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INTRODUCCION.  

Cualquier sistema celular, sea éste de algdn mi-

croorganismo, de alguna planta o de algdn animal, re-

quiere un abastecimiento de nitrógeno que pueda ser 

asimilado e incorporado en macromoléculas. El metabo-

lismo de nitrógeno se puede dividir en dos tipos de _ 

reacciones: los caminos asimilatorios para incorporar,  

el nitrógeno disponible en los compuestos presentes _ 

en el medio, y los caminos biosintéticos que dan lu—

gar a la producción de los compuestos celulares que _ 

poseen nitrógeno (1). 

En las enterobacteriae, así como en la mayoría _ 

de los tipos celulares, la glutamina ocupa un papel _ 

central dentro del metabolismo del nitrógeno (1, 2, _ 

3), ya que funciona como donador de grupos amino y 

amido en una serie de caminos biosintéticos, entre _ 

los que me encuentran la formación de aminoácidos co-

mo glutamato, triptofano e histidina, la sinteeie de 

carbamil-fosfato, CTP, KMP, glucosamina-6-fosfato, 

etc. (1, 2, 3). Debido a la importancia que tiene la 

glutamina para el metabolismo de los compuestos nitro 

genados celulares, la enzima que se encarga de sinte-

tizarla es de suma importancia para la célula, y su _ 

síntesis y su actividad enzimítica están sujetas a un 

control muy preciso. Dicha enzima, que es la Única en 

sima capaz de sintetizar glutamina, es la glutamino,-- 

»intitula, o G3 (EC 6.3.1.2). La glutamino sintetaek. 
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es una proteína que en Eschsrichia col/ está compuesta 

de doce subunidades idinticas, cada una con un peso de 

aproximadamente 50,000 daltones (1, 2). La reacción 

que lleva a cabo es la siguiente: 

L-glutamato + ATP + NH
3 

L-glutamina + ADP + Pi 

y requiere de la presencia de un catión Bivalente, tal 

como llgt#,Mn" o Co".  (2). 

Otra enzima capaz de incorporar amonio es la des-

hidrogenas& glutémica, o GDH (EC 1.4.1.4), la cual lle 

va a cabo la síntesis de ácido glutámico a partir de _ 

2-oxoglutarato y amonio: 

2-oxoglutarato + NH
3 
+ NADPR 

1-glutamato + RAU*  

A su vea, la glutamina puede ser transformada a 

glutamato por medio de la glutamato sintasa, o GOOAT, 

(EC 

2-oxoglutarato + L-glutamina 

2 L-glutamato + NADP♦  

De esta forma, la interacción existente entre se-

tas tres enzima. determinará los niveles de 2-oxogluta 

rato, glutamato y glutamina existentes dentro de la e& 

lulo., y por lo tanto la disponibilidad de nitrógeno pa 

ra el metabolismo celular. Particularmente importante 

es el nivel de la OS y su actividad ensimática, y por 

lo tanto existen varios mecanismos que la controlan. 



Uno do estos mecanismos ea la inhibición por retroali-

mentación de productos finales del metabolismo de gluta 

mina (3, 4); otro es la interconversión entre una for-

ma relajada o inactiva y una forma activa como rospuen 

ta a la variación de las concentraciones de cationes _ 

divalentes (1, 4), y el último mecanismo que regula la 

actividad enzimática de GS es un sistema de "cascadau_ 

consistente en varias enzimas reguladas por metaboli--

toe y por una pequeña proteína reguladora (4, 5). Este 

sistema de cascada es biciclico; un ciclo involucra la 

adenilación y desadenilación de subunidades de la GS,_ 

lo que da lugar a subunidades que son inactivas al es-

tar adeniladas; el otro ciclo involucra la uridilación 

y desuridilacidn de una pequeña proteína reguladora co 

nocida como proteína PII' Las reacciones de adenila---

cidn y desadenilacidn de la GS non catalizadas por una 

adeniltranuferasa (ATasa), mientras que las de uridila 

ción y desuridilacidn de la proteína PII  son cataliza-

das por una uridiltr+Insferama (UTasa). Los dos ciclos_ 

están ligados in vivo de la siguiente manera: la proto 

Ina PII puede encontrarse en dov formas, uridilada y _ 

no uridilada,PIID Y  PIIA' respectivamente; la uridila 

ción y desuridilacidn de la proteína T'II  está determi- 

nada por los niveles de ATP, 2-oxoglutarato y glutami- 

na dentro de la célula, de manera que cuando hay mucho 

ATP y 2-oxoglutarato, y hay poca glutamine, la prote— 

ína me encuentra en su forma uridilada y cuando los ni 

veles de 2-oxoglutarato y ATP son bajos y loe de gluta 

alba altos, la proteína Pu  es desuridilada. La forma_ 
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no uridilada de la proteína PII  (PITA), va a estimular 
a la ATasa para que adenile a las subunidades de la GS 

y lee vuelva biosintéticamente inactivas, mientras que 

la forma uridilada de la proteína PI, (PIID)' " a es-
timular a la ATasa para que deeadenile a las subunida-

des de la GS y las vuelva a su forma biosintéticamente 

activa. De esta manera la actividad enzimática de la _ 
GS está controlada por los niveles de ATP, glutamina y 

2-oxoglutarato. 

Loe mecanismos descritos anteriormente son loe 

que regulan la actividad enzimática de la GS. Sin em- 

bargo, no sólo está regulada la actividad enzimática _ 

de esta enzima, sino también sus niveles de síntesis _ 

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

Escherichia coli, Salmonella, o Klebsiella en un medio 

con una alta concentración de amonio, GS es sintetiza-

da en cantidades menores que cuando se crece en condi-

cionen limitantes de nitrógeno, como pueden ser una ba 

ja concentración de amonio o un aminoácido como fuente 

de nitrógeno (1). Esto quiere decir que el gene estruc 

tural para la GS está sujeto a una regulación a nivel_ 

de transcripción. 

En Escherichia  coli el gene estructural para la _ 

OS se encuentra localizado en el minuto 86 del mapa de 
ligamiento (6), y se conoce como glªa. El estudio de 

la expresión del gens «IR& ha logrado identificar va-
rios otros genes involucrado.. Originalmente solo se _ 

conocían mutantes en el gene alm, que al no poseer OS 
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se comportan como anxótrofas de glutamine, y además _ 

son incapaces de utilizar fuentes alternas de nitrde 

no, a lo que se le conoce como fenotipo Reg7». Ciertas 

mutantes constitutivas Gine, parecían zapear dentro _ 

del gene EDIL, lo que sugería que la GS pudiera estar 
regulando su propia síntesis; esta hipótesis de regu-

lación autógena, propuesta por Kagasenik y colaborado 

res (7) sugería que la GS no adenilada permitía la ex 

presión a partir del gene glaál, mientras que la GS 

denilada reprimía su propia síntesis. Sin embargo el_ 

descubrimiento de mutaciones en otros genes cuyos pro 

duetos afectan la formación de la OS ha invalidado la 

hipótesis originalmente propuesta (7). 

Un primer tipo de mutaciones que afecta el nivel 

de expresión del gene ALIA, y por lo tanto la sínte—

sis de la OS, ea el que corresponde a mutantes en un 

gene alejado del Ala& y que ha sido llamado gin!. Las 

mutantes ale' son incapaces de inducir sus niveles _ 

de OS, y por lo tanto se comportan como auxdtrofas de 

glutamine (Gln-), (8). Se ha propuesto que el produc-
to del gene Ele es esencial para la activación del _ 
gene gime, de manera que en ausencia de date, el gene 

estructural para la OS se encuentra siempre reprimido. 

