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INTRODUCCION

E1 nitrégeno es un componente esencial de muchos compuestos -
celulares como las bases plricas y pirimfdicas, los aminolci-
dos, glucosamina 6P, carbamil fosfato, etc. La gran mayorfa

de los organismos vives no pueden asimilar el nitrfgeno mole-
cular presente en la atmbsfera, sino que requieren que esté -
en forma de compuestos 1norgin1cos simples como amonfo, nitri
tos, nitratos, o bien como moléculas orglnicas més complejas

como son algunos nm1noicidds (histidina, prolina, arginina, -
aspartato, etc.). Los intermediarios celulares, clave en la

biosfntesis de compuestos nitrogenados, son el glutamato y la
glutamina ya que son los principales donadores de su grupo --
amino y amido respectivamente, para 1a bios{ntesis de otros -
aninofcidos, nucleStidos y muchos otros compuestos nitrogena.

dos .(1). Escherichia col! y otras enterobacterias, son capa-

ces de crecer en medio minimo con amonio couo.ﬂnicn fuente de
nitrSgeno, para ésto, poseen un mecanismo para sintetizar ami
nofcidos y otros metabolitos nitrogenados a partir de amonio.
En algunas condiciones este requerimiento se satisface por la
presencia de 1a enzima glutamato deshidrogenasa (GBN) que sip
tetiza glutlilto » partir de a-cetoglutarato y amonio, comco-
mitante con la oxidacién de una molécula de NAOPH, como se --

muestrs en Ta siguiente reaccifdn:

1. a-cetoglutarato+¥ADPHNH, GDH, L-glutamato+NADP*+H,0.

.

Existe otra via pars sintetizar glutamato que es por un proce

s0 que comprende dos pasos, el primero de los cuales consiste



2,

en 1a amidacidn del glutamato enddqeno para dar qlutamina, ca
talizado por la enzima glutamino sintetasa (6S); el segundo -
involucra la transferencia del grupo amido de la glutamina al
carbono a del a-cetoglutarato, 1o que resulta en Ya produc- -
cién de dos moléculas de glutamato; esta Gltima reaccién l1a -
cataliza 1a enzima glutamato sintasa (GOGAT) (2, 3), Las - -
reacciones son las siquientes: .

6s
2. I.-glutanuto#NN:MYL'L-glutumin|+ADP+P|

GOGAT
3. L-glutanintOu-cetoglutarlto#NADPE_‘ Leglutamato+NADP +*

Las reacciones catalizadas por estas dos enzimas resultan en
1a produccidn neta de glutamato a partir de a-cetoglutarato y
amonio, e) equilibrio es favorable para la sintesis de qluta-
mato debido a 1a hidrdlisis de ATP. De esta forma puede asi-
nilarse el amonio presente en el medio adn cuando Va concen--
tracién de este sea menor de 0,1mM, o bien derivado de otras
fuentes de nitrdgeno (4).

A pesar de la gran importancia que tienen las enzimas biosine
téticas de glutamato y glutamina en Ya asimilacibn y metabo--
14smo del nitrdgeno, hay poca informacidn todavfa con respec-

to a su regulacidn. La mayor parte de los estudios fisiolbgi

cos y genéticos, se han centrado en los mecanismos regulato--

rios de 1a sfntesis de glutamina, Yos cuales constituyen un -

sistema muy complejo.’

La GS es la (nfca enzima capaz de sintetizar glutamina, por -
1o que cepas mutantes que carecen de esta actividad, son auxd

trofas de este aminofcido {fenotipo GIn"). La GS es una pro-




tefna de unos 600,000d de peso molecular (PM) compuesta por -
doce subunidades iguales que tienen un PM de aproximadamente

50,0004 cada una. Tanto la actividad enzimitica como 1a sin-
tesis de 12 GS estén sujetas a un control muy riguroso. Un -
primer mecanismo de control sobre la actividad enzimftica es-
th dado por fnhibicisn acumulativa por retroalimentacidn por

algunos productos del metabolismo de la glutamina (5, 6). Se
ha descrito también una regulacidn de la actividad que con--
siste en un cambio conformacional de la protefna, que depends
de 1a ausencia o presencia de algunos cationes divalentes, de
manera que en ausencia de estos, 1a enzima adquiere una con--
formacidn “relajada” que es cataliticamente inactiva; cuando se

agregan los cationes, la enzima se reactiva y regresa a su -
conformacidn activa (6). E1 tercer mecanismo de regulacién -
de 1a actividad enzimftica de GS, y quizs e mfs conspicuo,-
consiste en Ya adenilacidn reversible de un jrupo tirosilo de
cada subunidad de 1a GS. Este mecanismo, responde a la dispo
nibilidad de nitrégeno en el medio, y 1a enzima va perdiendo

actividad s medida que aumenta su grado de adenilacidn (1, 2,
5§, 6). Tanto la reaccifn de adenilaciSn como 1a de desadeni-
lacibn las cataliza una misma enzima denominada adeniltransfe
rasa (ATasa); 18 cual & su vez estd regulada por una pequefa

protefna conocida como Pll‘ Esta proteina puede existir como
2 formas interconvertibles: t'"‘I y len' La primera estimula

a la ATasa para catalizar la reaccifn de adenilacidn de la --

GS; la PllD estimula la desadenilacién. La iterconversidn de

Pria @ Pppp depende de la actividad de una uridiltransferasa

{UTasa) que une reversiblemente un grupo UMP a 1a protefna --



Pll" La UTasa aparentemente también es canaz de desuridilar
& 1a Ppypy nava convertirla en la forma Prp,. La actividad de
1a UTasa se afecta por las concentraciones intracelulares de

varios metabolitos: altas concentraciones de a-cetonlutarato

y ATP estimulan 1a uridilacidn de P!l para formar la PIID' .-
que a su vez estimula la desadenilaci8n de 1a ¢S, lo cual re-
sulta en mayor actividad biosintética de esta enzima y por 1o
tanto mayor sintesis de olutamina. La reaccién deuridilacidn
de Ta Pll se {nhibe nor glutamina v fosfato inorafdnico 1o oue
resulta en Ya forma P"A de esta protefna, y por lo tanto se

estimula 1a adenilaciSn de GS. La ATasa también responde a -
los niveles de AT®, a-cetonlutarato y mlutamina, de manera --
que altas concentractones de alutamina y bajas de a-cetonluts
rato estimulan la adenilacién; dajos niveles de olutamina y -
altos de a-cetoqlutarato y ATP?, estimulan Ya desadenilacidn,

Se ha demostrado que e) qgrado de adenilacifn de 1S es muy sen

- sible a concentraciones tintracelulares de a-cetonlutarsto y -

alutamina y pequefios cambios en la relacién de 1a concentra--
ci@n de a-cetonlutarato a qlutamina causa cambios draméticos

en ta adentlacibn de 1a GS.

Ademds de Yos mecanismos que existen para reoular Ja activi--
dad enzimftica de Ya 7S; hay un comnlefo sistema de requla- -
cidn de Ya sfntesis de 1a enzima que incluye a varios aenes «
reaulatorios. Se sabe oue en culfivos de E.coli creciendo -
en concentraciones limitantes de nitr8aeno, se sintetizan ni-
veles elevados de la GS, y ademis 1a enzima se encuentra desa

denilada;: cuando las células crecen en condiciones de exceso

de nitrfgeno, los niveles de GS disminuyen aproximadamente 10



veces, y 1a enzima se encuentra altamente adenilada (1, 4), -
Hay tambi&én otros sistemas que responden a 1a accesihilidad -
de nitréneno como son alaunos operones catabdlicos que funcio
nan para utilizar algunos aminobcidos como fuente de nitrbge-
no y que proveen a8 Ya c&lula de glutamato o amonio {alqunoes -
de estos aminodcidos son: arainina, nrolina, asparantna, his-
tidina, etc.), as{ como algunos sistemas de transporte de al-
gunos aminolcidos como el de histidina, 1istna-arginina-orni-
tina, el de glutamina y tambiﬁn el sistema de transporte de -
amonio (4, 7, 8)., A todos los sistemas que responden a la ac
cesibilidad de nitr@geno. es dec{r. que se inducen en respues
taate limitaci§n de 1a fuente del mismo; se les ha 1lamado

sistemasNtr (4). La stntesis de GS se encuentra requlada por
un mecanismo complejo; se sabe que la expresidn del gene es--
tructural pa}a esta enzim (glﬂﬁ)min 86 (1) requiere para su ~
activaciﬁn de 12 presencia del gene gjﬂﬂ que se localiza en el
min 69 (9, 10), y cotransduce con arafi y a1tB (11). E1 gene

'glgt ha sido clonado, y su producto identificado como una pro
tefna de 75,000 de PM (4). Mutaciones en este gene, tanto -
puntuaies como por 1nserc1§n. resultan en auxotro!ia por qlu=
tamina fenotipo (GIn"), asf como incapacidad para inducir al-
qunos operones catab&licos involucrados en Ya utilizacibn de

ciertos qmlno&cidoé como fuente de nitrbaeno; es decir, tam--
bién son Ntr" (4, 10, 11). Posteriormente se encontraron tan

to en K,nefogenes como en E.coli y S.typhimurium, mutaciones

que suprimfan e} fenotipo GIn~ de una cepa alnF”," aunque se--
qufan siendo Ntr™ aiin en presencia de un gene alnf silvestre;

estas supresoras se localizaron muy cerca de glnA, en el gene



denominado glnG (12, 13). Cepas de £.coli, K.aerogenes y --
S.typhimurium que carecen del producto de glnG sintetizan ni
veles bajos constitutivos de GS en cualquier condicién de --
crecimiento. Por lo tanto, se ha propuesto que el producto
de ginG se requiere tanto para activar como para reprimir la
sintesis de GS, as! como para 1a induccidn de los sistemas -
Ntr (14). En ausencia del activador (glInf), no se pdodo ine

ducir Ta expresién de ginA y mutaciones que eliminan el pro-
’ ducto de gInG suprimen la auxotroffa por glutamina, lo cue -
indica que en estas cepas (alnf”) el producto de ginG repri-
me 1a sintesis de ginA, E1 hecho de que mutaciones en ginG
no pueden fnducir la sintesis de GS aln en presencia del ge
ne gInF silvestre sugiere que también se requiare en ¢l pro-
ceso de activacién.

Posteriormente se descridil en S.typhimuriys el gene gint --
que se encuentra muy ligado a glnA y que también esté involu
crado con Ya regulacidn de la sintesis de GS y la inducctén
de los sistemas Ntr (4, 14). E) producto de glnL es ums pro
tefna de 36,000d de PH, Algunas mutaciones puntuales en es-
te gene resultan en una sintesis elevads de G$, asf como en
una {nduccidn constitutiva de los sistemas Ntr aGn en condi-
cfones de exceso de nitrdgenc, por 10 que inicialmente se le
asignd un papel represor, en conjunto con el gene ging, para
Ta expresidn de gInA y de los sistemas Ntr. Sin embargo, de
leciones de glnL resultan en una. regulacin casi normal de -
Ta sintesis de G5 y son nert {15). También se han analizado
un gran nimerd de mutaciones puntuales, por insercidn y dele
ciones en ginL, y se le ha asignado un papel bifuncional, es




decir que también se requiere de este producto para la activa
cién de los sistemas Ntr (16). Posteriormente, se propuso --
que el producto de ginL aparentemente interfiere con la acti-
vacién de 1a sintesis de GS, més que reprimir la sintesis de

esta enzima (4). E1 gene ginA se encuentra formando un ope--
rén complejo con los genes glinlL y gInG que se transcriben en

1a mism direccidn; en el sentido opuesto a las manecillas --
del reloj, desde gInA hacia ginG (4, 17). Mutaciones por in-
sercidn en ginA son polares sobre ginG y tienen fenotipo - -
Ntr®; ceras merodiploides con inserciones en ginA y ginG en po-
sicidn trans tienen regulacifn normal de GS, pero siguen - -
siendo Ntr~ es decir, no pueden inducir los genes encargados

de utilizar arginina u otros sminofcidos como fuente de nitrs
geno. Este dato puede explicarse postulando un operdn con --
dos promotores, uno localizado antes de ginA y otro entre .-
QInA y g1nG y asumiendo que el producto de ginG requerido pa-
ra Va activacién de glg! se puede producir a través de la inf
ciacidn de Ta transcripcién de cualquiera de los 2 promotores
y que s810 cuando 1a transcrtpct&n proviene del promotor de -
gInA existe suficients cantidad del producto de ailnG pars ac-
tivar los sistemas Ntr. Utilizando fusiones del gene ginG --
con @1 gene lacZ, se ha estudiado 1a expresién de ginG, y se

4 demostrado que 1a transcripcién infciada en o) promotor de

gInA (ginp) puede seguir hasta glng (17). Ademis existe -
otro promotor Yocalizado entre el final de glnA y el princi--
pio de ginL (gintp), qui se reprime por ginG (171 18, 19). -
Debido a que gInG se autorregula, su producto se encusntra en

cantidades elevadas en condiciones de Vimitacién de nitrdgeno



cuando 1a transcripcidén se inicia en el promotor fuerte al -
inicio de ginA y Ya concentracifn de ginG disminuye en condi
cfones de exceso de nitrdgeno, condicién en 1a que se sinte-
tiza a partir de glnip. Recientemente se ha descrito que --
existen 2 promotores funcionales antes de ginA. La trans- -
cripcidn infciada en el promotor lejano (ginApl) requiere de
1a protefna CAP y se reprime por ¢l producto de ginG; trans-
cripcifn a partir del promotor cercano (glnAp2) requiere ac-
tivacién mediada por ginfF y ginG (20, Garciarrubio A. y Cova
rrubtas A. datos no publicados). Los productos de gind - -
(Pyy) v ginD (UTasa) tembidn afectan 1a sintesis de glnA, --
probablemente a través de ginL. Ambas protefnas, como se --
menciond anteriormente, son muy sensibles a las concentracio
nes intracelulares de a-cetoglutarato y glutamina, que es --
una medida de 1a disponidbilidad de nitrégenoc, y se propone -
que la ’ll y 1a UTasa trinsm!tan informacibn al producto de
ginL que a su vez actla a travis de ginG pars modular ta ex-
presidn de gInA y de los sistemas Ntr (4, 20).

Como se menciond anteriormente, en E.coli y otras enterobac-
terias, existen 2 enzimas que sintetizan glutamato indepen--
dientemente, que son 1a GOH y Ya GOGAT. EV mecanismo de re.
gulaci8n que controla a estas 2 enzimas, ha sido poco estu--
diado. Estudios genfticos preliminares en E.colf (23) y - -
K.asrogenes (24) establecieron que se requiere 1a pérdida de
estas dos actividades enzimfticas capaces de producir gluta-

mato para obtener una cepa auxotrofa de este aminofcido.



