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INTRODUCCION

El nitr6geno es un elemento fundamental en la estructura
y funcién de las macromoléculas biolagicas; Para esto, los orga
_nismos han desarrollado estrategias evolutivas que les permiten
utilizar eficazmente los recursos nitrogenados disponibles. Asf,
por ejemplo, los microorganismos que habitan medios susceptibles
a variaciones en su composicién quimica, estdn dotados de la capa
cidad de utilizar una amplia gama de compuestos nitrogenados, or=

gdnicos e inorgdnicos, como fuente de nitrégeno celular.

" En las enterobacterias, la fuente favorita de nitrégeno -
es el amonio, cuya asimilacién depende de dos vias conocidas: uha
que se debe a lé produccién de glutamina a partir de amonio Yy 9lu
tamato, por una reaccibn depcndiente de ATP, catalizada por la en

.zima glutamino sintetasa (GS); y la otra que ocurre gracias a la
participacifn de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH), que ca
taliza la formacifén de glutamato a partir de la aminacién reduc-
,tivaldel 2-oxoglutarato por el amonio (1). Las acciones de estas.
enzimas, aunadas a la participacién de la glutamato sintasa -
(GOGAT) , responsable de la sIntgsis del glutamato a partir del 2-
oxoglutarato y glutamina; estdn articuladas en un sistema coordi-
nado de asimilacifn de amonio y biosfntesis de glutamina y gluta-
mato, los intermediarios claves en el metabolismo nitrogenado de

las bacterias.



La importancia bioqufmica de la glutamina radica en que
su grupo amido funge como el donador directo de nitrégeno para =
la sfntesis de ciertos aminodcidos, purinas, pirimidinas y otros

compuestos importantes para la economfa microbiana (figura 1).
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" FIGURA 1. Destino metab8lico de la glutamina en las enterobacte-
rias (2).
Asf, dado que la glutamina ocupa un lugar relevante en el

metabolismo nitrogenado, la GS se sitda como un blanco crucial pa=’
ra el control metab8lico, ya que es la primera enzima de una ruta



metabblica profusamente ramificada, que conduce en dltima instan-
cia a la sintesis de casi todas las macromoléculas importantes pa

ra la célula.

Para comprender con mayor detalle la funcifén global de la
GS en las enterobacterias, se han realizado numerosas investigacio
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 protefna oligomérica, compuesta de
doce subunidades idé&nticas, ordenadas en dos planos hexagonales, ==
uno frente al otro. Cada subunidad posee la facultad de catalizar,

en forma independiente, la siguiente reaccifn:

2+ .
L-glutamato + ATP + NHI w8 o— L-glutamina + ADP + Pi

AG = =5.2 Kcal mol™!

En lo que respecta a la regulacifn 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 enzim&tica per se, como en su biosintesis,

La regulacifn de la actividad enzim&tica de la GS se ejer
ce por tres mecénismos distintos (4): (i) por la retroinhibicién
acumulativa de algunos pfoductos terminales del metabolismo de la
glutamina; (ii) por la interconversifn de las formas relajada (in
v activa) y tensa (activa) en respuesta a variaciones en las concen
traciones de cationes divalentes; y (iil) por la modificacifn co-

valente de la enzima -adenilacién y desadenilacién- que determinan



€l potencial catalftico de la GS. Este dltimo mecanismo es
el que mejor se ha estudiado y su importancia radica en que
es una estrategia fisioldgica de respuesta rdpida a variacio
nes ambientales en la disponibilidad de nitrégeno. Este me-
canismo consﬁa de un sistema bicfcliclo en cascada (5). En -
un ciclo, las subunidades de la GS son contfnuamente adenila-
das y desadeniladas por la enzima adenil-transferasa (ATasa o
PI). La adenilacién de alguna subunidad produce la inactiva=-
cién catalftica de la misma, de modo que la actividad global
de la enzima es inversamente proporcional a la frac§i6n prome
dio de subunidades que est&n adeniladas. En el otro ciclo, la

protefna reguladora P_. es uridilada y desuridilada contin@amen

II
te, posiblemente por la misma enzima, la uridil-transferasa ==~
(UTasa). Ambos ciclos, uridilacién y adenilacién est&n ligados
in vivo porque la forma no uridilada de la protefna reguladora

‘(PIIA)' estimula la actividad‘adeniladora de la ATasa; mientras

~que la conformacién uridilada de Pry (PIID) promueve la desadeni

lacién de la GS, a trav8s de la accién de la ATasa. Se ha pro--

-,~_puesto que las concentraciones intracelulares y la proporcién:

'§¥6xoglutarato/glutamina, son los pardmetros fisiol6gicos mds im
portantes que de;érminan el eitado promedio de adenilacifn deila

- GS, y en general de su actividad enzimatica {6). Esto es, qué -

~cuando hay amonio en exceso, se formar& glufamina_a expensas del‘
2=-oxoglutarato (Ver figura 1) y, consecuentcmente, se activa la
adenilacién de la GS; pero si el amonio es escaso, entonces la =

proporcifn 2-oxoglutarato/glutamina se invierte y tendr§ lugar =



la desadenilacifn de la GS (figura 2) (2).

GS + ATP =-—--=- ATasa___ o Gs.aMP + PPi
UMP N Piia ~ UTP
2+ 2+
(gln, Mn“") UR/UTasa {2-0G, ATP, Me“’)
H20 ‘ PIID PPi
GS + PPi "--‘ ------ ATasa ~~""-TC +© GS + ATP

FIGURA 2, Sistema bicfclico de control en cascada de la ac-
tividad enzimftica de la GS (5). Abreviaturas: gln= glutami-
na, 2-0G=2-oxoglutarato, Me?t= catién divalente, UR=actividad

removedora del grupo uridilo de la ATasa, GS:AMP=GS adenilada.

El sequndo nivel de regulacifn de la GS est& dado por
un sistemg'complejo que controla la sintesis de la enzima. Es
te sistema genéticp de control responde a las condiciones de -
disponibilidad de nitr8geno en el medio, es decir, que cuando
hay limitaci6n, por ejemplo, a bajas concentraciones de amonio
o en presencia de fuentes pobres de nitrfgeno, como arginina o
incluso glutamina; ios niveles enzimfticos son de cinco a diez
veces m8s altos que en condiciones de abunQancia de amonio. -
Inclusive, esta diferencia puede hacerse mayor éuando las célu-
las se crecen en distintos medios, p.e., Klebsiella aerogenes
creéidg en un medio rico.en amonio perb con una fuente pobre de

carbono (v.g. histidina), posee niveles de .GS alrededor de cien



veces mds bajos que cuando crece en medio mfnimo 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 represién por amonio, sino m&s bien de la proporcién 2-oxo
glutarato/glutamina, que asf como gobierna la adenilacién y des
adenilaci6én de la GS, también controla de algdn modo la expresién
de glnA, el gene estructural de la GS (9}. Apoyan esta hipltesis
los hallazgos de Weglenski y Tyler (10), quienes encontraron una
correlacién positiva entre los niveles de actividad intracelular
de la GS y los niveles detectables del RNA mensajero de glnA.en
K. aerogenes. Asf, resulta evidente que la regulacién de la =~-
sintesis de:la enzima ocurre, en primer término, a nivel de trans

cripeién.

Diversos estudios genéticos.y fisiolégicos hah conduci=-
" doa la conclusitn de qué la .expresifn del operdn glnALG estd mo
,; dulada por la.interaqcidn compleja de los productos proteicos de
Ha_.glgg Y glnG, miembros del propio operfn, y de los genes no liga-
dos ginF, glnB y glnD. Los productos glnlL, glnG y glnF son pro-
tefnas reguladoras tanto de la expresifn del operén como de la =
ntnteliq de enzimgs responsables de proporcionar amonio intrace-
‘ lula; a partir de otras fuentes de nitrSgeno. Los productos de

f ginB (P;;) y glnD (UTasa) estén implicados en la modificacién co

 valente de la GS, empero, también participan de la regulécidn ge
.. nética de la expresién de glna..

En E. coli, el operSn glnA-glnL-glnG ocupa una regién con

tinua de aproximadamente 4,500 pares de bases (pb), suficientes -



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 cromo
sbmico de E. coli (11, 12) y su expresifn procede de glnA hacia
glnG (13, 14, 15). Sin embargo, el andlisis de cepas merodiploi
des con mutaciones por insercién del profago Mu en glnA y glnG,

en posicifn trans, exhibieron regulacién normal de la GS, aunque

fueron incapaces de utilizar arginina como fuente alternativa de
nitrégeno (fenotipo denominado Aut™) (16). Este hecho, permitié
" postular que la expresidn del operfn procede, por lo menos, de -
dos promotores: uno localizado en glnA y el otro entre glnA y --

glnG. Posteriormente, Pahel y colaboradores (11), empleando:inser

. ciones del profago especializado Mu dl (lac bla) en glnG, midie~

5 ron la expresién de éste, ya que el genoma viral insertado en -
la orientacién correcta, sujeta la expresifén del operfn lac exen
to de su promotor, bajo la direccidn del promotor que modula la
transcripcién de glnG. AsI, estos autores analizando los niveles
. de»;a p-galactosidasg gncontraron que glnG expresa en forma simi-
lar a’'glnA, es decir, que en condiciones de limitacién de nitrége
. no, hay una elevada transcripci6n de glnG procedente del promotor

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

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

se transcribe a una tasa menor desde un promotor distal a glmA ,
lodalizado en glnL (17). Aunque la expresidn de glnG a partir de”
este promotor es suficiente para regular normalmente la sfntesis
de la GS, es insuficiente para activar la expresién de los siste~

mas responsables de la utilizacién de fuentes alternativas de ni~



> tr6geno (v.g. arginina, prolina, histidina, etc.), denominados

sistemaé regulados por nitré8geno (sistemas Ntr).