Las mutaciones en el gene gin! son suprimidas 

por mutaciones secundarias'en un locus cercano al ge-

ne glnk, que originalmente fue designado glaa en Sal-

monella y glnlen Socherichia coli y en Klebsiella, 

(9. 10. 11). Estas mutantes son ahora 01n4., de manera 



que son nuevamente capaces de crecer en ausencia de _ 

glutamine en el medio, y siempre presentan un nivel _ 

bajo constitutivo de GS; además son Reg—, es decir 

son incapaces de utilizar fuentes alternas de nitrógn 

no, tales coso arginina o prolina; Insta y colaborado 

res (9, 12) han demostrado que esta característica de 

las cepas asé-  se debe a la incapacidad de inducir 

los sistemas de transporte específicos para estas 

fuentes alternas de nitrógeno, lo cual ha sido compro 

hado por otros autores (13). 

Tomando todos estos datos en cuenta, Kustu y co—

laboradores (9, 14) han propuesto un modelo de regula 

ción de la OS en el que el producto del gene me, o_ 
alaq, funcionaria ya sea como represor o como activa, 
dor, dependiendo de la presencia del producto del ge—

ne Eles en presencia del producto de gin?, el produc 

to de we o ala funcionaría como un activador, y an 
ausencia del producto de ala, el producto de Ele o 
&Id funcionaría como un represor. Este modelo ha re—
cibido mucha evidencia experimental, y solamente se _ 

ha visto modificado por el reciente descubrimiento de 

que el locue denominado ginG en realidad consiste de_ 
dos genes, y no de uno solo (15); la denominación que 

se ha adoptado para estos dos genes es £1.112  para el _ 
contiguo al gene ginA, y spla para el más alejado al 
gene ginA, el cual es contiguo al gene £1511. 

A pesar del descubrimiento de estos tres genes,_ 

	 Link y gle, involucrados en la expresión del _ 
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gene slnA,, se ha demostrado que pueden existir otros 

factores también involucrados, aparte de los propuse 
tos por Kustu en su modelo. Recientemente Rothsteín_ 

et al. (16) han demostrado que la presencia de la OS 
dentro de la célula es importante, ya que actúa cono 

un modulador de la expresión del gene F101,, aunque _ 

no es esencial para el control positivo o negativo _ 

que se ejerce sobre dicho gene. Además ciertos datos 

de llagasanik y colaboradores (17, 18, 19) sugieren _ 
que no solamente los productos de los genes FlnP, 

FInt y ginO están involucrados en la expresión del _ 

gene ginA, sino que también la proteína reguladora _ 
PII 

juega un papel importante, y ésto es independien 

te del efecto que tiene sobre las enzimas que afee--

tan la adenilación y desadenilación de la GS. 

En el laboratorio hemos estado interesados en _ 

estudiar los mecanismos que regulan la asimilación _ 

de compuestos nitrogenados por Escherichia coli K12, 

y particularmente la regulación de la enzima glutaml 

no eintetasa. Para poder llegar a comprender este fe 

nómeno es necesario contar con mutantes, tanto en el 

gene estructural FinA como mutantes regulatorias en 
los genes que están involucrados en la síntesis de _ 

la OS. En este trabajo se describe la obtención de _ 

delecionee que afectan la producción de OS, ya sea _ 

por haber afectado el gene estructural para la OS, o 

bien por haber afectado otros genes relacionados con 



el metabolismo nitrogenado celular. Asimismo, sapresen 

ta por primera vez el aislamiento de un nuevo fenotipo_ 

relacionado con la asimilación de amonio por este micro 

organismo, el cual consiste en la incapacidad de trans-

portar dicha molécula al interior de la célula. 



MATERIALES Y METODOS.  

i) Cepas bacterianas . 

Las cepas utilizadas en este trabajo se describen 

ea la tabla #1. Todas son derivadas de Escherichia co-
li 11:12. 

ii) Condiciones de cultivo. 

Para la realización de los experimentos las célu-

las se crecieron en los siguientes medios: 

Medio rico.- El medio rico utilizado fue el caldo Lu--

ría (bacto-triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, clo 

raro de sodio 1%). Para mutantes que presentaron un re 

querimiento por glutamina, se utilizó medio Luria adi-

cionado de glutamina a una concentración final de lag/ 

al, (20). 

Medio minium.- El medio minino utilizado fue el medio_ 

mínimo NN, que contiene en g/it: 1112PO4  (13.6), 12304  
(2.61), M004.7H20 (0.2), CaC12  (0.01), PeSO4,7820 
(0.0005). Este medio fue suplementado con glucosa a 

una concentración final de 0.2% como fuente de carbono 
y NH

4Cl 15aM o glutamina Img/al coso fuentes de nitró-

genol las denle fuentes de nitrógeno, arginina, gluta-

mato o aspartato, se agregaron a una concentración fi-

nal de 0.2% cada una. Todas estas sustancias se filtra 

ron a través de filtros Millipore de 0.45pm y se adi—

cionaron a las sales previamente esterilizadas en auto 

clave (21). 



MI615 
MI752 
MI850 
MX851 
M1852 
!X853 
M1854 
M1855 
MI856 
AB1206 
M1900 
M1902 
n340 
MI729 
M1730 

tipo silvestre 
z_45:: X ~, derivada de M1615 
derivada Gln7 de MX752 
derivada Gln7 de MX752 
derivada Gin do MX752 
derivada (11&-zih)0  de M1752 
derivada (mis-mih)e, de MX752 
derivada (ziersih)la  de MX752 
derivada (1M-zih)41  de MX752 
P'14 
2"14g1nL::Tn5 
gln1::Tn5 
gdh-1, g1tB31 
2A340/PRSEI 
2A340/pRS220 

(10) 

TABLA #1. 

CEPAS BACTERIANAS 

Cepa 	 Genotipo relevante 

La oopa M1615 y todas sus derivadas poseen además 100 
siguientes marcadores; 	thi, ilvb-680, (pro-lae)a 



Los requerimientos de las cepas se agregaron a _ 

concentraciones óptimas que van de lx104M a 2x10311, 

dependiendo del aminoácido o vitamina. 

iii) Obtención de delaciones a partir de la cepa 

MX752, localizadas en la región de glnA (22). 

Se crecieron varios cultivos de la cepa MX752 en 

10 ml de medio NN adicionado de glutamina,a 30°C, has 

ta alcanzar la fase exponencial (40 unidades Klett 

con filtro rojo #66); se did un pulso de calor de 6 _ 

minutos a 42°C, se diluyeron 1:40 en el mismo medio y 

se dejaron expresar aproximadamente 12 horas. Los cul 

tivos se sometieron a doe ciclos de enriquecimiento 

con penicilina, a una concentración de 2,500 unidades/ 

ml en presencia de MI
4
4. 

como fuente de nitrógeno, per 

mitiéndoee después la expresión do las mutantes en el 

mismo medio con glutamine. Se aislaron y purificaron_ 

aquellas colonias que no crecían en amonio y sí lo ha 

cían en glutamine como fuente de nitrógeno. 

iv) Preparación de limados de Pl. 

