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RESUMEN .

En este trabajo se describe la caracterizacidn de -
mutaciones afectadas en 12 asimilacién de amonio en ES~-
cherichia coli.

Tres de estas mutaciones afectan al gene estructu--
ral de la glutanina sintetasa, el gene glnA; dos de las
mutaciones' consisten en deleciones, y la otra una incer-
cidn. las tres mutaciones fueron analizadas mediante un
mapeo f{sico por hibridizaeidn tipo Southemn con un pldg
mido hfbrido que contiene clonada & la regidn del gene -
£lnA. las dos cepes con deleciones fueron también cerac—
terizadas mediante pruebas de complementacicdn con difews=
rentes plésmidos hibridos. ’

“e caracterizeron también otras cumtro cevas con mu
taciones que ocasionan auxotroffa vor glutamina. las mue
taciones de estas cepas fueron mapeadas y se localigzaron
en el gene glnD, involucrado en la adenilacién de le glu
tamina sintetasa,

Asimismo me presenta la caracterizacidn del sistema
de transporte de amonio, y de su regulacidn por la celi=
ded de la fuente de nitrdgeno, mediente el mismo sisteme
genético que regule la expresidn de la glutemina rinteta

se y los sistemas Ntr,



INTRODUTECTIOK .,

la gran mayorfa de los nmicroorganismoS poseen 1l —-
capacidad de sintetizar 1log compusstos orzinicos oue rew-
quieren nara vivir a partir de noléculas inorgdnicas sim-
ples. Dicha capacidad veria entre diferentes especies de
microorganismos, ciendo &lgunas mds dependientes cue ‘===
otras de moléculas orgdnicas para crecer, En el ceso de -
los nmicroorganismos autétrofos,.éstos no requieren de nin
gin compuesto orgdnico para crecer, ya cue tienen la capg
cidad de incorporar 4tomos de carbono a moléculas orgdni-
cas mediante el proceso de fotosintesis, y ademds incorpg
ran dtomos de nitrdpgeno & las moléculas orginicas a par-=
tir de iones inorgénicos, como el NH4+, o directemente =
mediante 1a fijacidén bioldgica del nitrbgeno atmosférico,
Los microorganismos‘heterétrofos requieren de una fuente_
de dtomos de carbono ya incorporados en una molécula orgd
nica, como por ejemplo un asicer, pero la mayoria conser-
va la capacidad de utilizar fuenies inorgdnicas de d&tomos
de nitrégeno. En el caso de las enterobacterias, y parti-
cularmente en Escherichia goli, 1t fuente preferida de --
dtomos de nitrdgeno es el ién amonio (1, 2), €l cual es -

transportado al interior de las células y posteriormente

- asimilado incorporéndelo & moléculas orgénices, particu--

larmente & glutamato y glutamina.

Las enzimas capaces de llevar & cabo esta asimila---

cidn del amonio a glutamato y glutanina son la deshidroge
.naga glutdmica (L—glutamato:KADP+ oxidorreductasa, ©Cl.4.

1.44) 0 GDH, y la glutanina sintetase {IL-giutametoszaponio




ligesa 276.3.1.2.) o GS. La GDE asimila el amonio incorpo
réndolo e une moléeula de glutamato a partir de une nold-
cula de 2-oxoginutaraio, con la intervencidn ée una molée-
cule de IIADICH:

I=glutamato
+

2=o0xoglutarato + NH3

NADFH NADP

Ie 05 asinila al amonic incorvoréndolo a una moléeulas de
glutamina, utilizande una molécula de ATP, y recuiriendo_

la nresencia de un catidn metdlico divalente:

L=glutanato + EHB + ATT e——— I=cluteming + ADP 4+ Pi

(Me2+)

Exicte adomds otra enzima cepag de transaminey gl 2-oXo=-
glutarato con le glutamina pera formar dos rmoléeulas de -
glutameto. Dicha enzima es la glutamato sintasa (l=gluta-
matoskADP* oxidorreductasa, ECl.4.1,3,) o G0GAT, 1& cual
tanbién depende de IIADEH:

2=oxoglutarato + I=glutamine 2 I=glutemato
NADPE  nappt

La manerzs en nue estas tres enzimas se encuentran in
terrelacionadas se presenta en la figura 1, en donde se
puede obeservar como estas enzimas serdn responsables de -
108 niveles intraceluleres de 2e-oxoglutarato, glutameto y
glutanine,

‘0 glutarato y la glutamina desempefian un papel sumg
mente importante en el metabolisio del nitrdgeno, siendo_
especialmente relevante el papel de la glutamine, cone se

ilustra en la figura #2; en diche fisure se muestra como_



ADP GLN 2-0G+ NADPR

6s GOGAT

REbATP oLy : eLT+ Nap?'

naD?
} ¢DR
NADP
Il’-l-l-“
Fipura #1.- Interrelacién de 1las enzimes G5, GDH v
GOGAT dentro de 1la célula.
2=0G = 2=o0xoglutarato,

~ GLT = glutanato,
GIN = glutanmina,
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Otros aminodeidos

Glutamato .
Tript ofamk

Kistiding seee————= DROTEINAS

Arginina
Carbanil-p
mp
>———>Acs. NUCLEICOS
AP

COMPLEJOS

NAD \umuousﬂ 0

OXIDATIVO

GLUTAMINA

- Pigura #2,= Bl vapel de la glutamina en el metabolismo

de compuestos nitrogenador,
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el prupo anido de este ’aminoécido se utiliza para la sin-
tesis de varios otros aminodcidos, como tripiofenc e his-
tidina, as{ como vara la sintesis de purines y nirimjdi--
nes, glucosamina-6-P, carbamil~-F, NADP, etc, Ademds del =
grupo amido, la glutamina puede transferir el grupo &-ami
no a varios ef=cetodcidos para producir los aminodcidos co
rrespondientes. Ademds la glutamina, al dar luger a gluta
mato por medio de la GOGAT es una importante cdonadora de
los grupos o(-amino de varios aminodcidos sintetizados por
medio de transaminaciones entre glutemato y a&-cetoécidos_
). '

Debido a 1a importancia de la glutanine para el meta
bolismo de nitrdgeno en 1la célula, y debido & que 12 G5 =
es 1a unica enzina capaz de sintetizar- glutamina, ésta --
enzime estd sujeta a un control rmuy rigureso, tanto a ni-
vel de actividad enzimdtica como a nivel de sintesis a --
partir de su gene estructural.

Ia G5 e una enzima de 600,000 daltones de peso mole
cular, compuesta de doce subunidades idénticas, cada una_
con un peso nmolecular de 50,000 daltones, aunque existen_
1ligeras diferencias entre enzinas de diferentes especies_
de microorganismos (4). Un nrimer mecanismo de control sg
bre la actividad enzimdtica del dodecdmero de GS es el --
que consiste en la inhibicidén acunulativa por retroslimen
tacién de los productos derivados de glutamina; en este -
caso, cada uno de los metabolitos es capez de 1n}iibir 80=
1o parcialmente la actividad do la enzina, nientrac cue =
juntos inniben la actividad caci completmmente (3, 4, 5).
Otro control gue se ejerce sobre la actividad de G5 estd_
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dado por la disponibilidad de varies cationes divalentes;
por ejemplo, la enzime es inactiveda por la remocidn de -
an* -] E52+. lo que »rovoca un cambio conformacionsl de -
la estructura protefnica conocido como “relajacidn" de 1a
G5, que remulta en le exposicidn de residucs de triptofa-
no y tirosine, y en un decremento del coeficiente de sedi
mentacidn., Al agregar nuevamente los cationes divalentes
la enzima se reasctiva, y se eliminan los cumbioa.conformg
cionnles producides durante la relejacidn. Aparentemente_
cada une de las doce subunidades del dodecdmero posee dos
sitios de interaccidn con cationes metélicos (4). El ter-
cer control estd ejercido sobre la actividad enzimftica -
de la G5 medieante un complejo sistema que involuera 18 =-
adenilacidén y desadenilacién de cada una de las subunida-
des de la enzima (4, 5, 6}, Dicho sisteme responde & la -
disponibilidad de la fuente de nitrdgene. En la reaccidn_
de adenilecidn cada subunided de ls enzima no adenilada -
adguiere un grupo ANP unido e un residuo de tirosina esps
efficos

12ATP + G5 —lp GS'(A&'.-P)12 + 12 PP1

10mM Mg°*, pE=7.0

La reaccidn de desadenilacidn ocurre por un romple~e
‘miento del enlace adenil-Q-tirosil, sintetisdndose ADP:

05 +(ANP),, + 12 B G5 + 12 ADP
10mt MgPt, p¥=7.0

Ambes resccinones son llevadas & cabo por la misma en
zima, llamada zdeniltrancferasa o ATasa. Para prevenir ==
aue les reacciones de adenilecidn y desadenilocidn se -

“acoplen in vivg e menera iniitil, existe un control sobre

U —
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la ATasa, el cual es ejercido por una pequefia proteina re

guladora, conocida como proteina . Bsta protefna puede

P11
existir en dos formas interconvertibles: PIIA ¥ PIID’ la

"forma Py ;, estimula a la #Tesa para que lleve a cabo la -

adenilacidn de las subunidades no adeniladas de la G5, ¥
le forma PIID estimule & la ATaesa para que desadenile 2 -
1as subunidades sdeniledas de 1a 0S, Este interconversidn
S 2 -
entre las forme ?IIA y PIID es llevada & cabo por lz en
zime uridiltransferasa o UTasa, la cuael une covalentemen:

te un grupo UIP a la forma P j Para dar la forme PIID' -

. 1T
La formz P A puede ser regenerada e partir de PIID reti-

11
rando el grupo UNP, lo cuel aparentemente también es 1lle-
vado a cabo por lz UTase,
1as reacciones de uridilacidn y desuridilacidr. de la
proteina PII por la UTasa son estimuledas e inhibidas por
ste £3 2ceid 2 c esti-
diferentes metabolitos; la rezceion PIIA"" 11D ez esti
mulede por 2-oxoglutarato y ATP, e inhibida por glutamine
2 é‘. . 2 D I'
y fosfato inorganico. Ia reacciocn PIID"'““‘IIA requiere_

de la presencie de mn2+

s ¥ es fuertemente irhibida por --
UnP. La ATasa, ademds de responder a les formas PIID Y-

de 1a proteina P tambidn responde 2 los niveles -

Pr1a T’
de ATP, 2-oxoglutarato y glutaminay oltes concentraciones
de glutamina y bajes concentraciones de 2-oroglutarato es
timulan la reaccidn de adenilecidn, mientras gue bojas -
concentraciones de gluiamina y altas concentraciones de -
2:oxoglutarato y ATT estimulen la reaccidn de desedenila-

cidn. De esta manera ciertos metabolitos juegan un pepel_

" determinante sobre el estado de adenilecidn de la G5, tan

3 4y e 1 4 -
to controlando la interconversion PIIDz;:::PIIA, cono esg
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timulando o inhibiendo directamente a la ATasa para cque -
adenile o dercadenile a las subunidades de lz enzina,

Ademds ce estos meeanismos para la regulacidn de 1la
‘petividad enzimdtice de la GS, existe un compleio Sistens
zenético que se encarga de la regulacidn de la sintesis -
de la GS, en el cual Sse encuentran involucrados varios ge
nes reguledores ademds del gene estructural.

