de 50 uCi de
355—met10nina durante 30 minutos a 37°C con agitacidn. Transcurrido este
tiempo,se colectaron las minicéiulas por centrifugacidn.

' ‘ Para su andlisis electrofor&tico en una dimensidn,las minicélulas
~ fueron lisadas por calentamiento en bafio de agua por 2 a 5 minutos en una
so1u¢idn de glicerol al 20%,B-mercaptoetanol al 10%,S0S al 4.6% y Tris-
'HCT 0.125 M,pH 6.8. Para electroforesis bidimensional segin la técnica de
'OiFarre1I (1975) ,1as minicBluias se resuspendieron en amortiguador A y se
- 1jsaroﬁ por 3 a‘S ciclos de congelacifn y descongelacidn. Los productos se

visua1izaron-por fluorografta,
19, ELECTROFORESTS DE DNA EN GELES DE AGAROSA,’

La e1ectfoforgsis de DNA se realizd como 1o describen Bolivar et al.
(1977). se ytiliiaron placas verticales preparadas con agarosa al 1% en
amortiguador TBE {Trizma base QOmM,H3BO3 90 mM,EDTA 2.5 mM,pP 8.2). Las
muestras,en un volumen de 10 a 30 ul se corrieron a 150 V (voltaje constan-
te)a temperatura ambiente por unahora. Terminada 1a electroforesis,los
geles se tiﬁerdﬁ en una solucifn de bromuro de etidio a 4 ug/ml y se visua-
Tizaron con una 1dmpara de 1luz ultravioleta. Los geles se fotografiaron
usando una cdmara Polaroid MP-5 con filtro de gelatina amarilla No.9 Kodak

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

La electroforesis de protefnas se realizd segln la técnica de Laenmli
{1970). El1 gel inferior contiene poliacrilamida al 1l%y SDS al 0.1% en
amortiguador Tris-HC1 0.4 M,pH 8,.8;el gel superior contiene poliacrilamida
al 6,6% y SDS al 0,0625% en amortiguador Tris-HC1 0.08125 M,pH 6.8.La
electroforesis se 1levd a cabo a 10 mA por gel hasta que entraron las mues-
tras al gel inferior,aumentdndose entonces la corriente a 20 mA. Terminada
Ta electroforesis,se tifieron los geles con Azul briilante de Coomassie
R-250 al 0.06% en metanol :dcido ac8tico:agua (3:1:6) durante 15 minutos a

65°C,e1iminéndose el exceso de colorante con &cido acético al 10%.
21.- ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL DE PROTEINAS,

La electroforesis bidimensional de protefnas se 1levé a cabo segin

1a técnica de O'Farrell (1975). En &sta técnica la separacidn de proteinas
se 1leva 2 cabo por electroenfoque en la primera dimensidn y por un sis-
tema de poliacrilamida-SDS en la segunda dimensi6n. E1 electroenfoque se
1levd a cabo en geles de poliacrilamida al 6,8% con anfolinas pH 3 a 10.
Las condiciones de electroforesis fueron las descritas por 0'Farrell ,pero
omitiendo el pulso de alto voltaje. La electroforesis en segunda dimensién
se realiz8 en el sistema descrito en el apartado anterior,pero a'9 mA por
16 hrs., Los geles se tifieron con azul Brillante de Coomassie y se trataron

para fluorografia.
22.- FLUOROGRAFIA.

Esta se 1lev8 a cabo segdn 1a técnica de Bonner y Laskey (1974). Los
geles se secaron y se sometieron a autorradiografia utilizdndose pelicula

Kodak-X-Omat XRP5.
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23.- PREPARACION DE ANTICUERPOS*

Se inyectaron conejos con 250 g de GS purificada de la cepa RR1
(glgﬁf) en adyuvante completo de Freund, Los animales se inyectaron dos
veces en un intervalo de 15 d7as con las mismas dosis de GS. Los conejos se
sangraron por la oreja una vez a Ta semana durante tres meses,comenzando
una semana despu@s de la d1tima inyeccidn de GS. El1 suero obtenido de los
diferentes sangrados se utilizd para preparar la fraccidn total de y-glo-
butinas por tres precipitaciones con sulfato de amonio al 40% de satura-
cidn, E1 precipitado final se disolvid en amortiguador fosfatos 10 mM,

pH 7.2,§e dializ8 contra el mismo amortiguador y se congeld a -76°c,
24, -INMUNOELECTROFORESIS CUANTITATIVA.

fsé realizd segldn la técnica descrita por Weeke (1973) utilizando un
gél de agarosa al 1% conteniendo 0.5% de anti-GS. E1 amortiguador usado para
la {nmunoelectroforesis fue barbiturato de sodio 25 mM,pH 8.6 con azida de
sodio ai 0.025%. €1 gel se corrif por 15 hrs, a 5 V/cm. Terminada la electro-
foresis,e] gel se lavd exhaustivamente y se secd,tifiéndose con azul brillan- .
‘te de Coomassie R-250, | .
252-»ENDONUCLEASAS‘DE RESTRICCION **
. Todasf]as‘endbhucleasa de restriccifdn usadas en este trabajo se pre-
pararon- conforme 51 métodu‘de Greene et-al, (1978). Las condiciones usadas

ﬂ]para']asgpzimas fueron reportadas por Bolivar et al.,(1977)

* - Agradezco a. Susana Ldpez y Réfae] Palacios el haberme proporcionado el
suero anti-GS usado en este trabajo.
** Agradezco a A. Covarrubias y a F. Bolivar el haberme proporcionado las

endonucieasas de restriccidn utilizadas en este trabajo.

-17-



RESULTADOS Y DISCUSION.

1.~ Obtencion de Tas c:mas necesarias para la clopacifn in vivo de muta-

ciones en la regiGa glnA.

-

Para la clonacidn in vivo de mutaciones en 1a regidn ginA,se utili-
26 una adaptacidn del método para clonacidn in vivo descrito por Stauffer
et al. (1979). La estrategia utilizada consistif en propagar el bacterid-
fago P1 en la cepa que posefa la mutacidn que desedbamos clonar,utilizdn-
dose este fago para una transduccifn generalizada en que la cepa recepto-
ra portaba el pldsmido pACR1 (silvestre para la regifn ginA,ver ¥ig.8)
y una delecidn cromosomal que abarcaba 1a regién ginA. Se esperaba,pues,
1a recombinacién entre el fragmento transductante y la regian glnA loca-
1izada en el pldsmido, Seleccionando los marcadores adecuados es posible
obtener el pldsmido recombinante deseado,
Para 1a aplicacidn de esta metodologia se necesitaba construir pre-
viamente una cepa que poseyera las siguientes caracteristicas: |
a)VUna delecidn cromosomal de 1a regidn glnR y cuya extensibn fuera
de un minuto del cromosoma bacteriano o mds. Dade que la capaci-
dad de transduccién por una cpside de Pl es de 2 minutos,esta
condicion reducfa la posibilidad de recombinacién entre el frag-
.mento transductante y el cromosoma bacteriano.
b) Proficiente en recombinacifn,para permitir un expeéimeqto de trans-
duccidn generalqizada. _
¢} Un fenotipo Kans. para poder utilizar a TnS (KanR)-como marcador
seleccionable.
En nuestro laboratorio se ais16 una cepa que cumplfa dos de las tres

caracteristicas requeridas. Esta cepa,llamada MX850,fue obtenida a partir
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de MX752 (1a cual posee un fago A integrado cerca del operdn rha) como una

derivada GIn~ por curacidn del fago A por termoinduccidn ( Servin,1981).