Para loe experimentos de traneduccidn se utilizó 

el bacteriófago P1 virA. Para propagar dicho bacterid 

fago se creció la cepa donadora en medio Luria hasta_ 

fase exponencial; so mezclaron 0.5 ml de este cultivo 

con 0.1 ml de P1 diluido a una concentración de 107 

pfu/ml (pfueunidadee formadorae do placas), y se va--

cid la mezcla con ayuda de medio Luria (3m1) y Lurio._ 
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con agar licuado al 0.75% y mantenido a 42°C (3m1) so-

bre cajas de Petri con medio Luria adicionado de gluco 

ea (0.2%), timina (2511g/m1) y CaC12  (25mM),(medio LCT-

G). Se incubaron las cajas hasta observar confluencia 

de placas, aproximadamente 12 horas, a 37°C, y poate—

riormente se raspó la superficie del medio y se pagó a 

tubos, donde la mezcla se cloroformó con 1 ml de cloro 

formo por cada 20 ml de suspensión fágida,se agitó en _ 

vórtex y se centrifugó para eliminar el agar y los res 

tos celulares. El sobrenadante se pasó a un tubo lim—

pio, se cloroformó nuevamente y se guardó a 4°C (23). 

v) Titulación de lisados de Pl. 

Los lisados preparados de acuerdo al inciso ante-

rior se titularon utilizando como cepa sensible a la 

cepa AB1157. Se creció dicha cepa en medio Luria hasta 

40 unidades Klett, se centrifugó y se resuspendid en _ 

la mitad do volumen de medio de adsorción (0.01M MgSO4  

+ 0.005M CaC12). Se hicieron diluciones del lisado, 
desde 101 hasta 10-6 en NN estéril, y se mezclaron 

0.1 ml de cada dilución con 0.1 ml dé la suspensión de 
células. Se incubó la mezcla 20 minutos a 37°C sin agi 

tación, para permitir la adsorción del fago, y ee va-

ció sobre cajas con medio LCTG con ayuda de Luria con_ 

agar licuado a 42°C. Las cajas se incubaron de 12 a 24 

horas y se contó el número de placas en cada dilución. 
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vi) Transducciones. 

Las tranaduccionee se realizaron con bacteridfago 

P1 virA propagado previamente en la cepa donadora. La 

cepa receptora se creció en medio Luria hasta 40 unida 

dee Klett, ee centrifugó y se renuspendió en 1/10 de _ 

volumen de bacto-triptona 1%. Se mezclaron Pagos y bac 

tenias a una multiplicidad de 0.05 (un falto por cada _ 

20 bacterias) de la siguiente manera: 0.5 ml de bacte-

rias + 0.5 ml de la suspensión fdgica diluida en Luria 

a una concentración de 5x107pfu/ml 0.5 ml de CaC12 
0.015M, MeS04 0.03M. Se incluyó un control con 0.5 ml 

de Luria en lugar de fagos, y no incubó 20 minutos sin 

agitación a 370C. Posteriormente ne centrifugó y lavó_ 

dos veces en igual volumen de NN y se resuspendió en _ 

0.1 ml de N. Se vació sobre cajas de Patri con el me-

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

vii) Conjugaciones. 

Las conjugaciones se realizaron de la siguiente _ 

manera. be crecieron las sepan donadora y receptora en 

medio Luria hasta 40 unidades Kl,?.tt; posteriormente se 

mezclaron 4.5 ml de cepa receptora con 0.5 ml de dona-

dora y se incubaron el tiempo necesario para cada con-

jugación a 37°C sin agitacidn. También se incubaron in 

dependientemente 5 ml do la copa donadora y 5 ml de la 

copa receptora como controlen. Posteriormente se cen-

trifugaron loe cultivos, se lavaron dos veces con NN 

eetéril y se vaciaron con ayuda de altar al 0.75% licua 



do y mantenido a 4200 sobre cajas de Patri con el medio 

de selección. En caso necesario se hicieron diluciones_ 

de los cultivos. 

viii) Determinación de actividades enzimáticas. 

a) Determinación de actividades de glutamino pinte 

tasa (GS). 

El método utilizado para determinar la actividad 

enzitnJtica de la GS fue el de Bender et al. (24) con las 
modificaciones introducidas por Covarrubias et al.  

(21). Dicho ensayo mide la actividad de X-glutamiltrans 

farsea de 	reportada por Shapiro y Stadtman (25). 

b) Determinación de actividades de deshidrowensea_ 

glutámica y de glutamato sintasa (GDH y GOGAT, respecti 

mente). 

Lan actividades específicas de GDR y GOGAT se mi—
dieron de acuerdo a Covarrubias et al. (21). 

o) Determinación de actividades de aminotransfera-

sa de ácido aspártico (GOT). 

La preparación de extractos para la determinación_ 

de actividades de GOT se realizó de acuero a Marcus y _ 
Ralpern (26). La enzima ce midió utilizando un juego de 

reactivos adquirido de Merck de México (Merckotest, 

prueba colorimétrica para GOT, Art. 3362), siguiendo _ 
lan indicaciones proporcionadas en el mismo. 

d) Determinación de actividades de aspartasa. 
La actividad de anpartana ce determinó do acuerdo_ 

a Marcus y Halpnrn (26). El amonio liberado en la reac- 
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ción después de 30 minutos se midió con un electrodo de 

amonio, y el blanco utilizado fue tratado de la misma _ 

manera que el problema, con la diferencia de que el ex-

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

ix) Ensayo de transporte de metilamonio. 

El ensayo que se utilizó para medir transporte de 

metilamonio fue esencialmente el descrito por Stevenson 

y Silver (27), con las siguientes modificaciones: el me 

dio de ensayo fue NN con glucosa 0.2% p1107, las células 

se crecieron en el medio mínimo descrito y no en medio_ 

M9. El metilamonio radioactivo fue adquirido de New Eng 

land'Nuclear, con una actividad específica de 48 mCi/ _ 

mmol. La actividad específica fue reducida con metilamo 

nio no radioactivo, de manera que la concentración fi--

nal fue 6pM con una actividad específica de 4.8 mCi/ _ 

mmol. 

x) Ensayo de transporte de ácido aspártico. 

Se utilizó el ensayo descrito por Ratzkin et al. 

(28) para transporte de prolina radioactiva, con la di-

ferencia que se utilizó (
14C)-L-aspartato. El medio de 

ensayo fue NN con glucosa 0.2% 01=7.4, y la concentra—

ción de aspartato fue 0.1mM, con una actividad específi 

ca do 10mCi/mmol. El ácido aspdrtico marcado fue adqui-

rido de New England Nuclear. 

Tanto para el ensayo de transporte de metilamonio_ 

como para el ensayo de transporte de doido aspártico,la 
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radioactividad se midió en un contador de centelleo _ 

Packard Tri-Carb, utilizando 10 ml de líquido de cen-

telleo por cada filtro. El líquido de centelleo utili 

zado fue PPO al 0.4% en tolueno (PP0=2,5-difeniloxa--

zol). 

xi) Determinación de proteína. 
Para efectuar las determinaciones de proteína en 

los extractos con loe que se midieron actividades en-

zimáticas se utilizó el método de Lowry et al. (29). 

Para los ensayos de transporte de metilamonio y ácido 

aspártico la cantidad de proteína fue determinada a _ 

partir de una curva estándar de unidades Klett vs. mg  

de proteína. 

xii) Determinación de frecuencias de reversión. 