Dependiendo de las diferentes condiciones en cue se
pueden encontrar creciendo las célules, éstas requerirén_
de niveles eltos o bajos de G5, Se ha observado que en ==
condiciones en que 1les célules se encuentran linitadas de
nitréreno, los niveles de le enzime fe elevan, y edemds -
el gredo de adenilacidn cue vresenia es muy bajo, lo ocue
sienifice que 1 meyor parte de la enzime es biozintética
mente activa. Por el contrario, cuando lss células se en=
cuentran en condiciones de exceso de nitrézeno en el me--
dio, los niveles de G3 dismiruyen, y la enzima presenta -
un alto grado de adenilscidn, es decir su sctividad bio--
pintétice se encuentra baja. Exristen varios oiros siste--
mas capaces de reswonder a condiciones linmitentes de ni--
trégeno cdemds ée 1la GS; estos oiros sistemes sujetos a -
repsulacidn por nitrdgero se encerzan de le uitilizacidn de
fuentes de nitrdgeno tales como aminodcidos que puedan --
proveer & la cédlule de moldculas de glutemato o de amonio
intrecelularnente. Le sintesis de los sistemes de trens--
vorte especificon de estos aminodeidos se regule de igual
forma que 1z (3, y aparentemente constituyen un paso limi
tente en lz utiligecidn de estas fuentes de nitrdgeno --

(7). Es interesante mencionar que ademd: de los sistemas_
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de transporte de aminodecidos como arginine, prolina, his-
tidina, lisina, ornitina, etc., el mismo sistema de trans
porte de glutamina estd sujeto a remulacidn por nitrégeno
(8, 9). Cuando se utiliza glutamina como fuente de nitrd-
geno, la G5 se induce, lo que indica que es una condicidn
de limitacidn de nitrdgeno. Esto pudiera deberse a que la
glutamina no es transportada eficientemente al interior -
de 1a célula, y por lo tanto no‘logra acumularse y ocasio
nar la represién de G3. E1 amonio, por otra parte, posee_
un sistema de transporte eficiente (10). Esto explicarfs-
porqué cuando la fuente de nitrigeno es glutamina los ni
veles de G5 son alios, mientras que cuando la fuente de -
nitrégeno es amonio 1a enzima se reprime; es decir en pre
sencia del sustrato de la enzima hay represién y en pre--
sencie del producto hay induccién, Desde luego para com--
probar éste seria necesario medir las pozas intracelula--
res de glutamina en dwbas condiciones,

A todos los sistemas que estdn regulados por la fuen
te de nitrégeno se lea conoce como sistemas "Reg" (1), ¥y
mée recientemente como sistemas "Ntr"(2). la regulacién -
similar de la sintesis de 1a G5 y de la expresidn de los
4sistemas Ntr encargados de la utilizacidn de fuentes al--
ternas de nitrdgeno fue interpretada originalmente como -
una evidencia de que la misma GS estaba encargada de regu
lar la expresién de los sistemas Ntr, as{ como su propias_
expresidn, Esta hipétesis proponia gque la 65 se autorremu
laba y ademds servia como un regulador del metabolismo de
nitrégeno en gene;al. La hipétesis suponfa que la GS ade-
nilada funcionaba como un represor y 1a GS3 no adenilada _

como un activador, y se apoyaba en ciertas mutaciones ais
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ladas en el gene estructural pars la G5, el gene glnA --
(11, 12). Les mutaciones en el gene £lnA pueden ser Ntr-_
o NtrC, vero no Htr+. 128 mutantes Ntr son las que care-
cen de G3, vy las K{rC las ocue poseen niveles de GS consti
tutivos, pero esta GS es enzimdticamente inactive. E1 he-
cho de tue estas mutaciones se localizaran en el gene es
tructural se ve{a apoyardo por exverimentos de mapeo me---
Giante cruzes de tres puntos, que localizaban a las muta-
ciones GInC Ntrl entre mutzciones Gln~ Ntr . Otra eviden-
cia importante para la hipdtesis de regulacién sutdgena -
era el hecho de que une mutante que posef{a una proteina -
Prr 1A -
(muteeidn glggl), y por lo tanto una GS siempre adenilada
presentaba niveles muy bajos de 65 (fenotipo Gln~ ) y ade-
mis ere Ntr (13). .
Sin embargo, desde que se propuso la teorie de la -

alterada que siempre se encontraba en la forma P

GS como reguladora de la asimilacidn y metabolismo de ==
nitrdgeno surgieron evidencias que parecfan contradecirs
la., Uns de estas evidencias era que ciertas cepas mutan-~
tes carecf{an de adeniltransferssa, y sin embargo poseian
una regulacidn normal de los niveles de G5, aunque la en
zima no Se encontrara adenilada (14). Asimismo, exist{en
evidencias de que otros factores aparte de la GS se en-
contraban involucrados en la regulacidn de le expresién_
de glnA y de los sistemas Ntr, como fue el descubrimien~
to de un gene, llamado glnP, que no estd involucrado en
el mecanismo de edenilacidén de la 03 y que sin embarge -
es necesario para que el gene ginA se exprese (15). Pos-

teriormente, se aislaron mutaciones fuertemente ligades
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al gene glnA, y que presentaban el fenotipo Ntr~, as{ co-
mo una GS no regulada y no inducibdle, y que se encontraba
en otro cistrén diferente a glnA (16, 17). Ia hipbtesis -
de regulacién autdgena fue descartada cuando se pudieron_
aislar cepas con fusiones de glnA con lacZ, el gene es——-
tructural parg la ﬂ-galactosidau, cuya expresidn se en--
cuentra ahora bajo el promotor del gene glnA. En este ca-
80, lo8 niveles de ﬂ-galactoaidaaa (o sea lu expresidén de
£lnA) responden normalmente a la calidad de la fuente de
nitrégeno, a pesar de no poseer G5 (18),

Actualmente Babemos que.el sistema gendtico que se -
encarga de regular la expresidn del gene glniA as{ como de
los sistemas Ntr es mucho més complejo de lo que proponis
1a teoria de 1a regulacidn sutdgena, y se conocen varios_
genea involucrados. A continuacién se da una breve des--
eripeién de cada uno de los genes reguladores y del gene
estructural,

LnPt

El gene gInP se localiza en el minuto: 68 del mapa de
ligamiento de E. coli, y se encuentra ligado & lo8 genes
ergé y gltB (19). las mutaciones en el gene glnP provocan
suxotrof{a por glutamina, puesto que las células son inca
paces de sintetizar GS; ademds presentan el fenotipoﬂtr’.
El producto del gene glnF es necesario por lo tanto para
1la expresidn del gene glnd as{ como para la expresidén de
los sistemas Ntr. E1 gene ZInF se expresa de manera cons-
titutiva, como se ha demostrado por medio de fusiones del
gene lacZ con el gene g}.ﬂ (Castafio, I. y Bastarrachea, -
" P. no publieado).
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£inBe
E1 gene gind codifica para la protefna reguladora -

PII' puesto cue se ra demostrado gue mutaciones en este -
gene procucen une proteine Py alterada (13}, o bfen care

cen de proteina P 1 como es el caso de mutaciones por in

sercidn del trans;Imsc'm Tn5 (20). Se localiza alrededor =
del minuto 55 del mape de ligamiento de E. coli, las ce-—
pas nutantes que producen uns proteina PII elterada, como
es el caso de la mutacidn ginB3, presentan el fenotipo --
GlnNtr~, puesto que €sta no puede ser reconocida por la
- uridiltransferase pera dar la forma PIID' de npanere cue -
le G5 se encuentra exclusivanente en la forma adenilada,
y ademds los niveles de GS son muy bajos. Les mutantes ==

que carecen de la protefna P son constitutivas para 1la

sintesis de G5 {GInC) y mr*?lla GS se adenile y desadeni
la a niveles normeles en estas cepas, aunque en =usencie
de FII embes reacciones ocurren més lentazente (20),

El hecho e que mutantes que tengen una proteins Pyr
alterada tengan niveles anormalmente bajos de GS y sean -
01n~, sunaco el hecho de que mutentes sin rroteina Py -
presenten el fenotipo GInC hen imnlicado dircctamente a -
1a proteine Pyron la regulacidén de 1o expresién de glna,
independientemente del efecto que las rutaciones ejercen
sobre el c£istema de adenilecidn de la GS,

£lnd: ‘

El gene glnD se loceliza en el minuto 4 del eromoso-
ma de E, coli. Bl fenotipo de mutantes en el gene gind es
similar al fenotipo de las mutzcinmes en ginB que poseen

une proteinsa PII incapaz de cer reconocida por la uridile



oy

(13) e

transferasa, puesto que glnD es el gene estructural para
dicha enzima. Por lo tanto, en las cepas con mutaciones -
en ginD, la protefna PII se encuentra siempre en la forma
Pn % la GS altamente adenilada., Al igual que en mutan-=
tes en glnB los niveles de GS son muy bajos, y poseen el
fenotipo Ntr~. Los niveles tan bajos de GS adenilada pro-
vocan que estas cepas sean auxétrofes de glutamina (Gln~)
(21, 22). Estos bajos niveles de GS son debidos a la regu
lacién de la expresidn de ElnA por la proteina PII' discu
tida arriba,

KlnBs .

Is localizacidn de este gene en el mapa de ligamien-
to es desconocida hasta la fecha. El gene gInE es el gene
estructural para la adeniltransferasa (ATasa), Mutaciones
en gInE, que ocasionan la pérdida de actividad de la -—--
ATasa, posesn regulacidn normﬁl de los niveles de GS, --
sunque la enzima no esté adenilada. Al introducir a estas
mutantes una mutacidén adicicnal en £1nP que produce una -
proteina Pnr alterada los niveles de GS bajan de igual -~
forma que en 1as cepas con ATasa (ﬂn_E*) Yy 1a misma muta-

‘cién en £lnB, lo que indica que el papel regulador de 1la
sobre la expresién de ginA es independiente_:

proteina Pn
de:1a ATasa y de 1a adenilacidn de 1la G5 (23),

operén ginAlGt ’

Este operdn se localiza en el minuto 86 del mapa de
ligamiento de E, coli. El gene glnA es el gene estructu--
ral para la G5, y por lo tanto mutaciones en dicgo gene -
provocan auxotrofia por glutamina, as{ como el fenotipo -
Ntr~. Menés se han nisledo dentro del gene glnA mutacio-

«
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nes en punto que provocaen la sintesis de un antigeno de -
65 enzindticamente inactivo gue se exprese de manera cong
titutiva, y aue tienen elfenotipo NtrC.

E1l gene ginl es contiguo 2l geme glnA, y rutaciones_
en dicho gene pueden producir varins fenotipos diferen—--
tes. Las mutaciones en ginl aislades como supresoras de -
mutaciones en ginB o glnD poseen el fenotipo GlnC MNtrC --
(21). les deleciones del gene glnL presentan regulacidn -
normal de los niveles de GS, aunque existe un poco mds de
le enzima en condiciones de represidn, sin lleger a ser -
completamente constitutivas (fenotipo G1n+/@), y edemds -

- gon Ntxrt (24). las mutaciones por insercidn dentro del ge
ne glgg resultan en un fenotipo constitutivo bajo pare GS
{GInR) y adends son Ntr~ (25, 26, 27).

" El gene gInG se descubrid sl encontrar mutaciomes 1i
gades e glnd que suprinfan el fenotipo Gln~ provocedo poT
mutaciones en el gene gln¥ (16, 17), las cusles poSeen un
fenotipo constitutivo bajo para le G5 (GlnR), y son Nir .
Estes mutaciones suvresoras conserven el mismo fenotipo ~
aunque se restituye un gene ginF funcional, El mismo feng
tipo GlnR Nitr resulta de leo inamctivacién del gene glnG -
por una insercidn (16, 17, é&)} Tombién ce hen deserito -
mutaciones en el gene ginG que provocan un fenotipo Gln -
(27, 29). ‘

&1 producto del gene ginG (vG), se le ha asignado un
papel duzl en le regulacién, ya que €S necesario tanto pa
ra la activacidn del gene glnh como pera su represién --
(16, 25). Esto se deduce de la incepacidad de inducir los

niveles de GS en ausencia de pG, aun en presencic de un -
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gene M silvestre, lo que indica que es mecesario para_
1a metivacidns ademds el hecho de que en ausencia de un -
gene gInF funcional no se pueda expresar glnd, y que esta
incapacided sea suprimids por mutaciones que eliminan a -
pG indicen cue en eusencia de activador (producto de glnF
+ producto de glnG), pG funciona como un represor, Esto -
dltimo es apoyado por mutaciones eislades en el gene £1nG
. que producen el fenotipo Gln” y aque aparentemente poseen_
\m.pG alterado de tel forme 'que Unicanente funciona como
un represor y nunce come un ectivador,

Ta regidn del operdn glniLG he sido clonede y somati
da a un andlisis fisico detallado (30, 31, 32), y los pro
ductos de los genes hen sido identificadoes (25). E1 pro--
ducto del genme gInl es un polipéptido pequefio de 36,000 -
deltones ce peso molecular que se expresa siempre en con-
centraciones bajas, El producte del gene glnG es wn poli-
péptido de 5¢,000 dz2ltones de peso molecuiar, ¥ Gue Se ex
presa en niveles mds elevedos que el procducto de £InT w-
(Rocha, M. /y Covarrubias, A, mo pudblicado).

