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INTRODUCCION

Las enterobacterias son capaces de crecer en medio minimo adicionado de una fuente
de nirégeno, y una de carbono; existe una gran variedad de compuestos orgdnicos que
pueden utilizarse como fuente de carbono (y de energfa), asi como varios compuestos
orgdnicos o inorgdnicos nitrogenados que pueden servir como fuente de niwdgeno. La
fuente de carbono preferida por Escherichia coli es la glucosa, y de niuégeno es el
amonio, puesto que es en estos compuestos en los que se observa la mayor velocidad de
crecimiento. Las enzimas encargadas de asimilar el amonio son principalmente la gluta-
mino sintetasa (GS), la glutamato deshidrogenasa (GDH), y la glutamato sintasa (GOGAT).
La GS sintedza glutamina a partir de glutamato y amonio para lo cual consume una
molécula de ATP; las otras dos enzimas producen glutamato, la GDH lo hace a partir de
a-cetoglutarato y amonio con el consumo de una molécula de NADPH; la enzima GOGAT
sintetiza glutamato a partir de glutamina y o-cetoglutarato y también oxida una molécula de
NADPH. Las actividades de GS y GOGAT resultan en la incorporacién del amonio del
medio en glutamato y glutamina. La glutamina a su vez se utiliza en la célula para la
biosintesis de nucleStidos, aminoazicares, histidina, triptofano y asparagina; y el glutamato
es el donador de su grupo amino para la biosintesis del resto de los aminodcidos y del
nitrégeno orgdnico celular en general.

Cuando la concentracién de amonio en el medio es alta (mayor de 1mM), €ste se
incorpora directamente en glutamato, glutamina y asparagina; sin embargo, si la con-
centracién de amonio es menor de 0.1mM, la dnica enzima que puede incorporarlo es la
GS puesto que tiene una alta afinidad por este compuesto. Asi mismo, cuando no hay
amonio en el medio, éste debe obienerse por catabolismo de compuestos nitrogenados
celulares como aminodcidos o urea; el crecimiento en estas fuentes alternativas de nitrégeno
siempre es mads lento por lo que se dice que éstos cultivos estan limitados de nitrégeno.
En condiciones de limitacién de niurdgeno, la sintesis de GS estd muy inducida, el mismo
sistema qQue regula su wanscripcién, también controla la sintesis de las enzimas catabélicas
y sistemas de transporte de estas fuentes limitantes de nirégeno. A estos sistemas cuya

sintesis se induce por limitacidén de nixégeno, se les denomina Ntr. La sintesis de GS por



ejemplo, y muchas owras enzimas estan sujetas a un control que depende de la accesibilidad
de nimégeno, lo que las identifica como miembros del regulén global regulado por
nivdégeno (Ntx). En Klebsiella aerogenes (10, 33, 51), se ha demostrado que en con-
diciones limitantes de nitrégeno, las enzimas responsables de la asimilacién de amonio son
GS y GOGAT, cuya accién concertada resulta en la sintesis neta de glutamato; este dato
llevé a proponer que el papel de GOGAT era la asimilacién de nitrégeno en condiciones

de limitacién de éste; en condiciones de exceso, la GDH sintetiza el glutamato ya que la

sintesis de GOGAT se encuenwa reprimida. Estos experimentos realizados en Escherichia

coli no han arrojado los mismos resultados; es decir, si bien la enzima GS sf estd sujeta a
control por nioégeno (Nu), tanto la GOGAT como la GDH se sintetizan a altos niveles

independientemente de la accesibilidad de nitrégeno, es decir, estas dos enzimas no se
comportan como miembros del regulén Ntor.

En E. coli y otras enterobacterias, mutaciones que s¢ encuentran en el gen estructural
de GS (glnA) resultan en auxowrofia por glutamina, ya que es la tinica enzima celular que
la sintetiza (5, 30). La enzima GDH es totalmente dispensable; cepas que llevan mutacio-
nes en el gen estructural (gdhA), no tienen fenotipo detectable ya que en este caso la

sintesis de glutamato la lleva a cabo GOGAT (59). En el caso de cepas que contienen

mutaciones en los genes estructurales de GOGAT (42), presentan 3 fenotipos: pérdida de
actividad enzimadtica de GOGAT, incapacidad de desreprimir la sintesis de GS por
crecimiento en glutamina como fuente de niuwdgeno (fenotipo Gsd’), e incapacidad de
utilizar fuentes alternativas (limitantes) de nitrégeno, como son arginina, prolina, serina, etc.

cuyos productos de degradacidn son glutamato o amonio (fenotipo Nu’). La razén por la

cual estas mutaciones en la regidn glr causan los fenotipos Gsd' y Nur” no se ha establecido
con claridad. Asi pues en E. coli y otras bacterias que posean ambas enzimas que biosinte-

tizan glutamato, solamente son auxétrofas de este aminodcido cuando pierden por mutacion
tanto la actividad de GDH como de GOGAT.

n i 1 nzimas T

La GS es una enzima de aproximadamente 600 000d de peso molecular (PM)

compuesta por 12 subunidades iguales que tienen un PM de 50 000d cada una. Tanto la
actividad enzimitica como la sintesis de la proteina, estan sujetas a un control muy



riguroso. Un primer mecanismo de control estd dado por inhibicién acumulativa de la

actividad enzimdtica por algunos productos del metabolismo de la glutamina (23).

Tal vez
el mecanismo mds importante de regulacién de la actividad de GS, es la adenilacién

reversible de un grupo tirosilo de cada subunidad de la GS. Este mecanismo responde a la

disponibilidad de niudgeno en el medio y la enzima va perdiendo actdvidad a medida que
aumenta su grado de adenilacién (23, 29, 51). El sistema enzimdtico que cataliza la
adenilacién y desadenilacién de GS es bastante complejo y también interviene en la regula-

cién a nivel de transcripcién no sélo de GS, sino de las demds enzimas sujetas a control
por Ntr, y a esto me referiré mds adelante.

La enzima GOGAT (glutamina-amida-2-oxoglutarato aminotransferasa oxidorreduc-
tasa,NADP) de Escherichia coli es una flavoproteina que contiene fierro y azufre; tiene un

PM de 800 000d vy esti compuesta por 4 dimeros activos cataliticamente y cada uno
formado a su vez por 2

2 subunidades de diferente PM: la subunidad pesada tiene un PM de
166 000d aproximadamente (39) y la ligera de 53 000d (39, 35); la enzima tiene una alta
afinidad por sus suswatos, las Km aparentes son 7.7 pM por NADPH, 7.3 uM para o~
cetoglutarato, y 250 pM para glutamina (35). Se ha descrito que 1a subunidad pesada tiene
el sitio de unién a glutamina y que tiene actividad residual de glutaminasa (31); por owo
lado se sabe que la subunidad ligera tiene una actividad muy pequeiia (aproximadamente
5% de la actividad con glutamina) de sinteis de glutamato en presencia de amonio; y
aparentemente, esta subunidad es capaz de unir o-cetoglutarato (35, 49).
Organizacién_fisica _de los genes qu

ifican
Operén glnALG

ara_las enzimas T

El gen estructural de la enzima glutamino sintetasa (ginA) se encuentra situado en el
min 86 del mapa cromosémico de E.coli y se encuentra formando un operén complejo (40)

con los genes gilnl y ginG que codifican para las proteinas NR,; y NR, respectivamente
(ver esquema 1). La regién regulatoria de ginA posee dos promotores de los cuales el mis

cercano al gen estructural (ginAp2) estd sujeto a control por Nir; para lo cual requiere de

una subunidad o especifica para genes regulados por nitrégeno (o*), que es el producto del
gen glnF (que no se encuentra ligado en el mapa cromosdémico), asi como de la proteina
NR, activada por fosforilacién (ver mds adelante), que forma parte del mismo operén.

El
promotor lejano al gen ginA (glnApl) se transcribe en presencia de RNA polimerasa
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ESQUEMA 1: REGULACION GENERAL DE LA TRANSCRIPCION DEL OPERON GLNALG Y LOS OPERONES NTR



asociada al factor ¢”° comunmente utilizado por los promotores de E.coli y ademis se

reprime por NR, Existe ademds otro promotor (ginlp) en este operén que se encuentra
entre los genes ginA y ginL que también se reprime por la proteina NR,.

El producto de
ginL. (NRp) es una cinasa de proteinas que cataliza la modificacién covalente, reversible,

por fosforilacién (dependiente de ATP) de la proteina NR, (producto de gIinG) (37).

En
condiciones de limitacién de nixdégeno,

la sintesis de GS se desrreprime, y resulia en alta
actividad enzimitica porque la enzima se encuentra desadenilada completamente.

En estas
condiciones el transcrito de glnA se inicia en el promotor mds fuerte del operén que es
glnAp2.

Para esto se requiere la RNA polimerasa asociada a o™ y la proteina NR,
fosforilada por NRy; este transcrito puede continuarse hasta el dliimo gen del operén que

es glnG y de esta forma es cuando mayores cantidades intracelulares de NR, se encuentran
(47, 48) (ver esquema 1).

Cuando la cantidad de amonio extracelular es elevada, la GS ya
presente en la célula se inactiva por adenilacién de cada una de sus subunidades y la
transcripcidn de ginA iniciada en glrAp2 se reprime porque la cinasa (NR,), cataliza la
desfosforilacién de NR, que es esencial para la transcripcién a partir de éste promotor; y
ahora el transcrito se inicia en el promotor mas débil glrApl. En este caso los niveles
intracelulares de NR,; son muy bajos y, principalmente, se sintetizan a partir del promotor
ginLp (46, 47, 48, 54). Estos niveles bajos de NR,; son suficientes para activar la sintesis
de glnA a partir de gIinAp2 si las condiciones de amonio se vuelven limitantes; esto se
debe a que existen en la regién de control dos sitios de alta afinidad de unién a NR;; sin
embargo, estos niveles de NR, no son suficientes para activar la transcripcién de los
operones catabdlicos sujetos a conwrol por Nir (40, 41, 48, 54), solamente cuando la
manscripcién se inicia en el promotor fuerte, ginAp2, se alcanzan las concentraciones
intracelulares suficientes de NR, para activar, junto con la RNA polimerasa que lleva el

factor ¢*, los sistemas Ntr; esto probablemente se debe a que el resto de los operones Ntr,
no tienen mds que un sitio de unién a NR; en sus regiones de conuol.

Como se menciond
nteriormente, se requiere de la fosforilacién de NR,; por NR, para que NR, fosforilado

(NR,;-P) pueda activar la transcripcién de los promotares sujetos a conwtrol por Nir, as{
como el de glnA (30, 36, 37, 48).

Operon gliBD



Los genes que codifican para la enzima GOGAT de Escherichia coli ya se han
clonado (16) y estan contenidos en un fragmento de DNA cromosomal de 8.55 Kb que
codifica para las dos subunidades, por lo que se sabe que se encuentran muy ligados (22).
En Salmonella ryphimurium se idendficaron los genes que codifican para la subunidad
pesada y para la ligera y se les denominé y gltB y gltD respectivamente, y aparentemente
se encuentran formando un operdn en el min 69 del mapa cromosdmico (27). Por analogia
con los genes de Salmonella ryphimurium también a los genes de E.coli se les denominé
ghtB y ghtD. Estudios realizados con los genes clonados de E.coli han revelado que ambos
genes se transcriben en el mismo sentido desde glitB hacia glitD (andlogo a lo descrito para
S. yphimurium), y se sugirié que probablemente existe un promotor entre ambos genes ya
que pldsmidos en los que se tiene subclonado el gen gltD en cualquier orientacidn con
respecto al vehiculo, dirigen la sintesis de la proteina en un sistema de minicélulas (22).

En Bacillus subtilis, los genes que codifican para las subunidades pesada (gltA), ¥y

ligera (gltB), de GOGAT ya se han clonado (6, 7), y se encuentran separados en el

genoma; también  se describié que la wranscripcion de éstos genes se regula por la fuente

de niodgeno utilizada durante el crecimiento: la mayor expresién se obtiene en cultivos
hechos en amonio, existe una expresién intermedia cuando la fuente de nitrégeno es
glutamina, y finalmente los genes se encuentran repremidos por crecimiento en glutamato.
Se sabe que el gen gltA se encuentra contiguo al gen ghtC el cual se transcribe de forma
divergente con respecto a glrA, y es un regulador positivo de la wanscripcién de este
dltimo; ademads el producto de girC reprime su propia sintesis.

Tanto en Escherichia coli (42) como en Klebsiella aerogenes (10), y en Salmonella
typhimurium (17, 20, 27) se han descrito mutaciones que afectan la sintesis de GOGAT y
que simultdneamente confieren un fenotipo anteriormente denominado Asm™ que significa
incapacidad de crecer en fuentes limitantes de nirdégeno como son arginina (fenotipo Aut),
prolina (fenotipo Pur), histidina en el caso de K. acrogenes (fenotipo Hut) etc. Actual-
mente a este fenotipo se le conoce como Nu' que se refiere a la incapacidad de regular
adecuadamente la induccién de los sistermnas catabodlicos de utilizacién de fuentes limitantes
de niwdgeno. Como se mencioné anteriormente, ademds del fenotipo Ntr caracteristico de
cepas mutantes en la regién glr, existe otro fenotipo asociado: Gsd' que se refiere a la

incapacidad de desreprimir la sfntesis de GS por crecimiento en glutamina como fuente de



niwégeno. La glutamina se considera una fuente limitanie porgue cultivos de cepas
silvestres hechos en este aminodcido como unica fuente de nirégeno, produce una
induccién de GS y de las demis enzimas sujetas a contol por niaégeno, independien-

temente de que permita un crecimiento casi tan rdpido como el amonio (10, 29).

2 El
fenotipo Gsd" que confieren las mutaciones en la regién gir se ha explicado suponiendo que

en cepas que no presentan actividad de GOGAT, se acumularia glutamina intracelular, lo

que resultaria en represién del operén ginALG y por lo tanto no existirfa induccién de GS
29).

También se ha reportado (42) que algunas supresoras del fenotipo Nuo de mutantes en

regién glr, se localizan en el gen glnL que ademds ocasionan una sintesis elevada de GS
independientemente de la fuente de nirdgeno utilizada.

Esto sugiere una relacién entre los
sistemas de control de GS y de GOGAT aunque no se refleje en una sintesis coordinada

de ambas enzimas en las condiciones de crecimiento descritas.

Con respecto a la regulacién de la sintesis de GOGAT de Escherichia coli, no se han
hecho suficientes eswudios, pero ya se ha descrito (9, 10, 51) que se reprime por cultivo en

glutamato como fuente de nitrégeno, pero no se altera por crecimiento en ninguna otra
fuente limitante.

Aparentemente existe un activador de la sintesis de GOGAT que estd
ligado al operdén glitBDF (I. Castafio Tesis de Maesufa); y por datos recientes que se

presentardn en la seccién de Resultados Adicionales, aparentemente existe también un
T represor de éste operdn.

s ransduccid e la_senal de niwrd

eno _en el medi

El eswudio genético de las respuestas adaptativas celulares a variaciones en el medio

que las rodea, como cambios en osmolaridad, quimiotaxis, accesibilidad de niwrdgeno etc.,
se ha mostrado que las respuestas estan mediadas por sistemas de dos componentes (1, 30,
: 50, 53): el primero es generalmente una cinasa de proteinas que se fosforila en un residuo
u%! de histidina, y el segundo es un regulador asociado, que media Ia respuesta, generalmente
por activacién, de la transcripcién de los genes involucrados en la misma.

La transduccién
de la sefial ocurre cuando el grupo fosforilo del ATP se wansfiere al residuo de histidina
de la cinasa (que generalmente es un sensor), y posteriormente, del grupo fosfohistidina se
transmite a un residuo de dcido aspdrtico en el regulador.

Por eswudio de la secuencia de
aminodcidos tanto de los sensores como de los reguladores clonados (alrededor de 20 en



procariotes), s€¢ sabe que existe una alta homologia enwre cada uno de los dos componentes
de un sistema especifico (1, 53); aparentemente, durante la evolucién de los procariotes, se
seleccionaron sistemas regulatorios de dos componentes para detectar cambios en el medio
y transmitir la informacién al aparato transcripcional. En general, las regiones carboxilo-
terminal de los sensores son homdélogas enwre si, y generalmente son proteinas trans-
membranales. Una excepcidn a esto, interesantemente es el sensor del regulén Nir: la
proteina NRy, que se encuentra en citoplasma; también uno de los sensores del sistema
regulatorio de la quimiotaxis, el producto de cheA, es citopldsmico. Los reguladores por lo
general, presentan una regién conservada en la regién amino-terminal, y otra en la zona
carboxilo-terminal, donde suele encontrarse la estructura hélice-vuelta-hélice caracteristica de
proteinas regulatorias que se unen a DNA.

El sensor recibe directamente la sefial del medio, o bien la recibe otra molécula y se
genera otra sefial que puede detectar el sensor del sistema, esto es, en algunos casos la
cinasa no es el sensor directo, aunque en general si son las cinasas las que funcionan como
receptores membranales que detectan los cambios en el medio. Si bien se ha llamado
sistemas de dos componentes, esto es una simplificacién, puesto que en general, los
sistemas contienen componentes adicionales de transmisién de la sefial y en algunos casos
hay mds de un sensor y/o mds de un regulador.

Para el caso del regulén global de niuwdgeno, en el cual los operones forman parte de
€l estdn controlados por reguladores comunes, también se sabe que muchos de ellos estdn
sujetos a controles particulares independientemente de Nt

La expresion de los operones Nur depende en forma absoluta de solamente 2 regulado-
res: 1) el producto del gen ginF que codifica para la subunidad ¢™ de la RNA polimerasa,
cuya presencia es indispensable para el reconocimiento de los promotores sujetos a control
por la accesibilidad de nitrégeno. (ver esquema 1); y 2) el producto del gen ginG (proteina
NR;) que se une a DNA. Es necesario tener una concentracién intracelular elevada de esta
proteina para que haya induccién de todos los operones Ntr, excepto el caso del promotor
ginAp2 que al tener dos sitios de alta afinidad por NR,, se induce ain en bajas con-
centraciones relativas de esta proteina.

Otro regulador importante, aunque no indispensable para la regulacién de la transcrip-
cién de ginA y los demds operones Nir, es el producto del gen ginl. (NRy) (3, 11). Esta




proteina es una cinasa que cataliza la fosforilacién y desfosforilacién de NR,. NR,
fosforilado (NR,-P), es la forma activa de NR, para estimular la transcripcién de ginAp2
(37), NR, no fosforilado es incapaz de iniciar la transcripcién de glnAp2 (ver esquema 1).
El mecanismo de fosforilacién es igual al descrito para la cinasa del sistema de quimio-
taxis, y se ha demoswrado que ambas cinasas pueden fosforilar, aunque con mucho menor
eficiencia, a los reguladores de los sistemas heterdlogos (36).

NRy no se requiere para la activacién de la wtranscripcidn a partir de glnAp2 in vivo, y
de hecho, mutaciones en glnL no afectan los niveles de expresién de GS es decir, ésta
enzima se reprime y desrreprime casi igual que la silvestre (los niveles de GS son dos
veces mayores en cepas que llevan una delecidn del gen ginl solamente en condiciones de
exceso de amonio), aunque esta respuesta adapiativa se realiza a menor velocidad. Estos
estudios indican que existe un mecanismo independiente capaz de regular por fosforilacién,

estos sistemas; y que en células silveswres bajo ciertas condiciones, la cinasa principal del
sistema es NRy (53).

De esta forma, NRy es una cinasa que actda tanto como regulador
positivo como negativo de la transcripcién de glnAp2 (37) ya que conwola el grado de

fosforilacién de NR,; a través de catalizar tanto la fosforilacién como la desfosforilacidn de
NR,.

En cultivos limitados de niwdgeno, la induccién del operén ginALG resulta en 2

efectos importantes; por una parte, la induccién de GS para poder utilizar bajas con-
centraciones de amonio, y por otra, incrementar las concentraciones intracelulares de NR,,

lo cual es indispensable para la induccién de los demds operones sujetos a control por Nur
{ver esquemas 1 y 2).

La actividad de NR, estd modulada a su vez por todo un sistema que involucra una
cascada de wransmisién de informacidn en ¢l que aparcutemente el balance entre el
metabolismo de carbono y nitrégeno es la seiial critica; este balance se refleja en la

relacion de la concentracion intracelular de glutamina y a-cetoglutarato (51, 53).

Esta
relacién controla la actividad de una enzima: Uridiliransferasa (Utasa) (que es el producto

del gen glnD), que cataliza la wridilacidén y desuridilacién de owra proteina regulatoria (Py)
(que es el producto del gen ginB) (4, 11, 21, 29) (ver esquema 2).

Las actividades
enzimdticas de uridilacién y desuridilacién de la Utasa, responden diferencialmente a la

presencia de o-cetoglutarato y glutamina: o-cetoglutarato estimula la uridilacién de Py, y la
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glutamina estimula la desuridilacién; de esta manera, cuando las condiciones de crecimiento
no estan limitadas de nirégeno, la relacién de o-cetoglutarato a glutamina es relativamente
baja y P, esta predominantemente sin uridilar; y cuando la relacién de a-cetogulatarato a
glutamina es elevada por limitacién de ninwégeno, la proteina Py tiende a estar uridilada.
Por una parte, la relacién de Py a P,-UMP, controla la adenilacién de GS por la enzima
Adeniltransferasa (Atasa), que se estimula por Py no modificada para la reaccién de
adenilacién (11, 19, 21). P, también actda en la regulacién de la wanscripcién del operén
gInALG (11) de la siguiente manera: Py no modificada tiene un efecto negativo en la
transcripcién del promotor controlado por nitrégeno de ginA (ginAp2), mientras que la
forma uridilada de P, parece ser inocua para este efecto. La evidencia genética indica que
la proteina Py no modificada, actiia a través de conwrolar la actividad de NR, (3, 11, 15).
La regulacidén negativa se debe a que Py estimula la desfosforilacién de NR;-P por NR,.
En experimentos in vitro cuando se afiade Pp a mezclas que contienen NR,-P y NR; se
observa una rdpida desfosforilacién de NR,-P dependiente de ATP (24, 37), para lo cual es
esencial la presencia de NR;. Por iildmo, la activacién de la transcripcién de ginAp2
requiere de NR; ya sea que esté o no NRy (3, 11), por lo que parece probable que otras
cinasas donen sus grupos fosforilo a NR,.

La RNA polimerasa de Escherichia coli asociada al factor ¢* se asocia al promotor
ginAp2 en ausencia de otros factores, y resulta en la formacién de un complejo cerrado de
transcripcién (38); cuando la polimerasa y la regién del promotor se incuban junto con
NR,, NR,, ¥ ATP, se obtienen complejos estables que aparentemente es el complejo abierto
de iniciacién de la wtanscripcién (38, 43); todos estos datos indican que el papel de NR-P
es estimular la wransicién del complejo cerrado al complejo abierto.

Como se mencioné anteriormente, se han descrito sitios de alta afinidad de unidén a
NR; en las regiones regulatorias de varios operones regulados por Ntr, que funcionan como
"aumentadores” (enhancers) bacterianos, es decir que su efecto estimulador puede obser-
varse a distancia de los promotores sobre los que actdan (48). Se ha propuesto un modelo
en el que NR,-P unido a su sitio en el DNA hace contacto directo con la RNA polimerasa
que lleva el factor o™, para lo cual se requiere que haya un doblamiento del DNA, ya que
puede existir una distancia relativamente grande entre los sitios de unién a NR;-P y el

promotor (43). NR,-P solamente activa los promotores que utilizan la RNA polimerasa

11



asociada a ™ por lo que es posible que haya una estructura asociada a esta forma de la
RNA polimerasa que sea la que reconoce NR-P (53).

En resumen, existen varias enzimas celulares que estan sujetas a control por el sistema
global Nir.

Los reguladores dltimos de la repuesta a la accesibilidad de nitrégeno, son los
productos de ginF (o™), glnL y ginG (NRy yNR)), donde la cinasa es NRy, y el regulador
es NR,.

La actividad de NRj, estd modulada por otra proteina (Py) que a su vez responde
(a través de la actividad enzimitica de otra proteina: Utasa), a las concentraciones

intracelulares de o-cetoglutarato y glutamina que reflejan el esiado del metabolismo célular
de carbono y niumégeno.

Dado que la ausencia (por delecién) de la proteina NRy no
ocasiona fenotipo Nt y presenta desrrepresién normal, aunque mds lenta de la sintesis de
GS, debe haber owa proteina con actividad de cinasa que sustituya eficientemente a NR,
para la induccidn de los sistemas Nmr. La hipGiesis de que hay al menos otra proteina que
acuie sobre NR, para activar los sistemas Ntr, también se ve apoyada por el hecho de que
existen mutaciones que se localizan en regidén glr que ocasionan fenotipo Nu'; esto pudiera
deberse a que para que este sistema de transduccién de sefiales general, funcione adecuada-

mente requiera de un sensor o cinasa diferente a NR,, y/o de otras moléculas moduladoras.

12
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ANTECEDENTES

En el laboratorio estamos interesados en el metabolismo nirogenado de Escherichia
coli, en particular en la regulacién de la sintesis de la enzima GOGAT y la relacién que
tiene con el control de los sistemas regulados por nirdgeno (Ntr).

Nuestro interés por la organizacién estructural del operén que codifica para esta

enzima, surgié a partir de la construccién de una cepa que lleva una mutacién por
inserci6n del fragmento 2 en el gen gitB.

La caracterizacién de esta cepa mostré que no
presentaba actividad detectable de GOGAT, que era incapaz de crecer en arginina como

Unica fuente de niwdgeno (fenotipo Nw), y no desreprimia la sintesis de la enzima GS por
crecimiento en limitacidn de nitrégeno (fenotipo Gsd’); al complementarla con un plidsmido
que lleva el gen gitB* se recuper6 aproximadamente la mitad de la actividad de GOGAT
de la cepa silveswue, sin embargo conservaba el fenotipo Nu (1. Castafio, Tesis de Maestria
). Esie dato suginid que el fenotipo Nir no se debe a acumulacidn intracelular de
glutamina ni a la ausencia de la actividad enzimdtica de GOGAT; y planted la posibilidad
de la existencia de un tercer gen hacia abajo de gi{tD, sobre el cual fuera polar la insercién

del fragmento L2 insertado en gitB. Este tercer gen del operdn glr estarfa involucrado en la
regulacién de los sisternas Nrtr.

El unico plismido que complementé a la cepa que lleva el alelo gliB225::Q2 fue el
aislado originalmente, pRSP21, que contiene clonado un fragmento de DNA cromosomal de
8.55 Kb que abarca todo el operdn de GOGAT, la cepa entonces presentd alia actividad de
GOGAT (debido a que el plismido estd en multicopia), fue capaz de crecer en arginina
como unica fuente de nitrégeno (fenotipo Nir*), v fue capaz de desrreprimir la sintesis de
la enzima GS por crecimiento en una fuente de nirégeno limitante (fenotipo Gsd*).

Este dato apoyd la hip6tesis de que en el plismido pRSP21 se encuentran clonados

todos los genes necesarios para complementar todos los fenotipos ocasionados por el alelo
gltB225::Q

13



OBJETIVOS

Tomando en cuenta los datos mencionados en la seccién anterior, se planteé la
hipétesis de que los genes que codifican para la enzima GOGAT se encuentran formando
un operén con un tercer gen de caracter regulatorio necesario para la induccién de los
sistemas Ntr. El objetivo general del trabajo es conocer la organizacién estructural y

fisiol6gica del operdn propuesto, asf{ como su participacién en la regulacién de los sistemas
Ntr.

Los objetivos particulares son:

1. Demostrar la existencia de un gen cuya expresién es necesaria para la induccién de los
sistermas Ntr.

2. Demostrar que los genes que codifican para la enzima GOGAT se encuentran formando
un operén con el tercer gen involucrado con la regulacién Nu.

3. Aislar mutaciones en el gen regulatorio y caracterizar su fenotipo.

4. Aislar y caracterizar mutaciones en el gen ghiD.

14
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A 2,0-kilobase DNA fragment carrying amtibiotic resistance markers was inserted into the g gene of

Escherichia coli previously cloned in a multicopy plasmid. Replacement of t

gitB225::) mutation led to cells unable to sy nth

and small (g{t12) subunits of glutamate

nth:

ze glutamate synthase,
sources, or derepress their glutamine synthetase. The ¢

and a regulatory peptide (QUF

chromusomul gt~ gene by the
z¢ growth rate-limiting nitrogen
aperon encoding the large (glhiB)

uti!
stence of a ghlBDE

'y Fy at 69 min of the E. coli linkage
map was deduced from complementation analysis. A plasmid carrying the entire gtBY DY F* operon

complemented cells for all three of the mutant phenoty pes associated with the polar glil3

chromosome. By contrast, plasmids carrying gltB ™+
major tricistronic mRNA molecule
experiments with DNA probes containing single

associated with glel322

Q.

In many microorganisms undergoing nitrogen limitation,
the concerted action of two enzymes, glutamine synthetase
(EC 6.3.1.2) und glutamate synthase (EC 2.6.1.53). leads to
net synthesis of L-glutamate from a-Ketoglutarate and am-
monia. In enteric bacteria, another enzyme. glutamate de-
hydrogenase (EC 1.1.1.1) also functions in the biosynthesis
of rt-glutumate by cutalyzing the reductive
a-ketoplutarate with ammonia, Loss of both giutamate de-
hydrogenase and glutamate synthase. but not cither enzyme
alone, renders the cells auxotrophic tor glutamate (3).

Glutamate synthase of Escherichia coli catalyzes the
formation of two glutamate molecules from glutamine and

toglutarate. The £, coli enzyme is composed of four
dimers, cach dimer consisting of two different subunits with
mojecular masses of 135 and 53 Kilodalions (204, 24). In
Salmonclla 1yphinueritan, the structural genes for the large
and small glutamate synthase subunits huve been termed
gt und glrD | respectively: both genes are contiguous and
probably form an operon at 69 min of the linkage map (18).
In E. coli. two genes appurently analogous to and having the
sume genetic organization as el and gledd of S, avpliimu-
ritem have been cloned (12,0 17). o8B mutations aflecting
biosynthesis of glutamate synthase in £, coli simultuncously
impose the Nir™ phenotype (26) on the cells, fe., the
inability to utilize substrates such as arginine or proline,
whose degradation vields cither NH or glutamate. ghfd
cells also display the Gsd ™ phenotype, which is the inability
of the cells to derepress glutamine synthetase when they are
cultured on glutamine., an N-limiting amino acid that sup-
ports sustained growth (8. 19). A relationship between
plutamate synthase biosynthesis and the Nir network s
further suggested by the finding thut the Nur”™

£'t3 mutants can be suppressed by mutations in glnl. GurB)

€19, 261 which result in a high concentration of glutamine

synthetase regardless of the nitrogen source of the medium
(GInC phenotype).
In this work, we

estublished the existence in E. coli of a

* Corresponding author.

amination of”

phenotype of

only complemented cells for glutamate
was detected  from

s of the opero
as the gltF product, the lick of which was responsible for the inabi
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12 mutation m the
nthase ac
{RNA blot) DNA-RNA hybridization
A 30,200-dalton polypeptide was identified

» of cells to use nitrogen-timiting sources

Northern

st BDF operon comprising genes coding for the large (glrf3)
and small (gfef2) glutamate syathase subunits and @ third

downstream gene, glrF . the product of which appears to be
involved in Nir regulation.

MATERIALS AND METHODS

Bacteria and buacteriophage \lr.nns. All of the bacterial
strains used were derivistives off FL coli K12, except RR1,
which is an . coli K-12-B h\hrld (Table 1), Strain PA3J0
carries a AelBDF mutation in addition 1o an unmapped
mutation that aftects the level of expression of the wild- -lype
et BDF operon, as in plasmid pRSP21, when introduced into
PPA3I0 cells by transformation. A strain carrying only the
detetion was obtained by transducing the argGG37 derivative
MXNYT71 with Pl propagated on PA30, Among are(G ' trans-
ductants unable 1o make glutamate synthase activity, one
wis isolfated  and  termed MXOUSS.  Inheritunce off the
AletBDF) mutation by this strain was contirmed by colony
hybridization with pl.nnnd pGOP3 or pRSP21 (which con-
tain ¢t and g BDEF genes, respectively, see Fig, 1) as a
probe. rpoN7307 RS was tormerly Known as gefnf573::°1TnS (9).

Culture medin. Compicx LB broth and NN minimal me-
dium have been previously described (11). The additions to
NN d(inal concentriations) were .29 glucose as the carbon
source and 15 mMzM NH,CHtor N eacess medium or 1 mg of
L-glutimine per mi for N-limiting medium. Other nutritional
requirements were satistied by adding the filter-sterilized
compounds ul predetermined concentrations (1), The final
concentrations of antubiotios were as follows: kKunamycin, 30
g/ spectinomycin, 20 pr/ml: streptomycin, 100 pp/mi:
tetracycline, 10 pg/ml: ampicillin, 100 pg/mi.

Plasmids. All of the plasmids used are shown in Fable 1,
Plasmid DNA was puritied as desceribed by Betlach et al. (5).
The recombinant plasmids constructed were derived from
PBR322 (63, pBRA2T7. or pBR3I2K (31).

L me activity determinations. Glutamine synthetase uc-
tivity was determined by the y-glutamyliransferase assay
(11): specitic activities are expressed as nanomoles of -
glutamy] hydroxamate formed per minute per milligram of
protein at 37°C. Glutamate synthase and glutamate dehydro-
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genuse activities were determined by the methods of Meers
et al. (223 s ific activii

Lowry ¢t al

3. Baciirion
TABLE 1. Bacterinl strains and plasmids

Ex ""::;‘:‘_“‘,“ Relovant genotype or phenoty pe Source of refur
Struiny,

RR1 W20 Uisd R Bad Ny, &

P678-54 ¥ oalee fen this] supl laeY tanA gal miad syt ara el min 21

POIATS POlA2INTY -3

PA3IG ehB3! wadh-1 3. Buchmann

MX61Y Atpro-tacy uulb itv-680 1hi-1 3

MXRaB rpaN73 ‘)

MX971 Same as \1\1\14 but areGGi37

MX1172 Sume i MX613 buy edh-f Thl\ work

MX1176 Same as MX614 but gwdh-{ ghBZJS 81 This work

MX1178 Same as MX614 but gird2 This work
Plasmids

PRSP0 2 HT DT FT derivative of Catll 2

PRSP eIt DT ET Cm' derivative of pRSPD This work

pGOPL L3 el 3p BRI oftF 7 Ap' T derivinive of pRSP20 12

pGOP3 LB TS derivative of pBR3IX7 12

pGOLY DS Ap' dert ive of pBRA2Y 12

PGOP3:Q wlB225::41 T Spet Spmd derivative of pGOP3

PGOG1L ®IUFET Ap' derivative of pGOPY

pGOG2 Sume us pGOGE bul w4 Ap' Spe’ Swy*

pGOG3 2T TS derivative of plR3I22

This work
This work
Thin work
This wark

1 specific activities are expressed as nanomoles of
MNADPH oxidized per minute per milligram ot protein at
room tempernature. Protein was measured by the method of
dard.

(16}, with bovine serum albumin as the stan-
Reagents. Enzymes were oblained from P-L Biochemi-
cals, Inc. (St Goar. Federal Republic of Germuany), Aming
acids. vitumins, and antibiotics were from Stgma Chemical
Co. (St Louis. Mod. Rudiochemicals were from Amersham
Corp. (Arlington Heights, 113 LB modium ingredients were
from Difco Laborutories (Detroit, Mich), uad other reagents
were of analytical pricde.

Phenotypic characterization. The pleivtropic Nir pheno-
type was scored us cell growth on 0.29¢ L-urginine as the
only nitrogen source (Aut). The ability of cells 1o derepress
their glutamine synthetase under nitrogen-limiting  condi-
tions of prowth (Gsd) is another Nir-ussociated phenotype
13, 14, 29). Thus, the specific wctivity of glutamine synthe-
tase of cells prown with L-ghstamine
source is u quantitative

~ lhe sofe nitrogen
measure of the Nir function. ‘the
enzyme mude under this condition is fully active hilosynthet-
jcally. t.o.. unadenylyviated. 1o fuact, glutamine synthetuse
dxruprg sion s more sensitive 1o low levels of the general
Wir activittor NR{ thun are other Ntr-assochated phenotypes,
such as Aut (27). Certiin E. coli mutants, for instance. may
weakly derepress their glutamine synthetase, ctearly indicat-
ing Nir functionality. yet insufficient 1o miatke them Aut® (sce
Tuble 2).
Thraughout this paper. @ distinction between the Gsd and
MNtr phenotypes is kept only for the cventuality that an
additional regulatory factor

e,

the pird praduct {sce
Results und Discusston}y could directly derepross glutamine
synthetuse without activaling the entire Ntr system
Genetic and ¢

DNA pr dures. Prepuration of
Pl virA fysides and trunsduction protocols were as described
by Miller (23). £.
as described by Cohen et ul.

coli cells were prepared for transformation
(10).
For construction of the phfi225::Q insertion. plasmid
2). whi c

PGOP3 (12). which contuins the con;;ﬂu\_ el gence for the

large glutamate syanthasce subunit (Fig.
Bell site, which interrupts this gen

1. was eut at the

at 1.3 Kilobuses from its

5" end. Onthe other hand. DNA of plismid pHPAS 28 was

digested with enzyme Bamtll, which generates two frag-

ments of 2.3 and 2.0 Kilobases. The O-kitobuse DNA

resistunee o streplomycin and spectinomycin (8Sm' Sn

addition 1o truasceription and  transiation
quences (28, 0

S -kt "
fragment has been shown to contain the gene which confers
pGOP3 previousiy tin

Y. in
arized with

mixture was used to transform RR1 \S\V(INPLan\ celis (Fable

terminulion se-
This so-catled O fragment was ligated to
sty linearize Baltt

and the ligation
1) Scicction was performed on LB plites supplumented with
streptomycin, The Sm® colonies that appearcd upon incuba-
tion were tested for the .\\_gompunymg Spe’ and Te' pheno-
types. Restriction eazyme mapping of one of the resalting
plasmids confirmed the insert at the Bgefil site of pGOP3,
thus intecrupting i within the 3 hatt of the gene.

To subclone the gl gene, plasmid pGOPT (131 Figl 1) was
digested with Srrral, and Hamitl linkers were added. After
Bam3l digestion, the i was Hoated and used o
transtorm 2 i RRY cellsy selection was done for Ap (Te™)
to allow for rectreuluarization feam the Bamiil site in pBR32Y
1o the Smal site (o which Bambil linkees had been added) in
pGOPL without interruplion of glrf

mixture

CAPR TS
were sereenued {or the presence of the desired plasmid by
restriction enzyme analysis, 7
(

ransformants
he resutiunt plasmid, pGOGY

. 1), contained o LR-Kilobuse chromosomal frugment

nnmx.dmh.\) downstream ot wledd,

o construat the

Q17 ¥

Q insertion, pltusmid pGOGY was
cut at the Hind11l site that interoupts gfrF (FigL 1) and tigated
with the ) DNA tragment carcying Flinditl ends,
Tgation mixture was us x ¥

with sclection for Ap' Sm

2 The
sd 1o transtorm RR1 competeat cetls
Sm' Spdt iransformunts. Restriction
cnzyme mapping of the resultant plasmid. pGOG2, con-
firmed that the 1 frugment was inserted 4t the unique
Eind1 site.
With the purposc of constructing & plasmid in which uitF
wis trunseribed from the anti-rer promoter of pRRAIL, wa
subcloned the chromosomal frugment of pRSPO (12

Fig. 1)
from itk second EcoRl site immedistely downstream of ghrld
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1 Kb . - -
PRSP 20 Cotgl'™m 31 Se L5 SR8 3P 3
U B'O'F " ¥ o
QuETOF wo g
R
RSP21Cm® .
pu B dF e
WECF @O quF
PGOPIAS T G 2 1
a8 guE" - Y (]
) PeCm
SR

pooL2 af T8 x y
qu o ‘m gho  gue’

pGOP3 AT TS —

d18* [T1)
pGOGH Ag T N -
ane’ ‘pBR328 [T
pGOG2 AS Sed* St X A
gz A ; /N

oo
pGOG 3 Te" —_
Qe E* PBR3I2ZZ R__ gnE

“Reviayes®

FIG. 1. Schematic representation of the plasmids used. The
arrowheads indicate direction of transcription. Vector DNA is not
drawn 10 scale. Only relevant restriction enzyme sites iare shown in
PRSP0 (12). pRSP21, und pGOP1. Abbreviations: B, Bamiil: Bp,
Belil: H, Hindl11: P, P51 R EcoRL S, Smal. 1a plasmid pGOP1,
the small EcoRI fragment that mukes up the gfrf2 ' end was
substituted by FooRl-linearized pBRAZR (123, In pGOG2, the
fragment (Spc” Sm) was inserted at the Hindll site. Relevant
vehicle promoters (P Cm and P unti-tery and their direction of
transcription are indicated (32) uperscripts R oand 5
resistance and scasitivity., cotively, to the antibiotic
symbols, as in ‘el and ¢l F7, indicate discontinuit hi and 3
ends, respectively. In pGOL.2, only wftD is complete o carboxy
terminus of ¢/IF wus deleted during the construction of this plasmid.

Symbols: —, chromosomal DNA L
DNA,

indicute
Prime

I, coding regions: mem . vedctor

up 10 the Ps1l site of the vector. This frugment of approxi-
mately 2.8 Kilobases was cloned into plusmid pBR322 previ-
ously digested with EcoRI and Psrl. Transtormation of RR1
competent celis led to Te™ (Ap™) clones carrying plasmid
pPGOG3 in which glifF is transcribed from the anti-ref pro-
moter.

Northern (RNA) blot RNA-DNA hybridizations. Totul cel-
lular RNA was isolated as described by Aiba et al. (2y.
Agarose gels containing 2.2 M formauldehyde were preparcd.
and the RNA preparations were clectrophoresed as de-
scribed before (20). except that T mM NuHPO, and 1 mM
KH.PO, were added to all of the buffers (pH 6.0). Gel
transfers and nitrocellulose tilter hybridizations were carried
out as described before (33).

Polypeptide synthesis by minicells. Minicells were purified.
by three sequential sucrose gradient centrifugations (21),

2RO OPERON OF £, COLI ®23

from strain P678-34 (Tuble 1) previousty transformed with
the different plasmids. The minicells were suspended in
methionine assay medium (Difco) and incubated with **S-
labeled L-methionine (50 wCirmb for 30 min at 37°C with
shaking. Radioactively labeled minicells were centrifuged
and suspended in 50 il of sumple butfer (1077 glycerol, 2.3%¢
sodium dodecy! sulfute, 0.625 M Tris |pH 6.8]. 5 B
mercaptoethanol) and boiled trom 2 10 4 min before 25-pl
samples were subjected 10 electrophoresis on sodium Jdode-
cyl sulfate-polyacrylumide gels.

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of the

£0B3225::2 mutation. The gt
B225::Q2 insertion was constructed as described in Materials
and Methods. We induced homologous recombination of the
2ltB225::Q1 allele into the chromosome by transtorming o
POIA(TS) strain with plasmid pGOP3 (¢h8225::(1) at 30°C.
Since this strain bears a temperature-sensitive DNA poly-
merase 1, it is unable 1o replicate ColEl-type plasmids at
42°C (15). After 5 h at 42°C. the cell suspension was spread
on LB-streptomycin-spectinomycin plites. lndependent col-
onies that appeared upon incubation at 37°C were screened
for tetracycline sensitivity. Of 800 colonies tested. 2 had the
desired Te™ Sm® Spe’ phenotype. Pl viraA was propagated on
one of these strains. and the resulting lysate was used w
transduce strain MX1172 (wdh-1) 1o Sm” and Spc'. P1 virA
grown on one of the transductants, MN1176. was then used
o transduce strains MX61d4 (wild typo), MXSBIR (rpoN73:
TSy, MXY7Y areGG37 . and MX1172 (gddh-1) 10 Sm' and Spe’
(Table 1). Counterselection wias done for Aut Km' Gin™ .
Arg' Aut” . and Glt7, respectively. The results showed
elti22 ) couransduction  with arg(G3t 2070y and
rpoN73 NS (Y374 but not with gdh-7.

To check whether the recombined chromosomal mutation
was the same as that in plasmid pGOP3 . DNA-DNA hybrid-
ization was carricd out with pGOP2R DNA s the praobe. The
results contirmed that homologous recombination had oc-
curred in the transductants (data nat shown,

Transcription of ghBDF as an operon. Bulk RNAsS from
four different strains were puriticd trom cultures grown on
cithier 15 mM N, Clor 0.29 glutamate as the sole nitrogen
source. The scarch for ghrBDF-specitic mMRNA transaripts
was carfied out with three different hybridization probes: o
1.8-kilobuse ffindlll-oB internal fragment. a 0.6-Kilobase
FcoR1I DNA fragment correspondis

and a 0. 35-Kilobase Hind111-Bamil fragment downstream of

DD which includes part of glrF but is devoid of g8 and
el ) sequences (Fig. 2).

A mujor large wransaript of approsimately 7.5 Kilobases
was detected from MX614 or MXNO61UPRSP21) cells with
cach of the three probes tested. The transcript is 1.5 Kkilo-
bases longer than the size expected tor a elrB-glrl) mRNA,
and so it carries enough RNA to encode synthesis of a small
el F polypeptide. No such transcript was detected with any
of the probes in the 1otal RNA purified from cither MX1176
(2l B225::€) gdh-1) or PA3ZIO (AcliBDY.

Whether other mRNA bands in the gels correspond to
transcripts of cither one or two genes of the operon or to
degradation products of the three gene mRNAS requires
more careful examination.

Our results also indicate that synthesis of the 7.5-Kilobase
RNA is repressed by glutamate when this is used as the sole
nitrogen source in the growth medium (compare lunes G and
N of Fig. 2). in agreement with the previously observed
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RNAS (10 pg) from the strains indi
RNA puriticd from strain MX613(pRSP2D)
“)_mn hybridizcd with probe

e M -
Northern blot RNA-DN A experiments. Cultures from swhich total R\:‘\> were purified are indi wd as having N
containing 15 mM NH, Ch or G (0.277 L-glutamate) as the sole nitrogen source. N cultures of strain PA3A0 also carried 0,02
satisfy the rcquircmem of the strain. i

-"

(mlmm.ll medium

Ce L-glutamute 10
A) Schematic representition of the el region from which probes A, B. and C were purificd. (B) Total
ted were blotted ind hybridized with probes A, B, and C. Lanes labeled pRSP21 contain 10 pg of total
SP21. When total RNA puriticd trom strain MX6IHpRSP2H wus used, the lane was heavily laubeled
since the buckground rudiouctivity wis progressively diminished as the more downstream probes were used

this implies specitic 37 to §° degradation. Closed arrowheuds indicate the migration of 168 rRNA (3,000 nucleotides). Open arrow heads show
a large transcript of 7.500 nucieotides or more detected with all probes

repression of glutamate synthase by glutumate (7. 30). The
mechanism underlying this effect of glutamate is unknown
but appears to be unrelated to its action as a nitrogen-limiting
growth source. Glutumine. swhich also acts as a nitrogen-
limiting source for coli, dous not

synthase synthesis (Table 23,

1dentification of the gltF polypeptide product, The transla-

repress  glulamate

TABLE 2. Enzyme activities and
Growth

henoty pe
Strain (plasmid) and L Lk

growth phenotypes of £

tion products of the gfr region were characterized in the
minicell system. In addition to the large and small subunits
of glutamate synthase, the polypeptide products of the gitB
und glrD genes (12, 24), respectively. we identified the glt#
product as a 30.200-dalton polypeptide (Fig. 3) not present in
minicells carrying either lh-. control plasmid pBR329 (Fig. 3,
lane 2) or pGOG2 (elrk 1240 .3 lane 7). Synthesis of the

- coli strainse

relevant genotype

Specith

sclivity of:

G Glutamate synthiase Clutamate dehydrogenase Ghaamine synthetase
Tt Nir
N limiting N ercess N linting N excess N limiting N excess

MX614 wild type + + 71 67 205 206 1.030 128
PA3II0 pdh-1 AhtBDF - o] 0 Q () 307 280
MX98R Aglll!I)F - - 0 O 261 185 200 128
MX1172 pdh-4 - “+ 79 72 0 o 1.100 120
MX1176 gdh-1 ,:1:132:5 (0 - - o 0 o 0 390 330
MXI178 phiB225:: + - o Q 282 214 190 100
MX61UPpRSP2Y, L'IIB DT F- + -+ 781 751 ND 229 745 150
MXMORBPRSPY) ghiB" D™ F~ + + 784 ND 121 ND 1.117 160
MX1176pRSP2YY cUB™ D™ F™ + - 575 607 o 0 731 210
MXNT76(pGOPY) eltB° eliF ™ + + 18 16 ND ND ND ND
MXWNIRPGOPLY wli8~ phiF ™ + -+ 1s 18 188 229 270 180
MXIRR(PGOP3) cliB” -+ - [\) 0 141 ND 360 130
MXNT6(pGOPY) vlili” + - 37 54 o o 320 200
MX1178pGOP3Y seieht ™ - - 3 34 332 1734 690 258
MXIRSUPpGOLD) cltD” - - 0 0 112 ND 170 260
MX1176(pGOL2) w1 - - 0 o 0 ) 450 332
MXMTUPGOGY) wltF™ -+ + 0 Q 278 219 410 110
MXUITSPGOG2) g1 + - 8] 0 253 234 410 150
MX1TRPGOG3) gl f -+ - o 0 234 245 305 130

* Enzyme activities are eapressed as nanomoles of NADPH ovidized per minute per mitligrum of protein at 21°C for glutamate synathase and glutamate
dehydrog: and as uf y-gluta )1h)d &
10 Z2.0 U above the controls without

or without

te formed per nunute per milligram of pratein a1 37°C for glutamine » Blhetase. Zero valuds correspand

for or dehy B!
an NN medium comtaining 6.8 mM L-glutamine on U mM NlLCI as the sole nitrogen source. respectively. Enzyme spud

determinutions, with standard deviations of less than 1592 of the mean, except for glutamate synthase. for which the vatues
und the standard desiations are as high as 909 of the ma

10 utilize 0.277 L-arginine as the sole nitrogen source

LN Olinuting and N cacess indicate growth
¢ activitics are the means of two

fe the means of tive determinations
an. Gt denotes prototrophy € +) or ausotrophy (—) for glutamate. Nir was scored by the sbitity of cells
c. ND. Not determined
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F1G. 3. Autorudiograph of 4 10 1o 15
dodecyl sulfate pradient gel, showing {7
teins encoded by varioos pliasmids
POTR-SUPREP2IY 4
SHpGOGH

& poly sy lanide-sodiam
Simethionine-labeled pru~
anes: 2, PoTR-SUpARAI29N 3L
S.PETR-33pGOGH) 6, BPHTE-
PHTR-5UpGOG B, POTR-S3p a5 (2%
numbers at the left anugin of the Buure indicnte moleeutae mass
markers in Kitodahionas.
indicute

POTR-3HpGOPL)
v T 5

. The

the 2 protein product of 30,200 dultons is
ed by arcowhemds. Lorge and small plutamaste syathase
subunite mde by minicelts containing plasmid pRSE2 vane 3 are
tndicuted by L und 8. respectively,
synthesized by minicelis with pGOEY iy indicated as 8

The wruneated small subunit
s

30.200-dalton polypeptide was more pronounced when the
2ltF gene was transeritred from the cloramphenicol promoter
of pGOPY1 or pGOGL thun when it originated trom the
wild-type promoter as in pRSP21 (compare lanes 3, 4, and 6
of Fig. 3). As expuected. the gltF polypepiide was overpro-
duced from the anti-ter promoter of plasmid pGOGS (32 Fig.
3. lune 5y

The aforementioned biochemical evidence that genes wlel
el and gt F are transceribed in a single mRNA spegies and
the fact thut the pirBR22

O mutation prevents its synthesis,
and thus, transtition of the corresponding pk“\'PLP(ldb nrod-
the

ucts, support the model of o IBDF uperon in I

s colil

Complementation lests. o assessing complomentation of
three phenotypes n

defective strainsy carrying  the
®UB225::00 insertion with plusmids currying all or individual
genes of the glBIDE operon, woe ok into account the
following constderutions. Sirain MX1176 wedhi-7 vl 8225
cannot make either glutamate synthase or glutamate dehy-
dragenase activity und

{1
A conscquentiy. is o ghotiumate auso-
troph (4. This sirsin was adeguiate for lesting plasmid
complementation for glutamate synthase activity
neousty with glutamate prototroph

vy simultae

he plutianate auxotro-
phy of MX1176, however, did not allow testing of comple-
mentation {or the Nir und Gsd phenotypes unless glutamate
was added to the medinm. Plismid compicmentation tor
Mir” and Gsd® wus preferentinlly carried out in strain
MXIITE (Ll B225::{1), which does nol require glutamate for
growth, since this is provided by glutumate dehydrogenase,
The Nir and Gsd phenotypes could then be scored with 15

gtBDF OPERCON OF E. COL? 825
mM NH,Cl (nitrogen excess) or 1 mg of glutamine per mi
{nitrogen limitation) as the sole nitrogen source in the
medium. It is noteworthy that acither glutamate synthase
nor glutamate dehydrogenase appeured o be regutated by
cither nitrogen source (Tahle 2

The three phenotypic defects associuted with the chiromo-
somal 21822520 allele in MNX1176 ar MXIITS cells, i,
luck of ghutamate synthase activity. Nir™ and Gsad ™ L and the
glutamate auxotrophy of MX1176, were o
plasmid pREP2O or pRSPL (Tuble 21, in which the entive gl
region was cloned ia an & i

None

were complemented by
Kilobuse DNA sepment (Fig. 1.
MNone of the plasmids carrving individukl operon gene
however, could complement alt ot the phenotypic defects.
From these results, woe conctude i and
MX1ITE. the ¢lrB225:0:0 insertion ts polir aver the downe
Sircam genes of the uperon, in agreement with previous
evidence on the direction of transcription from gt w i)
12 wad apparentty o wird

thut in MXN11176

Complumentation for glutamate synthase activity was abso
achieved in MX1176 by pGOPI (¢IB ) or pGOPY (w3~
LIF Yy, pRSP2T dirceted 8- 10 9-Told ingreased levels of
glutamite syothase activity over that _of wild-type cells,
whercas pGOPL and pGOPY Jdirecied =

duced tevels,

S-and 1.6-fold re-

respectively (Fable 230 1t is possible thm
MX1176 {(pGOPL celly synthesize hybrid glutumuate syn-
thase molecules that contain the narmat lurge enzyme sub-
unit associated with either the truncated J0-kitodatton small
subunit cncoded by pGOPL (Fig. 1) or the wild-type smatl
subunit encoded by the chiromosomat @lii) gene
relative o s

Ak =, I so. the
amounts of these twa motecutes muay account for the
fower glutamate synthase activity of MX117apGOPL) than
MNXINT6ipGOP3Y,

The nearty wild-ts pe level of glutamate syathase made by
this tast strain su

SEs same expression of the chromosomal
eleld geae despite the ¢lrB225:4) sertton. This is in agrees
ment wih Garei

rrutio ot oule (12,
transeription fram its own promoter,
A previous supgestion
exchbmvively

alternativ

who suggested gD

of
due to

plutiimate synthuse activity
the large enzyme subunit (18 as an
explanution  for  thin  cungyme activity o
MXIL76(pGOPY) or MX1ITS(pGOP3 probably does not
4pply. since pGOPR was unable to expross this enzyme in
WINGES (Al B cells CTable ).
tavelvement of the gt product in the acti
™e system s suggestad by
Wwiss cloned in two

ation of the

¥y oseverul dines of evidence., ple¥

different plasmids, pGOGT and pGOG3

Even though eird is trunscribed from ithe chlorumphenicol
promuoter of pBRIZN §

¥ in pOOGY and from the anti-ter pro-
moter of pBR3I2T in pGOG3. both plasmids complemented
MXNIITS (o B2235::00) cells ta N

In these cells, Nur”

absen

but not Gsd*
of glutamute syvnth

E Yuble 2)
complemuentation ok place in the
3 1 u result that speaks in favor
of activinion of Nir cither direcidy or indirectly by the gltF
product but not via its possible activation of the gifBDF
operan, For ressons not known, neither pGOPY nor pGOGY
was uble 1o complement MXOSK (AerBDF o NirT . The
inubility of pGOPI teit8 ") to complement the Nir~ pheno-
type O MXIYTO (e 8223::40 celtls (T uble 2 suggesis that, in
these cells, gt cannot he efficienily transeribed as part of &
bicistronic message from a putative ¢f{tf) promoter or from o
promoier of its own

The results of noncomplementation of the Gsd™ pheno-
tvpe of MX1178 by gltf 1
Tauble

from either pGOG1 or pGOGH
2y are tuken as an indication that the glutamate
synthuse molecule or certatn threshotd levels of intracellular
slutamuate, not achicved salely by the biosynthetic action of
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glutamate dehydrogenase, in place of or in addition to the
£l F product. are responsible for Gsd®™ expression
Glutamate has two opposite effects on expression of the
operons coding for glutamate synthase and glutamine syn-
thetase. As previously suggested (7. 30), and confirmed by
us (Fig. 2), glutamate represses glutamate synthase in wild-
type cells. It also completely derepresses glutamine syothe-
tase (30). but this effect is not exerted solely by action as o
nitrogen-limiting source &% in other cases, i.e.. low NH, ",
arginine. or proline, for it docs so in the ofrBDF deletion
strain MX988 tA. V. Osorio and F. Bastarruchea., unpub-
lished data). Apparently. glutamate overcomes the require-
ment for the gl/tF product in the activation of the Nitr system
and satisfies the requirement of a functional ¢rBDF operon
for G»d*. Conscquently. the gltF product. the level of
intracellular glutamate, or both appear to regulite glnAlL
expression by un unknown mechanism,
1t is known that the

Nir svstem is turned on in gliB
mutants undergoing nitrogen limitation by suppressor muta-
tions in ginl. leading to the GInC phenotype (26). ce such
suppression docs not act by restoring glutamate synthase
activity. it may act by bypassing a requirement for the gitF
product. Further experimentation on the possibie roles of
the gltF product und glutamate in expression of zinl and
&lnG or on the functionality of their products scems war-
ranted . particularly in light of recent evidence associating a
specific glnl mutation conferring the GInC phenotype with
loss of the ubility of its w/al. product, NRy, (in the presence
of the ginB product, Py, 10 inactivate tdephosphorylate) the
activated p/nG product NR-P (25).

Experiments in progress are intended o define more
precisely the gene product-phenotype relationships of the
complex gltBDF operon.
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RESULTADOS ADICIONALES

OBTENCION DE CEPAS QUE CONTIENEN LOS GENES HutC DE K. aerogenes

Con el objeto de determinar cuantitativamente la induccién de los sistemas Ntr, se introdujo

por wansduccién a las cepas del laboratorio los genes del operén hur de Klebsiella
aerogenes. Se ha demostrado que los genes del operdn hur de K. aerogenes estan

regulados por la accesibilidad y calidad de la fuente de carbono (represién catabdlica), asi

como por la accesibilidad de nixSégeno. Se han aislado mutaciones en el gen hwrC de

K.aerogenes, que ya no requieren histidina para la induccién de las enzimas del operén

(28) y solamente son sensibles a control por el sistema Nw. En particular, se ha usado

este operdn mutante constitutivo (hurC) de K.aerogenes para la determinacién de actividad
enzimadatica de histidasa como monitor de la funcién Nir tanto en K.aerogenes como en E.
coli (14). En estos sistemas, en condiciones de limitacién de niwégeno, la sintesis de
histidasa se induce 3 veces con respecto a condiciones de exceso de nixdgeno (11, 28, 29,
40). Cepas que contienen mutaciones pleiotrépicas que confieren fenotipo N como son
las que se localizan en ginG, ginF, ginD eic., presentan actividad enzimdtiica de histidasa
equivalente a condiciones de represién, aun cuando los cultivos estdn limitados de nioé-

geno (4, 11). La estrategia para introducir estos genes estd descrita en la seccién de
Material y Méwodos.

OBTENCION DE I.AS MUTACIONES gltDI1::MudlIPR13 Y ghtF1::Q

En la seccién de Material y Métodos se encuentra descrito el aislamiento en pldsmidos de
los alelos girD::MudlIPR13 y glrtF1::Q2, asi como el método utilizado para realizar la
recombinacién homéloga de estos alelos con el cromosoma. La recombinacién del alelo
gltB225::Q) se describié en el articulo.

La insercién del Fago MudIIPR13 (45) ocasioné una fusién waduccional del gen lacZ con
la regién amino-terminal de gltD

23



Se realizé un experimento de hibridizacién de DNA-DNA tipo Southern para verificar
que las mutaciones,inicialmente aisladas en pldsmido, s¢ wansfirieron sin cambio alguno al
cromosoma de cada receptora; (datos no mostrados) €l mapa de la regién cromosomal de la
cepa silvestre comparada con las tres mnutantes por insercién aisladas se encuentra esquema-
tizado en la Figura 1; el mapa de los pldsmidos constmruidos que no se incluyen en el

articulo se encuentran esquemnatizados en la Figura 2, y descritos en la Tabla 2.
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TABLA 1. Cepas bacterianas utilizadas

CEPA GENOTIPO O FENOTIPO RELEVANTE

REFERENCIA

MX614 A (ac-pro) ilv-680 thi-1 5N
MX1172 igual que MX614 pero gdhl (14
MxX1178 igual que MX614 pero gltB225::Q2 (14)
MX1179 igual que MX614 pero gltF1::Q Este trabajo
MX2099 igual que MX1172 pero pron (lacU) Este wabajo
MX3000 igual que MX2099 pero ilv* Este trabajo
MX3001 igual que MX3000 pero HutC',,, Este trabajo
MX3002 igual que MX3001 pero gltB225::Q Este trabajo
MX3003 igual que MX3001 pero gltF1::Q2 Este trabajo
MX3004 igual que MX3001 pero glhtD::Mudll Este wabajo
MX3005 igual que MX3002 pero gdh* Este trabajo
MX3006 igual que MX3002 pero gltD::Mudll Este trabajo
RR1 hsd-20 (hsdR hsdM )y (¢:))]
PA340 NghtBDF) gdhl B. Bachmann
PolAts polA214 (Ts) (25)
YMC10 allacU169) hutCy,,. (15)
MBB820(Mu*) araD139pa (araCOIBA-leu)7679 12)

AproAB argF-lacIPOZYA)XIIL

rpsL(Sm®) (Mu*)
MC4100 araD 139, p(argF-lac)U169 rpsL159 [CT:5)
(Mucts) (Sm®), relAl flbB5301 (Mucts62)
MC4100 igual que MC4100 (Mucts) pero 45s)
(Mucts) liségena para MudIIPR13
(MudIIPR13)
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TABLA 2. Pldsmidos y Bacteriéfagos utilizados

PLASMIDOS - . ENOTIPO O FENOTIPO RELEVANTE 'RERERENCIA -
- pRSP21 TgtB*D*F*. Cm* @2
pRSP22 v ghtBrilacZ ghtD*F* Cm® Este trabajo
pRSP23 . CgliB*DYN’gltF’) Cm® Este trabajo
pRSP24 . otB*DF1::€  Cm® Este trabajo
CpDFLL L ghtD*gtF* Ap® Este trabajo
pGOL1 S *gltBghiD* Ap® @22)
pGOL1::Mu gD :"MudlIPR13gltF* Cm® Ap? - Este trabajo
pGOL2 ' gltD* derivado de pBR327 Ap® @2)
pGOP1 gltB*ghiD::pBR328gltF~ Ap® Tc* 22)
pGOP3 gitB* derivado pBR327 TcRF 22)
pGOG3 gltF* derivado de pBR322 Tc® 14)
puUC19 lacZ*laci* Ap® 56)
pMC1871 *lacZ (comienza en el 8° codén) TcR 13)
pRK2013 incP mob* Kan® (18)
FAGOS
Muc*
Mucts62
MudIIPR13 lac’ZYA CmR® 45)
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FIGURA 1i:

Estructura de la region cromosomal glt de diferentes cepas
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CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LLAS CEPAS MUTANTES EN 1.LA REGION GLT
Inicialmente se determinaron las actividades enzimdticas de histdasa, GOGAT, y B-

galactosidasa de cada una de las cepas mutantes en la regién cromosomal glr. Los
resultados se encuentran en la Tabla 3, estos experimentos se realizaron en cultivos

limitados de niomégeno (IN-1imit) por crecimiento en glutamina como fuente de nirdgeno;

con el objeto de observar condiciones de induccién de los genes del oper6n hur. Como se
observa en esta Tabla, todas las cepas que contienen mutaciones en alguno de los genecs
del operdn glitBDF fueron incapaces de inducir la sintesis de histidasa en respuesta a
limitacién de nitrégeno. Las mutantes presentaron de un 10%-35% de la actividad de esta

enzima comparada con la cepa silvestre, independientemente de si llevan o no el gen gdhA
silvestre.

Como se espera, mutaciones en glitB o en gltD no tuvieron actividad de
GOGAT detectable.

En el caso de la mutacién glitF1::$2, la cepa presentd una actividad de
GOGAT comparable a la de la silvestre en estas condiciones. Solamente la cepa MX3004,
y su derivada la MX3006 (g{tB225::2 gltD::MudlIPR13), que llevan la fusién (a nivel del
octavo coddn de la proteina) del gen lacZ con el amino terminal de gltD presentaron
actividad de B-galactosidasa. La cepa MX3004 tuvo actividad de esta enzima elevada en

condiciones de limitaciéon de nioégeno; esta actividad se rerimié aproximadamente unas 4

veces por crecimiento en glutamato como fuente de nitrégeno. La cepa MX3006 presentd
actividad detectable de B-galactosidasa (alrededor de 45% de la cepa padre MX3004) a

pesar de llevar la insercién polar del fragmento L2 en ghtB; lo que indica que gltD se puede
transcribir de un promotor diferente del de gitB.
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’I‘ABLA 3: Acuv:dades enzimdticas de histidasa, GOGAT y B-galactosidasa de dxferentes
mutantes en el operén gliBDF.

. HISTIDASA GOGAT - B-galactosidasa HISTIDASA
CEPA GENOTIPO N-limit N-limit . - N-limit Glt Mut/Silv

MX3001 Silv.hurC*allac) 92 99 - . N.D. N.D. 1

MX3002 gliB225:Q2 25 N.D. N.D. N.D. 027
MX3003 ghtFl:Q 35 108 N.D. N.D. 0.38
MX3004 gltD::MudIIPR13 11 N.D. 196 59 0.12
MX3005 gliB::Q gdh 22 N.D. N.D. N.D. 0.23
MX3006 ghtB::Q ghtD::Mu <10 N.D. 46 23 0.1

Las actividades estan expresadas en nmol. de producto formado por min por mg de
proteina.

N-limit significa crecimiento en L-glutamina (Img/ml) como fuente de nimégeno.
glt significa crecimiento en L-glutamato (0.29) como fuente de nitrégeno.

N.D. significa actividad no detectable.

Los valores mostrados son la media de al menos tres determinaciones
estandard es del 30% para GOGAT y de 25% para histidasa. La relacién entre el valor
de la silveswe y las mutantes se conserva en todos los experimentos realizados.

La desviacién

COMPLEMENTACION DEL ALELO girB225::Q2 CON DIFERENTES PLASMIDOS

Posteriormente se hicieron complementaciones de la cepa que contiene la mutacién

gliB225::Q2 con varios pldsmidos que contienen distintas partes de la regién cromosomal glr.
Los datos se muestran en la Tabla 4:’ '
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TABLA 4. Actividades enzlméncas de hlsudasa Yy GOGAT ‘de la cepa g113225 Bel
complementada .con dxfercntcs plésmxdos. B

ACTIVIDAD ENZIMATICA

HISTIDASA
SLIE < en. N-limit
CEPA GENOTIPO  N-limit N-exces Mut/Silv.
MX3001 Silv. hurC* 99 38 1
MX3002 gliB225::Q 28 S 0.28
MX3002/pRSP21  gltB*D*F* 123 27 » 6 124
MX3002/pGOP3  gliB” a7 35 5T 52 0.47
MX3002/pGOL2 gitD* <10 <107 "ND. ND. ‘0.1
MX3002/pGOG3  gltF* <10 <0 _N’.ny . ND. 01
MX3002/pGOP1 gUtB*DF* 37 45 40 41 0.37
MX3002/pRSP23  ghtB*D*F 53 27 1038 1095 0.53
MX3002/pDF1 gD F* 89 N.D. ' 0.9
Las actividades estan expresadas en nmol. de producto formado por min por mg
de proteina.

N.D. significa actividad no detectable.

Las actividades especificas son el promedio de al menos tres
determinaciones con desviaciones estandard de 30% para GOGAT y de
un 25% para histidasa.

La relacidén de actividad entre la silvestre y las mutantes se conserva
en todos los experimentos realizados.

Como se observa en la Tabla 4, la cepa MX3002 no present6 actividad de GOGAT
detectable y no indujo la sintesis de histidasa por crecimiento en limitacién de niwégeno
como ya se habia mostrado en la Tabla 3. Cuando a esta cepa se le transformdé con el

pldsmido que contiene toda la regién glr silvestre (pRSP21, Tabla 2), se restablecié el
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fenotipo Nu*, es decir, indujo y reprimié la sintesis de histidasa por limitacién y exceso de
nitrégeno respectivamente. La actividad de GOGAT se encontré muy elevada en ambos
cultivos posiblemente porque el plismido pRSP21 se encuentra en multicopia (14). La
complementacién de la cepa MX3002 con el plasmido pGOP3 (g/rB*) mosiré un dato inte-
resante: ésta cepa presenté aproximadamente la mitad de la actividad de GOGAT de la
cepa silvesture, lo que indica que gltD se puede tanscribir independientemente de gltB;
ademds se conservé el fenotipo Ntr de la cepa sin pldsmido ya que presenté una actividad
de histidasa de menos de la mitad que la silvestre. Esto muestra de una manera cuan-
titativa el dato ya reportado (14) en el que se observaba polaridad de la insercion gltB225-
::Q2 sobre gItF y que se requeria la transcripcién elevada de éste gen para complementar el
fenotipo de crecimiento Aut’. La complementacién con el pldsmido que solamente lleva
ghtD* (pGOL?2), no presentd actividad ni de GOGAT ni de histidasa como se esperaba
puesto que esta cepa no tiene forma de sintetizar la subunidad pesada de GOGAT, y la
insercién cromosomal resulta polar sobre los genes que se encuentran hacia abajo.

Cuando se hizo la complementacién de esta cepa con el plismido que contiene gltF
(pGOG3), claramente no hubo complementacién para GOGAT, y sorprendentemente
tampoco la hubo para induccién de histidasa. El pldsmido pGOP1 (g/rB*D°F*) ocasioné un
fenotipo similar en la cepa que lleva el alelo gltB225::Q2; es decir que presenté actividad
detectable de GOGAT pero no indujo la sintesis de histidasa en condiciones de limitacién
de nitrégeno. El plasmido que lleva una delecién de 193 pb denwo del gen gltF (pRSP-
23), si bien presenté una actividad de GOGAT muy alta (efecto multicopia) tampoco
mostré niveles de induccién de histidasa. Solamente el plismido pDF1 que codifica para
gitD*F* fue capaz de complementar para el fenotipo Hut® aun en ausencia de actividad de
GOGAT puesto que esta cepa no tiene el alelo silvestre g/itB*. Estos datos indican que
para que haya complementacién total del fenotipo Nu* se requiere una transcripcién
elevada de los genes g/rD*F* desde el promotor de gltB y que la insercién del fragmento Q
en glitB es polar sobre la transcripcién de los genes gitDF; y por lo tanto no se alcanzan

niveles suficientes de los productos de estos genes para inducir los sistemas Nir.
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COMPLEMENTACION DEL ALELO gitfF1:Q2 CON DIFERENTES PLASMIDOS

Los datos de complementacién de la cepa MX3003 que contiene-el alelo gltF1::Q se
encuentran descritos en la Tabla 5

TABLA 5: Actividad enzimdtica de histidasa y GOGAT de la cepa que llcva el alelo

gliF::QQ complementada con diferentes pldsmidos.

ACTIVIDAD ENZIMATICA

HISTIDASA  GOGAT  HISTIDASA

CEPA GENOTIPO  N-limit  N-limit Mut./Silv.
MX3001 Silv. hurC* 8s 105 1
MX3003 gltF1:Q 35 86 041
MX3003/pGOG3  gltF* 80 118 - 0.9'4” ‘
MX3003/pGOP1  gltB*D'F* 81 105 - 0os
MX3003/pRSP21  giB*D*F* 110 853 » 1 29
MX3003/pRSP23  gliB*D*F- 25 817 0:29

Las actividades estan expresadas en nmol. de producto
formado por min. por mg. de proteina.

N.D. significa actividad no detectable.

N-limit. significa crecimiento en glutamina 6.7mM como
dnica fuente de niudégeno.

Los valores mostrados son la media de al menos wes deter-
minaciones. La desviacién estandard es del 30% para GOGAT
y hasta de 45% para histidasa La relacién entre el valor

de la silvestre y las mutantes se conservan en todos los
experimentos.

Como se observa en esta Tabla, la cepa MX3003 fue incapaz de inducir la sfntesis de

histidasa en condiciones de limitacién de niwégeno; la actividad de GQGAT que presentd
esta cepa es igual a los niveles de la silvestre.
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En este caso, todos los plismidos que contienen regién gltF silveswre, complementaron
para la induccién de histidasa, icluyendo el plismido pGOP1 (que no lleva el gen gltD");
ya que la mutacién cromosomal estd después de gD, y la transcripcién cromosomal es
suficiente.

El tinico pldsmido que no complementé para el fenotipo Nu* es el pRSP23 que
lleva una delecién del fragmento interno de Sall de gltF. Esto otra vez indica que se

requiere el producto silvestre de este gen para la complementacién del fenotipo Nitr.

COMPLEMENTACION DEL ALELO ghD:MudlIPR13 CON DIFERENTES PLAS-
MIDOS

Se transformé la cepa MX3004 que lleva el alelo g/tD::MudIIPR13 con los pldsmidos
indicadqu}y“éé i:létgfrnina.ron las actividades enzimditicas que se muesman en la Tabla 6.

TABI'_'.'A,'6_. tividades Enziméricas de histidasa, GOGAT y B-galactosidasa de la cepa
gltD::MudlIPR13 complementada con diferentes pldsmidos.

ACTIVIDAD ' - ENZIMATICA

R HISTIDASA GOGAT - B-galactosidasa mS'r'nl)A-strﬂ
CEPA - GENOTIPO  N-limit = Niimit Nelimit - ' Mut/Silv:
MX3001 Silv.uCallacy ~ 92 . 99 ND. 1
MX3004 giD:Mudll 34 ' ND. 196 ‘ 0.36
MX3004/pGOL2  ghD* 39 31 88 . o4z
MX3004/pGOG3  ghtF* 31 N.D. 114 033
MX3004/pRSP21 gliB*DF* 153 753 17 1.66
MX3004/pRSP23 ghiB*D'F- 48 586 99 0.5
MX3004/pRSP24 ghB*D*F::Q 28 1252 84 0.3
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Las actividades estan expresadas en nanomol. de producto forrnado por min. por mg. de
proteina.

N-limit. significa crecimiento en L-glutamina (1 mg/ml) como fuente de nitrogeno
N.D. Significa actividad no detectable

L.os valores mostrados son la media de al menos wres determinaciones. La desviacién
estandard es del 30% para GOGAT y de 25% para histidasa; para B-galactosidasa la

desviacién es menor del 20%.
Los datos presentados en la Tabla 6, muestran que la insercién del fago MudIIPR13,
en el gen gitD, produjo fenotipo Nu” puesto que la sintesis de histidasa no se indujo en

respuesta a limitacién de nixdgeno; esta insercién ocasiond también pérdida de la actividad
de GOGAT; y dado que es una fusién traduccional del gen lacZ con ghtD, presenté

actividad de B-galactosidasa, cuya expresién se reprimié por crecimiento en glutamato como

fuente de nitrégeno (Tabla 3). La complementacién de la cepa que lleva esta fusién con el

pldsmido que lleva el gen gltD* permitié la sintesis de la enzima GOGAT a niveles
detectables aunque mds bajos que la silvestre; sin embargo, la presencia de gltD* solamente

no es suficiente para complementar la induccién de histidasa. La expresién de B-ga-

lactosidasa en condiciones de crecimiento en glutamina, se disminuyd aproximadamente a la
mitad. La cepa MX3004 complementada con pGOG3 (gltF*), no presenté actividad

detectable de GOGAT tal como se espera, y la actividad de B-galactosidasa fue también

aproximadamente la mitad de la que presenté la cepa sin plismido. El plismido pRSP21
(gltB*D*F*) fue capaz de complementar para el fenotipo Nir* y presenté una actividad de

GOGAT caracteristica de cepas que contienen la regidén glr silvestre en multicopia. Con
respecto a la actividad de B-galactosidasa de esta cepa, se vié una represién de aproxima-
damente 10 veces con respecto a la cepa sin pldsmido en cultivos con glutamina como
fuente de nitrégeno.

La transformacién de la cepa con el plidsmido pRSP23 gltB*D*F  resulté en actividad
multicopia de GOGAT, pero no se complementé para induccidén de histidasa; interesante-
mente, este plismido no produjo represién considerable de B-galactosidasa (como sucedid
con pRSP21) en estas condiciones, aunque la expresién se redujo aproximadamente a la
mitad como sucedié con los demds pldsmidos probados. Por idltimo se probé el pldsmido

PRSP24 (gltB*D*gliF1::€2) para determinar las actividades enzimdticas. Como se ve en la
Tabla 6, este plismido también presenté actividad elevada de GOGAT, y se conservé el
fenotipo Ntr' puesto que no hubo induccién de histidasa. En esta cepa tampoco se observé
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una represién marcada de B-galactosidasa (este pldsmido se comporté de manera semejante
a pRSP23); sino que se redujo también aproximadamente a un 45% de la actividad que
presentd la cepa sin pldsmido.
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DISCUSION

La enzima glutamato sintasa (GOGAT) de Escherichia coli cataliza la sintesis de dos

moléculas de giutamato a partir de glutamina y o-cetoglutarato. Estd compuesta por dos
subunidades diferentes codificadas por los genes gltB y gltD (27) que se encuentran

contiguos en el cromosoma, probablemente formando un operdn; estos genes ya se han
clonado (22) en un fragmento de DNA cromosomal de 8.55 Kb aproximadamente.
Anteriormente se habia reportado (42) que mutaciones que abatian la sintesis de GOGAT
conferian también otros dos fenotipos: Nur”, es decir incapacidad de utilizar como fuente de
nitrégeno aminodcidos cuyos productos de degradacién son amonio o glutamato (por
ejemplo arginina o prolina); y el fenotipo Gsd que significa incapacidad de desmreprimir la
sintesis de la enzima glutamino sintetasa (GS) por crecimiento en glutamina, que es una
fuente de nirégeno limitante (10).

En E.coli solamente se habia descrito una mutacién que resultaba en pérdida de la
actividad de GOGAT que es el alelo gltB31 que lleva la cepa PA340 (42), y que posterior-
mente se establecié que esta cepa contiene al menos dos mutaciones, una delecién del

operdn, y una mutacién aparentemente en un regulador positivo de la sintesis de GOGAT
(I.Castafio Tesis de Maestria). Se construyé una cepa que contiene el alelo gltB225:Q2 y,
como se describe en la seccién de Antecedentes y Objetivos de este wabajo,

el estudio de
la complementacién de esta cepa con diferentes pldsmidos, nos permitié observar que es

posible que una cepa tenga niveles de GOGAT parecidos a la cepa silvestre, y que sin
embargo conserve el fenotipo Nir; es decir, que este fenotipo no se debe a la ausencia de
actividad de GOGAT. Este dato planteé la posibilidad de la existencia de otro gen hacia
abajo de gltD cuya expresidn se requiere para la induccién de los sistemas Ntr.

an_forman

ItF
Como se observa en el articulo presentado en esta tesis, los genes gitB y gltD se
encuentran formando un operén con el gen gitF puesto que se detecta un RNA mensajero

de aproximadamente 7.5 Kb que abarca los tres genes del operén. La insercién del
fragmento Q en gltB impide la sintesis de este transcrito lo que apoya la idea de que la
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regién glt se comporta como un operdn. La subclonacién del fragmento cromosomal que

estd hacia abajo de gltD nos permitié identificar el producto de glrF como una proteina de
30.2 Kd aproximadamente; este dato concuerda bastante bien con la estimaciéon de PM

obtenida por los datos de secuencia (26.4 Kd) hechos en el laboratorio del Dr.F. Bolivar.

2. Se requiere de los genes gltD y ghtF para la complementacién de los fenotipos Aut v
Gsd-.

Con respecto a la complementacién de los fenotipos conferidos por la mutacién gltB225::Q,
se observé que solamente el plismido pRSP21(gltBDF*) fue capaz de complementar para
los tres fenotipos que confiere la mutacién, es decir N, Gsd" y GOGAT". Los pldsmidos
pGOG3 (gliF"), pGOG1 (gitFY) y pGOP1 (gliB*D°F*) complementaron a la cepa que lleva
el alelo gltB225::Q2 para el fenotipo Nu*, medido como crecimiento en arginina como fuente
de nitrégeno (Aut), sin embargo, este no es un método cuantitativo ni exacto puesto que
las cepas requieren ciertos aminodcidos, que al agregdrselos al medio pueden permitr cierto
crecimiento que posiblemente nos llevé a considerar falsas positivas, y no necesariamente
indicaba que en estas cepas hay una induccién de las enzimas sujetas a control por Nu.
Como se ve en la Tabla 2 del articulo, cepas que no expresan niveles silvestres de glitD y
gltF no se complementaron para el fenotipo Gsd*, como es el caso de la cepa MX1176
(gltB225::Q0) complementada con cualquiera de los genes del operén por separado: pGOP3,
pGOL2 y pGOG3; solamente el plismido completo pRSP21, que lleva la regién gir
silvestre, complementé para ambos fenotipos Aut® y Gsd*. Por lo tanto, esto permitié
suponer que posiblemente se requiera tanto de la expresiéon de gitD como de gitF en
cantidades elevadas para complementar ¢l fenotipo Gsd* y posiblemente también la
induccién de enzimas Ntr. Estos niveles probablemente no se alcanzan cuando la expresién
es a partir del promotor propuesto para gitD en el caso de la mutacién gltB225::QQ. Cuando
se complements la cepa MX988a(gltBDF), con los plismidos pGOG1 y pGOP1 estos no
complementaron para los fenotipos Nu* y Gsd* ni tampoco para actividad de GOGAT lo
que pareciera apoyar la idea de que se requeria de la presencia de la molécula de gluwa-
mato sintasa, o bien la subunidad ligera (codificada por glitD*) ademds de gitF*, para la
induccién de los sistemas Nwr. En los casos anteriores, la cepa que lleva el alelo gltB225-
::Q2 complementada con pGOPI1, presentd actividad detectable de GOGAT y por lo tanto,
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significa que hay una expresién, aunque disminuida, del gen gltD cromosomal, tal vez por
esta razén esta cepa presentd fenotipo Aut’, sin embargo era posible que no hubiera

induccién real de las enzimas Nim; de hecho, esta cepa no se complementS para el fenotipo
Gsd* (Tabla 2 del articulo, cepa MX1176(pGOP1)). En realidad, la enzima GS estd
también sujeta a control por nimdgeno, y en este sentido es una enzima Ntr, sin embargo,

dado que la regién regulatoria adyacente al gen estructural de esta enzima (ginA) tiene dos
sitios de alta afinidad por el producto de ginG (NR,) (48) que es el activador indispensable
de los sistemas Nir, se ha descrito que se requiéren muy bajas concentraciones de NR, para
activar totalmente la wanscripcién de glndA (40, 41), contrario a lo que sucede para activar
los operones cawabdlicos de arginina, prolina, histidina, etc. en los que se requiere una

elevada cantidad de NR, que solo se alcanza cuando la transcripcidn se inicia en el
promotor fuerie del operén: glnAp, (40, 47, 48).

Es por esta razén que se mantiene una
diferencia enmre los fenotipos Nur y Gsd. Tomando en cuenta estas consideraciones, era

necesario reevaluar el fenotipo Ntr cuantitativamente utilizando la actividad enzimdtica de
histidasa (hutH) de K. aerogenes que ademds lleva la mutacién en el gen huwrC que permite
que la expresiéon de histidasa sea independiente de la induccién por histidina, y solamente
responda a regulacién por nimrégeno (28): una cepa silvestre, presenta actividad de histidasa

3 veces mayor que una cepa que contenga una mutacidén en alguno de los genes invo-
lucrados en la regulacién de los sistemas Nur (40).

3. Mutaciones por insercidén_en cualquiera de los genes del operén ocasiona fepotipo Nu-
Con el objeto de averiguar el papel de gitF en la induccién de los sistemas Nur, se

determiné actividad de histidasa en cepas de E. coli que llevan el operdn huiCy, .-

Se

recombinaron en el cromosoma las mutaciénes ghtF1::QQ y gliD::MudIIPR13, y se determiné
su fenotipo.

En la seccion de Resultados Adicionales de esta tesis, en la Tabla 3, se observa que
las tres mutaciones aisladas en cada uno de los tres genes del oper6n glr ocasionaron un
fenotipo No es decir no indujeron la sfntesis de histidasa por crecimento en una fuente
limitante de nitrégeno como es glutamina; y la diferencia entre las mutantes y la silvestre,
es enwe 3 y 4 veces menos actividad enzimdtica en las mutantes, tal como se habia

reportado (40). Por los datos descritos en el articulo, se sabe que la razén por la cual el
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alelo gltB225::2 confiere el fenotipo N es que la insercién del fragmento Q2 en gitB

resulta polar sobre la transcripcién del resto del operén. La cepa que contiene el alelo

gltD::MudIIPR 13, también fue incapaz de inducir la sintesis de histidasa, en este caso
también puede explicarse porque la insercién del fago MudIIPR13 es polar sobre la
wanscripcién de gitF y/o porque se requiere de una transcripcién silvestre de glitD; a esto
me referiré mds adelante. El hecho de que la cepa MX3003 (gltFI1::Q) también presentd

fenotipo Ntr™ indica que se requiere de la presencia de gltF* para obtener una induccién
adecuada de histidasa.

4. Es necesaria la transcripcién elevada de girD y gltF para la induccién de histidasa

Tanto en el articulo como en los datos presentados en la Tabla 4 se mueswa el

experimento de complementacién por pGOP3 (gltB*) de las cepas que llevan el alelo
gltB225::Q2 (MX1176 y MX3002) y como se observa en los resuitados, este pldsmido fue

capaz de complementar para actividad de GOGAT aunque en niveles menores (aproxima-

damente el 50%, Tabla 3) que la cepa silvestre; en estas condiciones, se observé que la

actividad de histidasa no se indujo, es decir, a pesar de que la cepa presentd niveles
medios de GOGAT, no se complementd para el fenotipo Nuo™; esto ademads permite concluir

que no es la actividad de GOGAT por si sola, ni tampoco la subunidad pesada (gitB*) las

responsables del fenotipo Nu®. En esta misma tabla, se reportan los datos de complemen-

tacién de la cepa MX3002 (gl1B225::€2) con los plismidos pGOL2 (glitD*), pGOG3 (gltF*)
pGOP1 (gltB"DF*), ninguno de estos fue capaz de complementar para induccién de
histidasa, todas las cepas presentaron de un 10% a un 35% aproximadamente de la
actividad de histidasa

que presentd la cepa silvestre MX3001. Estos resultados permiten

concluir que ni gltD* ni gltF* por si solos son capaces de complementar para el fenotipo

Nur*. Aparentemente se requiere de que se transcriban en alios niveles tanto gltD* como
gltF*. Para probar si €sto es lo que realmente estd sucediendo, en la Tabla 4 se incluyen
los datos de complementacién de la cepa MX3002 (girB225::Q2) con los pldsmidos pDF1

(gItD*F™), pRSP21 (gltB*D*F™), y pRSP23 (gltB*D*F"); es intersante notar que el plismido
pDF1 si complementd para induccidn de histidasa, ailin en ausencia de actividad de

GOGAT puesto que esta cepa no tiene un gen gltB*. Esto establece que la transcripcién

elevada de estos genes es necesaria para la induccién adecuada de las enzimas N, El
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experimento con el pldsmido pRSP23 que lleva una delecién de un fragmento de Sald (de
aproximadamente 200pb) interno de gitF, y que por lo tanto no tiene el producto de este
gen, muestra que tampoco se indujo la sfntesis de histidasa por crecimiento en limitacién
de nitrégeno; sin embargo el pldsmido pRSP21 que lleva la regidon glr silvestre, fue capaz

de inducir la sintesis de histidasa en cultivos hechos en glutamina, asf como de reprimirla
en cultivos hechos en exceso de nitrégeno.

En el caso de la cepa MX3003 que lleva el
alelo gltF1::Q2, como se muestra en la Tabla 5, esta cepa también presentd fenotipo Ntr ya

que no fue capaz de inducir la sfntesis de histidasa, sin embargo, a esta cepa sf se le pudo
complementar con todos los plismidos utilizados, excepto con pRSP23 que no lleva el
alelo silvestre de gltF, pero la complementacién con pGOG3 (gltF™*), pGOP1 (gUiB*"DF*) y
PRSP21 (gliB*D*F*), indican que la razdn por la cual la cepa MX3003 es Nuo’, es sola-
mente porque no puede sintetizar el producto de gitF, y cualquier plismido que lleve este
gen silvestre es capaz de complementar para Nur'. El pldsmido pRSP23 no complementd
para este fenotipo porque no tiene el gen gltF silvestre. Cuando a la cepa MX3004 se le
complementé con pGOL2 (gitD"), se sintetizaron niveles detectables de GOGAT, aunque
solamente se llega aproximadamente a un 30% de la actividad que presenta la silveswe.

Este pldsmido fue incapaz de complementar para el fenotipo Nur*, ya que presentd una
actividad de histidasa muy parecida a la cepa sin plismido.

La misma cepa complermnen-
tada con pGOG3 (g/tF*) tampoco presentd niveles inducidos de histidasa, y como se espera,

no presentd actividad detectable de GOGAT. Otra vez, cuando se transformé a la cepa
MX3004 con pRSP21 (ghtB*D*F*) (Tabla 6), se obtuvo complementacién total para el

fenotipo Ntr*, asi{ como una actividad de GOGAT caracteristica de cepas con el plaismido
en multicopia.

Interesantemente, los pldsmidos pRSP23 (gitB*D*F) o pRSP24 (ghiB*D*F1::-
Q), fueron incapaces de complementar a esta cepa para el fenotipo Ntr* ain en presencia de
alta actividad de GOGAT (Tabla 6); este dato claramente apoya la hipStesis de que el
producto silvestre de gitF se requiere para la induccién de los sistemas Ntr.
El resto de los experimentos en los que no se complementa el fenotipo N, las cepas
presentaron aproximadamente los mismos niveles de histidasa en crecimiento tanto en
limitacién como en exceso de nitrdgeno.

Con respecto a la actividad de GOGAT que presentan cada una de las mutaciones

aisladas en el operén se observa que las dos mutaciones localizadas o en gltB o en gltD
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perdieron la actividad de esta enzima; en el caso de la mutacién en gltF se observa en las
Tablas 3 y 5 que la cepa MX3003 presenté niveles silvestres de GOGAT en estas
condiciones. La actividad de GOGAT que presentaron las cepas MX3002, MX3003 y
MX3004, complementadas con pRSP21, o pRSP23, se observé una expresién cerca de 10
veces mds elevada que la cepa sin pldsmido; esto probablemente se deba a que estos
plismidos se encuentran en multicopia, sin embargo esto no alteré la induccién de
histidasa. Las actividades de GOGAT que presentd la cepa MX3003 complementada con
pGOG3 o pGOP1 en estas condiciones, son casi iguales que la cepa sin pldsmido, ya que
ninguno de los dos pldsmidos lleva los dos genes que codifican para las subunidades
pesada y ligera respectivamente (gltBD), y no se alterd la cantdad de GOGAT que se
sintetiz6. En el caso de la cepa MX3002, como ya se mencioné cuando se complementd
con los pldsmidos pGOL2 (girD*) o pGOG3 (gitF*) no presenté actividad de GOGAT, sin
embargo los pldsmidos pGOP3 (gltB*) y pGOP1 (gitB*D'F*), presentaron la mitad de la
actividad de GOGAT que presenta la silvestre.

Como las cepas MX1176, o MX3002 llevan el alelo gdhl, y por lo tanto son
auxSwmofas de glutamato, se introdujo por wransduccién a la cepa MX3002 el alelo gdhA™,

con el objeto de saber si el aumentar los niveles intracelulares de glutamato afectaba de

una manera significativa la induccién de histidasa. El resultado fue que la cepa que

presenta actividad de glutamato deshidrogenasa (GDH), se comporté igual que la cepa
inmediata anterior que no posee actividad de GDH (MX3002), datos no moswrados.

5. Aparentemente_existe un_promotor entre los genes gltB v ghtD

Dado que la insercién del fago MudIIPR13 creé una fusién traduccional del gen lacZ
con gltD se utilizé la actividad de B-galactosidasa de esta cepa como monitor de la
expresion de gitD. Como ya se habia demostrado que es posible transcribir, aunque en
menor medida, el gen girD a partir de un promotor diferente del de gitB (Ver articulo
Tabla 2 cepa MX1176(pGOP3), y Tabla 4 de resuliados adicionales cepa MX3002/-
pGOP3), se determiné actividad de B-galactosidasa en la cepa MX3006, que ademds de
llevar el alelo glzD:MudIIPR13, lleva también la insercién polar glrB225:: 2, para cuan-

tificar solamente la expresién del promotor propuesto entre gltB y glhtD. Como se observa

en la Tabla 3, la cepa MX3006 presentS aproximadamente la cuarta parte de la actividad
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que présé‘nté la ce?a' ihm;:diata anterior (MX3004), donde la expresién de gltD viene desde

el promotor de’gltB y por 1o tanto, la expresién mayoritaria del operén es desde este

promotor. ;Qlfz{iex;irt:"sién' del promotor de ghD (gliDp) parece reprimirse ligeramente por
crccimientq é.i} ,'gl:utan'iato (alrededor de 2 veces).

6. esi 1 rén_por glutama siblement 4_medi 1
gltF

En la Tabla 3 se observa que la expresién de gltD medida como la expresién de 8-
galactosidasa de la cepa MX3004 (gitD::MudlIIPR13) a partir de la fusién traduccional de
lacZ con gltD, se reprimié aproximadamente 4 veces por crecimiento en glutamato, tal
como se espera; ésta represiéon quizd es menor que la que se observa cuando se cuantifica
actividad de GOGAT en cultivos hechos en glutamato (aproximadamente 10 veces menor
actividad que en culiivos en amonio o glutamina) o cuando se observa cantidad de

wranscrito especifico de GOGAT (ver Figura 2 del articulo). Esto puede deberse a que para
que haya una adecuada represién del operén por crecimiento en glutamato se requiera del o
los productos de glhtD* y/o ghiF*. La actividad de B-galactosidasa que presentd la cepa

MX3004, fue de aproximadamente 200 nmol/producto formado/min/mg de proteina (Tabla
6). La complementacién de esta cepa con los pldsmidos pGOL2 (gltD*), pGOG3 (gltF™"),
pRSP23 (gItB*D*F) y pRSP24 (gItB*D*F1::Q), reveld que todos presentan aproximadamente
la mitad de la actividad de B-galactosidasa que tiene la cepa sin pldsmido, independiente-
mente de si presentan o no actividad de GOGAT como es el caso de pRSP23 y pRSP24.

El caso de la complementacién con pRSP21, mostré un dato interesante:

la actividad de 8-
galactosidasa fue aproximadamente 10 veces menor en estas condiciones que la cepa sin

pldsmido (Tabla 6). E1 hecho de que los dos pldsmidos equivalentes pRSP23 y pRSP24,
no ocasionaron una represion de la expresién de B-galactosidasa (y por lo tanto de ghD),
indica que se requiere del producto de gltF para ejercer la represidén observada en estas

condiciones con el plasmido pRSP21. EIl hecho de que la cepa con el pldsmido pGOG3

que lleva gltF* no se observara €sta represién, puede indicar por un lado que también para
ésta funcién se requiera del producto tanto de gltl) como del de ghtF, o bien que solo se
requiera del producto de éste dltimo gen, pero solamente en condiciones en las que existan

altos niveles de glutamato intracelular como seria el caso de los plismidos pRSP21,
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PRSP23 y pRSP24, que presentaron muy altos niveles de actividad de GOGAT. Es posible
entonces que la represién de la sintesis del transcrito de GOGAT por glutamato, que
nosotros observamos, y que estin de acuerdo con observaciones previas (9, 51), esten
mediadas por el producto de gltF y posiblemente también por el de glirtD es decir 1a
subunidad ligera de GOGAT. Desde luego se deben hacer determinaciones enzimdticas de
B-galactosidasa en cultivos crecidos en glutamato como tnica fuente de nitrégeno, para
probar esta esta hipStesis y establecer qué productos génicos intervienen en esta regulacién.
Es posible que ademds haya una autoregulacién de este operén mediada por los mismos
productos, ya que cuando se complementa a esta cepa con los plismidos que llevan por
separado los genes del oper6n, hay una reduccién del 50% en la actividad de B-galactosida.
sa; esto no parece depender de los niveles intracelulares de glutamato puesto que la
represién se observa alin en ausencia de actividad de GOGAT como en el caso de la

complementacién con pGOP3. Esta es la primera evidencia de la existencia de un posible
represor del operén gltBDF.

sistem neral regulacidn

En el contexto de la evidencia que existe de que los genes de GOGAT se encuentran
formando un operén complejo, y que tanto el dliimo gen, gitF como €l que codifica para
la subunidad ligera de GOGAT, gltD, parecen tener un papel regulatorio importante en la
asimilacién de nitrégeno, y posiblemente también en la regulacién de la sintesis del propio
operdén; quiero proponer un modelo fisiolégico que explique los datos que se tienen por el
momento.

Como ya se menciond en la Introduccién, las respuestas adapiativas de las bacterias a
cambios en el medio, generalmente estan mediadas por sistemas de dos componentes (1,
30, 50, 53).

Para el caso de la respuesta a la accesibilidad de nimrdgeno, se sabe que los
reguladores son los productos del gen ginl (NRy) y g/inG (NR,) que son el sensor (cinasa)
y el regulador respectivamente; ademds de la subunidad o* especifica para genes regulados
por la accesibilidad de nitrégeno que estd codificada por el gen ginF. NRjp es uno de los
dos sensores (el otro es CheA, 30), que no contienen dominio transmembranal, y que por
lo tanto son citopldsmicas y deben recibir la sefial de la disponibilidad de nioégeno a

través de otro componente; ya se ha propuesto que en este caso el producto del gen ginrA,
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la glutamino sintetasa, sea el sensor primario que genera una seiial intracelular (la glutami-
' na) que se transfiere a NRy a través de las proteinas Uridilransferasa y Py (1, 30). La

proteina NRy probablemente acuie en condiciones medias de represién donde se observa

que se requiere esta proteina para reprimir totalmente (11) la wanscripcidn del gen ginA, y
tal vez NR; es muy sensible a la informacién de la cantidad iniracelular de glutamina que
le proporciona P, en su forma no uridilada y por lo tanto catalice principalmente la
desfosforilacidn de NR,; esto se ve apoyado porque algunas mutantes aisladas en glnl,
presentaban un fenotipo en el que la célula no reprimia la sintesis de GS por crecimiento
en altas concentraciones de amonio (11), y otro tipo de mutaciones son las que resultan en
una alteracién tal en NRy que pierde la capacidad de desfosforilar a NR,, y esto ocasiona

un fenotipo constitutivo tanto de la sintcsis de GS como de los sisternas Nir aun en
presencia de amonio en el medio (37). Parece que la actividad mds evidente de NRy es la
desfosforilacion de NR,; ya que el efecto mds claro es que la sintesis de GS no se reprime

en ausencia de NRy, y sin embargo hay induccién total del operén hurg,, (3). De hecho
- inicialmente se habifa propuesto que el producto de ginL reprimia la sintesis de GS (32). Se
sabe ademds que ausencia total de la proteina NR, por delecién del gen que la codifica

ginl, permite una regulacidén, aunque mads lenta, de la sintesis de GS, e induccién totwal de
los sistemas Nir aidn en exceso de nitrégeno (3, 15).

El hecho de que NRy sea dispensa-
ble, sugiere que existe alguna otra enzima en la célula capaz de sustituir en ciertas

condiciones a esta proteina; de hecho, recientemente se ha publicado (36) que en experi-
mentos hechos in virro la cinasa que regula la respuesta quimiotdctica, CheA, puede
fosforilar (aunque mucho menos eficientemente) a la proteina NR,, responsable de la
manscripcién de los sistemas Nir; también NRy puede fosforilar a la proteina CheY que
interacciona con el motor del flagelo para conuolar el comportamiento de nado; lo que

indica que los sensores, que generalmente son proteinas que tienen actividad de cinasa,
tienen especificidades cruzadas.

Los mecanismos de control de la sintesis de GOGAT, y los que controlan al reguldn
Nur (controlado por NR,, NR; y ¢*) posiblemente esten relacionados puesto que el fenotipo
N caracteristico de mutaciones en el operédn ghiBDF, se puede suprimir por segundas

mutaciones en glinl que al mismo tiempo confieren constitutividad para la sintesis de GS
(42, 49) (fentotipo GInC).
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Por otra parte datos de secuencia de gltF obtenidos por Noemf Flores en el laboratorio
del Dr. F. Bolivar, han revelado la existencia de un posible péptido sefial, y un probable
dominjo transmembranal; ademds también se encontré un posible sitio de unién a ATP,
revelado por similitud con la secuencia consenso de una regién conservada en proteinas
eucariéticas que se fosforilan; recientemente se ha podido encontrar tres regiones conserva-
das entre las cinasas procariéticas (generalmente sensores) (53), y es posible encontrar
homologia entre estas tres regiones ya reportadas, con zonas equivalentes de la secuencia
de aminodcidos deducida para gltF.

Considerando todos estos datos, €l modelo que propongo es el siguiente: El producto
de gitF se encontraria en membrana, y en condiciones fisiolégicas de limitacién de
nitrégeno, inicialmente el producto de girF detectaria la escasez de amonio en el medio;
probablemente porque, 0 bien no puede unir amonio dado que estd limitante, o bien porque
une algin aminodcido cuya degradacién provee de amonio o glutamato y que se considera
limitante (como son arginina o prolina). En esta situacién, GUtF se fosforilaria siempre que
también se encuentre la subunidad ligera de GOGAT "activada" por altas concentraciones
de a-cetoglutarato intracelular, indicativas de limitacién de niurdgeno. GUIF fosforilado
donarfa su fosfato a NR, lo cual lo volveria activo para inducir la sintesis de las enzimas
Nrwr. En condiciones de exceso de amonio en el medio, GItF podria unirlo, y esto
probablemente impedirfa que se fosforile, y ademads, la subunidad ligera no estaria activada
dado que no habria niveles suficientes de o-cetoglutarato. En este caso, NRy catalizaria
principalmente la desfosforilacién de NR,, volviéndolo inactivo para inducir la sintesis de
los genes controlados por Nur. Es decir, se propone que g/tF sea una proteina regulatoria
andloga a NRy, esto es, podria ser la contraparte transmembranal de ésta, y GItF actuaria
sustituyendo a NR;; bajo condiciones de altas pozas inracelulares de a-cetoglutarato,
catalizando la interconversién de NR,; a NR,-fosforilado. Esto explicaria por qué el
producto de ginl es totalmente dispensable para la induccién de GS asi como de las
enzimas que pertenecen al regulén Nitr. Se propone que el papel de la subunidad ligera
sea el de transmitir la informacién con respecto a las pozas intracelulares de o-cetogultarato
ya que esta subunidad probablemente une este compuesto (31, 35), (ver esquema 3).

Existe la posibilidad de que el producto de gitF directamente fosforile a NR;, o bien

que done su fosfato a NRy, y éste finalmente integre la informacién proveniente tanto del
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producto de gitFF como de la proteina P,, y se la transmita al regulador final que es NR,.
Los datos de mutaciones supresoras del fenotipo Nu~ (de mutaciones en el operén gitBDF),
que se localizan en ginL (NRp), pudieran apoyar la idea de que el producto de gltF actie a
wravés de NRy; sin embargo el hecho de que esta proteina es totalmente dispensable para la
induccién de histidasa permite suponer que el producto de gltF puede fosforilar a NR,
directamente; y las mutaciones supresoras en el gen ginL revierten el fenotipo No- porque
el producto NR; mutante, mantiene constantemente fosforilado a NR, y se vuelve dispen-
sable la presencia del gen gltF*.

Todavia se tienen que hacer mds experimentos para probar esta hipStesis, que por una
parte presupone que una cepa que contuviera mutaciones que ocasionaran pérdida del
producto tanto de glnl como de gitF serfan incapaces de inducir la sintesis de histidasa por

crecimiento en limitacién de nitrégeno, puesto que no habrfa ningilin sensor que bajo el
estimulo apropiado, activara por fosforilacién a NR,. Orwmra prediccién de ésta hipétesis, es
que el producto de gIlrF es en realidad capaz de autofosforilarse, y posteriormente fosforilar
a NR; o bien a NR,; probablemente en presencia de la subunidad ligera de GOGAT. Por
ultimo, también deben hacerse experimentos dirigidos a esclarecer el mecanismo de
represion por glutamato a la que estd sujeto el operén ghtBDF, y qué productos génicos
estdn involucrados en este proceso; asf como cuales elementos de la regioén regulatoria de
gliB se requieren para la represién.

Aparentemente se requiere del producto de gltF para observar la represién producida
por alto glutamato intracelular, pero es posible que esto sea un efecto indirecto, es decir
que el producto de gitF generaria una sefial (posiblemente por fosforilacién) que produciria
la represién cuando haya una alta poza intracelular de glutamato (y seguramente la poza de
a-cetoglutarato se encontrarfa baja en estas condiciones). También pudiera ser que gltF
directamente sea un represor del operén al que pertenece aunque quizd esto €3 menos
probable ya que el producto de gltF posiblemente estd embebido en la membrana.

Por udltimo quisiera hacer notar que existe evidencia de que hay un regulador positivo
en la sintesis de GOGAT (I. Castafio Tesis de Maestria); y este activador se encuentra
localizdo en la misma regién cromosomal (min 69 del mapa cromosdmico) que los genes
estructurales de GOGAT; experimentos preliminares que se estan llevando a cabo en el

laboratorio parecen indicar que el plismido pRSP21 que lleva la regién cromosomal
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originalmente aislada (14, 16) lleva tanto los productos génicos necesarios para reprimir
como para activar la sintesis de GOGAT.
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CONCLUSIONES

La seccién de Resultados de esta ;esis penhite uazar las siguientes conclusiones:

de los sistemas Ntr. = ik .
2) Existe al menos un transcrito grande de aprox:madamcnte 7. 5 Kb rcpnmlble por

crecimiento en glutamato, que abarca los mes genes del operén. : ; .

3) Una mutacién polar por insercién en el primer gen del operén gltB oca31on pérdxda
del transcrito grande. - S i

4) El producto de gltF se identificé como una proteina de aproxxmadamcnte 3 Kd., I

5) Existe owo promotor, aunque mds débil, entre los genes que codxfican para la subu-
nidades pesada y ligera de GOGAT (gltB y ghiD). : :

6) Mutaciones por insercién que se localicen en cualquiera de los tres genes del operén,
ocasionan fenotipo Nu. )

7) EIl fenotipo Ntr ocasionado por estos alelos sSlo se complementa por plismidos que
llevan tanto gliD* como gl:F*.

8) La transcripcién proveniente de! promotor secundario entwe glirtB y gltD no es suficiente-
mente fuerte como para poveer las concentraciones intracelulares necesarias de cada
producto para complementar para el fenotipo Nu*. En la cepa silvestre estas concen-
raciones solamente se alcanzan cuando la transcripcién se inicia en el promotor de
gliB.

9) La transcripcién del operén estd sujeta a represién por glutamato para lo cual se re-
quiere del producto de gltF y posiblemente también de la subunidad ligera de GOGAT.
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MATERIAL Y METODOS

1. epas Bacterianas dsmidos acteriéfa

Todas los bacteriofagos y las cepas bacterianas usadas se encuentran descritas en la

TABLA 1, y son derivadas de E. coli K-12 excepto la cepa RR1 que es un hibrido entre
E. coli K-12 y E. coli B.

Todos los pldsmidos utilizados estan descritos en la TABLA 2.

2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados son: como medio rico Luria-Bertani (LB) (34) que
contiene 1% de peptona de caseina, 0.5% de extracto de levadura y 1% de cloruro de
sodio, como medio minimo se utilizé6 NN (16) que contiene 13 gr/it. de fosfato monobds-

ico, 2.61 gr/it. de sulfato de potasio, 0.2 gr/lt de sulfato de magnesio, 0.01 gr/lt. de cloruro

de calcio y 0.5 mg/it de sulfato ferroso. A este medio se le adiciona glucosa 0.2% final

como fuente de carbono, como fuente de nitrégeno se agrega cloruro de amonio 15 mM
final (Nitrégeno en exceso), o glutamina 1mg/ml final o glutamato 0.2% final (Nitrégeno
limitante) esterilizados independientemente por filtracién. Otros requerimientos como
aminoidcidos o vitaminas se esterilizaron por filtracién y se afadieron a las concentraciones
6ptimas previamente determinadas (34). Las concentraciones finales para los antibidticos
son las siguientes: Kanamicina 30 pg/ml, Estreptomicina 100 pg/ml, Espectinomicina 20
Hg/ml Ampicilina o Carbenicilina 200 pg/ml, Cloramfenicol 10 pg/ml, y Tetraciclina 10
ng/mi.

Todos los cultivos se hicieron a 37°C excepto la cepa polA- (Ts) que se realizaron a 30°C.

3. Obtencién de lisados de PlvirA y titulacién.

Para la propagacién del fago PlvirA en las cepas donadoras adecuadas, se cultivaron éstas

en medio LB hasta fase exponencial (40 unidades Klett (UK)). Se tomaron 0.5ml de este
cultivo y se mezclé con 0.1ml del fago P1 diluido a 1X10’ unidades formadoras de placas
(u.f.p.)/ml en NN esteril, y la mezcla se transfirié a tubos de LB adicionado de 25 mM de

CaCl, mds agar al 0.75% (LC), esta mezcla se vacié en cajas de petri con LB miis 25 mM
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de CaCl,, 25 pg/ml de timina y 0.2% de glucosa (LCTG). Las cajas se incubaron a 37°C
durante aproximadamente 12 Hrs. Posteriormente se raspd el agar suave, se transfirié a

tubos y se le agregd 3 ml de LB, se afiadié 1/20 de volumen de cloroformo, y se agité

vigororsamente en vortex. Posteriormente se centrifugd y el sobrenadante se recuperd y se

le afiadi6 cloroformo nuevamente, se guardé a 4°C. Los lisados se titularon sobre la cepa
sensible AB1157 resuspendida en 0.01M de MgSO, y 0.005M de CaCl,. Se mezclé 0.1ml
de esta suspensién con 0.1ml de diferentes diluciones del fago y se incubaron durante

iOmin a 37°C sin agitacién, y posteriormente se vaciaron sobre cajas de LCTG con ayuda

de agar suave L.C. Se incubaron a 37° durante 12Hrs. y se contaron las unidades for-
madoras de placas.

4. Transduccién _con P1

Se cultivé la cepa receptora en medio LB hasta 40 UK, se centrifugd y concentré 10 veces
en peptona de caseina al 1% posteriormente, se afiadié 1 volumen de una solucién de

CacCl, 0.05M y MgSO, 0.03M., ¥y 1 volumen de fago P1 propagado en la cepa donadora

adecuada diluido a 5 X 107 ufp/ml. La mezcla se incubé a 37°C por 20 min sin agitacién,

se lavé dos veces con NN, y las células se resuspendieron en 0.1ml de NN para después
platearlas en medio selectivo.

5. 1 ién transduccién lis 3 1dITPR13

Se cultivé la cepa liségena para los fagos MudlIPR13 y Mucts62 (8) en LB mds SmM de
CaCl, y 200mM de MgSQO, a 30°C con agitacién, cuando llegd a 30 UK, se incubd a 37°C
durante 20min, y posteriormente a 42°C por 90min para producir lisis celular.

Se le agregd
1% de cloroformo y se agitd con vortex y se centrifugd.

Este lisado se utilizé para la
transduccidon de las inserciones del fago MudIIPR13 a la cepa receptora M8820 (8) de la

siguiente manera: se utilizé 1 ml de un culiivo sawrado en medio LB mis 5mM de CaCl,

y 10mM de MgSO, de la cepa receptora y se mezclé con 100ul del lisado de MudIJIPR13-
Mucrs62 y se agregé MgSO, a una concentracién final de 2mM y CaCl, 20mM final. Se

incubdé a 30°C durante 30min sin agitacién. Posteriormente se le agregd 2 ml de LB y se

puso en agitacién por 75 min, se lavaron las células con NN y se resuspendieron en 0.4 ml
de NN y se platearon en medio selectivo.
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6. Transformacién por pldsmidos hibridos

Se cultivé la cepa receptora adecuada, en medio LB hasta 30 UK,

se centrifugd a 4°C y
se lavé con NaCl 10mM, posteriormente se resuspendid el cultivo en 0.5 volumen de CaCl,

100mM y se incubd en hielo durante 20 min, se centrifugé y se resuspendié en 0.1
volumen de CaCl, 100mM. Se tomaron 0.2 ml de esta suspensién celular, se afiadié
alrededor de 100ng del pldsmido resuspendido en CaCl, 100mM y se incubaron en hielo
por 60 min. Después se pasaron a un bafio a 42°C durante 70 segundos.
ml de LB y se incubaron a 37°C por 60 min.
plate6 en cajas de medio selectivo.

Se les agregd 1
Se tomé 0.1 ml de la suspensién y se

7. Purificacién _de DNA_de_pldsmido

En general para todas las técnicas de biologia molecular, se siguieron los procedimientos
descritos en el libro de protocolos en biologia molecular (2).

Se crecié un cultivo de la cepa adecuada transformada con el pldsmido de interés mids el
antibidtico apropiado; se centrifugaron 10 ml de este culdvo y se lavaron con una solucién
que contiene 20% de sacarosa, SOmM de EDTA y SOmM de Tris pH 7.6. El precipitado
se resuspendié en 2.25 ml de esta misma solucién, y se le agregé 50 p1 de RNAsa (10

mg/ml) y 5.25 ml de una solucién de NaOH 0.2N y SDS 1%; se agité vigorosamente y se
incub6é en hielo durante 10 min.

Al cabo de este tiempo, se le agregé 3.75 ml de una
solucién de acetato de sodio 3M pH 4.8, se mezclé por inversidn y se incubd por 30 min
mds en hielo. Después se centrifugd por 15 min a 10 000 rpm a 4°C. El sobrenadante se
filiré por un membrana millipore de 0.45 pum, se le afiadié 1 volumen de isopropanol y se
centrifugd a 10 000 rpm por 15 min a temperatura ambiente.

El precipitado se lavé con
etanol al 70% y posteriormente se secd al vacié y el DNA finalmente se resuspendié en

500 pl de una solucién de Tris 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM (TE).

DNA

Se cultivé 1a cepa adecuada hasta saturacion y se centrifugd 1.5 ml en una micorfuga. La
pastilla celular se lavé con 1 ml de TE y posteriormente se resuspendié en 567 ul de TE;
se afiadié 30 ul de SDS al 10% y 3 pl de proteinasa K (20mg/ml); se mezclé e incubd

por 1 hr a 37°C. Se afiadié 100l de NaCl 5M y se mezcld; posteriormente se afiadié
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80ul de una soluciSn que contiene 10% de CTAB (Bromuro de cetiletiltrimetilamonio), y
0.7 M de NaCl; esta mezcla se incubé por 10 min a 65°C. Se extrajo con un volumen de
cloroformo/isoamilico (24:1), y se centrifugé durante 10 min en una microfuga. El
sobrenadante se volvié a extraer con 1 volumen de fenol/cloroformo/iscamilico (25:24:1).
La fase acuosa se transfirié a otro tubo y el DNA se precipité con 0.6 volumenes de
isopropanol; se centrifugé durante 5 min mas y el precipitado se lavé con etanol al 70%.
Se sec6é el DNA al vacio y se resuspendié en 100l de TE.

9. Digestion con_enzimas_de restriccidn

Tanto el DNA de plismido como los DNAs cromosomales se digirieron con diferentes
enzimas de restriccién segiin el caso y siguiendo las instrucciones de cada enzima en
particular. Las reacciones se detuvieron por calentamiento a 65°C, o por congelamiento.

10. Hibridizacién_de DNA n DNA ti hern

Las muestras de DNA cromosomal digeridas con las enzimas adecuadas, se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa al 1% en solucién amortiguadora TBE (Tris 89mM pH 8,
acido bérico 89mM, EDTA 100mM); se corrié a 40 volts durante 12 hrs. El gel se tiié
con bromuro de etidio y posteriormente se lavé durante 15 min con HCl 0.25N, después se
hicieron dos lavados con NaOH 0.5N y NaCl 1M de 15 min cada uno. Los dos iulimos
lavados se hicieron con una solucién de Tris 0.5M pH 7.4, y NaCl 1.5M. La transferencia
del DNA se hizo a un papel de nitrocelulosa segiin la técnica de Southern (52).

La hibridizacién de cada filro se hizo utilizando el probador adecuado para cada caso, y
generalmente se utilizé «-CTP (P*P) para marcarlo por nick translation segin indicaciones
del fabricante. La hibridizacién se llevé a cabo en solucién amortiguadora de fosfatos
0.1M a 45°C durante 12 hrs. Los lavados se hicieron inicialmente a temperatura ambiente
en solucién SSC 2X y SDS 0.1%, y finalmente 2 lavados a 42°C en solucién SSC 0.1X,
SDS 0.1%, (2). Los filtros se expusieron a films Kodak y se revelaron después de 24-48

hrs.
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11. Determinacién_de actividades enzimdticas

La cuantificacién de las actividades enzimdticas de GOGAT, B-galactosidasa e histidasa, se
hicieron, en los casos en los que se permite, del mismo cultivo: se crecieron de 20ml a
30ml de las cepas en cuestién hasta que llegaron a 170-200 Unidades Klett en los medios
indicados en las tablas, para las determinaciones de los resultados adicionales, ya que fue
necesario dejar los cultivos hasta fase estacionaria para detectar la actividad de histidasa.
En el caso de las actividades de GS, GOGAT, y GDH, ¢l método para su determinacién se
encuentra descrito en el articulo; para el caso de B-galactosidasa se utilizé el método de
Miller (34). Para la cuantificacién de histidasa se utilizé el método descrito por Pahel et.al
“2).

La cuantificacién de proteina para calcular las actividades especificas se realizé utilizando
el método de Lowry et.al (26), utilizando albiimina sérica bovina.

12._Construccién de cepas que llevan el operdn AttCiy .

Para introducir los genes del operén AuwrC a las cepas del laboratorio, se utilié como
donadora para la propagacién de PI, la cepa YMCI10 donada por el Dr. Magasanik (Tabla
1) (11), que ademds de tener insertado en el cromosoma estos genes de K.aerogenes,
contiene una delecién del operén lac. Inicialmente se transfirieron por transduccién los
alelos silvestres de los operones ilv y pro a la cepa MX1172 (Tabla 1) con el objeto de
obtener una cepa sin auxowofias, ya que al afladir prolina, isoleucina y valina (que son los
requerimientos de la cepa MX1172), 1a cepa puede utilizarlos como fuentes de nitrégeno.

Posteriormente se  introdujeron los genes del operén hur, y la seleccién fue crecimiento en

histidina como unica fuente de nitrdgeno. Finalmente se comprobd por determintacién de
actividad enzimadtica que efectivamente se transfirié este operén; asi mismo se verificé que
la cepa siguiera conservando el fenotipo Lac (la cepa YMCI10 posee una delecién del
oper6n lac).

13. Aislamiento de 1 mutacién gliD::MudlIPR13

Se utilizé el bacteri6fago MudlIPR13 (45).

Este fago contiene solamente los extremos ¢ y
S del fago Mu lo que le permite insertarse al azar en el cromosoma o en pldsmidos que

contenga la cepa liségena. Posee ademads el gen que le confiere resistencia a cloramfenicol

y los genes del operén /lac sin promotor; el gen lacZ empieza a partir del octavo codén de
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B-galactosidasa de manera que cuando el fago se inserta en la orientacién y fase de lectura
adecuadas de un gen blanco, se obtienen fusiones traduccionales de éste con lacZ.

Este fdgo, para transponer, requiere de las funciones de transposicién que le provee en
trars un fago Mucts62 ayudador que al poseer un represor termosensible (mutacién crs62)
se induce al elevar la temperatura del culdivo a 42°C. De ésta forma se obtienen inser-
ciones al azar del fago MudIIPR13 que posteriormente se transfieren independientemente a
las cepas adecuadas.

Se utilizé el plismido pGOL1 (22) para buscar mutaciones por insercién de MudIIPR13 en
gltD yl/o gltF; se inwrodujo a la cepa MC4100/MudlIPR13 (45). La induccién de la

ransposicién del fago, y la wransduccién a la cepa receptora M8820, se hizo como se

describié en el punto 5 de ésta seccién. Se seleccionaron las transductantes en dos tipos

de medio: medio L.uria con cloramfenicol, y medio Luria con cloramfenicol mds ampicilina

que es la resistencia para la que codifica el plismido pGOL2. De las seleccionadas en

cloramfenicol, el 90% también eran resistentes a ampicilina, lo cual indicaba que una

altisima proporcién de las transposiciones de éste fugo son al pldsmido. Se buscaron

aquellas inserciones que formaron fusiones de B-galactosidasa con algin gen del pldsmido,
cultivando las colonias en cajas con medio minimo y un indicador de actividad de 8-

galactosidasa: B-D-isopropilthiogalactdésido (X-gal). Se tomaron solamente aquellas que

dieron coloracién azul, que era indicativo de una fusién con lacZ. Se purificé DNA de

pldsmido de aproximadamente 40 colonias, que se analizaron por patrén de restriccién para

buscar una mutacién en gitD. Se enconiré una rmutante en la que la insercién del fago se
localiza muy cerca de la mitad de este gen.

14. Aislamiento _de la _mutacién ghtF1::Q

La mutacién gltF1::22 se aislé inicialmente en el plismido pGOGI1, y el mérwodo utilizado se
encuentra descrito en el articulo. Posteriomente se aislé la misma insercidn: glhtF7::Q2 en el

plismido pRSP21, y este fue el que se utilizé para hacer 1a recombinacién en cromosoma.

15. Recombinacidn en el cromosoma de los alelos gitD::MudliPR13 y gltF1:Q

La recombinacién por homologia de las mutaciones aisladas en pldsmido al cromosoma, se

llevé a cabo utilizando la cepa polArs y el mismo método udlizado previamente para la
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recombinacién del alelo glztB225::Q2 que se encuentra descrito en la seccién de Material y

Meétodos del articulo. Para el caso de la recombinacién del alelo gltD::MudIIPR13 se

probaron alrededor de 5000 colonias de las cuales solamente se enconré una que man-
tuviera los marcadores del fago (Cm®), y fuera sensible al marcador del vehiculo (Ap);
para el caso de la mutacién gltF1::Q2 se probaron alrededor de 2000 colonias de las cuales
2 presentaron el fenotipo deseado (Spc/Sm® y Cm°).

Una vez obtenidas las colonias con el marcador deseado, se utilizaron como donadoras para
la propagacién de PI para wansferir los alelos a las cepas receptoras adecuadas y seleccio-

nando para los marcadores de cada insercién. Posteriorrnente se aislé DNA cromosornal de

cada una de las cepas y se verificé por hibiridizacién de DNA-DNA tipo Southern, que las

inserciones transferidas a cromosoma fueran las mismas que se aislaron inicialmente en los
diferentes pldsmidos.
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