Por hibridizacidn tipo Southern se demostrd que esta cepa carece de los

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

Esta delecidn debié de haber eliminado todo o parte del operdn rha,dado

que la cepa MX850 es Rha~ (L. Serv?n,datos no publicados). Esta cepa es ade-

mas gggﬂt: Siﬁ embargo,debido a las caracterfsticas del sistema usado para

el aislamiento de esta cepa,esta posee un transposén Tn5 en uno de los

bordes de 1a delecidn,siendo por tanto KanR.
Dados .1os requerimientos de nuestro método para clonacidn de mutacio-

nes,era necesario obtener derivadas KanS

de MX850 por escisibn precisa de
Tns. Como 1a frecuencia de escisidn precisa de Tn5 en mutantes lac::Tn5

(episomés F'lac ) es del orden de 1 X 1076 (Egner y Berg,1981),era desea-

“:_ ble diqunek de un mBtodo que permitiera el enriquecimiento de cepas Kan®,

* Esto.se logré sometiendo a l1a cepa MX850 a un enriquecimiento con penici-
1]fﬁa(Mi11er,1972) en presené?é-de concentraciones subletales de kanamici?
'ﬁa ( 7.5 pg/m fig.4),como se describié en Material y Métodos. Dentro de las

‘-sobrev1vientes a este tratamiento el B1.8% presentaron un fenot1po Kan .

Se a1s18 una de estas derivadas y se le denomind MX914,

"‘ La cepu MX914 cump?e con 105 requerimientos necesarios. Para descar-
tar 1a p051b111dad de que al escindirse TnS hubiese afectado alguna regidn
‘__no detectada de importanc1a para la- regulacién de gInA (y como otro prere
qu1s1to de‘nuestrO'método) se ais18 1a cepa MX924 por transformacifn de
MX914 con pACRl Cme"pueﬂe verse-en Ta tabla 2 y en la figura 9,tanto la
. actividad de GS como su- crec1m1ento en diversas fuentes de nitr8geno es
similar a 1o observado en MX850/pACR1, Poster1ormente se aisld 1a derivada
recA56 de MX914,obten1éndose primero una derivada thyA (MX918) y conjugan-
do esta derivada con.1a cepa JC5088,como se describid en Material y Méto-

dos. Se obtuvo 1a cepa MX919 (Thy" recAS6 Kan® ,(rha-glnA-glnL-ginG)) .
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2.~ Clonacidn in vivo de los alelos gInA71::Tn5 y gInG74::Tn5 en pACR1

Previamente se han descrito en nuestro laboratorio dos mutaciones
por insercifn de Tn5,%as cuales afectan 1a regiSn glnA. Una de ellas,el
alelo glnA71::Tn5,se encuentra localizada en el gene glnA,lo gue provoca
un fenotipo Gln"KanR, La cepa que 1leva este alelo,113mad£ MX727 ,carece de
antigeno similar a GS,demostrable por inmmunoelectroforesis cuantitativa
(Bastarrachea et al.,1980;Brom,1980), Por experimentos de hibridizacién
tipo Southern,se demostrd que el Tn5 en esta cepa estd integrado cerca de

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

E1 segundo alelo descrito fue ginG74::Tn5, 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 Jos fenotipos
caracterfsticos de una cepa’'ginG es la incapacidad de utilizar fuentes al-
ternas de nitrdgeno como arginina (fenotipo Aut”),prolina( Put”),etc.,cono-
cidos en conjunto come fenotipo Reg™, La cepa MX902 es Aut™ ,como puede
gbservarse en 1a fig. 9. En nuestro Taboratoric se ha demostrado que,ademés
de 1a constitutividad a bajo nivel para GS y e1 fenotipo Reg™,las cepas
gInG son hipersensibles al andlogo de glutamina L-metionina~DL-sulfoximina
(MS). A una concentracidn -de MS de 80 yM y en presencia de NH4Cl'a 15 mM,
Yas cepas gInG son incapaces de crecer,mientras que las cepas'glggi_crecen
(fig.9 y Osorio et al.,en preparacifn), Por experimentos de hibfidiiaCiGn
~ tipo Southern,se localiz6 la insercidn de glgglﬂ;:Tn§_avl.18 mdal de un
sitio de BamH1(fig.8) en el amino terminal del gene alnG (Osorio ét'a]..en
preparacion, _ | -

La £16nac16n de estas mutaciones,ademfs de corroborar los datos pre-
viamente descritos,nos permitirfa su andlisis por métodos de ingenierfa
genética molecular,capacitindonos para ampl-iar nuestros conocimientos de

estructura y regulacifn en este sistema.
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Los métodos convencionales de clonacidn molecular de DNA 1levando
una mutacién conocida_invo]ucran el repetir el procedimiento usado para
cionar el gene silvestre,usando DNA aislado de 1a cepa mutante. Un buen
ejemplo de esta metodologia,as? como de la informacidn regulatoria que
puede obtenerse,lo constituye el estudio de mutaciones en el operador del
operdn bio de E, coli,las cuales han sido clonadas en plédsmidos hibridos
(Barker et al,,1981). Tedricamente,la clonacidn de nuestras mutaciones
podria facilitarse por el hecho de que la regifn ginA 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 Hindil!. Des~
-afortunadamente,como nuestras mutaciones son inserciones presentan nuevos
. sitios para HindlII,To que nos-obligaba a utilizar otros métodos de fraccio-
namiento,como el mecdnico. Esto conducta a que los fragmentos aislados
;Pbdﬁ?an ser de diverso tamafie ,0b1{gdndonos a etapas posteriores de subclo-
l:i5ﬁ§§i6n con el fin de poder comparar nuestros pldsmidos mutantes con el
":‘b]ash1d§f511vestre. |
) Sin embargo.recfentemehte se han descrito una serie de metodologias
para 1a clonacidn jg;!igg,de mutaciones, Estas técnicas estdn basadas en
:,;1ds-fen6meﬁos dg_homogenotizécidn y transduccidn generalizada y conducen
a 1ds_mis¢ds'res§1tados que los métodos de clonacidn ig_jjjggg;'Estos méto-
B w«ﬂéé‘presentanidos ventajas importantes sobre los métgdos'pqra clonacidn in
. ﬁigrg_de mutééiones. La primera'de ellas es que las etapas son simples,
permitiendo ]a‘bloﬁacién.ﬂe»1almutaciﬁn'deseada_en un tiempo relativamente.
~corto, la segundé‘ventaja"es qne 1as mutaciones son clonadas en un plés-
‘mido 1déﬁt§co al silvestre,elimingndose 1a necesidad de subclonacibn. Es-
tas metodologfas de clonacidn jg_jjgg_han sido aplicadas para la clonacifn
de mutaciones regulatorias en el operdn trp de £. coli ( Stauffer et al.,

1979) y para mutaciones en el operador del operdn araBAD (Horwitz et al.,
1980).
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Nosotros adaptamos para nuestro caso,uno de los métodos descritos
por Stauffer et al,(1879). Esta metodologfa pretendia clonar las mutaciones
mencionadas en el pldsmido pACR1 (Covarrubias et al,,1980a). Este pldsmi-

do,mostrado en 1a figura 3,porta los genes glnA,qlinl y glnG,as¥ como un

gene que codifica para una protefna de 72 kdal,cuya funcifm es desconocida
y probablemente no relacionada a la regulacidn de glnA {Backman et al.,
1981). La estrategia de clonacifn para los alelos glnA71::Tn5 y ginG74::
Tnb se encuéntra en la figura 5. Para la clonacidn de ambos alelos se par-
tid de 1a cepa MX924 ,descrita anteriormente. Esta cepa se utilizd como
receptora en una transduccidn con fago P1 propagado en la cepa MX727 (gln
‘A71::Tn5) selecciondndose las transductantes Kan®,dado que éste es uno de
los marcadores conferidos por la insercifn de Tn5. Esta transduccidn bo-
dria generar tres tipos de recombinantes,mostrados en la fig.6.