La ot:ientacién de estos gemes ho gido determinado --
con respdcto 2l cromescme de E, coli. y se ho encontrado
que la tremseripeids va de pind hecio £InG v es en el sen
tidé cont\rcric 2 las monecillas del rc-lcj'(lB, 26, 32). _
Awaue 1z posicidn y direceidn de tremceripeicn de los ge
nes indican gue se pudiera iratar do wn operdn sencillo,-
con le tromseripeidn comenmzendo en gln’ v -procediendo hig
ta ginG, existen evidencics que indican que el operéri es
bastante complejo. Por ejemple, cepas merodiploides con -~

insevciones en los gene<s glnA y ginG en posicidn trong «-
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muestran niveles normeles de GS (16, 17), lo cue indica _
gue log dos gencs se encuentran en unidades transcripcio-
neles Giferentes; lo mismo ocurre cuando une cepz2 con una
delecidn en gini cue elimine =l prometor y e la Tegidn co
rrespondiente al extremo NHQ-terminal de 1a G5 es comnle-~
mentada con una insercidr en ginG en trans (33). Sin em--
bargo estas cevas merodiploides son Ntr , lo cusl es con-
sistente con que ambos genes ettén formando parte €e un -
operdn, es decir de une nisma unidad transcripeional. Es-
tas diferencies hen e£ido explicedas postulando que la ---
exictencie de un Solo operdn con doS promotores, uno de -
ellos responsetle de 1la transcripcién de los tres genes,-
y que se encuentra 2l inicio ée zlnd (glnAp), y otro que
ge encuentra al inicio del gene glnl (glnlp), y que por -
1o tento @olo funcionar{a para lo transéripcién de ginl y
.lnG,.y postulando también que la transcripcidn que pro--
viene desde ginip vuede proveer a la célula de PG sufi-—==
ciente para activar Ntr, pero que la transcripeidén a per-
tir de ginlp produce niveles de pG que no son suficientes
para activar Ntr, pero s{ para activar glmA (26). Esto ha
sido apoyado por el estudio de cepas que contienen fusio-
nes del gene lacZ con el gene glnG, de manera que los ni-
veles de ﬁ-galactesidasa reflejan la expresién de £inG. -
.Bstos estucios han demostrado que efectivamente la trans-
cripeidn iniciade en glniv puede proceder hasta ginG, y -
cue pG es tenio un represor como un activador. Ademdéc ce

demostrd 1o existencia de otro promotor (presumiblemente_
glnln), e partir del cuzl se expresan glnl y gInG; l& ---
transcripcidn a partir de este promotor estéd sujeta & re-
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presidn por pG, lo que"iuplica. una autorregulacién de oG
(26)., Por 1o tanto en células linitadas de nitrdgeno exis
tirdn niveles altos de pQ, ya que la transcripcidn ‘provie
ne ae £lnAp, mientras que en condiciones de exceso de ni-
trégenoc los niveles de pG serén bajos ya que 1a transcrip
oién proviene de ginLp. Estos miveles bajos de DG Son su-
ficientes para reprimir gind, pero insuficientes para ac-
tivar Ntr, '10 cual requiere de niveles altos ds pG, a8 -,
como de un geme gInP funcional (2). '




ANTECEDENTES ,

Debido & que el trabajo experimental que se nresenta
en esta tesis es continuacidn de un trabajo previamente -
realizado (33), se mencionan en esta seccidn, de una for-
me muy somera, los recultados con que Se contabe previa--
rmente al inicio de esta segunda etape de la investigacidn,

Inicielnente se haebian logrado aislar veries cepas =
mutentes de Escherichia coli K12 afectadas en el rnetabo--
1ismo de nitrdgeno, y particularmente en le expresién de
la -enzima.glutanina sintetasa (GS), Estas cepas rutentes_
fueron aisledas e vartir de una cepa consStruida por S, ==
Brom (34), la cual posee un bacteridéfago Nkan2 (35) inser
tado cerca de la regidn del gene ZlnA, Dicho fego pocee -
1z mutacidn c1857, 1z cuasl provece temésrensibilidad de =
1a cena lisogénice, puesto que a 42°C @1 revrescr codifi-
cado por el gene cI es inactivo y te induce le lisis, ==
mientras que a 30°C el represor es ectivo y £e mantiene -
la lisogenia. A partir de esta cepa se aislaron cepas ter
morresistentes, las cueles hubieran perdido al fago, bus-
cando mediente dos ciclos de enriguecimiento con penicili
na aquellas posibles esciciones aberrantes del fago ocue -
hubieran ocesionado deleciones en la regidn cel gene £lnA,
Se aislaron de esta menera varias cepas mutentes, las cus
les se pudieron acomodar claramente en dos grupos diferen
tes, de acuerio o sus caracter{siices fenot{picas, '

Primer grung: cepas .X850, ¥X851 y WX8%52,

Bstas tres cepas menifiesten un fenotipo Gln~ (suxo-
trof{a por glutamine), y Ntr-. Ias tres cepaB8 carecen de
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actividad detectable de G5, por 1o que la mutacidén debe -
afectar al gene estructural glni. Son incapaces de rever-
tir al fenotipo Gln". lo que indica que a3 mutaciones =-
que tienen son muy estables, y que probablemente se trate
-3¢ mutaciones que no son puntuales, sino posiblemente de-
leciones. Al introducir a dichas cepas el plésmido P'l4,
el cual contiene la region cromosdmica entre ilv y rha --
(que incluye a la regidn del gene M) se complementan -
las mutacic;non y las cef;aa se vuelven Gln*, Al realizar -
crugas por transduccién entre dichas cepas es imposible -
obtener recombinantes silvestres, lo cusl demuestra; qQue -
sfectivanmente no son mutaciones puntuales, smo‘poaible--

mente deleaiones, Esto se tratd de comprobar complementen

do con un P'14, el cual posee una insercidén del transpo=-

sén Tn5 en el gene ginG, para ver si este gene, que tam--

bién forme parte del mismo operén de £nA (operdén glnAlg)

también estd afectado, sabiendo de antemano que la caren- .
cie de un gene ginG funcional provoca sensibilidad a 1a -

L-motioniua-n,b-sulfoxim_ina {MS), es{ como.el fenotipo -

GlnR (28). Al analizer el fenotipo Ntr de estas tres ce--

pas complementadas con P'14g1nG74¢4Tn5 se observd que las

cepas MX85) y MX852 pomeen ain un gene glnG funcional en

el cromosoma, puesto que complementen la sensidilided a -

¥S y el fenotipo G1nR (constitutivided baje) que presenta

el plésmido; 1= cepa }¥X850, por el contrario, Sigue pre-- -
sentando sensibilidad & MS y una GS constitutiva no indu-
cidble, lo cual indica gue esta cepa carece del producto -
del gene ginG, y ésto pudiera deberse a que presenta uns
delecidn que llega a eliminar dicho gene., N
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Ia insercidn el fago XkanZ habia sido originalmente
mapeada entre los genes polf ¥ glnG (34), nero el hecho -
ds que dos de 1las nmutantes (1:X850 y 1'X852) seen Rha™, 8 =
nesar de gue este fenotipe no fue seleccioneds implica ~-
oue probeblemente ¢1 fago se encontraba del otro lado del
gene glnA y que el operdn rha quedd entre glnh vy le inser
cidn del fago, (de ser ésto cierts la ceps N%851 no debe-
rfe ser une delecidn, ya que es Rha%). Otra evidencia de
que Akan2 no esté entre pol4 y gloA es el hecho de que sg
lo una de las mutentes (MX850) es glnG™, yz que 8i estuw-
viera ahf todass les mutantes que afectaran a Zind debgem-

rfan ser ging .

Segundo prunc: cepes Mi8%3, MX854, FXBSS v NA856,

Se obtuvieron otras cuatro cepas con el fenotipo =—e
Gln‘, incapaces de utilizayr amonio comoifuente de nitrégg
no, y que por lo tanto se zisleron junto con las cepat -
afectadas en glnd, ya que €ste fue el vinico fenotivo se~-
. leccisnado durante el eislamiento. Sin embargo estas ce--
pas no tienen las miemas ceracteristicas de 1las cepas con
nuteciones en glni, ya que e{ poseen actividad de GS, aun
que los niveler de 1a enzima son bastante mée bajoz que -
los de una cepa tilvestre (33). Ademds de ser incapaces ~
de utilizer amonio como fuente de nitrdgeno, estas cepas_
son incapoces de utilizer aspartato y glutamato como fuep
tes de nitrdgeno, y utilizen arginine, suncue mucho més =
lentamente ocue una cepa silvestrs, por lo gue Se pueden =~
considerar come Ntr . Al trater de observar £i estas muta
ciones se encueniran en 1la regidn de Zlni, se observé que
son capaces de iecomhinar con la ceza NX350 pera dar lue-
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gar a recombinantes silvestres, lo que indiea que no se -
encuentran en esta regidn del cromosorma, Ademés, se obtu-

vieron resultados rkegativos al tratar de complementar las

mutaciones con el pldsmido P14, lo que implica que no se
encuentran en la regién comprendida entre ilv y rha, Por
lo tanto era muy probable que estas cepas tuvieran muta--
ciones espontdneas en algin gene que afectara la utiliza-
cidn del idn amonio como fuente de nitrégeno. Una posibi-
1idad que se investigd fue la capacidad de estas cepas de
transportar al amonio al interior de las células, emplean
do el ensayo descrito por Stevenson y Silver (ver la sec-
cién de ¥aterial y Métodos), Dicho ensayo utilize metila-
monio marcado radioactivamente con 140 (10). Bste ﬁnyo_
roveld que, a diferencia de una cepa silvestre, lag cepas
MXB53, MX854, KX855 y VX856 no presentan niveles signifi-
cativos de transporte de metilamonio. Por lo tanto, ya --
que no se sabfa en qué gene se encontraban 18s mutaciones
de estas cepas, se pens$ que era posible que se encontra-
" ran en algin gene estructural para el sistema de transpor
te de amonio, o bien que se encontraban en algin gene re-
gulador que era necesario para 1a sintesis de dicho siste
ma, Independientemente de cusl de estas dos oﬁciones era_
1a correcta, se hacia necesario mapear las mutaciones en
el cromosoma de E, coli para ver ‘éi pertenepian & un gene
nuevo, o si se trataba de un gene ya conocido,

Bl objetivo del presente trabajo fue, por lo tanto,_
continuar con el estudio de lo8 dos grupos de cepas mutan

tes aislades, para llevar a cabo una caracterizacién com=- .
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rleta de las mismas,

De esia manera se pensd obtener informacidn util que
ayudara a comprender un poco me jor el complejo sistems -
de la asimilecidn del idn amonio como fuente de nitrdgeno
para los compuestos nitrogenados celulares,

Bl estudio de los dos grupos de mutantes nos permite
analizar el cistema & nivel de las enzimas que asimilan -
al idn amonio y su regulacidn, as{ como & nivel del &rans
yorte del ién.



PATERIAL Y wWe™0DO0oS .,

Cenas hacterianas.-

Todas las cepas utilizedas en este *radajo Son deri-
vadas de Escherichia coli K12, Ia dercripeidn de las ce--

pas Se encuentra en la tabla A,

Condiciones de cultivo.-

Las cepas se mantuvieron en tubos de asgar inclinado_
("slants") con medio minimo o medio rico, los cuales fue-
ron recembrados a intervalos de un mes,

Pare el crecimienio de los cultives en Liguido se ==
utilizeron los ciguientes meddios:

Kedio rico. Se utilizé el caldo Luria (36), a2l cual se le
adiciond glutamina a una concentracidén final de lmg/ml pa
ra mutantes auxétrofas de este aminodcido., Para los expe-
rimentos aque reguerfan propagacidn o titulacidn del bacte
riéfago P1yirA el medio.Turia fue adicionado de CaCl, --
25mM, timina 25ug/ml y glucoss 0,2% (medio LC?G).
Medio minimo. E1 medio minimo que se utilizd & lo lavgo -
de este trabajo fue el medio IiN, el cual coniiene, en gra
moe por litro: KH2PO4 13.6, KZSO4 2.61, mg504-7320 0,2, =
clcl2 0,01 y Feso4 0,0005, ajustado a pE 7.4 con KOH, Be=-
te medio se esterilizd en autoclave y posteriormente se -
agregaron las fuentes de carbeno y nitrdseno, as{ coxmo --
los requerimientos nutricionales previamente esteriliza--
dos por filiracidn., la fuente de cartono utilizada en to-
~dos los casos fue glucoss 0.2%, Les diferentec fuentes de
nitrégenc fueron NH,C1 15mk 6 0,5m, glutemina lmg/ml o -

4
bien diferentes aminodcidos como arginine o giutenato a -
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Tabla #1.
Cepa= utilizades. '

Cepa Genotipo

¥X614 F, thi, a(pro-lac), ilvéso

NE615 derivada 4 F- -attx-bio de MX624
NX752 derivada zihtt an2 de mx615

$X850 derivada A(glnﬁm-rha) de NX752

MX551 derivada glnA~ de NX752

NX852 derivada p(ginA-rha) de KX752

X853 derivada 51111)' de 1X752

xX854 derivada ginD” de MX752

¥X855 derivada ginD~ de MX752

1X856 deriveda ginD~ de MX752

MX902 derivada £InG74::™nS de MX614

RR1 P, %hil, proA2, leud6, rpsl20

P10 HEr 34 )

CSH6O Hfr Ra-2

CSHE2 HfrH, thi +

MX1000 derivada tac'pro 3t deo MX853

¥X830 revertante Gint de NX8%4 (esponténea)
MX851 revertante Gin+ de MXB54 (espontdnea)
¥X892 revertante 0ln+ de X854 (esponténea)
MX893 revertante Gln* de £X855 (esponténea)
¥X894 revertante GIn* de MX8%5 (esponténes)
¥X835 revertante Gln* de MXB8%56 (espontdnes)
NX705% derivada gInAT0 de RR1

¥X727 derivada gInAT1::TnS de MX615

X960 deriveta gInl82::Tn5 de MX614

¥X1019 derivada ginl83 de NX614

NX1029 derivada gln555° de MX960

X848 derivade gInP73:3Tn5 de WR614

¥X988 derivade g1tBI1 de MX614
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conceniraciones finales de 0.2%,

Podos los crecimientos en l{cuido me hicieron 2 37°C
con agitneidn, inoculando a partir de un precultive prove
niente del mismo medio.

Parc crecimientos en medio S81ido se utilizaron los_
rismos medios adicionedos de agar al 1.5%.

