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INTRODUCCION 

El nitr6geno es un elemento fundamental en la estructura 

y funci6n de las macromoléculas biol6gicas. Para esto, los org! 

nismos han desarrollado estrategias evolutivas que les permiten 

utilizar eficazmente los recursos nitrogenados disponibles. As!, 

por ejemplo, los microorganismos que habitan medios susceptibles 

a variaciones en su composici6n qu!mica, est4n dotados de la cap~ 

cidad de utilizar una amplia gama de compuestos nitrogenados, or­

g4nicos e inorg4nicos, como fuente de nitr6geno celular. 

En las enterobacterias, la fuente favorita de nitr6geno -

es el amonio, cuya asimilaci6n depende de dos v!as conocidas: una 

que se debe a la producéi6n de glutamina a partir de amonio y glu 

tamato, por una reacci6n dependiente de ATP, catalizada por la en 

.zima glutamino sintetasa (GS)1 y la otra que ocurre gracias a la 

participaci6n de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH), que C! 

taliza la forniaci6n de glutamato a partir de la aminaci6n reduc­

tiva del 2-oxoglutarato por el amonio (1). Las acciones de estas 

enzimas, aunadas a la participaci6n de la glutamato sintasa 

(GOGAT), responsable de la s!ntesis del glutamato a partir del 2-

oxoglutarato y glutamina1 est4n articuladas en un sistema coordi­

nado de asimilaci6n de· amonio y bios!ntesia de glutamina y gluta~ 

mato, los intermediarios claves en el metabolismo nitrogenado de 

las bacterias. 



La importancia bioquímica de la glutamina radica en que 

su grupo amido funge como el donador directo de nitr6geno para -

la síntesis de ciertos amino4cidos, purinas, pirimidinas y otros 

compuestos importantes para la economía microbiana (figura 1) • 

2-oxoglutarato 

NADPt.H: NADP , 
mlli. 

Glutamato 

ATtNH: ADP + Pi 
~ 

Glicina Glutamina ----• Carbamil-fosfato 

;.la•i•• .-------;/' ~ Glucooomina-6-foofato 

Triptofano AMP 

Histidina CTP 

FIGURA l. Destino metab6lico de la glutamina en las enterobacte-

riaa (2). 

As!, dado que la glutamina ocupa un lugar relevante en el 

metabolismo nitrogenado, la GS ae sitda como· un blanco crucial pa-· 
ra el control metab61ico, ya que es la primera enzima de una ruta 



metab6lica profusamente ramificada, que conduce en dltima instan­

cia a la s!ntesis de casi todas las macromoléculas importantes p~ 

ra la célula, 

Para comprender con mayor detalle la funci6n global de la 

GS en las enterobacterias, se han realizado numerosas investigaci~ 

nes desde diversos puntos de vista. En primer término, las inves­

tigaciones sobre la estructura de la enzima en Escherichia coli (3), 

han revelado que se trata de una prote!na oligomérica, compuesta de 

doce subunidades idénticas, ordenadas en dos planos hexagonales, 

uno frente al otro. Cada subunidad posee la facultad de catalizar, 

en forma independiente, la siguiente reacci6n: 

L-glutamato- + ATP + NH+ ---~~~~----_. L-glutamina + ADP + Pi 
4 

'6.G = -s.2 Kcal mol-l 

En lo que respecta a la regulaci6n de la GS, los estudios 

realizados (3,4) han revelado resultados muy interesantes que in­

dican que la enzima puede ser controlada a dos niveles: tanto en 

su actividad enzim4tica per .!!• como en su bios!ntesis. 

La regulaci6n de la actividad enzim4tica de la GS se eje~ 

ce por tres mecanismos distintos (4): (i) por la retroinhibici6n 

acumulativa de algunos productos terminales del metabolismo de la 

glutamina1 .(ii) por la interconversi6n de las formas relajada (in 

activa) y tensa (activa) en respuesta a variaciones en las concen 

traciones de cationes divalentes; y (iii) por la modificaci6n co­

valente de la enzima -adenilaci6n y desadenilaci6n- que determinan 
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~l potencial catal!tico de la GS. Este Cltimo mecanismo es 

el que mejor se ha estudiado y su importancia radica en que 

es una estrategia fisiol6gica de respuesta r4pida a variaci2 

nes ambientales en la disponibilidad de nitr6geno. Este me­

canismo consta de.un sistema bic!cliclo en cascada (5). En -

un ciclo, las subunidades de la GS son cont!nuamente adenila­

das y desadeniladas por la enzima adenil-transferasa (ATasa o 

P
1
). La adenilaci6n de alguna subunidad produce la inactiva­

ci6n catal!tica de la misma, de modo que la actividad global 

de la enzima es inversamente proporcional a la fracci6n prom~ 

dio de subunidades que est4n adeniladas. En el otro ciclo, la 

prote!na reguladora P11 es uridilada y desuridilada contindamen 

te, posiblemente por la misma enzima, la uridil-transferasa 

(UTasa). Ambos ciclos, uridilaci6n y adenilaci6n est4n ligados 

in vivo porque la forma no uridilada de la prote!na reguladora 

(PIIA)' estimula la actividad adeniladora de la ATasa1 mientras 

que la conformaci6n uridilada de P11 (P110> promueve la desaden! 

laci6n de la GS, a travGs de la acci6n de la ATasa. Se ha pro-­

puesto que las concentraciones intracelulares y la proporci6n1 

2~oxoglutarato/glutamina, son los par4metros fisiol6gicos m4s im 

portantes que determinan el estado promedio de adenilaci6n de la 

GS, y en general de su actividad enzim~tica (6). Esto es, que -

cuando hay amonio en exceso, se formar& glutarnina a expensas del 
l 

2-oxoglutarato (Ver figura l) y, consecuentemente, se activa la 

adenilaci6n de la GS; pero si el amonio es escaso, entonces la -

proporci6n 2-oxoglutarato/glutamina se invierte y tendr4 lugar -
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la desadenilaci6n de la GS (figura 2) (2). 

GS + ATP -------~!ª~ª---~ GS•AMP + PPi 

(9ln~MPMn2+~uR~~~:sax(2-::: ATP, Me2+> . 

H20 A PIID PPi 

GS + PPi ---~------ATas¡----------t> GS + ATP 

FIGURA 2. Sistema bictclico de control en cascada de la ac-

tividad enzim!tica de la GS (5). Abreviaturas: 9ln= 9lutami­

na, 2-0Gz2-oxoglutarato, Me2+s cati6n divalente, UR=actividad 

removedora del grupo uridilo de la ATasa, GS·AMP~Gs adenilada. 

El segundo nivel de regulaci6n de la GS est! dado por 

un sistema complejo que controla la sfntesis de la enzima. E! 

te sistema genAtico de control responde a las condiciones de -

disponibilidad de nitr6geno en el medio, ea decir, que.cuando 

hay limitaci6n, por ejemplo, a bajas concentraciones de amonio 

o en presencia de fuentes pobres de nitr6geno, como ar9inina o 

incluso 9lutamina; los niveles enzim!tico.a son de cinco a diez 

veces mls altos que en condiciones de abundancia de amonio. 

Inclusive, esta diferencia puede hacerse mayor cuando las cAlu-

~ las se crecen en distintos medios, p.e., Klebsiella aerogenes 

crecida en un medio rico en amonio pero con una fuente pobre de 

carbono (v.g. histidina), posee niveles de.GS alrededor. de cien 
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veces m4s bajos que cuando crece en medio m!nimo con glucosa y 

amonio limitante (7). En base a este hecho, Bender y Magasanik 

(8) han sugerido que esta diferencia no resulta simplemente de 

una represi6n por amonio, sino m4s bien de la proporci6n 2-ox~ 

glutarato/glutamina, que as! como gobierna la adenilaci6n y de~ 

adenilaci6n de la GS, tambi~n controla de algdn modo la expresi6n 

de glnA, el gene estructural de la GS (9). Apoyan esta hip6tesis 

los hallazgos de Weglenski y Tyler (10) , quienes encontraron una 

correlaci6n positiva entre los niveles de actividad intracelular 

de la GS y los niveles detectables del RNA mensajero de glnA.en 

!:_ aerogenes. As!, resulta evidente que la regulaci6n de la --­

s!ntesis de, la enzi~a ocurre, en primer t~rmino, a nivel de tran~ 

cripci6n. 

Diversos estudios gen~ticos.y fisiol6gicos han conduci­

do a la conclusi6n de que la .expresi6n del oper6n glnALG est4 m2 

dulada por la interacci6n compleja de los productos proteicos de 

glnL y glnG,.miembros del propio oper6n, y de los genes no liga­

dos glnF, glnB y glnD. Los productos glnL, glnG y glnF son pro­

te!nas .reguladoras tanto de la expresi6n del oper6n como de la -

s!ntesis de enzim~s responsables de proporcionar amonio intrace­

lular a partir de otras fuentes de n1tr69eno. Los productos de 

glnB (P11> y glnD (UTasa) estan implicados en la modificaci6n c2 

valente de la GS, empero, tambi~n participan de la regulaci6n 9!! 

nftica de la expresi6n de glnA. 