La frecuencia de reversión de las mutantes obte-

nidas he determinó de la siguiente manera. A partir _ 

de un cultivo de la cepa se obtuvieron colonias aisla 

das en una caja de Petri. Se tomó una colonia y se re 
suspendió en 1 ml de NN estéril, se hicieron dilucio-

nes y se inocularon 5 ml de medio con una dilución 

que correspondiera a 40 células. Se incubó a 37°C con 
agitación hasta que el cultivo se observara turbio. _ 

Se hicieron diluciones y se plaquearon en medio selec 

tivo para revertanten y en medio no Selectivo para la 
cepa. Se obtuvo le cuenta viable de células revertan-
tes y de células no revertantes, y se expresó la fre- 
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silencia de reversión como el número de células revertan 
tes por ml/número de células totales por ml. 



RESULTADOS.  

La cepa MX752 de E. coli, conetruida por Brom, 

posee un bacteriófago lambdas:Tn5 Olkan2) insertado _ 

entre el gene FlnA y el operón rha del cromosoma de E. 

con 112 (22). Por curación do k por pulso de calor y 
mediante dos ciclos de enriquecimiento con penicilina, 

tal y como se describe en Materiales y Métodos, fue po 

eible la obtención de varias cepas mutantes, las cua-

les pueden ser agrupadas claramente en dos clases, y _ 

cuya caracterización parcial se describe a continua— 

ción. e- 
1) Mutantes alteradas en el gene glnA: 

Un primer tipo de mutantes aisladas presenta el _ 

mismo fenotipo previamente descrito para mutantes en _ 

el gene 	este fenotipo posee las siguientes carac 

teristicas: 

Como se puede apreciar en la tabla 12, dichas ce-

pas (MX850, MX851 y MX852) no presentan actividad de--

tectable de GS, a comparación de una cepa silvestre _ 

(P1615); al carecer de actividad de GS estas cepas son 

incapaces de sintetizar glutamine, y por lo tanto maní 

fiestan un fenotipo Gln-, es decir no crecen en ausen-

cia de glutamine. La frecuencia de reversión a Gin{  

tampoco es detectable (<109), lo cual indica que la _ 

mutación es muy estable, y que probablemente se trate_ 

de una delecidn que abarque al menos una porción del _ 

gene allt. Se ha descrito que mutantes en el locus 

_AULP presentan también un fenotipo Gln-, y dichas ce-- 



TABIA #2. 

CARACTERIZACION DE CEPAS Gln-  (MU- 
NIDAS POR CURACION DE X POR FUMO DE CALOR 

A PARTIR DE LA CEPA 11X752. 

Cepa Fenotipo 	GS*  Reg Reversión a Glnt /F'14 

MX615 Gln+  0.48 + - 

MX8 50 Gin:" 40.01 - <10-9  + 

MI851 Gln-  40.01 - 410-9  + 

M1852 G1n - ¿0.01 4109  + 

* Glutamina 1mdmi como fuente de nitrógeno. Actividad específica 
exTresada en)amoles de I-glutamil hidroxamato/Mip/mg de proteína 



TABLA #2. 

CARACTERIZACION DE CEPAS Gln-  OBTE-
NIDAS POR CURACION DE >‘ POR PULSO DE CALOR 

A PARTIR DE LA CEPA MX752. 

Cepa Penotipo * 
GS Reg 	Reversión a Gln+  /P'14 

M1615 

MX850 

MX851 

MX852 

Gin+  

Gln-  

Gln-  

Gin:" - 

0.48 

10.01 

40.01 

¿0.01 

+ 	- 

- 	<10-9  

- 	<10-9  

<10-9  

+ 

+ 

+ 

* Glutamina 1mg/M1 como fuente do nitr6geno. Actividad específica 
expresada en/alaco de 1-glutamil hidroxamato/mia/mg de proteína 
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pas tampoco poseen actividad de GS detestable. Sin em-

bargo las mutantes en gin revierten por supresión al 

fenotipo Gln1- con una frecuencia aproximada de 10
-5, _ 

debido a una mutación secundaria en cualquiera de loe 

genes glni, o gInG, adyacentes a gAnA. El hecho de que_ 

no detectemos reversión a 01n4  non indica que las ce--

pas MX650, MX851 y MX852 no son mutantes de este tipo, 

sino mutantes en glnA,. Para comprobar este punto se hi 

cieron pruebas de complementación con el pldsmidol"14, 

el cual lleva una porción de cromosoma que comprende a 

la región de ginA, pero no a la región de glniP,, y el _ 

cual fue transferido por conjugación a estas cepas a _ 

partir de la cepa AB1206. Al introducir el V14 a las 

cepas M1850, MX851 y MX852, éstas recuperan el fenoti-

po Gin*, lo cual no ocurriría si se tratara de mutan--

tes en gin!. 

Otra característica importante de estas cepas •s_ 

que presentan el fenotipo Reg-, es decir son incapaces 

de utilizar fuentes alternas de nitrógeno, como argini 

na o prolina. El fenotipo Reg lo presentan todas las 

mutantes previamente descritas en &1M,. aunque mutacio 

nes en otros loci también pueden producir el mismo fe-

notipo. 

Con el objeto de conocer si las supuestas deleci 

nes ocurridas en estas cepas afectan únicamente al ge-

ne glnA, o bien si también afectan a cagón otro gene _ 

cercano, particularmente los genes adyacentes gln.  y _ 

sine, se hicieron pruebas de complementacidn con un 
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plásmido P'14 que contiene una inserción del transpon& 

Tn5 en el gene Elap. Como lee puede observar en la tabla 
#3 la copa 111902, que posee dicha inserción de Tn5 en _ 
glnL.es sensible a una concentración 80u1'de metimina_ 

D,L-sulfoximina (1S), a diferencia de una cepa silves4u:, 
tres, la cual es resistente. La M3 es un agente inhib14.-

dor de la GS, y se ha encontrado que mutantes en el ge-

ne ELLIL son incapaces de crecer cuando dicha sustancia 

se encuentra presente en el medio 	Osorio, no publi-
cado). Ademáá-  las mutantes en el gene g1nL poseen un ni 

vel bajo constitutivo de G8, mientras que una cepa sil-
vestre es capas de inducir sus niveles de G8 en condi-

ciones de limitación de nitrógeno. 

Al introducir el pldemido P'14/11111:Tn5 a las cepas 

111850, 11851 y 11852 observamos que dos de ellas(~51/ 

1°145102::Tn5 y 1X852/P11411ªk::Tn5) son capaces de coa 

pleaentar la mutación en Llague posee el plásaido, 
puesto que son resistentes a 80pM de MS y presentan una 

actividad de GS inducible. La cepa 1[1850/P°14glakt:Tn5, 

por el contrario, es sensible a 80p1 de MS y presenta 

un nivel bajo constitutivo de OS, lo que indica que en 

esta cepa no existe un gene jiu funcional capas de coa 
plementar la mutación del plismido; ya que loe genes 

~ y mak están contiguos ea el cromosoma de 11. coli, 
(15) es probable que la cepa 11850 sea una delecién que 

haya afectado a ambos genes; en dicho caso mak debió _ 
haber sido eliminado totalmente. 

2) Además de las mutantes que presentan el fenoti-

po descrito en el inciso anterior se obtuvieron otras _ 
mutantes, las cuales presentan un fenotipo que no había 
sido descrito hasta la fecha. 

Este fenotipo consiste en la incapacidad de utili- 



PRUEBA 

TABLA #3. 