Preparacidn de lisedos de Plviri.-

Para experimentos de maneo por transduceidén genera-
lizada se utilizé el bacteriéfago Flvird. Fere cbtener ~-
los lisedos en las cepat donadoras, se crecieron ésias en
medio Luria 1{quido hasta 40 unidsdes Klett (uK). Se in~-
fectaron las células & una multiplicidad de infeccidn de
un fago/cincuenta bacteriss (0,02) y se vaciaron con eyu-
¢a de Luria y agar suave licuado sobre cajas de Petri con
medio LCTG. 1as cajas se incubaron & 379C durante 12 ho--
raslo hasta observar confluencia de placas, Posteriormen=
te Be recogié el agar con ayuda de una espitule y se agre
zaron ) ml de medio ILuria, Después de agregar 1/20 de va~
lumen de cloroformo y de agitar durante un minuto en vére

tex se centrifugd y el sobrenadante se dectntd sobre un -.
tubo 1impio, volviéndose a aiizdir la miema proyorcidn de
eloroformo. .

lLos lisados se titularon sobre la cepa AB1157 en cae
jas de Petri con medio LCTG.

Transducciones,-

la cepn recepiora se crecid en medio Iurim haste  --
40 u¥, se centrifugd vy ce resustendid en 1/10 del volumen
de boctotrivtonz 1% (Difco). Se mezelaron fagos y bacte--
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rias a2 una muliinlicidad de in'zeccién de un fago/veinte -
becterias (0,05) y en presencia de Ca012 Smt y 213504 10mM
Se incluyd un control con todo lo anterior vero sin fagos
Le mezcla se incubd durante 20 minutes a 37°C, sin agita-
cidn, y posteriormente se centrifugd y se lavé dos veces_
con ol mismo volumen de NN, las céiulas infectadms se pla
queeron Sobre cajas de Petri con el medio selectivo de ma
nera que 5 ml del cultivo iniciel (aprox. b'x].oe células)_
fuera la cantidad de bacterias por cajs,.

Conjugaciones,~

Se crecisron las cepas donadora y receptora en medic
Iuria hasta 40 uK, Posteriormente se mezclaror & una mul-
tipliciéad de una donedors/diez recevtoras (0,1) para ---
transferencia de pldsmidos y de 1/50 é 1/100 pera conjuge
ciones interrumpidas, Para transferencis de pldsmidos se
incubd durante 2 horas la mezcla de donadoras y receptow
ras, posteriommente ce lavd y cenirifugd dos veces con -
’Hi, ¥ e plaquearon las diluciones adecuadas en cajas de
Petri con el medio selectivo, Para conjugaciones interrum
pidas se tomeron alfcuotas cada dos minutos a partir del
momento de mezclar donedoras y receptoras. i.as alicuotas_
se agitaron irnediatemente durante un minuto en vértex y
enseguida se plaguearon sobre el medioc selectivo, Se in--
cluyeron controles por separado de las cepas donedora y -
receptora, y posteriormente se greficd el ntmero de recom

binantes/ml ve, tiempo de conjugacidn.

Dreneformacidn vor vldsmidos hibridos.-
Se crecieron 10 ml de la ceva receptora en medio Lu-
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ria henta 30 uk, Las células se centrifumaran en fric --
(400) v se lavaron con 5 nl de Nacl 10k, Posteriormente_
ge resuspendieron en 5 ml de 08012 30m¥ y =e mantuvieron_
en hielo durante media nora., Las células se volvieron a -
centrifugar en frio y ce resuspendieron en 1 ml de 05012-
IomM. A 0.2 ml de estas cédlulas tratadss se adicioneron 1
é2 pz de pldsmido pure resusrendido en Call, 30mM y se -
montuvieron en hielo durante una hora, Poste;iormente fe
pasaron durante 70 serundos a un baiio de ama & 42°C y re
regresaron durante 10 minutos a hielo. Enseguida s8e pdi-=-
cionaron 3 ml de medio luria y ce incubd a 37°C oon agita
cidn hasta observar reanudacidn del crecimiento, Para se-
lecctonar las células transformadas s¢ Dlaguearon 6n Chws
jae de Petri con medio selectivo las diluciones adecus—--

das,

Obtencidn de mutantes resistentes a estreptomicina,-
Para obtener derivadas resistentes a estireptomicina_

a partir de cepas sennibles se crecieron 10 ml de cada ce
pa en medio rico hasta fase estacionaria, las célules se
cantrifugaron y 1a pastilla de células concentradas se -~
plasqued sobre cajas de Petri con medio rico adicionado de
eatreptomicine a une concentracidn final de 100pg/ml, las
pocas colonias que crecieron se purificaron estriando so-

bre &l micmo medio.

Hibridigacidn DNA~DNA tipo Southern.-

Para ol mapeo fisico de las cepas 1:{850, FX851 y ~=

11X852 me realizaron experimentos de hibridizacidn DMA-DNA
tino Southern utilizando filtros de nitrocelulosa (37). _
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Los DNAs eromosdmicos de estas tros cepas y de 1a cepa --
silvestre de la cual provienen, la cepa NX615, fueron pu-
rificados primeramente de acuerdo al método de Narmur --
(38). Se realjzaron dos experimentos diferentes; en el -
orimero se digirieron 4pg de DNA cromosodmico de las cepas
X615 y MX851 y ce digirieron con la enzima de restirig---
cién Pstl. Los DNAs digeridos se sometieron a electrofore
sis en dn gel de agarosa ultrapura al 1%. En el segundo -
experimento se digirieron 4 pe de INA cromosdmico de 1las
cepes 1'X615, LX850 y MX852 con la enzima de restriccidn -
Hinfl y se sometieron a electroforesis en un gel de poli-
acrilemica al 7.5%. Para el primer caso Be utilizaron co-
mo marcadores de peso molecular las bandas obtenidas en -
el micmo gel resultantes de digerir mu'x del fago lambda -
con la enzima de restriccidn EcoRI, y para el segundo ca-
80 se utilizd DNA del fago PM2 digerido con la enzima ==
HindIII. 21 pldsmido usedo como sonda o probador fue el «
PACR2, el cuml contiene toda la regidn de loe genes £1nA,
glnl y glng, el cual se marcd radioactivamente con un ==
equivo de "nick translation" adquirido de New England Nu-~
clear Co., usando como isdtopo ah(32P)-cTP.

Determinacidn de actividades enzimdticas de GS,.~

81 método empleado para determinar actividadea enzi-
néticas de GS fue el descrito por Bender et el. (39) y mo
dificado por Covarrubies et al, (30). Dependiendo del ti-
vo se exverimento se midid ya sea la actividad total de =~
la enzima, mediante el ensayo de iiglutamil transferasa,
o bien la actividad biosintética de la misme, El ensayo -
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de f—.u;lutamil transferasa £e utilizd para mecir los nive-
les totsles de la enzipa, ya oue tanto les subtunicdedes no
adeniladas como 1as adeniladas son capaces de llevar e cgz
bo esta reaccidn in vitro, siendo el pH de isozctivided -
de ambos tinos de subunidades de 7,33 en E, coli. Para de
terminar cué proporcidn de las subunidades se encuentran_
adeniladas se utiliza el mismo ensayo de activided de =--
¥Y-zlutamil transferasa, peroc en presencia de h’.g2*, que in
hibe vUnicemente a 1as subunidades adenilades,

Los extractos Se prepararon creciendo 10 rnl de culti
vo en medio mi{nimo con les fuentes de nitrdgeno adecuadas
hasta una turbidez de 100220 ukK. Ensepguide se adiciond un
mililitro de CTAB (bromuro de cetil, trimetilamonio) & =
una concentracidn de Img/ml, y fe agitd durante 3 minutos
en 1as mismas condiciones de crecimiento. Se enfrid inme-
diatamente en hielo, y las células se centrifugaron a 4%
¥y #e lavaron una ver en KC1 al 1%. Se concentrai‘on las ¢f
lulas resuspendiéndolas en 1 ml del mismo KC1 al 1%, v se
mantuvieron en hielo hasta el momento de la determinacidn,

Ia mescla de reaccidn se prepard de la siguiente for

mat
-¥g g
néo desionizada 14nl 14ml
Imidagole 1M, pH 7,33 4,5m1 4.5m1
NHQOH'HCI 0.8 0, T4ml 0,74m1
I.!ll(!l2 o.M 0.09nl 0.,09m1
Arseniato de Na 0,28M, pH 7.33 3md Iml
ADP =ddico 20mM, pH 7.33 0.6m1 0.6m1
CTAB 1mg/ml 3ml Iml
Mgclz n ——— 0.,66ml

I~glutamina 0.2M TETUTTIT4,125m1 0 4,125mL
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Posteriormente se 2justd el vH 2 7,33 con NeOH y se aford
a2 33ml. La mezcla se vacid en tubos (0.4ml por tubo) y se
colocaron en un bailo a 3'7°C. A cada tubo se le agregd --
0.1nl de exsracto vy se incutd & 37°C. Pare cada determina
cidén ce utilizaron tres tubos; el primero se utilizd como
blanco, deteniendo la reaccidn con reactivo de parar —--
("stop mix"), antes de agreger el extracto, y los otros -
dos se incubaron con el extracto duranie 5 minutos y Que-e
rante 10 minutos antes de detener la reaccidn., Bl reacti-
vo de parar contiene 55g/1 de FeCl, «6H,C, 20g/1 de fcido_
triclorodcético y 21ml/1 de HCl. LoS tubos se centrifuga-
ron y se midid la absorbancia del sobrenadante en espec—-
trofotémetro & 540nm. El fector de conversidn utilizado -
fue 0,532, que es la absorbancis de lpmol de Y-glutamil -
hidroxamato, Las actividades espec{ficas se reportan como
pmoles de Y-glutamil hidroxamato producides por minuto ¥y
vor miligramo de proteina. Bl grado de edenilmcidn de 1a
enzima se obtuvo aplicando la férmula:
fl 212 - 12 (a/b)
donde fianvimero de subunidades adeniladas por Sodecdmero ‘=
de la enzime

s=actividad obtenida en presencia de rr.gc12 60mM

bsactividad obtenida en susencia de Mg012 60mM

Para deterninar la activided biosintética de la enzi
ma se hizo la siguiente mezclat

Hao desionigada 5ml

Imidazole 2, pH 7.33 2ml .
NH20H-H01 0.8 1.25ml
!3012 k! 0,4ml
I=glutamato 0.85M, pH 7.6 4,2ml

CTAB 1lmg/ml - 2ml
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fe ajusto el pH final a 7.6, y se vaciaron 0.4ml de le -
mezela de reeceidn en cada tubs, as{ como 40pl de extrac-
to. la reaccidn se inicid adicionando a cada tubo 60pl de
ATP 0,21, pH=7,6, Al terminar ls renccidn com reactivo de
parar se agité en virtex. Todo el tratemiento nosterior ==
fue jgual que para la esctividad de Y-glutamil transferasa,

Peterminacidn de entrade de metilamenio.-

El método utilizado para determinaer la entrada de me
tilamonio a las células fue esencieclmente el descrito por
Stevenson y Silver (10), con alzunas modificaciones, El =
medio minimo fue XN con glucosa al 0,2% como fuente de --
carbono, y con las fuentes de nitrdgeno concideradas en -
cada experimento., Laec células se crecieron hasta una ture
bidez de 100 uK y enseguida =e pasaron a hielo. Se centri
fugaron a 4% y se lavaron dos veces con medio IIN 8in e=
fuentes de carvone y nitrdgeno, y posteriormente se resus
pendieron en un buffer consistente de Tris.HC1l 50mM, ==
NaCl 72mMt y glucosa 0,2%, pHs7.0, concentrando el cultivo
cineo veces, Se colocaron 0,5ml de cédlulas concentradas -
en un bailo a 37°C durante 5 minutos y posteriocrmente se =
adiciond 140!!3 IHJ+ {4.82C1/mmol) & una concentracidn fi--
nal de 6, y se continud incubande durante 20 minutos, -
pasados los cueles se adicionaron 5 ml de buffer NI e in-
mediatamente se filtraron las célulae m través de filtros
¥illipore (0.47um de didmetro), los cuales se lavaron deg
pués con 10ml de NN. la radiomctividad contenida en las -
céiulas detenidas en los filtros se contd colocando los =
fi1tros en viales de centelleo con 10ml de 1{ouido de -e



(32)

Bray (40), por cada filtro. la radioactivided se contd en
un contador de centelleo Packard Tri-Carb,

Determinacidn de proteina.-

les deterzinaciones de prote{na para calcular activi
dades especificas me realizaron utilizando el método dese

crito por Lowry et el. (41).



RESULTADOS .