En !· ~' el oper6n glnA-glnL-glnG ocupa una regi6n coa 

tinua de aproximadamente 4,500 pares de bases (pb), suficientes -
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para codificar a tres productos proteicos de 55,000, 36,000 y 

50,000 daltones de peso molecular, respectivamente (7). Este 

oper6n, se encuentra localizado en el minuto 86 del mapa cromg 

s6mico de!• coli (11, 12) y su expresi6n procede de glnA hacia 

glnG (13, 14, 15). Sin embargo,. el an4lisis de cepas merodiploi 

des con mutaciones por inserci6n del profago Mu en glnA y glnG, 

en posici6n ~' exhibieron regulaci6n normal de la GS, aunque 

fueron incapaces de utilizar arginina como fuente alternativa.de 

nitr6geno (fenotipo denominado Aut-) (16). Este hecho, permiti6 

postular que la expresi6n del oper6n procede, por lo menos, de -

dos promotores: uno localizado en glnA y el otro entre glnA y -­

glnG. Posteriormente, Pahel y colaboradores (11), empleañdo'.ins~r 

ciones del profago especializado Mu gl (!!,!:'. ~) en glnG, midie­

ron la expresi6n de ~ste, ya que el genoma viral insertado en -

la orientaci6n correcta, sujeta la expresi6n del oper6n lac exen 

to de su promotor, bajo la direcci6n del promotor que modula la 

transcripci6n de glnG. Asl, estos autores analizando los niveles 

de la --galactosidasa encontraron que glnG expresa en forma simi­

lar a'glnA, es decir, que en condiciones de limitaci6n de nitr6g~ 

no, hay una elevada transcripci6n de glnG procedente del promotor 

de glnA, pero en condiciones de abundancia de amonio en el medio, 

la expresi6n a partir de dicho promotor se reprime, aunque glnG -

se transcribe a una tasa menor desde un promotor distal a glnA , 

lo~alizado en glnL (17). Aunque la expresi6n de glnG a partir de 

este promotor es suficiente para regular ?ormalmente la slntesis 

de la GS, es insuficiente para activar la expresi6n de los siste­

mas responsables de la utilizaci6.n de fuentes alternativas de ni-

,. 
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tr6qeno (v.q. arginina, prolina, histidina, etc.), denominados 

sistemas requlados por nitrdgeno (sistemas Ntr). 

Sobre las caracter!sticas de los genes glnL y glnG, --­

MacNeil, Roberts y 'l'yler (l·B), disecan genéticamente algunas pr2 

·piedades funcionales de los productos proteicos de estos genes, 

encontrando que ambas proteínas son bifuncionales. Esto es, que 

el producto de glnG es regulador positivo de la expresi6n de glnA 

· y .de loa sistemas Ntr, .en condiciones limitantea de nitr69eno1 P!! 

ro en las condiciones contrarias actda como represor de glnA. As! 

mismo, el producto de glnL puede ejercer control neqativo sobre 

la stnteaia de ~a GS, pero parece ser que tambiGn es requerido P! 

.ra la desrepreai6n da loa sistemas Ntr. Incluso se propuso que -

.. la modificaci6n de activador a r~presor·,que sufre el producto de 

.. ·.·. · "9lnG •• catalizada por el producto de glnL, que aparentemente es 

'. _.J 

·-, ~'.' 

el transmisor de la informaci6n relacionada con la disponibilidad 

·de nitr6geno en el.medio, proporcionada por las ~rote!nas P11 y -

UTasa (17, 19, 20). En relaci6n al producto de glnF, todos los -

datos obtenido• (7, 21, 22) indican que actda como requlador pos! 

tivo de la expresi6n de qlnA y sistemas Ntr. 

Resultados obtenidos recientemente por diversos labora­

torio• (23, 24, 25, 26, 27) han· demostrado que el·oper6n glnALG 

• en laa enterobacteria• posee un mecanismo global de regulaci6n -

m&s complejo. En primer t~rmino se ha demostrado que el gene -­

glnA de!· !:2.!!r posee dos promotores funcionales (24, 27). El 

promotor mas lejano de la fase de lectura del gene, denominado 
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glnApl, s6lo es funcional cuando hay en el medio una fuente ~obre 

de carbono (v.g. histidina) y amonio abundante. Este hecho apoya 

el hallazgo de una secuencia nucleot!dica horn6loga al sitio de -­

uni6n del complejo AMPc-CAP que precede a glnApl, lo que hace supg 

ner que este promotor responde a las condiciones metab6licas de -

carbono (24, 27). Adem4s, se ha establecido que este promotor es 

rep~imido, en condiciones limitantes de amonio, por el producto -

de glnG, ahora denominado.regulador de la asimilaci6n de nitr6geno 

I, •NRI-' por Reitzer y Magasanik (28), 

El segundo promotor, glnAp2, est4 localizado contiguo al 

. primer promotor, pero m4s cercano de.la fase abierta de lectura -­

del gene. Este promotor es el principal responsable de la trans-­

cripcic5n de los tres gene• cuando las cdlulas crecen en medio lim! 

· tante de nitr6geno. La calidad de la fuente nitrogenada determina 

el nivel de expresic5n de este promotor, que·es activado por la --­

ac.cic5n coordinada de NRI y el producto de glnF (27). Se ha postu­

lado· (24) que el producto de glnL, denominado NRII :129), esta in· 

volucr~do en la conversic5n de NRI de una forma activa, presente en 

laa cGlulas limitadas de. nitrc5geno, a una forma inactiva y viceve!', 

sa. La forma activa·puede activar a glnAp2 y reprimir a glnApl, -
•'. ' \ 

.. mientras que la forma inactiva,: presente en abundancia de amonio,-

reprime a glnApl y al promotor de 9.!!lL, glnLp, La conversic5n de 

,l~s formas de NRidepende de· la informaci6n que NRII recibe de los 

, productos de glnB (PII) y glnD (UTasa). 

Otro hallazgo in~eresante es la demostracic5n de que el 

producto de glnF es copurificado con la holoenzima RNA polimerasa 
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(EO' 701 (30) • Además, en presencia de la meroenzima RNA pol (E) , 

el producto de glnF es capaz de un!rsele e iniciar la transcrip­

ciOn de glnA, a partir de 9lnAp2, en presencia de NRI' in vitro. 

E~tos resultados han sugerido que el producto glnF es una nueva -

subunidad sigma (O'), espec!ficamente activa para la transcripciOn 

de los promotores regulados por nitr6geno, incluyendo los de fija­

ciOn de nitrOgeno .<!!.lil de enterobacterias (30, 31). llunt y Maga­

sanik (29) proponen denominar rPoN a glnF y sigma-60 la". 601 a su 

· . producto. En cuanto a la expresi6n de este gene, los estudios g~ 

n~ticos realizados en !· ~ (32) y en !· pnewnoniae (31) señalan 

que no hay regulaci6n transcripcional del promotor de glnF por n! 

trt5geno. 

Con relaciOn al promotor de glnL cabe agregar que se trata 

,de.un promotor ~st4ndar, reconocido por la holoenzima RNA polime:-

rasa con la subunidad tS' 70 • Sin embargo, contiguo al promotor se 

·.·encuentra una zona de 19 pares de bases (pb) que es reconocida por 

el d1mero de NR1 y que funge como operador de la expresi6n de glnL 

· y glnG (33). Dicha secuencia ea homologa al sitio operador del. 

promotor glnApl (34, 35). Ademas, en esta regiOn se ha encontr!, 

·do un terminador potencial !h2 independiente, antes del promotor 

. de c¡lnL. Este terminador, reduce la transcripciOn entre glnA y 

· .glnL en un 60-70\, empero, la preaencia de glnLp garantiza un ad~ 

cuado abastecimiento de NR1 y NR11 • 

Resumiendo, el oper6n glnALG consta de tres promotores -

que permiten la expresi6n diferencial de los genes. As!, en glnA 
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. existen dos prometes, glnApl y glnAp2. El primero se utiliza en 

condiciones de abundancia de amonio y con una fuente pobre de caE 

.. bono, y el segundo, glnAp2, es el principal promotor de glnA y se 

,,. · · activa notablemente por ~ 60 y NR
1

. en condiciones limitan tes de -

nitr6geno, mientras; que glnApl y~ son reprimidos por NR1 • -­

cuand_o la fuente de nitrClgeno es abundante, la activaci6n de.glnAp2 

es reducida por efecto de NR11 • Loa estudios de Bueno !.E al (36) 

sugieren que el produéto de glnL, NR
11 , en combinaciCln con P11 con-

vierten NR1 a una forma incapaz de activar la transcripci6n en 

.qlnAp21 pero en condiciones limitantes de nitrClgeno en el medi9, la 

proporci6n 2-oxoglutarato/glutamina aumenta, lo que causa que el -

.producto de g!!!!?, UTasa, conviert~ P11 a la forma inocua P11-uMP 

· ··y modifica a NR11 para que d•te transforme a• NR1 , de su forma ina.2, 

tiva a 'su forma activadora de la tranacripci6n de glnA y genes Ntr. 