La mayor parte de los datos sobre la enzima GOGAT se han obte
nido en S.typhimurium donde se han aislado una gran cantidad
de mutaciones en el gene estructural para esta enzima (30, --

31, 32). Sin embargo, en E.coli s&lo existe una mutacién des

crita que afecta la sintesis de GOGAT, cuyo alelo se denomin§

gl1t83l,

La GOGAT de E.coli es una enzima de 800,000d de PM compuesta

por 4 dimeros activos catalfticamente y cada uno compuesto --
" por 2 subunidades de diferente PM, la subunidad pesada tiene
un PM de 135,000d y Ya ligera de 53,0004 (21, 22). La enzim
tienen una aita afinidad y especificidad por sus sustratos,
las Km aparentes son 7.3&! por a~-cetoglutarato y 250uM por --
glutamina (21). Por 1o que respecta a GDH, esta enzima tiene
un PN de 25,0004 compuesta por S subunidades iguales (20), el
gene estructural de esta enzima (gdhA) estd situado en o1 - -

min 27 del cromosoma.

ORGANIZ
SUBUNIDADES DE LA ENZIMA GOGAY

Los genes que codifican tanto para 1a GON como para la GOGAT-

de E.coli ya se han clonado (27). En el caso de los genes de

GOGAT, se sabe que estén contenidos en un fragmento de DNA --
cromosomal de 8.55Kb (28) que' codifica para cada una de Tas -
2 subunidades, por 1o que ambos genes estructurales se encuen
tran muy ligados en el cromosoma. Recientemente se han sub--
clonado por separado los 2 genes y se ha descri26 su organiza

cibn ffsica (29), Se demostrd que ambos genes son contiguos



y se transcriben en 1a misma direccifn, esto es, del gene de
1s subunidad pesada hacia el de la subunidad ligera. Por --
otro YTado, se han reportado algunos datos que sugieren que -
el gene de 1a subunidad Yigera posee su propio promotor, ya

que esta se sintetiza en minicélulas que contienen plésmidos
que s8lo llevan este gene clonado en cuaiquier orientacién

(29). También en S.typhimurium {31) se ha reportado que los
genes estructurales de GOGAY estéin contiguos, que la dirvec--
cién de transcripcidn va desde el gene de la subunidad pesa-
da {gl1tB) hacia el de 1a ligera (gItD). Es decir, que al me
nos & este nivel su organizacidn es muy similar en ambas en-

terobacterias,

EISIOLOGIA DE LA EXPRESION QE GOGATL ¥ GDH.

Se sabe que Va GDH se encuentraen cantidades detectables en-

cultivos de E.coli (2) y K.serogenes (3] crecidos en alta --

concentracidn de amonio (15mM), en tanto que en cultivos de

K.aerogenes limitados de amonio {<0.5mM) no pre#entln activi
dad detectable de GDH y la GOGAT se encuentra inducida, (2,-
3): de ahf que cepas que carezcan de actividad de GOGAT, no

crecen en estas condiciones (24). Por esta razén se ha pro-
puesto que la GOGAT se requiere para 1» asimiltacidn de bajas
concentraciones de amonio, y la GDH s&lo puede funcionar en

sltas concentraciones de amonio dada su alta Km por Este com
puesto {1.5-3.0mM) (2)}. Para el caso de E.colt, Ta situa- -
cifn es diferente, ya que, por un lado, no se ha observado -

que la GDH se reprima notablemente por crecimiento en bajas

10.



concentraciones de amonio, y por otro, la GDH se induce en -
cultivo continuo a medida que aumenta la velocidad de creci-
miento, ain cuando esté limitado de amonio (2). Asf pues no
es posible establecer una relacibn inversa entre los niveles
de GDH y GS, ni tampoco una sintesis coordinada entre GS y -
GOGAT (2, 21).

‘MUTACIONES QUE AFECTAN LA SINTESIS DE GOGAT.

Las primeras mutaciones aisladas que afectan la sfntesis de
GOGAT, se seleccionaron como cepas incapaces de crecer en «-
fuentes limitantes de nitr§geno (Ntr") en K.aerogenes (24) y
se les denomind asm™; estas mutantes presentaban menos del -
10X de Va actividad de GOGAT de 1a cepa silvestre,

En S.typhimurium también se aislaron cepas Ntr~, denominadas
535'. y se encontrd que el ale1o'a§m101 abate los niveles de

GOGAT a un 20%-40% de los niveles de 1a cepa silvestre (30),

Posteriormente el grupo de J.Brenchley (31) reportd el aisla
miento de varias mutaciones en alguno de los genes de GOGAT
de S.txghimhriuﬁ. que resultan en una actividad termosensi--
ble, y que tienen fenotipo Ntr™, a estas mutaciones se les -

design$ g1tB”.

Un anflisis mds exhaustivo ha permitido el aislamiento y ca-
racterizacifn preliminar de un gran niimero de mutaciones pun
tuales (sin sentido), deleciones e inserciones de Mudl en e}

gene de 1a subunidad pesada de GOGAT de S.typhimurium (g1tB)

11,




ekt cnde b ol i A ol

(32). Todas estas mutantes también presentan fenotipo Ntr~ -
10 que sugiere que se requiere actividad de GOGAT para poiccr

el fenotipo Nert,

Como se menciond anteriormente, en E.coli sélo se ha reporta-

do una mutacién que afecta la sintesis de GOGAT, denominada -
g1tB31 (23, 25, 26). También en este caso, 1a cepa que 1leva
&sta mutacifn (CB100, y una derivada de &sts, 1a PA34O) pre--
sents fenotipo Ntr™, y no presenta actividad detectabdble de --
GOGAT,

LOCALIZACION GENETICA DE MUTACIONES asm™ ¥ glit8™.

e ———  ———  ———

Se hs reportado que las mutaciones de X.serogenes que afectan
1a sintesis de GOGAT, estén Vigadas un 20% al gene arg6 por -
transducciSn mediada por P1 (33). Sin embargo, las mutacio--
nes asm” afsladas en S.typhimurium no estén Vigadas a argG --
aunque si cotransducen con ginf (7%) y con cod (36%) (30,31,
32).

En @) caso de E.cold, oV qrupo de B.Tyler (25) ha localizado
To mutacidn git831 ligada a argG (44% cotransduccibn con P1)-
en el min 69, y han demostrado que el locus anterformente de-
nominado agpB (26) es en realidad gitd que en ese reporte se
establecis como el gene estructural de GOGAT,

CARACTERIZACION DE LAS MUTACIONES QUE AFECTAN LA SINTESIS
OE BOGAT. :

Un fenotipo interssante que presentan las cepas !3!' o git “.

12,




de K.aeroaenes y £.coli (24, 25), es nue ademds de ser Ntr",

son fncanaces de inducir 1a #S en un medio que contiene alu-
tamina como (nica fuente de nitrbqeno {condicién de limita--
cidn de este, en donde 1a S se induce, (1, 4). Una explica
cidn posible para este dato, es aue en estas mutantes debe -
existir una acumulacifn de glutamina, ya nue carecen de actji
vidad de GOGAT, 0 que resulta en una represibn de la expre-
sifn del operSn gl1nALG y por lo tanto no existe una induc- -
cidn de S, Por otra parte, se ha descrito en K.aeronenes -

(24) y en E.colt (25) que algunas revertantes Ntrt de cepas

asm” o n1t831 se localizan en alnL, y son cepas oue sinteti-
zan GS constitutivamente, Estos datos sunieren cue existe -
um correlacidn entre los sistemas de control de S y de - -

GOGAT de E£.coli, aunque no se refleje en una sfntests coords

nada de ambas enzimas en las condicfones de crecimiento pro-

hadas hasta ahora.

Aquf es importante hacer notar que ni en K.aerogenes ni en

E.coli se han estudiado las mutaciones asn™ o alt83l respec-
tivamente, con el suficiente detenimiento como nara estable-
cer definitivamente si se trata de mutaciones que afecten el
oene estructursl de GOGAT, o bien si son renulatorias. A eg
te respecto resulta interesante mencionar que a partir de la
cepa de S.typhimurium que 1leva la mutactén asmlnl, se aisla
ron cepas |ux6trof|s de glutamato que perdieron 1a actividad
de GDH, debido a Ya mutaciSn gdh51. Ahors estss mutantes --
ﬁresontan una actividad de GOGAT que representa up 5% o me--

nos de la actividad de 1a cepa silvestre, actividad alin me--
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nor que la de la cepa padre {asmiOl ggﬂ‘). aque es aproximada-

mente un 20% - 40% de la actividad de Ya silvestre. Por otro
lado, al transferir la nmutacién gdhS1 a la cepa Ntr™ aislada
inicialmente (asmlO1), se encontrd que no era auxBtrofa es- -
tricta de glutamato, sino que crecfa en altas concentraciones
de amonio con un tiempo de duplicacidn mavor oue 1a silvestre,
y s.gufu conservando un 20% - 40% de la actividad de GOGAT. -
Estos datos sugirieron que se requiere de Va pérdtda total de
las dos actividades enzimfticas bura que haya auxotroffa to--
tal por glutamato, y que la .mutactdn gijlgi. oue confiere e!
fenotipo Ntr~, en conjunto con Ya pérdida de Ya actividad de
GDH, no son suficientes para dar Yuqar a una auxotroffas por -
glutamato., De tal forma aue 1a cepa auxdtrofa oue se aisld u'
partir de la cepa Ntr® (!3!121) pudiera poseer una mutacién -
adicional responsable de los niveles no detectables de GOGAT
(30).

Esta (V1time |ntcrprot|c1§n se ve lboyudl hor el hecho de que
¢l grupo de J.Brenchley (31, 32) ha reportado cue mutaciones
en ¢! gene estructural de VYa sudunidad pesada de GORAT en con
Junto con la mutacién ggﬁgl. s? resultan en auxotroffa total
por glutamato y fenotipo Ntr™, Resulta interesante que vee -
rias cenas ndh51, aue tiensn ademfs mutactiones sin sentido en
¢1 qene para la subunidad pesada (glth), en presencis de su--
presores lnblﬁ. recuperan tanto el fenotipo aret y Ntr* como
clerta actividad de GOGAT que va del 10% al 50% en las dife--
rentes mutantes. Lla caracterfzacién de las cepas por inmuno-

precipitecién de las 2 subunidades de GOGAT, mostrd que las -



mutaciones se localizan en g1tB, y que todas las cepas mutan-
tes, excepto 1as inserciones de Mudl en glj_. se detecta 1a -
subunidad 1{nera, de forma que s610 por insercidn se observa

una polaridad clara sobre la transcripcifn del gene de 1a - -
subunidad 1igera (32), En 5;5211 la primera ceba auxftrofa -
de alutamato descrita, es 1a C8100 (23}, Ya cual no presenta

actividad detectable ni de GDH ni de GOGAT, y ttene también -
fenotipo Ntr~.

A partir de 1a CB100 se han construido cebas tsogénicas que -
s810 1levan 1a mutacién igié_. o bién oue s8lo tienen el ale-
10 g1eB31 (25).

Aquellas que s810 tienen 1a mutactdn ﬁgﬁél en el genoma de la
cepa CB100, carecen de actividad de GDH y no ﬁresentln ninaiin
otro fenotioo (es decir son protStrofas de qlutamato y son --
Ntr'); en cambio as que s810 1levan 1a nutncion'ﬁlgggl pre--
sentan muy baja actividad de ROGAT y son Ntr™; 1o oue reafir-
A que se requiere de 1a pérdida tanto de la actividad de GDM
como de GOGAT. para que resulte en auxotroffa. As! pues, los feno-
tipos que confiere la mutacifn 115231 en cepas isogénices de

1a €B100 son: Ntr", niveles no detectables de GOGAT, e {ncapy
cidad para desreprimir completamente 1a GS por crecimiento en

glutamina como f&onte de nitngtno.

E1 pYismido hibritdo aislado, que Vleva un fragmento cromosonaf
de 8,.55Kb que contiene los dos genes estructurales de GOGAT -
de E.coli (pRSP20), es capaz de complementar a 1a cepa PA34O,
que ha sido descrita como una derivada de la cepa CAL00 (25),
La cepa PA3A0 con pRSP20, ahora presenta actividad de GOGAT,
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y fenotipo Ntr* (28). Esto indica que Ta mutacifn gl1tB3] es -
. pletotrbpica; sin embarqo, hasta ahora se desconoce si es una
mutactdn estructural o requlatoria. En cualouier caso, el « -

pPRSP20 complementa pars los fenotipos Glt’ y Ntr‘.

En resumen, hay alounas coslshdn comiin entre el g;ggli y S.ty-
phimurium: (a) tos genes estructurales para ROGAT estln conti-
guos en una regidn similar del cromosoma, (b) se transcriben -
en ¢! mismo sentido y a) menos en e) caso de §:t!gh1nur1un. se
puede comportar como un oper8n aunque posiblemente haya un pro
motor en el qene de la sudbunidad liaera, tal como se sunieve -

que sucede en E.colt (29) y tc) en amdos casos se requiere ma-

xiul actividad de GORAT para que haya crecimiento en arginina

o prolina comn (nicas fuentes de n'trageno:

ANTECEDENTES

En o) laboratorio, hemos estado trabajande princtpaimente con
¢l sistem ,195;5 de Q;ggll y suv regulacién.

Nuestro |n§orls por estudiar la requlactdn de ta sintesis de
GOGAT surgiS en ¢l proceso de caracterizacidn de la cepa MX988
(Tabla 1), que e3 una derivada de la cepa stlvestre MX614, que
contiene @) alelo altB31 proveniente de 1a cepa PAJAO (Ta. -
bla 1).

Para Ya transferencia del alelo git8dl, utilizamos fano Pl'prg
paqado en 1a cepa PAJAD, e infectando a una cepa derivads de -
18 MX614 que contiene e1 alelo argG3l (MX971, Tabla 1), Selec
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cionamos prototroffa por arginina (Arg*) y contraselecciona==
mos fenotipo Aut™ (incapacidad de utilizar arginina como dni-
ca fuente de nitréneno, que es como monitoreamos el fenotipo
Ntr®),

Durante la caracterizacifn de la cepa MX988, se le determin§
actividad de GOGAT, GDH y GS. Contrario a lo esperado, esta
cepa presentaba actividad detectable de GOGAT (anroximadamen-
te 7 veces menos que la silvestre), lo que no ocurrfa con 12
cepa PA340; sin embarqo, Ta cepa MX988, conservaba el fenoti-
po Aut”, y también la caracterfstica de no inducir su GS por‘
crecimiento en glutamina como Gnica fuente de nitrdoeno. Es-
tos datos suqerfan que sT se habfa transfertdo el alelo - -
q1tB31 proveniente de 1a PA340, por cotransduccidn con araG.
Por otro lado, 1a actividad de GOH era muy similar a la que -

poses la cepa silvestre.

Resultaba interesante que en un qenoma si{lvestre, & mutacidn
g1t83]1, permitiera la sintesis de bajos niveles de GORAT, co-
$8 que no sucede en el genoma de la cepa PA3AO, Esto parecia
indicar que 1a mutacién gltB31 afectaba o hien un qene reaula
torio, o bien el qene estructural de GORAT dg tal maners que

se sinterizara una enzima menos activa, una G1tima posidbilt--
dad, era que 1a actividad tipo GOGAT no estuviera determinada

por un 3010 qene, v aque en 1a PAIAD ambos estuvieran mutados.