E1 primervtipo de recombinante era aquel en que el -fragmento trans-
ductante recombina con la regidn cromosomal portada por el p155mido.'La
cepa resultante tendria un fenotipo,Gin'KanRCo1£1£MM. E1 segundo tipo de
recombinante estaba constituido por aguel en que el fragmento-tfansductan-
te recombinaba con los bordes de la delecifn cromosomal,introduciéndose 1a
regidn mutada. Pensamos que 1a frecuencia de este tipo de vecmnbiﬁante en
relacifn al primer tipo deberfa de ser menor,debido,arqué la dé}ecién re-
duce las posibilidades de recombinacifn. Dado que en eﬁte.tipo de;recombi—
nante se mantendrfa el pldsmido.pACR1,1a cepa tendrfa un fenbtipo ntkan®
'Co1EIIMM.'El tercer tipo de recombinante era aguella eh que_el fragmento
tfansductante rec0mbin£ba con Tos bordes de la delecibn crhhosomal*y por
otro lado el plasmido segregaba de 1a éé1uia. E1 fenotipo de este tipo de
recombinante seria 61n"Kan"Co1£1%, ‘ |

Al realizarse este experimento se encontraron los tres tipos de re-
combinantes esperadas. A partir de una recombinante del primer tipo se

ais16 pldsmido y se transformd con &1 a la cepa MX919,selecciondndose trans-

-22-



formantes KanR. E1 100% de estas transformantes presentaban un fenotipo
Gln"KanRColEIIMM,lo que sugeria que estas cepas llevaban el plasmido pACR1
con e1 alelo ginA71::Tn5, Una de estas cepas se denominé MX920.
Para 1a clonacidn del alelo glnG74::Tn5 se procedidé de manera simi-

Jar, Se utilizd a la cepa MX924 como receptora en una transduccién con fa-
go P1 propagado en la cepa MX902(g1nG74::Tn5 ),selecciondndose las trans-
ductantes KanR. Esta transduccidn generd tres tipos de recombinantes,mos-
tradas en la fig.7.Estos tres tipos son andloges en su generacidn a los
obtenidos durante 1a clonaciGn de glnA71::Tn5. E1 primer tipo de recombi-
nante daria’un fenotipo Gid+KanR MSS Co]ElIMM. El1 segundo tipo de recombi-
nante produdiria.gn fenotipo GTn+KanRMSR Co1E1;MM. E1 tercer tipo de recom-
_ binante provocarfa un fenotipo Gin"kan® MsS cole1S,
_ : A parti} de una de las recombinantes del primer tipo se aislé plésmi-
do,transformandose’con 81 la cepa MX919,seleccionindose los caracteres Gin"
'f KahR. E1 100% de las transformantes presentaba un fenotipo G1n+KanRMSSCo1
-l 1I“M,1o que sugerfa que estas cepas portaban.un pldsmido pACRl con el

ﬂ'alelo glnGY4..Tn5 Se ais]é una de estas transformantes y se le denom1no

. »MX921

f 3{7 Analisis de;restriccidn de los pldsmidos en las cepas MX920 y MX921.

'f.Pafé démbstrar que'i6s pldsmidos en las cepas MX920 y MX921 porta-
ban éfectfvameﬁte‘é1'é1e16 deseado,se realizd un an&]is%s de ellos por
"‘restrxcc16n con 1a enzima Pstl, Los pesos meleculares de los fragmentos de
.restricciﬁn con Pstl de Tn5 se determlnaron en base a mapas de restriccién

prev1amente pub11cados ( Jorgensen et al.,1979; Yamamoto et al.,1980) ast
como por compara;ion con las bandas de.pACRlO en los casos donde hab1a
a]guna‘discrepancia.

Loé resqltados de este experimento se mgestran en la fig.8. Para

" su interpretacion,es necesario recordar que Tn5 posee cuatro sitios reco-

nocidos por la enzima Pstl. Por otra parte,la regidn glnA en pACRl se en-
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cuentra contenida en un fragmento de restriccidn con Pstl de 4,15 mdal,
Cualquier insercidn en csta regidn debe alterar el peso de este fragmento.
Como se v&€ en la fig.8,10s pldsmidos,tanto de MX920 como de MX921,presen-
tan ocho sitios de restriccidn para Pstl y han perdido ambos el fragmento
de 4.15 mdal,gandndose dos nuevos fragmentos de tamafic variable segdn el
pldsmido. En base a estos datos, se determind 1a localizacifn de la inser-
cién en cada pldsmido,

E1 pldsmido de 1a cepa MX920 (pACR71) presenta una insercidn de Tn5
localizada cerca del sitio de EcoRl,en 1a regidn amino terminal de glnA.
E1 pldsmido de Ta cepa MX921 (pACR74) presenta una insercidn de Tn5 loca-
lizada a 1,18 mdal del sitio de BamHl,en 1a regidn amino terminal de glnG.
La localizacidn de ambas inserciones es congruente con los‘datos previa-

mente reportados.
4,- Caracterizaci6n fenotipica de MX920 y MX921,

Se 1levaron 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‘e§ incapaz de crecer en NH4C1-coho
fuente de nitrdgeno,creciendo solamente en presencia de glutamina. E1 com-
portamiento de esta cepa es similar tanto en caraéter?sticas como en velo-
cidad al de 1a cepa MX727,1a cual porta el mismo a]elo'(glg&]l;:Tng_) que
MX920,pero en MX727 este alelo es de localizacidn crqmosdmfca.'Con réspec-
to a frecuencia de reveréidn a G1n+,se ha enﬁontrado qué Ia;cepa Mx?27 es
incapaz de génerar revertantes GIn' (Brom,1982).encontrandqﬁe:é] memo
resultado en la cepa MX920, : | ' A _' -

La cepa MX921 es capaz'de utilizar-tanto amonio como glutamina como
fuentes de nitr8geno,de manera similar a como 1o hace MX902 (g1nG74::Tn5),
como se v8 en la fig. 9, En estricta concordancia,ambas cepas son hipérsen-
sibles a MS a concentraciones de 80 WM y en presencia de NH4C1 15mM como

fuente de nitrdgeno y son Aut™ (fig.9).
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R*,se ha encontrado que

Con respecto a la frecuencia de reversidn a MS
la cepa MX902 genera este tipo de revertantes a una frecuencia de 1 Xl()"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 podria deberse

a la naturaleza multicopia de pACR74.
5.,- Actividad especifica de GS en MX920 y MX921,