· •. Dato• recientes (37)) in.dican que NRII es capaz de fosforilar -en 

presencia de ATP- a la protelna NR1 induciendo asl su funci6n ac­

tivadora, que ea revertida.cuando la misma.proteína NR
11 

remueve 

.el .~osfato de NR
1

• Asl, cuando la concentraci6n de amonio es ba­

ja y la 'UTasa convierte a Pu en PlI-UMP' entonces, induce a que 

se comporte como una NR1-kinasa que fosforila a NR1 , quien -

:induce la transcripci6n de glnA. Un incremento en la concentra-

de am~nio provoca que la UTaaa remueva al grupo uridilo de 

· · la protelna Pu, entonces, NRII se modifica a una NR¡-fosfato fo!. 

fatasa que remueve el fos.fato de NR1, reprimiendo aal la expresión 

de glnA y sistemas Ntr. Sin embargo, en ausencia de NR11 , el pr2 

;.:~:./:dueto de glnG sigue teniendo propiedades activadora·· y represora, 

lo que implica que otro producto es .capaz d.e modificar a NR1 , 
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aunque en ausencia de NR11 , NR1 -el producto de glnG- parece funcio­

nar mas como activador que como represor. 

En la figura 3 se esquematiza un modelo sencillo de c6mo se 

controla la expresi6n del oper6n complejo qlnALG (7, 11, 12, 13, 15, 

19, 24, 27, 29, 33). 

._, •'. : '~ .. ·-

'. .... 
• •• i" 

. ':.\. 
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= NR
1 

"' NR1 (toatorilado) 

.- NRII 

= leprl• 

= Aotha 

"' 'l'ranscripci6n 

• 'l'erm:i.nador rho•independi.ent~ 
de glnA 

= Operador1de 9lnL 

FIGURA 3. Modelo de re9ulaci6n de la expreaien 

del operOn glnALG de Eachorichia E!?!!·· pL •pro­

motor de glnL , pl = qlnApl, p2 • 9!.~p2. 
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ANTECEDENTES 

En el laboratorio se caracteriz6 una mutaci6n por inser-

ci6n del transpos6n Tn~ en el gene glnL de ~ ~ (38). Esta -

mutacidn (qlnL82::Tn,2) posee la caracter!stica de ejercer efecto 

polar sobre la expresi6n de glnG, por los siguientes criterios: 

i) A diferencia de una mutaciOn en qlnL no polar (9lnL83), -

que permite la s!nteais alta constitutiva de la GS (feno­

tipo GlnC); . la cepa· portadora de la mutaciOn 9lnL82: :Tn~, 

.MX960, presenta niveles bajos de actividad de la GS : (esto 

considerando que l,a actividad enzim4tica total ea un refl!_ 

.jo da la concentraci6n intracelular de la enzima), lo qu~ 

permite suponer que.la.expresidn de glnG es baja en esta 

cepa. 

La presencia del.gene glnG silvestre en un pl!smido multi­

copia, ¡>ACR3,_ en la cepa MX9_60, confiere el fenotipo (Une. 

iii) · Bn general, lu ins.ercionH de transpoaonas, particularmen­

te.· el 'l'n~'.' t!xhi~~n efecto polar sobre la expreaidn de genes 

conti9uo1, ·. transcripcionalmente ligados (39). 
·;·:'i ·,·. ·."•·,·;.' < ' ,,, .. ,' " . . ·' \ ' ' 

Estas•eviden~iaa ponen de manifiesto que cuando el produc­
>.\ .: 

to _de glnL (NRut.est& defectuoso o ausente, la cC!lulas portadoras 
' . . . . 

· son capacea de activ~r constitutivamente la transcripci6n de glnA, 

lo que ha sugerido que NRII posee m~s bien una funciOn antiactiva-

1 dora. Esto per . .!!! explica el.'fl!notipo GlnC de numerosas mutaciones 
.J 

t ··'''.• 

_J 'I•.' 
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en glnL (7, 11, 15, 17, 18, 40, 41), pero cuando dichas mutaciones 

son polares sobre glnG impiden su expresi6n y, por lo tanto, la a~ 

tivaci6n de la expresi6n de glnA. De ah! que sus niveles de GS 

sean bajos tanto en condiciones de limitaciCSn como de abundancia -

'de amonio. A este fenotipo se le denomina GlnR. 

... Con respecto a la mutaciCSn glnL82: :Tn.§. (figura 4), suger,1 

. ,., mos que la polaridad sobre la expresiCSn de glnG no es total, ya que 

la mutante MX960 posee cierta regulaciCSn parcial de la.s!ntesis de 

la GS y no el fenotipo esperado ~lnR. Este hecho, nos ha permiti-

. do conjeturar sobre la posible existencia de un promotor secundario 

entre glnL y glnG que perm~ta la expresiCSn débil de glnG, suficien 

te para ejercer cierta regulaci6n sobre glnA, aunque insuficient8".• 

para •.ctivar el aiatema Ntr de utilizaciCSn de arginina como fuente 

. Gnica de nitr6qeno (fenot'ipo Aut·). 

Sn el presente trabajos~ describe el aislamiento y carac­

.terizacidn de una mutacj,CSn qut!,Permite la expreli6n constitutiva do 
. '~ ,. 

cepa portado~a d,e una inserci6n del transpos6n 

Ademas, ae presentan alqunaa evidencia• que apoyan 

fue~temente la idea sobre· la existencia de un promotor propio en 
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FIGURA 4. Localizaci6n de la mutaci6n glnL82::Tnl en la cepa MX960. El tranapoa6n ~nl esta si­

tuado entre 100 y 170 p.b. •abajo• del sitio de iniciaci6n de la transcripci6n de glnL. Loa si­

tios de reatricci6n se señalan como referencia. 

. .__..:..,.. 
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MATERIALES Y METODOS 

CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS. Las cepas bacterianas ern­

. pleadas en este trabajo son derivadas de Escherichia coli K-12 y 

se describen en la tabla 1, as! corno también los pl4smidos emple! 

dos, cuya descripci6n qenética se ilustra en la fiqura 5, 

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO. Los medios de cultivo -

· empleados, medio m!nirno (NN) y medio nutritivo complejo Luria mo­

dificado por la exclusi6n de qlucosa, han sido descritos con ante­

rioridad (42). Al medio m!nimo, se le agre~6 qlucosa en soluci6n 

a. una concentraci6n final del 0.2•, como fuente de carbono1 y como 

de nitr69eno se emplearon 0.5 y 15.mM de NH4cl, para cond! 

de limitaci6n y abundancia,. respectivamente. También se 

utiliz6 qlutamina (1 mg/ml) para la condi'ci6n limitante de nitr6-

y para laa Qepaa ~ux6trofa~;.de qlutamina~. y el uso de arqin! 
'i:: 

(0.2') fue para determinar e1"·f~notipo Nta:.. Otros suplementos 

nlltricionales adicionado.s.·ai medio m!nimo, para satisfacer ciertos 
' '~ 

.requerimientos metab61icoa, ·.a utilizaron en concentraciones que -
. , . . , . , .~ . 4 3 

.·fluctuaron, seqjSn.el caso, de,s· ~,10~. a 2::x .. 10· ~M. ·Para los me-

. ~ioa s61idos se añadic5 ba~t~~~~~·r 'a u~a concentraci6n final del 
. ~. . ' . ' ' 

cuando fue requerido,.ae emplearon antibic5ticoa para preae! 

'. var .la presencia de agente.a 1.que confieren resistencia a estas aub.! 

tancias · (v ,q. pl4smidoa ·y el. Tn5). As!, se usaron kanam:l.TJina (SO 
- . ' ~ .· . ':·· .,···: ·-· 

y ampicilina (100·)19/ml),; 

tos cultivos se incubaron a 37°C, empleándose agitaci6n -

.mec&nica cuando se usaron medios l!quidos. La densidad celular -
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A, 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

' 

------,9lnG glnL glnA 70 K pACRl 

pACRJ 

., FIGURA' 5. Mapas qenttico• de lo• plbmidoa empleadoa1 A. Mapa• top~ 

gr&ficoa.de loa pUuidoa, indicando loa.geneadel operdn gln1\LG de 

!· .22!!• l•• barras blanca• indican la regiGn propia de loa pl•amidoa,· 

y la ltnea la regi6n del cromosoma bacteriano clonadai e. Detall0 so­

bre alguno• sitios de restricci6n y fragmentos de DNA utilizados como 

detectores de la regi.6n 9lnL-qlnG. Stmbolos: '• gene incompleto, U = 
ai tio de Hinfl, C . • ai tio de ClaI, a• fragmento llG2, b• fra9, HGl y -

e• fragmento l!!:-.L_ 



TABLA I. CEPAS DE Escherichia ~Y PLASMIDOS EMPLEADOS. 

CEPA O FUENTE O 
PLASMIDO 

MX614 

MX734 

MX914 

DESCRIPCION 

A(pro-.!!2,) galE ilv-680 i!!!-! 