Sobre las caracterfsticas de los genes glnL y glnG, ---
MacNeil, Roberts y‘Tyler {18), disecan genéticamente algunas pro
afi'piedades,funcionalea de los productos proteicos de estos genes,
_ ::,encontrando que ambas proteinas son bifuncionales. Esto es, que
",‘el producto de ginG es regulador positivo de la expresidn de glna
"y de los sistemas Ntr, en condicibnes limitantes de nitrfgeno; pe

re en las condiciones contrarias actda como represor de ginA. Asi

T mismo, el producto de glnL puede ejercer control negativo sobre

‘l1a sintesis de la GS, pero parece ser que tambifn es requerido pa
,ﬂfa ll'dolreprepién'da los sistemas Ntr. Incluso se propuso que -
.;:_la modificacifn de agtivador a tgérgsorxque sufre el producto de

iglgg es catalizada pbt el producto de glnlL, que aparentemente es

el trAnsmisor de la informacién relacionada cbn la disponibilidad
J'dp nitrdgeno en el,medio; proporcionada por las protefnas PII y -
vﬁTapa {17, 19, 20).'t Eﬁ relacién al producto de glnF, todos los ~
' datos obtenidos (7, 21, 22) indican que actfa como regulador posi

‘-tivo de la expresién de glnA y sistemas Ntr.

" Resultados obtenidoe recientemente por diversos labora-
torioo (23, 24. 25, 26. 27) han’ demostrado que el operdn_glnALG
. en las enterobaecerialAPOleg un mecanismo global de regulacién =~
7f hlq‘complejo. En primer término sevha demostrado que el gene ==
D”*ijglg&_ de E. ggli,'posee dos promotores funcionales (24, 27). El

- promotor m&s lejano de la fase de lectura del gene, denominado



: glnApl, s8lo es funcional cuando hay en el medio una fuente pobre
de carbono (v.g. histidina) y amonio abundante. Este hecho apoya
!'3 el hallazgo de una secuencia nucleotfdica hom6loga al sitio de =~-
"f‘vuﬁidn del complejo AMPc~CAP que precede a glnApl, lo que hace supgo
‘ner que este promotor responde a las condiciones metabSlicas de -
carbono (24, 27). Ademds, se ha establecido que este promotor es
.reprimido, en condiciones limitantes de amonio, por el producto -
de glgc,.ahora denominado regulador de la asimilacibn de nitrégeno

I, -NR;~, por Reitzer y Magasanik (28).

El segundo promotor, glnmAp2, estd localizado contiguo al
: ‘primer promotor, pero m&s cercano de la fase abierta de lectura =--
i ae1 gene. Este promotor es el principal responsable de la trang=-
 ‘cr1pci6n de los tres genes cuando las célulag crecen en medio limi
-’tante de nitr6geno. La calidad de la £uente nitrogenada determina
; el nivel de exp:egidn,de»este promqtor, que -es activado por la ---
#cgian cootdinada‘de NR; 'y el pxodﬁeto de glnF (27). Se ha postu-
: Ado'(24) que ei producto‘de ln ; denominado NR -129), est8 in-
ftvolucrado en la converlidn de. NR de una forma activa, presente en
“lll c8lulas limitadas de nitrdgeno, a una forma inactiva y vicever
sa. La forma activa;pugde activar a glnAp2 y reprimir a glmApl, =
mientras que la‘ESrﬁa ih@ciiva,fpresente en abundancia de amonio,-
teprime a'glgﬂpl Y al;promotor de glnL, glnLp. La conversidn de
las foxmas de NR; depende de la informacidn que NRII recibe de los

productos de gln (P I’ Y g;gp (UTasa) .

Otro hallazgo interesante es la demostrac;dn de que el

producto de glnF es copurificado con la holoenzima RNA polimerasa
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‘(Ec'7°)(30). Ademds, en presencia de la meroenzima RNA pol (E),
elrptoducto de glnF es capaz de unirsele e iniciar la transcrip-
ci6n de glnA, a partir de glnAp2, en presencia de NR;, in vitro.
Estos resultados han sugerido que el producto glnF es una nueva -
subunidad sigma (0" ), especfficamente activa para la transcripcién
de los promotores regulados por nitrégeno, incluyendo los de fija-
‘cibn de nitrégeno (nif) de enterobacterias (30, 31). Hunt y Maga-
sanik (29) proponen denominar rpoN a glnF y sigma=-60 16160) a su
" producto. En cuanto a la expresif6n de este gene, los estudios ge
néticos realizados en E. coli (32) y en K. pneumoniae (31) sefialan
7  que no hay regulacidn transcripcional del promotor de glnF por ni

-'ttﬁgeno.

Con relacibn al promotor de ginlL cabe agregar que se trata
5mdevun promotor gstandar, feconocido por la holoenzima RNA polime=
rasa con la subunidad 6‘70.» Sin embargo, contiguo al promotor se
encuentra una‘;ona de 19 pares de bases (pb) que es reconocida por
él dimero de NRI Y que fungg como operador de la expresifn de glnL
_y>g;g§ (33). Diqha‘secuencin es hombloga al sitio operador del
promotor glggpl'($4, 35)., Ademds, en esta regifn se ha encontra
_-do;un terminador potencial rho independiente, antes‘del promotor
dé ginL. Este terminador, reduce la transcripcién entre glnA y
ginL en un 60=708, empero, ia présencig de glnlLp garantiza un ade
cuado abastééimiento de NR; y NR;q. '

Resumiendo, el operén glnALG consta de tres promotores -

’:que’permiten la expresién diferencial de los genes. As{, en glnA




- 11 =

;. existen dos promotes, glnApl y glnAp2. El primero se utiliza en
. condiciones de abundancia de amonio Yy con una fuente pobre de car

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

- activa notablemente por g %0 Y NR;.en condiciones limitantes de -
nitrégeno, mientraf;que ginApl y glnlp son reprimidos por NR;. --
Cuando la fuente de nitrfgeno es abundante, la activacién de glnAp2

I1°
.gugieren que el producto de lnL,‘NRII, en combinacién con PII con-

':33 es reducida poi efecto de NR Los estudios de Bueno et al (36)

~ vierten NR; a una forma incapaz de activar la transcripcién en =--
glgﬂpzx pero en condiciones limitantes de nitr6genoc en el medio, la
vpioéprciﬁn 2-oxoglutarato/glutamina aumenta, lo que causa que el -
producto de glnD, UTasa, convigrtg P ; a la forma inocua P, ~UMP

53 modifica a NRII pafﬁ que Gltertfansforme‘arNRI, de su forma inagc
.yiva a’'su forma acfiyadéra de la tranacripcién de glnA y genes Ntr.

Datos recientes (37)?in§ican que NR;, es capaz de fosforilar -en

I
presencia de ATP- a la’prqteina‘NRI induciendo asf su funcifn ac-
ﬁivadora, que €8 revertida.cuando 1a misma proteina NRII remueve
351 fosfato de NR,. - Asi, cuando la concentracién de amonio es ba-
ja y la UTasa convierte a PIi en Pyo. .UMP". entonces, induce a que
Ry
:induce la trnnscripcidn de glnA. Un incremento en la concentra-

ge comporte como una NR -kznaaa que fosforila a NRI, guien -

;c16n de. amonio provoca que la UTasa remueva al grupo uridilo de
la protc!na PII' entonces, NRII se modifica a una NR -fosfato fog
tataaa que remueve el tosfato de NRI, reprimiendo asf{ la expresién
de glnA y sistemas Ntr. Sin embargo, en ausencia de NRII, el pro
:¢uc£o de glnG sigue teniendo propiedades activadora« y represora;

lo que implica que otro producto es capaz de modificar a NR;, -
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aungue en ausencia de NRII. NRI -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 expresién del operén complejo glnALG (7, 11, 12, 13, 15,

19, 24, 27, 29, 33).
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» ANTECEDENTES

-

En el laboratorio se caracterizé una mutacién por inser=-
ci6n del transpos6n Tn5 en el gene glnL de E. coli (38). Esta -
mutacibén (glnL82::Tn5) posee la caracterfstica de ejercer efecto

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

- i) A diferencia de una mutacifn en glnL no polar (glnL83), -

que permite la sInteqis alﬁafconstitutiva de la GS (feno-

- tipo qlnC);.la cepa'éortadora‘de la mutaci6n glnL82::Tn3,

__yx9sq, presenta nivelés'bajos de-actividad'de la GS(esto
}consid;rando que la';ctividad enzim&tica totalles un refle
‘,jo de lu concentracién intracelular de la enzima), lo qun '

7._permite suponer que la expresidn de g;g__ es baja en esta

'cepa.

La presencia del qene glnG silvestre en un pl&smido multi-

Lo copia, pACR3, en la cepa MX960, confiere el fenotipo Glnc.

1.1Li)‘9J}En qene:al lal inlercionos de t:annposonel, partieulu:men-

" '{‘wte el Tnskvexhiben efecto polar lobre la expresién de genes

Ffvcontiguos tranlcripcionalmente ligadOl (39).