Para descartar que la actividad baja de GOGAT de la cepa - -
q1t831 (en cenoma por to demés silvestre), se debfa a que sf
posefa actividad silvestre de GDH, se transformf la ceps - -

PA340 con el plismido que Yleva 21 gene odhA (pRSPL, 27), y -
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se determind actividad de GOGAT, el resultado fue aue no tie-
ne actividad detectable de esta (itima enzima, de manera que
1a GDH silvestre no interferfa con el ensayo de GOGAT, y por
To tanto en la cepa PA340 existe al menos una mutacibn adicio
nal a las dos previamente {dentificadas; es decir, posee los
alelos qdhSl q1tB31 y una tercera mutacifn responsable de la
disminucifn a cero de Yos niveles de GOGAT y, consecuentemen-

te de su auxotroffa por glutamato.

Resumiendo, la mutacidn g1tB31 en un genoma silvestre, permi-
te 1a sintesis de bajos niveles de GOGAT (7 veces menos oue -
1a silvestre); y en genoma de 1a cepa PA340 no se detecta ac-
tividad de GOGAT por 1o que esta cepa debiera tener una terce

ra mutacifn.
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OBJETIVOS

Tomando en cuenta los datos mencionados en 1a seccién anterior,
ain no es claro si la mutacidn 91tB31 afecta a alguno de los genes

estructurales de GOGAT, o codifica para una protefna requladora.

Por otra parte, los datos mencionados sugieren que la cepa - -
PA340 posee al menos tres mutaciones, gdh51, g1tB31 y una tercera

que baja los niveles a no detectables la sintesis de GOGAT,

Dada esta confusidn y 12 escasa 1nforﬁ:;16n disponible sobre 1la
biosintesis y 1a regulacidn de GOGAT de ggégll. el trabajo inclui-
do en cst; tesis pretende aclarar nlgungs preguntas bisicas acerca
de su papel en la célula, asf como sobre los mecanismos de regula-

cibén involucrados en su sfntesis.

‘Ast pues, los objetivos particulares fueron: a) reconstruccibn

_ genética de la PA340, b) caracterizacibn de 12 mutaciQn‘giggg_ -
que nos permitiera determinar si esta se encuentra en un gene es--
tructural o regulatorio, ¢) 1a obtencidn de mutaciones en el gene
estructural de GOGAT para localizarlo, y su comparacin con el ale
1o q1tB31 con el fin de definir el fenotipo conferido por una muta
cifn estructural, d) la caracterizacidn de esta mutacidn en dife-
rentes fondos genéticos y distintos medios de cultivo para diluci-
dar algunos de los aspectos sobre la regulacidn de la sfntesis de

GOGAT y su relacidn con los sistemas Ntr y con GS.
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RESULTADOS

La cepa PA340, de donde proviene el alelo gitB3l, cuya genea-
logfa no se conoce con certeza, no presenta actividad detectable
de GOGAT ni de GDH y por 1o tanto es auxStrofa de glutamato. --
Los valores de las actividades especfficas de GOGAT de la PA340,
no se ven afectados por la presencia de una GDH funcional, ya --
que cuando esta cepa se compliementa con el plésmido pRSP1 (MX729)
que Tleva el gene gggéf. tampoco presenta actividad de GOGAT - -
(Tebla 2). Estos datos parecen indicar que no es la falta de -~
GDH en Ta PA340 la responsable de los niveles no detectables de
GOGAT.

A diferencia de la PA340, la cepa MX988, que contiene el ale-
To g1tB31 en el genoma de la silvestre MRSIQ. presenta actividad
especffica de GOGAT de 10nmol de NADPH oxidado/min/mg protefna,-
aproximadamente 7 veces mehos a la que se detecta en la silves--

o

tre. . K
by

Una explicactién posible a estos datos, es la presencfi}de una

mutacifn adicional a las descritas en la PA340,

RECONSTRUCCION GENETICA DE LA CEPA PA340

E! primer enfoque que utilizamos para demostrar que la cepa -
PA340 1leva otra mutacién, responsable de los niveles no detecta
bles de GOGAT fue un experimento de reconstruccidn de gséa cepa,
descrito en 1a Tabla 3. Se propago Pl en una cepa gl&g’ arg63l
{MX971, Tabla 1) y se cruzd por la PA340, seleccionando para

aut* (a1t8") y constraseleccionande Arg™; se purificé una cepa
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Tabla 1.

21,

Cepas bacterianas y plismidos,

CEPA

RR1

PA34O
MX614
Hx848
MX971
MX988
MX1163
NK1165

RX1166

MX1168
Mx1170
MX1171
"1172
11174

nii1ze

#X1178

poiA”(ts)}

PLASHIDOS

pHPASH
pASPl
pRSP20

pRSP21
pGol2
pGOP3
pGOPY: 0

Genotipo Relevante . Referencia
s "y Bolfvar et al (1972)
g1t831 gdhl F. Jacob vfa 8.J. Bachmann
silvastre ColecciSn del laborstorio
gInf13::TaS Osoric et al. {1983)
fgual que MX614 pero con argG3l Castafio y Bastarraches (1984)
tgual que MX614 pero gltB31 Coleccidn del laboratorto

1gual que PA340 pero gl1tB " yargidl Este trabajo

190!! que PAJ4O pero reconstruido
8 partir de MX1163

fqual que PA340 pero dhA . »

8 0.1 win de distancid gj_h_A_"'

fgual que nxm pero gdhl, KII\R .

tgual gque MX1168 pero glitB3l, arqG3l .

igual que MNX1170 R .
L]

tgual que MX614 pero gdhl, Kan
fgual gque KX1172 paro git::
(Trangguctante spfsnR de MXEI72 con P1 de

AT gits
1gu|l que MX1172 pero glt::n

{Transductante Sp"sa® de MX1172 con P1 de
w114}

tgual que MX614 nero glit::
(Transductante 59'.90“ de X614 con Pl de
nai1e)

Genottipo Relevante Referencts
Frageento 0: s.w's-'l de 1.33 md k1]
mﬁ’ Covarrubias et al,

leva los 2 genes estructursles de GOGAT
Subunidad pesads (Sp*} y subunidad Tinera s1*) "

{qual que pRSP20 pero m' Este trabajo
Tleva solo ¢} gene para 1a subunidad ligera (SI )-GarcurmMo ot 2l
Jlevs s810 o} qene para s subunidad pesads (Sp } .

tqus? que pGOPI pero con igsercidn del fragmento Este trabafo
ten e} sitio de 0q11f l")



Tabla 2

Actividad enzimftica de GS, GOH y GOGAT de cepas que contienen el alelo
1t831 en genoms silvestre MX614 o genoma PA3AO,

ACTIVIDAD ENZIMATICA?

copa GOGAT GOH s Fenotipod
CUANNALY NH, Gln My GIn  Glt Aut

Mxe14 76 75 206 239 128 1040 ¢ .
Silvestre

mxses ! 9 12 256 236 100 220 ¢ -
q1ta3

PAMD ? n.d.* nd.  n.d. n.d. 270 260 - .
g1te31 gani
129 9 - ad. e, “w + ;
PAIAO/pRSPY

mxes ¢ u n.d. 50 + N
nxiaes 9 nd. nd. n.d nd, 100 100 . .
PAAO reconst,

wigre ! 76 1] n.d. n.d. 120 1100 N ’
PYITe

wxizzo ' nd. nd. nd nd 300 170 & -
415831 gani

8) Las actividades de GOGAT y GOM estén expresadas en nmol de NADPH oxidado
por min por I' de protefna; las de GS en nmol de y-qlutemil hidroxamato
forsado por min por mg de protefna.

b) N, significa que Yos cultivos se crecieron en amonio 15mM como fuente -
de nitrégeno.

c) GIn significa crecimiento en glutamina 1mg/ml como fuente de nitrégenc

d) G1t o Aut significa crecimianto an amonio 15 mM o bien en arginina 0.2%
respectivamente como Gnicas fuentes de nitrdgeno.
4 siga'ficn crecimniento despufs de 12 Hrs de incubacién en medio Viquido
a 37°C con agitacidn,
- significa que no se observa crecimiento a1 cabo de 48 Hrs de incubacibn

e) n.d, significa no detectadle
f) Cepas derivadas de Vs silvestre MX614
9) Cepas isogénicas de la PA3LD




Tabla 3

Experimento de reconstruccidn qenética de 1a cepa PA340 por transduccién

23.

ACTIVIDAD DE

PONADOR RECEPTOR SELECCION  CONTRASELECCION  GOGAT DE LAS,
Tikksoucrumes®

X971 PA34O [ Arg” 11

(arg6d1) (91¢831 gqghl) (NX1163)

wx98s w1163 Arg* Aut” nd 9

(1|tl31) (’lt!’quGJl) (MX1165)

a) Actividad de GOGAT en zlutnu'nl 1mg/m1 como fuente de nitrdqeno
expresada en nmol de NADPH oxidado nor min nor mq de prot,

b) Aut* sianiftca crecimiento an |rg€n|nl como Gnica fuente de
nitr8aenc

-

c) Entre paréntesis esté ¢l ndlcro asignado a la cepa transductante

aislads
d) n.d, significa no detectadle




con estas caracterfsticas y se le design MX1163 (Tablas 1 y 3). -
Posteriormente, se propago Pl en 1a cepa MX988 y se cruz§ por la -
MX1163, en este caso Ya seleccidn fue para Arg’ y la contraselec--
cibn fue para Aut™, es decir gltB31; a esta cepa se le denoming --
MX1165. Como se muestra en las Tablas 2 y 3, 1a cepa MX1165 no --
presenta niveles detectables de la enzima, a pesar de que Va cemd
MX988 de donde provenfa el alelo ,13531 s{ presents actividad de -
GOGAT {Tablas 2 y 3); de ta)l manera que ¢l alelo gl1tB31, en eV ge-
noma de Va cepa silvestre MX614, afecta Va sintesis de GOGAT, iun-
que no 1a anula, pero al transferir este mismo alelo &1 genoma de
Vs cepa PAJAO 1a actividad de GOGAT se abate y resulta en auxotro-
ffa por glutamato.

CONSTRUCCION DE UNA CEPA gitB31 gdhl EN GENOMA DE LA CEPA SILVESTRE
MX614

Los datos anteriores, permitfan suponer que 1a cepa PA340 te-
nfa uns tercera mutacibn y, por 1o tanto, si el alelo gltB3l sflo
disminufa la actividad de GOGAT 7 veces, entonces una cepa glt83l
y ghdl, en genoma por 1o demis silvestre, posiblemente no serfa --
suxétrofa de glutamato, pues la actividad de GOGAT que permite la
mutacién gl!gg;. aunque baja, tal vez fuera suficiente para permi-
tir crecimiento en amonio aln en ausencia de GOH, Asf pues, se de

cidib trlnsforir el alelo gdhl a V& ceps MX988B,

Como la pérdida de 1a GDH no resulta en ningln fenotipo abser

vable, infcialmente, para transferir el alelo gdhl a la cepa MX971



(£Lg§g}). fue necesarfo aislar una cepa que contuviera una insercibn
. de Tn5 cotransducible por Pl con e gene gdhA, La estrategia fue la
siguiente: se infects a la cepa MX615 (Tabla 1), que tiene una dele-
cién cromosomal de la regidn de integraciSn de X, con el fago Akan2
que 1leva el elemento transponible Tn5; posteriormente, se seleccio-
nd en medio rico con kanamicina para obtener transposiciones al azar
del Tn5, Después se propagé el fago Pl en la mezcla de cepas infecta
das con Akan2 y resistentes a kanamicina, y este lisado de P1 se uti
1126 como vector para la transferencia de TnS. Con éste Pl se infec
. t6 a 1a cepa PAJA0 y se hizo la doble seleccidn g1t* Kan® y se con--
traselecciond Aut™. De esta forma probamos que ta cepa MX1166 (Ta--
bla 1) habfa heredado por transduccifn el alelo gdhA silvestre asi -
como ¢1 TnS cercano que cotransduce aprox. 85% - 90% con este gene.

Posteriormente se utiliz§ este Tn5 para transferir el alelo - -
ghdl a la cepa MX614 y & 1a MX971 (Tabla 1). Se seleccioné resisten
cia a kanamicina, y por eﬁsayo cualitativo de GOH en colonia (25), -
se aislaron 2 cepas que carecfan de esta actividad; MX1168 y MX1172
(Tabls 1 Tabla 2).

E) sigufente paso fue la transferencia del alelo glt831 a la ce
pa MX1168 por cotransduccién con argG para To cual se selecciond - -
Arg‘ (Tabla 4) y se contraseleccions el fenotipo Aut”™ (Figura 18).

Estas transductantes (MX1170 y MX1171) fueron eitt, a pesar de

1evar 1a mutactén gltB31 en conjunto con Ta mutacién gdhl (Figural).

En 1a Tabla 2 se muestran las actividades enzimfticas que tiene la -
cepa MX1170; como se ve, esta cepa no presenta actividad détectable

de GDH, & GS no se induce por crecimiento en glutamina como fuente

25,



Tabla 4

Construccidn por transduccidn de cepas que 1levan los alelos ql1tB3l y adh
1sogénicas de 1a silvestre MX614,

OONADOR RECEPTOR SELECCION CONTRASELECCION FEMOTIPO DE LAS

TRANSDUCTANTES?
X988 HX1168 Ara? hut® a1t Aut”
q1t831 adhl (Hlll7l)b
arqfsl
PA3A0 WXiles . arg' Aut” a1t Aut”
glesd] {MX1170)

a) Fenotine alt* stanitica crecimiento en amonio 15aM como fuente de
nitrdneno 8l cado de 12 Wrs. de cultivo a 37°C com aaitacidn,
Aut® sianifica que no se observl crecimiento al cabo de 24 Hrg de
cultivo & 37°C con anitacién en arginina a) 0,2% como Gnica fuen-
te de nitrlqeno.

b) Entre parfntesis se esnecifica el nimero asinnado s las Aiferen..
tes transductantes aisladas. C

[
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de nitrSgeno (tal como sucede en la PA340 § MX988); pero sorprenden

temente, no presentd niveles detectables de GOGAT.

Aln no se puede descartar si este dato se debe a que el ensayo
enzimitico para GOGAT no tiene suficiente sensibilidad, para detec-
tar niveles muy bajos de esta enzima y que le pudieran ser suficien
tes para crecer; o bien, que en realidad esta cepa no sintetiza - -
GOGAT y obtiene glutamato a partir de alguna otra reaccidn de tran-
saminacién o transamidacién, en cuyo caso, 1a mutacidn adicional en

“Ya cepa PA340 pudiera encontrarse en algiin gene involucrado en la -
sintesis de transaminasas o transamidasas puesto que la PA340 si es

aux8trofa de glutamato.

