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INTRODUCCTIOR.

Cualquier sistema celular, sea éste de algin mi-
croorganismo, de alguna planta o de algin animal, re-
quiere un abastecimiento de nitrégeno que pueda ser _
asimilado e incorporado en macromoléculas. El metabo-
1ismo de nitrégeno se puede dividir en dos tipos de
reacciones: los caminos asimilatorios para incorporar
el nitrégeno disponible en los compuestos presentes
en el medio, y los caminos biosintéticos que dan lu—

gar a la produccién de los compuestios celulares que
poseen nitrégeno (1).

En las enterobacterias, asf como en la mayoria _

de los tipos celulares, la glutamina ocupa un papel
central dentro del metabolismo del nitrdgeno (1, 2,

3), ya que funciona como donador de grupos emino y __
amido en una serie de caminos blosintéticos, entire

1os que me encuentran la formacién de aminodcidos co-
mo glutamato, triptofano e histidina, la sintesie de_,
carbamil-fosfato, CTP, AMP, glucosamina-6-fosfato, _
etc. (1, 2, 3). Debido a la importancia que tiene la_
glutamina para el metabolismo de los compueastos nitro
genados celulares, la enzima que se encarga de sinte-
tizarla es de puma importancia para la célula, y su _
sintesis y su actividad enzimftica estdn sujetas a un
control wmuy preoiso. Dicha enzima, que es la dnica en
gima capar de sintetizar glutumina, es la glutanino—

sintetasa, o G3 (EC 6.3.1.2). la glutamino sintetasa_
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es una protefina que en Escherichis coli est compueata
de doce subunidades 1dénticas, oada una con un peso de

aproximsadamente 50,000 daltones (1, 2)., La reaccién __
que lleva a cado es la siguiente:

I=-glutamato + ATP + NH

3
I=glutamina + ADP ¢+ Pi

¥y requiere de la presencia de un catién divalente, tal
como Mgt ,un** o co*t (2).

Otra enzima capaz de inccrporar aaonio es la des-
hidrogenasa glutémica, o GDH (EC 1.4.1.4), 1la cual 1lle

va a ¢cabo 1la sintesis de dcido glutdmico a partir de
2-oxoglutarato y amonio:

2-o0xoglutarato + lﬂa + NADPH

L-glutamato + WADP'

A Bu vex, la glutamina puede e¢eor transforaada a

glutamato por medio de la glutamato sintasa, o GOGAT,
(XC 1.4.1.3):

2-0x0glutarasto ¢+ L-glutamina +NADPH —————rep
2 L~glutamato + NADP®

De esta forma, la interaccién existents entre as-
tas tres enzimas determinard 1os niveles de 2-oxogluta
rato, glutamato y glutamina existentes dentro de la cé

lula, y por 10 tanto la disponibilidad de nitrégeno pa

ra el metabolismo celular. Particularmente importante

o8 ol nivel de la GS y su actividad ensimftica, y por

lo tanto existen varios mecanismos que la controlan.
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Uno do estos mecanismos es la inhibicidn por retroali-
mentacién de productos finales del metabolismo de gluta
mina (3, 4); otro es la interconversién entre una for-
ma relajada o inactive y una formn activa como respucp
ta a 1a variacién de las concentruaciones de cationoen _
diviulentes (1, 4), ¥y el Ultimo mecanismo que regula la
actividad enzimdtica de GS em un sistema de "cascada"

conpistente en varias enzimus reguladas por metaboli~-
toe y por una pequefia proteina reguladora (4, 5). EBate
gistema de cascada es biciclico; un ciclo involucrs 1n
adenilacidén y desadenilacién de subunidades de la GS,
lo que da lugar a subunidades que son innctivas al es-
tar adeniladas; el otro ciclo involucre lm uridilacidn

y desuridilacidn de una pequefia protefina reguladora co

nocids como proteina PII' Las rencciones de sdenilg~—-

cién y desadenilacidén de la GS nron catalizadas por una

adeniltrunsferasa (ATasa), mientras que las de uridila

cidn y desuridilacidn de la prote{na PII son cataliza-

das por uns uridiltrsnsferasa (UTasa). Los dos ciclos

estdn ligados in vivo de 1la siguiente manera: la prote
ina P11 puede

encontrarse en dor formag, uridilada y
no uridilada,

PIID Yy PIIA' respectivamente; la uridila
cidn y desuridilacién de 1la protefna Py

1 estd determi-
nada por los niveles de ATP, 2-oxoglutarato y glutami-
na dentro de la c¢élula, de manern que cuando hay mucho
ATP y 2-oxoglutarato, Yy hay poca glutaminm, la prote--
{na me encuentra en su forma uridilada y cuando los ni
veles de 2-oxoglutarato y ATP eon bajos y loe de gluta

sina altos, la proteina PII o8 desuridilada. La forma_
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no uridilada de la proteina Py (PIIA)' va a estimular

a la ATasa pare que adenile a2 las subunidades de la (3

¥ lae vuelva biosintéticamente inactivas, mientras que

le forma uridilada de la proteinsa Pry (PIID)’ va a eso-

timular a la ATasa para que desadenile a las subunida-
des de 1la G5 y las vuelva a su forma biosintéticamente
activa. De emta manera la actividad enzimdtica de 1a

GS estd controlada por los niveles de ATP, glutamina y
2-oxoglutarato.

Loe mecanismoe descritos anteriormente mon loe _
que regulan 1z actividad enzimdtica de la GS. Sin em--
bargo, no sdlo estd regulada la actividad enzimdtica
de eata enzima, sino también sun niveles de sfintesis

(1). Cuando se crece & una enterobacteria, tal como

Egcherichia coli, Salmonella, o Klebsiella en un medio

con unn alta concentrucidn de amonio, GS es sintetize-

da en cantidades menores que cuundo se crece en condi-
ciones limitantes de nitrdgeno, como pueden ser una ba
ja concentracién de amonio 0 un aminodcido como fuente
de nitrégeno (1). Esto gquiere decir que el gene estruc

tural para la GS estd sujeto a una regulacién a nivel_
de trangcripcidn.

En Escherichia coli el gene estructural para la _
GS me encuentra localirzado en el minuto 86 del mapa de
ligamiento (6), y mse conoce como glnA. El estudio de _
la expresién del gene glnA ha logrado identificar va--
rios otros genes involucrados. Originalmente solo =se

conoc{an mutantee en el gene ginA, que &l no poseer GS
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se comportan como auxétrofas de glutamina, y ademds
son incapaces de utilizar fuentes alternas de nitrége

no, a 10 que se le oonoce como fenotipo Reg . Ciertas
mutantes constitutivas GinC, parecian mapear dentro

del gene glnA, lo que sugeria que la GS pudiera estar
regulando su propia sintesis; esta hipdtesis de regu-
lacién autégena, propuesta por Magaspnik y colaborado
res (7} sugerfa que la GS no adenilada permitia la ex
presién a partir del gene glnA, mientras que la GS a~-
denilada reprimfa su propia s{ntesis. Sin embargo el_
descubrimiento de mutaciones en otros genes cuyos pro
ductos afectan la formacidn de la GS ha invalidado 1la
hipétesis originalmente propuesta (7).