‘Entll ovidencial ponen de manifiesto que cuando-el produc-

~ to de g (NR I) esta defectuoso o ausente, la células portadoras
- son capaces.dq acc;vgr constitutivnmente la transcripcifn de gina,
.. "lo que ha sugefidq que NR;, posee mas bien una funcifn antiactiva-

dora. Esto per se explica elffgnqtipo GlnC de numerosas mutaciones
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"ﬂ,en ginL (7, 11, 15, 17, 18, 40, 41), pero cuando dichas mutaciones
| son polares sobre glnG impiden su expresifn y, por lo tanto, la ac
tivacibn de la expresidn de glnA. De ahf que sus niveles de GS --

.. sean bajos tanto en condiciones de limitacién como de abundancia -

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

Con respecto a la mutaci6n glnL82::Tn5 (figura 4), sugeri

;hﬁiﬁmoakque la polaridad sobre la expresidn de glnG no es total, ya que

v;a mutante MX960 posee cierta regulacién parcial de la sintesis de
" la GS y no el fenotipo esperado GlnR. Este hecho, nos ha perm%ti-
:do conjeturar sobre la posible existencia de un promotor secundario
,{entre ginl y ginG que perﬁ{ta la expresifn débil Qe glnG, suficien
H,te para ejercer cierta regulacién sobre glnA, aunque insuficienter~
:}pa:a Activar el sistema Ntr de utilizacién de arginina como fuente

.Gnica de nittbgeno (fenotipo Aut ).

.

"En el presente trabajo se describe el aislamiento y carac-
"tezizaciGn de una mutacién que permite la expreuién constitutiva de
in G, a partir de una cepa po:tadora de una insercitn del transposfn
Tns en g__g : Ademll, ae pralentan algunal evidenciul que apoyan == .
~tuc:temente la idea sobze la existencia de un promotor propio en =~

gln
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tios de reltriccian se lenalan como referencia.
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MATERIALES Y METODOS

CEPAS BACTERIANAS & PLASMIDOS. Las cepas bacterianas em-

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

se describen en la tabla 1, asf como también los pl&smidos emplea

dos, cuya_descripcidn genética se ilustra en la figura 5.

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO. Los medios de cultivo -
'émpleados, medio mfnimo (NN) y medio nutritivo complejo Luria mo-
dificado por la excluslan de glucosa, han si#o descritos con ante- ,
‘:ioridgd (42) . Al medio mtnimo,,se le aéregc glucosa en solucién
a,una éoncentracidn final del 0.2!, como fuente de carbono; y como
fuente de nitrdgeno se emplearon 0 5y 15. mM de NH‘cl, para condi
ciones de limitacién y abundancia, respectivamente. También se
utilizd glutamina (1 mg/ml) para la condiciGn limitante de nitré-

vqeno y para las cepal auxétrofas de glutaminaj y el uso de argini

na. (0 2!) fue pata determinar el fenotipo Ntr. Otros suplementos

nutricionales adicionados al medio mInimo, para satisfacer ciertos

;requerimientos metabélicoo, se utilizaron en concentraciocnes que -

'fluctuaron, legﬂn el caso, d ”5 x 10 ‘ e 2:X.10 3,H. ‘Para los me-

dios sélidos se aﬁadio bacto-agar:a una concentracién final del -~
,1 «5%, _Cuando fue requerido, .e emplearon antibiéticon para éreler ’
var la ptesencia de agentel que confieron resintencia a estas subs
tancias (v.g plasmxdos ytel TnS)._ AsI, se usaron kanamizina (50

'pglml) y ampicilina (100. pq/ml)

{08 cultivos se 1ncubaron a 37°C, empleandose agitaci6n -

,jlmec&nica cuando se usaron medios lfquidos. La densidad celular -
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'FIGURA\S. Mapas gendticos de los pl&lmido. empleados: A. Mapal topo
'grlticOl de 10| pl&lmldos. 1nd1c.ndo los gecnes "del operén glnAlG = de

E. coli: las ba:raa blnnca- indican 1: regién propia de los pl&smidos,

Y la ltnea la regién del cromosoma bacteriano clonada; B. Detalln so=-

Lhkﬁ bre alghﬁos sitios de restriccifn y fragmentos de DNA utilizados como
- detectores de la regibn glﬂ_-glgg;"s!mbolos: '= gene incomplcto, H =
’ sitio de Hinfl, C.= gitio de ClaI, am fragmento G2, b= frag. HGl y =

e Cvramsmants HL1 . 4

N

e ——m— —.d om .
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;.'TABLA I. CEPAS DE Escherichia coli Y PLASMIDOS EMPLEADOS.

CEPA O FUENTE O
PLASMIDO DESCRIPCION DERIVACION

., Mx614 ' alpro-lac) galE ilv-680 thi-1 50

4' MX734 MX614 g1lnA71::Tn5 23

| omxola Aprerlac) A(s%_l att\ bio) r supF 23

Mx924 | MX914 (pACRl) e 25

- MX943 | . MX914 sm® esponténea ' , F.B.A.*
MX960 “uxsu glnL82::Tn5 . R 38

Mx1019 - MX614 glnL83 L _ F.B.A.*
“Mx1029 L mxeld M:xi‘hs glnGss Este trabajo
Mx1030  MX614 gln_La__nrns gln-86 " Este trabajo
wx1128 :‘nx943 (pACR960) ST Este trabajo
'nkiizs ‘ux943 (pacxuozs) L . Este trabajo

: uxsso -(PACR3) "/f" [ Este trabajo

© MX943 (pACRJA[AVl]) ER Este trabajo

ACRL. :CoJ.Elimg gln g i a
CpacR3 Lo apfge* L o "

pAcnauAvs)

1pACR3$éeiecidn Aval-Aval Laboratorio de

A : S - A. Covarrubias

. pACR960 &.i - 'pACR1.glnL82::TnS " ' -  Este trabajo
“ipACR1029 ' ﬁACRI 1nL82::TnS glnG85 o Este trabajo

‘ | g1nL82::Tn3 glnGes

,fCOIecciGn de laboratorio de F. Ba;tarrachea.
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R - - determin§ por turbidimetrfa (43), utilizando para este ffn ma-

~traces nefelométricos y un colorfmetro: Klett-Summerson.

- PROCEDIMIENTOS GENETICOS

MUTAGENESIS Y AISLAMIENTO DE MUT.ANTES. Para aislar mu-
‘r{_. tantes Ntr+ a partir de’la.cepa MX960 (Ntr'), se recurrié a la -
mutagénésis, con N-metil-N’-nitrq-N-Nitioso guani&ina (NG) , segdn
el método descrito por Miller (44).. Este consistil en crecer un |
cultivo’de la MX960 eﬂ medio nutritivo hasta alcanzar la fase expo
'nencial, centrifugar Yy lgvar la pastilla éelular dos veces con bu-'
iAffer de citratos, pH 5.5. (lcido c!trico 0.1 My citrato de sodio -
0.1 M)o Después se agregd la NG a una concentracidn final de 50 -
.pg/ml y se incubaron las células a 37°C durante 30 minutos. Poste
jﬁriormante se. centrifuqé el cultivo, se 1av6 la pastilla celular -
,’con buffe: de fosfatos, pH 7 0 (soluciGn equimolar de Najp HPO‘ Y-
:NanzPO‘), para finalmente resuspender la pastilla en un volumen de
. medio nutritmvo.; Este se incub6 a 37’C con agitacién durante 12 -

‘5horas aproximadamente y, finalmence, se espatularon alicuotau en -

ijel medio selectivo'
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TRANSDUCCIONES. La preparacién de lisados del bacterif-

 fago transductor Pl_virA y el protocolo para las transducciones -
 se basaron en el método de Miller.(44). En sintesis, consiste en
"lo siguiente: una vez obtenido el lisado, se cultiva la cepa blan
*?ifA co en medio 1fquido hasta aproximadamente 1 X 10® células/ml ( 40
unidades Klett de turbidez), se colectan las células mediante cen-

trifugac16n y se resuspenden en una décima parte del volumen ini-

‘cial de bactotriptona al 1%. Se agrega una cantidad similar de =

solucifn de Cacl2 (0.015M) y MgsO, (0.03 M) y se adiciona una dilu

: ;cidn 1:20 del lisado viral, con respecto al cultivo bacteriano. Se
‘incuba la mezcla durante 20 minutos a 37°C. ' Posteriormente, se co
'lectan nuevamente las células, se lavan con medio mfnimo, se resus
:penden en una centésima de volumen inicial de medio minimo y se es
[patulqn en el medig selectivo.,.?inalmente ge incuban las cajas de

. seleccibn a 37°C, de,24Jg~48 horas.:

: TRANSFORMACIONES. Las transformaciones de Escherichia coli.
| ;lq'siguieron.apegédgs alvmgtodpggeﬁaétladh'gs al (45). BreQenénte,
este méfodo‘conliqta'en cultivaf”ia'cepa blanco hasta alcanzar 30 u.
 K1ett de turbidez. Entonces, se centrifugan las células y se resus-
ipenden en la mitad de. volumen de CaCl2 30 mM. Se deja reposar la . --
{aulpensiGn celular de 20 a 30 minutos Y se concentra ¢1nco veces en
“la milma '°1“¢193' SQ adiciona el DNA plasmﬁdico que se va a utili~
. zar (cuya eficiéncia de transférmacipn’para g; coli se calcula en

107

transformantes/pg de DNA), y se deja reposar en hielo 60 minutos,’
“fseguido de un pulso térmico de 42°C du;ante 70 segqndos. Después ge

. agrega medio nutrigivo Luria, se incuba con agitaci§n durante dos o ~
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:7, tres horas y, finalmente, se toman alfcuotas y se plaquean en
el medio selectivo. Se incuban las cajas de transformacién =

durante uno o dos dfas a 37°C.