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD DE GOGAT QUE PRESENTAN LAS CEPAS
SILVESTRE Y Mx988,

Con el objeto de descartar 1a posibilidad de que la actividad
detectada en 1a MX988 correspondiera a alguna otra enzima capaz de
oxidar NADPH se hicieron experimentos donde se afadié al ensayo de
GOGAT dos tnhibidores especfficos, azaserina (0.8 mg/mt), o bien,
metionina sulfona (MSF) (100mM) (34, 35). En estos experimentos -
se encontrd que la actividad de esta enzima registrada en cual- -
quier cepa, (MX614, MX988, etc) es completamente inhibida por es--
tos compuestos a las concentraciones sefialadas, lo que sugiere que
en el ensayo se esti detectando una reaccidn de transamidacifn de-

pendiente de glutamina,

28,



OBTENCION DE UNA CEPA QUE CONTIENE UNA MUTACION POR INSERCION EN
EL GENE PARA LA SUBUNIDAD PESADA DE GOGAT,

Para obtener una mutaciSn en e! gene estructural de GOGAT, y
compararia debidamente con la git831, se realizé una mutagénesis
dirigida utilizando plésmidos que contienen los genes para GOGAT
de E.coli (29) que amablemente nos facilitaron el Dr. Bolfvar y -

colaboradores.

Como se habfa mencionado anteriormente, los genes que codifi
can para cada una las subunidades de GOGAT se tienen clonados por
separado (29). E1 pl&smido que contiene el gene para la subuni--
dad pesada de GOGAT, pGOP3 (29; Tabla 1 y Figura 2), se utilizé -
para hacer una mutagénesis por insercion., Utilizamos un fragmen-
to de DNA de 1.33 md que contienen los genes que confieren resis-
tencia a espectinomicina y a estreptomicina (36), los cuales lle-
van su propio promotor, por To que las resistencias se expresan -
en cualquier orientacién en la que se inserte; ademfs este frag--
mento estf flanqueado por varios sitios de restriccidn lo que per

mite maniputarlo como cassette (Figura 2, 36).

La estrategia experimental fue como sigue: el plésmido pGOP3
se digirid con la enzima de restriccidn Balll, para la cual po--
see un sitio dnico de corte. El sitio de BglIl se encuentra den
tro del gene para la subunidad pesada de GOGAT a aproximadamente
0.88 md de) extremo 5'. Por otro lado se digirié el plismido --
pHP452 con la enzima BamHl, con lo que se obtienen dos fragmen-
tbs de DNA, uno de los cuales lleva el cassette que contiene - -

resistencia a espectinomicina denominado fragmento 0. Este frag-
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FIOUﬁA 2- Esquema de la construccion de uno mutacidn por insercidn en
ol gene estructurel de lo subunidad pesade de GOGAT

DISESTION CON B¢l W OISE STION CON Bam NI

LIGASA DX T4

TRANSFORMACION [.Gall peLA (Te)
sELECCION Yo" 8" sa®

TEANONDUCCION A 42°C PAA INTEORACION
£N CROMOSOMA. SELECCION DB Te" Sp"sa®

PROPASACION M gizh TRANSDUCCION Y
SELECCION MAA 39" sn

Sp significa subunidad pesada ds GOGAT
fi fragmento flanqueado por miltiples sitios de restriccién que

codifica para la resistencia a espectinomicina (sph) y estrepto-
micina (sm%),




mento se purifics de un gel de agarosa de bajo punto de fusibn, y-
se 1196 con el pGOP3 digerido con BglIIl sin hacer ninguna manipula
cibn adicional, puesto que ambas enzimas BgiIl y BamHl generan ex-
tremos compatibles, E1 plésmido resultante se utilizé para trans-
formar Ya cepa RR1 seleccionando tanto para 1a resistencia que con
tiene el pGOP3, tetraciclina, como para estreptomicina y especting

micina (codificadas por el fragmento 0).

Posteriormente, se obtuvo DNA de plésmido de las colonias - -
trlnsformantes. y se verificd por patrSn de digestién con la enzi-
ma HindlII, que el fragmento 0 se encontrara insertado en el sitio
.33 B9lIl, es decir, dentro del gene de la subunidad pesada de - -
QdGAT. Con ¢} fin de transferir el gene mutado al cromosoma bacte
rilno. el plismido resultante, pGOP3::Q, se utilizd para transfor-

mar & una cepa de E.coli que tiene una mutacién en el gene polA --

que resulta en una DNA polimerasa [ termosensible., La replicacién
de los plésmidos tipo ColEl depende de la DNA polimerasa I, de for
ma que en una cepa polA” el plismido se pierde con una frecuencia
| elevada (37, 38). uUtilizando esta caracterfstica de las cepas - -
polA” se puede forzar una recombinaciSn del plésmido con una re- -
gién de homologfa en el cromosoma si se mantiene presidn selectiva
sobre alguno o algunos de los genes para los que codifica el plfs-
mido. En el caso de este trabajo, como muestra 1a Figura 2, en =«
primer lugar el fragmento Q esta insertado cerca del centro del ge
ne de la subunidad pesada de GOGAT, en el sitio de Bglll, é&sto de-
§a aproximadamente 1300 pb del extremo 5' que deben ser 100% homé-
logos con parte de la regién cromosomal que codifica para GOGAT de

1a cepa receptora polA™ts; hacia el extremo 3' alin quedan aprox. -
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2200 pb de) gene silvestre para 1a subunidad pesada de GOGAT, Esto
permite que por homologfa recombine ficilmente el gene clonado en -
el plfsmido {(que contiene el fragmento ) con su hom8logo cromoso--
mal en la cepa polA™. Dado que el fragmento 0 confiere resistencis
a espectinomicina y a estreptomicina se cuenta con una seleccidn di
recta para 1a recombinacifn. La estrategia fue obtener las trans--
formantes de 1a cepa polA™ (a 30°C) con el plésmido que 1leva el in
snrto; pGOP3::2. EV vehfculo codifica para la resistencia a tetra-
cicliina, por 10 que las transformantes son resistentes a los tres -
antibiSticos. Posteriormente se hicieron incubaciones a 42°C (para
inactivar 1a DNA polimerasa | mutante) en presencia de espectinomi-
cina y estreptomicina, pero no de tetraciclina para no crear una --
presifn selectiva para 1a recombinacién de todo el plésmido. Poste
riormente, se buscaron colonfas que crecieran bien a 37°C o a 42°C

en presencia de espectinomicina y que fueran sensibles a tetracicly
ns.

De aproximadamente 800 colonias probadas, se encontraron 2 co
lonfas resistentes a espectinomicina y estreptomicina (SpR snt) y-
sensibles a tetraciclina (Tc®). Estas cepas, muy prodbablemente, ha
brfan sufrido una recombinacién, y habrfan {ncorporado al cromosoma
1a mutacibén por insercibn del fragmento 9.

Para transferir la 1nserc1§n N a la cepa MX1172 (Tabla 1), de
rivada gdh}l de la silvestre MX614, se propagd Pl en cada una de - -
ellas,

Si la mutaciﬁn no se hubiera recombinado en el cromosoma de -
1a cepa polA™ no hubiera sido posible transducirla con P1 puesto -

que este fago no puede encapsidar pldsmidos chicos, sino que toma -



fragmentos grandes de DNA (aproximadamente 82 Kb).

De esta forma, por transduccifn con Pl, se transfirid la muta-
ci8n a la cepa MX614 y a Ta cepa MX1172. Para clonar la mutacibn se
propagl Pl de estas primeras transductantes, y se transdujeron otra
vez a las cepas MX1172 y MX614 seleccionando para SpR y Sma. Las ce
pas resultantes se les denomind MX1176 y #X1178, respectivamente. -
De manera que l1a MX1176 es una derivada de la silvestre MX614, que «
contiene Tas mutaciones jgﬁi y git::a, en tanto que Ta MX1178, sola-

_mente contfene Va mutacidn il!ii.-

CARACTERIZACION DE LAS CEPAS QUE CONTIENEN LA MUTACION glt::q.

1) Fenotipo

E1 primer fenotipo que se probd de las cepas que contienen la
mutacién glt::0, fue su crecimiento en amonio o arginina como Gnicas
ﬁ,fuenios de nitrSgeno. Como se observa en la Figura 3B, las cepas --
que contienen esta inserciln presentan un fenotipo Ntr®, es decir no
crecen en arginina como fuente de nitrSgeno, 10 que parece indicar -
que se requiere de actividad silvestre de GOGAT para inducir los sis
temas Ntr. Por otra parte, esta cepa gltB::0 crece fgual que Ta sf)
vestre en amonio puesto que posee actividad de GDH; como era de espe
rarse la cepa MX1176 (gdhl glt::Q) no crece en amonfo y s{ en amonio
mis glutamato (Figura 3-A). Es claro que las cepas que contienen la
mutacidn por insercidn tienen un comportamiento diferente de las --
que contienen el alelo g1tB31, puesto que Ta cepa MX1170 (g1t831 -
gdhi) no es auxStrofa de glutamato y crece con un tiempo de du-
plicacién similar a1l de las silvestre { Figuras 1A y 3A). En - «

resumen la mutaciSn por insercidn del fragmento 0 en el gene - -
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estructural de la subunidad pesada de GOGAT, en conjunto con 1a mu
tacién gdhl, son n;ceslrias y suficientes para resultar en auxotrog
ffa por glutamato. Sin embargo, la mutacién g1tB31 en combinacién
con el alelo qdhl no resultan en auxotroffa por glutamato. Tanto
Ta mutacibn g1tB31 como glt::R confieren el fenotipo Ntr™,

2) Mapeo por transduccién.

Se realizaron experimentos por transducciln con Pl para loca-
Vizar genéticamente 1a mutacién glt::9; los resultados se muestran
. an 1a Tabla 5. Como se observa, el fragmento 0 aparentemente estd
wis cerca de argG y de glnf que gltB31. Senin los datos de la Ta-
bla 5, Yos marcadores se pueden acomodar como se muestra en la Fi-
gura 4A; donde se observa que el fragmento N se encuentra entre --
araG y g1t8, muy cerca de ginF. En esta fiqura (4 B) se muestra -
el mapa de esta reg!Qn del cromosoma, reportado por Pahel y colabpo
radores (25) en donde gl1tB y g1nF cotransducen con argG #4% y 22X,
respectivamente, Los datos presentados en esta tesis no coinciden
con los reportados, pero 1as frecuencias de contransduccidn que se
obtuvieron entre ginf y argG, y entre el fragmento Q y alnF coinci
den cuando se realizan las cruzas inversas (39 y Tabla §), $8lo -
para comparar, se incluy§ en la Figura 4 el mapa de 1a regifn glit
de S.typhimurium reportado nor Madonna et al, (32). En este caso
se le denomind gltB al gene para 1a subunidad pesada de GOGAT, y -
gitD al de la ligera. Estos genes no cotransducen con argG como -
en E.coli, aunque se encuentran en una regifn andloga del cromoso-

ma cerca de glinf y de cod.

En resumen, los datos de cotransduccién indican que 1a muta--

cidn g1tB31 v glt::0 se Yocalizan en Tugares diferentes con respec
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Tabla §

36.

Mapeo por transduccifn de las mutaciones g1tB3l y qlit::f con respecto

a glnF74:: TnS vy arq6ll

DONADOR RECEPTOR SELECCION CONTRASELECCION

% DE COLOMIAS NUE
CONTIENEN EL MAR.

CABOR NO SELECCIO
NADO

. ]

ux988 MXBAS aln* st aue®
altB31  qInF74::TnS

Mr9ss Mx971 Ara® Aut®

arafidl
Re RS rd,. .

MX1176 uxses sohsm Ken? G1n
git::n gdhl

XB4A X1176 k' sptsat
NX1176 N9 Are* sptsa®

36 (73/200)

20 (100/500)

s (5/100)

s (8/100)

45 (89/200)

a) ain* sfgnifica crecimiento en amonio como fuente de nitréaeno
NS" sianifica crecimiento en amonio 15a% ms 80 LM de netionina )

OL-sulfoximina,

b) Aut” sionifica que no se observa crecimiento en arainina 0.2% como

'ucnto de nitrfneno.

c) sg Sn significa crecimiento en 20un/m! de espectinomicing y

ug/-l de estreptomicina respectivamente.

d) Kant sianifica creciniento en presencia de 30un/m) de kaninicing



FIGURA 4 - Mapo de lo regicn git de E.coli.
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to 2 arqé y glinF,

3) Localizaciln fisica de Ia Inserciﬁn del fraomento 0.

Pars demostrar que &1 fragmento O se encuentra en el gene de-
la subunidad pesada de GOGAT, se hizo un experimento de hibridiza-
ci6n DNA-DNA tipo Southern {40).

E1 sxperimento fue el siguiente y se encuentra esquematizado
en 1a Figurs 5. Se purificd DNA cromosomal de las cepas MX1172 --
(9dhl) y MX1176 (gdhl, glt::0). Estos DNAs se digirieron con la -
enzima Hindill, y se corrieron en un gel de anarosa al 1% en bu--
ffer de acetatos (Matertal y Métodos); posteriormente, se transfi-
r{6 e1 DNA a un f11tro de nitrocelulosa y se hibridiz8 con el plés
mido pBOP3 (Figura 5) marcado con CTP (32P). $e obtuvo e} resuli-
tado que se muestra en la fiqura 58. De los & fraomentos que se -
generan al cortar pGOP3 con HindIl] (Figura 58, carril 1 }, el ma-
yor {4md) no hibdbridiza con el DNA cromcsomal ya que s8lo incluye -
~secuencias del vehiculo; el siguiente fraamento de 2.65 md incluve
alrededor de 0.5 md del extremo 3' del gene para 1a subunidad pesa
da, y el resto es vehfculo. Los otros 3 fraomentos, de 1.2 md, --
0.44 md y 0.35 md, son internos del aene estructural, E1 fraamen-
to 0 se insertd en e) sitio de BglIl que estd dentro delfragmento
de 1.2 md. En la cepa MX1172 (gdhl) se observan las 3 bandas co--
rrespondientes a Yos fragmentos internos, y otra banda de aproxima
damente 2.4 md que corresponde 3l extremo 3' del aene de la subuni
dad pesada hasta el siquiente sitio de HindIII en el cromosoma, --
que se localiza en el gene para la subunidad ligera (ver maps - -

pPRSP20 Figurs 6).
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En 1a cepa que 1leva la mutacitn glt::a (MX1176), el fragmento
de 1.2 nd desaparece, y se genera un fragmento de 0.88 md que co- -
rresponde al tamafo esperado al interrumpir el fragmento de 1.2 md
en el sit{o de BgIII por el cassette 2 (que estd flanqueado por si-
tios de HindlIl y por 1o tanto se escinde completo con 1a digestidn
Y de esta manera no altera Jos tamafos de los fragmentos); también
se genera un fragmento m&s pequefio de 0.28 md que corresponde al --
resto del fragmento de 1.2 md, desde el sitio de BQlIl hasta el si-
guiente sitio de HindlII.

Con este experimento se demuestra ciaramente que el fragmento
0 se encuentra insertado en la primera mitad de) gene estructural «
de 1a subunidad pesada de GOGAT,

4) Actividades enzimiticas de las diferentes mutantes.

Se determinaron las actividades enzim&ticas de GS, GDH y GOGAT
de las cepas que contienen la mutacién glt::0 en diferentes condi--
ciones de crecimfento. Los resultados se muestran en 1a Tabla 6.

Como se puede observar la actividad de GOGAT de 1a cepa silves
tre no varfa por crecimiento en exceso de amonfo (15mM) o por 1imi-
taci6n de nitrdgeno (glutamina 1 mg/ml1) y presenta una actividad de
aproximadamente 70 nmol de NADPH oxidado por min por mg de prot.. -
Como ya se habta mencionado, la cepa MX988 (gl1tB31) tiene una acti-
vidad de esta enzima de aproximadamente 7 veces menos que la silves
tre (aproximadamente de 10 nmol NADPH oxidado por min por mg de pro
tefra). Como se observa en esta Tabla, y segin 1o esperado, las ce
pas MX1176 y MX1178 que contienen la mutacibn glt::Q no presentan =
actividad detectable de GOGAT, La cepa MX1178 presenta una activi-
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TABLA 6

-
1o

HY

Al

Actividad enzimBtica de GS, GDH y GOGAT de cepas que contienen 1a mutacidn
1t:

41,

ACTIVIDAD ENZIMATICA®

c GOAAT GOM GS Fenotipo
epa

’ NH‘ Gin NH‘ Gln NH. Gin Gt Aut
MX614 - .76 75 206 239 128 1040 + +
Silvestre

nxose 9 12 256 236 100 220 + -
qieedl .

PA3AO n.d. n.d, n.d. n.d, 210 260 - -
gite3l gdhl

w1172 ’ % 79 nd. n.d. 120 1100 + .
gant

uX1176 n.d. n.d. n.d. n.d, 330 410 - -
1338/ ] n.d. a.d, 167 256 100 190 + -
glt::

s}  Todos los sfmbolos utilizados en esta Tabla son los mismos

que ‘108 de 1a Tadla

.



dad de GDH similar a Ta de la silvestre, v por 1o tanto no es auxg

trofa de glutamato aunque st es Aut” (debido a Ya mutacidn glt::n).

En cuanto a las actividades de GS, 1a silvestre presenta apro
ximadamente 10 veces mis actividad de esta enzima en cultivos en -
glutamina como fuente de nitr8geno que en exceso de amonio. Es in
forcsnnto recalcar que tanto 1a mutacibn g1tB31 como la giti:q tie
nen un efecto plefotrdpico sobre 1a induccidn de GS cuando las cé-
Tulas se crecen en olutamina, como Gnica fuente de nitrBaeno como
1o musstran las uctividades de GS en las cebas MX988 y Mx1178 - -
(qlt::n) en ambas fuentes de nitrSaeno. La cepa HXIITG'(QEE_ - .
alt::n) presenta niveles ligeramente mis elevados de GS, aunaue al na

recer, tampoco estén requlados por la fuente de nitr8geno.

En resumén se puede decir, por una parte, que cepas que CON--
tienen Ya mutacidn glt::n no presentan. niveles detectables de GOGAT,
.8 diferencia de cepas que contienen el alelo §1§ggi{ Sin embargo,
';los dos tipos de mutacifn tienen 2 caracterf{sticas en comln, una -
de ellas es que ambos alelos confieren a la cepa la incapacidad de
{nducir Y2 sintesis de GS en respuesta a limitacién de nitrégeno -
por crecimiento en glutamina; la otra se refiere a que ambas muta-

ciones confieren el fenotipo Aut”.

5) Experimentos de complementacidn con plésmidos,

Los plésmidos utilizados en estos experimentos de complementa
ci8n fueron los siaguientes (Fig. 6). En té&rminos generales, e) --
plésmido pGOL2 (29) contiene el gene completo para la subunidad 11
gera de GOGAT (S1*), y dirige 1a sfntesis de 1a subunidad ligera «
en un sistema de minic8lulas (29). €1 plésmido pROP3 (Fiouras 5 y
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6) contieme solamente el gene de 1a subunidad pesada completo(Sp‘L
y también es capaz de dirigir 1a sintesis de esta protefna en e} --
sistema de minicélulas. E) plésmido pRSP20, aue fue el aislado ori
ginalmente (27), contiene un fraamento cromosomal de 5.7 md que in-
cluye 1os dos genes estructurales de GOGAT (Fiqura 6)., Por O1timo,
se utiliz8 un derivado de pRSP20, denominado pRSP2L {Fiqura 6}, el

cual es el resultado de sustituir un fragmento éﬂir - émgl de apro-
ximadamente 2 md en el pRSP20 {este fragmento se Yocaliza a aproxi-
madamente 1.3 md hacia abajo del extremo 3' del gene para la subuni
dad ligera por lo que esta sustituci@n no afecta 1a sintesis de la

enzim), por un fragmento de aproximadamente el mismo tamafio, que .-
codifica para la resistencia a cloranfentcol., Este nuevo plismido,
pRSP21, representa una ventaja para la manipulactdn de cepas que le
contienen, ya que ahora es posible bresionar barn su mantenimiento

en la c&lula utilizando medios con cloranfenicol que; a diferencia

de la colicina, da resultados m!s claros.

Los plésmidos arriba mencionados se tntrodujeron por transfor-
macidn en las diferentes cepas y en todos los‘cnsos. excepto con =»
pRSP20, se selecciond en medio rico con el antib!qtico adecuado, =«
Debido a 1a falta de un marcador adecuado para su seleccifn, sélo -
se pudo transformar las cepas PA340 y MX1176 (aue son auxStrofas de
‘nlutamato) y se seleccions en medic mfnimo con amonio como Gnica --

fuente de nitrdaeno.

Como se puede ver en la Tabla 7 ninquna de las 2 subunidades -
por separado es canaz de complementar el fenotipo 61t” p Aut” de Va2
cepa PA340, $810 Yos n1§smidos pRSP20 & pRSP21 comblementan para
ambos fenotipos; es decir, las cepas PA340/pRSP20 & PA340/nRSP2] --

a4,
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Tabla 7.

Actividad enzimitica y fenotipos que presentan las diferentes cepas
complementadas con distintos plésmidos.

ACTIVIDAD ENZIMATICAY

GOGAT GOM GS Fenotipo
Cepa
NN. Glin NH4 Gin NM‘ Gin Glt Aut
NX614 76 18 206 239 128 1040 + +
Silvestre
nx9se 9 12 256 236 100 220 + -
qli83l '
NX3176 ~ n.d. n.d, n.d. n.d. 330 40 - -
qlit::0 gdhl R
PA34O nd. n.d. nd. n.d, 260 270 - -
glts3l gdhl
MX1176/pGOL2 n.d. n.d, n.d. n.d. 460 450 - -
s1+b
MX1176/pGOPY a7 12 n.d. n.d, 200 320 + -
Sp*c
Nllll‘/gls'!l 628 586 n.d. n.d, 210 7131 + *
Cosprsit
NK’!!IDGOL! 7 113 170 + -
Sl
NX988/pR0OP3 8 142 270 + -
Sp* .
NIOIII‘ISPZI 212 132 114 + +
Sptsie
PA::glpBOLZ n.d. n.d, nd, n.d. 120 110 - - B
PA:C!/pGOPJ n.d. n.d. nd., n.d. 130 120 - -
’
!AJQQIpISP!l 126 97 nd. n.d. 160 70 + +
S1%spt .

NX614/pRSP2I 758 229 150 + .




Y
b)
c)
d)

46.

1odos los simbolos utilizados en esta tabla son los mismos que
en Ya tabla 2
?;{ggido que 1leva el gene para la subunidad liqera de GOGAT
:;ig7ido que codifica para la subunidad pesada de GORAT

P

Plismido que codifica para las 2 subunidades de GOGAT



son Aut' y crtt (Tabla 7).

Lo mismo sucede con el fenotipo Aut™ de la cepa Mx988 (gitB3l),

es decir, ninquna de las 2 subunidades de GOGAT por separado fue ca--

paz de complementar a esta cepa para el fenotipo Aut*. sélo el plasmi

do pRSP21 (o pRSP20) confirieron este fenotipo.

Por 10 que respecta a 1a cepa MX1176 (glt::s, gdhl), esta cepa
tampoco se complements para el fenotipo Aut® con ninguna de las dos -
subunidades por separado y, otra vez, el plismido completo complemen-
to para los fenotipos Aut? y Glt’; sin embargo, resultd interesante -
que cl fenotipo GI1t™ de esta cepa se complementd por el piésmido que
codifica s6lo para la subunidad pesada (pGoOP3) (chla 7), 1o que no
ocurrid con el fenotipo Aut™. La cepa MX1176/pGOP3 presentd activieo
dad de GOGAT semcjante a 1a que presenta la cepa silvestre apoyando -

¢) hecho de que la subunidad 1igcin se sintetiza en cepas que Vlevan

Ta mutacién g1t:: que al conplementarse en trans por la subunidad pe

sada codificada por el plismido, se producen niveles de GOGAT sufi- -
cientes para que exista crecimiento en ausencia de glutamato. Cabe -.
mencionar que la actividad de GOH no vari8 por la presencia de ningu-
no de Vos plismidos utilizados, as? como tampoco por las fuentes de -
nitrdgeno probadas.

“Las cepas PA340 y MX588 (g1tB31) presentaron un comportamiento

similar: ninguna de 1las subunidades por separado introducidas por -

transformaci8n afectd las actividades ni de GOGAT ni de GS; es de-

cir 1a PA340 transformada con pGOP3 o con pGOL2Z no presents activi--

dad detectable de GOGAT, y tampoco indujo la GS por crecimtento en
glutamina. La cepa MX988 transformada con pGOL2 o con pGOP3 presen-

to aproximadamente 7 veces menos actividad de GOGAT que la silvestre
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{1gual que la cepa MX988 sin plésmido); 1a GS en la MX988/pGOL2 tam
poco se indujo en glutamina. Estas cepas (PAI40 y MX988) complamen
tadas con pRSP2]1 presentaron actividad de GOGAT (aproximadaments 2
veces mis qhe Ta silvestre en el caso de la PA34D, y alrededor de 3
veces mls para 1a MX988); y sin embargo en ambos casos (PAJ4O/pRSP21
y MX988/pRSP21), ta GS no se indujo como respuesta al crecimiento en
glutamina (Tabla 7).

La cepa MX1176 presentd un comportamiento notablements dfistinto.
Por un lado, e) plésmido pGOP3 en esta cepa fue capaz de complementar
para actividad de GOGAT, a niveles similares & los de Va cepa sil-
vestre, en tanto que la actividad de GS, no se indujo en glutamina,
Per otro lado, 1a cepa MX1176 conteniendo pRSP21 presentd acividades
de GOGAT 8 a 10 veces mayores que la sivestre, que pudiers deberse
a un efecto multicopia, s diferencia de 10 que sucede en la PA34O
y en la WX988. Esta cepa (MX1176/pRSP21), s1 indujo la sintesis
de GS por cracimiento en glutamina como fuente de nitrSgeno (Tabla
7). a diferencis de 1o que sucediS en las cepas que contisnen ¢l
alelo glthB3l (PA340 y MX988),

La cepas silvestre HX614, transformada con pRSP21, tanbién pre-
sent8 efecto multicopia, es decir, sintetizd aproximadamente 10 ve-
ces mis actividad de GOGAT que la silvestre (Tabla?).

Dado ¢1 hecho de que una insercidn polar en a2 subunidﬂd pesa-
da de GOGAT pudo complementarse con un plismido que Vlevis (nicamen-
te esta lu‘un!dcd. no se puede pensar que la cepa PA34O t1oho ;nu
wutacidn similar puesto que se comportarfa como Ya cepa que Vleva
el alelo glt::A pero posiblemente se trate de uns delecién de manera
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que no sea posible complementarla con ninguna de las 2 subunidades

por separado.

Para explorar esta posibilidad se efectud un experimento de hi-
bridizacidn DNA-DNA tipo Southern utilizando DNA cromosomal de la ce
ps PA340 asf como de la MX988, usando como monitor el plésmido - -
pRSP21, La autorradiograffa en 1a Figura 7A (carril 3) muestra que
1a ceps PA34A0 carece de los genes de GOGAT; sororendentemente la - -
MX988 tampoco hibridizd con estos genes (Figura 7A, carril 2). Ast
mismo, en este experimento se incluy§ la cepa MX1163, y como se ve -
en el carril 6 de 1a Figura 7A, Yos genes de GOGAT en este caso sf -

estuvieron presentes.

Como 1a cepa PAJA0 es una deleciln de al menos los 2 genes es--
tructurales de GOGAT, 1a transferencia de una delecidn por transduce-
cibn, no ocurre con ly misma frecusncia que la transferencia de una
mutacibn puntual. Dc_tll forma que, posiblemente, durante el proce-
(1] dg contruccidn de 1a cepa MX988 por cotransduccidn con argG, se -
haya obtenido una meiclu de cepas, aquellas que hubieran heredado la
delecisn de GOGAT (10 que debe resultar en fenotipo Aut™), y aque- -
11as que hubieran heredado alguna mutacién regulatoria presents en -
Ta cepa PAYAC (ver Discusién) y que también resulte en fenotipo Aut”,

Para explorar esta posibilidad, se hicieron otros dos experimen
tos de hibridizaciSn DNA-DNA que se muestran en 1a Figura 78. Se --
afslaron 50 colonfas Aut™ tal como se ais15 la cepa MX988: se propa-
go P1 en Ya cepa PA340, y se cruzd por Ta cepa MX971 (argG3i), se se
Tecctons Arg* y se aislaron 50 colonias Aut™. Posteriormente se cre
cieron sobre un filtro de papel Whatman 3MM durante 12 Hrs a 37°C,



Estas colonias sc'utilizaron para hacer hibridizacidn en colonis

contra e} plismido pGOP3 marcado com dCTP (32p) para determinar que -
porcentaje de colonias Aut™ provenientes de esta cruza conservan los

genes de GOGAT.

Como se muestra en Ya Figura 78, de 50 colonias probadls.'salo 7
hibridizaron contra @) gene de 1a subunidad pesada. En la Gltima hi-
Tera se encuentran dos colonias Aut' (Arg*) de 1a misma cruza, dos co
lonfas de 1a cepa silvestre MX614, y dos colonfas de Ya cepa MNX1170 -
(g1t831 gdhl). Estas 6 colonias también presentaron hibridizacidn --
con el gene de la subunidad pesada, incluyendo la cepa MX1170. Para
ver si 1a cepa MX1170 conserva Yos genes estructurales de GOGAT, como
Tos de 1a cepa silvestre, se purificé DNA cromosomal de esta, y se hi
2o un Southern utilizando como probador el plismido pRSP21, Como se
muestra en 1a figura 78, tas cepas MX1170 y MX1172 presentaron el mis
mo patrdn de hibridizacidn de los genes para GOGAT.
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La hibridizacién en colonia se realizd escoginndn 50 transduc
tantes Aut”™ do la siquicnte cruza: se propagi Pl en la ceps -
PA340, y con &) se infects a 1a cepa MX971 ?grgGJl) seleccio-
nando para Arqgt,

Como controles <o incluyeron 2 colonfas Aut’ de esta cruza --
(marcadas Autt) 2 colonias de 1a cep.y silvestre MX614 y 2 de
Ta cepa MX11/0 (g1tB31, gdhl) a un i do se muestra el Southern
de. DNA cromonoma‘ de Tas cepas 117117 y MX1172 (gdhl) digeri-
dgzcon Hind 111 o hibridizado con pRSP21 marcado con d CTP -«



DISCUSION

Tomando en cuenta que existe poca informacidn sobre la regulp
cibn de 1a expresiSn de GOGAT, y su relaciln con 1os sistemas Ntr
y con GS; en este trabajo traté de responder algunas preguntas que
surgieron a partir de la caracterizacifn de 1a cepa MX988 (gits3l)
(Tabla 2). Como se enfatiz6 en la seccién de Antecedentes y en la
de Resultados, esta cepa presenta actividad detcctablo_do GOGAT, -
aunque siete veces uchos que la cuantificada en la cepa silvestre
(Tabla 2); sin embargo, 1a cepa PA3O, de donde proviens el alelo -
gltsil, no posee actividad de 1a enzims, y es auxStrofa de glutam
to. Estos datos sugieren que Ya cepa PAJ4O tiene al menos otra m)
tacifn, Con el objeto de investigar mis a fondo esta posibilidad,
as? como para obtener més informaciln a cerca de Vos mecanismos --
' que controlan 1a sfntesis de GOGAT, se hizo una mutagenesis dirigi
ds en e) gene pars Va subunidad pesada de GOGAT. La caracteriza..
ciln de ests mutacidn arroj8 algunos datos sobre 1a regulacibn de
1a sintesis de GOGAT, ast como ciertos aspectos sobre 1a organiza-
c18n £s1ca del operén constituido por sus genes estructurales; --
tambifn permitid comparar e} fenotipo de la mutacién estructursl -
convol que presentan las cepas que contienen el alelo glithidl.

Ahora bien, en cucnﬁo 8 1o hipStesis de que 1a cepa PAJAOD tig
ne-una mutacidn regulatoria, 10s datos que Ya spoyan son los si- -
guientes:

1) EV experimento de reconstruccidn genética de 1a PA34O mostrado
en s Tabla 3, tndice que at retransferir ol alelo glt83l’'de la --
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cepa MX988, a la cepa MX1163, que es una derivada g!tl' de la - -
PA340 por transduccidn (Tabla 3), resulta en la supresifn de Ya -«
sintesis de GOGAT y en auxotroffa por glutamato.

2) La cepa WMX1163 (Tabla 3), que por experimentos tipo Southern «
se mostrS que adquirid los genes silvestres de GOGAT {Figura 7A, -
carril 6); presents niveles bajos de actividad enzimftica (Ilnmol-
de NADPH oxidado/min/mg de protefna).

Es un exparimento similar, pero seleccionando 2 transductan-.

tes Aut® a partir de 1a cepa MX1176 (glt::n gdhl) se regenerS el -

9qs de 1a actividad de GOGAT (datos no mostrados). Esto tndica --
que por transduccidn, en &) caso de Ta PAJAD, no es posidle regeng
rar todos Tos fenotipos que caracterizan a la cepa silvestre; sin
embargo para 'a mutacifn estructural, se regener§ casi totalmente
1a actividad de GOGAT.

3) La ceps PA3MQ complementada con el pldsmido pRSP2Y tiene una - -

actividad de GOGAT, solo 2 a 2.5 veces mayor que la cepa silvestre
{(Tabla 7). S!n‘cubnrgo Te cepa MX1176 (glt::Q) o Va X614 comple-
mentada con el mismo plésmido presentan de 8,5 a 10 veces mis acti
vidad enzimltica que 1a stlvestre sin plésmido (Vabla 7). Estos -
dltos podrian deberse a que tanto en la cepa stlvestre como en la
.MX1176, se observa un efecto multicopia que no se aprecia en 18 ce
pa PA3AD debfdo a la mutacién regulatortia.

4) €1 experimento de Va Figura 7A, carril 3, muestra conclusiva--
mente que la cepa PAIMO es una delecién que abarca al menos Yos --
dos genes estructurales de GOGAT. Esto por s1 solo, sin duda ex--
pifca tanto el hecho de que 1a cepa no presenta actividad de esta
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enzima, como su fenotipo Aut™. Sin embargo, en la Figura 78 se - -
muestra la hibridfzacién DNA-ONA de 50 colonias aisladas tal como -
" se obtuvo 1a cepa MX988, siete de cincuenta transductantes Aut”, hi

bridizan con la subunidad pesada de GOGAT, 1o que indica que conser

- .van los genes de 1a enzima. Esto implice que la mutacidn regulato-

ria que posee la cepa PA340, también confiere el fenotipo Aut™, y -

cotransduce con argG.

Para este trabajo, tal vez no sea tan importante explicar los
diversos fenotipos de la PAAO0 (cuys genealogfa no conocemos con --
ce?toza). como explicar los de 1a cepa MX388. También en este caso
por el experimento de la Figura 7A, carril 2, es claro que tiene la
misma deleciOn que la PA340. Por el experimento de 1a Figura 78, -
se¢ observa que hay cepas aisladas como la MX388 que conservan los -
- genes de GOGAT, E) hecho de que hay mezcla de poblaciones, es de--
cir, unas que heredaron la deleciln, otras que adquirieron la muta-
ci6n regulatoria, o bien aquellas que hayan heredado ambas pueden -
explicar el dato de que durante las primeras determinaciones de ac-
tividad de GOGAT .se haya trabajado con mezcla de poblaciones puesto
que se utflizaron varios aislados de Va misma cepa, y resultarfa en
deteccifn de actividad en las transductantes que no hubieran hereda
do la delecibn.

De cualquier forma, la cepa MX988 gue se utilizé en e experi-
mento de la Figura 78 carril 2, no 1leva 1os genes de GOGAT, Sin -
embargo las determinaciones de actividad de GOGAT de esta cepa s¢ -
realizaron en extractos dializados y en presencia de 1nh1b?dores es
pecfficos de transamidasas (|:qsor1n| y MSF); el resultado indica -

que presenta actividad baja, aunque detectable, de una transamidasa
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dependiente de glutamina que utidiza a-cetogiutarato y oxida NADPH,
Cabe mencionar que ¢) ensayo de GOGAT no es muy especifico puesto -
que se mide 1s oxtidaciSn de NADPH en presencis de a;cntoglutlrato y
glutamina, de manera que es posible que se trate de otra transamida
s8 y'no de GOGAT, Parece probable que durante 1a construcciln de -
esta cepa, se selecciond atguna mutacidn que resulta en la sobrepro
duccién de alguns transaminasa o transamidasa cuys actividad inter-
fiere con el ensayo de GOGAT.

Congiderando 1o arriba mencionado, hay dos explicaciones posi-
bles para entender ¢) fenotipo de Ta cepa MX1170 (gitB3] gdhl). Co
"o se observas en Ta Figurs 1A, 1a cepa no es auxdtrofs de glutamato
y crece on amonio con un tiempo de duplicacisn muy similar al de lTa
stlvestre on 1a misma condicidn. Los resultados indicen que: a) lq
ceps Mo crece en arginina como fuente de nitrégeno (Figura 18 y Ta-
bta 2), en este Figurs se observa que ests cepa alcanzs sélo 20 uni
dades Klett (u.K.) a las 12 Wrs. y V1ega & alrededor de 40 u.X. 2 -
Yas 24 Nrs. (probablemente en este momento se trate de muticiones -
suprasoras Aut® que aparecen con relative altra frecuencts (25); la
silvestre, en cambio, a las 12 Hrs de fncubacidn adcanzs aproximeds
mente 320 u.X. b) Va ceps MX1170 es incapaz de inducir la sfntesis
de GS por crecimtento en glutamine (Tabla 2) ¢} no presenta activi
dad detectadle de GOGAT (Tabla 2). Todo esto sugfere que la ceps -
contiene el alelo git831, pero resulta dificil de explicar puesto -
que no presenta actividad de ninguna de las dos enzimas que sintetf
zan glutamato. '
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Por el experimento de Va Figura 78, se demostrd que la cepa --
MX1170 posee los genes estructurales de GOGAT y, aparentemente, du-
" rante su construccidn se le transfir{§ una mutacidn regulatoria reg
ponsable de los fenotipos mencionados. EY hecho de que no presenta
actividad de GOGAT, podrfa indicar que Ya mutsciln regulatoria aba-
te 1a sintesis de 1a enzima hasts un grado que no es posible detec-
tar por este ensayo, pero que se¢ produjeran niveles suficientes de
Ta enzima para proveer a la célula con el glutamato necesario para
permitir su crecimiento en amonjo. Se estén empezando s realizar -
experimentos de hidridizacibn de RNA de esta cepa contra un probae--

dor de DNA pars ver si se detecta el mRNA de GOGAT,

Otrs explicaciSn para el fenotfpo de la MX1170, es que durante
su constryccibn se haya seleccionado )a sobreproduccidn de algums -
transamidasa o trlnsaninasn'qun proves a la célula del glutamato ng
cesario para crecer, de wanera anfloge a Yo gue se propone que OCu-

rre on Yo cepa WK98S,

Existen varias transamidasas que uttlizan glutaming, y produ--
cen glutamato a) catalfzar la transferencia desl grupo amido de Va -
glutaming; tambidn se conocen algunas transaminasas que utilizan -«
a-cetoglutarato como aceptor del grupo amido da varios aminofcidos
10 que results también en 13 produccidn de glutamato.

€s interesante o) hecho de que & 1a cepa PAJAO se le puede sug
tituir el glutamato que necesita pars crecer, por aspartato; este -
conpucsto‘trlnlnlinl con a-cetoglutarato para formar glutamato y --
oxatoacetato, pero parece ser necesario agregar concontrlﬁicncl re-
Tativamente elevadas de aspartato (200 ug/mi) para que a cepa pus-
da productr suficiente glutamito a través de esta via; pero - -
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podria ser que esta enzima se sintetizara en mayores cantidades en
las éepns MX1170 y MX988, Otra posibilidad es Ta enzims aspsragi-
no sintetass dependiente de glutamina (codificada por ¢l gene - -
asnB). La reaccidn que cataliza es la transferencia de) grupo ami
do de 1a glutamina al carbono y del aspartato para formar glutama-

to y asparaging,

Desde luego hay que realizar varios experimentos para explo--
rar mls a fondo estas posibilidades: por una parte hay que determi
nar actividad enzimltica de algunas transamidasas y transaminasas
en extractos de las cepas MX988 y MN1170 comparadas con ls cepa --
sidvestre. Por otro lado, vale 1a pena afinar el ensayo de GOGAT
pars madir espec{ficanente producciin de glutamato conjuntamente -
con ¢l consumo de glutamina y NADPH en las proporcionss estequiomd
tricas de la reaccidn que cataliza GOGAT, y cuantificarlo en e -
tractos de varios afslados de Ta cepa Mx988 as§ como en 1a MX1l7v.
Tanbrén se puede hacer un experimento de {mmunoprecipitacisn de -
Tos extractos de estas cepas con anticusrpos especificos contra -«
GOGAT,

En resumen, pueden afirmarse algunas cosas de los datos men--
clonados en escta parte de s blSCUSlOI:
8) La ceps PASED tiene a) msnos 3 mutsciones:
4.- gdhl cuyo Gnico femotipo es la pérdida de 12 actividad ae
GoN, '
.- (91, dq\cciﬁﬁ de a! nencs Yos dos genes estructursles de -
GOGAT, que resulta en 1a pérdida de s actividad enzimftics
y " e fenotipo Aut®.
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Lid.- Una mutacin regulatoria que también confiere el fenotipo Aut”
y cotransduce con argG.
“ b} A las cepas aisladas como Aut” por cotransduccién con argG se les
denoming MX988, pero hay al menos 2 y posiblemente 3 tipos de recombi
nantes.
4.~ aquellas que heredaron Ya delecisn de los genes de GOGAT.
4.~ las que heredaron la mutacidén regulatoria.

{44.- las que adquirieron smbas.

En cuanto a 1a cepa MX1176 (glt::n, gdhl), como se muestra en 1a
figura 5B, carri) 2, la insercidn del fragmento 0 se encuentra dentro
del gene para 1a subunidad pesada de GOGAT, y como era de esperarse,-
no presenta sctividad detectable de GOGAT (Tadla 6).

Los datos de mapeo gendtico indican que dicho fragmento se en- -
cuentra relativamente cerca del gene argG (40%-45% de cotransduccidn_
(Tabla 5, Figura 4A).

Como s¢ ve en esta Tabla, la cotransduccién entre argG y el gene
_que confiere 1 fenotipo Aut” (igit831?) de la cepa MX988 (o de la --
PAJ40) es de un 20%. Inicialmente, esta diferencia en cotransduccidn
con respecto a argG de Va mutacidn glt::n comparada con glt83l, pare-
cta apoyar 1a hipStesis de que eran mutaciones diferentes; sin embar-
9o, 1a frecuencis de cotransduccién disminuye cuando se transfisre -«
una delecibn, y esta disminucién depende, entre otras cosas, del tams
fio de 1a misma. De manera que Vas difcrcncins‘cn cotransducciln mos-
tradas oﬁ 1a Tabla 5 y Figura 4, no !ndipan necesariamente qus se en-
cuentren en posiciones diferentes del mapa, sino que podr!, reflejar
¢1 hecho de que se esté transfiriendo una delecién y/6 una mutacidn -

58.



puntyal,

Con respecto a la caracterizacidn fisiollgica de las cepas --
que contienen 1a mutacién git::Q, en la lela‘f se presentan una -
serie de datos con el propésito de cénnarar los fenotipos de las -
cepas MX1176, MX988 y PA34O.

En primer término pusde decirse que 13 cepa PAJAD y MX9B8 tie
nen un comportamiento muy similar en cuanto a las actividades enzi
miticas determinadas y fenotipos probados cuando se complementan -
con los diferentes plismidos; 1a ceps NX1176 tiene un comportemien

to muy diferente.

Cuando se hacen transformaciones de las cepas MX988 y PAI&0 -
con cada uno de los plismidos qui'contlonen las subunidades de - -
GOGAT por separado (pGOL2 s1%; pGOPI sp’); ninguna cambia su feno-

tipo con respecto a la cepa sin plismido, Esto es, 1a cepa PAI4O, .

permanece GIt™ Aut™, y no presenta actividad detectadble de GOGAT -
n{ . de GDH; la actividad de GS, no se induce en glutamina. La cepa
MX98% transformada, conserva el fenotipo Aut™ asf como los niveles
bajos de actividad de GOGAT que presenta la cepa sin transformar;

tas actividades de GDH y GS tampoco sufren cambio; cuando se trans
?brga a las cepas PA340 y MX988 con el plismido completo, - ~
pRSP20 o pRSP21, entonces, si hay complementacién para el fenotipo
Aut® en ambos casos, y para el fenotipo Gt en e) caso de 1a - -
PA340. En cuanto a las actividades de GOGAT, 1a cepa PA240/pRSPel,
presenta alrededor de 2 veces mis actividad de Ya enzima que la --
silvestre, y para el caso de 1a MX988 con el mismo plésmido, pre--
senta 3 veces mayor actividad que la silvestre, A pesar de que --



-,

este plismido, pRSP21, complementa para casi todos los fenotipos -

_ en estas copis; Vs GS no se induce por crecimiento en glutamina, -

es decir permanece igual que en las cepas sin complementar, Este

dato apoyaria también 1a existencia de una mutacidn regulatoria --
sdicional en estas cepas, {PA340 y MX988) que tiene un efecto - -
pletotrépico sobre 1a tnduccidn de GS. Para el caso de )a cepd --
MX1176, cuando se le complementa con el plésmido p5SOP3 (Sp’) pre--
senta fenotipo aie’ y actividad de GOGAT muy semejante a Ta stlves
tre (Tabla 7). De este dato se desprende una conclusiSn importan-
t03 sabemos que e) fragmento 01 contiene secuencias de terminacién

de Ta traduccién y de Ta transcripcién en ambos extremos (36), y -
que por 1o tanto debe generar mutaciones polares. Sin embargo en

1a cepa MA1176 hay sTntesis de )a subunidad Vigera, Yo que sugiere
que el gene de esta subunidad posee su propio promotor tal y como

se habfa propuesto anteriormente (29). €1 hecho de que el mismo -
plésmido no complemente para la activided de GOGAT a 1a cepa PA3JAO
ni a 1a MX368, se explica si consideramos que ambas cepas poseen -

una defecidn que incluye los dos genes estructurales (Figura 74).

Ahora bien, 1a mutacidn glt::n confiere ademds otros dos fenp
tipos: En 1a Tabla 6 se muestra que las cepas que la contienen --
{MX1176 y MX1178) son incapaces de inducir 1a s¥ntesis de GS por -
crecimiento en glutamina. Estas cepas también presentan fenotipo

Aut” {(Figura 3B) al cual me referiré mis adelante,

A diferencia de 1o que sucede en Jas cepas MX388 y PA3AD com-
plementadas con el plésmido pRSP21; Ya cepa MX1176 transformada --

con este mismo plésmido si induce )a sintesis de G5 por crecimien

60,



to en glutamina (Tabla 7). Puede decirse gue todos los efectos --
causados por 1a mutacidn glt::0 se revierten al complementarla con
pRSP21,

Pasando al fenotipo Aut® que confiere esta mutacidn, también
en S.typhimurium se ha reportado que mutaciones estructurales en .
glt8 confieren el fenotipo Aut™ (32). Para explicar este efecto -
ya se ha postulado que cepas que carecen de actividad de GOGAT se
acumula glutamina, 1a cual en altas cdncentrlciones intracelulares
reprime @1 oeprSn gInALG que resulta en fenotipo Aut™. Esto tam--
bién explicarfa la incapacidad de estas mutantes para inducir 1a -
13 por crecimiento en glutamina (Tabla 6). Desde luego habria que
cuantificar las pozas internas de glutamina en estas mutantes p;ra

verificar 1s hipbtesis,

Sin embargo existe un dato que no concuerda cop esta explica-
cibn, y es e1 siguiente: ya se habfa discutido que la cepa MX1176

complementada con el plésmido pGOP3 que codifica para 1a subunidad
pesada de GOGAT Gnicamente, complementa para el fenotipo Gl;’ Yy -
que presenta actividad de GOGAT muy similar a Ya silvestre (Ta- -
bla 7); pero el punto quizk més interesante, es que est:s cepa es -
Aut®. En este caso no se puede utilizar el argumento de que se --
acumula glutamina intracelular puesto que hay sintesis normal de -
1a enzima. Por lo tanto, al menos en este caso, el fenotipo Aut -
s¢ debe a algin otro problema. Esto podrfa implicar la existencia
de un tercer gene que se encuentre hacia abajo de la sudbunidad V4.
gera de GOGAT que forme parte de un circuito regulatorio que inter

vengs en 1a induccibn de los sistemas Ntr. Entonces la insercién
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del fragmento 0 en la subunidad pesada, serfa polar soére 12 trans
cripcifn de este tercer gene. Habrta que postular que el promotor
. que debe existir entre la subunidad pesads y la Vigers, no es sufi
ctentemente fuerte como par: que se transcriban tos niveles necesa
rios de este tercer gene pars a induccidn de los sistemas Ntr. -
Esto serfa un caso anflogo a1 del operfn gInALG, en el gque los ni-
veles de transcrito de ginG que se producen a partir del promotor
de gini no son suficientes para o) fenotipo Aut® (17), sino que se
requiere que g transcripctén se inicie en el promotor fuerte de -
gigg para alcanzar altos niveles del producto de ginG. Hay vartfos
datos que apoyan la existencia de este tercer gene: a) los plésmi-
dos pRSP20 o pRSP2} (Figura 6) contienan un fragmento cromosomal--
que incluye los dos genes estructurales de GOGAT, y en ambos, exis-
te il menos 1 md de DNA cromosomal hacfa abajo del gene de Va sub-
unidad ligera, 1o cus) serfa suficiente para un gene que codifica-
ra para una protefna de al menos 55,000 d. de PM. Estos plésmidos
son los inicos que complementan & Ya cepa MX1176 paras el fenotipe
Autt, b) Experimentos preliminares de hibridizacién usando ANA de
Ta cepa silvestre transformada con el pldsmido pRSP21, contra un -
probador de 1a subunidad pesada o de Ta ligera, muestran una banda
correspondiente 8 un RNA de al menos 5 md de peso molecular, que -
e3 mucho mayor que 10 que se requiere para un transcrito que fncly
ya solamente ambas subunidades {alrededor de 4 md), c¢) Por»ﬁ!ti-
mo, s¢ realizb un experimento de complementacidnr con un plismfdo -
denominado pGOPI (29), Este pidsmido es un derivado del pRSPZ0, -
al cual se le hizo una deleciSn de un fragmento EcoRl (0.§ md), y
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que sBlo afecta a la subunidad ligera. En minicélulas este plismido
dirige Ja sintesis de 1a subunidad pesada, y un fragmento de Ja lige
ra (29). E) resultado de a transformacidn de Ja cepa MX1176 con es
te pidsmido, indica que es capai de complementar para el fenotipo --

Autt.

De aquf se desprende Ya conclusifn de que no parece ser la sub-
unidad ligera exclusivamente Va que ejerce un papel regulatorio, - -
puesto que este plésmido que no la contiene, complementa para el fe-
notipo Autt, Aungue sabemos que hay sintesis de la subunidad ligera
cromosomal. de forma que no podemos descartar la posibi)idad de que -

dg alguna forma &sta intervenga.

£s interesante que este plésmido, pGOP1 (Sp’. 517) no complemen
ta a la cepa MX988 ni a la PA340 para el fenotipg Aut”™. En e) caso
de la PA340, tampoco complementa para el fenotipo Glt*. como se espe
ra, ya que esta cepa no tiene forma de sintetizar la subunidad lige-
ra. Ahora el hecho de gue no complemente a 1a ceps MA988 para el fe
notipo Aut*. es mfs extrafio puesto que esta cepa no es auxftrofa de
glutamato (ya que posee actividad de GDH). Esto indica que se re- -
quiere también de la subunidad ligera de GOGAT, en conjunto con el -
tercer gene para establecer el circuito regulatorio sobre los siste-
mas Ntr; o bien que la MX988 hered§ también la mutacifn regulatoria
ta) que, adn en multicopia, no se permita Ta sintesis necesaria de -

este gene regulatorifo.

Ahora bien, es interesante mencionar aquf, que recientemente se re
ports que en B.subtilis {(que carece del gene gdhA y por Jo tanto de laenzi-
ma GOH) los genes de GOGAT se regulan transcripcionalimente por 1a fuente de

nitrfgeno, y que existen 3 transcritos, dos de ellos corresponden a Tos genes - -
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estructurales para cada una de las dos subunidades de GOGAT; el --
tercer transcrito parece definir una unidad separada (se transcri-
be en el sentido contrario a la transcripcién del gene de la sub--
unidad pesada). Mutaciones en esta tercera unidad transcripcional

causan auxotroffa por glutamato (41).

Se tratari de construir inserciones del operSn lac en el sitio
Gnico para 1a enzima Sall que tiene el plésmido pRSP20. Este si--
tio debe interrumpir el tercer gene (ver Figura 6 ). De esta ma-
nera, si se demuestra que un plésmido ast contruido, no complemen-
t; para ¢l fenotipo Aut® de las distintas cepas, probarfa la exis-
tincil de este gene. As{ mismo, se podrfa estudiar su expresidn -

determinando la actividad enzimBtica de g-galactosidasa.

Aunque en los resultados presentados en esta tesis, no hay va--
riacifn de 1a actividad de GOGAT con respecto a cultivos en dife--
rentes fuentes de nitrSgeno, ast como tampoco se ve una relacién -
clara entre los niveles de stntesis de GS y de GOGAT, hay datos -
que sugieren cierta relacién. Un dato que indica que hay relacién
entre el sistema que regula la sintesis de GS, y GOGAT, es que al-
gunas de las revertantes Aut? de 1a cepa MX988 (y de otras cepas -
' QitB” de E.coli y K.aerogenes (4)) se localizan en ginL y son al--
tas contitutivas para 1a sfntesis de GS (1, 4). Entonces una mange

ra de aliviar el fenotipo Aut™ que resulta de una insercién polar

o una delecidn de la regifn glt, es produciendo mutaciones puntua=-
les en glnL que no sean polares sobre ginG. Curicsamente el feno-
tipo Aut™ de las cepas MX988 y MX1176, no se suprimen por introdu-
cir el plésmido pACR3 que codifica para glnG; parece pues.que es =

preferible cambiar 1a estructura del producto de gInL (a una con-- -
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formaci8n que probablemente sea incapaz de reprimir o antiactivar
los sistemas Ntr) que aumentar las concentraciones del producto de
qInG,

Por otro lado, existen por 10 menos dos condiciones probadas en
las que 1a sintesis de GOGAT se reprime. Se ha visto que en culti
vos de 1a cepa silvestre MX614, en glutamato como Gnica fuente de
nitrGgeno, 1a actividad de GOGAT disminuye alrededor de 10 veces;-
aparentemente Va regulaciin es a nivel de transcripciSn puesto que
los niveles de mRNA especifico de GOGAT disminuye notablemente por

crecimiento en glutamato (datos no mostrados).

¢ La actividad de GOGAT disminuye también alrededor de 10 veces
cuando Yas cllulas se cultivan en succinato como fuente de carbono.
En este caso también Ya G5 se encuentra muy reprimida aGn cuando -
glutamina sea 1a (nica fuente de nitrfgeno. Ya se habfa reportado
con anterioridad, el hecho de que cultivos de K.aerogenes en una -
fuente de carbono Vimttante (comc histidina) con amonio més glute-
mina, producen la mayor ropresiGﬁ observada de 1a sintesis de GS -
(1, 4).
Ast pues, parece probable que haya un sistema de regulacibn de

1a sintesis de GOGAT, y mis alin un mecanismo que comunique el sis-
tema de GOGAT con el de GS, asf como con el sistema Ntr.

EV papel de ginL en la regquiaciln de GS y de Ntr, no es claro
(4, 14, 15, 16). Mutaciones puntuales en este gene, tienen un fe-
notipo muy diferente a deleciones del mismo, por otro Yado se le -

ha asignado un papel bifuncional tanto para 1a regulacién de GS co

“mo para 1a de los sistemas Ntr {16). Parece claro que los efectos
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regulatorios de 1a protefna PII sobre la sfntesis de GS, se llevan a
cabo a través de gInL. En cepas con deleciones de ginl, la regula--
ci6n de GS es casi normal en condiciones muy extremas de limitacidn

0 exceso de nitrégeno. Solamente en condiciones medias de limita- -
cibn o exceso de nitrSgeno se observa el efecto del producto de ginL
(4). Pudiera ser precisamente ginL el mediador de la comunicacidn -
entre l1a sfntesis de GOGAT, y 1a induccifn de GS y los sistemas Ntr.
Los datos que parecen apoyar esto son, por una parte, la existencia

de mutaciones en ginL que suprimen el fenotipo Aut™ caracter{stico -
de-mutantes afectadas en 1a sintesis de GOGAT. Por otro lado, Va 8¢
tividad de GOGAT de 2 alelos diferentes de glnL (uno es por inser- -
cin de Tn§, y el otro puntual que resulta en alta sfntesis constity
tiva de GS), muestra distintos efectos: 1la insercidn de Tn5 en ginL
no parece afectar 1a sintesis de GOGAT; sin embargo la mutacibn pun-
tual, disminuye la actividad de GOGAT aproximadamente 7 veces (datos

no mostrados).

Por 1o pronto se puede proponer la existencia de un gene regula
dor, posiblemente positivo, que se requiere para l1a activacibn de Na
transcripci8n del operdn compuesto por los genes estructurales de --
GOGAT y el tercer gene; este serfa el gene que se encuentra mutado -
en 1a cepa PA340, y el que se transfiri6 a la cepa MX1170 por cotrans
duccién con argG.

Mutaciones en el regulador resultan en el fenotipo Aut ™ proba--
blemente por que no se activarfa la sfntesis de este tercer gene, -~
{Ver esquema).

Aparentemente se requiere tanto del tercer gene como‘él produc-

to de gInG en cantidades relativamente elevadas para que las cepas -

presenten el fenotipo Ntr*, En el caso del producto‘ codificado



por el tercer gene, al parecer se requiere en cantidades relati

vamente elevadas (EJ.: cuando se encuentra en plésmidos multico- - ‘

pia para revertir el fenotipo Aut™ de la mutacibn regulatoria - -
{PA340/pRSP21, Tabla 7); sin embargo, estas cantidades no confie--

ren ta capacidad de fnducir la sintesis de GS en glutamina,

Segdn estos datos se requerirfa entonces, tanto del gene regula
dor silvestre como del tercer gene para mediar la induccibn de GS

en glutamina, posiblemente a través de ginL.

De esta manera se puede explicar por qué la cepa PA340 comple--
mentada con pRSP21 es Aut? pero incapaz de inducir la GS en gluta-
ulhn; en este caso 1a cepa PA340 tiene una delecidn que abarca to-
do el operSn de GOGAT, y una mutacibn regulatoria. Cuando se le -
suninistra en multicopta el operén de GOGAT; se iintetiza suficien
te cantidad del producto del tercer gene el cual puede activar los

sistemas Ntr (siempre que haya también producto de ginG).

Sin embargo, la mutacidn en el regulador no e permite inducir
1a sfntesis de GS en glutamina ain cuando haya sintesis del tercer
gene (Tabla 7).

En Ya cepa con la mutacidn glt::n, e) fenotipo Aut™, se debe a
ta polaridad de! fragmento 2 sobre la transcripcidn del tercer ge-
ne. Cuando se transforma con un plésmido que contiene este gene -
{pRSP21), se restablece el fenotipo Aut’. y 1a capacidad de {ndu--
ctr ta sintesis de Gs‘en glutamina, puesto que la cepa no tiene --

ninguna mutacidn regulatoria adicional,
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Posibles madelos de la reguiacion de la sintesis de GOGAT
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HATERIAL Y METODOS

1.

Cepas Bacterianas:
Las cepas utilizadas en este trabajo son derivadas de Escheri-

chia coli K-12, y se encuentran descritas en 1a Tadla 1.

Condiciones de cultivo:

Para realizar los experimentos, los cultivos se hicieron en los
sipuientes medios:
Lunia (42) que contiene i% de peptona de caseina, 0.5% de extrac

"to de tevadurs y 1% de cloruro de sodio. Para cepas auxdtrofas

de glutamina se le adiciona este aminofcido a una concentracién
final de 1 mg/ml esterilizado por filtracidn.

Medio MIni{mo NN (27) que contiene fosfato monobdsicc de potasio
13.6 or/1t., sulfato de potasio, 2,61 gr./1t., sulfato de magne
s{io heptahidratado 0.2 gr/1t., cloruro de calcio 0.01 gr/it., -
sulfato fervoso heptahidratado 0.0005 gr/1t. A este medio se -
le agrega glucosa 0.2% final como fuente de carbono; cloruro de
amonio 15mM. (amonio en exceso) & 0.5M (1imitacidn de amonio) §
glutamina 1 mg/ml, o arginina 0.2% como fuentes de nitrégeno. -
Todo esto se esteriliza independientemente por filtracidn, -
Otros requerimientos como aminofcidos o vitaminas se aMadieron
también esterilizados por filtracidn a las concentraciones &pti

mas previamente determinadas {42).

Todos Vos cultivos se hicieron a 37°C excepto la cepa polA” (ts)
que se llevaron a cabo a 30°C.



Los antib{éticos se adicionaron en las siguientes concentracio-
nes: Kanamicina 30 ug/m}, estreptomicina 100 ya/ml), tetracicli
na 10 ug/mt y cloramfenicol 10 pg/ml,

Para cultivos en medio s611do, se utilizaron los mismos medios,

pero se les agreqd agar al 1.5%,

Obtencibn de lisados de P1 virA y Titulacién.

Para los experimentos de mapeo por transduccidn generalizada se
utilizé e) fago P1 virA. Para la propaqacién del fago en la ce
pa donadora, esta se cultivé en medio Juria hasta fase exponen-
cfal (40 unidades Klett), Se tomaron 0.5 m! del cultivo y se -
mezclaron con 0.1 m) de Pl diluido & 1 x 107 u.f.p/ml en NN es-
téril, y 1a mezcla se transfirio a tubos con 3 ml de Luria més
25mM de CaCl, con agar al 0.75%,

La mezcla con agar svave se vacid en cajas de Petri con medio -
s6lido Luria adicionado de 25mM de CaCl,, timina 25 pg/ml y qlu
cosa 0.2% (Medio LCYG). Las cajas se incubaron a 37°C durante

aproximadamente 12 Hrs. Posterformente se raspd el agar suave,
se transfirid a tubos y se le agregé 3 m1 Luria. Se afadib - -
1/20 de volumen de cloroformo, y se agitd vigorosamente en vor-
tex., Posteriormente se centrifugl y el sobrenadante se recupe-

r6 y se le afadié nuevamente cloroformo. Se auardo a 4°C,

Los lisados se titularon sobre la cepa sensible AB1157 cultiva-
da en medio rico, y recuperada en 0.01M de MgSO‘ y 0.005M de --
CaClz. Se mezcl§ 0.1 m! de la suspensidn celular y se mezcld -
can diferentes diluciones del fago P1. Después de 20 minutos -

de incubacidn se vaciaron sobre cajas de LCTG con ayuda de agar
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suave LC,
Obtencién de lisados AKan2 y obtencidn de inserciones al azar

de TnS en 1a cepa MX615.
Se cultivo 1a ceps AKan2 en Luris a 30°C puesto que es termo--
sensible y se le adicioné maltosas 0.2%. Cuando el cultivo al-

canzd fase exponencial se transfiri§ a 42°C por 30* en presen-
cia CaCIz 0.2 y se incubd por 2 Hrs, 8 37°C hasta que se ob--
servd lisis. Posteriormente se sgregs cloroformo y se centri-
fugb. E1 sobrenadante se guard$ a 4°C con 1/100 volumen de --
cHEt 4.

Este lisado se utilizG para infectar a 12 cepa MX615 que con«-
tiene una detecidn de 1a regién de integracién de 1, a 30°C, -
Después de 30° de incubacidn con el fago se lavaron las cély.-
Tas y se tncubaron por 12 Hrs. en medio rico con 30 ug/ml de -
kansmicina para seleccionar la presencia de Tisgenas,
Posteriormente se obtuvieron derivados termorresistentes de es
tas lisdgenas, que se hubieran curado del fago A, pero que con
servaran las inserciones de Tn5 pars 1o cual se mantuvieron a

37°C o ¥ 42°C en presencia de Kanamicina,

Transducciones con P1.
Una vez propagado y titulado el Pl en la cepa donadora, se -=

cultivd Ta cepa receptors en medio Luria hasta 40 unidades - -
Klett, se centrifugb y se concentrd 10 veces de peptona de ca-
seina al 1%. Posterformente se separd en dos tubos cada uno -
con 0.5 m1, de la suspensiSn de bacterias. Se afadié 0.5 m).-
2 cads tubo de una solucién de CaCl, 0.05K y MasO, 0.03M. A1
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tubo de a transduccifn se e afiadis 0.5 m1, de P1 propagado en
1a  donadora adecusda diluido a 5 x 107 ufp/mi. Al control se
Te afadid 0,5 ml, de Luria, ODespués de 20 min de incubacidén a
37°C sin agitacidn, se centrifugsd y las células se lavaron 2 ve
ces con NN estéril. Las células se resuspendieron en 0.1 ml, -

de NN, y se plaquearon en cajas de medio selectivo,

Transformacifn por plésnidos hibridos.

. Se crecieron 30 ml1, de la cepa receptora en Luria hasta 30 uni-

dades Klett, L@s células se centrifugaron a 4°C, y se lavaron
con 10 m! de NaCl 10mM. Posteriormente se resuspendieron en la
mitad del volumen de cultivo de ClC\z 50mM y se mantuvieron en

hielo por 40 min. Posteriormente se centrifugaron y s¢ resus--

7 pendieron en 1/15 de vol, de c.clz 50 mM.

Se tomaron 0.2 ml. de esta células sensibilizadas con calcio y

se aRadié alrededor de 100ng deplismido puro resuspendido en - -
0.1 ml. de CaCl, S0mM, Se incubaron en hielto por 60 min, ODes-
pués se pasaron a un bafo a 42°C durante 30 segundos. Se les -
agrego 3 m1, de Luria y se incubaron & 37°C sin agitacién. Pos
teriormente se tomd 0.1 m1. de la suspensién de c#lulas trans--

formadas y se plaqued en cajas de medio selectivo.

"Purificacién de DNA de Plismido.

Se utiliz8 el método reportado por Betlach (43). En este méto-
do a gran escala, se cultivé 1 1t, de Ya cepa adecuada, y se am
plifica el plismido por incubacién con cloranfenicol. Las cély

Tas se colectan y lisan con Visozima y Triton ¥-100. Se centri

fugan y el sobrenadante se extrae con fenol-cloroformo para eli
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10.

minar proteinas. La solucifn de DNA se concentra por precipita
cifn con etanol. Posteriormente se pasa por una columna de - -
8iogel A-50. E1 primer pico de absorvencia a 260nm corresponde
4 DNA de plésmido el cual se concentra y se pasa por un gradien
te de CsCl/yoduro de propidio para eliminar fragmentos de DNA
cromosomal. E1 DNA se precipita y finalmente se resuspende en

agua.

Purificacién de ONA de plismido en pequefia escala.

Es un método de semipurificacibn répida en pequefas cantidades,
Se cultivan 5 m1. de 1a cepa adecuada, sin amplificar el plésmi
do, y el método es muy similar al anterior, excepto que se omi-
ten los pasos por la columna de Biogel A-50 y el gradiente de -
cloruro de cesio. E1 DNA que se obtiene, es apropiado para anf

11sis por restriccidn y para transformacién.

Purificacidn de DNA cromosomal.

Se uti11z6 un método para purificar DNA cromosomal en pequefia -
escala, utilizando cultivos en 5 mi. de medio Luria. Se lisan
Tas células con una solucidn de pronasa 5 mg/ml., y SDS a¥ 0.1%.
Se extrae varias veces con fenol-cloroformo. EU DNA se concen
tra por precipitacidn con etanol, y se le agrega RNAsa, Poste-
riormente se extrae con fenol.cloroformo, y se precipita con «-
etanol, Posteriormente se resuspende en agua. E1 DNA obtenido
de esta manera es adecuado para digerirlo con enzimas de res- -
triccibn.

Digestifn con enzimas de restriccidn.

Las condiciones utilizadas para las enzimas son las réportadas

72,



11.

12,

por Bolfvar et a) (44), Las reacciones se incubaron a 37°C por
el tiempo necesario segiin la actividad de la enzima. Las reac-
ciones se detuvieron calentando a €5°C por 5 min,

Se utilizé ONA Yigass de T4 que puede unir tanto extremos cohe-

sivos como rasurados de moléculas de DNA.

Obtencibn del plésmido que contiene una mutacidn por insercién
dentro del gene gue codifica pars la subunidad pesada de GOGAT.
Se utiliz8 o) plismido pHP4SQ (Figura 2) que contiene ;I frag--
mento 0 que codifica para resistencia a espectinomicina y a - -
estreptomicina. Este fragmento esté flanqueado por multiples -
sitios de restricciln, Se digirid con la enzima de rostriccién
BanHl, y se purificé e) fragmento de restricciln 0 de un g;l de
agarosa de bajo punto de fusidn, '

Por otro lado, se utilizd 1 plésmido pGOP3 que contiene el ge-
ne para 1a subunidad pesads de GOGAT (Figura 2). Este plismido
se digiri8 con 1a enzima BgVII que genera los mismos extremos -
que 1a enzima Bamil, Posteriormente se mezcl6 aste pldsmido di
gerido con el fragmento Q, y se 1198 con 1igasa de T4; se trang
formd a la cepa RR1 seleccionando bara 18 resistencia que con--
fiere el fragmento 0, y pars la que codifica e} vehfculo (Tetra
ciclina).

Se verificd por anflisis de restriccibn con 1a enzima HindIII -
que el fragmento 0 se encontraba insertado en el antiguo sitio
de BgI1L1.

Integracifn al cromosoma de 12 mutaciln por insercibn del frag-

mento 2 en el gene estructural de GOGAT.

Se transformS a la cepa de E.coli que contienen una mutacifn en
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13.

el gene polA que resulta en una DNA polimerasa 1 termosensible,
con ¢l plésmido pGOPI::n a 30°C.

Posteriormente se hizo una 1ncuhaci6h a 42°C durante 5 Hrs. de
Tas transformantes en presencia de estreptomicina y espectinomt
cina. Posteriormente se lavaron las células y se plaguearon di
lhcionos del cultivo en cajas de medio Luria con estreptomicina
y espectinomicinag, .

Después de buscaron colonias independientes que fueran sensi- -
bles a tetraciclina (Te?) y resistentes a espectinomicina y es-
treptomicina (SpRSnR).

”

Hibridizacién DNA-DNA por la técnica de Southern (40),

e ————————

Las muestras de DNA cromosomal digeridas con HindIll, se some=--

tieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1% en buffer --
acetatos que contiene Tris base .04M, fcido acético 0.02M y - -
EDTA 0.01M a pHB. Se corril a 50 volts durante aproximadamente
4 Hrs,

E1l gel se ting con bromuro de etidio, posteriormente se lavd --
con HC1 0,25M por 30 min., despudés con NaOH 0.5 y NaCl 1M, Pa
ra neutratizar se lav8 durante 40 min. con una solucidn de NaCl
1,5M y Tris base 0,5M pH7.4, La transferencia de DNA al filtro
de nitrocelulosa se acomodd el gel sobre un puente de papel - -
Whatman 3MM, humedecido en soluciln SSC 6X. Sobre el gel sorcg
1ocd el filtro de nitrocelulosa humedecido en agua y encima - -
otro pedazo de papel Whatman 3MM del tamafio del filtro., Sobre

esto se colocl medio rollo de toallas kleenex absorventes y un

peso enzima de airededor de 0.5 Kg. Se dejé transferir durante
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12 Hrs. Después de este lapso de tiempo, el filtro se secl en
un horno con vacfo a 80°C durante 3 Hrs. para fijar el DNA al -
filtro.

Pars la prehibridizacidn se colocsd el filtro en bolsas selladas
con 10 m1, de solucién de hibridizacibln que contiene 1 ml, de -
solucién Denhardt's 50x; 1 m}, de buffer de fosfato de sodio di
bésico 1M pH 6.7, 2.5 ml, de SSC 20x 3.5 m1. de agua y 2 ml, de
ONA ds timo de terrera a 100 ug/ml y hervido por 2 min para des
naturalizario. Se incubd ¢l filtro con esta mezcla a 65°C por
4 Hrs.

Posterformente se descarts esta solucibn, y se inyecto a 1a bo}
sa ¢! DNA probador mavcado previamente por el método de "nick -
translation" 100 ug del DNA probador mis 200 ug de ONA de timo
frfo en 1a solucidn de hibridizacibn. Se incubd a 65°C por - -
12 Hrs,

Posterformente se tird 1a solucidn de la bolsa, y el filtro se
Yav8 a temperatura ambiente con una solucin de SSC 2x y SDS al
0.5% por 5 min, Posteriormente se hizo otro lavado de 15' con
una sotucidn de SSC 2x y SDS 0.1%. Finalmente si lavé por - -
2 Hrs,  42°C con una solucidn de SSC 0.1x y SDS 0.5%,

Por G1timo los filtros se secaron a temperatura ambiente entre
2 hojas de papel Whatman y se sometieron a autoradiograffa a -«

=70°C y se vevelaron después de 24-72 Hrs.

Para cuantificar la actividad enzimitica de las enzimas GS, GDH
y GOGAT, se utilizé stempre el mismo cultivo; se utilizaron - -
20 m) del cultivo adecuado, y cuando 1lego . a 90 - 100 unidades

Klett, el cultivo se separd en 2 alfcuotas de 10 mi, cada una.
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una de ellas se utilizé para determinar GS y 1a otra parva GDH y
GOGAT.

Cuantificacifn de actividad enzimética de GS: se utilizd el en

sayo de v-glutlu!l transferasa que se basa en la transferencia
del grupo glutamil de Ya glutamina a 1a hidroxtlamina para for-
mar vy-glutamil hidroxamato que con ch’ genera un compuesto co-
lorido que se mide colorimétricamente a una longitud de onda de
540nm,

La actividad se determind utilizando el método reportado por --
Bender y colaboradores (45) con las modificaciones por Covarru-
bilas et a1 (27),

Determinacién de la actividad enzimftica de GOH y GOGAT: para

medir estas enzimas se utilizd el método reportado por Meers y

colaboradores (3).

Determinacién de proteina: 1a cusntificacién de 1a proteina pa

ra calcular actividad especifica de las‘cnz!nus. se¢ realizaron
utilizando ¢! método descrito por Lowry et al (46)

16,
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