~614 glnA7111Tn2 

A(pro-lac) ,A(gal att~ bio) r supF 

.ll!-68~ thi-! ~ A(glnALG-rha) 

MX914 (pACRl) 

MX914 Smr espont4nea 

MX614 glnLB2a:Tn2 

MX6~4 glnLB3 

MX614 glpL82:'&i'n2_ glnGB5 

MX614 glnLB211Tn2_ gln-,!! 

. ' MX943 (pACR960) 

MX943 (pACR1029) ·· 

MX96.0' (pACR3) 

MX943' (pACR3A[AvaJ) ' 

':.·:.·; 

' .. co.1.El~··glnA+2lnL+glnG~. 
·. ::· ,APr gl~G+ 

.. ·: pACR3:.aeieci6n AvaI-AvaI 

':. 

pACR1.glnLB211Tn2_ 

pACRl glnLB2:aTn2_ glnG85 

*colecci6n de laboratorio de F. Bastarrachea. 

DERIVACION 

50 

23 

23 

25 

F~B.A,* 

38 

F.B.A.* 

Este 

Este 

Este 

Este 

Este 

Este 

42 

52 

trabajo 

trabajo 

trabajo 

trabajo 

trabajo 

trabajo 

Laboratorio de 
A. Covarrubias 

Este trabajo 

Este trabajo 
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se determin6 por turbidimetr!a (43), utilizando para este f!n ma­

traces nefelométricos y un color!metro1Klett-Summerson • 

. PROCEDIMIENTOS GENETICOS 

MUTAGENESIS Y AISLAMIENTO DE MUTANTES. Para aislar mu­

tantes Ntr + a partir de:.1a .cepa MX960 (Ntr-), se recurri6 a la -

mutagénésis, con N-metil-N'-nitro-N-Nitroso guanidina (NG), segdn 

el método descrito por Miller (44) •. Este consisti6 en crecer un 

cultivo de la MX960 en medio nutritivo hasta alcanzar la fase exp2 

nen~ial, centrifugar y lavar la pastilla celular dos veces con bu- · 

: ffer de citratos, pH s.s. (4cido c!trico. 0.1 M: y citrato de sodio -
' ' ~'.· ,. ". ' l. • • 

O .1 MI • Después se a9re96 la NG a una concentraci6n final de SO -

pg/ml y se incubaron las células a 37•c durante 30 minutos. Post~ 

riormente se centrifug6.el cultivo, se lav6 la pastilla celular ~­

con buffer de fosfatos, pH. 7 .• o (soluci6n equimolar de Na2 HP04 y -

Nall2P041, para finalmente resuapender la pastilla en un volumen de 

nutrit~vo. .Este se incub6 a 37•c con agitaci6n durante 12 
' 1 

aproximadamente· y,_ finalmente, se espatularon al!cuotaa en 
•' 

selectivo~ .:· 
'· ... 

•'· 
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~RANSDUCCIONES. La preparaci6n de lisados del bacteri6-

fago transductor Pl __ virA y el protocolo para las transducciones -

se basaron en el m~todo de Miller.(44). En s!ntesis, consiste en 

lo siguiente: una vez obtenido el lisado, se cultiva la cepa bla~ 

co en medio liquido hasta aproximadamente 1 X 108 c~lulas/ml ( 40 

unidades Klett de turbidez), se colectan las c~lulas mediante cen­

trifugaci6n' y se res~spenden en una décima parte del volumen ini­

cial de bactotriptona al 1\, Se agrega una cantidad similar de -

solu~i6n de cacl2 (O.OlSM) y Mgso4 (0,03 M) y se adiciona una dil~ 

ci6n 1:20 del lisado viral, con respecto al cultivo bacteriano. Se 

incuba la mezcla durante 20 minutos a 37°C. Posteriormente, se c2 

lectan nuevamente las células, se lavan con medio m!nimo, se resuA 

penden en una centdsima de volumen inicial de medio m!nimo y se eA 

.. patulan en.el medi~ selectivo •. Finalmente se incuban las cajas de 

selecci6n a 37•c, de 24 a 48 horas. 

TRANSFORMACIONES. Las transformaciones de Escherichia .22.!,! 

,se siguieron apegadas al mdtodo ,~• B_etlach '!! .!! (45). Brevemente, 

este m6todo consista en cultivar la cepa blanco hasta alcanzar 30 u. 

, Klett de turbidez. Entonces, s~ centrifugan las células y se reau1-

pandan en la mit•~:~• volumen 'de ~ac12 30 mM. Se deja reposar la.--
. ·¡.., ' . 

. ·. suspensi6n celular .de 20 ~a 30 minutos y se concentra 9inco vecH en 

· ·la misma soluci6n. · Se adiciona el DNA plasmldico que se va a utili­

zar (cuya eficienc'ia de transformaci~n para !• !:2!.! se calcula en 
. 7 
. 10 transformantes/pg de DNA), y so deja repo1&r en hielo 60 minutos,1; 

seguido de un pulso térmico. de 42°C durante 70 segundos. Despuds se 

agrega medio nutritivo Luria, se incuba con agitacidn durante dos o -

. , ...... ' 
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tres horas y, finalmente, se toman al!cuotas y se plaquean en 

el medio selectivo. Se incuban las cajas de transformaci6n ~ 

durante uno o dos d!as a 37°C. 

PROCEDIMIENTOS BIOQUIMICOS Y DE BIOLOGIA MOLECULAR. 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GS. Se 

utiliz6 el ensayo de la t-glutamil transferasa para determinar 

la actividad enzim&tica de la GS, como se ha descrito previamen­

. te (42), Las actividades espec!ficas se refieren a la actividad 

total de la enzima (adenilada y no adenilada), y est4n dadas en 

• micromolas de t-glutamilhidroxamato producido por minuto por mil! 

··gramo de prote!na a 37•c. La concentraci6n de prote!na se deter­

. min6 por el mGtodo de Lowry (46) empleando albdmina sGrica de bov! 

no como estandar. El ensayo de actividad de la···GS en colonia se -
;·1";.' 

.l. 

realiz6 segan el mGtodo cualitativo descrito por Pahel ~ al (op. -

PURIFICACION DE DNA DE PLASMIDO. La purificaci6n de DNA -

.de pl&smido se lle~6 a c~bo siguiendo el mGtodo de Betlach ~ al -

(45). Para an41ida:idpido• ,de plhmidoa,. ae emple6 el. microensa-
. .. :'•.:.. ' 

yo de Holmea y Quigley.• (~7). Laa endonucleasas de reatricci6n fu~ 

ron generoaamente proporcio11adaa por A. Covarrubiaa. Laa éóndici2 

nes de utiliz~ci6n se.siguieron apegadas a los lineamiento• deacr! 

toa por Maniati• .!! al (48), aa! como tarnbi~n la• tGcnicas de man! 

·pulaci6n del DNA. 
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PURIFICACION DE RNA. Las cepas utilizadas para la purif i­

caci6n de RNK, fueron crecidas en los medios de cultivo indicados, 

hasta alcanzar la fase exponencial (aproximadamente 60-80 unidades 

Klett). Posteriormente, el RNA fue extra!do siguiendo el método -

descrito por Aiba ~ al (49) 

HIBRIDIZACION RNA-DNA EN FILTROS DE NITROCELULOSA. (NORTHERN) 

Para este procedimiento, se efectuaron electroforesis de los .RNA's en 

geles desnaturalizantes de agarosa al 1.2,, conteniendo, adem4s, 2.2M 

·de formaldehido, preparados y utilizados como esta descrito por Mani! .. 1 
1 tia~.!! (48), excepto que se us6 NaKHPo4 2 mM en todos los buffers. 

La transferencia de loa RNA's de los geles a los filtros de nitrocel~ 

.loaa (Scheicher' Schuel BABS) y au poaterior hibridizaci6n con frag-

mentos de DNA espec~.ficos marcados radiactivamente, se llevd a cabo -

como esta indica~o por Thomas (SO), Los fragmentos de DNA utilizados 

fueron~ el detector HGl que es un fragmento HinfI-HinfI de 900 pares 

de. ;bases que contiene al extremo 5 • de glnG y parte del extremo 3 • de 

'glnG1 .el detector HG2 que tambi.Sn ,es un fragmento HinfI-ClaI de 706 -

paree de baaea cuya aecuencia correeponde a un segmento interno de -­

gl~L. Ambos fragmentos fueron obtenidos a partir del pl&1mido pACR3 

(Ava) y purificado& de gelea de agarosa de bajo punto de fusi6n al -

1.5\, en buffer Tris-boratos (48). El marcaje radiactivo de estos -­

fragmentos se efectu6 empleando el procedimiento comercial de incorp2 

raci6n de ( ot - 32PX dCTP ,!!! !!!!2 (nick-translation), diseñado por 

· Amersham International Ltd. 