Un primer tipo de mutaciones que afecta el nivel
de expresién del gene glni, y por lo tanto la sinte—-
eis de 1la GS, es el que corresponde a mutantes en un
gene alejudo del ginA Yy que ha sido llamado ginF. las
sutantes glnP~ son incapaces de inducir sus niveles
de GS, y por lo tanto se comportan como auxétrofas de
glutamina (Gln ), (8). Se ha propuesto que el produc-
to del gene glnP es esencial para la activacién del
gene glnA, de maners que en ausencia de éste, el gene
estructural para la GS se encuentra siempre reprimido.

Las mutaciones en el gene InP son suprimidus
por mutaciones secundarias en un locus cercano al ge-
ne ginA, que originalmente fue designado ginR en Sal-
monells y glnG en Bscherichia coli y en Klebsiells,

(9, 10, 11). Estas mutantes son ahora 01n+, de maners
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que son nuevamente capaces de Crecer en ausencia de
€lutasina en el medio, y siemprs presentan un nivel _
bajo constitutivo de GS; ademds son Reg_, em decir __
son incapaces de utilizar fuentes alternas de nitrdgg
no, tales como arginina ¢ prolina; Kustu y colaborudo
rers (9, 12) han demostrado que ssta caracteristica de
las cepae Reg se debe a la incapmcidad ds inducir
los esistemas de transporte especificos para estas
fuentes alternas de nitrégeno, lo cual ha sido compro
vado por otros autorss (13).

Tomando todos estos dato= en cuenta, Kustu y co-
laboradores (9, 14) han propueeto un modelo de reguls
‘ci6n de 1a GS en el que el producto del gene glnR, o
£1nG, funcionaria ya sea como represor o como activa-
dor, dependiendo de la presencia del producto del ge-
ne glnPF: en presencia del producto de ginPF, el produg
to de gInR o gInG funcionar{a como un activador, y em
ausencia del producto de gInP, el producto de gInR o
£nG funcionar{s como un represor. Rste modelo ha re-
cidbido mucha evidencia experimental, y solamente se
ha visto modificmdo por el reciente descubrimiento de
que el locue denominado ginG en realidad consiste de_
dos genes, y no de uno solo (15); 1a denominacién que
se ba adoptado para estos A4A0s genes es ginkl para el
contiguo al gene glnA, ¥ ginG para el wfs alejado al
gene glinA, el cual es contiguo al gene ginl.

A pepar del descubrimiento de estoms tres genes,
£1nP, ginl y gInG, involucrados en la expresidén del _
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gene glinA, se ha demostrado que pusden existir otros
faotores también involucrados, aparte de los propues
tos por Kustu en su modelo. Hecieniemente Rothstein_
et al. (16) han demostrado que la presencia de la GS
dentro de la célula es importante, ya que actda como
un modulador de la expresién del gene glnA, aunque

no ep esenoial para el control pooitivo o negativo

que se sjerce sobre dicho gene., Ademds ciertos datos
de Magasanik y colaboradores (17, 18, 19) sugleren

que no solamente los productos de loe genes ginPf,
glnl y glnG estdn involucrados en 1la expresidén del _
gene glnA, =ino que también le proteinma reguladora

PII juega un papel importente, y ésto es independien
te del efecto que tiene sobre las enrimas que afec-—-

tan la adenilacién y desadenilacién de la GS.

En el laboratorio hemos eetado interesados en _
estudiar los mecanismos que regulan la asimilacién _
de compueptos nitrogenados por Escherichia coli K12,
¥y particularmente la regulacién de le enzima glutemi

no sintetasa., Para poder llegur a comprender este fe

némenc es necesAario contar con mutantes, tanto en el

gene estructural ginA como mutentes regulatorias

en
los genes que estdn involucrados en la aintesis de

1a GS. En este trabajo se describe lu obtenocidn de
deleciones que afectan la produccidn de GS, ya sea

por haber afeotado el gene estructural para la G35, o

bien por haver afectado otros genes relacionados con
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¢l metabolismo nitrogenado celular. Asimismo, se presen
te por primera vez el aislamientc d&s un nuevo fenotipo

relscionado con la asimilacidn de amonio por este mierg
organisemo, el cual consiste en le incapacidad de trane-

portar dicha molécula al interior de la célula.




MATERIALES Y METODOS.

ete—

i) Cepas bacterisnas .

las cepas utilizadas en este trabajo se describen

en la tabla #l. Todas son derivadas de Escherichia co-
1 K12,

ii) Condiciones de cultivo.

Para la realizacidén de los experimentos las célu-
las se crecieron en los siguientes medios:
Nedio rico.- El medio rico utilizado fue ¢l caldo lLu-—-
ria (bacto-triptona 1%, extraoto de levadura 0.5%, clo
ruro de sodio 1%). Para mutantes que presentaron un Te
querimiento por glutamina, se utiliszd medic Luria adi-
cionado de glutamina & una concentracién final de lmg/
ml, (20).
Nedio minimo.- El medio mfnimo utilizado fue el medio_
minimo NN, que contiene en g/l1t: KH PO (13.6), K 804
(2.61), lgSO °7H 0 (0.2), Oacl (0. 01). ’030"75 0
(0.0005). !-te nodio fue auplenentndo con glucosa a ___
una concentracién final de 0.2% como fuente de carbono
y !H401 15a¥ o glutamina lmg/ml como fuentes de nitré-
geno; las demds fuentes de nitrégeno, arginina, gluta-

mato o aspartato, ge agregaron a una concentracién fi-
nal de 0.2% cada una. Todag estas sustancias se filtra
ron a través de filtros Millipore de 0.45pm y se adi-—

cionaron a las sales previamente esteriliradas en auto
elave (21).
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TABLA #1.
CEPAS BACTERIANAS

Cepa Genotipo relevante

MX615 tipo milvestre

EX752 zig:t \ kan2, derivads de MX615
X850 derivada Gln~ de MX752

X851 derivada Gln de MXT752

X852 derivada Gln~ deo MXT52

MX853 derivada (_g_i_g—_g_g)A de MX752
MX854 derivada (g_g.ﬁb_z_i___lg_)b de MX752
¥X855 derivada (g_:!._g—_:_i__l_x_)b de MX752
MXB56 derivada (g_i_g—@)A de MX752
A£B1206 P14

MX900 P'14g1nL: :Tn5

KX902 glnL: :Tn5

PA340 dh~1, gltBi1

¥xT729 PA340/TRIPY

MX730 PA340/pRSP20

Le ovpa }MX615 y todns sus derivadas poseen ademfs log

slguientes mercadores; ¥, thi, 1lw-680, (pro-lac) . ,
(gBl~pgl-att A ~bio) a
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Los requerimientos de las cepns se agregaron a -
concentraciones éptimas que van de 1x10™7M a 2x10-3l,
dependiendo del aminodcido o vitamina.

iii) Obtencidn de deleciones a partir de la cepn
MX752, localizadas en la regidn de glnA (22).

8¢ crecieron varios cultivos de la cepa MX752 en
10 m1 de medio NN adicionado de glutaminm, a 30°C, hag
te alcanzar le fase exponencial (40 unidades Klett
con f£iltro rojo #66); se A4 un pulso de calor de 6 -
minutos a 42°C, se diluyeron 1:40 en el mismo medio y

ge dejaron expresar aproximadamente 12 horas. Loe cul
tivos se sometieron a doe cicloc de enriquecimiento
con penicilina, a una concentracidn

de 2500 unidades/
ml en presencia de NH4+ como fuente de nitrégeno, per

mitiéndoge después la expresidén de las mutantes en el
mismo medio con glutamina. Se aislaron y purificaron
aquellas colonies que no creci{aun en amonio y sf lo ha

cian en glutamina como fuente de nitrégeno.

iv) Preparacidn de ligados de Pl.