. PROCEDIMIENTOS BIOQUIMICOS Y DE BIOLOGIA MOLECULAR.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GS. Se

utiliz6 el ensayo de la J-glutamil transferasa para determinar

‘.fla actividad enzimdtica de la GS, como se ha descrito previamen-

" te (42), Las actividades;espectﬁicas se refieren a la actividad
:total de la enzima (adenilada y no adenilada), y estd&n dadas en
=m1czomolas de {-glutamilhidroxamato producido por minuto por mili
§ram9 de protefna a 37°C. La concentracién de protefna se deter-
fiﬁinc por el método de Lowry (46) empleando albdmina sérica de bovi
 :50 como est&ndar. El ensayo de actividad de la-GS en colonia se ~
’_;ealizﬁ segln el método cualitativo descrito por Pahel et al (op. -

vcit., en 18).

PURIFICACION DE DNA DE PLASMIDO. La purificacién de DNA -
'de pl&smzdo se llevé a cabo siquiendo el método de Betlach et a2l -
3(45). Pata analiuil :lpidos de pllsmidos, se empled el microensa~
vyo de Holmea Y Quigley (47).¢ Las endonucleaaaa de restriccibn fue
ron generoaamente ptoporcionadal por A. Covarrubias. Las condicio
'nes de utilizacidn se. siguieron apegadas a los lineamientos descri

“'tos por Moniatil et al (48), asf como también las té&cnicas de mani

- 'pulacién del DNA.
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PURIFICACION DE RNA. Las cepas utilizadas para la purifi-
cacifn de RNA, fueron crecidas en los medios de cultivo indicados,
hasta alcanzar la fase exponencial (aproximadamente 60-80 unidades
Klett). Posteriormente, el RNA fue extrafdo siguiendo el método -

descrito por Aiba et 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, ademds, 2.2M
tis et al (48), excepto'qbe se usé NaKHPO‘ 2 mM en todos los bﬁffers.
La transferencia de los RNA's de los geles a los filtros de nitrocelu
_losa (Scheicher & Schuel BA85) y su posterior hibridizacién con frag-
~ mentos de DNA especgficoa marcadoé radiactivamente, se llev8 a cgbo -
" comé estd indicado por Thomas (50{. Los fragmentog de DNA utilizados
B fueron: el detector HGl que es un fragmento HinfI-HinfI de 900 pﬁrea

' dé‘bases que contiene al extremo 5' de glgg y parte del extremo‘a' de
fglgg:‘el detector HG2 queftambién{es un fragmento HinfI-Clal de 706 -
qurea de bases cuya secuencia corresponde a un gegmento interno de =--
glgg. Ambos trggmentos fuéron‘obtenidos a partir del pl&smido pACR3

'(Ava) Yy purifigadon de geles de agarosa de bajo punto de fusidn'al -
 1;5\, en buffer Ttis-bdratos (48) . El marcaje radiactivo de estos --

‘fragmentos se efectud empleando el procedimiento comercial de incorpo

/'racibn de ( o -}ZPI dCTP in vitro (nick-translation), diseiiado por

. Amersham International Ltd.

’dé formaldehido, ptebarados y utilizados como estd descrito por Mania -
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MAPEO DE RNAm POR DIGESTION CON NUCLEASA Sl. E1 procedi-
miento seguido para la ejecucién de los experimentos de Mapeo con
nucleasa S1, es el que ha descrito Aiba et al (49). Para esto, -

.8se utiliz6 el fragmento HGl marcado radiactivamente en su extremo
32

5'431nG con ~“P mediante la reaccidn con la kinasa de Ty ¥ ( t-32
ATP como substrato (48). El procedimiento sc ajust6 al método men-

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

efectid calentando la mezcla hgata 75°C y dejando descender la tem-
peratura gtadu;lmente hasta 42'C{ lé rgaccidn con la nuéleasa s1 --
‘f”(Boehringer Mannheim) se hizdza 20°C dﬁrante una hora y empleando -
300 un;dades de enzima por cada 140 pq de RNA; y, finalmente, la =--
Jelectroforesil fue en geles: corton (aproximadamente de 15 cm.. de -

;ongitud) de poliacrilamida al Sl-ureaxau en buffer TBE.

REACTIVOS.; Todos 10. amino&cidos y vitaminas empleadou fue
 ron de 31gma chemical Co. ‘Laqunzimaa fueron obtenidas a partir de

:fuentes comerciales. Todo el matefial empleado para el marcaje ra-

AN

“,y usadoa en qrado anal!tico.>

" diactivo 'y medios utilizados fueron obtenidos de fuentes comerciales
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. RESULTADOS

7, _ I. AISLAMIENTO DE LA CEPA MUTANTE MX1029.

La cepa MX1029 (glnL82:3Tn5 glnG85)se aislS como una rever

tante Autt a partir de la mutante MX960 {(glnL82::Tn5), que es in-

capaz de utilizar arginina como fuente de nitrégeno. Para esto, se
gometid a la MX960 a mutagénesis quimica con N-metil-N'~nitro-N-ni
trosoguanidina, seleccionando aquellas colonias que crecieron en -

. . medio mfnimo con glucosa y arginina. De esta seleccifén, se aisla-

:':on dos colonias independientes, denominadas Mx1929 y MX1030. Pog
ﬁyteridrmente, se determind la actividad enzim&tica de la GS, encon-
- trédndose que fue alﬁa constitutiva, para ambas cepas, tanto en con
;;dicionea de limitacidn como .de @bunqancig de amonio, aunque cabe -
 ﬁd9stacar que las activida@ea en conﬂiciones de activacién (NHACI

i'O.S mM) fueron mayo#gl,‘;p;oximaaamentg cuatro veces (ver tabla:2)!

Para mapear la localizacidn de estas mutaciones se hizo un
11aado del bacteridfugo Pl en las cepas Mx1029 y MX1030, indepena-
dientemente, y se transdujeron a la“cepa Mx734 (g1lnA713:Tn5), cose
1eccionando colonial protétrofas de glutamina (G1n* ) que ademfs ==
fuetan resistentes a kanamicina (50 pM), ya que el Th5 confiere -~
relistencia a este antibidtico. Se .encontré que el 100% (200/200)
de las colonias fueron Aut (Ntr ) lo que implica que las mutacio-
nes tesponsables de este fenotipo se encuentran muy ligadas al ge=

ne g nL, donde est& inlertado el Tns (38).

Dado que se requiere de larexpresiQn‘de glnG para activar

‘ ‘:1a expfesian de los sistemas Ntr,~se;con;ider6 Que'las mutaciones

i
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gln-85 y gln=86, de las cepas MX1029 y MX1030, respectivamente,
.se localizaban en glnG o por lo menos permitfan su expresién.

Adem&s, puede inferirse que estas mutaciones, por permitir la =
utilizacién de arginina como fuente de nitr6geno, efectivamente
aféctan la sintesis de NRI probablemente sin alterar la estruc-
tura primaria dé la protefna, ya que tanto por activar el siste
ma Aut, como por inducir la sfntesis de la GS, parece l6gico su

poner que ambas mutaciones s6lo afectan la expresi6n del gene.

[Estas mutantes ofrecen por lo menos dos alternativas pa
‘ra explicar la éupresidn del efecto polar de la mutacién ginL82
";:quz una’consiste_en'suponerlque las mutaciones gln-85 y glgfgg
:afectan a un,promotor'en glﬁg,:aumentando su expresién; y la se-
.:lgunda llteinativa deja abiettaiIQLpo-ibilidad de que se hayan ge-
'Lnerado promotorel ‘nuevos en la ‘regién intercistrdnica glnL-ginG =

o en la. vecindad del transposdn Tn5. _: ‘ ‘ e

De estas mu;gn;qs,;pe,éeiggqion§ a la MX1029 para anali-
zar y caracterizar su mutacifn que revierte el fenotipo Aut” ge =

~la Mx960.

'II; SUBCLONACION in vivo DE LA MUTACION glnG85 EN UN..PLASMIDO =
k}”.UL"I‘_ICOPIA.K,; T

@,

La estrategia para trasladar la mutaciGn glnGas5:a un plls
',mido multxcopxa (pACRl), portador de lal:egian :zlvestre glnALG,
‘“tue la siguientez Se propagé el bactetiQflgo‘;ransductor Pl en -
vla cepa MX1029 obteniéndose un lisado due ae'utiliz@ pafa infectar

».a'la cepa MX924 geleccionandofaqqellas transductantes que crecieron
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' FIGURA 5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA LA SUBCLONACION in vivo DE

LA MUTACION glnG85 EN UN PLASMIDO MULTICOPIA (pACRl1).
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en medio mfnimo con glucosa, NH4C1 15 m¥ y kanamicina (50 ug/ml).

' Se tomaron 50 colonias independientes, ée crecieron en medio nu-
tritivo Luria (LO1l), en presencia de kanamicina,-y se purificf -
pldsmido, Este, se empleb para transformar a la cepa MX943 ----
(AlglnALG]), seleccionando las transformantes que fueron Glnt Km®.
Dado que se oth;ieron aproximadamente 70 colonias Gln* Km® Aut*,

se utilizé el ensayo para determinar actividad de la GS en colonias
crecidas én medio minimo con limitacifén y abundancia de amonio.