Posteriormente se determind la actividad especifica de GS en MX920
y MX921, La cepa MX920 carece de actividad detectable de GS al igual que la
cepa MX727,como se esperaba de la caracterizacifn dé gInA71::Tn5 (tabla2).
Por otro 1§do,1a cepa MX902 presenta una constitutividad a bajo nivel para
,_1éiact1vidad de GSysin embargo,la cepa MX921 (pACR74) es constitutiva para -
la activfdad de Gs,peré 165 niveles de actividad alcanzados son aqn mayo-
res que los de X922 (pACR1) en diciones de represifn {tabla 2}._Estos
resultados pueden explicarse por la naturaleza multicopia de pACR74,asi
';como ai hecho de que este pldsmido carece del producto del gene ginG,eli-

mindndose ast cualquier posibilidad de represidn.
nfG.-.Anﬁ1isis en‘e1.ststema de minic8lulas dé los polipdptidos sintetizados '
' por pACR1 y pACR74,

-Cdmo~se.mencjon6 anteriormente,el alelo gInA71::Tn5 se encuentra

extensamente caracterizado tanto gen8tica como bioquimicamente. Sin embar-

.90, el a1e1o-ngG74::Tn5 no ha sido caracterizado aidn con respecto a los
. productos sintetizados por &1, -
Se ha. tdentificado al producto del gene ginG como un po'l tpéptido de

* Esta se realizf en presencia de kanamicina para evitar Ta aparicion de

revertantes en las que se hubfera escindido Tn5.
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aproximadamente 54 kdal.El andlisis de los productos polipeptidicos sin-
tetizados por mutantes ginG mostrd en la mayorfa de los casos la pérdida

del polipéptido de 54 kdal y la aparicidn de polipéptidos de menor peso
molecular (Mc Farland et al.,1981;Backman et al.,1981}. Dada la localiza-
cién del alelo glnG74::Tn5 y la direccifn de transcripcidn,deberia de haber-
se eliminado la sintesis del polipéptido de 54 kdal., Con el fin de identi-
ficar el producto del gene ginG en pACR1,se decidid hacer el andlisis de

los polipéptidos sintetizados en un sistema de minicdlulas dirigido por
pACR74 o pACR1.

Para laidentificacifn del producto del gene glinG se utiliz un ex-
tracto de minicélulas de pACR3,donde previamente se habfa identificado
este producto (Rocha,1981), E1 andlisis de los productos se 1levd a cabo
por elgctroforesis bidimensional segdn la técnica de O'Farrel},debido a
que lagran vafiedad de protefnas en estos extractos hacfa imposible su and-
1isis por e1ectroforésis unidimensional, )

En la fig.10 se muestra el resultado de este experimento. E1 produc-
to del gene glinG en pACRL presenta un peso.molecular aproximado de 53 kdal.
Como se observa en Ta figura,este polip8ptido desaparece de 1os prbductosk
de pACR74,

Estos datos confirman las evidencias previas,obteﬁidas por.anglisis
de complementacifn (Osorio et al,,en preparacian;Rochavy Covarrubfés.dafos
no publicados) y por hipridizacidn tipo Southern (Osorio et al.,en prepa-
racidn) Tas cuales conclufan que la fnsercidn de Tn5 en glggzg,:TnS evita
la sfntesis del producto de ginG:

Una posibilidad adicional de invéstigaci&n radica en el aislamiento
de mutantes MSRde’MXQZI. Al aisiarse mutantes MSRde MXQOZ,se han obtenido
alelos (i.e.,gIn-76)1os cuales pensamos que afectan la regifn regulatoria
de ginA. El aislamiento de mutantes similares a las anteriores en pldsmi-
dos tales como pACR74,nos permitird el andlisis mutacional de 1a regidn
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regulatoria de gInA con la ayuda de Tos métodos de ingenierfa gen8tica
molecular,

Otra posibilidad futura de investigacifn se encuentra en el andlisis
de Jos productos polipeptidicos sintetizados en un sistema de minicélulas
dirigido por pACR71. Como se describ?f en la introduccidn,la regidn glnA-
glInG parece comportarse,por lo menos en algunas circunstancias,como un
operdn cuya transcripci@n se ortginarfa en el promotor de gInA (fig.3).
De acuerdo a esta hipStesis,al analizarse los productos sintetizados por
pACR71,deberia observarse una disminucifn en la cantidad del producto de
gInG,debido al efecto polar impuesto por Tn5. Una ventaja adicional de
. este sistema es que puede eliminarse la polaridad de TnS por un mé@todo
in v1tro el cual deja una mutacidn sitio-especffica no po1ar(Pannekoek et

.,1980).

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

= .'._‘Ios' encontrados en un pldsmido silvestre, Este tipo de experimentos apor-

“tarfan una evidencia molecular para la hipStesis del operdn en 1a regidn
: glgfbfﬂlﬂy’Recieétemente,ha sido clonada en pACR1 una mutacién que pensamos
afecta glgg,pér métodos anflogos a Tos descritos en @ste trabajo (J.C.
' 'Ukbina,cﬁmUnicacian pérsona]). '

7 CjonaciSn'ig;01vo del alelo gln-76.

Sé ha‘observado:qﬁe 1a cepa MX902 (q1nG74::Tn5 cromosomal) es capaz
de reVeftif a ﬁn fenotipo‘MsR a una frecuencia de 1 X 10'7,aﬂn bajo presidn
se1ect1va en presencia de kanamxcina para-evitar el enriquecimiento de

segregantes que hayan perdido TnS. Una de estas mutantes,]lamada gln-76,

presentg las siguientes caracterfsttcas:

a) gln-76,en un contexto gInG74::Tn5,confiere un fenotipo MsR y una
constitutividad a alto nivel para 1a sintesis de GS. Esta cepa es

sin embargo Aut”. Por tanto;glnv76 suprime solo aquellas funcio-
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nes de glgg~relacibnadas a 1a expresidn de_glnA,pero no aquellas
relacionadas a la expresidn del fenotipo Aut.
b) gln-76,en un contexto silvestre,presenta una sintesis éorma] de
GS en condiciones de induccifn,pero una sintesis de GS menos sus-
ceptible a represidn que la cepa silvestre. Esta.cepa es ademds
Autty msR,

¢) gln-76,en un contexto g1nf73::Tn5,presenta una actividad inter-
media constitutiva de GS y es MS> y Aut”. Por tanto,gin-76 per-
mite que 1a expresidn de gInA sea independiente de 1os productos
de ginG y glnF.

d) El mapeo por transduccidn de gIn-76 muestra que esta mutacién

estd 100% ligada a ginA. | '

e) gln-76 es cis-dominante frente a el a1e1o'si1vesffé.

f) La GS purificada de una cepa 'gln-76 es igualmente sensible ainhi-

bicidn por MS que Ta GS de una cepa silvestre.