Para los experimentor de transduccidn se utilizdé
el bacteridfago Pl virA. Pars propagar dicho bacterid
fago se crecid la cepe donadora en medio Luria hasta_
fase exponencial; se mezclaron 0,5 ml de este cultivo

ol

con 0.1 ml de P1 diluido a una concentracién de 10' _
pfu/ml (pfusunidades formadorae do placas), y se va--

cid la mezcla con nyuda de medio Luria (3ml) y Luria_
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con agar licuado al 0.75% y mantenido 2 42°C (3ml) so-
bre cajas de Petri con medio Luris adicionado de gluco
sa (0.2%), timina (2§pg/m1) Yy CaCl2 (25mM), (meddio LCT-
G). Se incubaron las cajas hasta observar confluenocim_
de placas, aproximadamente 12 horas, a 37°C, ¥y ponto—-
riormente se raepd la superficie del medio Yy se patd n
tubon, donde la mezcla se cloroformd con 1 ml de cloro
formo por cada 20 ml de suspensidn fégiéé,se agité en

vértex y se centrifugdé para eliminar el agar y los reg
toe celulares. Bl msobrenadante se pasd a un tubo lim--

pio, se cloroformé nuevamente y se guardd a 4°C (23).

v) Titulacidén de lisados de P1l.

1oe lisedos preparados de acuerdo al inciso ante-
rior se

titularon utilizando como cepa gensible a 1la

cepa ABl157, Se crecid dicha cepa en medio Luriae hasta
40 unidades Xlett, se centrifugé y se resuspendié en
la mitud do volumen de medio de mdsorcidén (0.01M MgSO

4
+ 0.005M CaClz). Se hiocieron diluciones del lisado,

desde 107* hasta 10°° en KN estéril, y se mezclaron

0.1 ml de cada dilucidn con 0.1 ml dé la suspensién de
células. Se incubd la mezcla 20 minutos a 37°C sin agi
tucién, para permitir la adsorcién del fago, y se va-
cié sobre cajas con medio LCTG con ayuda de Luria con_
agar licuado a 42°C. las cajas se incubaron de 12 a 24

horaes y se contd el nimero de placus en cada dilucidén.
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vi) Transducciones.,

Las trunsducciones se realizaron con bacteridfago
Pl virA propagado previamente en la cepa donadora. La
cepa receptora se crecid en medio Lurie hasta 40 unida
des Klett, se centrifugd y se repuspendid en 1/10 de
volumen de bacto-triptona 1%. Se mezclaron fagos y bac
terias a una multiplicidad de 0.05 (un fago por cada
20 bacteries) de la siguiente manera: 0.5 ml de bacte-
rias + 0.5 ml de le suspensidén fdgica diluida en Luria
a une concentracidn de 5x10 pfu/ml + 0.5 ml de CaCl, _
0.015M, M5804 0.03¥. Se incluyd un control con 0.5 ml
de Lurie en luger de fagos, ¥y no incubd 20 minutos gin
agitacidn a 37°C. Posteriormente ne centrifugs Yy lavé_
dos veces en igual volumen de NN y se resuspendié en _
0.1 ml de NN. Se vacid sobre cajns de Petri con el me-

dio de meleccidn, y las cajas se incubaron a 37°C.

vii) Conjugaciones.

Las conjugaciones se realizaron de la siguiente
manera. Ye crecieron lag cepas donadora ¥y receptora en
medio Luria hasta 40 unidadee Kleit; posteriormente se
mezclaron 4.5 ml de cepa receptora con 0,5 ml de dona-
dora ¥y se incubarorn el tiempo necesario pars cada con-
jugacidn & 37°C sin agitucidn. También me incubaron in
dependientemente 5 ml de la cepa donadora y 9 ml de la
copa receptoran como controles. Popteriormente se cen—-
trifugaron loe cultivos, se lavaron dos veces con NN

estéril y se vaciuron con ayuda de agar al 0.75% licua
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do y mantenido a 42°C sobre cajam de Petri con el medio

de meleccidén. En caso necesario se hicieron diluciones_
de los cultivos.

viii) Determinacidn de actividades enzimticas.
a) Determinacidén de actividedes de g€lutamino sinte
tasa (GS).

El método utilizado para determinar la amctividaad
enzimdtica de 1a GS fue el de Bender et al,

(24) con 1las
modificaciones introducidaa por Covarrubing et al. —
(21). Dicho ensayo mide la actividad de X—glutamiltrang
ferasa de G, reportada por Shapiro y Stadtman (25).

b} Determinacién de actividades de deshidrogenasa
glutdmica y de glutamato eintasa (GDH y GOGAT, respecti
mente).

Lan actividades espec{ficas de GDH y GOGAT se mi—
dieron de acuerdo s Covarrubias et al. (21).

¢) Determinacidn de actividades de aminotransfera-
sa de dcido aspdrtico (GOT).

La preparacién de extractos para la determinacién_
de actividades de GOT se realizd de ocuero a Marcus y
Halpern (26). La enzima se midid utilizando un juego de
reactivos adquirido de Merck de México (Kerckotest,
prucba colorimétrica para GOT, Art. 3362), siguiendo
lan indicuciones proporcionadas en el mimmo.

d) Determinucién de uctividades de apgpartasa.

La actividud de aopartasa se determind de acuerdo

a Marcus ¥y Halpern (26). El amonio liberndo en la reac-
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cidn despuéa de 30 minutos se midid con un electrodo do
amonioc, y el blanco utilizado fue tratado de la miema
manera que el problema, con la diferencia de que &l ex~

tracto se agregé después de los 30 minutos y del TCA.

ix) Ensayoc de transporte de metilamonio.

Fl ensayo que se utilizé para medir transporte de
metilamonico fue emencialmente el descrito por Stevenson
y Silver (27), con las siguientes modificaciones: el me
dio de enpayo fue NN con glucosa 0.2% pHe7, las células
se crecieron en el medio minimo demcrito y no en medio_
M9. El metilomonio radioactivo fue wdquirido de New Eng
land Nuclear, con una actividad espec{fica de 48 mCi/ _
mmol, La actividad especifica fue reducida con metilamo
nio no radioamctivo, de munera que lu concentracién fi--

nal fue me con una actividad especi{fica de 4.8 mCi/
mmol.

x) Ensayo de transporte de 4dcido amspdrtico.

Se utilizé el ensayo descrito por Ratzkin et 8l.
(28) para transporte de prolina radioactiva, con la di-
ferencia que se utilizé (lac)-L~aspartato. El medioc de
ensayo fue NN con glucosa 0.2% pH=7.4, y la concentra--
cidn de aspartato fue O.lmM, con una actividad eapec{fi
ca de 10mCi/mmol. El dcido aspirtico marcado fue adqui-
rido de New England Nuclear.

Tanto para el ensayo de tranpporte de metilamonio

como para el ensayo de tranoporte de fcido aspdrtico,la
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radionctividad se midid en un contador de centelleo
Packard Tri-Carb, utilizando 10 ml de liquido de cen-
telleo por cada filtro. El liquido de centelleo utili

zado fue PPO al 0.4% en tolueno (PP0=2,5-difeniloxfe-
zol).

xi) Determinacién de proteina.

Para efectuar las determinaciones de proteina en
los extractos con los que se midieron actividades en-
zimdticas se utilizé el método de Lowry et al. (29).
Para los ensayos de transporte de metilamonio y dcido
aspdrtico la cuntidad de protefna fue determinada a

partir de una curva estdndar de unidades Klett ve. mg
de proteina.

xii) Determinucién de frecuencias de reversidn.