' @-Aunque evte ensayo es cualitativo y las células no estdn en las mig
‘ mas condiciones de crecimiento;‘el ensayo es reproducible y confia-
ble (20). = Asf, mediante este método se seleccionaron 3 cepas que -
presentaron‘actividades elevadas de GS en ambas condiciones, ouyo
3_‘§en9tipo le‘reprédujo_modiantg_el;ensayo cuantitativo de la acti-
’vidad,de la Gs'(4;); Se selecciond una colonia para purificar plés
1  mido y repetir eliprocedimiento,desde la transformacifn de’'la MX943.
:‘, Esto se hizo con el objeto de. garantizar que la poblacién de plésmi-
;dos de. las cepas transformadas fuera homogénea. Postetiormente, de
;%la dltima transfoxmacidn se obtuvieron 19 colonias cuando se utili-
26’1 pg de DNA plasmtdico, y se seleccioné una colonia con activi-
lkdad elevada de 1a GS (ver Iqbia 2). Es necesario destacar que la
imutacién g;g__; se. lubclonG ligada al’alelo glnL82::Tn5, dado que =
‘ ; es muy dificil aepararlas genéticamente. adem&s, la inserci6n del -
" Tn5 sirve como indicador pouit;vo para la manipulacién genética de

" 1a mutaci6n ginG8S. -

Todo el procedimienﬁo se fepitid para subclonar la muta-

cifn glnL82::Tn5 de la cepa MX960, excepto que el fenotipo Ntr en-
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" contrado fue aut®, es decir, que crece lentamente en medio mfnimo

con arginina como fuente dnica de nitrégeno (datos no mostrados).

Los datos sobre las actividades enzim&ticas de la GS de -~
las cepas portadoras de las mutaciones glnlLB82::Tn5 y glnG85, en -

pl&smidos, aparecen en la tabla 2.

"'y, TABLA 2. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CEPAS PORTADORAS DE -
' LAS MUTACIONES glnL82: ThSy glncu.

FENOTIPO O GENOTIPO ACTIVIDAD ENZIMATICA!
RELEVANTE = . Nt N4
MX614 Silvestre . . 020 . 1.63
k960  Gin* Aut” Ka® - ;, 7f 0.20 0.80
MX1029 Glnc Aut* Knf o0 T o 3.10
MX1030 Glnc Aut® Ka® 0.54 2.73
vM*}057 .‘G1nf’Aut+ xmffgp? @uxgso/pacaaj_, 1.97 3.20
MX1019  GlnC. Aut o -7,.”'? ﬁ' f3f1,so' 2,00
Mx924 j._Aut"[nig_____)J/pAcn1 S a2l 406

Mx1128° Aut® [](qInALG)I/pACRSSO  0.34 2.88
MX1129

‘lx(glnALG)l/pa031029¢;_‘ 056 2,92

'activldad enzimltica de 1a Gs estl expresada en pmoles de

-glutnmil-hxdroxamato producido por minuto por miligramo de pro-
'teIna (umoles/mifi/mg ‘de protefna). N indica que la cepa fue creci-

“en medio mfnimo (con 0.2% de glucosa) y NH,C1 15 mM; N indica

qué:elfc:ecimigngo fue'en'médio minimo con NH,Cl 0.5 mM,
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II1. DETECCION DEL RNAm DE glnG POR HIBRIDIZACION RNA-DNA TIPO
" NORTHERN.

Una vez caracterizada la cepa MX1129 (MX943/pACR1629) y

- sigui%ndo la idea de que glnG se expresa gracias a la mutacifn -
.;,glgggé, el siguiente paso consistié en demostrar que glnG se trans
f.‘ctibe. También quedaba la cuestiﬁn de 8i tal expresi@n provenia
de la regién intercistrbnica glnL-glnG o bien de otro sitio, por -
i éjemplo del Tn5 en glnL. Sabemos que el transposfn estd insertado
‘” entre 100 y 170 pb "abajo" del extremo 5' de glnL, por lo que si =
:  ;aitrans?fipci6n procede de este sitio, el RNAm de glnG debg ser =
de'mayof-£amaﬁo que 8i se inicia al principio del propio gene. Pa-
‘;ra reeolve: esta cuestidn, se hicieron experimentos de hibridiza--
-jciGnHNh-DNA en: filttos de nitrocelulosa (Northern), a £fin de detec‘
tar Y determinar el tamano del transcrito de’glnG. Para esto, se
ﬁ;puxifxcﬁ RNA de d;scintas cepaa bajo diferentes condiciones de cre

f-cimiento y se efectuaron las hibridizaciones correspondientes (ver

[Figura?)

oIN

, - Los resultados demuestran que utxlizando el fragmento HGI

,de DNA, que lleva\el ext:emo 5! de g___, puede detectarse el trans
ﬁcrito de’ este gene en, la cepa Mx1129, en tanto que utilizando el -
ifragmento HLI, que comprende parte de glg_ L hacia su extremo 3', en
?la misma cepa no se detecta hib:idizacidn. Esto implica ‘que el --
.,trnnscrito de’ g;g__no puocede del tranaponcn de la mutacién glnL82
_:zTns ni de otro sitxo “arriba“ del propio gene, Si asI fuera, se

; hubiera detectado el transcrito con- ambos detectores, ademas, el -




'3,~tamaﬂo del RNAm de glnG comprende aproximadamente 1,400 bases de -~
longitud, dimensifén que s6lo alcanza a contener el mensaje que co-

‘difica para NRi.

Se utilizé la cepa MX924 como control positivo para glnG .
. En la figqura 7 pqéde observarse‘el transcrito.especf{fico de glnG, -
' tanto en la cepa MX924 como en lgimx1129, aunque cabe destacar que
para detectar el transcrito de la MX924 se necesitan pbner de 4 a -
j?_ 6 veces mas RNA que el de la MX1129, Ademis, los transcritos no -
v éoinciden exactamente en tamafio, sino que el de la MX924 es aproxi

‘ madamente 40 bases mayor que el de la mutante.

Puede observarse que el RNA de la MX1129 ostenta un patrén

N?r;de numerosas bandas de hibridizacién, reproducibles cuando se usa -

- el fragmento HGl como detector. . .Asimiamo, por 1o menos parte de -
fpgte pagrdn_ée repwdduge ?uaﬁd9 a9 uqa como detector el fragment9 -
HGZ, ‘que lleva la reéidn 3 de 2__92 Esto. implica que glnG se expre
; aven su totalidad y de que existen formas 1som6r1caa del= transcxito

° bien pueden set formas modxficadas o alostéricas del RNAm.

Por otro lado, al hibridizar RNA de la cepa MX1129, c:ecida

ionel de abundancia Yy limitacion de amonio, la cantidad de transcri

-

‘to“pzoducido, e‘ aproximadnmonte la milmn, 10 quc concuerda con la -

‘hxthelis de que aimutacidn glnca permite la ltntesis constitutiva

Tdel RNAm correspondiente._ sin embargo, deltaca &l hecho de que en -

medio nutritivo, la cantidad de transc:ito dctectado es menor que ==

;cuando las células son cultiyadés en=mgdib.m;nimo. Esto quizds obe-

‘en diltintos medios (figura? ), puede obnervarne que tanto en condi -
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*Transcrito principal correspondiente a glnG (longitud aproximada
de 1400 bases) de la cepa mutante Mx11293

®Transcrito poco abundante de la cepa tipo silvestre MX924, corres-
pondiente a glnG.
CARRILES: RNA de las cepas MX924 (A[glnALG]/pACR1}; 1, 4, 8; MX1129
(4[g1nALG) /pACR1029): 2, 5, 7.'9: MX1128 ( {g1nALG)/pACR960): 3, 6

RNA de Rotavirus humano: Q (indicado en bases de longitud).
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FIGURA 7. JDeteccifn del transcrito especifico de glnG por hi-
.bridizacién RNA-DNA en filtros de nitrocelulosa (Northern's).

A) Los RNA's empleados fueron obtenidos de las cepas MX924 -
(glnl_ALglf), MX1129 (glnLB82::Tn5 glnGBS) y MX1128 (glnL82::Tn5).
El detector empleado estf indicado en cada pinel y se esquemati

za en la parte inferior de la figura. La cantidad de RNA emplea

da fue de 10 pg/carril, excepto en el carril 8 donde se usaron
40 pg. _ .
B) Deteccifn del RNAm de glnG en la cepa Mx1129, crecida en dis
tintos medios: a)] medio minimo con exceso de amonio?(NH‘CI 15

=) , -b] ‘medio minimo con amonio limitante (NH,C1l 0.5 mM), c] me -

dio nutritivo i.urh, v d] medio Luria con qlutamina- (1 mg/ml).
El detector utilizado fue el fragmento HGl. En el carril e se
puso RNA genbmico de rotavirus humano como marcador de peso mo-
lecular, cuyos valores est&n expresados en bases.




" dece a las condiciones de sfntesis global del RNA en estos medios,

que son radicalmente distintos.

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

En la fiqura de abajo se muestra una representacién esque
m&tica del experimento de mapeo con nucleasa S1 empleado. Se us8
este procedimiento para mapear el sitio donde se inicia la trans-

cripcifn de glnG en la mutante MX1129.

B P W W W gL RNAm de glnG
+

(321’) 5' fragmento HG1
) HIBRIDIZACION
»’“\a’\\,f‘\—/“\/‘\a’;fs'
50 ¢

DIGESTION CON LA NUCLEASA -
s1 ’

L 5
P e

5t

] DA
ELECTROFORES1S EN GEL DE POLIACRILAHIDA—UREA. i




El detector de DNA utilizado fue el fragmento HGl marca-
do radiactivamente en sus extremos HinfI-5'. :hEste fragmento por
ta el extremo 5' de glnG_ y'el 3' de glnL; de tal forma que la -~
nucleasa S1 degrada la porcién de DNA que no hibridiza con RNAm =~

de glnG. Para esto se utilizd RNA purificado de las cepas MX1128,

MX1129 y MX924 crecidas en medio mfnimo con glucosa (0.2%) y NH4CI
15 y 0.5 mM, para las condiciones de abundancia y limitacifn del ~

nitrégeno, respectivamente.