DE COLIPLEKENTACION CON P'14FIln_LtsTn5 
DE LAS CEPAS MX850, MX851 Y MX852. 

Cepa MS*  GS Genotipo 

MX615 resistente inducible Flnl, 

MX902 sensible baja constitutiva g1n1::Tn5 

MX850/F'14Ellni!::Tn5 sensible baja constitutiva &1114/1"144n4:2Tn5 

MX851/P'14+1.1nLs:Tn5 resistente inducible g1ni+/1"1411nL:27n5 

M1852/P1 14E1n11:Tn5 resistente inducible g1nL+/1"14g1nLatTn5 

* MS a Metionina DII-ffulfoximinn (891M) utilizando NH4+  como fuente de nitrógeno 
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zar amonio como fuente de nitrógeno, poro a diferencia 

de las cepan G1n descritas con anterioridadl o sea las 

mutantes en ginA o en glnP, .esta incapacidad no se debe 

a la ausencia de GS. Como se puede observar en la ta- 

bla #4, estas cepas (11853, MX854, MX855 y MX856) pre-
sentan actividad de GS detectablie, 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_ 

F1nA se conserva en el cromosoma y es capaz de expre--

earee, aunque a un nivel menor del normal. De esta ma-

nera, dichas cepas presentan un aparente fenotipo 

es decir no crecen en presencia de momio como fuente_ 

de nitrógeno; sin embargo poseen la enzima necesaria _ 

para sintetizar glutamina. Esto nos indica que no se _ 

trata de una mutante Gln7 como las anteriormente des—

critas, ee decir en FinA o en Ele. 

Otra evidencia que indica que no se trata de mu—

tantes en ElnA ee que estas cepas son capaces de rever 

tir por supresión a Gin*. Las frecuencias de reversión 
ee presentan en la tabla 05, y como ce puede observar_ 

son relativamente elevadas, mientras que las mutantes_ 

en ylnA son generalmente mucho más estables. 

Otras dos enzimas también involucradas con la uti 

lización del amonio como fuente de nitrógeno son la 

glutamato sintaea y la deehidrogenann glutilmica (GOGAT 

y GDH, respectivamente). Con el propósito de ver si el 

fenotipo de estas cepas se debía a alguna alteración 

en las encimas GOGAT o GEN se midió actividad enzimíti 



Tal!. #4. 

AcTrwrokmRs ESPECIFICAS DE GaDEDELECIONIZ 	 
OBTENIDAS POR CURACION DE), POR PULSO DE CALOR 

DE LA CEPA MX752. 

Cepa 	 glutamina 1mg/m1 	arginina 0.2% 

=15 0.48 0.77 

iX853 0.12 0.23 

M1854 0.10 0.22 

MX855 0.08 0.35 

M1856 0.03 0.17 

actividades espec1ficae exprosadae en pinoles do 

`6—glutamil hidraxamato/min/mg de proteína. 



TABLA. #5. 

FRECUENCIA DE REVERSION A Gin+  DE DELECIONFZ (Ale. 

OBTENIDAS POB. CURACION DE X POR PULSO DE CALOR 

DE LL CEPA 101.752. 

Medio 1a853 11854 111355 10  11856 

Darla + gln 10-5  10-5  102  10-6  

M-rrrmo + gln 10-6  106  10-3  10-4  

Mínimo + arg -6 10 106  10-3  10-5  

Mínimo + glt 10-'5  105  10-3  104  

glawgiutweina 1mg/m1; arg=erginina 0.2%; 
gitgiglutamato 0.2%. 
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ea de *ibas, y los resultados se muestran en la tabla 

#6. Como se puede observar, estas enzimas están pre-

sentes y tienen una actividad mía alta que en una ce- 

pa silvestre, lo que indica que este fenotipo no se _ 

debe a la ausencia de GOGAT o UU. 

Ya que las tres enzimas involucradas en la asimi 

lacién de amonio se encuentran presentes, étra posibi 

lidad que explicara porqué el amonio no es utilizado_ 

seria la ausencia de transporte de amonio hacia el in 

terior de la célula. En lagráfita#1 puede observarse 

que, a diferencia de una cepa silvestre, las cepas 

M1853, 51854, MX855 y MX856 eón incapaces de transpor 

tar metilasonio al interior de la célula. El metilamo 

nio es un análogo del amonio que entra a la célula u-

tilizando el mismo sistema de transporte que el amo--

nio; se utiliza como monitor en lugar del amonio ya _ 

que puede marcarse radioactivamente con 14C lo cual _ 

no es posible con el &nonio. Por lo tanto la inoapaci 

dad de utilización de amonio por estas cepas se puede 

explicar debido a la ausencia del sistema de transpor 

te especifico para amonio. 

Como se mencionó anteriormente, estas cepas pre-

sentan una actividad de GS más baja que una cepa sil-

vestre. Aparentemente dato no debería ocurrir en es-

tas cepas, ya que al no ser capaces de introducir ano 

nio a la célula, se crea una condición de limitación_ 

de nitrógeno que debería inducir la actividad de GS. 

Sin embargo, como se puede observar en la tabla #6, _ 

las enzimas U« y GOOAT se encuentran presentes en ni 



TABLA. #6. 

ACTIVIDAMn ESPECIFICAS DE GDR Y GOGAT DE 

DWZIONES (zie-zila)l OBTENIDAS POR CUBACION DE X 

POR PULSO DE CALOR A PARTIR DE LA CEPA 1E11752. 

•••••••••••••••• 

Cepa GIH GOGAT 

1I615 218.0 28.1 

MX853 392.1 142.4 

MX854 320.7 135.3 

AX855 386.9 207.0 

MX856 275.8 116.6 

actividad especifica expreeada enpmoles do 

NADPS oxidaWmining de proteína. 
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Gráfica #1. 

TRANSPORTE DE 14C—M.ETILAMONIO Eft 

DEMOCIONES 	—zih)4 OBTENIDAS A PARTIR 

DE LA CEPA 147.'752 I POR 

CURACION DE X. 



TABLA #7. 
ACTIVIDAMS ESPECIFICAS DE G3 DE LA CEPA PA340, Y DE 

LA CEPA PA340 CON PLASMIDOS RIBRIDOS QUE LLEVAN LOS 

GENES ESTRUCTURALES PARA GIE Y GOGAT. 

Cepa GS
*  

PA340 (1011*-1, g1t13.1) 0.33 

M2729 (PA340/TIRSP1 gdht) 0.02 

MI730 (PA340/pRSP20 S11P-1) 0.03 

* glutamina lmg/m1 como fuente de nitrógeno; actividad 

eopecífiea expresada en pmolee de y-glutamil hidrozn-

mato/niii/mg de proteína. 
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veles sets altos que los normales para una cepa silves-

tre, y es posible que la actividad baja de GS se debe_ 

a ésto. Bender y Magesanik (30) han propuesto que el 

nivel de síntesis de GS refleja la relación existente_ 
dentro de la célula entre glutamine y 2-oxoglutarato. 
De tal manera que al aumentar el nivel de glutamine _ 

respecto al nivel de 2-oxoglutarato se obtendría una _ 

disminución en la síntesis de GS, y al disminuir el ni 

vel de glutamine respecto al de 2-oxoglutarato se in—

crementaría la producción de GS. Si en las cepas 11853, 
MX854, MI855 y KX856 se presentan niveles de GDH y 
GOGAT bastante más elevados que en una cepa silvestre, 
es de esperarse que el nivel de 2-oxoglutarato, el 

cual es sustrato para ambas encimas, disminuya notable 

mente. De esta forma la relación glutamina/2-oxogluta-

rato se incrementaría y bajaría el nivel de GS. Es muy 

probable que efectivamente sea ésto lo que ocurra en _ 

dichas cepa'. Para tratar de comprobar este punto se _ 

midió actividad de GS a las cepas que se encuentran en 
la tabla 07. la cepa P1340 posee des mutaciones que le 
impiden sintetizar tanto GDR como GOGAT (gáll=1,g1tB31) 

sin embargo es capaz de sintetizar GS. las cepas 1X729 

y 11730 son iguales a la P1340, pero además cada una _ 

lleva un pldsmido híbrido; la cepa 1X729 lleva el pide 
mido pRSP1 y la sumo lleva el plismido ORSP20, los _ 

cuales poseen los genes estructurales para GDH y GOGAT, 

respectivamente (31). Debido a que estos plitemidos se 

encuentran presentes en varias copias dentro de la cé- 
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lula, los niveles de GDH y GOGAT que presentan las ce-

pas MX729 y MX730 son superiores a los de una cepa sil 

vestre, luego entonces el nivel de GS debería ■er más_ 

bajo que en la misma cepa sin dichos pldsmidos. Como_ 
se puede observar, las cepas que llevan estos pldmai--

dos tienen un nivel mío bajo de GS que la cepa que no 

loe lleva. Esto apoya el hecho de que la presencia en 

exceso de GDR o GOGAT puede afectar el nivel de GS, 

muy probablemente modificando la relaoidn existente en 

tre glutamine y 2-oxoglutarato que existe dentro de la 

célula. 

Como se mencioné anteriormente, una cepa silvee--

tre es capaz de utilizar fuentes alternas de nitrógeno, 

por ejemplo arginina, mientras que mutantes en los ge-
nes ginA, glnL o glnG non incapaces de hacerlo, y a es 

te fenotipo se le denomina Reg-. Con el objeto de de--

terminar si las cepas MX853•  MX854, •1855 y MX1156 pre-

sentaban el fenotipo Reg-, se ~terminó su capacidad _ 
para crecer en presencia de arginina, glutamato y as--

partato como dulces fuentes de nitrógeno. Como se muss 
tra en la tabla #8, dichas cepas no presentan el feno-
tipo Reg , pero tampoco se comportan como una cepa sil 
vestre; son capaces de utilizar arginina o glutamato 

como fuentes de nitrógeno, pero esta utilimacién es •u 

cho menos eficiente que la de una cepa silvestre. Tam. 

bién se puede observar que no solamente son incapaces._ 

de utilizar amonio como fuente de nitrdgeao, sino tem- 

poco utilizan aspartato. 



TABLA #8. 

UTILIZACION DE DIFERENTES FUMES DE VITROGENO POR DELECIOHES 
(plezihlx OBTENIDAS POR CURACION DE X POR PULSO DE CALOR DE 

LA CEPA !1X752 (zigs1)~9) 

Cepa glutamina arginina glutanato aspartato 

MX615 

MI853 

MI854 

MI855 

MI856 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
± 

± 

+ 

± 

+ 
± 

+ - 
± 

+ 

±  

+ 

- 

- 
± 

- 

+ 

- 

- 

- 

glutamina img/m1; arginina, glutamato y aspartato 0.2%; ITH44.  15mM. 



(33) 

El hecho de que estas cepas sean incapaces de uti 

litar aspartato como fuente de nitrógeno no se puede _ 

explicar pensando que las cepas fueran Reg-, ya que 

son capaces de utilizar arginina, por lo que es pOno»- 

bleh que alguna de las enzimas encargadas de la degrada 

ción del aspartato, o bien el sistema de transporte de 

aspartato, estén afectados. Para probar esta últíma po 

sibilidad se midió transporte de aspartato, y los re-- 

sultadon se encuentran en lagráfica #2. Como se puede_ 

apreciar, el transporte de aspartato se encuentra lige 

n'Imante reducido, respecto a una cepa silvestre, pero_ 

aún es bastante eficiente como para suponer que la re- 

ducción observada sea la causa de la incapacidad de u- 

tilizar aspartato como única fuente de nitrógeno. Por_ 

lo tanto se midió la actividad enzimática de las dos _ 

enzimas que es sabe están involucradas en la degrada-

ción del aspartato, las cuales son la aepartasa (L-as-

partato,amonio ligara EC 4.3.1.1) y la traneaminasa de 

ácido ara:Ártico (L-aspartato, 2-oxogluterato amino.~-

transferasa, EC 2.6.1.1). Como se puede observar en la 

tabla #9, loe niveles de transaminasa de ácido aspárti 

co son normales, sin embargo no fue posible detectar _ 

actividad de aspartasa de acuerdo al método utilizado. 

De esta manera la incapacidad de poder utilizar aspar-

tato como única fuente de nitrógeno se debe a la ausen 

oia de actividad enzimática de aspartasa que presentan 

dichas cepas. 
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Gráfica #2. 

TRANSPORTE DE 140-1-ASPARTATO POR 

DELP,CIONES (az -•zih)& OBTENIDAS A PARTIR DE 

LA OKPA 1=52 , POR CIIRAOION DE X. 

MINUTOS 



TABLA #9. 
ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE TRABSAMINASA DE 

ACIDO ASPAETICO Y DE ASPARTASA DE DFLFOIONES 
(zirzill)do 

Cepa 	Traneaminaoa • 
	

kapartasa**  

	

MX615 	 23.3 	 0.16 

	

MI853 	 36.4 	 nd 

	

21.854 	 23.7 	 nd 

	

35855 	 29.7 	 nd 

	

MX856 	 15.7 	 nd 

* pinoles de matrato conaumidaa/briag proteína. 
** farolea do SR4 liberadoihr/mg proteína'. 
*** no deteotable. 
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Sabemos que la cepa M1/52, de la cual provienen 

todas las mutantes descritas en este trabajo, posee_ 

un bacteriófagoXkan2 insertado entre el gene ElnA y 

el operdn rha del cromosoma de Escherichia coli. De 

esta cepa se obtuvieron lee mutantes descritas por _ 

curación de X por pulso de calor. Este tratamiento _ 

debió generar esoiciones anormales del bacterldfago_ 

de manera que se eliminara parte del DNA cromosómico 

y se originaran deleciones. De esta forma suponemos_ 

que las mutantes descritas son deleciones que pueden 

abarcar ~ovarios genes adyacentes al sitio de .in-

sercidn del Yago en la cepa MI(52. Es posiblí que 

los dos tipos de mutantes descritas en la sección an 

tenor correspondan a delaciones que se sobreponen _ 

de tal manera que las cepas MX853, MX854, MX855 y 

MX856 correspondan a delaciones que van desde el si- 

tio de inserción de 1 hacia el gene g191 sin llegar_ 

a cortarlo, y las cepas 1X850, MX851 y M1852 a dele 
ciones más grandes que llegan a delatar parte del et  
ne fanh o al gene gin& y cuando menos parte del gene 
glnL. Otra posibilidad es que los dos tipos de muta-
ciones descritas correspondan a delaciones que se ex 

tienden • ambos lados del sitio de ineeroidn de), de 
manera que las cepas MX850, MX851 y 1X852 *correspon-

dan a delaciones que van desde el sitio de inserción 

de X hacia el gene gln4 y las cepas $1853, XX854, _ 

$1855 y 111856 a deleciones que van desde el sitio de 
ineeroidn de k hacia el operdn rha. Si la primera po 
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sibilidad fuera cierta, entonces las cepas MX850, MX851 

y MX852 deberían ser incapaces de recombinar entre ellas 
para dar una cepa silvestre, y tampoco deberían ser ea-

paces de recombinar con las cepas MX853, MX854, MX855 y 
M1856 por tratarse de deleciones que se sobreponen par-

cialmente. Si la segunda posibilidad fuera cierta, en-

tonces las cepas MX850, MX851 y MX852 deberían ser capa 

ces de recombinar con las cepas MX853, MX854, MX855 y _ 

MX856 para producir recombinantes de tipo silvestre, pe 
ro deberían ser incapaces de recombinar entre ellas. Co 

mo se puede observar en la tabla #10I  las cepas MX850,_ 

MX851 y MX852 son incapaces de recombinar entre ellas,_ 

y si recombinan con las cepas MX853, MX854. MX855 y 
MX856 para da: c recombiaantas de tipo silvestre. Esto in 

dica.que los dos tipos de mutantes descritas en esto _ 

trabajo no corresponden a delecionee que se sobrepongan, 

sinoman bien a delecionss que so generaron por esci--- 

cidn del bacteridfago X hacia ambos lados del sitio don 
de se encontraba insertado en el cromosoma. 



TABLA #10 

MAPEO POR TRABSDUCOIOW DE DELECIONES 
OBT.WIDAB DE LA CEPA MX752 POR CURAOION DE ),. 

Donador Receptor Selecci6n #de transductantee/106P1 

MX850 MX851 Gin+  .00.04 
MX650 M1652 <0.04 
MX851 MX650 <0.04 
MX851 MX852 ti <0.04 
!X352 la850 <0.04 
MX852 mx851 ti <0.04 
mx853 1x850 N 4 
mx853 MX851 26 

MI853 YX652 4 

MI654 MX650 4 

MX854 
ma854 

mx851 
11x852 n 

28 
4 

LXB55 mx85o 1.2 
mx855 mx851 6 
mx855 1,x852 0.8 
ta856 mx85o 0.4 

mx856 mx851 2 

mx856 x852 0.4 



DISCUSION.  

En el presente trabajo se describe la obtención do 

mutantes a partir de la cepa MX752 (Lig; :Xkan2), y su 

caracterización parcial. La cepa 1X752 posee un bacte--

riófago X kan2 insertado a 0.16 minutos del gene ginA, 

(22). Esto permite que por escisión anormal del fago se 

puedan generar deleciones en el gene glnA y genes adya-

centes. 

Como se describe en la sección anterior se aislo-- 

ron tres mutantes que afectan al gene glnA, las cuales._ 

son incapaces do sintetizar la enzima G3, y por lo tan- 

to son auxótrofas de glutamina (cepas MX850, MX851 y 

MX852). El fenotipo que presentan catas cepas es muy 

claro, puesto que poseen todas las características des- 

critas para cepas con mutaciones en glnA, como son una_ 

baja fri3cuencia de reversión a Gln
+
, la incapacidad de 

utilizar fuentes alternas de nitrógeno (fenotipo Red), 

y el hecho de que pueden ser complementadas por el plás 

mido F'14. Hasta el momento de la realización de este _ 

trabajo no se había podido mapear exactamente el Bitio_ 

donde se encuentra inserto el fago X kan2 en la cepa 

MX752, aunque sí se sabía que se encontraba a 0.16 minu 

tos del gene glnA (22); una posibilidad era que X kan2_ 

se encontraba inserto entre el gene glnA y el gene polA. 

Si éoto fuera cierto, entonces todas las cepas Gin ob-

tenidas de la cepa MX752 deberían ser también delecio--

nes que abarcaran los genes sin!' y Bina. Como se puede_ 
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observar en la tabla f3, solamente una de las tres ce-

pas Ola:" es genotípicamente AlRI7r  lo cual indica <tul-

la inseroidn original de 11 se localizaba entre tinA y 

rha, y no entre Mak y poli/. Otro hecho que apoya esta 

localización de •s el no haberse logrado obtener mu-

tantes Altl-, o mutantes doblesA»117, Alar, lo cual_ 

se esperaría si estuviera inserto entre p14  y Alai. 

Es importante el hecho de haber logrado aislar una ce-

pa que sea (AMA, Ma)á, ya que posteriormente esta _ 

cepa puede servir para sapear más precisamente la loca 

lizacidn del gene glnL con respecto al gene glna.  

El otro tipo de mutantes obtenidas a partir de la 

cepa EX752, representado por las cepas 1X853, MX854, _ 

mx855 y 11X856, presenta un fenotipo que no ha sido des 

crito hasta la fecha, y que consiste en la incapacidad 

de utilizar amonio coso fuente de nitrógeno debido a _ 

que el sistema específico de transporte de amonio ya _ 

no es funcional. Luego entonces se trata de cepas que_ 

fenotipicamente son 01n7, a pesar de poseer niveles su 

ficientes de glutamino sintetasa, y este fenotipo G1n7 

se debe a que el amonio no penetra al interior de la _ 

célula. Podríamos decir que se trata de un caso análo-

go al que se presenta en el operan las en el que mutan 

tes lacY-, que no poseen la perseasa que transporta 

lactosa al interior de la célula, presentan un fenoti., 

Po Lao-, a pesar de poseer niveles normales de 1-galac 

togadas& (32). 

El hecho de haber encontrado mutantes que sean in 

capaces de transportar amonio hacia el interior de la 
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célula es importante, puesto que es una fuerte eviden-

cia de que el amonio no entra libremente a la célula, 

sino que es transportado por un mistela de transporte_ 

especifico. Se ha encontrado que en eucariotes inferio 

res el sistema de transporte de amonio se puede medir_ 

utilizando un análogo del amonio, el metilaaonio, que 

presenta le conveniencia de que puede obtenerse marca-

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

cierto, tanto para Azotobacter (34), como para E. coli 

(27). 

Ea todos estos casos le entrada de metilamonio 

presenta una cinética que puede explicarse si se consi 

dora un sistema de transporte especifico, es decir, es 

un sistema saturable, que presenta una cinética tipo _ 

Michaelis-Menten, y en el cual el amonio actúa como un 

inhibidor competitivo, lo cual sugiere que el metilamo 

nio mí utiliza el sistema de transporte de amonio para 

entrar a la 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-

lidad existe en E. coli. El hecho de poder contar con 

mutantes que sean incapaces de transportar amonio de-

muestra que dicho sistema de transporte si existe y que 

el amonio es incapaz de entrar a la célula por simple_ 

difusión, lo cual es ldgioo si me_tema en cuenta que a 

pH fisiológico el amonio se encuentra ionizado como 

NH44.  (y no como 105), ya que al tener un pKa de 9.25, 

mis del 99% se encontraría en la forma ionizada (27). 
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Como se puede observar en la tabla #5, las cepas 

11853, 1X854, 11855 y 111856 son capaces de revertir a 

Glidl  con frecuencias relativamente altas. Debido a 

que lo más probable es que estas cepas sean delecio-- 

nes, por haber surgido a partir de una escisión anor- 

mal del falto N, la reversión a Gln* debe surgir por _ 

mutaciones supresores en algún otro gene. Stevenson y 

Silver (27) demostraron que el sistema de transporte_ 

de NH4 en B. coli tiene dos picos de actividad, uno 

a pH 7, y el otro a 1S 9. Esto sugiere que dicho sis-

tema puede estar constituido por más de una proteína, 

y que probablemente la proteína, o proteínas, que 

funcionan a pH 7 sean diferentes a las que funcionan_ 

a pH 9. Si suponemos que ésto es cierto podemos expli 

car la reverdión como una modificación del sistema 

que funciona a pH 9 y que ahora es funcional a pH 7. 

Sabemos que cuando B. coli es crecida en un me-

dio en el cual existe una limitación de nitrógeno, co 

mo puede ser una baja concentración dé amonio o un a-

minodcido como fuente de nitrógeno, GS se induce, pa-

ra hacer más eficiente la asimilación de nitrógeno. 

Sin embargo, las cepas 11853, 11854, 111855 y 11X856 no 

son capaces de inducir completamente sus niveles nor-

males de GS, lo cual es extradito puesto que se encuen- 

tran permanentemente en una condición de limitación _ 

de nitrógeno, al ser incapaces de transportar amonio_ 

al interior de la célula. Como se mencionó anterior-- 

mente, los niveles de GDH y GOGAT que presentan estas 
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cepas son más altos que los que posee una cepa silves- 

tre. De esta manera, loa niveles de 2-oxoglutarato den 

tro de la célula deben encontrarse disminuidos, ya quo 

tanto GDIff como WAT utilizan 2 -ozoglutarato como sus- 

trato. Loe niveles relativos de glutamina/2-ozoglutar5 
lo que existen dentro de la célula son de importancia_ 

puesto que el sistema de adenilacidn y desadenilacidn_ 

de 03 responde a los niveles relativos de estos metabe 

litos. Cuando loe niveles de 2 -oxoglutarato son bajos, 

como probablemente ocurre en las cepas MX853, 11854, _ 

11855 y 1X856, se estimula la adenilacidn de GS (1, 5). 
De esta manera la proteína reguladora PI, se *acusa--

tra en su forma no uridilada (PI/A) que estimula a la 

adeniltransferasa para que adenile GS. hagasanik y co-

laboradores han propuesto recientemente que la prote--

ína PI/ 
está involucrada directamente en la regulación 

de los niveles de G3 que se sintetizan en la célula __ 

(17, 18, 19). De acuerdo a sus resultados, la proteína 

PIIA 
impide que G3 se sintetice a niveles altos, y es-

te efecto de PII& 
es independiente de su interaccidn 

con la adeniltransferasa. De esta forma, las cepas __ 

11X853, 11854, MX855 y 1X856, cuya proteína Pu  debe en 
contrarse principalmente en la forma no uridilada, 

decir Pj'A' 
son incapaces de deerepriatr- completamen- 

te sus niveles de 03. 

La presencia de niveles más altos que los norma--

les de ODR y GOGAT puede explicar porqué GS no se inda 

ce completamente en dichas cepas; sin embargo, queda _ 

SO 
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por explicar por qué loe niveles.  de GDH y GOGAT se en-

cuentran tan elevados. Una posible explicación a estos 

niveles altos de GDH y GOGAT es. que la falta de trans-

porte de amonio al interlozrde la célula funcione en _ 

cierta forma como una señal que traiga como consecuen-

cia una mayor síntesis de ambas enzimas. Otra posibilli 

dad es que la probable delación que tienen dichas ce--

pea haya eliminado algún geno que sea de importancia _ 

en la regulación de la expresión de las enzimas GDH y 

GOGAT, de manera que ahora no tienen el mismo grado de 

represión que cuando dicho gene está presente, como o-

carpe en una cepa silvestre. 

Además de la incapacidad de transportar amonio ha 

cia el interior de la célula, dichas cepas non incapa-

ces de utilizar,aopartato como fuente de nitrógeno, lo 
cual puede deberse a la aunenoia de niveles detectall,--

bleer de aspartasa dentro de la célula. El gene estruc-

tural para la aepartasa (aapA) se encuentra localizado 

en el minuto 94 del cromosoma de E.coli (6),' lo que 

hace pensar que si las cepas MX853, MX854, Ix855, y 

MX856 surgieron por delación y la delación abarca al_ 

gene estructural anpA, todos los marcadores que se en-

cuentran entre el sitio de inserción de X y aspA de—

bieron ser eliminados, lo que hubiera ocasionado que ee 

tas cepas adquirieran otras auxotroffae, como son Met, 

Arg-, Thi7 Bio, etc. Ya que ésto no ocurre podemos 

deducir quo la deleciów no ea tan grande como para ha- 
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ber abarcado al gene aepA. Una explicación alterna es 

que se haya eliminado un gene regulador' indispensable 

para la expresión del gene alpA, o bien que la espar-

tana esté compuesta por más de un polipéptido-, de ma-

nera que podría haber dos genes estructurales, aspA y 

otro previamente no identificado, y la deleción ha--_ 

bría eliminado al gene que codificara el polipéptido_ 

que no es codificado por aspA. 

Hemos observado que los dos tipos de mutantes 

aisladas, es decir las cepas con deleciones en glnA y 

las cepas que carecen del sistema de transporte de a-

monio, son capaces de recombinar entre ellas para pro 

ducir recombinantes de tipo silvestre, lo cual quiere 

decir que son delaciones que no Be sobreponen. Sin em 

bargo es necesario mapear más precisamente las dele--

ciones, particularmente las que han perdido el siste-

ma de transporte de amonio, ya que no se cuenta con _ 

ninguna información previa para lajocalización de di 

cholo) gene(sY. Para ésto es necesario llegar a con—

tar con mutantes puntuales, que ayudarían a localizar 

con más exactitud al gene, o a los genes, que están _ 

involucrados', con respecto al recto de los genes en _ 

el cromosoma. 

Cabe mencionar que, independientemente del sitio 

donde mapeen en el cromosoma, estas mutaciones son de 

sumo interée y esperamos que ayuden a comprender en _ 

un futuro el complejo fenómeno de la asimilación de _ 

nitrógeno en Escherlchia coli. 



CONCIUSI ONES.  

En este trabajo se presentó la caracterización 

parcial de varias cepas mutantes de Escherichia co-

li obtenidas a partir de la cepa MX752, la cual po-

see un bacteriófago )0can2 insertado cerca del gene 

glnA, el cual codifica para la enzima glutamino sin 

tetara. Las mutantes aisladas corresponden a dos ti 

pos diferentes, uno de los cuales consistió en mu—

tantes, muy probablemente delaciones, que afectan _ 

al gene glnA, y que presentan todas las caracterís-

ticas esperadas para mutantes de este tipo. El otro 

tipo de mutantes estuvo representado por cepas con 

un fenotipo consistente en la incapacidad de trans-

portar amonio hacia el interior de la célula, lo 

que ocasiona que estas cepas presenten un fenotipo_ 

Gln-; ademée estas mutantes fueron incapaces de uti 

lizar asparteto como fuente de nitrógeno, debido po 

siblemente a la eliminación por deleción de un gene 

indispensable para la expresión de la enzima aspar- 

tasa. 

Es importante contar con mutantes incapaces de 

transportar amonio, ya que es la primera evidencia_ 

directa de que efectivamente el amonio requiere de 

un eintema de transporte específico para penetrar a 

la célula y para posteriormente ser metabolizado 

por las encimas glutamino eintetara y deshidrogena-

s* glutámica. 
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