Pensamos que estas evidencias sugfleren que gin-76 afecta la regifn
regulatoria de ginA,eliminando 1a necestdad de activadores para que exista
promocifn y disminuyendo 1a eficiencia de interaccién con el represdr (0so-
rio et al.,en preparacidn). Es interesante hacer notar que el dnico reporte
en- gque se pretende haber aislado mutantes en la regién‘regulatofia de_glinA

fue hecho con Kiebsiella aerogenes{Rothstein et al.,1980). Dada 1a falta

de informacifn sobre este tipo de mutantes en E. gglj,la,cafabterizacién
de gln-76 es de suma importancia. » )

Nosotros pensamos que es deseable el localizar el alelo gin-76 a
nivel de secuencia nucleotidica. Al analizarse la secuencia de Ta regidn
regulatoria de gInA,se identificaron tres regiones con ﬁomo1bgia variable
a un promotor*consenso" (Covarrubias y Bastarrachea,1983). Se desconoce
cudl o cudles de estas regiones ﬁodr?an ser activas in vivo. De estar loca-

lizado qIn-76 en esta zona,su andlisis nos permitirfa relacionar funciones
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especificas con la estructura de la r-gidn regulatoria de glnA,

Para 1a clonacidn del alelo gln<76en el pldsmido pACRl,se utilizd
lametodolog?a de clonacidn anteriormente descrita,como se muestra en 1a
fig.11l. Esta estrategia se basé en 1aalta cotransduccidn observada (100%)
entre glnA y gin-76 (A. Osorio,datos no publicados).lo cual facilita la
obtencidn del pldsmido deseadv. Para l1a clonacifn in vivo de gin-76 se
utitizd la cepa MX966 (pACR71} como la cepa receptora en una transduccidn
con fago P1 propagado en la cepa MX929 (gin-76 cromosomal },selecciondndose
las - transductantes GIn', Esta transduccién podrfa generar tres tipos de
recbmbinantes,mostradas en 1a figura 12, E1 primer tipo de recombinante
tendria un fenotipo G]n+MSRKanSy Co1EIIMM.E1 segundo tipo de recombinante
-+ darfa un fenotipo G1n+MSR KanR y—ColElIMM; el tercer tipo de recombinante
7 presentaria un f-notipo GTn+MSRKanS y'ColEls.

... A partir de una de las recombtnantes del primer tipo,se aisl§ plds-
ﬁfdo y se tranﬁform& con &) 2 Ta cepa MX919,selecciondndose Tas transfor-

 m5ntes.G1n+. E1 100% de las transformantes presentaron un fenoiipo gin’
st Kans, E1 andlisis por restriccién con la enzima Pstl de los pldsmidos

en estas transformantes mostr8 la existencia en todos los casos analizados
. de un pldsmido con un patrdn de restriccidn Tdéntigo a pACRl.Esto es com-
pat1b]e'con_1a hipétesis de que gin-76 es una mutacién puntual o bien una
pequefia insefc1dn o delecidn que no es detectable por 8ste método,

. ‘,Por otro lado,se etigieron dos transformantes al azar (MX990—; y
':MX990v2) y'sé 1e§ midid actividad de GS.(tabTa 3). Ambas transformantes
‘presentaron uné actividad de GS en condiciones de desrepresifn similar a
a obtenida con el pldsmido silvestre (MX922). Sin embargo,las transfor-
mantespresentaron una actividad de GS mayor,en condiciones de represibn,
a 1a obtenida con Ya cepa M¥922, Este compertamiento es caracteristico de
cepas con la mutacidn gin-76,como puede verse en la tabla 3.

Para comprobar que 1a mutacidn que confiere el fenotipo antes men-
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cionado radica en un pldsmido,se aisid pldsmido de ia cepa MX990-1 y se
transformé con &1 a la cepa MX914,seleccionidndose 1as transformantes Gint.
De 20 transformantes analizadas,todas ellas presentaban .un pldsmido con

un patr8n de restriccidn con Pstl idéntico al de pACRl y con una actividad
de GS cualitativamente similar a la observada en MX990-1. £stos resultados
confirman que hemos clonado el alelo gln-76 en pACRl,1lamdndose a este

pldsmido pACR76.
8.~ Caracterizacidn fenotipica de MX990,

Se analizd el comportamiento de crecimiento de MX990 en distintas
condiciones nitrogenadas., Estos resultados se muestran en la figura 9,
Como se v&,MX930 es capaz de crecer en todas las condiciones nitrogenadas
probadas con una velocidad similar a la de MX922, Este resultado era dé
esperarse,dado que las cepas con los alelos cromosomales correspondientes
(MX929 y MX615 )presentan un comportamiento similar.

la caracterizacidn fisica y funcional de pACR76 es adn incompleta,
En este trabajo se pltanted 1a necesidad de localizar el alelo glg:lﬁ_por
secuencia nucleot?dica, Sin embargo,recientemente se ha encontrado que el
patrfn de restriccidn de pACR76 con la enzima HaeIll diflere del obtenido
para pACR1 (P. Ledn y A. Covarrubias,comunicacidn personal}. Pensamos que
esto facilitard grandemente la localizacifn de esta mutacidn.

Se ha propuesto que glgﬂfglggpuede.comportarsé como un'oﬁerdn cuya
transcripcién se originarfa en el promotor de glnA. De acuerdo a esta hipftesis.
al analizarse los productos polipeptidicos sintetizados en un éiétema de
minic8lulas dirigido por pACR76,deberia observarse un aumento en los nive-
les del producto de q1nG en comparacifn a los observados con pACRl. Esto
aportaria nueva evidencia para la hipdtesis del operén en la regidn_glinA-

glinG.



9.- Andlisis de 1a hipersensibilidad a MS en las cepas glnG por inmunoelec-

troforesis cuantitativa,

" En el transcurso de este estudio hemos estado iavolucrados en el
fendmeno de hipersensibilidad a MS presentado por las cepas glnG. Esta
caracteristica ha sido de importancia para la clonacidn de glnG74::Tn5,
ademds de que constituye un antecedente importante en el aislamiento del
alelo gin-76. Dado que el objetivo de este trabajo es correlacionar 1la
informacidn fisica y funcional de los alelos clonados con su comportamien-
to in yivo,es importante para nosotros el determinar la causa de la hiper-
sensibilidad a S,

En nuestro laboratorio se ha encontrado que todas las mutantes glnG
probadas son hipersensibles a MS. A una concentracifn de 80 uM y en pre-
sencia de NH4C1 15 mM,las c@lulas gInG son incapaces de crecer,mientras que
las células g'InG+ s{ 1o hacen. Aesta misma concentracidn,MS inhibe el cre-

cimiento tanto de Tas células gInG como de las células glggf,si se dismi-
| nuye la concentracifn de NH&CT a‘0.5 mM (Osorie et al.,manuscrito en prepa-
racién.Es unhecho bien conocido que MS inhibe irreversibiemente a GS en
presencia de ATP,debido a la formacidn de metionina sulfoximina fosfa-
to,el cual se une a GS provocando su inhibicin ( Weisbrod y Meister,1973;
Meister.1980). Por tanto,podria afirmarse que el fendmeno de hipersensibi-
Tidada MS se debe a que las c8lulas glnG sintetizan cantidades pequefias de
GS,por 1o que la c8lula seria mds vulnerable a inhibicidn por MS. lLas cé-
1u1as,glggfserfan resistentes a inhibici6n debido a que sintetizarian una
cantidad relativamente mayor de enzima. Sin embargo,el hecho de que las
células glggfsean hipersensibles a MS cuando se crecen en NH,C1 0.5 mM,a
pesar de que la actividad de GS es muy alta,nos lleva a concluir que este
no es el dnico factor invalucrado.

Una posibi1idad'ser1a el involucrar a varios factores como los res-
ponsables de la hipersensibilidad a MS,los cuales son:
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a) Inhibicién irreversible de GS por MS.- ademas de la evidencia
referente a inhibicion de GS por MS,se han reportado un grupo

de mutances de Salmonella typhimurium las cuales son resisten-

tes a una concentracién de 1mM de MS. La GS de éstas mutantes
posee una Km para NHZ y para glutamato mds alta" que la GS de
la cepa silvestre y poseen una actividad de sintetasa resisten-
te a‘inhibicién por MS ( Miller y Brenchley,1981).