Caracterizacidn fisice de les cepas MX850, MX851 y X852,

Como se mencioné anteriormente, se contava al ini---
ciar este trabajo con tres cepae que acarrsan mutaciones_
en el gene glnA, de acuerdo a su fenotipo. Debido 21 tipo
de aislamiento, se pensaba que estas cepas pudieran tener
deleciones en 1l regidén del gene glnA, que hubieren elimi
nado e &ste, y vosiblemente también & otros genes conti--
guos. Pars trater ée ceracterizar mds precisemente las mu
taciones de estas tres cepas, se decidid reelizer un ma--
peo fisico mediante una prueba de hibridizacidén entre el
MA cromosdmico de éstes y un plémmido hibrifo que contu-
viera la regidn del gene giniA en su éotalidad: espec{fica
mente se empled al »ldsmido pACR2 (13.8Kb), el cuel con--
tiene en su totalided a los genes glnA, ginl y ginG, asf_
como 2 un gene contiguo que codifice une protefnz de ==
70Kd de peso molecular, todo 4sto contenido en un fragmen
to de 10,5Kb, tal y como se muestra en le figurs #3, Se =
contaba con evidencias gue indiceben que nprobablemente no
en las tres cepas se presentaban deleciones, sino Bolamen
te en doe de ellas, puesto que las cepas VX850 y NX8%52 --
vresentan el fenotipo Rha', el cual no hevfe soido selec--
cionado, mientras que la cepa NXA851 es Rra*, Por lo tanto
era probable que la cepe MX851 mo contuviera una delecidn
de esta rezién. Como se puede observar en la figura #4, -
al hibridizar el DA de MX651, éigerido con PstI, contra_
el plésmido pACR2 se observe que la bande de 4,4Md presen '
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Pimra #3,~ Mapa del pldamido nACR2. Lot mimernn entre los fragmentos
de PrtI indican el nesn de lor mirmos (en Md). Lom mimeros entre lon
frapmenton de HinfI corresponden a los minmor nimeros en la firura #5,

A=£lnA, L=ginl, G=g£lnG.
(No entdn reprenentados todonr los sition de HinfI del old~mido)

(¥5)
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Pigura #4.~ Nidridisacién de¢ INA orcmosdmice purifieade
de 1las cepas NX615 y NEESS1 oon INA de pACR2, Osrril e)
pAORR-vs. pACRZ, carril d) NX615 va, pACRR, carril ¢)
X831 ve. PACR2,
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te en la cepa filvestre ¥X615, v la cual contienc al gene
m, v2 no £e encuentra preserie; en su luger se encuen-
tran ahora dot bendes nueves, de 2.4Kd vy 3.ENd de peso mpo
lecular. Esto imnlica que en esta cepa no.hubo pérdida e
DNA en a2 regidn del gene glnt, rino ganancia de DKA, ya
que el peso de las dos bandas nuevas (2.4 + 3.6 = 6.0 ¥a)
ee mayor en 1,6ld al veso de 1a banda silvestre (4.4 ¥d),
Bs decir que, en luger de ura delecidn, ocurrié una inser
cién de material genético dentro del gene glnA, 1la cual -
estd provocando ure mutacidn 21 interrumpir el geme, Este
" material zendtico cue se insertd contiene mdemfe un sitio
para la enzina de restriceidn PetI, y por éeto se orici--
nan dos bandas nueves, en lugar de una bande més grende._
Debido » éato noSe puede saber ci el elemento cue se in--
serté mide vrjicamente 1,6 M3 o =i e mayor, ya que pudie-
ra contener mds de un sitio de PstI y solamente se detec-~
tan los extremom, los cuales quedan fusionadoz a2l DNA del
gene ginA que s{ hibridiga con pACR2, mientras cue los —-
fragmentos internos del elemento no hibridizarian. En el
caso del elemento que se insertd posea colemente un gitio
para 1a enzima de restriccién PotI, el temeiio del elemen=
to serfa de 1.6 ¥d, 1o cual sugeriria que se trata posi-=-
blemente de una secuencia de insercidn, sunque su origen_
no ha sido determinado. ‘
Pare 1as cepas MX850 y NX852 se siguid otro enfogque_

al hacer el experimento de hibridizacidn, Se utilizd, pa-
ra digerir el DNA cromosdmico, une enzima gue produjera -
varios frapgmentos relavivamente pequefios en la regién de

1ni, de menera gue se vudiera determinar con mayor exac-
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titud haste qué perte de esia regidn venetra la delecidn_
de cada ceva, observando cuales son los fragmentos gue es
tdn presentes en 1la cepa silvestre, y que ya no se encuen
tran en estas mutantes, Para ésto e utilizd la enzima de
restriccion EinfI, la cuel proporcione un ntimero adecuado
de fragmentos en la regidn Gel gene glnA. Los recultados_
de esta prueba de hibridizacidn se muestran en le figure
45, Se puede observar que 1e cepa HX850 posee wne dele=w==
cidn muy grande, la cuzl abarca completemente & los genes
gnd, glnL v ginG. Esto confirma los resultados obtenidos
mediente le prueba de complementacidn realigads con el ==
pldsmido P'14glnG74:s™n5, la cuel indicaba que esta cepa_
era ginG , aunque no ce sabia 5i ésto se debfa a la pérdi
de del gene o bien si era un efecto pdihr nor la pérdida_
del gene ginl, las dos bandas que aiin se encuentran preée==
sentes en el cromosome y que hibridizan con pACR2, corres
ponden 8 DIJA que estd ya afuera del gene EInG, y por lo =
tanto se puede concluir que ecta cepa no posee dicho gene
(ver figure #3).

A diferencia de 1a cepa X850, que produce solemente
dos bandas que hibridizan con PACR2, la cepa MX8S2 presen
ta varies bandes mds, que indican que la delecidn de esta
cepa es bastente menor 2 12 oue nosee la cena MXB50; ésto
tem®ién confirme los resultados obtenidos en las pruebas_

de complerentacidn con F'l4glnG74:3™nS, que indicabeny e

presercia en esta cenn de un gene gInG funcional. Al ana- .
lizar el peso molecular de las bandes que estdn presentes
todavia en la cepa LX852, y comparando con el mape de es-
ta regidn, ne puede observar que corresponden a lcs genes



Pigurs #5.- Nidridisacién de INA cromosémico purificado
‘de 188 oepas MX61%, WE850 y ME832 con INA de pACR2, Ca-
111 8) pACR2 ve. PACR2, oarril b) MX615 vs. pACR2, ca-
rril ¢) MX850 vs. pACR2, carril 4) Mx852 vs, pACR2, Ca-
Fril BeDNA d¢ P2 Aigerido con HindIII. las flschas co-
rresponden & fragmentos de los siguientes pesos (en Na)
3'1‘! 103" 006. 0-31. 0.29, 0.4 Y 0,06,

(Zos némeros de las bandas corresponden & los fragmentos
de B4nfI representados en la figurs #3)
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X
&InG y glnl, que se encuentran intactos en el cromosoma;_
8in embargo, es posible observar que no se encuentran =
presentes todas las bandas’ que corresponden al gene glna,
egino solamente las que corresponden al extremo 3' del ge-
ne, .y la regidn inicial del gene no se encuentra, Es de--
cir que la mutacidn de esta cepa consiste en la pérdida -
de 1a regidn de control del gene gini, as{ como la por---
cidn del gene que codifica para el extremo NH,-terminal -
de 1a proteina,

Tanto en 1la cepa MX850 como en la cepa MX852, tam-w-
bi‘n se ha perdido completamente la regidn que po=ee al -
gme que codifica para una proteina de 70Kd, y por lo tan
to ninguna de éstas 1a produce,

Caracterigacién de las cepas WX850 y MX852 por complemen-

tacddn,

Uns ves efectuada la caracterizacién fisics, se pro-.
cedid a efectuar pruebas de complementacidn con distintos
pléamidos hibridos que llevan diferentes porciones de 1la
region del gene ‘:_, puestc que las deleciones aisladas_
resultan _1dealos para este tipo de experimentos. En parti
cular, la cepa MX850 permite observar la expresién de los
genes contenidos en pléemidos hibridos sin tener interfe-
ren.cia de loe mismos genes presentes en el cromosoma en -
trans. La cepa MX852 permite observar de qué forma los ge
nes ginl y gInG presentes en el cromoSoma, peroc en ausen=
cia de un gene glnA ‘en cis, ‘son capaces de influenciar la
expresién de un gene gluA en trans,
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Los plédsmidos utilizedos fueron los pldsmidos pACRI,
pACR23 ¥ pATPS, B1 pléemido pACR1 potcee en fu totalidad e
los genes glnh, glnl y ginG, 23 como 2l gene que codifi-
ca la proteina de TOKd. Los plédsmides pACR23 y pACRS care
cer. de 1los genes glnlL v £InG, y poseen inicamente al gene
ginA: se diferencian en cue el pldsmido pACH23 contiene -
ademds del gone glnA-el gene de la proteina de 70K4, el -
cual no estd nresente en el plésmids pACRS, Estos plésmi-
dos me ilusiran en la figura #6.

Los resultadoe obternidos de estas complementeciones,
aci{ como las carmcter{sticas de algunas cepes nutantes in
cluidas como controles se encuentran en le tabla #2,

Como Se puede observar, tento la cepa I'X8%0/pACRl co
mc 1la cepa NX852/pACR1 presentan wne regulscidn normal de
1la sintesis de GS5. Aunque el plésmido pACRL e un pldsmi-
do que se encuentra precente cn varias copias por célula,
ye gue el vehiculo de clonacidn es el plésmido ColBl, el
efecto "multicopia™ no es muy marcado, dado que: el aumen~
to en la sectividad esvec{fica de GS ¢t de aproximadenente
tres veceS con respecto & le cepa 8ilvestre, Esto se pue~
de explicar £i tomamos er cuenta que no Solamente el gene
ectructural de G5 (glnA) se encuentrz en multicopie, £ine
que también sus geret reguladores (glnL v g;gg). Cuandio =
se complementa con los pldsmidos DACR23 y pACRS, los cua-
les solamente llevan 2l gene glul, se observan diferencisas
muy marcadas en el fenotipo de ambas cepas, 18 cepa  ---
¥ XB50/DACRE3 (& VXB50/pACRS), es incepaz de regular la =
ecantidad de G5 que se expresa a vartir del gene ginA en =
multicopnia, puesto que se expresa la misma actividad en -
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/al
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—crt
So.

pACR1

DPACRS

PMpgura §6.~ Mapa de lor pldsmidor PACRY, PACRS vy pACR23.
Ae glnA, L= gink, G= gInG, 70= gene de la protefna Ge 70 Kd.
PACR1-10,9 1,

pACRS- 5,1 Md,

PACR23-6,1 K4,
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Tabla #2,

Comvlenentecidn de les cepes
kX850 v 1X852 con vléemidos hfbridos.

(Actividedes esnec{fices de Y-slutamil ¢rancferacs)

Cepa N-exceso N=limitacién Aut NS (80pM)
X615 0.14 1.24 + R
¥X850/pAnR1 0.36 2,43 + R
%X850/pATRS 1.21 1,58 - ]
MX850/pACR23 1.46 1.76 - 5
¥X852/pACR1 ' 0.45 3.28 + R
NXB852/0ACRS 1,74 15,60 - R
¥X852/pACR23 1.52 16,65 - hid
MX850£1InP: :™n5/ n.d, 2437 - n.d,
PACRS

" UX85271nF e :Pns/ n.d, 1.89 - n.é,
PACRS
¥X615/pACRS 1.08 17.63 + R
MXT27/PACRS 1.91 14.83 - R
¥X727/pACR23 2,34 14,41 - R

N-exceso = Nﬁd* 15mM,

Nelimitacién = glutemine 1 mg/ml é arginina 0,24,

At = utilizacidn de arginina 0,.2% como unice fuente de N,
¥S = sensibilidad a Lemetionina«D,L-culfoximina.

n.d, = no deterninade



(43)

un medio con nitrdgeno en exceso o en un medio iimitado

de nitrdgeno. Puesto que esta cepa carece de loS genes

ginl y glnG, 1la cantided de G que se esté rintetizendo
debe corresponder a) fenotiro que expresen las mutantes

5_1_@: es decir una actividad baja y constitutiva; sin em-
bargo los niveles son més elevados, puesto que el gene -
glnA se encuentra en multicopia, Para comprobar éeto se -
introdujo a estas cepas una insercidn del transposén 5
en el gene gInP., Se puede observar que, al igual que para
une cepa M‘, 1a presencia o asusencia de un gene ginF -
funcional no afectsa significativamenta la expresidn de GS
& partir de ginA.

A diferencia de la ceps ¥X850, la cepa KX852/pACRS 6
1X852/pACR23 ={ es capat de regular normalmente la sinte-
eis de GS a partir del gene glnA, pero ahora queé no e en
cuentran presentes los genes ginl v glnG en el pléemido,_
sino ilnicemente glnA, el éfecto multicopis es muy marcado.
I1as actividades tan altas que se presentan pueden deberse
& gue uns sola copia de los genes reguladores ginF, ginG,
¥y Elnl no son capaces de reprimir completamente & muchas_
copias del gene glnA, vero s son suficientes para acti--
varlas, Rste mismo efecto se obsmerva en 18 cepa MX727 com
plementada con pACRS ¢ pACR23, lo cual constituye un caso
anflogo, puesto que también carece del gene £lnk cromosd-
mico, con 1la diferencia de que este se encuentra inactiva
do por una insercidén de Tné. ¥y no por una delecidn. Curio
samente lo mismo ocurre cuando se complementa a la ceva -
ailvestre (1X615) con PACRS § pACR23, Es vdlido concluir_
que estas actividades alias observadas al complementar --
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MX615, %X727 y ¥X852 con DACRS & pACR23 se deben a activa
cidn por los productos de los genes glnP y ginG, puesto =
que cuando se introduce la insercién de Tn5 en gInF se =
provoce shora la incapacidad de estas cepas de regular =
fu8 niveles de GS, y se presenta un caso andlogo al de la
cepa kX850 (ver Discusidn més adelante).

Si se analiza el fenotipo Ntr y la sensibilidad a la
¥S de lar cepas complementadas con los plésmidos hibridos
se puede observar lo esigiriente. Cuando se complementa a -
las cepas X850 y NX852 con el pldsmido pACR1 se observa_
que eon Aut* y MSR, 1o cual indica que 1a expresién del -
gene gInG es normal, puesto que se encuentra en cis con -
respecto & gInA en el plésmido. Ia cepa LX850/pACR5 § --
MXB50/pACR23 es Aut™ y l-rss. lo cual 'es de esperarse pues-
to que carece del gene glnd. La cepa NX852/pACRS & MX852/
pACR23 es Aut™ y 158, 1a incapacidad de utilizar argzinina
como fuente de nitrégeno pusde deberse a que el gehe ginG
que se encuentra en el cromosome& no se expreca en niveles
suficientemente altos como para activar Ntr (Aut), puesto
que no tiene & un gene BlnA en cis, Sin embargo el nivel
de expresién del gene gInG es aparentemente suficiente co
mo para dar resistencia a MS,

Kapeo de las mutaciones de las cepas MX85), MX854, 1855
y NX856.

Como se menciond anteriormente en la seccidn de ante
cedentes, durante el aislamiento de las cepas con delecio
nes en ginA ya descritas, se aislaron también varias ce--
pas mutantes incapaces de utilizer amonio como fuente de
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nitrégeno. Bstas cepas son lam cepas ¥X853, 1'X854, KX855_
v ¥X856. Experimentos previos permitieron caracterizar -
parcialmente el fenotipo "que estas cepas presentan, y el
cual también se resume en la seccidn de antecedentes, --
siendo particularmente interesante el hecho de haber en--
contrado que estas cepas son incapaces de llevar a cabo -
el transporte de amonio al interior de las célules. Una -
posibilided era que esta incapacidad de transportar amo--
nio era la resnoncable del fenotipo Gln~ que presentan, y
ademés que ecta deficiencia en el transporte se debiera a
una mutacién que afectara estructuralmente 8 dicho siste-
ma, Debido al método por el que se aislaron estas cepas -
era probable que te encontraran mutadas en una regidn cer
cena & la regidén del gene glnA, pero intentos de cotrans-
ducir dichas muteciones con glnd, o de complementaf con -
el F'14 que 1leva dicha regidn resultaron infruetuosos, =
Bra por lo tanto necesario que se obtuviera la localiza--
cidn de las mutaciones en el mapa de ligamiento de E.coli
ya aque ésto facilitar{fa su andlisis posterior, as{ como -
1a posible obtencidén de més mutaciones en el mismo gene,_
en caso de tratarse efectivamente de mutaciones en genes_
estructurales del sistema de transporte de amonio.

Pars afectuar los exverimentos de mapeo, era necesa-
rio que me obtuvieran cepas derivadas resistentes & €S—=-
treptomicina, Estas cerfan utilizadas después como recep-
_toras en conjugaciones interrumpidas con diferentes cepas
Bfr con origenes de transferencia conocidos. Estas deriva
das resictentes se obtuvieron seleccionando mutaciones eg
ponténeas, para ne tener que utilizar mutdgenos que proba
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blemente también introducir{an otras mutaciones no decea-
das. Una vez obtenidas las derivadas espontdneas resisten
tes a8 estreptomicine, se hizo una conjugacidn preliminer
con lae cepas Hfr P10 y CSH60, las cuales tienen origenes
de trancferencia muy cercanos, pero que transfieren el --
cromosoma en direcciones opuestas. Esto permitir{a obser-
var, de una manera muy general, en qué "mitad" del cromo-
soma se encuentran las mutaciones. lLos origenes de trans-
ferencia de estas cepas con respecto al cromosona £€ ene--
cuentran ilustrados en la figura #7. Se puede observar -
que, al hacer una conjugacidn con estas dos cepas, e inte
rrumpiendo a los 30 y a8 108 60 minutos, el nimero de re--
combinantes silvestres obtenidas es mucho mayor corn la cg
pa donadora CSHEO que con la cepa P10, Esto indica gue =
las mutaciones se localizan enla "mitad" del cromosoma -
que tranefiere primeroc esta cepa, lm cual es la comrrendi
da entre lom minutes 87 y 17, Posteriormente, se reeliza-
ron conjugaciones interrumpidas a tiempos cortos con la -
cepa CSH60 como donadora., Como el marcador silvestre no -
entraba en las etapas tempranas de la conjugacidn, =e es
cogid otra cepa Hfr con un origen de transferencia muy =
cercano 8l minuto 0, 1a cusl es la cepa CSH62 (HfrH). Con
esta cepa se hicieron conjugaciones interrumpides, y se -
observé que la entrada del marcador era un poco posterior
8 la entrada del marcador leu, cuya entrade se midid uti-
lizando como receptora a la cepa RR1. Esto indicaba que -
las mutaciones se encontraban posiblemente cercanes al =
operdn proAB. Como las cepas mutantes MXB53, VXB54, MX855
y UKX856 provienen de la cepa MX615, 12 cual tiene una de-
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Hfr P10

Pigura #7.,~ Origen y centido de transferencia de
1ae cepas COSHE0 y P10,
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lecién de la regidn del cromosoma entre proiB y lag, era
posidtle que el mapeo resultare falco, puesto qQue cepas re
ceptoras con deleciones en el crowosoma no presentan el -
mismo tivo de curvas de entrade de marcadores durante una
conjugacidn (42), For lo tanto se tenfa que restituir & -
laz cepas la regidn de Dro..eeslec, sin perder les muta--
ciones originales, y para ésto se hizo una conjugacién, -
celeccionando recombinantes Pz‘o*Lac"' de las cepas MX853 y
¥X856. Al analizar les recombinenter Pro'Lec* obtenidas -
se obrervd que la gran mayor{a erz ahora Gln*, y solsmen-~
te un 107 aproximadamente seguie conservando la mutacidn_
que provocaba el fenotipo Gin~; &sto indicaba gue efecti-
vamente la nutacién que se deseeba mapear e encontraba -
muy cercans & le regidn de pre. Se purificeron dos de las

‘recombinantes Lac*Pro"' y se lac utilizé como receptoras -

nuevamente en une conjugacidn interrumpide. Como se puede
observar en la figurae #8, le entrade del marcador que se
auer{a mavear se da aproximadamente dos minutos anter de
pro, lo cual indica que correcponde al minute 4 del cromo
soma,

Al analizar los genes que =e encuentran descritos en
el mapa Ge ligamiento de E. coli para el minuto 4 del cro
mosoma, se observe que zh{ se encuentra locelizado el gene
£nD, 61 cual codifice pera uno de los componenties del =
sistemt que re encergs de la edenilecidén y desadenilacidn
de 1a GS, el cuel e= la enzime uridiltrancferasa (43), =
Iuego entonces ers posible que 1a&s mutaciones que heb{ge=e
mos mapeado fueran precisamente mutaciones en 61 gene ==

ElnD .
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1§
{recomb/m1)
x10™3

-

Figura #8,- Conjugaciones interrumpidas entre las siguien
tes cepas: 4 HfrH x ¥X1000, releccionando crecimiento en
aspartato como fuente de N y Strs @ HfrH x BR1 seteccio-
nando Pro” Yy StrR. k
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Caracterizacidn de lar cepas NX853, NX854, VX855 vy KX856.

Como =e menciond anteriormente, éstas cepas poseen -
niveles bajor de GS, a¥n en condiciones limitantes de ni=
trégeno, como es cuando la fuente de nitrdgeno es glutami
na. Esto coincide con lo que he sido reportado para cepas
con mutaciones en glnD, las cueles edemés de poseer give-
les bajos de G oresentan dicha enzima rmuy adenilada en =
cualouier condicidn de crecimiento, Esto e debe 2 que al
cerecer de actividad de utidiltransferasa, 1a proteina re
guladora Py, ce encuentra siempre en la forme PIm {no u~
ridilada), 18 cual estimula a la adeniltransferasa para =
que mantenga & la G5 adenilada,

Para comprobar si efectivamentellas cepar NXB53, WX~
854, X855 y MXBSE po=een mutaciones en el gene ginD ce -
nidié el grado de adenilecidn de 1a GS, as{ como la acti-
vidad biosintética de la enzime, y los recultados se ene=-
cuentran en lee tablas #3 y #4, las uctividndes‘de G3 re-
velan que efectivamente le enzima 7e encuentra completa--
mente adenilada, y que la actividad biosintética de la -
nisme es tan baje cue las cepas sor incapaces de crecer -
en. condiciones en que requieren sintetizar glutemina,

Otra manera de comprobar que efectivamente estas mu-
taciones han rido mapeadar correctamente, y que se encuen
tran en el gene ginD, er aislar revertentes etpontfness - '
01n+, y analizar lof niveles de GS que presentan, as{ co-
mo el grado de adenilacidn., Se aislarcen variss revertan—e
tec y ce les midid ¢5 y adenilacidn, como se muestra en -
la teblm #5, Es claro que les cepas revierten e varios fe
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Tabla #3,

Actividades ernec{ficas de f-mluteni) transferasas v
fgredo de edenilacion de GS en las ceves X853,
X854, WX855 y NXBG6,

Cepa gin 1mg/ml £ln lmg/mla-l\'Hfl')'xnm
X615 1.15 (2.3) 0.7% (9.1)
VX853 0.17 (11.6) 0.04 (11.7)
MX854 0.30 (10.6) 0.05 (11.8)
MXB55 0,20 (11.4) 0.03 (12,8)
11X856 0,03 {10.6) 0.02 (12.0)

Actividades expresadac en prioles de J-glutarmil-
hidroxamato formado/min/mg vrotefna.

Los nimeros entre paréntesis me refieren ol ni-
mero de subunidades adeniladas por moléeula de GS,

Tabla #4,

Actividades biosintéticas de GS de las
cepas KX853, 1MXB54, NKA5S5 y WXG96.,

Cepa eln lmg/ml in 1mg/m1ﬂ134+15m!£ :
X615 0,36 0.05
¥Xas3 0.02 0.01
¥X854 0.03 ¢0.01
VX855 0,02 ¢0.01
vX856 €0.01 €0.,01

Actividades expresedas en pmoles de Jf-glutemil-
hidroxamato formado/min/mg prote{na,
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Tabla #5,

Actividades especificas de glutemina sintetasa

de revertantes de mutaciones @1nD .

Cepa m!4* L gln 1ng/ml
MX615 0.09 (8.7) 1,38 (6.2)
MX890 0.0% (4.1) 0,36 (4.7)
1X891 0,21 (6.9) . 0.42 (8.4)
¥X6892 0.55 (11.6) 0.92 (9.0)
X893 0,91 (11.6) 1,47 (11.9)
¥XB894 0,03 (2,2) 0.09 (4.5)
MX895 0.66 (11,8) 0,92 (11.7)

Actividades de r-glutamir-trmsferasa, expresa-
dss en pmoles de f-glutamil hidroxamato produci-
das/min/mg proteina,

Los nimeros entre paréntesis representan el nd-
mero de subunidades adeniladas por molécula de
G3, '

Feiae Tl
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notinoe diferernter, Unc de ellor er aumenianfio 108 nive-~
les de G5, v conrervando un alto grade de adenilecidn; -
otro es recuperando niveles normales de afenilacién, o in
cluso mér bajos de lo nornal, pers =in un asumento excesi~
vo de 1a nintesis de G5. Erto er conaintente con que las
mutaciones se localicen en el gere ginD,

U{;a Wltima comprobmcidn de cue efectivamente 1ar mu-
taciones aisladar re encuentren en ginD rerfz lograr la -
cotrannduccidn de éstas con uno de los marcadores que se
rabdbe cotran~ducen con glnb, como es el gene dapD, el cual
cotransduce un 30%, Sin embargo, &1 no contar con mutan~-
ter en dapDd, re decidid complementarlas con el pldemido =
P'104, el cual poree la regidn donde se locelize gind, -
ar{ como los mercaderes lateralss lew, thr v prn, Efecti-
vamente, las cepar fueron complementadas por el pldsmido_
P'104, para dar lugar al fenotipo Gln".

Regulacidn del sistema de transporte de amonio.

Al encontrar que las mutaciones re localigzan en el -
gene ginD, y no directamente en el ristema de transporte_
de amonio, como se pensaba en un principio, hizZo que sur-
giera 1a pregunte de porqué las mutaciones en ginD provo-
can la incapacidad de sintetizar dicho sistema de trans--
porte. Una posibilidad es que dicho sistena pertenezca, =~
81 igusl que muchor otros cistemas de transporte, al 1la-
mado fenotipo Ntr , y que an las nutantes ginD  no £e sin
tetice debido a que estae cepes son Ntr~ (2), Para demos-
trar £i efectivamente ésto ec cierto, semidid la respues~
te de une cepa rilvestre a diferentes fuenter Ge nitrige-
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no. 5110, para observar si la s{ntesis del rirtema de -=
transporte de amonio resnonde a condicicres de exceso y -
limitacién de nitrdgeno de 1a mirma menera que los otros
risteras que nertenecen al fenotipo lNtr. Como se puede obp
rervar-en la tabla #6, la sfntesis del sisteme de irans--
porie de amonio responde efectivamente &'le limitacidn de
nitrdgeno, encontrdndose reprimida en condiciones de exce
#o de nitrégeno, como ec unz eltm concentracidén de amonio,
e inducida en condiciones de limitacidn de nitrdgeno, ==
como es une baja concentracidn de amonio, o glutamina co-
no fuente de nitrdgenc. Fara confirmar que el sistema ge
induce en condicionen Ge limitecidn de nitrdgeno y se re-
prime em condiciones de exceco de nitrdgeno se reelizaron
dos experimentos. En el primero (fisgura #9), se crecid a
la cepa silvestre NX614 en una concentrecidn alta de amo-
nio (15mM), y posteriormente lan células se lavaron y nre
continud el crecimiento en diferentes medios limitador de
nitrégeno y en el mismo medio con amonio 1S5mi. Asimicmo,_
se incluyeron contoles en los que ce continud el crecim~m-
miento en los mismor medios pero en presencia de 34pg/m1_
de cloranfenicol, vare impedir la sintesis de proteines,
Como ne puede ohserver, al continuar el crecimiento en el
mismo medio no ocurre ninmin cambic en los niveles de ==
transporte de amonio, mientres cue cuando el crecimiento_
re tranofiere & medios limitedon de nitrdgeno o8 niveles
de transporte de amonio se elevan & medida que transcurre
el tiempo de nerrenencis de las células en dichos medios,
Ento se debe e la sintesis de nove del sistema, puesto =

que en presencia de cloranfenicol no se eleve el transpor
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Tabla #6.

. 14 e *

Entrada de &6nr CH3x~._!:_, {4.8mCi/mmo)

en 1a cepa silvestre (IX614) crecide en
diferentes fuentes de nitrdgeno.

Puenie de N Actividad especifica
N, * 15 mu 1
K" 0.5 mi 115
Glutamina 1 mg/ml k3

Glutamina 1 wg/ml

ot
NH4 15 mii

Actividad espec{fice exrresada en nmoles
de metilamonio incorporado/min/gremo de
peso seco.
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actividad
especifica

-

iy
k)

"

N, *15uM
T - L
° 0 120
{minutos)

N

Pigure #9.- Induccidn del sistema de transporte de amonio
en medios limitantes de nitrdgeno,después de un crecimien
to en medio con amonio en exceso. Actividad espec{fioa ox
presada como nmoles de metilamonio incorporado/min/gramo
de peso seco. Asin N, Agln lug/ml,ONE,0.5uM, @NH, "15mM
o cualquier condicién en presencia de clorenfenicol 34pg/ml.
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te, ya cue la (o lar) protefna(r) encargzde(s) del trens-
porte no re extd(n) sin%etizando. En un sezundo experimen
to (fizura #10) te hizo lo inverso; es decir, se crecid a
1a cepa ¥X614 en un medio limitado de nitrdgeno (amonio -
N.5m%) y pomteriormente se dividid el cultivo en dos; una
mitad se continud creciendo en el mifmo medio, y & la -
otra mitad ge le adiciond una concentracidn alta de amo--
nio (15mM1). Se puede obrerver que al continuar el creci--
miento en el medio limitado de nitrdgeno el =i=tema conti
nda sintetizéndose, mientras que al agregar un exceso de
nitrdgeno el sistema deja de sintetizorse v loe niveles -
de transvorte comienzan a disminuir, auncue lentamente, a
partir del momento en gue se aflade el excesc de amonio.
Una vez oue se demostrd que efectivamente la ={nte--
sis del mistema de transporte de amonio estd scomesida & -
regulacidn por 1a fuente de nitrdgeno, al igual cue otros
sistemaé Ntr, era necesario demostrar que le sintesis del
acarreador devende del mismo ristema genético del que de-
penden gInA y los genes Ntr para su expresién, Para ésto_
se midieron niveler de transporte de amonio & diferentes_
cepas con mutaciones en genes del sictema regulador del -
metabolinsmo de nitrdgeno, y los resultados £e presentan -
en 1a tabla #7, Como Re puede observar, todas las cepas -
que presentan el fenotipo Ntr , también son incapacer de
inducir el traneporte de amonio. Esto =e obcerva en glute
mina como fuente de nitrégeno. en donde este rirtema de -
transporte se encuentre inducido en la cepa =ilvesire, -
Boto indica que efectivamente este cintema forma parte -
del conjunto de miftemas regulados por nitrégero, o nea -
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100~
activid
espec{tic

Nnd"
0. 5mM
[ WY

§0+

.
0 00 10
(minutoes)

Pigura #10,- Represidn del sistema de trancporte de amo=-
nio después de un crecimiento en una baje concentracién
de amonio (0.5mM) y aeregando una alte concentracidn de
amonio (15mM). Actividad espec{fica exvresada en nmoles
de metilamonio incorporado/min/gramo de peso seco.
onn,* 0.5, AvH, Y 150,
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-Tabla #7.

Entrada de Gulf 14

CH NK.. (4,8mCi/mmol)

en diversas cenas alteradas en el

metabolismo de nitrdameno.

Activided eepec{fica

Cepa  Genotipo Penotipo !\‘H4 +15m

Glutamina 1lmg/ml

¥X614  silvestre  Gln'Ntr* 1
¥X705  glna70 Gln Ntr~ n.c.
FXT27  p£nAT1::TnS Gln Ntro n.c.
MX852  glnA Gln"Ntr~ n.c.
X856  gInD84 GInNtr~ n.e.
¥X902  gInG74:17n5 Gin'Ntr” n.d.
'ME960  gInIf2::™n5 Gln'ntr” 1
¥X1019  gInl8} GInCrtyC 6
¥X1029  EInIA2::TnS

InG85C GInCltxrC 9
¥X848  gnP73:¢™n§ GlnHir n.Ce.
¥X988  g1tBA gn*tr”  n.a,

n

[ . T T

16

11

Actividad espec{fica expresada en nmoles
incorporado/min/grenc de peso seco.

Ne.Cs = NO Crece,
n.4, = no deternminado,

de metilanionio
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" Ntr. Ademds se presents el caso de dos cepas mutantes que
poseen un sistema de transporte de amonio cuya s{ntesis =
es constitutiva, es decir no se encuenira completamente -
reprimida en condiciones de exceso de nitrdgeno. Tales ce
pas son la ¥X1019, 1a cual tiene una mutacidn no polar en
el gene ginL y presenta niveles de G5 también constituti-
vos, Ia otra es la cepa ¥X1029, la cual fue obtenida como
una mutacidn supresora de 1la polaridad que ejerce una ine
sercién del transposén TnS en el gene ginl, y que proba=-
blemente exprese de manera constitutiva al gene ginG. To-
do ésto confirma que las mutaciones originalmente aisla--
das en las cepas ¥X853, KX854, WMX855 y MX856 estdn en €l -
&me gInD, y que el fenotipo que presentan consistente en
1a incapacidad de transportar amonio al interior de las -
células se debe & que este sistems se encuentra reprimido
(o no induoido), pues son mutantes que presentan el feno-
tipo Ntr™,

bl BN




DISCUSION,

En este trabajo fe cComplets la caracterizacidn de ce
pas con muteciones en el gene ginA, cue debido & cu eisle
miento debieran presenter deleciones en dicho gene, Los -
resultados obtenidos de los experimentos de hibridizacion
tipo Southern entre el INA cromofdmico de emias cepas mu-
tentem y el plésmido hibrido pACR2 permitieron complemen-
tar el andlisis genético prévio analizando directamente -
12 regién del gene glni de estan cepas, y observando oi -
las diferencias entre el patrén de hibridizacién de una -
e¢epa eilvestre y las mutantes son congruentes con los re-
sultados gendticos previos. A partir del andlisis de las_
bandas, fe puede afirmar que el andlisis ff;:ico de las mu
tantes correcponde & lo esperado; como se menciond ante--
riormente, se ten{an evidenoias que indiceban que la cepa
MX851 no contaba con una delecién en el gene glnd, ya que
a diferencia de las cepas MXB850 y ¥XB852 posee el fenotipo
nha*. Al analizar el paitrdn de hidbridizacidn se puede com
probar que no se trata de una delecién, sino que esta ce=
pa posee una insercidn dentro del gene glnA; esta inser--
cidn provoca el fenotivo Gln~ y la incapacidad de produ--
oir G8. El fenotipo Ntr de esta cepa puede ser explicedo
s se tiene en cuenta que una insercidn de DMA extrafio -
dentro de un operdn tiene un efecto polar sobre los genss
que ne transcriben posteriormente dentro del operdn, En -
este cano los genes glnl y £1nG se pueden transcribir s -
partir del promotor de glnl, pero los niveles de pG produ
eidoe no son suficientes como para lograr la activacidn -
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de litr, ya que estos niveler eltos de pG 5510 =e aleanzan
cuando la tranceripeidn proviene del promotor de gindA. En
cuento & las cepas X850 y NXB52, las cuales me esperaba_
fue tuvieren delecicnes en el gene ginA, se puede efecti-
vamente confirmer que tienen una delecidn en la regién de
£lnA, eunque estia delecidn es de diferentes tamafios en =
1as dos cepae, Se sabfa por el endlisis genético previo =
que la cepa MXB50 carec{a de un gene glnG funcional, mien
‘tras que la cepa I'X852 ={ porefm un gene gind ectivo. E1
hecho de que la cepa 17X850 no tuviera un gene gInG funcig
nal no implicaba forzosemente que este geéne hubiera sido
eliminado por delecidn, ya que bestar{e con que hubiera.-
s8ido eliminedo 61 promotor de glnl para gque ente gene no
s expresara, aundue eun permaneciers én el cromocoma. Pa
ra 1a cepa X852, que si exprece un gene ginG, era de es-
perarse que teambién el gene glnl, incluyendo & su promo=--
tor permaneciera intacto en el cromosoma, Como se puede -
observar & partir de la hibridizacidn del INA cromosdmico
de estan dos cepas con el pldésmido pACR2, las prediccio--
nes eran correctas; es decir, la cera MXB850 carece de los
genes ginA, ginl y ginG en su totalidad, mientras que 1la
cepa MX852 no solamente conrerva intactos & loS genes o=
Zinl y gin@, sino gue conrerva una buena parte del gene -
£inA. 8in embargo, la cepa MX852 carece del promotor de
ZinA vy de la poreidn de dicho gene correspondiente & 18 =
regién amino-terminal de las subunidades:de la GS, lo que
explica su fenotipo Gln . Nuevemente, el fenotino Ntr de
esta cepa et explicable por la polarided cue ejerce la =

falta del vromotor de glrA, lo cue implica cue el gene -=



(63)

£inG se expresa solamente & partir del promotor de glnl y
1los niveles de pG son insuficientes para 1la asctivacidn de
Ntr.

Tanto la cepa }X850 como 1la cepa I'X852 son cevas que
resultan dtiler para llevar 2 cabo experimentos de comple
mentacion con diferentes plismidos., En este caso =e utili
zaron pldsmidos hibridos, ya que me nuede enaligayr el =
efecto que tiene la delecidn mohre los genes que existan_
en ol pld=mido, mea éste unicamente el estructural o tam-
bién genes reguladores, y de que manera el efecto multico
pia se pusde manifestar para la expresién del gene ginA.
Al complementar a 1la cepa X850 con el pldsmido pACR1, el
cusl posee al operdn gInALG completo, se observa que la =
regulacidn de 1z s{ntesic de GS es normal, y el efecto =
multicopia es muy reducido, ademfs de manifestarse el fe=
notipo Ntr'. Esto indica que los genes que se encuentran_
en ol plésmido son perfectamente funcionales, y no requie
ren de la exiotencia de mus homélogos en el cromosoms. A
pesar de que el gene ginA se encuentra en multicopia, el_
efecto sobre 1a expresién de la GS, que £olo aumenta unas
dos o tres veces respecto & una cepa que 1o posee &n una -
sola copia, indica que loe® genes glnl y glnG se estén en-
cargando de reprimir a glnA de manera que éste no 88 ex--
prese en niveles demasiado elevados, Isto pudiera deberse
a que los genes gIinl y gInG tanbién se encuentran en mul-
ticopia de la misma forma que ginA. Por lo tanto se anali
z6 qué pasaria =i en lugar de un vldsmido que tuviera los
tres genes en multicopie se utilizara uno que solamente -
tuviera en multicopia al gene estructural, como el pldemi
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do PACR5 o el plésmido pACR23, Se puede observar que al -
complementar a la cepa X850 con cualauiera de estos dos
plésmidos se pierde la regulacidn sobre los niveles de 1a
G5, de manera que se tiene aproximadamente la misma &actie
vidad en condiciones de exceso que de limitacidén de nitrg'
geno. Se podr{a explicar este fendmeno asumiendo que cada
gene glnA re estd exvresando de una maners constitutiva =
bvaja (GinR); pero como hay numerosas copias del gene, ob=
servamos niveles de GS mucho més altos (o sea GInR expre=-
sdndose en multicopie). Esta observacidn indica 'que para_
el caso de DACRl, el hecho de que los genes reguladores -
ZnL y ginG estén en multicopia no afecta su capacidad de
regular normalmente & ‘_l'ﬁ, ya que en el momento de ser -
removidos del plésmido la rogulaciéh et eliminada, En =
cuanto 8l fenotipo Ntr de la cepm MNX850 complementads con
PACR1 Be ve que es normel (Ntr'), mientras que con pACRS_
é pACR23 es mnormal (Ntr™). En el primer caso, se puede -
explicar por la presencia de ginG en cis con el promotor_
de ginA, lo que debe producir niveles de pG suficientes -
para activar Ntr, mientras que en el segundo caso, simple
mente no existe ginG, por lo que Ntr no puede ser activa-
do.

Al copplementar & la cepa MX852 con los mismoe plés-
midos, me observe que no hay diferencias cusndo se usa el
plésnido pACR1, puesto que 12 copia extra de £1nL y gIng
que pomee todavia en el cromosome no ejerce précticamente
ningin efecto., Sin embargo, 21 complementar a la cepa --
MXB52 cor. pACRS 6 pACR23 1a presencis de une copia de los
genes ginl y glnG funcionales en el cromosoma €€ muy ime-
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voriante en cusnto al efecto que tiene robre la exvreridn
del efecto multiconia de ElnA, Los riveles de G5 rfon =ho-
re rezulador normalmente de acuerdo & la fuente de nitrd-
geno, pero a diferencia de cuando exisfe un gene glnG en
multicopia, los niveles de GS, tanto en condiciones de ipn
duccidn como de reprecifn, e elevan entre 10 y 20 veces_
més que en una cepa rilventre. El hecho de que estos nive
les tan elevados de 55 dependen efectivamente de una regu
lacidn normal es epoyado por 1la drdstice disminucidn de -
estos niveles cuando se elimina al producto del gene acti
vador ginP medinnte une incercidn de Tn5 en dicho gene., -
Esto es ademds una evidencia de que efectivamente para re
gular normalmente a glnd, edn cuando estf nresente en mu-
chas copias por célula, no son limitantes los niveles de
pd (ni tampoco de pF). Sin embargo es posible que los ni-
veler del producto del gene ginl ={ sean limitantes, ya -
que este producto es el que aparentemente interviene evi-
tando una activacidn excesiva de m, ademds de que se -
sabe que ce expresa en voca cantidad, Dicho de otra forma,
ya gue se cabe que pG no es limitante, puesto que es =ufi
ciente para activar todas las copias del plésmido, tampo-
co deberia mer limitante para reprimirlas, Por ello, mas
bien el factor limitante es aquel que ce encarga de trang
formar el oproducto de gInG de activador & represor, muy -
probablemente el producto del gene glnlL. Este, cuando es-
t4 también en multicopia, ={ impide una robreproduccidn -
de 1a GS, A peser de los niveles tan elevados de G5, 1la -
cena MX852 complementada con pACRS & DACRZ3 sigue siendo_
Ntr~, puesto que gInG sélamente se expresa a pertir del -
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promotor del gene glnL. Kuevemente, cuando la expresidn -
es & partir del promotor de glni, como cuando la comple--
mentacidn se efectis con pACR1l, el fenotino es N,

En el presente trabejo también me logrd analizar le
localizacidn cromosémica y el fenotivo de 1as mutantes -
X853, X854, LX855 y 1X856, las cuales habfan sido carac
terizadas pgrcialmente con-anterioridad, como me mencions
en la seccidn de antecedentes, Hebfa sido mencionedo que_
para poder continuar con le caracterizacidn de estas Cew=
pas mutantes se hacie necerario obtener la locelizacidn -
de las mutaciones que porten en el mape de ligamiento de
B. coli. Los resultados del napeo de estas mutaciones =e
indicaron que se encontraban aproximademente en el minuto
4 del mapa, entire los mercadores leu (minuto 2) y pro (mi
nuto 6), Bl hecho de cue en dicha regidn del cromosoma se
locelice el gene glnD sugirid que probablemente les muta-
ciones de estas cepas no eran mutaciones estructurales =
del sistema de transﬁ;orto de amonio, =ino que pudieran =
eoxr mutaciones locnlizadas en el gene ginh, y que la incs
pacidad de inducir el sistema de iransnorte de amonio fue
ra por un efecto pletotrdpico de dichas mutaciones, Esto
ser{s explicable si el sisteme de trancsporte de emonio =
perteneciera al conjunto de sistemas Ntr, cuye expresién;_
no e= normal en cepas con mutaciones em glnd (2, 21, 22),

Los sistemas Ntr poseen como caracter{stica fundamen
tal el estar reguladoe por le fuente de nitrdgenc, de 1a
nisma forma que estd regulada le GS. Por 1o tanto era ne=-
cesario comprobar que el fisteme de transporte de amonj.o_
de una cepa silvesire de E. coli también entd regulado -
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por la calidad de la fuente de nitrdgeno. Lo experimen=--
tos realizades consistentes en medir las niveles de trang
porte de amonio en célu]:as crecidas en diferentes fuentes
de nitrdgeno, asf como los experimentos de induccidn y -
decinduccidn 21 cambiar de fuente nitrogenads demuestiran_
claramente que el sistema de transnorte de amonio de le =
cepa rilvestre s{ se encuentra regulado por la fuente de
nitrdgeno. Bl tirteme se encuentra reprimido en condicio=-
nes de exceso de nitrdgeno, como es el caso de una concen
tracién alta de amonio, mientras que en medios con une =
conceniracidn baja de amonio o con una fuente de nitrdge-
no pobre (i.e. glutamina), el sistema se encuentra induci
do,

Por lo tanto ec muy probable que efectivamente 1las
mutacionss de las cepas MA853, MXB54, NX855 y MX856 =sean
en el gene ginD, y que los genes que codificen el sistema
de trancporte de amonio se encuentren estructuralmente in
tactoe, pero con incapaces de inducirse en una cepa Ntr',
Al analigar el grado de adenile=cidn que presentan esias -
cepas, se enconird que efectivamente el nivel de adenile-
cidén de la GS es muy elevado, adn en condiciones en que -
la enzima no debiers estar adenilada, Ademds, la activi--
dad biosintética de la enzima es tan baja, que incluso no
puede ser detectable con el ensayo. Es posible que écto -
provoque el fenotino Gln~ de estas cepas, sin embargo, -
tanbién es probable que el fenotipo ¢ln~ sea provocado en
parte por la incapacidad de estas cepas de inducir comple
tamente sus niveles de GS. Como ya se ha mencionado, wna
ceva gln_D- carece de actividad de UTasa, y por lo tanto =
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la proteina P__ se encuenira siempre en la forma P

11 A 12
cual ha nido immlicede directamente en la regulecidn de -
lo8 niveles de (S, impidiendo le activacidn del gene gini
a través de 1a medimcidn del vroducto del gene glnl, Los
niveles de: G5 de estas cepas (MX853, MX854, MX855 y 1X856)
son congruentes con dicha hipbtesis, ya que se encuentran
bestante reprimidos atdn cuando las cepas son erecides en
un medie limitado de nitrdgeno. las revertantes espontéi--
neas de estas cepas confirman que las mutaciones se ene=-
cuentren én ginD. Algunas revertentes siguen conservando_
niveles de GS muy bajos, por lo que deben Teguir conser-—-
vando también la mutzcidn en glnD y un gene glnB funcio--
nal, pero que ahora son incapacea de adenilar & 1a G5 en
niveles elevedos, ain en condiciones de exceso de nitrdge
no (%X890, ¥X894). Por ello, es posible que se trate de -
mutaciones en el gene gInE, y cud carezcan de ATase, -
Otras revertantes (MX892, I'X893, UX895), siguen presenten
do una adenilacién muy elevads en cualouier condicién, e
ro shora los niveles de G5 se encuentran elevados, mofe--
trando diferentes grados de constitutividad, Estas rever-
tantes deben meguir conservendo l& mutacidn en Endy un
gene glnB funcionel, pero el hecho de que PIIA no reprima
los niveles de (3 indica cue muy probeblemente el gene -
£inl de entas cepas se encuentre mutado, de menera que el
producto de glnl ya no interfiera siempre con le activa--
cién de ginA por los productos de glnG y glnF. los dife--
rentes niveles de constitutividad de estes tres cepas pue
den deberse a diferentes productos de ginl alterados, o a
diferentes grados de poleridad de 1la mutecidn que provocs
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1a reversidn sobre el gene ginG. La cepa MX891, que tiene
una adenilacidn .'mteimedia, debe seguir conservando ATasa,
pero posiblemente ahora carszca de protefna PII por tener
una mutacién en gInB. Sin embargo, si la mutacidn elimina
ra completamente & P,., se esperar{an niveles de (S cong

titutivos, y esta cepa aunque tiene niveles de G5 relati-

vamente elavados, no es completamente constitutiva. Bsto

dltimo posiblemente se deba a que sigue conservando la mu

tacién en ginD.

los fenotipos de las revertantes, as{ como 1a comple
mentacidn positive con el plésmido P*104, evidencian que
efectivamente las cepas ¥X853, MX854, MX855 y VX856 son -
mutantes en el geme ginD.

Como se menciond anteriormente, el sistema de traus-
porte de amonio en B, coli se encuenira regulado por la = '
fuente de nitrdgeno y pertenece al fenotipo Ntr. Por sllo
ze explica que las mutaciones en ginD impiden que este -~
sistema se exprese. Asimismo se ha observado que el siste
ma de tra.uspor'éo de amonio se encuentira afectado en:.otyas
cepas con putaciones en el sistema de regulacién del meta-
bolismo de nitrdgenc (tabla #7).

Hasta la fecha han sido descritos sistemas de trans-
porte de amonio en vaerios microorganismos, tanto procarig
tes como eucariotes (44). Aparentemente éatos sistemae' :’;
encargan @sl trtmsporte concentrativo de {ones nmonio al
intericr de la célula, lo cusl es especislmente :meortan-
te en condiciones en que hay poco amonic en el pedio. Es-
tudios cinéticos del sistema de tramsporte de amonio en -
diferentes bacterias (10, 45, 46, 4T) han demostrado que
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1a cinética del transporte corresponde & la de un sisteme
especifico de alta afinidad para amonio, y que es depen--
diente de energ{a, particularmente de 1la cedena recpirato
ria en condiciones eerdbicas. El transporte de amonio zpa
rentemente también e dependiente de la existencia de una
diferencia de potencial eléctrico a través de la membra--
na, y de ah{ la dependencia de la cadene respiratoris, -
que genera dicha diferencie de potencial mediante 1la exe-
pulsidn de protone: al exterior de la célula (48). Esta -
diferenciz en la concentracidn de protones entre el exte-
rior y el interior de la célula es probablemente la fuer-
ga vrincipal que gufa al amonio al interior de la célula,
y se le conoce como fuerza protén-motriz (47). También ~
han sidc reportado casos de bacterias que aparentemente =
no poseen sistemas de transporte de amonio concentrativos,
como es el caso de algunas cepas nimbidticas de Rhizobium.
Bsto he sido explicado porque este es un organismo que -
1libera amonio para mantener la simbiosoe con la plenta, -~
Sin embargo, los sistemaes de transporte de amonio existen

en muchos microorganismon fijadores de “2 de vida 1litre,_
ya que lo pueden utilizar pare obtener amonio del medio =
ain cuando esté en concentraciones bajas, Bsto les ayuda
a evitar el proceso de fijacién de N2 que contume puche =
energi{a; ademés, lec es Witil para la retencién del amonio
producido gor 1a fijacién del N, y que puede difundir he-
eia el exterior de la célula como NK3 (45).

Bn varios microorganicmos se ha demostrado que la - -
sintenie del acarreador espec{fico de emonio se encuentra
regulade por 1a fuente de nitrdgeno, como e el caso de -
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Azospirilium (46) y de Klebsiella pneumonime (47)., En el_

A ——- et —y—— -
presente trabajo se describe como en Escherichie coli K12

axiste una regulacidn muy similar, Ademds, =e demuestra -
aque la regulecidn de este cintems devpende del mifmo siste
ma gendtico que re encarga de regular a la G5 y a los £ig
teman Ntr. Bsto fue vrimeramente evidenciado por la inca-
pacidad de mutsntes gind~ de transportar amonio, y des-—-
pués comprobado por el anflisis del transporte de este ~
ién en cepas con mutaciones reguladoras en los genes --
ginA, ging, glnF, gink y gltB. Se puede observar oue en ~
estas cepas existe una correspondencia enire la incapaci-
dad de expresar Ntr (Aut), y la capacidad de expresar el
sistema de trancporte de amonio (Amt). En particular, to-
das 1as cepas que Son Aut~ Son tembién Ant”. En el caso -
de muteantes gue son GlnC, y que deben ser NirC (aunigue égs
to no se vuede deducir a partir del fenotipe Aut), ne pre
senta tambidn el fenotipe Amt(, con niveles de trancporte
de amonio elevados avn cuando hay exceso de amonio en el_
medio y el sistena se encuentré reprimido en una cepa #il
vestre {aparentemente en estas condiciones una ceps nile-
vestre adquiere ru nitrdgeno como NH3 que 21CAnTs 8 Ner~-
mear libremente la membrana), Es interesante el hecho de
contar shora con la certeze de que el femotipo Amt forma
parte del fenotivo Ntr, ya que permitird obtener datos -
cuantitativos scerca de la expresidn de Ntr, jo cual no =
era poribdble previamente al analizar solamente el fenotire

Aut,
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