Ia frecuencia de reversidén de las mutantes obte-
nidas se determiné de la siguiente manera. A partir _
de un cultivo de la cepa se obtuvieron coloniap aisla
das en una caja de Petri. Se tomé una colonia y se re
suspendid en 1 ml de NN eatéril, ee hicieron dilucio-
nes y se inocularon 5 ml de medio con una dilucidn
que correspondiera a 40 células. Se incubé a 37°C con
agitacidn hasta que el cultivo se obmervara turbio.
Se hicleron diluciones y me plaquearon en medic seleg
tivo para revertantes y en medio no selectivo para la
cepa. Se obtuvo ln ocuenta viable de células revertan-

tes y de célulam no revertantes, y se expresé la fre-
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cuencin de reversién como el nimero de células revertun

tes por ml/nimero de células toteles por ml.




]

RESULTADOS,

la copa MXT752 de E. coli, construida por Brom,
Posce un bacteridéfago lambda::Tnb ()\kan2) insertado
entre el gene glnA y el operdn rha del cromosoma de E.
coli K12 (22). Por curacidn de )\ por pulso de calor ¥
nediante dos ciclos de enriquecimiento con penicilina,
tal y como se describe en Materiales y Métodos, fue po
gible la obtencidn de varias cepas mutantes, las cua--
les pueden ser agrupadas claramente en doa clases, y _
cuya caracterizacién parcial se demcribe a continua---
eidn.

1) Yutaentes alteradas en el gene glnA:

Un primer tipo de mutuntes aisladas presenta el
mismo fenotipo previamente descrito para mutantes en
el geno glnA. Este fenotipo posee las siguientes curagc
teristicas:

Como se puede apreciar en la tabla #2, dichas ce-
pas (MX850, MX851 y MX852) no presentan actividad de—
tectable de GS, a comparacidén de una cepa silvestre
(¥X615); al carecer de actividad de GS estas cepas son
incapaces de sintetizar glutamina, y por lo tanto mani
fiestan un fenotipo Gln-. es decir no crecen en ausen~
cia de glutamina. La frecuencia de reversidn a Gin*
tampoco es detectable (<10-9), lo cual indica que la

mutacidén es muy estable, ¥ que probablemente me trate
d¢ una delecidn que abarque al menos una porcién del
gene EInA. Se ha descrito que mutantes en el locus
_EIn? presentan también un fenotipo Gln , y dichas ce--




TABIA #2.

CARACTERIZACION DE CEPAS Gln~ OBTE-
NIDAS POR CURACION DE )\ FOR FULSO DE CALOR
A PARTIR DE LA C+ A NXT752.

Cepa Fenotipo es” Reg  Reversién a Gln*  /F'14
MX615 Gln* 0,48 + -
MX850 Gln~ <£0.01 - <102 +
MXB51 Gln™ «0,01 - <10~2 +
e
MX852 Gln~ <0.01 <109 +

# Glutamina 1mg/ml como fuente de nitrégenoc. Actividad espec{fica
expresada en pmoles de Y-glutamil hidroxamato/min/mg de proteina




TABIA #2.

CARACTERTZACION DE C: AS GIln~ OBTE-
NIDAS POR CURACION DE X FPOR PULSO DE CALOR
A PARTIR DE LA CEPA  MX752.

Cepa Penotipo as* Reg Reversién a Gln* /P'14
MX615 Gln* 0.48 +
MX850 Gln” <£0,01 - <102 +
NX851 Gln~ <0,01 - <10™? +
~
NX852 Gln™ <0.01 - <10™9 +

® Glutamina img/ml como fuente de nitrégeno. Actividad egpec{fica
expresada en umoles de Y~glutemil hidroxamato/min/mg de protefna
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pas tampoco poseen actividad de GS detectable. Sin em-

bargo las mutantes en glnP revierten por supresidn al
fenotipo Gln' con una frecuencia uproximada de 10~

! -
debido a una mutacién secundaria en cualquiera de

los
genes glnl o glnG, adyacentes a ginA. El hecho de que

no detectemos reversidén a ¢in* non indica que las oe--
pas MX850, WMX851 y MX852 no son mutantes de este tipo,
sino mutantes en glnA. Para comprobar este punto se hi
cieron pruebas de complementacién con el plésmido P'14,
el cual lleva una porcién de cromosoma que comprende a
1a regidn de glnA, pero no a la regién de ginP, y el _
cual fue transferido por conjugacién & estum cepas a _
partir de la cepa AB1l206. Al introducir ¢l F'l4 a las
cepas MX850, MX851 y WX852, éatas recuperan el fenoti-
po Gln+, lo cual no ocurriria si se tratara de mutan—-
tes en glnk.

Otra caracteristica importante de estas cepas es_
que presentan el fenotipo Rag , es decir son incapaces
de utiligar fuentep alternas de nitrdgeno, como argini
na o prolina. El fenotipo Reg 1o presentan todas las
mutantes previamente deecritas en glnA A aunque mutacig
nes en otros loci también pueden producir el mismo fe-
notipo.

Con el objeto de conocer si lams supuestas delecip
nes ocurridas en estas cepas afectan Unicamente al ge-
ne glnA, o bien si también afectan n algin otro gene
cercano, particularsente los gunes adyacentes ginl. y _
£1nG, se hicieron prueban de complementacién con un __
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plédsmido P'14 que contiens una insercién del transposén
TnS en ol gens ginl. Como 88 puedh observar en la tabla
#3 1a cepa MX902, que poses dicha insercién de TnS en

£1nl es sensidble a una concentracién 80OuN’ de metionina _
D,I~sulfoximina (MS), a diferencia de una cepa silvesiw
tre, la cual es resistente. La NI o8 un agents inhibiés=
dor de 1a GS, y se ha sncontrado qus mutantes en el ge-
ne glinl son incapaces de crecor cuando dicha sustancia_

se encuentra presente en el medion (A. Osorio, no publi-

]

cado). Adends: las mutantes en el gene glnl poseen un ni
vel bajo constitutivo de G3, mientras que una cepa sil-
vestre enm capaz de inducir sus niveles de GS en con@i--
ciones ds limitacidén de nitrégeno.

Al introducir el pldemido P'l4ginL::TnS a lae cepas
MX850, MX851 y MX852 observamos que dos de ellas (ME8%1/
P'l4g1inL::™n5 y MX852/P'14glnl: :™5) son capaces de com
plementar la msutacién en ginl gue posee el plésmido,
puesto que son reeistentes a 80pM de NS y presentan una
actividad de G5 inducible. la cepa MXB50/P°l4glnL::Tn5,
por el contrario, ss sensible a BOFI de NS y presenta _
un nivel baje constitutivo de GS, lo que indiocs que en
esta o0pA no existe un gene ginl funcional capas de com
plementar la mutacién del plésmido; ya que los genes
glnl y ginA estdn contiguos en el cromosoma de 3. coli,
(15) es probable que la cepa MX850 sea una delecidn gque
haya afectado a ambos genes; en dicho caso glnA debid _
haber sido eliminado totalmente.

2) Ademds de las mutantes que presentan el fenoti-
po descrito en el incimso anterior se obtuvieron otras
mutantes, las cusles presentan un fenotipe que no habfa
sido descrito hasta lu fecha,

Este fenotipo consiste en la incapacidad de utili-




TABLA #3.