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

to de Chlorella vulgaris.Esta inhibicién se previene por la

adicion de metionina y glutamina exfgenas,por 1o que se postu-
la que MS entra a la célula a través de 1as permeasas para estos
aminodcidos { Meins y Abrams,1972). De manera similar,las mutan-
tes Mt de S. typhimurium son dobles mutantes que afectan metP
y gInP ,que son los genes que codiffcan para las permeasas de me-
tionina y glutamina,respectivamente ( Betteridge y Ayling,1975).
En E. coli se ha reportado que pueden obtenerse mutantes resis-
tentes a MS por alteraciones en el gene ginP,el cual codifica
para la permeasa de glutamina ( Masters y Hon§,1981). Todas
estas evidencias sugieren que los niveles de 1a permeasa de
glutamina son importantes para que una célula sea resistente o
sensible a MS. '

En E. coli se ha reportado que la regulacidn de la permeasa
de glutamina obedece a un control nitrogenado. En condiciones de
1imitacion de nitrdgeno se desreprimen tanto GS como el sistema
de transporte de glutamina,mientras que en condiciones de exce-
so de nitrégeno se reprimen ambos sistemas (Willis et al.,1975).
Este hecho podria explicar el por qué Jas células glggi son
hipersensibles a MS en presencia de NH401 0.5mM (1imitacién

de nitrdgeno).
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Se ha reportado que mutaciones en los genes alnlL,gInG o _alnf

pueden alterar los niveles de permeasa de glutamina. En S. typhi-
murium,ias mutantes en glnl presentan una actividad de permeasa
de glutamina mayor que la observada en 1a cepa silvestre {(Kustu
et al.,1979b),mientras que las mutantes en glnF v glnG presentan
una actividad disminuida de esta permeasa. En base a estos datos
se postula que glnF y g1nG serian elementos regulatorios positi-
vos en la sfntesis de la permeasa de glutamina (Kustu et al.,
1979b;1980)

c) Nivel de 635 y pozas intracelulares de glutamina.-En este respec-
to MS podria inhibir el crecimiento de la cflula si esta poseyera
una baja actividad de GS,conjuntamente con una poza intracelu-
lar baja de glutamina.

Alin y cuando la consideracidn de estos datos podria explicar algunos
de nuestros resultados,no explica otros. Especificamente,en S. typhimurium
se han aistado mutantes resistentes a MS,las cuales son braditr8ficas para
glutamina y presentan una actividad baja de GS y GOGAT,aunque ninguna de las
proteinas respectivas se encuentra alterada (Steimer-Veale y Brenchley,1974),
Otro dato dificil.de explicar es el por qué 12 cepa que porta el plasmido

PACR74 es MS®

,a pesar de que posee una actividad de GS mayor que la cepa
con el alelo silvestre en el cromosoma y que deberta poseer una actividad
disminufda de permeasa de glutamina. Por d1timo,una cepé que posee una
delecién cromosomal de Ta regidn ginA-g1nG y un pldsmido que 1leva sola-
mente ginA posee una actividad alta constitutiva de GS.A pesar de esto y
de que deberia poseer una actividad baja de 1a permeasa de glutamina,la
cepa es MsS. (L. Servin,datos no publicados).

Una hipdtesis alterna podria ser que MS actuase como un elemento re-

gulatorio negativo en 1a sTntesis de GS. Esta hipdtesis tiene como premisa

bdsica el que MS podria unirse a una de las moléculas'encargadas de regu-
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lar negativamente glnA (probablemente el producto de ginL) actuando como
un falso correpresor. De esta manera,uno de los factores que determinaria
el que una cé@lula fuera sensible o0 resistente a MS seria la existencia de
un reguiador positivo que'titulase"el represor. Una célula gInG careceria
del reguiador positivo,por 1o que l1os efectos del represor se expresarian
al mdximo.

La evidencia mds importante para esta hipdtesis ha sido hallada en

el microorganismo Streptomyces cdttleya. En este organismo,al analizarse

Tos extractos de c8lulas crecidas con MS,se encontrd que la cantidad de
GS era menor que 1a observada en c8lulas no tratadas con MS. Se propone,
por tanto, que MS ademds de inhibir la actividad de GS puede reprimir la
sintesis de esta enzima (Streicher et al,,i981). Sin embargo este efecto
parece no ser general,ya que en la ciarobacteria Anabaena spp. cepa 7120
no se cbszrvan diferencias en 1a cantidad de G5 en céluilas crecidas con
¢ sin MS, (Orr y Haselkorn,1982},

_ La primera hipStesis descrita ﬁéra?éexpiicar la hipersensibilidad &
MS (inhibicién de la actividad de Gs;actividad de 1a permeasa de glutami-
. na,etc.) presupone que la concentracidn de GS en c@iulas crecidas con MS
debe sér.igua] o mayor a la observada en c@lulas crecidas sin el andlogo.
Por el confrario,1a hip8tesis que postula a MS como un correpresor de la
sfntesis‘de‘GS,predice gue 1a concentracidn de 1a enzima en células creci-
das con MSVdebe ser menor que la que se encuentre en c8lulas crecidas sin
MS. Para discernir entre estas dos hipftesis,se décidid cuantificar la con-
centracifn de GS en c8lulas crecidas con y sin MS por inmunoelectroforesis
cuantitativa, | ‘

En la inmuﬁoeTectrofbresis cuantitativa,el anticuerpo monoespecifi-
co contra GS se encuentra distribuido uniformemente 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 ant7geno es reconocido
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inmunolégicamente por el anticuerpo,formidndose un inmunoprecipitado en
forma de cono (rocket) cuya drea es proporcional a la cantidad de antige-
no existente en 1a muestra,

En la fig.13 se muestra una inmunoelectroforesis cuantitativa en la
que se ajustd el antfgeno a diversas concentraciones de protefna extraida.
Se utilizaron como antfgenns extractos de las cepas MX614 (silvestre) ,MX927
(g1nG74::Tn5,9In-76) y M2 1 1n-76)crecidas en NH,C1 15 mM con y sin MS.
Como se observa en esta figura,cuando Tas cepas MX614,MX927 y MX929 son
crecidas en presencia de MS (pozos 2,4 y 9,respectivamente),la concentra-
cifn de GS es mayor que cuando estas cepas son crecidas en ausencia de
MS (pozos 1,3 y 8,respectivamente). Estos resultados estdn en contra de
1a hipdtesis que postula a MS como un correpresor de la sintesis de GS,
siendo estos resultados mds compatibles con una hipBtesis que contemple
a 1a hipersensibilidad a Ms como 1a resultante de inhibicidn de GS por M§,
variaciones en la actividad de 1a permeasa de glutamina y pozas intracelu-
Tares de glutamina.
| La concentracifn de una enzima depende tanto de su velocidad de sinte-
sis,que no presenta retroinhibicifn,como de su velocidad de degradacidn,
que depende de su concentracién ( Berlin y Schimke,1965),Por tanto,se ha
propuesto que 1a expresion que indica el cambic en 'a concentracién de una

enzima (E) en el tiempo es!

dE_

ar S-K (E)

donde S y K se refieren a las constantes de velocidad de sintesis y degra-
dacibn,respectivamente, Por tanto,la concentracidn de la enzima en estado

estacionario puede expresarse como:

E= % (Berlin y Schimke,1965).