Los resultados de estos experimentos se muestran.en la fi-
. gura8. En primer término, encontramos que en el caso de la cepa
e ~silvestre (figura 8 A y B; carriles 1 y 2), se observa que el frag-
.mento de DNA pxotegido por el RNA fue de aproximadamente 585 bases
C de. longitud, en ambas condiciones probadas. . Asimismo, es notable =~
j:que_la abundancia del transcrito de glnG es mayor en condiciones 1li-

'T mitantes de amonio, aunque en general la concenttaci@n relativa es -

" baja, ya que la detecci6n de este transcrito sSlo se logra cuando se

emplean cantidades elevadas de RNA total.

Cuando examinamos el RNA de la cepa MX1129, encontramos que

fcuya abundancia el limilar en ambnl condiciones,.limitaciﬁn y abun-

- erito que se produce en la MX1129 comienza *abajo® del sitio donde
se inicia el mensaje en la cepa silveltre. Otro aspecto interesante
. @8 el hecho de que en la cepa MX1129, el transcrito especifico de -

:glnG es mucho m&s abundante que enyla‘cepa silvestre. Sin embargo,

lé‘brotege'uh £ragmento de aproximadamenté 540bases de magnitud, -

dancia de amonio._ E-te fragmento es mll CoEto que el que protege -

nel RNA de la cepa stzt, lo que probablemente implica que el trans~
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‘es diffcil dar una estimacién cuantitativa sobre el n@mero de ve-
ces mas que se produce el transcrito de glnG en la cepa mutante -

‘que en la silvestre.

Al analizar el RNA de la cepa MX1128 parece observarse que
se protege un fragmento de tamane similar al de la cepa silvestre -
"(Mx924),,sin embargo, debido a su muy escasa abundancia es diffcil

ﬂ:determinar si se trata-de un transcrito real o de un artefacto del
.. experimento. -

P En la figura 8 :se muestran las autorradiograffas de los ex-

"périmentos de mapeo por nucleasa S1 realizados.




MX924 MX1129 MX1128 HG1 pBR329/
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& los tamafios de los fragmentos est&n expresados en bases (b).
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FIGURA 8. Mapeo por digestifn con nucleasa S1 del RNAm de glnG.
Se utilizé como detector el fragmento HGI1 desnaturaliiado Yy mar~

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

cado con
las cepas indicadas en la parte superior de la figura A, y por -
los ndmeros indicados en la parte inferior de la misma figura. lLas
cepas fueron crecidas en medio mfnimo con glucosa (0.2%) y NH4C1:
15'mM (t) y 0.5 mM (]), excepto la cepa MX943 que fue cultivada en
medio Luria con glutamina (1 mg/ml). Sfmbolos: +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 feha
cientemente que la mutacién glnG85 permite la expresién constitu
tiva del gene glnG. Las evidencias que soportan esta afirmacifn

son las siguientes:

i) El método de seleccifn genética de las mutantes estuvo basado
en el hecho de que es necesaria la expresifn de glnG para que
E._coli pueda utilizar fuentgs‘alternativas de nitr6geno. Ba-
jo este criterio, se dirigi6 ‘la mutagénésis y seleccién de las

. colonias revertantes Ntr' de la cepa MX960. También, se veri-
ficé qbe una de las revertantes seleccionadas, denominada MX1029
cotransduce la mutacién que le confiere el fenotipo Ntrt 1008 -

- con la mutacién glnL82::Tn5. Asimismo, los niveles de actividad

de la GS son elevados.en ambas condiciones, limitacién y abundan
.'aéia de nltrégeno en el medio: lo que nos permi@e sugerir que es-
“te fenotipo responde a. la expresion de n . Asf, las evidencias
genetlcas -y el mismo tipo de seleccifn- indican que la muta-
cibn glggg_ permite la |£nteail de NR;, que debe producirse en -
cantidad suficxente no 5610 para inducir la actividad de la GS,
sino también pata activar los liutemas Ntr. Por estas funciones
parece ser que esta prote!na o8 £isioldgicamente normal, aunque

:no puede descartarse alteraciones en_su: estructura.

‘ iii Los experimentos de hibridizacidn‘RNA-DNA tipo Northern, indican
. que la cepa portadora de la mutaciﬁn glnG85 en pldsmido, produce

un transcrito abundante de glnG de aproximadamente 1400 bases de

—
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extensién. Este RNA posee la caracterIstica de ser especffico
de la regi6n de glnG, ya que es deteétado con los fragmentos =
HGl y HG2; pero cuando se usa el fragmento HL1l, especifico pa-
ra ginL, no se detecta (ver figura 7 ). Esto significa que el
pldsmido pACR1029, posee expresién de glnG, cuya transcripcién
no procede ni de la parte media ni del extremo 5' de glnL, lo
que también anula la posibilidad de’, que el Tn5 sea el respon-
sable de dicha expresifn. Asimismo, cabe destacar que la detec
cién del transcrito de 1400 bases es reproducible en todas las
condiciones de crecimiento de la cepa MX1129 (figura7 ), y so-
bresale como la banda principal. Sin embargo, existen numero-
sas bandas de hibridizacidn reproducibles, destacdndose dos de
ellas de aproximadamente 490 y 145 bases de longitud, que inclu
s0 pueden detectarse cuando se hibridiza este RNA con el fragmen
to HG2 (ver figura 7). Resulta diffcil interpretar este resﬁl-
tado ya que si estas bandas corresponden a fragmentos de RNA del

tamafio proporcional, no est& claro. como pueden hibridizar con =-

fragmentos de DNA separados por mds de 600 bases. Quizds lo que
ocurre es que son formas conformacionales de este RNA que migran

anormalmente durante la electroforesis.

En relacién a la detecci6n del RNAm de glnG en la cepa -~
MX924, éste sllo se logra observar cuando se emplean 40 pg de RNA

' total por carril, 'y aun asf la deteccifn es muy pobre. Adem4s, en

‘la figura 5 puede observarse que la banda dg hibridizacién es lige-
ramente mayor que‘la de la MX1129, lo que implica que la transcrip-
ci&n en ambos casos procede de sitios distintos. A este respecto, -

un problema crftico que>se ha piesentado para detectar el transcri-

i
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v dicho mennaje bicistr&nico no se ha detectado como tal en ---'

- 41 -

. to de glnG es que coincide con la posici6n del RNAr 16S de E. coli
Yy que atrapa inespecfficamente al DNA empleado como detector. Es-
.to es particularmente problem&tico en la deteccidn del transcrito

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

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

el "ruido" del RNAr 16S no dificulta el reconocimiento visual de

la hibridizaci6n.

Fxnalmente, los resultados obtenidos en ‘los experimentos de

mapeo con nucleasa s1, 1nd1can que el RNAm de glnG en la -~

MX1129,se inicia;a;~fina1 de glnL, en su extremo 3'., Este =~

hecho cor;oboravLos‘regultédbs>obtenidos en los Northern's -
sobre el posihle inic;o transcripcional de glnG, ya que si -
se ha determinado que el ttansérlto consta de 1400 bases de
longitud, era de esperar que se iniciara en la vecindad del
extremo 3' de glg_ , Estos hechos indican adem3s que en la -
cepa MX924 (y.pteaumiblemente en 1a MX1128) se produce un ===
transcrito propio ligeramente mayor que el de la MX1129. Es-

. te transcrito, quizas es propio de ginG, dado que no se detec

¥ ta con el getector HLI en los Northern'l, ‘aunque no puede des

“cartarae quo,sea un product moditicado del transcrito bicis-;

" trénico. gln -gln que se, iniciaven ‘glnlp..Cabe agregar que -

nuestro laboratorio ni le ha teportado en la literatura res--

'“Vftpectiva, de modo que lu exiltencia cat& m&s deduc;da de las

Hevidencias genéticas de polaridad de glnL sobre glnG (11, 14,

17, 19, 34).. Emperxo, dqdo que el transcrito de glnG de la ==
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cepa MX924 es similar al putativo transcrito de la MX1128,

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

glnG cuente con un promotor prppio.'

Recientemente, J. Miranda (53) y A. Covarrubias (manus~
crito en preparacifn) han obtenido ;a secuencia nucleot;dica de
los genes glnL y ginG de E. coli, ehcontrando que &stos estdn se~
parados por Gnicamente once pares‘de bases, entre el cod@n de ter
‘;;‘ minacién de glnL y el cod6n de iniciacién de glnG. Esto permite
. pensar que si existe un promotor propio para glnG, §ste debe im-
. bricarse con la secuencia de glnL, de tal modo que su funcionamien

:.to debe ser interferido por la transcripci6n de glnL. Esto podrfa

.'explicar por qué este promotor eé poco activo en la cepa MX924. -

~ En un andlisis computacional sobre‘las posibles secuencias promoto-

v‘raa‘que se localizan en glnL y glnG, efectuado por J. Miranda (comu
"+ nicacifn personal), ha encontrado numerosas, aﬁnque todas débiles.
Ademas,‘parece gxistir;ungbgltq frecuencia de estas secuencias en -
la regién interé;ltrcnida‘gig&-g;gg, mienfras que en la parte media
(dé estoﬁ genes lﬁ;frecuenciaveqcpnﬁrgda'es muy baja. Esto posible-
" mente implicé'éﬁéLg. cold estaﬂdbﬁad& de la propiedad evdlutiva de

_ contar conuna "reserva® de promotorel potenciales para glnG , y qui-
lel ocurre ekto también con otro- genes, de modo que si las circung-
: t;ncias fisioldgicas en ciertovmomgngo demandan de la expresidn de
‘ﬂpnigene, dste cuenta con una(ie:igide seéﬁencias promotoras “poten-
" ciales® que, con el auxilio de%muﬁaciones,idoneas, pueden proporcio

narle una expresién independiente{"Tqmbién; es posible que este --
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“~hallazgo sea casual y que simplemente se encuentre esa alta fre-
cuencia de posibles secuencias promotoras fuera de la fase abier
ta de lectura de NRI en glnG, porque es mas estable, evolutiva-

mente hablando, no presentar secuencias nucleotfdicas dentro de

un gene que pudieran interferir su expresifn normal o alterar

su funcidn.