1 

i 
1 
1 

l 
1 

1 
1 



- 24 -

MAPEO DE RNAm POR DIGESTION CON NUCLEA5A 51. El procedi-

miento seguido para la ejecuci6n de los experimentos de Mapeo con 

nucleasa 51, es el que ha descrito Aiba !!,.!: al (49). Para esto, -

se utiliz6 el fragmento HGl marcapo radiactivamente en su extremo 

S'-glnG con 32P mediante la reacci6n con la kinasa de T4 y ( f-32~) 

ATP como substrato (48). El procedimiento so ajust6 al m~todo men· 

cionado salvo algunas excepciones: La .. hibridizaci6n RNA-DNA se --­

efectu6 calentando la mezcla hasta 7s•c y dejando descender la tem­

peratura gradualmente hasta 42•c1 la reacci6n con la nucleasa Sl -­

(Boehringer Mannheim) se hizo a 2o•c durante una hora y empleando -

300 unidades de enzima por cada 140 pg de RNA1 y, finalmente, la --

.. electroforeaia fue en geles:.cortoa · (aproximadamente de 15 cm •. de -

longitud) de poliacrilamida al S••JJrea.BM en buffer TBE. 

REACTIVOS. ; Todos los amino&cidoa y vitaminas empleados fu! 

·· .. ron de Sigma Chemica,l Co •. Las enzimas fueron obtenidas a partir de 

., .fuentes comerciales.. Todo e~ .. materi~l. empleado para el marcaje ra­

diactivo y medio•. utilizados fueron obtenidos de fuentes comerciales 

y usados en grado analttico • 
., .. , 

•"'.,, . ·í·.".(· 
·.,. ... 
~ , ... '. 

1,.,··· 
.- .. 
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. RESULTADOS 

I. AISLAMIENTO DE LA CEPA MUTANTE MX1029. 

La cepa MX1029 (glnL82:~'l'n1 glnGBS)se aisl6 como una reve~ 

tante Aut+ a partir de la mutante MX960 (glnL82::Tn1), que es in~ 

capaz de utilizar arginina como fuente de nitrOgeno. Para esto, se 

someti6 a la MX960 a mutag~nesis qu!mica con N-metil-N'-nitro-N-n! 

trosoguanidina, seleccionando aquellas colonias que crecieron en -

. '. medio m!nimo con glucosa y arginina. De esta selecci6n, se aisla­

ron dos colonias independientes,· denominadas MX1029 y MXlOJO. Po! 

.. -·· -. ··. teriormente, se determino la actividad enzim4tica de la GS, encon-,,._,.: 

. - ~. ' . ' 

· tr4ndose que fue alta constitutiva, para ambas cepas, tanto en con 

dicionea de limitaci6n como de abundancia de amonio, aunque cabe -

· d~stacar que las actividades en condiciones de aétivatiiOn (NH4ct 

0.5 mM) fueron mayores, aproximadamente cuatro veces (ver tabl1k2) ! 

Para mapear la localizaci6n de estas mutaciones se hizo un 

. lisado del bacterie5fago P1 en las cepas MX1029 y MXlOJO, indepeni.­

dientemente, y se transdujeron a l~;,cepa MX734 (glnA7111'1'n1), coa!! 

leccionando colonias prote5trofas de glutamina· (Gln+) que ademb 

fueran resistentes. a kanamicina (50 µMI, ya que el 'l'n,2 confiere 

. resistencia a este antibie5tico •. ··Se encontr6 que el 1001 (200/200) · 
. + + . 

de las colonias fueron Aut . (Ntr. ) lo_ que implica que las mutacio-
'.• .. . . 

nea responsables de este.fenotipo se encuentran muy ligadas al ge­

ne ilnL, donde esta inHrtado el 'l'n! (38) • 

Dado que se requiere de la expresidn de glnG para activar 

· . la expresie5n de los sistemas Ntr, ·se considero que las mutaciones 



··. ,. 

~ ;. ·. . 

- 26 -

gln-85 y gln-86, de las cepas MX1029 y MX1030, respectivamente, 

se localizaban en_glnG o por lo menos permit!an su expresi6n. 

Adem4s, puede inferirse que estas mutaciones, por permitir la -

utilizaci6n de arginina como fuente de nitr6geno, efectivamente 

afectan la s!ntesis de NR1 probablemente sin alterar la estruc­

tura primaria de la prote!na, ya que tanto por activar el sist~ 

ma Aut·; como por inducir la s!ntesis de la GS, parece 16gico s~ 

poner que ambas mutáciones s6lo afectan la expresi6n del gene. 

Estas mutantes ofrecen.por lo menos dos alternativas p~ 

ra explicar la supresi6n del efecto polar de la mutaci6n glnL82 

::Tn}: una consiste en suponer. que las mutaciones gln-~ y c¡ln~!! 

.afectan a un.promotor en c¡lnG,.aumentando su expresi6n1 y la se­

gunda alternativa deja abierta la posibilidad de que se hayan ge-
. . 

.. ~erado promotores nuevos en la_ reqi6n interciatrOnica glnL-glnG -

o en la vecind.•d .. del .transpoa6n Tn} • . '.- ,, ... ·,:. •,, 

De estas mutantes, se. seleccion6 a la MX1029 para anali­

zar y caracterizar su mutaci6n· que revierte el fenotipo Aut- de ~ 

la MX_960, 

n. SUBCLONACI~N .!!! :!!!2 _DE LA MUTACION glnGBS EN UN.l'LASMIDO -
. · .... :· .. :: 

.MULTICOPIA. · 

La estrateqia para trasladar la mu.taci6n glnGBS: a un pl4,! 

mido multicopia· .CpACRl), portador de' J.a:q:eqi6n silvestre glnALG, 

fue la siguiente& Se propaq6 el bacteri6fago transductor ~1 en -

la cepa MX1029 obteni~ndose un lisado que se· utiliz6 para infectar 

.a la cepa MX924 seleccionando ·aquellas transductantes que crecieron 
. ''· 
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Pl (MX1029) X MX924 -----------~ Gln+ Kmr <--- Ntr+ 
1 
1 

• PURIFICACION DEL PLASMIDO 
1 
1 
1 
V 

1--------------------» TRANSFORY!ACION 
1 

DE LA CEPA MX943 
i 
1 1 

1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 

1 
1 
1 

~ 
Kmr Ntr+ 

1 
1 
1 
V 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE 

PURIFICACION LA GS Y SELECCION DE COLONIAS CON 
e--------------DEL PLASMIDO ACTIVIDADES ELEVADAS DE LA ENZIMA. 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

• SELECCION DE LA CEPA MX1129 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

• FIGURA ¡, BS'l'RA'l'EGIA EXPERDEN'l'AL PARA LA SUBCLONACION !_!! ~ DE 

LA MU'l'ACION glnGBS EN UN PLASMIDO MULTICOPIA (pACRl). 

' - .,. ·~ . 
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en medio m1nimo con glucosa, NH4Cl 15 lllM y kanamicina (50 ug/ml). 

Se tomaron SO colonias independientes, se crecieron en medio nu­

tritivo Luria (LOl), en presencia de kanamicina,. y se puri.fic6 -

pUsmido~ Este, se emple6 para transformar a la cepa MX943 ---­

(A[glnALG] ) , seleccionando las transforman tes que fueron Gln + Kmr. 

Dado que se obtuvieron aproximadamente 70 colonias Gln+ Km~ Aut+, 

se utiliz6 el ensayo para determinar actividad de la GS en colonias 

crecidas en medio mlnimo con limitaci6n y abundancia- de amonio. 

Aunque evte ensayo es cua_litativo y las cdlulas no_ estan en las mi.!, 

mas condiciones de crecimiento, el ensayo ea reproducible y confia­

tile (20). As1~ mediante este método se seleccionaron 3 cepas que 

presentaron actividades elevadas de GS en ambas condiciones, cuyo 

fenotipo ae reprodujo mediante el enaayo cuantitativo de la acti­

vidad de la GS (42). Se seleccion6 una colonia para purificar pl4.!, 

mido y repetir el procedimiento desde la transformaci6n de:' la MX943. 

Eato se. hizo con el-objeto de garantizar que la poblaci6n de pl4smi-

... dos de la11 cepas transformadas fuera homogénea. Posteriormente, de 

la dltima transformaci6n se obtuvieron 19 colonias cuando se utili­

z~ 1 }19 de DNA' plasm1dico, ·y s~. aeleccion~ una colonia con activi­

dad elevada de la GS (ver !'~bta·, 2). Es necesario. destacar que la .. 
mutaci6n. glnaas'·aa. aub9lon6 ligada al"alelo qlnL82: :Tn}, dado que -

es _muy dif1cil separarlas gen~ticamente, adem~a, la inserci6n del -

Tn} sirve como indicador positivo para la manipulaci6n gen,tica de 

·la mutaci6n glnGBS. 

Todo el procedimiento se repiti6 para subclonar la muta­

ciOn glnL82::Tn~ de la cepa MX960, excepto que el fenotipo Ntr en-
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contrado fue Autt, es decir, que crece lentamente en medio m!nimo 

con arginina como fuente dnica de nitr~geno (datos no mostrados). 
'.,,.:: 

Los datos sobre las actividades enzim4ticas de la GS de -

las cepas portadoras de las mutaciones glnL82::Tní. y glnGBS, en -

pl4smidos, aparecen en la tabla 2. 

"o/ .... · 
, TABLA 2. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CEPAS PORTADORAS DE -

LAS MUTACIONES glnL82: :'l'ni_~y glnGUS. 

CEPA FENOTIPO O GENOTIPO 
RELEVANTE 

ACTIVIDAD ENZIMATICA1 

Silvestre 

Gln+'Aut- Kmr 

~:r~t:;:' ::::: :::: :::: :: 
'''<'··" . MX1057 Gln+ Aut+ Kmr AP.r (MX960/pACR3). 

;:~'(/(:' MX1019 .GlnC A~t+ 

Nt N' 

0.20 

0.20 

. 0.87 

0.54 

1.97 

1.so 

1.63 

o.so 
3.10 

2.73 

3,20 

2.00 
".'· )¡':·~.~ ·:· ':~ ._ 

111¡::::: =~~::;=::~=:::.. :::: :::: 
~ti';.';'./ 1La«ac,tivid•d.:~nzimltica d~. la'GS es,ta expresada en pmolea de 
¡%i~·:;r~:·,-: ::t'·;;:¡, ; .,. ,. .> . ;,.: ··; ::..:~·~t;·_. ¡ • 

';ix!~· . r-glutamil-hidroxamato producido por minuto por miligramo de 
;' ~\f\r:~:::.:: ' ' 

pro-

'"'.'.:''!: · te!na (umolea/miñ/mg ·de prote!na). N indica que la cepa fue creci-
·' ·'.·':, .. ·.~ "'·. ' . . 

~ . •. : ~·' ' . ·~ll en medio m!nimo .(con 0,2\ .de glucosa) y NH4cl 15 mM1 N indica 

que el crecimiento fue 'en medio m!nimo con NH4Cl o;s mM. 
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111. DETECClON DEL RNAm DE glnG POR HlBRlDlZAClON RNA-DNA TIPO 

NORTHERN. 

Una vez caracterizada la cepa MX1129 (MX943/pACR1029) y 

siguiendo la idea de que glnG se expresa gracias a la mutaci6n -

" 2.!!IGBS, el siguiente paso consisti6 en demostrar que glnG se tran! 

cribe. Tambidn quedaba la cuesti6n de si tal expresidn proven!a 

de la regidn .intercistr6nica glnL-glnG o bien de otro sitio, por -

ejemplo del Tn~ en glnL. Sabemos que el transpos6n est4 insertado 

entre 100 y 170 pb ~'abajo" del extremo S' de glnL, por lo que si 

.la trans~.ripcidn procede de este sitio, el RNAm de glnG debe ser 

de mayor tamaño que si se inic1a al principio del propio gene. Pa­

ra resolver e.ata .cuestiCSn, se hicieron experimentos de hibridiza-­

. cidn mA·DNA en .filtz:os de nit~oc~lulosa (Northern), a fin de dete~ 

ta,r y determinar el tamañ~ d~l tr.anscrito de.~.glnG. Para esto, se 

purificd RNA de distintas cepas.bajo di~erentes condiciones de cr! 

cimiente;> y. se efectuaron las.hibridizaciones correspondientes (ver 

· Figura 7 1.~ · 
'' ·,~ .. ' 

Loa resultados demuestran que·. utilizando el fragmento HGl 

DNA, que lleva, el extremo S' de glnG, puede detectarse el tran! 

crito de este gene en .. la cepa.MXU29, en· tanto que utilizando el -
' 1 

. fragmento HLl, que comprende p~r~e' de glnL hacia su extremo 3',' e.n 

la misma ~epa no se detecta hibridizacidn. Esto implica que el -­

transcrito deglnG no procede del tranapoadn.de la mutaciCSn glnL82 
: ; ' ' . ,, . . ~ . 

uTn_!.ni de otro sitio "arriba" del propio gene. Si ad fuera, se 
hubiera detectado el transcrito con ambos detectores, adem4s, el -
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tamaño del RNAm de glnG comprende aproximadamente 1,400 bases de -

longitud, dimensi6n que sc5lo alcanza a contener el mensaje que co-

difica para NR¡. 

Se utiliz6 la cepa MX924 como control positivo para glnG ·• 

En la figura .7 puede observarse el transcrito .. espec!fico de glnG, -

tanto f!!n la cepa MX924 como ·en l~ MX1129, aunque cabe destacar que 

para detectar.el transcrito de la MX924 se necesitan poner de 4 a -

6 veces·mas RNA que el de la MX1129. Adem4s, los transcritos no -

coinciden exactamente en tamaño, sino que e1 de la MX924 es aprox! 

madamente 40 bases mayor que el de la mutante. 

Puede observarse que el RNA de la MX1129 ostenta µn patrc5n 

de numerosas bandas de hibridizacic5n, reproducibles cuando se usa -

el fragmento HGl como detector. :.Aaimiamo, por lo menos parte de -

:;·este patrc5n se rep11oduce cuando se .usa como detector el fragmento -

.HG2, que lleva .la regi6n 3 1 de glnG. Esto implica que glnG se expr,! 

'.)<':;:, aa en su totalidad y de que existen formas isoml!ricas del=transcrito 
::'·:·.<;·,; :::' .·. . . . . ' . 

';;~.; . ~ bien pueden ser formas modificadas o alostl!ricaa del RNAm • 
. 'I•.,)•;\. 

~;~;]\. • . Por otro.lado,. al. hibridizar:.RNA de ~a cepa MX1129, crecida 

~~:'.;;~·~::en disÚntos medios (Úgura-'7), puede;observarse que tanto en cond! 
r<:.:;.t:':.(.. . . . , . ._i . .. • ,_: : __ ·: .•• • -·· ... - -: 

;;c.;,,;,,, ciones de abundancia y: limitacic5n .de amonio, la cantidad de transcri 
'~:-~~~~:}-/., '.::· .. ;.· . . . '~ l- . . : ,•. . . . . . • ; .• -,, ·':· . ~ _. . • -

;~'Ji;·;;:. to producido, H aproximadamente la misma~ .. lo que concuerda con. la -
;•._, <, ;,· .• .•. • 

:;;;'\'. :.hip6teais de q~~ '.1a· mutaci6n glnGSS permite la dnteais constitutiva 
·,i':•.":'¡.·: 
;e, 

' ,._ . • . ' . ~ '.1 j • 

' d411l RNAm correspondiente. Sin ernbarc¡o, de.staca •l hacho de que en -

.··(' 

medio nutritivo, la cantidad de tra~.scrito detectado es menor que -­

.,·cuando las cl!lulas son cultivadas en medio m!'.ni!lio. Esto quiz4s obe-
'"· 
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- III -
DETECTOR 

HGl HLl HG2 

*Transcrito principal correspondiente a glnG (longitud aproximada 
1 

de 1400 bases) de la cepa mutante Mx1129. 

•Transcrito poco abundante de la cepa ti.po silvestre MX924, corres­

pondiente a glnG. 

CARRILES: RNA de las cepas MX924 (4[glnALGJ/pAéRl); 1, 4, 81 MX1129 

(A[glnALGJ/pACR1029): 2, 5, 7, 91 MX1128 ( [glnALG)/pACR960): 3, 6s 

RHA de Rotavirus humano: O (indicado en bases de longitud). 

1 IÍ • • ···e' 
1 1 

., 1 
,, 
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1 ' ,d§·· .. s!!l ¡. 

IG2 . HGl , 
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B. 

a b e d e 

-3700 

.,, -2904 

-1620 

-1350 

... -1120 

~ .. · 

FIGURA 7 • .J>etecci6n del transcrito especifico de glnG por hi-
. bridizaci6n RNA-DNA en filtros de nitrocelulosa (Northern's). 

A) Lo• RNA'• empleados fueron obtenidos de las cepas MX924 
(gln(!!&J~), MX1129 (glnL82uTn~ glnGBS) y MX1128 (glnL82uTn~); 
El detector empleado esta indicado en cada plnel y se esquemat! 
1a en la parte inferior de la figura. La cantidad de RNA emple.! 
da fue de 10 pg/carril, excepto en el carril 8 donde se usaron 

40 119· 
B) Detecci6n del RNAm de glnG en la cepa Mxl129, crecida en di~ 
tintos medios: a) medio mtnimo con exceso de amonio'.(NH4c1 15 
1111) 1 .b) ·medio mlnimo con amonio limitante (NH4Cl 0.5 mM), c) ·~ · 
dio nutritivo Luria, v d) medio Luria con qlutamina· U mq/mll ~ 
Bl detector utili1ado fue el fra9111ento HGl. En el carril e se 
puso RNA gen&nico de rotavirus humano comQ marcador de peso mo­
lecular, cuyos valores est&n expresados en bases. 
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dece a las condiciones de s!ntesis global del RNA en estos medios, 

que son radicalmente distintos. 

IV. MAPEO DEL RNAm DE glnG POR DIGESTION CON LA NUCLEASA Sl. 

En la figura de abajo se muestra una representaci6n esqu~ 

mltica del experimento de mapeo con nucleasa Sl empleado. Se us6 

este procedimiento para mapear el sitio donde se inicia la trans-

cripci6n de glnG en la mutante MX1129. 

S' llNAm de glnG 

+ 
( 32P) s • •-._-_-_-_-_-_:_-_-_-_-_-_-_-_-_-_:_-_-_fragmento HGl 

J 
HIBRIDIZACION 

DIGESTION CON LA NUCLEASA 

Sl 

~s· 

5' ·------

1 
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-UREA 



:~~( '~ . ' 

- 35 -

El detector de DNA utilizado fue el fragmento HGl marca­

do radiactivamente en sus extremos HinfI-5'. d::ste fragmento PO!. 

ta el extremo 5' de~ y·e1 3' de glnL, de tal forma que la -­

nucleasa Sl degrada la porci6n de DNA que no hibridiza con RNAm -

de glnG. Para esto se utiliz6 RNA purificado de las cepas MX112e, 

MX1129 y MX924 crecidas en medio m!nimo con glucosa (0.2\) y NH4Cl 

15 y 0.5 mM, para las condiciones de abundancia y limitaci6n del -

nitr6geno, respectivamente. 

Los resultados de estos experimentos se muestran.en la fi­

gura.a • En p~imer t~rmino, encontramos que en el caso de la cepa 

ailveatre (figura B A y B r carriles 1 y 2) , se observa que el frag­

mento de DNA protegido por el RNA 'fue de aproximadamente 585 baaes 

de longitud, en ambas condiciones probadas. Asimismo, es notable -

qua la abundancia del transcrito de glnG es mayor en condiciones li­

mitantes de amonio, aunque en general la concentraciCSn relativa es -

baja, ya que la detecciCSn de este transcrito sCSlo se !ogra cuando se 

emplean cantidades elevadas de RNA total. 

Cuando examinamoa el RNA de la cepa MX1129, encontramos que 

'.~S?\.·;. ae' protege un fra~mento de aproximadamente 540i.'·baaea de magnitud, -

.'\;.\i:·:.:cuya abundancia ea aim~l~r en. ~aa. condicionea'¡ .ll.imitaciCSn y abun-
,;,_~~~~~r:r·:.; ... · · · · . · 
t:'"~:'.·.) .. dancia de amonio. Eate tragmento. ea. ma. co~~o que el que protege -
~I:·f1:.;:.t1• .. •:'·.'. 

';· ... 

el RNA de la cepa MX924, lo que probablemente implica que el trana• 

. crito que se produce en la MX1129 comienza "abajo" del sitio donde 

se inii:ia el mensaje en la cepa silvestre. Otro aspecto interesante 

es el hecho de que en la cepa MX1129, el transcrito espec!ficu de -

glnG es mucho m4s abundante que en la cepa silvestre. Sin embargo, 
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es dificil dar una estimaciOn cuantitativa sobre el nd!nero de ve-

ces mas que se produce el transcrito de glnG en la cepa mutante -

que en la silveatre. 

Al analizar el RNA de la cepa MX1128 parece observarse que 

se P.rotege un fragmento de tamaño similar al de la cepa silvestre -

(MX9~4),,.sin embargo, debido as~ muy escasa abundancia es dificil 

determinar si se trata·de un transcrito real o de. un artefacto del 

,: experimento. · 

/ En la figura 8 ese muestran las autorradiograUas de los ex­

de mapeo por nucleasa Sl realizados. 

·, : .. 
. ' ' ~: .: 

'··¡, '-, 

,,·, .. 

·. 'J 

, .... •,., 



A. 

MX924 MX1129 MX112B l!Gl pBH329/ 

~ t J t 
* 

Hinfl & 

·- -1295 --+ • .,+ - 1213 -o --· - - -517 

- -453 

"-220 

\ 
\ 

/ 
~154 

o 1 2 3 4 5 6 7 o 

o 1 2 3 4 o 5 6 7 - -·-
~ -

aw-. b. 

' los tamaños de los fragmentos es Un expresados en bases (b). 
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B. 

o 1 2 3 4 

--- .... .. 

.,,,, 
-. \ ,. \ 

' ; 
> 

I 
~ 

' ... 

5 6 

--

HGl O 

-
1295 

' 

• -1213 

---517 

~ .... -453 

" ,;, . 
... -298 

•-220 

# = MX943 (A(glnALG]) 

FIGURA 8. Mapeo por digesti6n con nucleasa Sl del RNAm de glnG. 

Se utiliz6 como detector el fragmento HGl desnaturalizado y mar­

cado 'con 32P en su extremo 5'. Los RNA's empleados proceden de 

las cepas indicadas en la parte superior de la figura A, y por -

los nGmeros indicados en la parte inferior de la misma figura. Las 

cepas fueron crecidas en medio m!nim~ con glucosa (0.2•) y NH4Cl: 

15.mM (f) y o.s mM <l), excepto la cepa MX943 que fue cultivada en 

medio· Luria con glutamina (1 mg/ml). S!mbolos: +fragmento HGl re­

naturalizado, •fragmento protegido ('-'585 b,, *fragmento protegido 

""540 b). A y B son experimentos diferentes. 

\. 
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. DISCUSION 

Los resultados mostrados en este trabajo demuestran feh~ 

cientemente que la mutaci6n glnGBS permite la expresi6n constit~ 

tiva del gene glnG. Las evidencias que soportan esta af irmaci6n 

son las siguientes: 

i) El m6todo de selecci6n gen~tica de las mutantes estuvo basado 

en el hecho de que es necesaria la expresi6n de glnG para que 

§•_.!22!! pueda utilizar fuentes alternativas de nitr6geno. Ba­

jo este criterio, se dirigid :1a mutag6nesis y selecci6n de las 

colonias revertantes Ntr+ de la cepa MX960. Tambi6n, se veri­

fic6 que una de las revertantes seleccionadas, denominada MX1029 

cotransduco la mutaci6n que le confiere el fenotipo Ntr+ 100\ -

con la mutaci6n glnLB211Tni. Asimismo, los niveles de actividad 

de la GS son elevados .. en ambas condiciones, limitaci6n y abundan 

.ciada nitr6geno en el medior lo que nos permite sugérir que es­

~te fenotipo responde a.la expresi6n de glnG. Ad, las evidencias 

gen4ticas -y el mismo, tipo de selecci6n- indican que la muta­

ci6n qlnGBS permite .la dnteaia,de NR1, que debe producirse en -

cantidad aufic:iente no sOlo p_ara inducir la actividad de la GS, 

sino t~bi4n. para activar loa ~.iatemas Ntr. Por estas funciones 

parece ser que esta prote!nar.ea fiaiol~gicamente normal, aunque 

: .• no puede descartarse alteraci.ones en su: estructura. 

Loa experimentos de hibridizaci6n IWA-DNA tipo Northern, indican 

que la cepa portadora de la mutaci6a glnGBS en pl4smido, produce 

un transcrito abundante de glnG de aproximadamente 1400 bases de 

,.: 
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extensi6n. Este RNA posee la caracter!stica de ser espec!fico 

de la regi6n de glnG, ya que es detectado con los fragmentos -

HGl y HG2; pero cuando se usa el fragmento HLl, espec!fico pa­

ra glnL, no se detecta (ver figura 7 ). Esto significa que el 

pl4smido pACR1029, posee expresi6n de glnG, cuya transcripci6n 

no procede ni de la parte media ni del extremo 5' de glnL, lo 

que tambil!n anula la posibilidad de. que el Tn~ sea el respon­

sable .de dicha expresi6n. Asimismo, cabe destacar que la dete~ 

ci6n del transcrito de 1400 bases es reproducible en todas las 

condiciones de crecimiento de la cepa MX1129 (figura 7 ) , y so­

bresale como la banda principal. Sin embargo, existen numero­

sas bandas de hibridizacidn reproducibles, destac4ndose dos de 

ellas de aproximadamente 490 y 145 bases de longitud, que incl~ 

so pueden detectarse cuando se hibridiza este RNA con el f ragmen 

to HG2 (ver figura 7 '). Resulta dif!cil interpretar este resul­

tado ya que si estas bandas corresponden a fragmentos de RNA del 

.. , . tamaño proporcional, no est& claro como pueden ñibridizar con -­

fragmentos de DNA separados por m4s de 600 bases. Quiz4s lo que 

ocurre es que son formas conformacionales de este RNA que migran 

anormalmente durante la electroforesis. 

". 

\ _.,,. J 

En relacidn a la deteccidn del RNAm de qlnG en la cepa -­

MX924, ~ate sdlo se logra obsetvar cuando se emplean 40 µg de RNA 

.total por carril, y aún as! la detecci6n es muy pobre. Adem4s, .en 
, 

la figura 7 puede observarse que la banda de hibridizaci6n es lige-

ramente mayor que la de la MX1129, lo que implica que la transcrip­

ci6n en ambos casos procede de sitios distintos. A este respecto, • 

un problema cr!tico que se ha presentado para detectar el transcri-
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to de glnG es que coincide con la posici<Sn del RNAr'16S de~· .221!. 
y que atrapa inespecHicamente al DNA empleado corno detector. Es­

to es particularmente problem4tico en la detecci<Sn del transcrito 

en las cepas MX924 y MX1128, donde se tiene que usar mucho RNA t2 

tal. En la MX1129, dado que el RNAm de glnG es muy abundante, 

· :/, el "ruido" del RNAr 165 no dificulta el reconocimiento visual de 
;,,' 

., la hibridizaci<Sn. 

iii) Finalmente, los resultados obtenidos en los experimentos de 

mapeo con nucleasa Sl, indican que el RNAm de glnG en la 

.MX1129,se inicia.al·final de glnL, en su extremo 3'. Este -

hecho corrobora los resultados obtenidos en los Northern.' s -

sobre el posible inicio transcripcional de glnG, ya que si -

se .ha determinado que el transcrito consta de 1400 bases de 

longitud, era ~e esperar que se ind.ciara en la vecindad del 

extremo 3' de.glnL. Estos hechos indican adem4s que en la 

cepa MX924 (y presumiblemente en l~ MX1128) se produce un --­

transcrito propio ligeramente mayor que el de la MX1129. Es­

te transcrito,, qub4s es. propio de glnG,, dado que no se dete: 

ta con el.{letector HLl en; loa Northern•a, .aunque no puede des 
. ;. -~: ~ . -. . .. ': . '.: .. -'>··:·· . '.' ·, . -

cartarae· que. sea un producto .. ; modificado del transcrito bicis-
.... 1'.

0 
··' • i' . .-·. ' . : '~ 1 •• -;~ ~ .. ~~_-';·.J~ ".'- '' ; . 

tr<Snico glnL-glnG que se.inicia en glnLp •• Cabe agregar que -,, ' ; " •' . 

dicho mensaje biciatr<Snico.no:ae ha detectado como tal en ---
... .. .,. '·' ·' ."·. ' 
~ . . . - " . . 

· .nuestro laboratorio.· ni . se. ha reportado en la literatura res--
. . '. ::::-. ·.:.'' ·... " .'· . 

,pectiva, de modo'que 8U',8Xi&tencia esta m'8 deducida de las 
. . !. ' ' ' ,=:·· ' ' ' 

evidencias genl!ticas de. polaridad de !JlnL sobre glnG ( 11, 14, 

17, 19, 34). Empero, dado que el transcrito de !JlnG de la 
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cepa MX924 es similar al putativo transcrito de la MX1128, 

cuya existencia no est4 bien clara, es posible pensar que -

glnG cuente con un promotor propio.· 

Recientemente, J, Miranda (53) y A. Covarrubias (manus­

crito en preparaci<5n) han obtenido la secuencia nucleot!dica de 

los genes glnLy glnG de!· .2.2ll, 1 encontrando que éstos esUn se­

parados por Qnicamente once pares de bases, entre el cod<5n de te! 

minaciCSn de glnL y el codCSn de iniciaciCSn de glnG. Esto permite 

pensar que si existe un promotor propio para glnG, éste debe im­

bricarse con la secuencia de glnL, de tal modo que su funcionamien 

to debe ser interferido por la transcripciCSn de glnL. Esto podr!a 

explicar por qué este promotor es poco activo en la cepa MX924. 

En un an4lisis computacional sobre las posibles secuencias promoto­

ras que se localizan en glnL y glnG, efectuado por J. Miranda (corn~ 

'·:e·:. nicaciCSn personal.>, ha encontrado numerosas, aunque todas débiles. 

Ad.em4s, parece existir· una, alta frecuencia de estas secuencias en -

la regiCSn interciatrCSnica 9lnL-glnG, mientras que en la parte media 

.;c. . de estos genea la. frecuencia encontrada .es inuy baja. Esto posible­

mente implica que .. _!. ~ esta dota.da de la propiedad evolutiva de 

contar conuna.: "reserva" de promotores potenciales para 9lnG , y qui-
~··.-. '.,' ' · i:b ocurre esto también con otros genes, de modo que si las circuns­

tancias fisiolc5gicas en cierto momento demandan de la expresiCSn de 

·un .gene, date cuenta con una.serie de se~uencias promotoras "poten­

ciales• que, con el auxilio de.mutaciones. id<5neas, pueden proporci2 

narle una expresi<5n independiente. También, es posible que este. --
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-:i- ,_, hallazgo sea casual y que simplemente se encuentre esa alta fre-

cuencia ~e posibles secuencias promotoras fuera de la fase abie! 

ta ·de lectura de NRI en glnG, porque es mas estable, evolutiva• 

mente hablando, no presentar secuencias nucleot!dicas dentro de 

un qene que pudie~an interferir su expresi6n normal o alterar 

su funci6n. 

En relaci6n a la mutaci6n glnGBS, A. Covarrubias obtuvo 

la secuencia de nucle6tidos de un fragmento de DNA donde est4- in 

cluida esta mutaci6n, encontrando.que consiste en una transici6n 

pirimid!nica en el nucle6tido 44 "arriba" del cod6n de iniciaci6n 

de la traducci6n de glnG: 

secuencia silvestre: ••• TACCGA ---- 28 pb ---- TAA ---11 pb••ATG .¡ m 72> 
, m~taci"n glnGBS a •••••• • -.a:T ••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

(l) • cod6n de. tm:iniriaoi6'i>' .. de la traducci6n de glnL. 

(2) • cod6n de iniciaci6n de _la traducci6n de glnG •. 

Esta mutaci6n se localiza en un posible promotor cuya se 
.: . . . ~ 

ailvestre. e11 · 
-~ATTGAAT-~----- 17 pb -----··CATACC*G·--

•35 :. -10 ... _, ... 

· en donde el aleloglnGBSpodd¡s incrementar su "valor" como pro• 

motor . ( *C·-• T) , ya que aegdn:· el p;om°~tor conJenso, el sexto nu• 

cl~6tido •'l'• de_la regi6n •10, ea importante para.la funci~n pro• 

motora de esta re9i6n. Asimiamo, el aitio de inicio de la trana·· 

cripci6n de glnG, inferido por el mapeo por nucleasa Sl, se loc,! 

liza muy cerca de esa secuencia: .Adem4s, resulta evi.dente que' 
'\ 

. '; 
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este promotor no es el que utiliza la cepa silvestre para la tran~ 

dpci!5n de glnG, ya que ~ste debe localizarse· unos 45 pares de b.i!, 

ses "arriba". 

La funci6n del promotor de glnG, considerada dentro del -

contexto del oper6n glnALG, no se conoce ya que no se han determi­

nado las condiciones en las que su; participaci6n sea significativa. 

Sin e~argo, probablemente existan ciertas condiciones particulares 

. en las cuales este promotor adquiera importancia funcional, sobre -

/.todo si se considera que Escherichia E2.!.! habita normalmente un me­

·.dio natural con caracter!sticas ambientales muy complejas y, en mu­

. chos aspectos, desconocidas, Asl, es posible que no se hayan repro­

~ucido adecuadamente la• condicione• necesarias !!!.!!ir.2. para encon-
;··" 

trar aquellas donde el promotor de.glnG sea funcionalmente importan­

·. te •. Cabe considerar tambUn la posibilidad de que la participaci6n 

;:;:.;;··de este promotor no tenga importancia fisiol6gica significativa,;·., 

<., sino que mas bien actde como un sitio opcional para el inicio de la 
'..~~~-:~:<>' .. ·/ . ' ' . 
"·>·t. transcripci6n de glnG, ,a manera de un sitio secundario que se emplea 

\' . . •: :; ' ·' . 

~'~¡¡:::l:.: ::·::·:::·::.:::·:::::::·~·:º:.::::·:. ':::::::::· 
(l::'.:,,t,.~:que garantice la_ ~xpreai<Sn de glnG. Algo ad como una forma, fisio-
~{~~i~An91·.. ;. · . . 
;;v!(;\{:' l<Sgicamente significativa, de asegurar la dotaci6n adecuada de· la --
:·k(;'. ír ·:. '.'.'.. ~ · • , . 

'.·'.-<: '< .protelna NR1, cuya importancia capital en la regulaci<Sn metab6lica • 

:/;:;<:::: celular es de tal magnitud que quiz4s sea evolutivamente conveniente 
( ! ~. ; '.. ' 

··,, 

· ·: · ' : invertir energla y organizaci6n biol6gica para mantener dicho aiste-
i'; 

ma, a manera de una redundancia funcional sostenida para asegurar 

'cierta: funci6n biol6gica prioritaria, en' un punto crucial como lo ea 



- 45 -

expresi6n de un gene regulador general del metabolismo nitrogena-

Son numerosas las hip6tesis que pueden plantearse para -

explicar el posible papel que desempeña el promotor de glnG, sin -

embargo, es menester acumular mas evidencias de su participaci6n -

sobre todo, escudriñar entre diversas condiciones y ver si algu-

o algunas determinan su actividad. Para.esto, se necesitan efec­

nuevos experimentos diseñados para detectar la participaci6n de 

promotor, mejorar la detecci6n .del transcrito, determinar si se 

,i),;.,\ :trata de un mensaje bicistr6nico que suf~e cierto procesamiento pos-
~ :~:- ~( ·' . . ' 

i/7E transcripcional y determinar cual de los posibles promotores es el -

~/~}\efec:tivo y si hay reguladores que modulen su funcionamiento. 
:«··'·'· 

• 
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