Los resultados observados en la figura 13 y en 1a tabla4 muestran
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que las células crecidas en presencia de MS presentan una concentracifn de
GS mayor que la encontrada en células crecidas en ausencia del inhibidor.
Estos resultados pueden explicarse asumiendo que MS aumenta la velocidad de
sintesis de GS o que MS dJisminuye la velocidad de degradacién de GS. Aungue
la mejor interpretacidn de estos datos solo podrd alcanzarse por la medi-
cidn de las velocidades relativas de sintesis y degradacién de GS y por un
andlisis de la concentracidn de mensajero especifico,pensamos que nuestros
resultados son compatibles con un aumento en la velocidad de sTntesis de GS
provocada por MS,en base a evidencias resumidas a continuacién,

Previamente se ha descrito que cuando Klebsiella aeropgenes es cre-

cida en condiciones de limitacidn de nitrdgeno se observa una degradacion
de GS,por medio de un sistema de inactivacidn oxidativa y proteflisis

{ Levine et al,,1981}), En contraste a To descrito para K. aerogenes,en

E, coli K-12no se observa esta degradaciGnj;probabiemente esto sea debido
a la alta actividad de catalasa presente en E. coli (Levine et al,,1981).
Nuestros resultados estdn en contra de que MS disminuya la velocidad de
degradaci8n de GS, De ser 8ste el caso,todas las cepas tratadas con MS
deberfan acumular mds GS que las no tratadas con MS y la relacién GS tra-
tada con MS/GS no tratada con MS deberia ser similar en todos los casos.
Los resultados mostrados en la fig.13 y en 1a tabla 4 muestran que 8ste no
es el caso, La relacidn observada entre la concentracifn de GS en cé]u]as
tratadas vs. no tratadas con MS varfa en rangos amplios,io cual arguye en
contra de dsta idea,

Pensamos que el aumento en la concentracidn intracelular de GS en
células crecidas con MS puede explicarse mejor por una elevacifn en la
velocidad de sintesis de 6S, Las evidencias cruciales para esta interpre-
tacidon son las siguientes;

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

intracelular de glutamina debe bajar y aumentar la de 2-oxoqlu-
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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 adenilacidn y desadenila-
cibn de GS responde a los niveles relativos de estos metabolitos
{fig. 2)., Cuando la relacifn 2-oxoglutarato /qlutamina es alta,
se estimula la desadenilacidn de GS;ide esta manera la proteina
PII se encuentra en su forma uridilada (PIID—UMP)’la cual esti-
mula a la adenililtransferasa para que desadenile GS { Tyler,
19783Stadtman et al,,1980), ,

c) Magasanik y colaboradores proponen gue la protefna PIIA impide
que GS se sintetize a niveles altos,mientras que la protefna
PIIDvUMP 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 nitré-
geno (NH461 15 mM},%a relacifn 2-oxoglutarato/glutamina debe de ser baja
y los niveles de PIIA altos,lo cual provoca la adenilacidn de GS. La ele-
vacion de los niveles de PIIA disminuye por tanto la sfintesis de GS. Cuan-
do se crece E. coli en NH,C1 15 mM con 80'3M de MS,la relacién 2-oxogluta-
ratb/glutémina debe ser alta y los niveles de PIID—UMP altos,lo cual pro-
voca la desadenilacidn de GS. En apoyo a esta nocidn,se ha encontrado que
1a adicidn del andlogo de glutamina 6-diazo-5-oxo-L-norieucina (DON} a cé-

lulas de E. coli provoca la desadenitacidn de GS (Wohthueter et al.,1973).

Dado que 1a“$rote?na PIID-UMP se encuentra en niveles altos,esto provoca-
s
ria un aumento en la sfntesis de GS.

En apoyo a esta interpretacidn,nuestros datos muestran que las cepas
capaces de aumentar la s?ntesis de GS (MX614 y MX929) presentan una acumu-
Tacién de GS cuando son crecidas con MS,mientras que una cepa constitutiva
(MXQZ?) presenta una concentracidn inalterable de GS,independientemente de

la presencia o ausencia de MS en el medio de cultivo. Este efecto no es

-37-



dnico para el sistema glnA; se ha descrito que la adicidn de DON o MS al

medio de cultivo de Salmonella typhimurium provoca una elevacion de la

sintesis 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 concentracién intracelular de GS.

La regulacifn de la expresidn de glnA por metabolitos tales como
glutamina y amonio y el papel que en ella jueqan diversos factores como
los productos de los genes ginG,ginL y ginF es un punto de capital impor-
tancia,hasta el momento pobremente analizado. Pensamos que el estudio de
1a hipersensibilidad a MS,en conjuncifn a las posibiiidades de anilisis
molecular planteadas en este trabajo,podrd aportar respuestas importantes

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

CEPA

MX614
MX615
Mx727
MXx8s0

MXx902
MX914
MX918

MX919

MX920
Mx921
Mx922
MX924
MX927
MX929
MX940

MX966
MX967
MX968
MX990

AB1157

Thi {Lv680
T i {Rv680
T thi {680
hi £Ev680

m m T M

zihisTns,
T thi {Rv680
Thi Lv680
F™ thi <Rv680

-

ThyA,
F~ thi 4Lv680

hecAss,
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GENOTIPO,

A(mo—ﬂac).

plpro-Lac) ,lgal-atir-bio).

A(plw—mc) A(ga&—a,ttk—bio) glnA71::Tn5.
pleno-2ac) | (gak-atth-biol supF A(u‘g-zi.h)

plpro-tac) glnG74::Tns.

A(_\ofw—f.ac) A(gaﬂ-am-bioléupF A(zég—uk)
plpro-tac) | lgab-attr-biol supF, (zig-zih)

plpro-tac) , lgal-attr-bio) supF ,lzig-zih)

Transformante MX919/pACR71,

Transformante MX919/pACR74.

Transformante MX919/pACR1,

Transformante MX914/pACR1,

F™ thi i8v680
F~ thi {8v680

plpro-fac)  gEnG74::Tn5 gln-76

plpro-Lac) gn-76.

F™ thr Leu thi-1 supE Lacy zorA gal mal xyf ana mtl mih

Alzdg-zih)

zihs :Tns,

Transformante MX914/pACR71.

Transformante MX940/pACR74.
Transformante MX940/pACR1,

Transformante

MX919/pACR76.

F~ tha-1 Reu-6 thi-1 LacY! galK? aral4 xyf-5 mtl] proAZ

his4 angt3

83131 £8x33 sup37.



TABLA 2.- ACTIVIDAD ESPECIFICA DE GS EN CEPAS DE Escherichia coli K-12.

CEPAS GENOTIPO GIn ACTIVIDAD ESPECIFICA DE GS
Cromosomal Plasmidico NgfﬁFgﬁaiﬁms Dg?;eprei:gﬁ
MX615 NN et 0.148] 0,05 1.79 { 1.55
MX850/pACR1 5 (A-1-G) A"L'6" (pACRI} |g,342| wp 2.17 | NP
MX924 AA-L-G] At tgt (PACRIY (9,201 wp 2.68 | NP
MX922 A A-L-G) ATL*G* (pAcR1) {0.196] 0.07 2.51 | 2.69
MX727 glnA71::Tns | —-—m-- Rl IRt <0,01| ww--
MX920 5(A-L-G) genA71::Tns e e <0.01| ----
MX902 gANGT45:TN5 | —cmemee 0.06 | --—- 0.05| ----
MX921 5 (A-L-G] genG74::Tns 0,38 | -r-- 0.55 -=--

Abreviaturas: MS,L-metionina-DL-sulfoximina;Gln,L-gTutaminasArg,L-argining;
Np,condicifn no probada;--,ausencia de crecimiento.
Para el caso de MX727,MX920,MX902 y MX921,10s cultivos contenfan 30

vg/ml de sulfato de kanamicina,
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TABLA 3.- ACTIVIDAD ESPECIFICA DE GS EN CEPAS DE Escherichia coll K-12.

LEPAS GENOTIPO GIn ACT. ESP.DE GS Aumento
, Represi Desrep.
Cromosomal Plasmidico NH4C1 ETn en veces
X615 AtLtet 0.122 1.79 14.67
X929 gen-76 | —memem- 0.444 1.68 3.8
1X922 A[A-L-G) &*L*ct (pAcrn) | 0.282 5.05 17.92
1%990-1 AlA-L-G] gfn-76 {pACR76) | 1.645 5.36 3.26
1X990-2 A (A-L-G) gn-76 (pACR76)| 1.863 4.03 2.16
:
]
[

Abreviaturas,condiciones de crecimiento y ensayo similares a 1a tabla2.
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TABLA 4.- Datos de 1a inmunoelectroforesis cuantitativa mostrada en la

fig,13.
CEPA CRECIMIENTO EN: ug DE GS ug de GS en.MS/ ng de
GS sin MS.
MX614 ' NH, C1 ' 1.60 o
5.42
MX614 NH,C1 + MS 8.67
MX927 NH, C1 9.07
1.10
© MX927 NH,CT + MS 10.00
MX929 NH, C1 . 3.07
. 2.52
MX929 NH,C1 + MS 7.73
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Glucosamina-6-fosfato.
Triptofano.

Histidina,

Asparaqina.

Arginina.
NH

Glutamico Glutamina ————————>» Carbamil fosfato.
GOGAT CTP

2- oxoglutarato
AMP

Glutéamico 2- oxoqlutarato GMP

¢ PNH

Acido p-aminobenzoico.

Fig. 1.- Biosintesis y distribucién de olutamina en Escherichia coli.
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Pi
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Fig. 2.- Regulacién de la actividad de GS por la cascada de adenilacidén-desadenilacidn



glnk alnG glnl glnA  Regdibn de controf

Represor
L Producto de g&nF l

Activador €

Fig.3.- Modelo para la regulacion de g€wA propuesto nor Kustu et al.
Las flechas discontinuas jlustran la direccién de transcrip-

cion de cada gene.
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No. de céiulas por ml.

wa/ml

ng/mi

ua/ml

pa/ml

ng/ml
pg/ml
ng/mt

i0

=¥

30 60 90

' Tiempo (minutos)

Fig. 4.- Sensibilidad a kanamicina de la cepa MX615
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MX924

Transduccidn P1(MX727) X Transduccién P1{MX902) XMX924

Se1.KanR. Buscar G1n+KanR

MsScor£1 ™.

v MX924. Se].KanR.Buscar

Gln_KanRColEllmm

Aislar plidsmido, IR v o Aislar pldsmido.
Transformar MX919- ‘ © . Transformar MX919
Sel.Kan®.100% son ' ' | sel.61n*Kan": 100%
ademis Gin"CorE1’™ S son ademis MsSgor I
v - w

SACR74

G L A
: Cr.
— I —

A [G-L-AL e
M%920 : o a MX921

Fig. 5.- Clonacién {n vivo de gfnA7]::Tn5 yg&nG74:}Tn§"en pACRI.
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Primer tipo.

Segregacidn

3€enG

glnl

s
T

— t -~

.

Cromosoma

—t e f— i R
( 98nG __ afnl afnA )
pACR1
a lg8nA-gnl-genG)
Seéundo tipo.
pACRl
( gﬁnG qlnL glnA 4:)
glnG  glini g€nA Tns
+ — - D
. R
A (genA-genl-genG}
Tercer tipo. :
 genG glnl genA
_ < pACR1 D
gnG  glnl gfnA Tns
+ it -Eh- D

A {glnA-gLlnl-genG)

Genotipo resultante.
A(gtnA—gLnL-gLnG) /

PACR1 g8nA71::Tn5

fFenotipo resultante.

R

GIn"Kan" Colg1l™

Genotipo resultante.
g€nA71 ::Tn5/pACR1
Fenotipo resultante.

G1n*KanCo1£1 "™

'Genotipo resultante.

aLnA7!::Tn5

Fenotipo resultante.

6In"Kan"Co1€1°

Fig.Gl— Recembinantes en la cruza P1{MX727) X MX924.D,donador;R,receptor.
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Primer tipo

alnG afnl ginA

— &+ 4 +

Tns

plalnA-glnl-genG)

Segundo tipo

alnG glnL.gﬂnA

—

(f' " pAcRl 'ﬁ:)

g6 TnSgenl génA

J

t —a+ t 4

A(ginA—gan-QZnG

Tercer tipo.

Segr.

(

. glnG QZnL alrA

)

' D)

Fig.7.- Recombinantes en la cruza P1(}MX902) X MX924

:glnGTiﬁginE gtnA:

A(gtnA—g[nL-gEnG)

- Cromosoma.

v

-58-

Genotipo resultante.

A(gtnA-gtnL-gEnG)/

pACRl g£nG74::Tns
FenotiQp resul tante

61n*KanfMsScotEr 1M,

Genotipo ftesultante.
alnG74::Tn5 /pACR1
Fenotipo resultante.

6In*kanfMsReo1E1 MM,

Genotipo resultante.
9énG74::Tns
Fenotipo resultante.

G1n+KénRMSSCo1Els'
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F1G.9. - Curvas de crecimiento de mutantes de E. coli K-12
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Tn5
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MX966
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Transduccifn P1{MX929) X

MX966 Sel.G1 n+. Buscar
R

Gln* KanSHs

e ——— i

Ah\-L-—G)
: \Ais‘lar pldsmido.Transformar a
MX919 Sel.G1n'.100% fueron
KansMSR

MX990

Fig.11.- Clonacién ix vive de gln-76 en pACR1.
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Primer tipo.

ginG glnl glnA D

R gin-74

/ Ll
ginG génl g R

pACR71

~~~Cromo§oma
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Segundo tipo.
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Fig. 12.- Recombinantes en la cruza P1(MX929) X MX966.
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Genotipo resultante.
A(ghnA-glnL-anG)/
pACR1 g?n-?é.
Fenotipo resultante.

gin*kan MsRcor g1 I

Genotipo resultante.
gtn-76/pACR71
Fenotipo resultante.

Gintkan"Msk corp1lmm

Genotipo resultante,
aln-76
Fenotipo resultante.
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Fig. 13.- Inmunoelectroforesis cuantitativa de células crecidas en presen-
cia o en ausencia de MS. En todos los casos las muestras se aaustaron a 40

ug como proteina total,salvo en los pozos 5 a 7.

POZO ~ MUESTRA POZ0

1 MX614 crecida en NH4C1. 7. GS pura MX614,7 uq.

‘2. MX614 crecida en NH,Cl + 8 MX929 crecida en NH,CI
MS 80, M 9 MX929 crecida en NH,C1 +

3 MX927 crecida en NHQC]. " MS 80 uM.

4 MX927 crecida en NH,C1 +
MS 80, M.

5 GS pura MX614,5, g.

6 GS pura MX614,6 g.
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