En relacifn a la mutacién glnG85, A. Covarrubias obtuvo
la secuencia de nuclebtidos de un fragﬁento de DNA donde estéd. in
H] cluida esta mutacién, encontrando éue consiste en una transicién
| pirlmidtnlca en el nucleatldo 44 "artiba“ del cod6n de iniczacién

~de la traducci6n de gqlnG:

.hecuenciafsilvgstre: ««+TACCGA ~==~ 28 pb ~~=~ TAA ~=~11 pb=--ATG
_ | | | (1) (2
'Am}ltaciﬁn glnGBSZ li..lll“‘jTt.l...lllltolgllbIl.lcll.ll?ll.lll'.

(1) = codén. de tarminacin;. de la traduccién de glnL.
VL(Z) = codbn de iniciacién defla traduccibn de ginG.

. Esta mutaci6n se localiza en un posible promotor cuya sg

-“cuencia silvestre esi, - . .
S , : | ==ATTGAAT=====~= 17 pb =======CATACC*G~-~

:en donde el alelo g;g___ podrta incrementar su "valor" como. pro-
“motor (tc--4-r). ya que segdn el promotot congenso, el sexto nu-
:cledtido -T- de la tegidn -10, es impottante para la funcién pro-
.{motora de esta regidn. Alimicmo, ol‘-itio de inicio de la trans~

cripcxan de glnG, inferido por e1 mapeo por nucleasa 51, se loca

liza muy cerca de esa secuencia. Adem!a, resulta evidente que ¢
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'; este promotor no es el que utiliza lé cepa silvestre para la trans
ripcibn de glnG, ya que é&ste debe localizarse unos 45 pares de ba

. ges “arriba".

P

La funcidn del promotor de glnG, considerada dentro del =
contexto del operfn glnALG, no se conoce ya que no se han determi-

-nado las condiciones en las que su; participacién sea significativa.

.fisin embargo, probablemente existan ciertas condiciones particulares

1en las cuales este promotor adgquiera importancia funcional, sobre =

.todo si se considera que Escherichia coli habita normalmente un me-
fdio natural con caracterfsticas ambientales muy complejas y, en mu-
'ghog aspectos,.desconocidas, As{, es posible que no se hayan repro-
;gncido adecuadamente las condiciones necesarias in vitro para encon-
_trar aquellas donde el pro@otor de ginG sea funcionalmente importan-
“te. - Cabe considerar ;ambién la posibilidad de que la participacién |
;dg,este promotor no téhga importancia fisiol6gica significativa,:=
“;np‘que>mas bien gq;#9'§omo un g;tio opcional para el inicio de la
j',ra_n‘scr:i.pc:idn de-glgg,na‘manera de un sitio secundario que se emplea
310 en qircunstanﬁial‘ﬁuy'especinlel.' Incluso, resulta interesante
'15 idea de que esté‘promotor funcione.como una vﬁlvula de seguridad
que garantice la exprenidn de glnG. Algo as{ como una forma, fisio-
flbgicamente liqnificativa, de asegurar la dotacién adecuada de'la ~--
rote!na NRI. cuya importancia capital en la tegulaci6n metab611ca -
-celular es de tal magnitud que quigqs sea evolutivamente conveniente
ﬁye:tir ene:gt@ly'orgqn;zacién biol6gica parﬁ mantener dicho siste-

&;ma, a manera de una redundancia funcional sostenida para asegurar --

r'_"éie:t_a: funcibn biolégica prioritaria, en un punto crucial como lo es
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la expresifn de un gene regulador general del metabolismo nitrogena-

do.

Son numerosas.las hip6tesis que pueden plantearse para -
.explica: el‘posible papel que desempefia el promotor de glnG, sin -
.Aémbargo, es menester acumular mas evidencias de su participacién -
ty; sobre todo, escudrifiar entre divergas condiciones y ver si algu~
na o algunas determinan su actividad. Para esto, se necesitan efec-
:ﬁuat nuevos experimentos disefiados para detéctar la participaci6n de
este promotof, mejorar 15 detécci@nwdglvtranscrito, determinar si se
:trata de un mensaje bicistanico que‘;ufie cierto procesamiento pos-
transcripcional y determinar cual de los posibles promotores es el -

efectivo ' si hay reguladores que modulen su funcionamiento.



- 46 -

BIBLIOGRAFIA

(1) Tyler, B. 1978. Regulation of the assimilation of nitrogen
compounds. Ann. Rev. Biochem. 47: 1127-1162. '
(2) Cohen, P. 1978. Control de la actividad enzim&tica. Edic.
Omega, S. A. Bargelona, Esp. 88 p. '
. (3) Ginsburg, A. y Stadtman, E. R, 1973. Regulation of gluta-

miné synthetase in Escherichia coli. En Prusiner, S. y Stadtman,

E. R. (ed). The enzymes of glutamine metabolism., P:9-42. Acade-

-., mic Press, N. Y. 615 p.

(4) Meister, A. v1980. Catalitic mechanism of glutamine synthe-
Ef tase: Overview of glutamine metabolism. En Mora, J. y Palacios,

':’R.”(ed). Glutaﬁine: Metabolism, enzymology and regulation. p:
1-40. Academic Press, N. Y. 334°p. _

-~ (5) Stadtman,.E.ﬁR., Mura, U.,jnaon Chock, P. y Goo Rhes, S.
‘_(1980. The interconvertible ehzymes cascade that regulates gluta-
' .mine synthetase -activity. En~Mora,'J.“y'Pa1acios, R. (ed) Gluta-
‘mine. Metabolxsm, enzymology and regulatxon. P: 41-59. Acade-
_mic Press, N. Y. 3 p. - , .}” o

-(6) Senior, P. J. 1975. bneqqlqtién of nitrogen metabolism in
;Escherichia coli and Klebsiella aefogepeu: studies with continuous
fguxxuzeﬁtgahniqug, 3. Bacteriol. 123: 407-418.
\”;(7)kHaqﬁlg§ik;ﬁB,' 1982, Genegicuqonﬁrol‘of nitrogen assimilg
;tiqn in bacteria.’ Ann. Rev. Genet. 16: 135-168.

‘ -;(0) Bender, R. A. y Magasanik, B,: 1977. . Regulatory mutations -
in the Klebsiella aerogenes étructural gene for glutamine syathe

tase. J. Bacteriol. 132: 100-105.



- 47 =

(9) Deleo, A. R. y Magasanik, B. 1975.  ldentification of the

structural gene for glutamine synthetase in Klebsiella aerogenes.

 J. Bacteriol. 121: 313-319.
»(10)'Weg1enski, P, y Tyler, B. 1977. Regulation of glnA mesg- -

" enger ribonucleic acid synthesis in Klebsiella aerogenes. J. Bac

teriol. 129: 880;887.

(11) Pahel, G., Rothstein, D. M. y Magasanik, B. 1982. Com=--
- plex glna- g___ g___ operon of Escherichia coli. J. Bacteriol. -
;#,150 202-213.

"(12) MacNeil, T., MacNeil, D.‘y Tyler, B. 1982. Fine-structu

'~ re deletion map and complementation analysis of the glnA-glnL-

glnG region in Escherichia coli. . Bacteriol. 150: 1302-1313.

 ' (13) Alvarez-uorales, A., Dixon, R. y Merrick, M. 1984, Boai-n
"tive .-and negative control of the glnA ntrBC regulon in Klebsiella
. pneumoniae. EMBO J. s 501-507._‘

- (14) Kra:ewska-Grynkiewicks, K. y Kustu, S.  1984. Evidence

that nitrogen regulatory gene ntrc of Salmonella typhimurium is

‘transcribed f;om‘the g;gg promoter as well as from:.aiseparate:
ntr promoeer.“MQI Gen, (Genet1931 135-142. -

7_ (15) Backman, K., Chen, Y. M. y Magasanxk, B. 1981. Phisical
v ~and genetic chatacterizaticn of. the glg_-glg_ region of the Es-
j;cherichia coli.' Proc. Natl Acad. Sci. 'USA.,. 78: 3743-3747.
3,(16) Pahel, G. y Magalenik, B. 1979.~ A new glnA- linked regus=

.latory gene for qlutamine synthetese in Escherichia coli. Proc.

<'MNat1. Acad. Sci. USA., 761 4544-4548.
. (17) Chen, Y. M., Backman, K. 'y Magasanik, B. 1982. Charactez
- rization of a gene, gln thevp;oduc; of which is involved in the

regulegion of nitrogen utilization in Eschcrichia coli. J. Bacte-




- 48 -

riol., 150: 214=220.