PRUEBA DE COMPLEMENTACION CON P'14ginTi: Tn5
DE LAS CEPAS MX850, MXB51 Y MXB852.

— et me—

Cepe us® - Gs 7 Genotipo

¥X615 resistente inducible g_l_x_x_L__"

MX902 sensible Yaja constitutiva glnL: tTn5

MX8%50/7* 14g1nLt 1Tn5 sensible baja constitutiva  glnl o/PF'14glnL::Tn5
MX851/F* 14glnL1 1Tn5 resistente inducible glnL'/F'14g1nL: 1Tn5
MX852/P* 14g1nL1 1Tn5 resistente inducible glnL'/PY 14gInk: 1 Tn5

* M3 = Metionina D)I~sulfoximina (80pM) utildzendo mi4+ como fuente de nitrbgeno
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zar amonio como fuente de nitrégeno, pero a diferencia
de las cepun Gln~ descritas con anteriorided, o sea 1as

mutantes en glnA o en glnF, . esta incapacidad no se debe
a la ausencia de GS. Como se pueds

obgervar en la ta--

bla #4, estans cepas (MXB53, MXB54, MXB855 y MXB56) pre-

pentan actividad de GS detectable, aunque esta activi-

dad es menor a la que presenta una cepa silvestre. El

hecho de que estas cepas tengan GS indica que el gene_

ElnA se conserva en el Cromosomf y es Cupaz 46 expre--—

sarge, aundue &8 un nivel menor del normal. De ests ma-
nera, dichas cepas presentan un aparente fenotipo Gln
es decir no c¢recen en presencia de amonio como fuente_
de nitrégeno; sin embargo poseen la enzima necesaria
para sintetizar glutamina. Esto nos indica que no se
trata de una mutante Gln como las anteriormente des—
critag, es decir en glnA o en glnP,

Otra evidencia que indica que no se trata de mu--
tantes es glnd es que estas cepas son capaces de rever
tir por supresidn e Gln', Las frecuencias de reversién
se presentan en la tabla £5, y ;omo re puede observar_
son relativamente elovadéa, mientras que las mutantes_
en glnA son generalmente mucho mfs estables.

Otras dos enzimas también involucradas con 1la uti
lizacién del amonio como fuente de nitrégeno son la ___
glutumnto sintasa y la deshidrogenana glutdmica (GOGAT
y GDH, respectivumente). Con el propdpsito de ver si el
fenotipo de estas cCepas se debia a alguna alteracidn
en las enczimas GOGAT o GDH me midié actividad enzimfti




TABIA #4.

ACTIVIDADES ESP' IPICAS DE GS DE DELECIONES (zig-zih),
OBTERIDAS POR CURACION DE ) POR PULSO DE CALOR
DE LA CEPA MX752.

Cepa glutamina 1mg/ml arginina 0.2%
X615 0.48 0.77
MX853 0.12 0.23
MX854 0410 0.22
X855 0.08 0.35
MXB56 0.03 0.17

actividndes espec{ficas expresadsp en Jmoles do
¥-glutamil hidroxamnto/min/mg de protefna.




TABLA #5.

PRECUENCIA DE REVERSION A Gln' DE DELECIONES (zig-gih)y
OBTENIDAS POR CURACION DE A\ POR FULSO DE CALOR
DE LA CEPA MXT52.

Medio MX853  MX854  MXB55  MX856
Iuris + gln 107 107> 1072 4076
m{nimo + gln 1076 10~6 103 10~4
¥{nimo + arg 10"6 10"6 10™3 1075
Minimo + glt 10> 10™2 1073 10~4

gln=glutomina 1mg/ml; arg=arginina 0.2%;
glt=glutamato 0.2%.
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ea ds aabas, y los resultados se musatran en la tabla

#6. Como se puede observer, sstas enzimas estén pre—
sentes y tiensn una actividad mfs alta que en una ce~
pe silvestire, lo que indica que este fenotipo no se
aobe a la susencia de GOGAT o GIH.

Ok I W n AN i

Ya que las tres enzimas’ involucradss en la u-i-t.
la0ién de amonioc se encuentran presentes, otra posibi
1idad que explicara porqué el amonio no ee utilizado
seria la ausencia de transporte de amonio hacia el in
terior de la célula. En la gréfioca #1 puede obeervarse
que, a diferencia de una cepa silvestre, las cepas
NX853, MX854, EX855 y MXB856 mon incapaces de transpor
tar metilamonio al interior de la célula, El metilamo
nio es un andlogo del amonio que entra a la célula u-
tilirando ¢l mismo sistema de transporte que ¢l amo--
nio; se utilira como wonitor en lugar del smonio ya
que puede marcarse radioactivamente oon 14¢ lo cual _
no es posible oon el amonio. Por lo tanto la incapaci
dad de utiliracién de amonio por estas cepas se puede
explicar debido a la ausencia del sistema de transpor
te espec{fico para amonio,

Como se mencioné anteriormente, estae cepas pre-
sentan una actividad de GS mdes baja que una cepa sil-
vestre. Aparentemente ésto no deber{m ocurrir en es-——
tas cepas, yYa gus al no ser capaoces de 1ntroduoi: ano
nio a la oflula, se crea una condicién de limitacién_
de nitrégeno que deberia inducir la uctividad 4e GS.
Sin embargo, como se puele obmervur en la tabla §6,

las engimas GDH y GOOAT e encuentran presentes en ni




TABLA #6.

ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE GIH Y GOGAT IE
DELECIONES (zig-zih), OBT‘VIDAS POR CURACION DEA
FOR PULSO DE CALOR A PARTIR DE LA CEPA MX752.

Cepa GIE GOGAT
MX615 218.0 28.1
¥X853 39241 14244
MXB54 320.7 135.3
MX855 386.9 207.0
MXB56 275.8 116.6

gotividad especi{fice exprepads en jmolen de
NADPH oxidedy/min/mg de protei{nn.




Gréfica #1.

TRANSPORTE DE 14C-METILAMONIO ER
DELECIONES (zig-zih)p OBTENIDAS A PARTIR

DE LA CIPA MXT52, POR
CURACION DE \.
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TABLA #7.
ACTIVIDADES ESPLCIFICAS DE G3 DE LA C: A PA340, Y DE
LA C+ A PA340 CON PLASMIDO3 HIBRIDOS QUE LLEVAN LOS
GENES + TRUCTURAL‘ PARA GIE Y GOGAT.

Cepa es”
PA340 (gdh-1, gltB31) 0.33 —
MX729 (PA340/pRSP1 zant) 0.02
MXT730 (PA340/pRSP20 gltB') 0.03

* glutamina 1mg/ml como fuente de nitrdgeno; actividad

oopeci{fica expresada en pmoles de Y-glutamil hidrozxa-
mato/min/mg de proteina.
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veles mds altos que los normales para una cepa silves-
tre, y es pooible que lu actividad baja de GS me deba_
a ésto. Bender y Magusanik (30) han propuesto que el -
nivel de sintesie de GS refleja la relacién existente_
dentro de la célula entre glutamina y 2-oxoglutaratoc.
De tal manera que al aumentar el nivel de glutamina _
respaecto al nivel de 2-oxoglutarato se obtendri{a una -
disminucién en la sf{ntesis de GS, y al disminuir el ni
vel de glutamina reepecto ad de 2-oxoglutarato se in--—
crementarfa la produccidén de GS. Si en las cepas MX853,
MX854, MX855 y MX856 se presentan niveles de GDH y
GOGAT bastante mds elevados que en una cepa silvestre,
er de esperarse que ¢l nivel de 2-oxoglutarato, el —
cual es sustrato para ambas enzimas, disminuya notable
mente. De esta forma la relacidén glutamina/2-oxogluta-
rato se incrementarfia y bajarfa el nivel de GS. Es muy
probable que efectivaments sea £sto lo que ocurra en -
dichan cepas. Para tratar de cosprobar este punto se _
midié actividad de 05 a las cepas que se emcuentran en
la tabla #7. lIa cepa PAJAO posse dos mutaciones gue le
impiden sintetizar tanto GDH como GOGAT (gdh-1,gltB32l)
ein emdargo es capar de sintetizar GS. las cepas MX729
y MX730 son iguales a la PA340, pero ademds ceda una _
lleva un pldsmido hibrido; la cepa MXT729 lleva el plds
mido PRSPl y la FX730 lleva el plésmido pRSP20, los
cuales possen los genes sstructurnles para GDH y GOGAT,
respectivamente (31). Debido a que estos pldsmidos se

encusntran presentss en varias copias dentro de la cé-
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luls, los niveles de GDH y GOGAT que presentan las ce-
pus MXT29 y MX730 mon superiores & los de una cepa si}l
vestre, luego entonces el nivel de GS deberim mer mds

bajo que en lea misma cepa sin dichos plésmidos. Como_
se puede obgervar, las cepas que llevan estos plédsmi--
dos tienen un nivel wmds bajo de GS que la cepa que

no

los lleva, Esto apoya el hecho de guse la presencia en

exceso de GIH o GOGAT puede afectar el nivel de¢ GS,

—

muy probablemente modificando la relacién existente en
tre glutamina y 2-oxoglutarato que existe dentro de

ls
célula.

Como se menciondé anteriormente, una cepa silves--
tre es capaz de utilizar fuentes alternas de nitrégeno,

por ejemplo arginina, mientras que mutantes en los ge-

nes ginA, ginL o gInG son incapaces de hacerlo, y & es
te fenotipo se le denomina Reg . Con el objeto de de—
terminar si las cepas MX853, X854, NX85% y WX856 pre-
sentabsn el fenotipo Reg , sme determind su capscidad

paras orecer em presencia de arginina, glutamato y mge~
partato como dnices fuentes de nitrdgeno. Como se mues
tra en la tabla #8, dichas cepas no presentan el feno-

tipo Reg , pero tampoco Se CONpPOTLan como una cepa sll

vestre; son capaces ds utilizar arginina o glutamato

como fuentes de nitrdgeno, pero esta utilizacién es su
cho menos eficiente que la de uns cepa silvestre. Tam~
bién se puede Observar que no solamente son incapaces_

de utilizar amonio como fuente de nitrégemo, sino tam-
poco utilizan mspartato.




TABLA #8.

UTILIZACION DE DIFERENTES FUENTES DE NITROGENO POR DELECIONES
(zig-2ih)s OBTINIDAS POR CURACION DE )\ POR PULSO DE CAIOR DE

LA CEPA MX752 (zigii \kan2)

Cepa glutamina arginina glutamato egpartato RH 4+
¥MX615 + + + + +
MX853 + 2 2 - -
MXB54 + p e - -
MX855 + t A ¥ b

MX856 +

1+
1+

glutamina 1mg/ml; arginina, glutamato y aspartato 0.2%} NH,f 15mid.
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El hecho de que estas cepas eean inoapaces de uti
lizar aspartato como fuente de nitrégeno no se puede
explicar pensando que las cepas fueran Reg , ya que
son capaces de utilizar argininma, por lo que es poeie—
ble que alguna de las enzimas encargadas de la degrada
cidn del aspartato, o bien el sistema de transporte de
aspartato, estén afectados. Para probar esta Wltima po
sibilidnd se midié transporto de aspartato, ¥ los re--
sultadon se encuentran en lagrifica #2., Como se puede
apreciar, el transporte de aspartato se encuentra lige
ramente reducido, respecto a una cepus silvestre, pero_
adn es bastante eficiente como para suponer que le re-—
duccidén obeervada sea la cauea de la incapacidad de u-
tilizar aspartato como uUnica fuente de nitrégeno. Por_
lo tanto se midié la actividad enzimdtica de las dos
enzimas que pe sabe estdn involuoradms en la degrada——
cidn de) aspartatc, las cuales mon la aspartasa (L-as-
rartato,amonio ligasa EC 4.3.1.1) y la transaminasa de
écido appértico (l-aspartato, 2-oxoglutarato aminGes—-
transferasa, BRC 2.6.1.1). Como se puede observar en 1la
tabla #9, los niveles de transaminasa de dcido aspdrti
co mon normales, sin embargo no fue posible detectar
actividad de aspartamsa de acuerdo al método utilizado.
De entse manera la incapacidad de poder utiliear aspar-
tato como ¥Unica fuente de nitrdgeno se debe a la ausen

ocia de actividad enzimftica de aspartesa que presentan
dichas cepasns.




Gréfice #2.

TRANSPORTE DE 14C-L-ASPARTATO TOR

DELECIONES (gzig-zih), CBTENIDAS A PARTIR DE
LA CEPA NX752, TOR CURACION DE A.
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TABLA #9.
ACTIVIDADES ESYECIFICAS DE TRANSAMINASA DE
ACIDO ASPARTICO Y DE ASPARTASA DE D_.ECIONES

(zig-zih)s.
Cepa Transaminapa” Aspartasa’
MX615 23.3 0.16
¥X853 36.4 Y.
MY854 23.7 nd
NX855 29.7 nd
MXB56 1547 nd

* ymoles de sustrato consumidas/hr/mg proteina.

*# nmoles de KH 4+ liverado/hr/mg proteinas -
##% no Jdetectable.
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Sabemos que la cepa MX752, de la cual provienen
todas las mutantes descritas en este trabajo, posee_
un bacteriéfago ) kan? insertado entre el gene glnh y
el operén rha del cromosoma de Escherichim coli. De
esta cepa se obtuvieron las mutantes descritas por _
curacién de )\ por pulso de calor. Este tratamiento _
debié generar esciciones anormales del bacteridfago_
de manera que se eliminara parte del INA cromosdémico
y se originaran deleciones. De esta forma suponemos_
que las mutantes descritas son deleciones que pueden
abarcar uno o varios genes adyacentee al sitio de in-
sercién del fago en la cepa MX752. Es posible que
los doe tipos de mutantes descritus en la seccién an
tericr correspondan a deleciones que se sobreponen
de tal manera que las cepas MX853, MX854, MX85% y ___
MX8%56 correspondan a deleciones que ven desds el ei-
tio de inmercién de )\ hacia el gene ginA ein llegar_
a cortarlo, y las cepas MX850, MX851 y MXB52 a dele
ciones méds grandes que llegan & deletar parte del ge
ne ginA o al gene glnA y cuando menos parte del gene
glnL. Otrm posibilidad es que los dos tipos de muta-
ciones descritas correspondan a deleciones qus me sx
tienden & ambos lados del sitic de ineercién de), de
manera que las Cepas MX850, MX851 y KX8%52 correepon-
dan a deleciones que van desde el sitio ds ‘ineercién
de )\ hucia el gens glnA, y las cepas NX853, WX854,
MX855 y MX856 a deleciones que van desde el sitio de
insercién de \ hacia el operén rha. Si la primers po
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sibilidad fuera cierte, entonces las cepas MX850, MX851
y MX852 deberfan ser incapaces de recombinar entre sllas
para dar una cepa pilvestre, y tampoco deberfan smer ca~
paces de recombinar con las cepas MX853, MX854, MX855 y
MX856 por tratarse de deleciones que se sobreponen par-
cialmente. Si la segunda posibilidad fuera cierta, en--
tonces las cepas MX850, MX851 y MX852 deberfan eer capa
ces de recombinar con las cepas MX853, WMX854, MX855 y _
MX856 para producir recombinantes de tipo silvestre, pe
ro deberian ser incapacee de recombinar entre ellas. Co
mo se puede obeervar en la tabla #10, lan cepas ¥X850,
MX851 y MX852 son incapaces de recombinur entre ellas,_
y s{ recombinan con las cepas MX853, MX854, MX855 y

Wx856 para dar recombinantes de tipo silvestire. Estc
pa

4

(18]

dica que los dos tipos de mutantes descritas en este
trabajo no corresponden a deleciones gque se sobrepongan,
sino man bien a deleciones qQue BE generaron por escl---
cidn del bacteriéfago A haciam ambos lados del sitio don

de ge eéncontraba insertado en el cromosoma.




TABLA #10

MAPEO POR TRANSDUCCION DE DELECIONES
OBTENIDAB DE Lh C+ A MX752 POR CURACION DE \.

Donador Receptor Seleccién #de transductantes/1 0®p1
MXB850 MX851 Gln* £0.04
¥X850 MX852 " <0.04
KXB851 MX850 " <0.04
¥XB851 uxXBs2 " <0.04
¥x052 ¥X850 " <0.04
ux852 MX851 " <0.04
MxB853 MX850 " 4
MX853 MX851 " 28
X853 X852 " 4
MXB54 1X850 n 4
MX854 ¥X851 " 28
VX85 4 MX852 n 4
¥X855 MX850 n 1.2
Mx8s5 NX8%51 " 6
UuX8sS X852 " 0.8
¥X856 MX850 n 0.4
MXBS6 MxB851 " 2
MX856 nxgs52 " 0.4




DI SCUSION.

En el presente trabajo se describe lu obtencién de
mutantes a partir de la cepa MX752 (g_g::)skan2), y Bu
caracterizacidn parcial, La cepa !MX752 posee un bacte--
ridfago A\ kan2 insertado a 0.16 minutos del gene glnA,
(22). Bato permite que por escisidn anormal del fago se
puedan generar deleciones en el gene glnA y genes adya-
centes.

Como ge describe en la seccidn anterior se aisla--
ron tres mutantes que afectan al gene glnA, las cuales_
son incapaces de sintetizar la enzima G3, y por lo tan-
to son auxétrofas de glutamina (cepas MXB50, WX851 y _
¥MX852). El fenotipo que presentan estaa cepas es muy
¢laro, pucsto que posmseen todas las caracteri{sticas des-
critas pari cepas con mutaciones en glnA, como son una_
baja fracuencin de reversidén a Gln+, la incapacidad de
utilivnr fuentes alternas de nitrégeno (fenotipo Reg ),
¥y el hacho de que pueden ser complementadas por el plég
mido ¥'14., Hasta el momento de la realizacidn de ente
trabajo no se habfa podido mapear exactumente el sitio_
donde se encuentra inserto el fago A\ kan2 en la cepa
MX752, aunque s{ se sabfa que se encontraba a 0.16 minu
tos del gene glnA (22); una posibilidad era que A kan?2_
se oncontraba inserto entre el gene glnA y el gene polA
Si éoto fuera cierto, entonces todas las cepas Gln ob-
tenidas de ln cepa MX752 deberian ser también delecio--

nes que abarcaran los genes ginL y ginG. Como se puede_
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observar en la tabla #3, solaments una de las tres ce-
pas G1ln~ es genotipicamente gInL , lo cual indica que_
1a insercién original de X\ se localizaba entre glnA 7y
rha, y no entre glnA y pold. Otro hecho que apoya esta
localizacién de \ es ¢l no haberse logrado obtensr mu-
tantes gInG~, o mutantes dobles ginl , glnG~, lo cual_
se esperaria si )\ estuviera inserto entre pold y glna.
Bs importante el hecho de hadber logrado aislar una ce—
pa que sea (ginA, ginl)a, ya que posteriormente esta
cepa puede servir pars mapear mds precisaments la locs
lizacién del gene glnl con respecto al gene gInA,

El otro tipo de mutantes obtenidas a partir de la
cepa MX752, representado por las cepas MX853, MX854,
Mx855 y MX856, presenta un fenotipo gque no ha sido des
crito hasta la fecha, y que consiste en la incapacidad
de utilizar amonio como fuente de nitrégeno debido a _
que el sistema especi{fico de transporte de amonio ya _
no es funocional. luego entonces se trata de cepas que_
fenot{picamente son Gln , & pesar de poseer niveles su
ficientes de glutarnino sintetasa, y este fenotipo Gln
se debe a que ¢l amonio no penetra al interior de la _
célula. Podriamos decir que me trata de un caso anflo-
g0 al que se prementa en el operdn lac en el que mutan
tes }_gg}__, que no poseen la permeasa que transporta

lactosa al interior de la célula, presentan un fenoti-

PO lac™, a pesar de poseer niveles normales de ﬁ-a.la.g_
tostdama (32).

El hecho de haber encontrado mutantes que sean in

capaces de transportar amonio hacia el interior de 1la
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célula es importants, puesto que es una fuerte eviden~
cia de que el amonio no entra libremente a la célula,

sino que es transportado por un sistema de transporte_
especi{fico. Se ha encontrado que en eucariotes inferio
res ¢l sistema de transporte de amonic se puede medir
utiligando un andlogo del amonio, el metilamonio, que

presenta le conveniencia de que puede obtenerse marce-

40 con 140. (33). Se ha comprobado que ésto también es

cierto, tanto para Azotobacter (34), como para B. coli
€27).

BEn todos estos casos le entrada de metilamonio
presents una cinética que puede explicarse si se consi
dera un sistema d4e¢ transporte espec{fico, es decir, es
un sistema saturadle, que presenta una cinética tipo
Michaelis-Menten, y en el cual el amonio act¥a como un
inhibidor competitivo, lo cual sugiere que el metilamo
nioc sf utilirza el sistema de iraneporte de amonio para
entrar a 1a célula. A pesar de todos estos estudios de
tipo cinético, no se contaba hasta la fecha con mutan-
tes que permitieran asegurar que dicho sistema en rea-
1idad existe en E, coli, E1 hecho de poder contar con
mutantes que sean incapaces de transportar amonio de--
muegtra que dicho mimstema de trunsporte s{ existe y que
el amonio es incapaz de entrar a la célula por simple_
difusidén, lo cual es légico si se. toma en cuenta que a

rH fisioldgico el amonio me encuentra ionizado como

3“4’ (y no como NHB). ya que al tener un pKa de 9.25,
afe del 99% me encontrar{ia en la forma ionizada (27).
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Como se puede observar en la tabla #5, las cepas
MX853, MX854, MX855 y MX856 son capaces de revertir a
Gln* con frecuencias relativamente altas. Debido a —
que lo més probable es que estas cepas sean delecio--
nes, por haber surgido a partir de una esoisién anor-
mal del fago )\, la reversién & Gln* deve surgir por _
mutaciones supresoras en algin otro gene. Stevenson Yy
Silver (27) demostraron que el eistema de transporte_

de ua: en E. coli tiene dos picos de actividad, wuno

a pH 7, ¥ el otro a pH 9. Esto sugiere que dicho sis-
tema puede estar constituido por més de una protefna,
Y que probablemente la proteina, o protefnun, que
funcionan a pH 7 sean diferentes a las que funcionan_
s pH 9. Si suponemos que ésto ee oierto podemos expli
car la reversién como una modificacidn del sistema __
que funciona a pi 9 y que ahora es funcional a pH 7.
Sabemos que cuando E. Colli es crecida en un me-~
410 en el cual existe una limitacidén de nitrégeno, co
mo puede ser una ba ja concentracidén de¢ amonio o un a-
minoécido como fuente de nitrégeno, GS se induce, pa-
ra hacer mds eficiente la asimilacidén de nitrégeno.
Sin embargo, las cepas MX853, MX854, MX855 y MX856 no
son oapaces de inducir completamente sus niveles nor-
males de (8, lo cual ee extrafio puesto que se encuen-
4ran permanentemente en una condicién de limitacidn
de nitrégeno, al ser incapaces de transportar amonio_
al interior de la célula. Como se menciond anterior--
mente, los niveles de GDH y GOGAT que presentan estas
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cepas son mis altos que 10s qUe pOsee una Ceps silves-
tre. Ds esta manera, los niveles de 2-o0xoglutarato den
tro de 1la oflula deben encontrarse disminuidos, ya que
tanto GDH como GOGAT utilizan 2-oxoglutarato como sus-
trato. Los niveles relativos de glutamina/2-oxoglutara
40 que existen dentro de la céluls son de importancia
puesto que ol sistema de adenilacién y desadenilacidn_
de GS responde a los niveles relativos de estos metabo
1itos. Cuando los niveles de 2-oxoglutarato son bajos,
como probablemente ocurre en las ocepas ¥X853, NX8s54,

MX855 y MX856, se estimuls la adenilacidn de GS (1, 5).
De esta manera la proteina reguladora PII ss encuen--
tras en su forma no uridilada (Pln) que estimula a la
adeniltransferasa para que adenile G3, Magasanik y co-
laboradores han propuesto recientemente que la prote—
foa Py entf involucrada directamente en la regulacidén
de los niveles de GS que se sintetizan en la célula

(17, 18, 19). De mcuerdo & sus resultados, la proteina

Pxn impide que GS se sintetice a niveles altos, Yy o8-

te efecto de P, o8 independiente de su interaccidn _

con 1la adeniliransferasa. De esta forma, las cepas

MX853, MX854, MXB55 y MX856, cuya proteina PII debe en

contrarse principalmente en la forma no uridilada, es

decir PIIA' son incapaces de¢ Jdesreprimir completamen-

te sus niveles de GS.

la presencia de niveles mésp altos que los norma--
les de GDH y GOGA?T puede explicar porqué GS no se indu
ce completamente en dichas cepas; sin embargo, queda _
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por explicar por qué los niveles de GDH y GOGAT se en-
cuentran tan elevados. Una posible explicacidén & estos
niveles altos de GDH y GOGAT es que la falta de trans-
porte de amonio al interior de la célula funcione en
cierta forma como una sefial que traiga como consecuen-
cia uma mayor s{ntesis de ambas enzimas. Otra posibiili
dad es que la probable delecidn que tienen dichas ce--
pas haya eliminado algun genc que sea de importanoia _
en 1a regulecidn de 1la expresidén de las enzimas GDH y
GOGAT, de manera que s/hora no tienen el mismo grado de
represién que cuando dicho gene esté presente, como o-
curre en uné cepa silvestre.

Ademds de la incapacidad de transportar amonio ha
cia el interior de la célula, dichas cepas son incapa-
ces de ﬁtilizar.aapartato como fuente de nitrégeno, lo
cual puede deberse a la ausenoia de nivelea.detecta¥—-
bles 4e aspartasa dentro de la célula. E1 gene estruc-
tural para la aspartasa (aspA) se encuentra localizado
en el minuto 94 del cromosoma de K.coli (6), lo que
hace pensar que 8i las cepas MXB53, MIB54, ¥X85% y
MX856 surgieron por delecién y la delecidén abarca al_
gene estructural aspA, todos los marcadores que se en-
cuentran entre el sitio de insercién de A\ y 88pA de--
bieron ser eliminados, lo que hubiera ocasionado que es
tas cepas sdquirieran otras auxotrof{as, como son Met?
Arg , Thi, Bio , eto. Ya que ésto no ocurre podemos
deducir que 1a delecién no es tan grande como para ha-



ber abarcado el gene aspA. Una explioacidén alterna es
que B8e haya eliminado un gene regulador indispensable
para la expresién del gene aBpA, o bien que la aspar-
tasa epté compuesta por més de un polipéptido, de ma-
nera que podriam haber dos genes estructurales, &8spA y
otro previamente no identifioado, y la deleoién ha-—--
bria eliminado 21 gene que codificara el polipéptido_
que no es codificado por aspA.

Homos observado que los dos tipos de mutantes
aislades, es decir las cepas con deleciones en glnd y
las oepas que carecen del sistema de transporte de a-
monio, Son capaces de recombinar entre ellas para pro
ducir recombinantes de tipo silvestre, lo oual quiere
deoir que son deleciones que no se sobreponen. Sin em
bargo es neccsario mapeaf mids precisamente lam dele-—
ciones, particularmente las que han perdido el siste-
ma de transporte de amonio, ya que no se cuenta con
ninguna informacidn previa para 1nnloca1izncién de di
cho{s) gene(s). Para ésto es necenoario llegar a oon-—-
tar con mutantes puntuales, que ayudarfen a localizar
con més exactitud al gene, o & lob genes, que estdn

involuorados, con respecto 8l resto de los genes en
el cromosoma.

Cabe mencionar que, independientemente del sitio
donde mapeen en el cromosoma, estas mutaciones son de
sumo interés y esperamos que ayuden & comprender en

un futuro el ocomplejo fendmeno de la asimilacidn de
nitrégeno on Escheriohias coli.




CONCLUSTIONESTS.

En este trabajo me presentd la caracterizacidn
parcial de varias cepas mutantes de Escherichia co-
1i obtenidas a partir de la cepa MX752, la cual po-
see un bacteriéfago >\kan2 insertudo cerca del gene
glnA, el cual codifica para la enzima glutamino sin
tetasa. les mutantes aisladas corresponden a dos ti
pos diferentes, uno de los cuales consistié en mu-—-
tantes, muy probablemente deleciones, que afectan
al gene gInh, Y que presentan todas las caracteris-
ticas esperadas para mutantes de este tipo. El otro
tipo de mutantes estuvoc representado por cepas con
un fenotipo consistente en le incapacidad de trans-

portar amonio hacia el interior de la célula, lo

que ocasionm que estas cepas presenten un fenotipo_
Gln ; ademis estas mutantes fueron incapaces de uti
lizar aspurtato como fuente de nitrégeno, debido po
sidlemente a la eliminncidn por delecidn de un gene

indispensable para le expresidn de la enzima aspar-
tasa.

Bs importante contar con mutantes incapaces de
transportur amonio, ya que es las primera evidencia

directu de que efectivamente el amonio requiere de

un sistema de transporte especifico para penetrar a

la célula y para posteriormente mer metanbolizado

por laps enzimas glutumino sintetasma y deshidrogena-
sa glutdmica.
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