» (18) MacNeil, T., Roberts, G.P. y Tyler, B. 1982. The prod-
v'vuct of glnL andlg;gg are bifunctional regulatory proteins. Mol.
Gen. Gent., 188: 325-333.

(19) Ueno-Nishio, S., Backman, K.C. y Magasanik, B. 1983. =
Regulation at the-g;gg-operator-promoter of the complex glnAlG -
pperon of Escherxchia coli. J. Bacterxol., 153: 1247-1251.

v (20) Foor, F., Reuveny, 2. y Magasanik, B. 1980. Regulation
of the synthesis of the glutamine synthetase by the P I protein -
~in Klebsiella aerogenes.  Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 77: 2636-
2640, ' |

. (21) Garé!a, E., Bancroft, S., Goo Rhee, S.y Kustu, S. 1977.
The produbt ofva newly identified qeﬁe, glnF, in required for -=--

synthesis of. glutamine synthetase in Salmonella.Proc. Natl. Acad.

Sci- USA., 74s 1662 1666.; ‘jaf‘

. (22) Kustu, S., Burton, D., Garc!a, E. McCarter, L. y McCarter,

L. y McFarland, N. 1979. Ni;rogqn_qontrol in Salmonella: regulation
by ;he glnR and glnF gene,p;qdugtﬁﬂ‘Proc.‘Natl. Acad. Sci. USA;176:

4576-4580.v,~jé¢1f[ G, |
f»(23) Osorio, A. v., SGrvIn, L., -Rocha, M., Covarrubias, A. A.

y Bastarrachea, F.3 1984. Cis-dominant, glutamine synthetase cons-
titutive mutations of Eacherichia coli 1ndependent of activation -
by glg_ and g;g_ productl.‘ MoL Gon. Genet., ‘1943 114-123.

: (24) Reitzer, L. J. Yy Haqasanik, B. 1985.' Expresion of glnA_

in Escherichia coli in regulated at ‘tandem promoters. Proc. Natl.

Ncad. Sci. USA, 82: 1979-1983. -

+:1(25) Leon, P., Romero, D., Garciattubio, -A., Bastarrachea, F.

.g";.ty Covarrubias, A. A. 1985. Glutamine synthetase constitutive mut-




-49 -

1,ation affecting the glnAL upstream promoter of Escherichia coli.

,‘J' Bacteriol., 164: 1032- 1038.-

(26) Dixon, R.~ 1984. Tandem promoters determine regulation

- of the Klebsiella pneumoniae (glnA) gene, Nucleic Acids Res., -
12: 7811. -

‘(27)' Garciarrubio, A, 1985, ' Dos promotores para el gene es-

; if tructural de 1la glutamino sintetasa de Escherichia coli. Tesis de
'posgrado {maestrfa). U.A.C.P. y P., C C.H.; UNAM. 79 p.

(28) Reitzer, L. J. Y Magasanik, B. 1983. Isolation of the
fi_nitrogen assimilation regulator NR ' the product of the glg_ gene
;:.of Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 5554-5558.

(29) Hunt, T. P. Y Magasanik, B. 1985, Transcription of glnA by

;‘/purified Escherichia coli componenta: core RNA polymerase and the

t products of glgg, g;g_ and glgg.:.Proc.»Natl.'Acad. Sci, USA, 82:

‘8453 8457. S g

~7430) Hirschman, J., WOng, P. K., Sei, K., Keener, J. y Kustu,
l985. Products of nitrogen regulatory genes ntrA and ntrC of =

enteric bacteria activate gln transcription in vitro: evidence -

that the nrtA protein ia ao. factor. Proc. Natl. Acad, Sci. USA,
';az: 7525~ 7529. : ‘ p
'v(31) de Bruijin, F. J. y Ausubel, F. M. 1983. The cloning and

characterization of the glnF (ntrA)gene ot Klebsiella gneumoniae:

role of glnF (ntrA) in the regulation of nitrogen [ixation (nif)-°

and other nitrogen alsimilation geneo ' ' Gen. Genet., l92: ——

1”(32)“Caatano; l. Y Bastarrachea; Fl:”1984.‘glnF-1acz fusions

in Escherichia coli: studies of glnF expresion and its chromosomal

5 orientation. Mol Gen. Genet., 195: 228-233.




(33) Rocha, M., vizquez, M., Garciarrubio, A. Yy Covérrubias,

- A A. 1985. Nucleotide sequence of the glnA-glnL intercistronic =

region of Escherichia coli. 'Gene, 37: 91-99.

(34) Ueno-Nishio, S., Mango, S., Reitzer, L.J. y Magasanik,

B. 1984. Identification and regulation of the glnL operator-prom-

.. oter of the complex glnALG operon of Escherichia coli. J. Bacter=
 iol., 160: 379-384.
(35)  MacFarlane, S. A. y Merrick, M. 1985. The nucleotide -

sequence of the nitrogen regulation gene ntrB and the glnA-ntrBC
- intergenic region of Kelbsiella aerogenes. Nucleic Acids Res., =
" 131 7591-7606.

' {(36) Bueno, R., Pahel, G. ¥y Magasanik. B. 1985. Role Of‘ff'
glgg_and ginD gene products in regulation of the glnALG operon of
‘Eséhericﬁia goli. J. Bacteriol., 1641 816-822. \

(37) - Ninfa, A J. y Magasanik, B., 1986. Covalent modification

BOf the g product, NRI' by the glnL product, NR regulates the

II'
‘tranucriptlon of the glnAL operon 1n Escherichia coli. Proc. Natl.

“ Acad. SCi- USA.

1984. Caractotizac16n fisica y qenética de

N (38) u:bina,‘a..c.f

~‘una mutacian en el gene reguladot gln de Eschetichia coli. Tesis

1Pro£eliona1.‘ Facultad de Ciencias, UNAM. 66 p.

R INPR

(39) Kleckner, N. 1977. Tragq;qcatnble elements in procaryotes.

Cell, 11: 11=- 23.

o) McFarland, Neo McCarter, Lo, Artz, S. y Kustu, §. 1981. Ni-

‘trogen regulatory locus g;g_ of enteric bacteria in composed of cis-

.gtroneugggg and ntrC: 1depti£icagzon of their protein products. Proc.
. Natl. Acad. Sci. USA, 78:'2135-2139.

(41) 'MacNéi;, ?.,’ﬁacNeil, D,ff'Tyler, B. 1982. Fine-structure




- 51 -

. deletion map and complementation analysis of the glnA-glnL-glnG

region in Escherichia coli. J. Bacteriol., 150: 1302-1313.
:(42) 'Covarruoias, A. A., S&nchez-Pescador, R., Osorio, A., Bo

llvar, F. y Bastarrachea, F. 1980. ColEl hybrid plasmids contain-

ing Emcherichia coli genes involved in the biosynthesis of gluta=-

mate and glutamine. Plasmid, 3: 150-164.

{43) Genhardt, P., Murray, R,,G. E., Costilow, R.N., Nester,

E; W., Wood, W.YA., Krieg, N. R; y Phillips, G. B. 1981, Manual
of methods for general bacteriology. ASM Press, Washington, D.C.,
‘ ?(44) Miller, J. H. 1972, Experiments in molecular genetics,

° C SH Lab Press. N. Y., U.S.A. 446 p.
(45) Betlach. M., Hershfield, V., Chow, L., Brown, W., Goodmai,
lH. M.y Boyer, H. W. 1976._ A restr;ction endonuclease analysis of

the. bacterial plasmid céntroll ng the EcoR1 reatriction and modifi-

cation of DNA.( Fed. Proc., 35: IQO37 2043.
(46) Lowry, 0. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L. y Randall, R.

‘J; ‘1951. Protein measurementl ith the folin phenol reagent. J. -
Biol. Chem., 193: 265-275.: o e
(47) Holmes, y qugley, M. 1981. A rapid boiling method for =

'ﬁthe preparation ot bacterial plasmid. AnaliVBiochem., 114: 193-197.

';148) Maniatia, T., Ptltlch,' » F. y 5ambrook, J. 1982. Molecular

cloning: A laboratoxy Manual cs ab Prell. N. Y., U S.A. 545 p..

(49) Aiba, H., Adhya, s. y de;COmbrugghs, B. 1981. Evidence for
4 two functional ggl promotels in intact Escherichia coli cells. J. -
- Biol. Chem., 2561 11905-11910. ¢'  | |
‘ (50) Thomaa, P. S. 1980, Hibridization of denatured RNA and -
=i Small DNA fzagmenta transferred to nitrocellulose. Proc. Natl. Acad.
,fSci. usn, 771 5201 5205. ' -



- 52 -

{51) Bastarrachea, F., Brom, S., Covarrubias, A. A., Osorio,
V. y Bolivar, F. 1980. Genetic characterization of mutations ==

affecting glutamine biosynthesis and its regulations in Escherichia

coli K-12, p: 107-121. En Mora, J. y Palacios, R. (ed.). Glutami-
ne: Metabolism, enzymology and regulation. Academic Press. N. Y.,
©U.S.A.

(52) Covarrubias, A.A. y Bastarrachea, F. 1983. Nucleotide ~

‘ .sequence of the glnA control region of Escherichia coli. Mol. Gen.

"Genet., 190: 171-175. .
(53) Miranda, J. 1986.  Estudios sobre la regulacién de la ex-

.. presibn del ppegdnvglnALG ae3§§chericgi5>coli; Tesis Profesional.
‘U.A.C.P. y P., CCH, U.N.AM. 51 p. |



	Portada
	Índice
	Introducción
	Antecedentes
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía



