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RESUt.IEN 

En este trabajo se describe la caracterización de -

mutaciones afectadas en la asimilación de amonio en ~-

cherichia .2!!11· 
Tres de estas mutaciones afectan al gene estructu-

ra-1 de la glutamina sintetasa, el gene glnA; dos de las 

mutaciones· consisten en deleciones, y la otra una inser

ción. Las tres mutaciones fueron analizadas mediante un 

mapeo f!~ico por hibridizaci6n tipo Southel!n con un plá!_ 

mido híbrido que contiene clonada a la región del gene -

glnA. Las dos cepas con delaciones fueron también carac

terizadae mediante pruebas de complementación con dife•

rentes plásmidos híbridos. 

se caracterizaron también otras cuatro cepas con mJa 

taciones que ocasionan auxotrofía por glutamina. Las mu

taciones de estas cepas fueron mapeadas y se localizaron 

en el gene RlnD, involucrado en la adenilación de le gl!! 

tamina sintetaoa. 

Asimismo Ae presenta la caracterización del sistema 

de tra.~sporte de amonio, y de su regulación por la cali

dad de la fuente de nitrógeno, mediante el mismo sistema 

genético que re.i;ula la expresión de la glutamina r.intet! 

sa ~· los !!:istemas Ntr. 



IliTRODU'JGIOJ;, 

La r.;ran mayoría de los r.dcroorganismos poseen la -

capacidad de sintetizar los co¡.ipu~stos or~c'.nicos que re'"

quieren n:ira vivir a partir de r:ioléculas inorcánicas Si!!!

ples. Dicha capc.cidad vtiría entre diferentes especies de 

microorganismos, riendo nlgunas más dependientes que 

otras de moléculas orgánicas para crecer. En el caso de -

los r:iicroorganismos autótr6fos, éstos no requieren de ni~ 

gÚn compuesto orgánico para crecer, ya que tienen la cap~ 

cidad de incorporar átomos de carbono a moléculas orgáni

cas mediante el proceso de fotosín~esis, y además incorp.2. 

ran átomos de nitrógeno a las moléculas orgánicas a par-..::. 

tir de iones inorgánicos, como el NH + o directa~ente 4 • 
mediante la fijación biológica del nitrógeno atmosférico, 

Los microorganismos heterótrofos requieren de una fuente_ 

de átomos de carbono ya incorporados en una molécula org! 

nica, como por ejemplo un ar.úcar, pero la mayoría conser

va la capacidad de utilizar fuentes inorgánicas de átomos 

de nitró~eno, En el caso de las entcrobacterias, y parti

cularmente en Ese!!!~ .2.illr lr. fuente preferida de -

átomos de nitrógeno es el ión amonio (1, 2), el cual es -

transportado al interior de las células y ponteriormente_ 

asimilado incorporándolo a moléculas orgánicas, particu-

larr:iente a glutamnto y glute.mina. 

Las enzimas capaces de llevar a cabo esta asi~ila--

ción del amonio a glutamato y gluta1~ina zon la c1es'1iC.ro:;~ 

nasa glutámica (L-glutamato:J\ADP+ o>:idor~-eriuctasa, 3Cl.4. 

1.4,) o GDH, y la gluta::¡ina sintetasa ( L-g.:.utama to: aoonio 

/ 
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ligata 3%.3.1.2,) o GS. La GDH asir.1ila ol ar.:onio incorp.2 

rf.nclolo a u;:!'. nolécula de g:utal:lato a partü· de una r.1018-

cula de 2-oxoglutarato, con la intervención C:e una molé-

cula ele J:AD?H: 

2-oxo¡;lutarato + im3--r.,.--.. ,...,. ..... L-i:;lutamato 

liADPH NADP+ · 

La GS ai:bila al amonio inco::-por~ndolo a una molécula de 

glutamina, utilizando una molécula de ATP, y ret'ui!'ienc1o_ 

la )lresencia de un catión netillico divalente: 

L-gluta:nato + nr3 + A".'P-----.. L-clutamina + ADP + Pi 

(tle2+) 

Existe además otra enzima capaz de tre.nsaminar al 2-oxo-

glu tarato con la glutanina para forr.iar dos r~:oléculas de -

glutamato, Dicha enzima es la glutarnato sintasa (L-gluta

matosliADP+ oxidorreductasa, ECl.4.1,3,) o GOGAT, la cual 

ta~.1'Jién depende de 11.\DPH: 

2-oxoelutarato + L-r,lutamina--~._. .... "ií..-•t2 L-glutamato 

NADPH llADP+ 

La manera en que estas tres enzimas se encuen·tran i!l 

terrelncionadas se presenta en la figura fil, en donde se 

puet\e observar co:no estas enzir.ias será.'1 responsables de -

los niveles intracelulares de 2-oxo~lutarato, glutarnato y 

glutamina, 

El gluta:;.ato y la glutamina dosempel'ían U'1 papel eu.'1!~ 

mente im)lortante en el metabolis:~.o c1el ni tró;:eno, siendo_ 

especialmente relevante el papeJ. de la elutamina, co::io se 

ilustra en la figura 42; en dic~e. fil!Ura se muestra como_ 
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ILI l•OG+ IADPI 

GOGAT 

ILT+ IADP• 

GDB IADP+) 1 
IADP 

111+1-oe 

Pir,ura #1.- Interrelac16n de. la!" enzima~ GS, GDH y 

GOGA'l' dentro de la célula. 

2-0G • 2-oxoglutarato. 

GL'l' a glutamato. 

GLN ~ glutamina. 
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·---.., .. .J;POLISAOARIDOS 
COMPLEJOS 

------.~METABOLIS!.!O 
OXIDATIVO 

Ptgura #2.- 11 ~a~el de la r,lutamtna en el metabolismo 

de compueRto~ nitrogenadoe. 

'1 

! 
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el r,rupo amido de este aminoácido se utiliza para la r.ín

tesis de varios otros aminoácidos, cot:o triptofano e r.is

tidina, así como para la ii:!ntesis de JlUrinas ~· ~irir.iidi-

nas, ~lucosamtna-6-P, carbrunil-P, NADP, etc. Además del -

grupo amido, la glutamina puede transferir el erupo OC.-am1 

no a variosa(-oetoácidos para producir los aminoácidos C,2 

rrespondientes, Además la glutamina, al dar luear a glut_! 

mato por medio de la GOGAT es una importante donadora de 

los grupos 0(-amino de varios aminoácidos sintetizados por 

medio de transnminaciones entre glutamato y 11rcetoácidos_ 

{ 3 ). 

Debido a la importancia de la glutar.1ina para el met,! 

bolismo de nitr6~eno en la célula, y debido a que la GS -

es la única enzir.ia capaz de sintetizar· glutamina, ésta -

enzima está sujeta a un control r.iuy riguroso, tanto a ni

vel de actividad enzimática como a nivel de síntesis a -

partir de su gene estructural. 

La GS es una enzima de 600 1 000 daltones de peso mol!, 

cular, compuesta de doce subunidades idénticas, cada una_ 

con un peso molecular de 50,000 daltones, aunque existen_ 

ligeras diferencias entre enzimas de diferentes especies_ 

de microorganismos (4), Un 9rimer mecanismo de control S,2 

bre la actividad enzimática del dodecámero de GS es el -

que constate en la inhibici6n acumulativa por retroi>.lil!le_a 

taci6n de los productos derivados de glutamina; en este -

caso, cada uno de loe metabolitos es capaz de inhibir so

lo parcialmente la actividad d~ la enzi~a, ~ientras oue -

juntos inhiben la actividad casi co~pletarnente (3, 4, 5). 

Otro control que se ejerce sobre la activiuad de GS está_ 
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dado por la disponibilidad de varios cationes divalentes; 

por ejemplo, la enzima es inr>.ctivada por la rer.;oció11 de -
.,_:2+ ., 2+ 1 bi f ~~· o u:g , o que 11rovoca un cam o con ormacional de -
la estructura proteínica conocido como "relajación" de la 

GS, que reaulta en la exposición de residuos de triptofa

no y tirosina, y en un decremento del coeficiente de sed.!, 

mentaci6n. Al agregar nuevamente los cationes di~alenteo_ 

la enzima se reactiva, y se eliminan los cambios conform! 

cionales producidos durante la relajaci6n. Aparentemente_ 
cada una de las doce subunidades del dodec~mero posee dos 

sitios de interacción con cationes metálicos (4). El ter

cer control está ejercido sobre la actividad enzimática -

de la GS mediante un complejo sistema qu'I involttcra 1a -
adenilación y deaadenilación de cada una de las subunida

des de la enzima (4, 5, 6). Dicho sistema responde a la -

disponibilidad de la fuente de nitrógeno, En la reaoci6n_ 

de adenilnción cada subuniñad de la enzima no adenilada -
adquiere un grupo A?.;p unido a un residuo de tirosina esp! 

cít'icos 

12ATP + GS -------.. GS°{AMP)12 + 12 PPi 
2+ lOmM Mg , pP.=7, O 

La reacción de desadenilación ocurre por un rompi--

miento del enlace adenil-2-tirosil, sintetizándose ADP1 

GSo(Al!P)12 + 12 pi...,. ------•GS + 12 ADP 
2+ lOm!.l Mg , pH=7.0 

Ambas reacciones son llevadas a cabo por la misma e~ 

zima, llamada adeniltranr.fernsa o ATasa. Para prevenir -

t¡ue les reacciones de adenilación y desao.enilo.oión ee -

·acoplen !,!l ~de manera inútil, existe un control sobre 
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la ATasa, el cual es ejercido por una pequeña proteína r~ 

guladora, conocida como proteína P
11

, Esta }Jroteíno. puede 

existir en dos formas interconvertibles: PIIA y PIID; la 

forma PIIA estimula a la ATasa para que lleve a cabo la -

adenilación de las subunidades no adeniladas de la GS, y 

la forma PIID estimula a la ATasa para que desadenile a -

las subunidades adeniladas de la GS, Esta intercanversión 

entre las formas PIIA y PIID es llevada a cabo por la en

zima uridil transferasa o UTasa, la cual tme cavalentemen..-: 

te un g~po 1.ll:iP a la forma PIIA para dar la forma PIID' -

La forma PIIA puede ser regenerada a partir de PIID reti

rando el grupo Ul1P, lo cual aparentemente también es lle

vado a cabo por la !nasa, 

Las reo.cciones de uridilación y desuridilaciór. de la 

proteína P
11 

por la UTasa son estimuladas e inhibidas por 

diferentes meto.bolitas; la reacción PIIA--+PIID es ésti

mulada por 2-oxoglutarato y ATP, e inhibida por glutamina 

y fosfato inorgánico, La reacción PIID----+PIIA requiere_ 

de la presencia de ?i:n2
+, y es fuertemo::te inhibida pe:- -

Ul1~P. La ATasa, además de responder a le.s form!ls PIID 'if -
PIIA de la proteína P

11
, también responde a los niveles -

de ATP, 2-oxoglutarato ~· ¡;luto.mina; o.ltes concentrucianes 

de ¡;luto.mina ~· bajas concentraciones de 2-ol'.oe;lntarato eE_ 

timulan la reacción de adenilación, mientras que bajas 

concentraciones de ¡;c.utamina y al tas concentraciones de -

2...:oxoglutarato y ATP estimulan la reacción de. dese.denila

ción. De est1a mane~ ciertos metabolitos ~uegan un papel_ 

· determinante sobre el estado de adenile.ción de la GS, tig); 

to controlando la interconversión PIID,.. PIIA' como es-
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timulando o in~ibiendo directamente a la ATasa para ~ue -

adenile o de!'adenile a las subunidades de la enzima. 

Además de estos mecanismos para lri. regul:~ciÓ:1 ce la 

ac-tividad enzimática de la GS, existe un compJ.ejo Siste;;ia 

roenético que se encarga de la regulación de la síntesis -

de la GS, en el cual se encuentran involuc1•ados varios &! 

nes reguladores además del e;ene estructural. 

Dependiendo de las diferentes condicionez en cue se 

pueden encontrar creciendo lns células, éstas requerirán_ 

de niveles altos o bajos de GS. Se !la observado que en 

condiciones en que le.s células se encuentran lir.1i tac.as de 

nitró~eno, los niveles de le. enzima r.e elevan, y además -

el grado de e.C:.enilación que presen~.a es muy be.jo, lo c.ue 

sirmifica r;ue ln rne.yor parte de la enzima es biosintétic_!!; 

mente activa. Por el contrario, cu:::ndo las células se en

cuentro.n en condiciones de e:{ceso de ni tró .. =;eno en el me-

dio, los niveles de GS disminuyen, y la enzima presenta -

un alto erado de adenilación, e;; decir su activii!ad bio-

ointética se encuentra baja. Existen varioo otros siste-

mas capaces de resnonc'.er a condiciones lir'Li t~.ntes ñe ni-

tró~eno ndem!Ís de la GS; estos otror· fif.'temas sujetos a -

rep;ulación por ni tró¡i:er.o se encargan de la utilización ele 

fuentes de ni trór.;eno teles como ar.:inoácidos que puedan 

proveer a la célula de mol<Jculas de g2utamato o <le amonio 

intracelularr:.ente. Le. sfotesis de los sistemas de trans-

oorte específicos ce estos aminogcidos se regule de igual 

forma que la r;s, y aparentemente consti tu;i·en u.'1 paso liml, 

tan te en le. utili2:ación de estas fuentes de ni trÓ¡reno 

(7). Es interesante mencionar que ademár. de los sistemas_ 
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de transporte de aminoácidos como arginina, prolina, his

tidina, lisina, or11itina, etc., el mismo sistema de tran! 

porte de glutamina está AUjeto a re~lación por nitrógeno 

(8, 9). Cuando se utiliza glutamina como fuente de nitró

geno, la GS se induce, lo que indica que es una condición 

de limitación de nitrógeno. Esto pudiera deberse a que la 

glutamina no es transportada eficientemente al interior -

de la c&lula, y por lo tanto no, logra acumularse y ocasi.2 

.nar la represión de GS. El amonio, por otra parte, posee_ 

un sistema de transporte eficiente (10), Esto explicaría..:; 

porqu6 cuando la fuente de nitrógeno es glutamina los n.!, 

veles de GS son altos, mientras que cuando la fuente de -

nitr6geno es amonio la enzima se reprime1 es decir en pr! 

senc1a del sustrato de la enzima hay represión y en pre-

sencia del producto hay inducción. Desde luego para com-

probar 6sto sería necesario medir las pozas intracelula-

res de glutamina en áinbas condiciones, 

A todos los sistemas que están regulados por la fue!! 

te de ni tr6geno se les conoce. como sistemas "Reg" ( 1), y 

mtls recientemente como sistemas "Ntr"(2), La regulación_ 

similar de la síntesis de la GS y de la expresi6n de los 

sistemas Ntr encargados de la utilizaci6n de fuentes al-

ternas de nitrÓF,eno fue interpretada originalmente como -

una evidencia. de que la misma GS estaba encargada de rell'l! 

lar la expresión de los sistemas rltr, así como su propia_ 

expresión. Esta hip6tesis proponía que la GS se autorre~ 

laba y además seryía como· un reg11lador del metabolismo de 

nitrógeno en general. ta hipótesis suponía que la GS ade

nilada funcionaba como un represor y la GS no adenilada _ 

.como un aotivador, y se apoyaba en ciertas mutaciones ai! 
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ladas en el gene estructural para la GS, el cene glnA -

(11, 12), Las mutaciones en el gene glnA pueden ser Htr

o NtrC, pero no Iltr +, tas mutantes Ntr- son las que care

cen de GS, ~· las };trC las oue poseen niveles de GS consti 

tutivos, pero esta GS es enzimáticamente inactiva, El he

cho de nue estas mutaciones se localizaran en el gene es 

tructural se veía apoyP.do por experimentos de mapeo me--

diante cruzas de tres puntos, que localizaban a lns muta

ciones GlnC r:tri:: entre mutaciones Gln- Ntr-, Otra eviden

cia importante para la hipótesis de regulaci6n autógena -

era el hecho de que una mutante que poseía una proteína -

P11 alterada que siempre se encontraba en la forma PIIA _ 

(mutación slnB3), y por lo tanto una GS siempre ade:1ilada 

presentaba niveles muy bajos de GS (fenotipo Gl11-) y ade

mál!I era Ntr-(13). 

Sin embargo, desde que se propuso la teoría de la -

GS como reguladora de la asimilación y metabolis~o de -

nitrógeno surgieron evidencias que parecían contradecir~ 

la. Una de estas evidencias era que ciertas cepas mutan

tes carecían de adeniltransferasa, y sin embargo poseían 

una reP,'Ulación normal de los niveles de GS, aunque la e~ 

zima no se encontrara adenilada (14), Asimismo, existíe.n 

evidencias de que otros factores aparte de la GS se en

contraban involucrados en la regulación de la expresión_ 

de glnA y de los sistemas ?ltr, como fue el descubrimien

to de un gene, llamado glnP, que no está involucrado en 

el mecanismo de adenilación de la GS y que sin embargo -

es necesario para que el gene slnA se exprese (15). Pos

teriormente, se aislaron mutaciones fuertemente ligadas_ 
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al gene glnA, y que presentaban el fenotipo Ntr-, así co

mo una GS no regulada y no inducible, y que se encontraba 

en otro cistr6n diferente a clnA (16, 17), La hip6tesis -

de regulaci6n aut6gena fue descartada cuando se pudieron_ 

aislar cepas con fusiones de slnA con ,!!g!, el gene es--

tructural para la¡9-ga1actosidasa, cuya expresi6n se en-

cuentra ahora bajo el promotor del gene slnA. Bn este ca-

110, loa niveles de ¡3-galactoaidaea (o sea la expres:1:6n de 

glnA) responden normalmente a la calidad de la fuente de 

nitr6geno, a pesar de no poseer GS (18), 

Actualmente sabemos que,el sistema genhico que se -

encarga de regular la expresión del gene slnA así como de 

loa ei•temaa Ntr es mucho mlls complejo de lo que proponía 

la teoría de la regulación autógena, y se conocen varios_ 

gene• involucrados, A continuación se da una breve des--
cripci6n de cada uno de los genes reguladores y del gene 

eatructural • 

.Q!llt 

El gene clnP se localiza en el minuto, 68 del mapa de 

ligamiento de E. coli, y se encuentra ligado a los genes 

argG' y gltB (19). Las mutaciones en el gene dnP provocan 

auxotrof!a por glutamina, puesto que las c~lulas son inc! 

paces de sintetizar GS; además presentan el fenotipoNtr-. 

El producto del gene glnF es necesario por lo tanto para 

la expresión del gene glnA as! como para la expresión de 

los sistemas Ntr. El gene 61nF se expresa de manera cons

titutiva, como se ha demostrado por medio de fusiones de,l 

gene l!!:l con el gene gln'F (Castafio, I. y Bastarrachea, -

P. no publicado). 
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glnB: 

El gene alnE codifica para la proteína reguladora 

l'II' 'Puesto que se :·a demostrado que mutaciones en este -

gene producen una proteína !'11 alterada (13), o bien car~ 

cen de proteína !'
11

, como es el caso de mutaciones po~ iE 

serción del transposón Tnz (20), Se localiza alrededor 

del minuto 5?. del mapa de ligamiento de E. coli. Las ce-

pas ~utantes que producen una proteína !'11 alterada, como 

es el caso de la mutación glnB3, presentan el fenotipo 

Gln-ntr-, puesto que ésta no puede ser reconocida por la 

uridiltransferasa para dar la forma PIID' de mar.era nue -

la GS se encuentra exclusivamente en la forma adenilada,_ 

y además los niveles de GS son muy bajos. Las mutantes 

que carecen de la proteína P11 son constitutivas para la 

síntesis de C.S ( GlnC) y lltr +; la GS se adenila y des ad en! 

la a niveles norr.mles en estas cepas, a1uH1ue en 2.usencia_ 

de P11 ambas reacciones ocurren más lenta~ente (20), 

El hec~10 de que mutantes que tengan una proteína l'II 

alterada tenean niveles anormalmente bajos de GS y sean -

Gln-, aunado al hecho de que mutantes sin proteína P11 -

presenten el fenotipo GlnC han implicado directamente a -

la proteína PII en la regulación de la e~:presión de glnA, 

inde¡iendientemente del efecto que las r111taciones ejercen_ 

sobre el siste~a de adenilación de la GS. 

glnD: 

El gene glnD se localiza en el minuto 4 del cromoso

ma de E, coli, El fenotipo de mutantes en el ~ene GlnD es 

E<imilar al fenotipo de las mute.cinnes en r,:lnB que poseen_ 

une. proteína P
11 

incapaz de cer reconocida por la uridil-
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transferasa, puesto que glnD es el gene estructural para 

dicha enzima. Por lo tanto, en las cepas con mutaciones -

en slnD, la proteína P11 ~e encuentra siempre en la forma 

PIIA y la GS altamente adenilada, Al igual que en mutan-
tes en glnB los niveles de GS son muy bajos, y poseen el 

fenotipo Ntr-. Los niveles tan bajos de GS adenilada pro

vocan 9ue estas cepas sean aux6trofas de glutamina fGln-) 

(21, 22), Estos bajos niveles de GS son debidos a la re~ 

laci6n de la expresi6n de glnA por la proteína P11, disc!! 
tilda arriba, 

ClnBI 

La localiBaci6n de este gene en el mapa de ligamien-

to es desconocida hasta la fecha. Bl gene slnB es el gene 

estl'llotural para la adeniltranaferasa (ATaaa), Mutaciones 

en slnE, que ocasionan la p&rdida de actividad decl& --

ATaaa, poseen regulaci6n normal de ~os niveles de GS, 
aunque la enzima no esté adenilada, Al introducir a estas 

mutentea una mutaci6n adicional en s1n1' que produoe una -

proteína PIF alterada loa niveles de GS bajan de igual -
forma que en las cepas con ATaaa (glnE+) y la misma muta

ci6n en glnB, lo que indica que el papel regulador de la 

proteína PII sobre la expresi6n ·de glnA es independiente_: ,,, 

de>la ATaÍla y de la adenilaci6n de la GS (23). 

operón glnALG's 

Este oper.6n se localiza en el minuto 86 del mapa de 

ligamiento de E, coli. El gene glnA es el gene estl'llctu-

ral para la GS, y por lo tanto mutaciones en diego gene -

provocan auxotrofía por glutamina, así como el fenotipo -

Ntr-. Adem's se han aislado dentro del gene slnA mutacio-
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nes en punto que provocan la síntesis de un antígeno de -

GS enzináticamente inactivo que se expresa de manera con!!, 

titutiva, y que tienen el!enotipo NtrC, 

El ¡¡ene P;jlnL. es contiBUo al gene glnA, ~· mutaciones 

en dicho gene pueden 1lroducir varios fe!lotipoa diferen--

tes, Las mutaciones en glnL aisladas corno supresoras de -

mutaciones en ¡;¡lnB· o glnD poseen el fenotipo GlnC HtrC -

(21), Las delaciones del gene glnL presentan regulación -

normal de los niveles de GS 1 aunque existe un poco más de 

la enzima en condiciones de represión, sin llegar a ser -

completamente constitutivas (fenotipo Gln+/c), y además 

son Ntr + ( 24), Las mutacior.es por inserción dentro del g! 

ne glnL resultan en un fenotipo constitutivo bajo para GS 

( GlnR) y además son Ntr- ( 25, 26 1 27). 

El gene glnG se descubrió al encontrar mutaciones li 
gadas a glnA que supri~ían el fenotipo Gln- provocado por 

mutaciones en el gene glnP (16, 17), las cuales poseen u.~ 

fenotipo constitutivo bajo para la GS (GlnR), :¡ son J!tr-. 

Estas mutaciones supresoras conservan el mismo fenotipo -

aunque se restituya un gene glnF funcional. El mismo fen~ 

tipo GlnR fltr - resulta de la inactivación del gene ¡;;lr.G -

por una inserción (16, 17, 28)". También ce han descrito -

mutaciones en el gene 4l11G que provocan un fenotipo Gln--

(27, 29). 

Al producto del gene fflnG (pG), se le ha asignado un 

papel dual en la re{{Ulación, ya que es neccor..rio te.nto P.§': 

ra la activación del gene ~lnA corno para su represión 

(16, 25), Esto se deduce de la incapacidad de inducir los 

niveles de GS en ausencia de pG, aún en presencia de un -
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gene glnF nilvestre, lo que indica que es necesario para_ 

la activaci6n; además el hecho de que en ausencia de un -

gene glnF funcional no se pueda eY.presar glnA, y que esta 

incapacidad sea suprimida por mutaciones que elimina..~ a -

pG indican aue en ausencia de e.ctivador (producto de glnF 

+producto de glnG), pG funcione. como un represor. Esto -

Último es apoyado por mutaciones aisladas en el gene ,c:;lnG 

que producen el fenotipo Gln- y que aparentemente poneen_ 

un.pG alterado de tal forme. que Úl1ice.mente funcione. como 

un represor y nu.nce. como ur. e.ctivador. 

La región del operón glr.ALG ha sido clone.de. y somoti 

da a un análisis físico detallado (30, 31, 32) 1 y los pr~ 

duetos de los genes ha..~ sido identificados (25). El pro-

dueto del gene glnt es u.~ polipéptido pequeño de 36,000 -

de.ltonee de peso molecular que se eY.prcsa siempre en con

centraciones bajas, El producto del geno flnG es un poli

péptido de 50, 000 di:.l tones de poso molecule.r, ~· <;,ue se e~ 

presa en ni·¡e1es más eleve.dos que el proC.ucto de glnL 

(Rocha, J,! •/Y Covarrubia~, A. no publiccdo). 

La otientación de estos ganen ha cidó C.etc~incdc 
con resp{cto al cro:::~sc::c de~. y se ha c:1ca::.t::-ado_ 

que le. t~u~sc::ipc:!..Ó:: ve. t:!o r.lnA ho.cic ,c_'J.~G y en er. eJ.. seE:. 

tido contrcric a las r.:c::ecillc.s del rel.'.'j '( 18, 26, 32). _ 

Aunque la posición y dirección de trc.!'!sc::-irción C.e les IS.E, 

nes indicD.!1 Q.ue se 'PUC.icro. t!'a.tc.!' dC" t1!'":. oper-ó:: se~cillo,-

con la tr:'.!.!:~cr:!:pciÓ::. co::c:-:sc.!i.do en {!ln.!~ ? ·proceC.ier.do h: ~ 

ta glnG, existen eviC.encic.s que indic01: que el operó:! es 

bastante complejo. Por ejemplo, cepas nerodiploiC.e~ can -

inserciones en los gen"'s glnA y ¡ünG e!1 posición ~ --
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muestran niveles normaler. de GS (16, 17), lo que indica _ 

ciue los dos 1'.!eneEI se encuentran en unidadel" transcripoio

nale~ fiiferentes; lo mismo ocurre cuando una cepa con una 

deleción en glnA ~ue elimina al promotor y a la región c~ 

rrespondiente al extremo l~H2-terminal de la GS es con:•,le

mentade. con Ul'ª ir.serción en glnG en ~ ( 33), Sin em-

bargo estas cenas merodiploiñes son Ntr-, lo cual es con

sistente con que ambos genes ectén formando parte de un -

operón, es üecir de una misma unidad transcripcional. Es

tas diferenciaG he.n eieo explicadas postulando que la 

existencia de u.~ solo operón con dos promotores, uno de -

ellos response.ble de la transcripción de loe tres genes,

y Que se encuentra al inicio de ~lnA (BlnAJ), y otro que 

se encuentre. al inicio del gene glnL (glnLp), y que por -

lo tanto solo fu.~cionar!a para la transcripción de glnL 1 

glnG, )l postulando también que la transcripción que pro-

viene desde glnAp puede proveer e. la célula de pG sufi--

ciente pare. activar Ntr, pero que la transcripción a par

tir de slnLp produce niveles de pG que no son suficientes 

tara activar Ntr, pero sí para activar slnA (26). Esto ha 

sido apoyado por el estudio de cepas que contienen fusio

nes del gene !!!:! con el gene ¡lnG, de manera que lo~ ni

veles de ,9-galactcoidasa reflejan la expresión de ¡¡;lnG. -

Batos estudios han demostrado que efe.cti'Vamente la trans

cripción iniciada en ~lnA~·puede proceder hasta~. y -

~ue pG es tan~o un represor como un ac~ivador, Ademác ce 

demortr6 1~ existencia de otro promotor (preewniblemente_ 

r.!!l!!P), a partir del cual se expresan slnL y slnG; la --

transcripción a ~artir de este ~romotor eetá sujeta a re-
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presión por pG, lo que'implica una autorregulaci&n de pCJ_ 
( 26) • Por lo tanto en cllulaa limi tadaa de nitrógeno exi! 
tir"1 nivele• altos de pG, ya que la tranacripción ·provi! 
ne de slnAp, mientras que en condicionea de ezceao de ni• 
tr6geno 101 nivel•• de pG aerúi ba3os ya que la tranacr11 
ci6n proviene de ~· Jatos P.inles ba301 de pCJ aon su
ficiente• ~ara reprimir glnA, pero tnaufic:l.entea para ac
tivar Ntr, lo cual requiere de niveles altoa de pG, u{ - . 

como de un pne 1lnP funciona1:(2). 

. , .. · 



ANTECBDº~NTES. 

Debido a que el trabajo experimental que se presenta 

en esta tesis es continuación de un trabajo previamente -

roalizaco (33), se mencionan en esta sección, de una for

ma muy somera, los recultados con que se contaba previa-

mente al inicio de esta segunda etapa de la investigación. 

Inicialoente se habían logrado aislar varias cepas -

mutantes de ~~ s.!?.1l Kl2 afectadas en el metabo-

lismo de nitrógeno, y particularmente en le expresión de 

la .enzima.gluta~ina sintetasa (GS), Estas cepas mutantes_ 

fueron aislaC.as e. partir de una cepa construiC.a por S, -

Brom ( 34), la cual posee un bacteriófa8o }.ltan2 ( 35) inse! 

tado cerca de la región del gene 1lnA, Dicho fago pooee -

la mutación ~1857, la cual provoca termosensibilidad de -

la cepa lisogónica, puesto que a 42º0 11 represcr codifi

cado por el gene ~l es inactivo y se induce le. lisis, 

mientrae que a 30º0 el represor es activo y se mantiene -

la lisogenia, A partir de esta cepa se aislaron cepas te! 

morresi~tentes, las cuales hubieran perdido al fago, bus

cando mediante dos ciclos de enriquecimiento con penicil.! 

na aquellas posibles eecicionee aberrantes del fago gue -

hubieran oce.sionado delaciones en la re~ión C.el gene glnA, 

Se aislaron de esta ~e.nora varias cepas mutantes, las cu! 

lee se pudieron acomodar claramente en dos ¡;:rupos difere~ 

tes, de acuerdo a sus características fenotípicas, 

Primer m'll"'º: cenas !.'.X850, ?:.lt851 y l.'X852, 

Betas tres cepas manifiestan un fenotipo Gln- (auxo

trof:!a por glutamina), y I·:tr-, Las tres cepas carecen de 
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aotiVida4 detectable de as, por lo que la mutación debe -

afectar al gene estructural slnA. Son incapaces de rever

tir al tenoti'po Gln +, lo que indi'oa que las mutaciones -

que tienen son mu:r estables, y que probablemente se trate 

·de mutaciones que no son puntuales, Bino posiblemente de

lecionee, Al introducir a dichas cepas el pl&emido P'l4,_ 

el cual contiene la región oromosómioa entre ,!!! y !!!! -
(que inolu:¡re a la región del gene glnA) se complementan -

las mutaci~nes 1 las cepas se vuelven Gln+, Al realizar -

oru1as por transducci6n entre dichas cepas es imposible -

obtener recombinantes silvestres, lo cual demuestra que -

efectivamente no son mutaciones puntuales, Bino posible-

mente deleoiones, Esto se trató de comprobar complement8!!, 

do con.un P114, el cual posee una inserción del transpo-

s6n Tn,i en el gene .Q!!!!, para ver si. este gene, que tam-

bi'n forma parte del mismo operón de glnA (operón glnALG) 

tambiln est' afectado, sabiendo de antemano que la careri- · 

oia de un gene slnG· funcional provoca sensibilidad a la -

r.-metionina-D,L-sultoximina (MS), así como.el ·fenotipo_-

Gl.nR (28). Al analizar el fenoti~o Ntr de estas tres oe-

pas complementadas con P'l4glnG74t~Tn,i se observó que las 

cepas MX851 y MI852 poseen aún un gene glnG funcional en 

el cromosoma, puesto que complementan la seneibilidad a -

MS y el fenotipo GlnR (oonstitutividad baja) que presenta 

el plásmido; la cepa ?.!X850, por el contraria, sigue pre--

~ sentando sensibilidad a MS y una GS constitutiva no in4u

oible, lo cual indica que esta cepa carece del producto -

del gene gln~, y 6sto pudiera deberse a que presenta· una 

deleoión que llega a eliminar dicho gene. 
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La inserción C.el fago "'Jrnn2 hab:fo Gido originalmente 

mapeada entre los genes 1JolA ~· elnG ( 34), !Jero el hecho -

d<; que dos de la& n!utantes (l.:X850 y r..:X852) sean Rha·, a -

pesar de que este fenotipo no fue seleccionaco implica -

que probablemente el fago se encontraba del otro lado del 

gene glnA y que el o:perón !!l.'! quedó entre glnA y la inse! 

ción del far;o, (de ser ésto cierto la cepa !.'.X85l no debe

r!a ser ur.a delación, ya que es Rha+). Otra evidencia de 

<\Ue 1'.kan2 no está entre polA y elnA eo el hecho de que ª.Q. 

lo una de las mutantes (!.!X850) es glnG·, ye. que si estu-

viera ah! todas las mutantes que afectaran a glnA debe--

r:!a.n ser slnG·. 

Segundo ¡:;ru-ooi C,.!U?.as !.lX853.1...E!.854, J".X855 ';,' !!iX856. 

Se obtuvieron otras cuatro cepas con el fenotipo 
' Gln·, incapacer. de utilizar amonio como 'fuer.te de nitrÓg.!!. 

no, y que por lo tanto se aislaron junto con las cepas -

afectadas en ~· ya que éste tue el único fenoti~o se-

leccionado durante el aisla.~iento, Sin embargo estas ce-

pas no tienen las mismas características de lns cepas con 

mutaciones en glnA, ya que e! poseen actividad de as, aun 

que los niveles de la enzima son bastante máe bajos que 

los de una ce»a silve~tre (33). Ademis de ser incapaces -

de utilizar amonio co~o fuente de nitrógeno, estas cepas_ 

son incapaces de utilizar aspartato y glute.:::ato como fueu 

tes de nitr6geno, y utilizan arginina, aunque mucho más -

lentamente que una cepa silvestre, po:r lo que se :oueden -

considerar como Ntr-. Al tratar de obzeI'\rar si estas mut.!! 

cienes se encuentran en la región de ~lnA, se observó que 

son capaces de recombinar con la cepa t:'.X850 para dar lu--
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gar a recombinantes silvestres, lo que indica que no se ~· 

encuentran en esta región del cromosoma. Además, se obtu

vieron resultadoe negativos al tratar de complementar las 

mutaciones con el plásmido P'l4, lo que implica que no se 

encuentran en la región comprendida entre .!!! y !!!!• Por 

lo tanto era muy probable que estas cepas tuvieran muta-

ciones espontáneas en algÚn gene que afectara la utiliza

ción del ión amonio como fuente de nitrógeno. Una posibi

lidad que ea investigó ·fue la capacidad de estas cepas de 

transportar al amonio al interior de las células, empleR!! 

do el ensayo descrito por Stevenson y Silver (ver la sec

ci6n de Material y Métodos), Dicho ensayo utiliza metila

monio marcado radioactivamente con 14c (10), Bate ensayo 

revel6 que, a diferencia de una cepa silvestre, las cepas 

llJ:853, MX854, MX855 y 11%856 no presentan niveles signifi

cativos de transporte de metilamonta. Por lo tanto, ya -
que no se· sabía en qué gene se encontraban las mutaciones 

de estas cepas, 1e· pens6 que era posible que se encontra

ran en algÚn gene estructural para el sistema de transpo! 

te de amonio, o bien qqe se encontraban en algÚn gene re

gulador que •ra necesario para la síntesis de dicho sist! 

ma, Independientemente de cual de estas dos opciones era_ 

la correcta, se hacía necesario mapear las mutaciones en 

el cromosoma de B. coli para ver si pertenecían a un gene 

nuevo, o si se trataba de un gene ya conocido. 

Bl objetivo del presente trabajo fue, por lo tanto,_ 

continuar con el estudio de.los dos gn¡pos de c~pas mutan 

te; aislada, para llevar a cabo una caracterizaci6n com- . 



(22) 

pleta de lae mismas. 

De esta manera se pens6 obtener información Útil que 

ayudara a comprender un poco mejor el complejo sistema -

de la asimilación del ión amonio como fuente de nitrógeno 

para los compuestos nitrogenados celulares. 

11 estudio de los dos grupos de mutantee nos pelinite 

anali~ar el sistema a nivel de las enzimas que asimilan -

al ión amonio y au regulación, as! como a nivel del sranE 

porte del i6n. 



Cena11 bacterianas.-

'!'odas las ce;ias utilizada:o: en este "':rallajo son deri

vadas de Escherichia E.fil Kl2, La derc:!'ipción de las ce-

pas se encuentra en la tabla 71. 

Condiciones de cultivo.-

Las cepas se mantuvieron en tubos de ar;nr inclinado_ 

("slants") con medio mínimo o medio rico, los cuales fue

ron re~embrados a intervalos de un mes. 

Para el crecimiento de los cultivos en líquido se -

utilizaron los siguientes medios: 

~edio rico. Se utilizó el caldo Luria (36), al cual se le 

adicionó glutamina a una concentración final de lmg/ml P.! 

ra mutantes auxótrofae de este aminoácido, Para los expe

rimentos que requerían propagación o titulación del bact! 

riófar,o Pl:!!.!:! el medio.Luria fue adicionado de cac12 --

25mll, timina 25pg/ml y glucosa 0,2" (medio LC'XG), 

Medio mínimo. El medio mínimo que se utilizó a lo largo -

c1e este trabajo fua el medio tm, el cual contiene, en gr! 

mos por litros KH2Fo4 13,6, x2so4 2,61, l1'.gS04 ·7H2o 0,2, -

cac12 0.01 y Feso4 0.0005, ajustado a pE 7.4 con KOH. Es

te medio se esterilizó en autoclave y posteriormente se -

ogreg~ron las fuentes de carbono y nitró~eno, as! co~o -

los requerimientos nutricionales previamente esteriliza-

doe por filtración. La fuente de carbono utilizada en to

dos los casos fue glucosa 0,2~. Las diferentes fuentes de 

ni tró{!eno fueron t:H4 Cl 15mr:. 6 O, 5m!1I, ¡;l '.ltaciina lrr.g/ml o -

bien diferentes aminoácidos como arginina o gl;tta::iato a -



Cepa 

V.X614 
i1J:615 
AlX752 
?r.X850 
MX651 
iut852 
!;1%853 
!1:X854 
11855 
U856 
l:X902 
RRl 
PlO 
CSH60 
OSH62 
m1000 
IX890 
MX891 
1!1892 
Ml893 
1!1894 
1111895 
&!1705 
M1727 
J.!X960 
f.!11019 
Mll029 
?.!1848 
11988 
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Tabla !f1. 

Cepa~ utilizada~. 

Genotipo 

,-, .!!!!• 4(.1!!].-!!2,), ilv680 
derivada4.e.i.-w-attA-bio) de B!X614 
derivada ziht1Ali:an2 de ftX615 
derivada 6 (glnALG-!J!!) de MX752 
derivada glnA- de MX752 
derivada 6(glnA-.tl!!) de l!X752 
derivada e¡lnD- de MX752 
derivada GlnD- de MX752 
derivada e;1nn- de P.11752 
derivada glnD- de NX752 
derd.vada «lnG74 :tTn~ de llX614 
P-, !!!lle proA2, ~. z:psL20 
H:tr J4 . 
Htr lla-2 
HtrH, thi 'R 
4erivahLac+Pro+9tr de r.11853 
revertante Gln+ de ?.~1854 (eepont'1lea) 
revertante Gln+ de l!X854 (eepontllnea) 
revertante Gln+ de 111854 (eepontáea) 
revertante ain+ de !l.X855 ( eepont4nea) 
revertante Gln+ de MX856 (eepont'nea) 
revertante ain+ de 1!1856 (eepont'1lea) 
derivada ~ de RBl 
derivada glnA7l: sTn~ de llJ:615 
derivada glnL82: :Tn,2 de ?.!%614 
derivada e¡ln~3 de P.ll614 
derivada ~e de MX960 
derivada g1n173tsTn~ de 111614 
derivada cltB31 de 111614 
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concen~raciones fin~1es de 0.2~. 

'fodon los crecimientos en l!quiño Ge hicieron e 37ºC 

con ngitación, inoculando a 9artir de un precu1tivo !J!'OV,2 

niente del mismo medio. 

I'arn. creoir.tientos en medio sólido se utilizaron los_ 

mismos medios auicionados de agar al 1.5~. 

Preparación de lisedos de I'lvirA.-

Para ex!Jerimentos de rnapeo por transducción genera

lizada se utilizó el bacteriófago Pl!!~· Fara obtener -
los lisados en las cepas donadoras, se crecieron éstas en 

medio Luria liquido hasta 40 unidades Klett (uK). Se in-

fectaron las células a una multiplicidad de infección de 

un tar,o/cincuenta bacterias ( 0.02) y se vaciaro11 con ayu

da de Luria y agar suave licuado aobre cajas de Petri con 

medio LCTG, Las cajas se incubaron a 3700 durante 12 ho--
' ras o hasta observar confluencia de placas. Posteriormen-

te se recogió el agar con ayuda de una espdtula y se ªBT! 
garon 3 ml de medio Luria, Después de agregar 1/20 de vo

lumen de cloroformo y de agitar durante un minuto en vór

tex se centrifugó y el sobrenadante ee decantó sobre un -

tubo limpio, volviéndose a anadir la mierna proporción de 

cloro.formo. 
Los lisados se titularon sobre la cepa Alr.1157 en ca

jas de Petri con medio LCTG. 

Transducciones.-

La cepa rece!Jtora se creció en medio Luria haGta --

40 uX, se centrifugó y ee resuspendió en 1/10 del volumen 

de bactotriptona l~ (Difco), Se mezclaron fagos y bacte--
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rias a una multi~licidad de infección de un fago/veinte -

bacterias (0.05) y en J1resencia de Cac12 5m!.~ y ?JgSo4 lOm!.~ 

Se incl~•Ó un control con todo lo anterior pero sin fagos. 

La mezcla se incubó durante 20 minutos a 3700, sin agita

ción, y posteriormente se centrifueó y se lavó dos veces_ 

con el micmo volumen de ?!N, Las c1hulas infectadas se .Pl! 

quearon sobre cajas de Petri con el medio selectivo de ma 

nera que 5 ml del cultivo inicial (aprox. 5x108 c'lulas)

fuera la cantidad de bacterias por caja, 

Oonjup;aciones,-

Se crecieron la6 cepas donadora y receptora en medio 

Luria hasta 40 uK. Posteriormente se mezclaror. a una mul

tiplicidad de u.~a donadora/diez receptoras (O.l) para --
tranRferencia de plásmidos y de 1/50 ó 1/100 para conjug! 

ciones interrumpidas, Para transferencia de plñsmidos se 

incubó durante 2 horas la mezcla de donadoras ~· recepto
ras, posteriormente ~e lavó y centrifugó dos veces con 

I\H, y se plequearon laf' diluciones adecuadas en cajas de 

Petri con el medio selectivo, Para conjugaciones interrtlJ!! 

pidas se tom~ron a1!cuotas cada dos minutos a partir del 

momento de mezclar donadoras y receptoras. tas alícuotas_ 

se agitaron inmediatamente durante un mintato en vórtex 1 

enseguida se plaquearon sobre el medio selectivo. Se in-

cluyeron controles por separado de las cepas donadora y -

receptora, y posteriormente se graficó el número de recom 

binantes/ml vs. tiempo de conjugación. 

Transformaci6n nor nlásmidoe híbridos.-

Se crecieron 10 ml de la cepa receptora en medio Lu-
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ria hc.r.ta 30 ul{. Lafl cihu:i.as Re centrií'ur;aron en frío 

( 4º0) y 1-1e lavaron con 5 ml de llaCl lO;rJ,:, Posteriomente_ 

ae resuopendieron en 5 ml de Cac12 30m!,: y se r.mntuvieron_ 

en hielo durante medie. hora. tas células ne volvieron n -

cnntrifugnr en :rr!o' y r.e resur.pendieron en l ml de cac12-

30mfl. A 0.2 ml de estas células tratadas ae adicionaron 1 

6 2 p.g de plásr.iido puro resuanenrlido en CaC12 30mM y se -

mantuvieron en hielo durante una hora. Posteriormente se 

pnaaron durante 70 Re!\'Ul1dos a un bltiio de a~a a 4200 y ae 

regreearon durante 10 minutos a hielo. Enseguida se adi-

cionaron 3 ml de medio Luria y ce incubó a 37ºC oon agit! 

c1Ón hasta observar reanudación del crecimiento. Para se

leccionar lar. c~lulas transformadas se plaquearon en ca-

jnc de Petri con medio selectivo las diluciones adecua--

da11. 

Obtención de mutantes resistentes a estreptomicina.-

Para obtener derivadas resistentes a ectreptomicina_ 

a partir de cepas sensibles se crecieron 10 ml de cada º! 
pa en medio rico hasta fase estacionaria, Las ·cdlulas se 

centrifur,aron y la pastilla de cdlulas concentradas se 

plaque6 sobre cajas de Petri con medio rico adicionado de 

estreptomicina a una concentración final de lOOpg/rnl, Las 

pocas colonias que crecieron se purificaron estriando so

bre el mir.mo medio. 

~i&ac16n DNA-DNA tipo So~.-

Para el mapeo t!sico de las cepas t:X850, 1:x851 y 

LlX852 l!le realizaron experimentoe de hibridización DllA-DNA 

tino Southern utilizando filtros de nitl•oceluloa (37). _ 
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Los DNAs cromo~Ómicos de estas tres cepas y de la cepa -

silvestre de la cual provienen, la cepa ¡,1X615, fueron pu

rificados primeramente de acuerdo al método de r.armur 

(38). Se realizaron dos experimentos diferentes1 en el -

primero se digirieron 4pg de IINA cromooómico de las cepas 

l.'X615 y !.!XB51 y se digirieron con la enzima de restric-

ción ~I. Los D!;As digeridos se sometieron a electrofor.!!, 

sis en un gel de agarosa ultrapura al l~. En el segundo -

experimento se digirieron 4 pg de DNA oromosómico de las 

cepas l.'.X615, r.:X850 y iiXB52 con la enzima de restricción -

!!!!!fI y se sometieron a electroforesis en un gel de poli

acrilamida al 7.5~. Para el primer caso se utilizaron co

mo marcadores de peso molecular las bandas obtenidas en -
' 1 

el mismo gel resultantes de digerir DNA del fago lambda -

con la enzima de restricción !22RI, y para el segundo ca

so se utilizó DNA del fago Pr.!2 digerido con la enzima -

~dIII. g1 plásrnido usado como sonda o probador fue el -
pAOR2, el cual contiene toda la región de loe genes glnA, 

glnL y glnG, el cual se marcó radioactivamente con un -

equipo de "nick tra."lslation" adquirido de ?1er1 England nu

clear Oo., usando como isótopo 0'-( 32P)-CTP. 

Determinación de actividades enzimáticas de GS.-

Bl método empleado para determinar actividades enzi

máticas de GS fue el descrito por Bender .!!,!.._~. (39) y m~ 

dificado por Oovarrubiae ~· (30), Dependiendo del ti

po se experimento Be midió ya sea la actividad total de -

la enzima, mediante el ensayo de f-glutamil transferasa,_ 

o bien la actividad biosintética de la misma. El ensayo -
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de t'--~lutamil transferasa E:e utilizó para ::ieCir los nive

les totales de '!.a enzipa, ya oue ta."'lto las subunide.des no 

adaniladas como la.s adeniladas son capaces de llevar a C! 

bo esta reacci6n .!.ll ~. siendo el pH de isoe.ctividad -

de ambos tipos de subunidades de 7.33 en E. coli. Parad! 

terminar gué proporción de las eubunidades se encuentrBn_ 

adeniladaP. se utiliZa el mismo ensa~·o de actividad de 

t-glutamil trnnsferasa, pero en presencia de u.i•, que i!l 

hibe únicanente a las subunidades adeniladas. 

Los extractoe se prepararon creciendo 10 ffil de cult1 

vo en medio m!nimo con las fuentes de nitrógeno adecuadas 

hasta una turbidez de 100l20 ul. Enseguida se adicionó un 

mililitro de CTAB {bromuro de cetil, trimetilamonio) a -

una concentración de lmg/ml, y P.e agitó durante 3 minutos 

en las mismas condiciones de crecimiento. Se enfrió inme

diatamente en hielo, y las c&lulas ee centrifugaron a 4°c 

y se lavaron una ve& en KCl al l~. Se concentraron las o,! 

lulas rseuspendi~ndolas en 1 ml del mismo KCl al l~, y se 

mantuvieron en hielo hasta el momento de la determinación. 

ta me1cla de reacción se preparó de la siguiente fo! 

-t.~g +Mg 

H20 dHioni&ada 14ml 14ml 

Imidazole l!, pH 7.33 4.5ml 4.5ml 

NH20H•HC1 0.8M o.74ml 0.74ml 

l!nc12 o.ni 0.0901 o.09m1 

Arseniato de Na 0.28'1, pH 7.33 3ml 3ml 

ADP ~6dico 20mlo!, pH 7.33 o.6ml o.6ml 

C'!AB lmg/ml 3ml 3ml 

llg012 3J.! o.66ml 

L-élutamina 0.211 ······-· 4.125r1l 4.125ml 
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Posteriormente se ajustó el yH e. 7.33 con lle.üH y se aforó 

a 33ml, La mezcla se vació en tubos (0.4ml por tubo) y se 

coloca.ron en un befio a 37ºc. A cada tubo se le agregó --

0.lml de extracto y se incubó a 37º0. Pe.re. cada determin! 

ción ee utilizaron tres tubos; el primero se utilizó como 

ble.neo, deteniendo le. reacción con reactivo de parar --

("stop mix"), antes de agregar el extracto, y los otros -

dos se incubaron con el extracto durante 5 minutos y du-

re.nte 10 minutos antes de detener la reacción. El reacti

vo de parar contiene 55g/1 de Pec13°6H2c, 20g/1 de ácido_ 

tricloroác~tico y 2lml/l de HCl. Los tuboB se centrifuga

ron y se midió la absorbnncia del sobrenadante en espec-

trofotómetro a 540nm. El factor de conversión utiliza.do -

fue 0,532, que es la absorbe.noia de lJl!nol de t-~lute.mil -

hidroxamato, Las actividades espec!ficas se reportan como 

¡.unoles de f-glute.mil hidroxamato producidas por minuto y 

por miligramo de proteína, El grado de e.denilación de la 

enzima se obtuvo aplicando la tá:rmula1 

ft • 12 - 12 (a/b) 

donde a-número de subunidades adeniladas por dodeoámero ·

de la enzima 

••actividad obtenida en presencie. de Tf.gOl2 60mM 

b•aotividad obtenida en e.usencie. de 1.1g012 60d! 

Para determinar la actividad biooint~tica de la en•! 

ma se hizo la ei~iente mezclas 

H2o desionisada 

Imidazole lll, pH 7.33 

N~OH•HCl O.BJl 

lg(ll2 3ii 
L-glutamato 0.85M, pH 7.6 

OT Ali lmg/ml 

5ml 

2ml 

l,25ml 

o.4ml 

4,2ml 

2ml 
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Se ajustó el pH final a 7.6, y ee vaciaron o.4ml de la -

mezcla de reacción en dada tubo, as! como 40pl de e;{trac

to. La reacción f:'e inició adicionando a cada tubo 60pl de 

ATP o.:!!.!, pH=7.6, Al terminar la reacciór.. con reactivo de 

parar ne ae;i tó en vórtex, Todo el tratamiento posterior 

fue igual que para 1a actividad de '(-glutll.l!lil trP.nBferasa, 

Determinación de en":rada de metilar.ionio.-

Bl método utilizado para determinar la entrada de m! 

tilamonio a las células fue esencialmente el ae~crito por 

Steveneon y Silver (10), con algunas modificaciones. El -

medio mínimo fue r;N con glucosa al 0.2,i co:no fuente de -

carbono, y con lee fuentes de nitrógeno consideradas en -

cada experimento. tas células se crecieron hasta una tur

bidez de 100 uK y enseguida se pasaron a hielo, Se centr! 

fugaron a 4ºo y se lavaron dos vecen con medio llN sin -

fuentes de carbono y nitrógeno, y posteriormente se resu! 

pendieron en un buffer consistente de Tris•HCl 50mt.I, 

NaCl 72mll y glucosa o.2'(, pH•7.0, concentrando el cultivo 

cinco veces. Se colocaron 0.5ml de células concentradas -

en un balio a 37º0 durante 5 minutos y posteriormente se -

adicionó 14CHfHJ + (4.8mCi/mmol) a una concentración ti-· 

nal de 6pt!, y se continuó incubando durante 20 minutos, -

pasados los cuales se adicionaron 5 ml de buffer m-: e in

mediatamente se filtraron las células a través de filtros 

Millipore (0.47pm de diámetro), los cuales se lavaron de! 

pués ~on lOml de NN. La radioactividad contenida en las -

células detenidas en los filtros se contó colocando los -

filtros en viales de centelleo con lOml de lÍQuido de --
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Bray (40), por cada filtro, La radioactividad se contó en 

un contador de centelleo Packard Tri-Carb. 

Determinación de proteína.-
Les deterr::inacionee de proteína ~ara calcular activ1 

dades eepec{ficas se realizaron utilizando el método des

crito p~r Lowry !l~· (41), 



RESULTADOS • 

.2!!'.~cterizació:: física de las cel!ae i:xB50, t.iX851 y r.:X852. 

Como se mencionó anteriormente, se contaba al ini--
ciar este trabajo con tres cepas que acarr•an mutaciones_ 

en el gene glnA, de acuerdo a su fenotipo. Debido al tipo 

de aislamiento·, se pe::saba que estas cepas pudieran tener 

delaciones en la región del sene slnA, que hubieren elim,1 

nado a éste, y posiblemente también a otros genes conti-

~os. Para tratar de caracterizar más precisamente las m~ 

taoiones de estas tres cepas, se decid±6 realizar un ma-

peo físico tiediante U."la :i;>ruebe. de hibridi'zaci6n entre el 

DliA cromosómico de éstas y un pláamido híbrido que contu

viera la región del gene glnA en su totalidad; específic! 

mente se empleó al plásmido pACR2 (13,BKb), el cual con-

tiene en eu totalidad a los genes glnA, glnL y glnG, aaí_ 

como e. un gene contiffUO que codifica una proteína de 

70Xd de peso molecular, todo ésto contenido en un fragme! 

to de 10.5Kb 1 tal y como se muestra en la figura #J. Se -

contaba con evidencias que indicaban que probablemente no 

en las tres cepas se presentaban delaciones, sino solame! 

te en doe de ellas, puesto que las cepas l'.XB50 y i~I852 -

presentan el fenotipo Rha-, el cual no hab!a sido eelec-

cionado, mientras que la cepa ~1XB51 ee Rha +. Por lo tanto 

era probable que la cepa iiXB51 no contuviera una deleción 

de esta región. Como se puede observar en la figura #4, -

al hibridizar el DJ:A de llXB51, digerido con ~I, contra_ 

el pléemido pACR2 se observa Qite la banda de 4 .4tild pres en 



.. 

~ .... ""' M 

e:«! 
... " tA ~ ... ~ • •• 

7tU 

Al > 1 

= 4 ••• 

Fir;ura .!!~,- Mapll <1el plÁAmido :pACR2, Lo!' mímeron ent:re los frae;rnentof'I 

<'le !:!,I inili<?an el 11eRo de lo!' mirmon (en f,1cl), r,on ntÍMe:rof" ent:ro lof'I 

f:rR/':'!lont.on de !!!!!.fI r.orrenponclen n lon mj :imori número" en J.a fit:Ura ~5. 

A~r:lnA, L=alnL, G=~lnG. 
(No entñn reprenentadoR todon loR ~ition de !!!.!lfI del ~1ñ~mido) 
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te en la cepa silve~tre 1.'.X615, y la cual contiene al gene 

.f!1!:!!, ~'ª no se encuentra preser.te; en su lur,er se encuen

tre.n ahorn r1o!': b2n::u~ nuevas, de 2, 41.cd ~· 3 ,E!.'.d de '!leso !'.1.!?, 

lecular, Esto ir.1;1lica que en esta cepa no .hubo pérdida de 

D1'iA en '!.a T.CIJ'icSn del gene ~_!, eino ganancia de Di\A, ya 

que el peso de las do11 bandas nuevas (2,4 + 3.6 "' 6,0 ?.'.d) 

es r.iayor .en 1,6?.ld al peso de la banda silvestre (4,4 1.~d), 

Be_ decir que, en lugar de una deleción, ocurrió una inser 

ci6n de material eenético dentro del ~ene glnA, la cual -

está provocando una mutación al interru.~pir el eene, Este 

· material ,;edtico cue ~e insertó contiene aderafo un ~i tic 

para la enzir.1a de rer.tricción ~I, y por é~to se ori~i-

nan do11 bandas nuevas, en luge.r de u."la banda r.:é; grande._ 

Debiclo P.. ésto no se 'PUede saber ei el elemento ~ue se in-

sertó r.tide úrdcamente 1,6 !!d o si e!! mayor, ya que !)udie

ra contener más de un sitio de E!!,!I y Aolamente se detec

tan lof' extremo!!, los cualel! quedan fusionadoe al DNA del 

gene 51nA que sí hibridiza con pACR2, mientras que los 

fr&81ftentos intenios del elemento no hibridizarían, En el 

caso dtl elemento que se insertó posea solamente un eitio 

_para la enzima de restricción ~I, el tamaño del elemen

to sería de 1.6 ~d, lo cual sugeriría que Be trata ~osi-

blemente de una secuencia de inserción, aunque su origen_ 

no ha sido determinado, 

Para lal! cepal! MX850 y !.!X852 se siguió otro enfoque_ 

al hacer el experimento de hibridización, Se utilizó, pa

ra digerir el DNA cromol'Ómico, una enzima que produjera -

varios fragr.:entos relativamente pequefios en 1a región de 

glnA, de manera a.ue se nudiera determinar con mayor exac-
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titud hasta qué parte de esta región penetra la deleción_ 

de cada cepa, observando cuales son los frag¡:ientofl que e_!! 

tán presentes en la cepa silvestre, y que ya no se encuell 

tren en estas mutantes, Para ésto se utilizó la enzi~a de 

restricción li!!lfI, la cual proporciona tm nú.~cro adecuado 

de frag::ientos en la región del gene glnA, Los resultados_ 

de esta prueba de hibridización se muestran en la figura_ 

#5, Se puede observar que la cepa !.iX850 posee tma dele--

ci6n muy grande, la cual abarca completamente a los genes 

clnA, glnL y glnG, Esto 'confirma los resulte.dos obtenidos 

mediante la prueba de complementación realilada con el -

pllsmido P'l4glnG7411Tní, la cual indicaba que esta cepa_ 

era slnG-, aunque no ee sabía si ésto se deb!a a la plrd! 

da del gene o bien si era un efecto polar por la pérdida_ 

del gene slnL, tas dos bandas que aún se encuentran pre-

sentes en el cromosoma y que hibridi1an con pACR2, corr.e!!_ 

ponden a DHA que estl ya afuera del gene glnG, y por lo -

tanto se puede concluir que esta cepa no posee dicho gene 

(ver fil'Ura # 3) • 

A diferencia de la cepa li'.X850, que produce e>olattente 

do• bandas que !libridiZan con pACR2, la cepa f.~X852 preeen. 

ta variafl bandas más, que indican que la delación de esta 

cepa es baete:ite oenor a la oue posee la cepa ~.íX850; ésto 

tam~ién confirma los resultados obtenidos en las pruebas_ 

de compler.:entaci6n con F'l4P.lnG74uTnz, que inóicaban7 '.1•,. 
presencia en esta cep11 de un gene slr.G funcional. Al &na-'. 

lizar el :peso molecular de 111s ba.~dns que est~n presentes 

todav!a en la cepa. MX852, y coo::iarando con el mapa de es

ta región, ~e nuede ob~ervar que corresponden a los genes 
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'1,_. "·· llbl't.Heaolcfa 4e m& oroao11&.ico purificado 
.•• 1U • .,.. 111615, D850 , U852 con •• d• pAOR2. oa
ft'i1 a) JA012 n. pAOl2, carril 11) U615 "' pAOR2, ca
rril o) 111850 n. pAOl2, carril d) 11852 "· pAOR2, Oa
rrll ... & 4• 82 lllprldo con !ü!4III. La11 fleoha11 co
l'Nlpon4en a trqm1nto11 d1·1011 •i11llent111 p1eo11 (en 14) 
3.14, 1.34, o.6, 0.31, 0.29, 0.14 , o.06. 
(J.o1Ín91ro• 4• 11111 11an4ae corr111ponden a 1011 trap1nto1 
de !U!fI repreaenta4os en la figura #3) 
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,.. 
glnG y glnL, que se encuentran intactos en el cromosoma;_ 

sin embargo, es posible observar que no se encuentren -

presentes todas las bandas· que corresponden al gene glnA, 

sino' solamente las que corresponden al extremo 3' del ge

ne, .y la región intcfal del gene no se encuentra. Es de-

cir que la mutación de esta cepa constate en la p~rdida -

de la región de control del gene glnA, así como la por--

ctón 4el gene que codifica para el extremo Nff:!-te:nninal -

de la proteína. 

Tanto en la cepa MX850 como en la cepa MX852, tam--
biln se ha perdido completamente la región que posee al -

&tn• que codifica para una proteína de 70Id, y por lo t~ 
to nin8UJ1a de éstas la produce. 

caracterización de las cepas MX850 y MX852 por ccmplemen-

~· 
liba vez efectuada la caractertzación física, se pro

cedió a efectuar pruebas de complementación con distintos 

pl,smidos híbridos que llevan diferentes porciones de la 
(>••I • 

región del gene glnA, puesto que las deleciones aisladas_ 

resultan.ideales para este tipo de experimentos. Bn part! 

cuiar, la cepa MX850 pe:nnite observar la expresión de los 

genes contenfdos en pl,smidos hÍbridoe sin tener interfe

rencia de loe mismos genes presentes en el cromosoma en -

l!:!!!!• La cepa 14X852 permite observar de qué fo:nna los S! 

nes glnL y 1lnG presentes en el cromosoma, pero en ausen

cia de un gene 1lnA en .!!!!r ·son capacea de influenciar la 

expresión de un gene «lnA en !!:!!!!.• 
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Los plásrnidos utilizado~ fueron los pláEmidos pACRl, 

pACR23 y !lMP.5. :Sl Jllásrnido pACRl 'Posee en ru totalidad a 

los genes glnA, glnL y qlnG, a~! corno al gene que co4ifi

ca la proteína de 70Kd. Los plásrnidos pACR23 y pACR5 car! 

cen de los teneR glnL y r;lnG, y poseen únicamente al gene 

glnA: i;e diferencian en que el plás~,1ido pACR23 contiene -

además del gene glnA·a1 r,ene de la proteína de 70Kd, el -

cual no está ,resente en el pláemido pACR5. Estos plásrni

do:; se i1uctran en la figura ;16. 

Loo resultados obtenidos de estas complementaciones, 

as! como lar. características de algunas cepas mutantes i!l 

cluidas como controles se encuentran en la tabla H2. 

Como se -puede observar, tanto la .cepa ¡,:x850/pACRl C2, 

mo la cepa l.'.X852/pACRl presentan une. regulación normal de 

la síntesis de GS. Aunque el plásmido pACRl es un plásmi

do que se encuentre. presente en varias copias por cilula, 

ya r,ue el vehículo de clonación es el plásrnido Colll, el 

efecto "mul tico'Pia" no es muy marcado, dado !)Ue· el aumen

to en la actividad eepec!fioa de GS es de aprox:l.madatiente 

tres veces con respecto a la cepa silvestre. Esta se pue

de explicar ei to:namos en cuenta que no sola:nente el gene 

estructural de GS (~) se encuentra en eulticopia, sino 

que también sus genes reguladores (glnL y alr.G). Cuando -

'se complementa con los plr!emidos pACR23 y pACR5, los cua

les Bolamente llevan al gene ¡i;lnA, se obaervan dU'erencia1 

~uy marcadas en el fenotipo de ambas cepas. La cepa 

?'XB50/pACR2 3 ( ó trX850/pACR5), ea incapaz de regular la -

cantidad de GS Que se ex~resa a partir del «ene g1nA en -

multicopia, puesto Que Be expresa la misma actividad en -
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pACR5 

----~---*' pACR?3 

Pisura 16.- llapa de lOA pl•~midoP. pACRl, pACR5 y pACR23. 

A• 51nA, L= Flnt, G• ClnG, 70= gene de la prote!na de 70 Xd. 

pACRl-10.9 f,ld. 

pACR5- 5.1 Md. 
pACR23-6.l f<d. 
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Tabla #2, 

Com'!lle::ente.ción de le.s c!pe.e 
l'.X850--;;-f;x85 27on 'llldPm:i'dciiih" _'12!.~ 

tActiviae.aes esnec!fice.n de r-~lutamil tra.~~ferase.) 
-·--------

Cepa N-exce~o N-limi tación Aut l!S ( 80Jdl) 

1.\1615 0.14 1.24 + R 

~.~1850/pAr:Rl 0.36 2.43 + R 

!lX850 /pAl'.:R 5 l.21 l.58 s 
P.X850/pACR23 l,46 l.76 s 
JlX852/pACP.1 0.45 3.28 + R 

11l852/!:IACR5 l.74 15.60 R 

llX852/pACR23 l.52 16.65 R 

?.~850~1nP: t~r.21 n.d. 2.37. n.d. 
pACR5 

1.!xe52,1r.F: :~nz/ n.c.. 1.89 n.d. 
pACP.5 

r.~615/pACR5 1.08 17.63 + 1 

MX727/pACR5 l.91 14.83 R 

l!X727 /pACR2 3 2.34 14.41 1 

N-excel!o • !iH
4 

+ l5m1.!, 

N-limitaci6n • glut!ll:lina l mg/ml 6 arginina 0.2~. 
Aut • utilización de arginina 0.2~ como 1h11ca fuente de ?l. 

1r'S • eenPibilidad a L-metionina-D,L-~ulfoximina. 

n.a. ~no deter.nina~o 
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un medio con nitrógeno en exceso o en un medio limitado -
de nitrógeno. Puesto que esta cepa carece de lo~ genes -

glnL y &lnG, la cantidad de GS que se está ~intetizando -
debe corresponder al tenotipo que expresan las mutantes -

slnG; ea decir una actividad baja y con~titutiva; sin em

bargo los niveles son m4s elevados, puesto que el gene -

slnA se encuentra en multicopia, Para comprobar ésto se -

introdujo a estas cepas una inoerción del transposón ~Í 
en el gene glnP. Se puede observar que, al igual que para 

una cepa glnG·, la presencia o ausencia de un gene slnP -

funcional no atecta significativamenta la expresión de GS 

a partir de 4~. 
A diferencia de la cepa MX850, la cepa ~I852/pACll5 ó 

MI852/pAOR23 d ea capas de regular normalmente la a:!nte

Bia de CJS a partir del gene glnA, pero ahora que no se e~ 

cuentran presentes loe genes (lnL y slnG en el. pltlsmido,_ 

sino únicamente glnA, el etecto multicopia es muy marcaüo. 
Las actividades tan altas que se presentan pueden deberse 

a que una oola copia de los genes reguladores (lnP, ![lnG, 

y glnL no eon capaces de reprimir completamente a muchas_ 

copias del &en• glnA, pero e{ son outicientes para act1-

varla1. Bate mismo efecto se observa en la cepa r~X727 co.e 

plementada con pACR5 6 pACR23, lo cual constitu,•e un caso 

análogo, puesto que ·también carece del gene glnA cromoeó

mtco, con la diferencia de que ente se encuentra inactiv! 

do por \DIB inserción de Tn~, y no por una deleción. Curi,g, 

aamente lo mismo ocurre cuando ae complementa a la cepa -

silvestre (1!.I615) con pAOR5 6 pACR23. la v4Udo concluir_ 

que estas actividades altas observadas al complementar --
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t.!1615, Ml727 y r.:1852 con pACR5 ó pACR23 se deben a actiV! 

ción por loe productos de loe genefl glnl!' y glnG, puesto -

que cuando se introduce la inE'erción de Tn.2 en e¡lnP se -

provoca ahora la incapacidad de e11tas cepae de regular -

Aus niveles de GS, y fle preAenta un caso análogo al de la 

cepa ll.X850 (ver Discusión más adelante). 

Si se analiza el fenotipo Ntr y la sensibilidad a la 

l~ de las cepas complementadas con los plásmidoe híbridos 

11e puede observar lo sig\cl.ente. Cuando 8e complementa a -

las cepa!! t:~XB50 y Ml652 con el pláemido pACRl se observa_ 

que 11on Aut + 'I J.ISR, lo cual indica que la expresión del -

gene ¡,lnG e8 normal, puesto que ae encuentra en ,!!!!t con -

respecto a clnA en el plásmido. La'cepa Jll850/pACR5 ó -
rnI850/pACR23 es Aut- y i:s5

, lo cual es de esperar!!I ~es
to que carece del gene glnG. La cepa MI852/pACR5 ó 11852/ 
pACR23 es Aut- y J.!SR. La incapacidad de utilizar arginina 

como fuente de nitr6geno puede deberse a que el sene glnG 

que se encuentra en el cromosoma no se expresa en niveles 

suficient111ente altos como para activar lltr (Aut), puesto 

que no tiene a un gene glnA en .2!!• Sin embargo el nivel_ 

de expresión del gene glnG es aparentemente suficiente CJ! 
mo para dar resistencia a MS. 

lapeo de las mutacionee de las cepas MX853, MX854, '11855 

y U856. 

Como se mencionó anteriormente en la sección de ant.! 

cedentee, durante el aislamiento de las cepas con deleci.2 

nee en glnA ya descritas, se aislaron también varias ce-

pas mutantes incapaces de utilizar amonio como fuente de 



nitrógeno, EetaP. cepas son laA cepas I:X853, J.:X8!54, ~:X855_ 

~· KX856. Experimentos previos permitieron caracterizar 

parcialmente el fenotipo ·que estas cepas presentan, y el 

cual también Ae resume en la Aección de antecedentes, 

siendo particula?T.lente interesante el hecho de haber en-

centrado que estaB cepas son incapaces de llevar a cabo -

el tranAporte de amonio al interior de las células. Una -

posibilidad era que esta incapacidad de transportar amo-

nio era la responsable del fenotipo Gln- que presentan, y 

además que eota deficiencia en el transporte se debiera a 

una mutación que afectara estructuralmente a dicho siste

ma, Debido al método por el que se aislaron estas cepas -

era probable que se encontraran mutadas en una región ce! 

cana a la región del gene glnA, pero intentos de cotrane

ducir dichas mutaciones con glnA, o de complementar con -

el F'14 que lleva dicha región resultaron infructuosos, -

Bra por lo tanto necesario que se obtuviera la localiza-

ción de las mutaciones en el mapa de ligamiento de ~ 

ya que ésto facilitaría su análisis posterior, así com~ -

la posible obtención de más mutaciones en el mismo gene,_ 

en caso de tratarse efectivamente de mutaciones en genes_ 

estructurales del sistema de transporte de amonio, 

Para efectuar los experimentos de mapeo, era necesa

rio que se obtuvieran cepas derivadas resistentes a es--

treptomicina, Estas serían utilizadaR después como recep

toras en conjugaciones interrumpidas con diferentes cepas 

Hfr con orígenen de transferencia conocidos, Estas deriv.!!: 

das resi~tentes se obtuvieron seleccionando mutaciones e! 

pontmieas, para no tener que utilizar mutágenos que prob!, 



(46) 

bleoente también introducirían otras mutaciones no desea

das. Una vez obtenidas las derivadas espontáneas resistea 

tes a estreptomicina, se hizo una conjugación preliminar_ 

con las cepas Hfr PlO y CSH60, las cuales tienen orígenes 

de transferencia muy cercanos, pero que transfieren el -

cromosoma en direcciones opuestas. Esto permitiría obser

var, de una manera muy general, en qué "mitad" del cro¡;¡o

aoma se encuentran las mutaciones. Los orígenes de trans

ferencia de estas cepas con respecto al cromoso¡;¡a se en-

cuen~ran ilustrados en la figura #7. Se puede obser.·ar 

que, al hacer una conjugación con estas dos CB!)as, e int2_ 

rrumpiendo a los 30 y a los 60 minutos, el número de re-

combinantes ~ilvefltres obtenidas es mucho mayor con· la C,!!: 

pa donadora CSH60 que con la cepa PlO. Esto indica que 

las mutaciones se localizan en la "mitad" del cromosoma -

que transfiere primero esta cepa, la cual es la comprendi ·• 

da entre loe minutos 87 y 17. Posteriormente, se realiza-

ron conjugaciones interrumpidas a tiempos cortos con la -

cepa OSH60 como donadora. Como el marcador silvestre no -

entraba en las etapas tempranas de la conjugación, i;e es 

cogió otra cepa Hfr con un origen de transferencia muy -

cercano al minuto O, la. cual es la cepa CSH62 ( HfrH). Con 

esta cepa se hicieron conjugaciones interrumpidas, y se -

observó que la entrada del marcador era un poco poi;terior 

a la entrada del marcador l!J!, cuya entrada se midió uti

lizando como receptora a la ce!)a RRl. Esto indicaba que -

las mutaciones se encontraban posiblemente cercanas al 

operón proAB, Como las cepas mutantes MXB53, MXB54, MX855 

y !1%856 provienen de la cepa MX615, la cual tiene una de-
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Hfr CSH60 

P1&111'& *7.- Origen y sentido de transferencia de 

1•~ ce~aA CSH60 y PlO. 
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leción de la región del cromosoma entre ~ y ~. era 

posible que el mapeo resultara falso, pueeto que cepas r! 

captoras con deleciones en el crornoooma no presentan el -

mismo tipo de curva11 de entrada de marcadores dura.~te una 

conjugación (42), For lo tanto se ten!a que restituir a -

las cepns la región de .ll!:2·••··~• sin perder las muta-

cioneP originales, y para ésto se hizo une. conjugación, -

r-eleccionando recombinantes Pro +Lac + de las cepas MX853 y 

?i.Xf.156. Al analizar las recombinentel' Pro •Le.e+ obtenidas -

oe ob~ervó qua la gran mayoría era ahora Gln+, y solamen

te un lOf. aproximadamente seguía conservando la mutación_ 

que provocaba el fenotipo Gln-; ésto indicaba que efecti

vamente la nutación que se deseaba mapear ee encontraba -

muy cercana a la región de ~· Se purificaron dos de las 

recombinar.tes Lac•Pro• y se la~ utilizó como receptoras -

nuevamente en una conjugación interru.~pida, Como se puede 

observar en la figura #8, la entrada del marcador que BI 

quería ma~ear ee da aproximadamente dos minutos anter de 

~· lo cual indica que correP.ponde al minuto 4 del crom.!!, 

Aoma, 

Al analizar los genes que se enouentran descritos en 

el mapa de ligamiento de E. coli para el minuto 4 del cr.!!. 

mosoma, l'<e ob11erva que ah{ !'le encuentra localizado el gene 

~. el cual codifica para uno de 1011 componentes del -

Aist1ma que r-e encarga de la adenilación y desadenilación 

de la GS, el cual ee la enzima uridiltranFfeI·asa (43). 

Luego entoncee era ~o~ible que las mutaciones que había-

mos mapeado fueran precisamente mutacione9 en el gene 

glnD, 
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PilJUra #8.- Conjugaciones interrumpidae entre las eiguien, 

teP cepat11 A HfrH x !1.XlOOO, P.elecci1Jnando crecimiento en 

&!!partato como fuente de N y StrR; e HfrH x RRl eelecci<>

nando Pro• y StrR, 
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Caracterización ~e laP Ce'Cas t1X853, 111854, l!iX855 y t7X856. 

Como P.e mencionó anteriormente, éstas cepas poseen -
niveles bajor de GS, aún en condiciones limitantes de ni

trógeno, como es cuando la fuente de nitrógeno es glutarn! 

na. Esto coincide con lo que ha sido reportado para cepas 

con mutacioneR en &l!!!!• las cualee adem's de poseer dive

le~ bajor. de GS presentan dicha enzima muy adenilada en -

cualquier condición de crecimiento. Esto ee debe a que al 

carecer de actividad de utidiltran11feraea, la prote!na r!, 

guladora P11 ee encuentra siempre en la forma PIIA (no u
ridilada), la cual estimula a la adeniltransferaea para -

que mantenga a la GS adenilada. 

Para comprobar fli efectivamente las cepae !.lX853, MX-

854, r.:X855 y MX856 poseen mutaciones en el gene glnD ce -

midi6 el grado de adenilación de la GS, así como la acti

vidad biosintética de la enzima, y los resultados se en-

cuentran en las tablas #3 y #4. Las actividades de GS re

velan que efectivamente la enzi~a se encuentra completa-

mente adenilada, y que la actividad biosintética de la -

misma es tan baja que las cepas non incapaces de crecer -

en condiciones en que requieren sintetizar glutamina. 

otra manera de comprobar que efectivame~te estas mu

tacionea han Fido mapeadas correctamente, y que se encue!l 

tran en el gene glnD, ee aislar revertantes espontineas -

Gln+, y analizar los niveles de GS que preaentan, as{ co

mo el grado de adenilación. Se aislaren varias revertan-

teF. y ce le!! midi6 GS y adenilación, como se muestra en -

la tabla #5. Es claro que lar. cepas revierten a varios f.! 
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ce,a gln lmr,/ml __ _!}:_n lmg("'~H4 +15m?1! 

f.llt615 1.15 0.3) 0.05 (9.1) 

•11853 0.17 (11.6) o.o~. (11.7) 

!~X854 0.30 (10.6) 0.05 < 11.a > 

i!XB55 0.20 (11.4) 0.03 (12,lt) 

f1X856 0.03 (10.6) 0.02 ( 12 .o) --
Actividades expre~adae en pi:ioles de f-gluta~il
hidroxar.iato forrnad,,/l!'in/mg !lrote{na. 
Lo9 númeroa entre par~ntesis ~e refieren al nú
mero de ~ubunidadee adeniladae por rnol~cula de GS. 

Tabla #4, 

Actividadee bioeint~ticae de OS de lae 
cepae ll'.X853. f,IX854. f.IX855 Yj!!~ 

Cepa g].n 1mg/ml g].n lmg/mlillH4 +15mu. 

~615 o.36 0.1)5 

Wt853 0.02 0.01 

•IX854 o.o3 (0.01 

rtX855 0.02 co.01 

tll856 (0,01 (0.01 

Actividades expre~adae en pinole~ de t-glutamil-
hidroxar.iato formado/min/mg proteína. 
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'fabla #5. 

Actividades esneo{ficas de elutamina sintetasa 

de revertan te!!' de mutaciones gJ.nD-. 

Cepa NH4 + 15i:IM gln lng/ml ---
t.11615 0.09 (8.7) 1.38 (6.2) 

!.11890 0.05 (4.1) 0.36 (4.7) 

11.1891 0.21 (6.9) . o.42 (8.4) 

!lXB92 0.55 (11.6) 0.92 (9.0) 

!ll893 0.91 (11.6) 1.47 (11.9) 

MX894 0.03 (2.2) 0.09 (4.5) 
!.!1895 o.66 (11.8) 0.92 (11.7) 

Actividades de t-glutamil'-transferaH, expresa
das en f1:1110les de f-elutamil hidroxamato produci
dae/min/mg proteína. 

Los ndineros entre par•ntesie representan el nú
mero de subunidades adeniladas por mol4cula de 
08. 
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noti".>OP. <li:!erer.tel'. Uno ~e ellos e!' numei:::al1f;o lo? r.:!.ve-

les de GS, ~r conr>ervm1ño un alto grado de ade!'lilnción; 

otro es recuperanño niveles norr.:nler, de a~enilacién, o i~ 

cluso mAP bajon de lo nornal, pero sin un aumento excesi

vo de la r.!ntesis de GS. Sr-to eP con~irotente con que las 

mutaciones r.e localicen en el ~ene glnD. 

U~a Última comprobación d'? que efectiva:::ente lar. mu

taciones aisladaP Pe encuentran en glnD r.er!a logr~r la -

cotransducción de ~Pta~ con uno de lo~ marcadores que r.e 

Pabe cotranPducen con GlnD, como er- el r.ene ~. el cual 

cotransduce un 90~. Sin embargo, al no contar con mutan-

te~ en dapD, Pe decidi6 complementarlas con el plá~mido -

P'l04 1 el cual poPee la región donde se localiza ~ll!!• 

ad coe10 los marcadores laterales !!!!• .lh! :r ~· Efecti

vamente, las cepas fueron complementadas por el plásmido_ 

P'l04, para dar lugar al fenotipo Gln+, 

Rel!llación del sistema de transporte de amonil.2• 

Al encontrar que las mutaciones ee localizan en el -

gene sll'ID, y no directamente en el stetema de tranaporte_ 

de 11111onto, como Re penRaba en un principio, hizo que sur

giera la pregunta de porqué las mutaciones en slnD provo

can la incapacidad de sintetizar dicho sistema de trans-

porte. Una poflibilidad es que dicho s1stena pertenezca, -

al igual que muchos otroc ctstemas de tran!lporte, al lla

mado fenotipo ?itr ·, y que an las mutan ter: c;lnD- no lle fli!l 

tetice debido a que esta.e cepas son Ntr- (2). Para demofl

trar P-i efectivamente 6sto es. cierto, se midió la reflpues

ta de une cep~ ~ilvestre a diferentes fuenter, de nitróge-
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no. Ello, para obEervar ei la s{nteSil'l del E"i~tema de 

tran!lporte de &!:lonio resuonde a conciicicne!' de eJ:ceno y -

limitación de nitrógeno de la mi~ma manera que los otros_ 

r.isten:as que !ler.tenecen al fenotipo ?ltr. Como :;e puede o~ 

Rervar. en la tabla 1/6, la s!nter.ie del nisteme. de trans-

por~e de arionio responde efectivamente a·1a limitación de 

nitrógeno, encontri!ndoee reprimida en condiciones de exc! 

so de nitr6geno, como eD une alta concentración de omonio, 

e inducida en condicionee de limitación de nitrógeno, 

como es una baja concentración de amonio, o glutamina co

no fuente de nitrógeno. Fara confirmar que el Bistema 51 

induce en condicionen ñe limitación de nitrógeno y ee re

prime em conñiciones de exceso de nitrógeno se realizaron 

dos ex)lerimentos. Bn el primero ( fi~ f.!g), Re creció a 

la cepa Rilveetre 'l!.1614 en una concentración al ta de amo

nio (15mM), y posterionnente laa cdlulae ee lavaron y ~e 

continuó el crecimiento en diferentes medios limitador. de 

nitrógeno y en el mismo medio con amonio 15m!.í. Asimiomc,_ 

se incluyeron contolee en los que f'e continuó el creci,.-; 

miento en loe mismor. medio~ pero en preoencia de 34pg/ml_ 

de cloranfenicol, para impedir la síntesis de proteínas._ 

Como !le puede· observar, al continuar el crecimiento en el 

mismo medio no ocurre nin~ cambio en los niveler. de 

transporte de amonio, mientre.1;1 c_ue cuando el crecimiento_ 

P.e tran~fiere e. medior- limite.dos de nitrógeno loe niveles 

de transporte ñe amonio se elevan a medida que transcurre 

el tiempo de ~er~e.nencia de las c~lule.s en dichos medios. 

Er.to se debe a la ~íntesis S!_ ~ del sistema, puesto -

que en presencia de clore.nfenicol no se eleva el transpo! 

:1 
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Entrada de 611'.'. 14<m3!lli3~8mCi/!!',::!ol) 
en la ce'Da eUvHtrl! ... J.K=ifi.14) cre'l.~ 

diferente!! f•1entes de nitr6geno. 

Puente de N Actividad e~pec!fica 

NH
4 

+ 15 m?J 1 

NH
4 
+ 0.5 m?~ 115 

Glutamina 1 mg/ml 31 

Glutamina 1 mg/ml 
+ + 

NH4 15 m!ri 
2 

Actividad específica expresada en nmoles 
de metilamonio incorporado/min/gramo de 
peso seco. 

.. , ... ; .. , ... ' .,, 



.. 
aot1Vidad 
espeo!tioa 

.. 

11 

(56) 

NH1 +15ma1 4 ......,.,... _____ ....., ____ __. 

o 10 111 
(minutos) 

Pisura #9.- Inducoi&n del sistema de transporte de amonio 
en medios limitantes de nitr6geno,deepu&s de un oreoimi9ll 
to en medio con amonio en exceso. Aot1Vidad espeo!tica e! 
preeada como nmoles de metilamonio incorporado/min/gramo 

de pe110 seco. 4sin N,.AgJ.n lmg/ml,oNlf/0.5mll,•NH4+l5mK 
o cualquier oondioi&n en presencia de cloranfenicol 34pg/ml. 
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te, ya nue la (o laR) prote!na(P) encargada(~) del tra~s

~orte no Pe e"tá(n) sintetizando, En un Eef!'Ul'ldo ex:peri~e~ 

to ( fi~ra 110) !".e hizo lo inverRo; er. decir, "e creció a 

la cepa l1'.X614 en un medio limitado de r.i trógeno ( ai:;onio -

0.5m.~) y por-teriormente Re dividió el cultivo en dos; una 

mitad 1'1e continuó creciendo en el miRmo medio, y a la 

otra mitad Ee le adicionó una concentración alta de amo-

nio ( l5m!.l), Se puede obl'ervar 11.ue al continuar el creci-

miento en el medio limitado de nitrógeno el l'iRtena cont! 

núa sintettzándoee, mientraa que al aip"egar U!'l exceioo de 

nitrógeno el siAtema deja de sintetizarse y los niveleR -

de tran~porte comienzan a diRminuir, aunoue lentamente, a 

partir del momento en que Re añade el exceso de amonio. 

Una vez que se demoAtró que efectivamente la ro!nte-

Ris del sistema de transporte de amonio está Fomettda a -

re1t11lación por la fuente de nitrógeno, al igual que otros 

sistemas Ntr, era necesario demoiitrar que la síntesta del 

acarreador depende del mismo etstema gen,tico del que de

penden «lnA y loe genes Ntr para su expresi6n. Para feto_ 

se midieron niveler. de transporte de amonio a diferentes_ 

cepas con mutaciones en genes del eietema regulador del -

metabolismo de nitrógeno, y los resultado" ~e presentan -

en la tabla #7. Como ~e ~uede observar, todas laP cepas -

que presentan el fenotipo Ntr-, también son inca~aceo de 

inducir el trans~orte de amonio. Esto se observa en ~lut! 

mina como fuente de nitrógeno, en donde este sirotema de -

tranBporte se encuentra inducido en la cepa f-ilvestre. 

Bnto indica gue efectivamente este sir.tema fo~a parte -

del conjunto de Aistemas re,1J11lados por nitróger.o, o Be& -
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.. ... 
(minutos) 

P:l.gura #10.- Represi6n del stetema de tranP.porte de amo

nio despu&e de u:n crecimiento en una baja eoncentraei6n 

de amonio (Oo5mll) y agregando una alta concentraei6n de 

amonio (15m!!). Actividad e!'!pec!rtca expre!lada en nmoles 

de·metila~onio incorporado/min/gramo de peso seco. 
+ + eMH4 0.5m!.!, A ?IH4 151!l!l. 
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·Tabla #7. 

Entrada de 6u?.! 14cH
3
!lli

3 
+ (4 .BmCi/rnmol) 

en diversas cenas alteradas en el 

metabolismo de nitr'Ú[e!'!.!1..!. 

--------¡;;tivicf P:tiel'rieoiliea 
Cepa Genotipo Fenotipo NH

4 
+15:rJ,\ Glutamiria l::it/ml 

~~~~~~~~~~~~~~· 

~·X614 SilVHtrt Gln+Ntr+ 1 31 

MX705 aln.\70 Gln-?ltr· n.c. 1 

f1'X727 glnA71: :Tr.~ Gln-Ntr - l n.e. 

MX852 glnA GL'l-Ntr- n.c. 1 

J.1856 &J.~ Gln-Ntr - 1 n.e. 

P~l902 cln1J74 11'?n~ Gln+Ntr- n,d, l 

'11960 glnL82: :Tn_í + -Gln r:tr 1 l 

f.!11019 f[lnLB3 G!n~:trc 6 16 

P!X1029 i;lnL82: :Tn,2 
51nGB5º GlnClitrC 9 11 

~'.XB48 fjlnP73: t~n~ Gln-!ltr- n,c. 1 

!•1988 Sll.!.ll + -Gln Ntr n,d, 1 

-----··----·------
Actividad eApeo!t1ea expresada en nmolee de metilamonio 
incorporado/min/gramo de peso seco. 

n.c. •no crece. 

n,d, = no determinado. 
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Ntr. Además se presenta el caso de dos cepas mutantes que 

poseen un sistema de trans9orte de amonio cuya síntesis -

es constitutiva, es decir no se encuentra completamente -

reprimida en condiciones de exceso de nitrógeno. Tales C.! 
pas son la MX1019, la cual tiene una mutación no polar en 

el gene slnL y presenta niveles de GS tambi'n constituti

vos. La otra es la cepa MX1029, la cual fue obtenida como 

una mutación supresora de la polaridad que ejerce una in

serci6n del transposón Tn~ en el gene slnL, y que proba-

blemente exprese de manera constitutiva al gene clnO. To

do &sto confirma que las mutaciones originalmente aisla-

das en lae cepas Ji!X853, 1%854, 141855 y MX856 esdn en el.

sene clnD, y que el fenotipo que presentan coneistente en 

la incapacidad de transportar amoni~ al interior de las -

cllulae se debe. a que este eistema se encuentra reprimido 

(~no inducido), pues son mutantes que presentan el feno
tipo Htr-, 

... 



.DISCUSIOI\. 

En este trabajo P.e completó la caracterización de C! 
pas con mutaciones en el gene glnA, que debido a cu aisl! 

miento debieran presentar deleciones en dicho gene. Los -

reFultados obtenido~ de lo~ experimentos de hibridización 

tipo Southeni entre el DNA cromo~ómico de estas cepas mu

tantes y el plásmido híbrido pACR2 permitieron complemen

tar el análisis gen~tico previo analizando directamente -

la región del gene glnA de estnR cepas, y observando ci -

la~ diferencias entre el patrón de hibridización de una -

cepa eilveetr• y las mutantes son congruentes· con los re

sultados gen&ticos previos. A partir del análisis de las_ 

bandas, se puede afirmar que el análisis f{Fico de las m~ 

tantee correFponde a lo esperado; como se mencionó ante-

riormente, se tenían evidencias que indicaban que la cepa 

?~X851 no contaba con una deleción en el gene glnA, ya que 

a diferencia de las cepas ~850 y ~1852 posee el fenotipo 

Rha+. Al analizar el patrón de hibridización se puede com 

probar que no se trata de una deleci6n, Bino que esta ce

pa posee una inserción dentro del gene glnA; esta inser-

ción provoca el fenotipo Gln- y la incapacidad de produ-

oir as. El fenotipo Ntr- de esta cepa puede ser explicado 

si se tiene en cuenta que una inserción de DNA extraño -

dentro de un operón tiene un efecto polar sobre loe genes 

que se transcriben posteriormente dentro del oper6n. En -

este cano los genes glnL y rlnG se pueden transcribir a -

partir del promotor de glnL, pero los niveles de pG prod.J:! 

oid~e no son suficientes como para lograr la ~ctivación -
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de l!tr, ya que estos nivele!' al to!'l de pG sólo se alomsan 

cuando la tranrcripción proviene del pro~otor de slnA. En 

cuanto a las cepai: J,'.X850 ~· Mlt852, las cuale!l r.e esperaba_ 
~ue tuvieran deleciones en el gene glnA, se puede efecti

vamente confirmar que tienen una deleoión en la región de 

elnA, aunque esta deleción es de diferentes t11111é'ioe en -

las dos cepas, Se sab!a por el análisis genético previo -

que la cepa ~~lt850 carecía de un gene glnG funcional, mie!l 

tras que la cepa f.'.X852 d pof.'eÍa un gene glnG activo. El 

hecho de que la cepa !;'.X850 no tuviera ur. gene ¡¡lnG f'unci.2. 

nal no implicaba forzosame~te que este gene hubiera sido 

eliminado por deleoión, ya que bastaría con que hubiera.

sido eliminado el promotor de glnL para que este gene no 

se expresara, aunque e.ú..~ peI'l!laneciera en el cromosoma. P! 

ra l& cepa W.X852, que sí expresa un gene slnG, era de es

perarse que también el gene SlnL, incluyendo a su promo-

tor permaneciera intacto en el cromosoma, Como se puede -

observar a partir de la hibridización del DNA cromosómico 

de estas dos cepas con el plásmido pACR2, las prediocio-

nes eran correotae1 es decir, le. cepa MX850 carece de loe 

genes clnA, glnL y !lnG en FU totalidad, mientras que la 

cepa Ml852 no eolamente cont;"erva intacto!'! a los genes -

glnL y slnG, ~ino que conFerva una buena parte del g9111 -

glnA. Sin embar,:o, la cella !.!X852 carece del promotor de -

glnA y de la porción de dicho gene correr.pendiente a la -

región amino-terminal de las sub1.midadee,de la GS, lo que 

explica !!U fenotipo Gln - • lluevattente, el fenoti!lo Ntr- de 

esta cepa ee explicable por la polaridad que ejerce la -

falta del ~romotor de glnA, lo que im!llica que el gene --
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glnG ~• •XJlreea solat1ente a partir del promotor de glnL y 

loe niveles de pG P.on insuficientes para la activación de 

Ktr. 
Tanto la cepa ~:1850 como la cepa !.!X852 f.'on cepas que 

resultan Útil•'-' para llevar a cabo experi~entoe de compl! 

mentación con diferentes plásmidoe, En este caso se utili 

zaron pl,smidos híbridos, ya que se puede analizar el --

efecto que tiene la deleci6n sobre loe genes que existan_ 

en el pl,emido, sea &ete únicamente el estructural o tam

bi&n genes reguladores, y de que manera el efecto· multic~ 

pi& se puede manifestar para la expresi6n del gene slnA._ 

Al complementar a la cepa ?i!X850 con el plásmido pACRl, el 

cual posee al operón clnALG completo, se observa que la -

regulación de la s!nter-iP. de GS es normal, y el efecto -

multicopia es muy reducido, adem's de manifeotarse el fe

notipo Ktr+, Bato indio& que los genes que se encuentran_ 

en el pl&emido son perfectamente funcionales, y no requi! 

ren de la existencia de sus homólogos en el cromosoma, A 

pesar de que el gene glnA se encuentra en multicopia, el_ 

efecto sobre la expresión de la GS, que solo aumenta unas 

dos o tres veces respecto a una cepa que lo posee en una 

sola copia, indica que los genes clnL y slnG se estmi en

car«ando drreprimir a slnA de manera que 'ate no se ex-

prese en niveles demasiado elevados, Esto pudiera deberse 

a que los ~enes glnL y glnG tambi'n se encuentran en mul

ticopia de la misma forma que glnA, Por lo tanto se anal! 
zó qu& pasaría si en lugar de un pl,emido que tuviera loe 

tres genes en multicopia se utilizara uno que solamente -

tuviera en multicopia al gene estructural, como el plásm1 
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do pACR5 o el pl4emido pACR23. Se puede observar que al -

complementar a la cepa Ml850 con cualquiera de estos dos 

pl~~midoe se pierde la reSU].aci6n sobre los niveles de la 

GS, de manera que se tiene aproximadamente la misma acti

vidad en condiciones de exce110 que de limi tac:l:ón de ni tr~ 

geno. Se podría explicar este fenómeno asumiendo que cada 

gene slnA se est4 expresando de una manera constitutiva -

~ baja (GlnR); pero como hay numero~as copias del gene, ob

servamos niveles de GS mucho m's altos (o sea GlnR expre

s4ndose en multicopia). Esta observación indica que para_ 

el caso de pACRl, el hecho de que los genes reguladores -

«lnL y elnG est'n en multicopia no afecta su capacidad de 

reSU].ar normalmente a rlÍlA, ya que .en el momento de ser -

removidos del pl,emido la regulación es eliminada. Bn -
cuanto al fenotipo Ntr de la cepa Ml850 complementada con 

pAORl se ve que ee normal (Ntr+), mientras que con pACR5_ 

ó pAOR23 ea anormal (Ntr·). En el primer caso, se puede -

explicar por la presencia de slnG en ,2!! con el promotor_ 

de glnA, lo que debe producir niveles de pG suficientes -

para activar Htr, mientras que en el segundo caso, simpl! 

mente no existe glnG, por lo que Ntr no puede ser activa

do. 

Al complementar a la cepa MX852 con loe mi8111os pl's

midoe, se observa que no hay diferencias cuando se usa el 

pl,am:l:do pAORl, puesto que la copia extra de elnL y rlnG· 

que posee todavía en el cromosoma no ejerce prácticamente 

ningÚn efecto, Sin embargo, al complementar a la cepa -
MX852 con pACR5 ó pAOR23 la presencia de una copia de los 

gene11 5lnL y glnG funcionales en el cromosoma es muy im--
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portnnte en cuanto al efecto que tiene Pobre la exprerión 

del efecto multico~ia de ~~· Los niveleP. de as Fon aho

ra re,:;uladoF normalmente de acuerdo a la fuente de nitró

geno, !'ero a diferencia de cuando exir-te un gene glnG en 

multico!'ia, loP. niveles de GS, tanto en condicioner- de in 

ducciÓn como de repre~i6n, P.e elevan entre 10 y 20 veces_ 

m4s que en una cepa f'ilVef'tre, El hecho de que estoe niV.! 

lea tan elevadoP. de GS 4ependen efoctiva.~ente de una re~ 

lación normal eF- a!'oyado por la drástice disminución de -

e11tof' niveles cuando se elimina al pro<iucto del e;ene act.! 

vador glnP mediante una inFerción de Tn2 en dicho gene. -

Esto es además una evidencia de que efectivament~para r! 

gular normalmente a glnA, aún cuando eatá !'resente en mu

chas copias !'Or cdlula, no r.on limitantes los niveles de 

pG (ni tampoco de pP), ~in embargo es posible que lo~ ni

veleP. del !'reducto del gene glnL s! sean limitantes, ya -

que este producto es el que aparentemente interviene evi

tando una activación excesiva dlf' «lnA, adem!R de que se -

sabe que se expresa en poca cantidad, Dicho de otra forma, 

ya que se r.abe que pG no es limitante, puesto •ue es ~uf! 

ciente para activar todas las copias del pl!smido, tampo

co debería Fer limitante para reprimirlae, Por ello, mas 

bien el factor limitante eR aquel que se encarga de tran! 

formar al producto de 1lnG de activador a represor, reuy -

probablemente el producto del gene 1lnL. Este, cuando es

t& tambidn en multicopia, .!'{ impide una Fobreproducción -

de la GS, A pese.r de los nivele!! tan elevadon de CJS, la -

cepa rtX852 complementada con pACB5 6 pACR23 sigue l!'iendo_ 

Ntr-, puesto que 11nG sólamente se expresa a partir del -
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promotor del gene slnL. Nuevamente, cuando la expresión -

es a partir del promotor de glnA, como cuando la comple-

mentación se efectúa con pACRl, el fenotipo es Ntr+. 

!n el presente- trabajo también ee logró analizar la 

localización cromos6mica y el fenotipo de las mutantes 

i•X853, ?1~1854, LIX855 y r,:1856, las cuales hab!an sido care.2_ 

terizadas parcialmente con anterioridad, como se menciona 

en la secci6n de antecedentes. Había sido mencionado que_ 

para poder continuar con la caracterización de estaA ce-

pas mutantes se hacía nece~ario obtener la localización -

de las mutaciones que porte.n en el mapa de ligamiento de 

E. coli. tos resultados del mapec de estas mutaciones 

indicaron que se encontrában aproximadamente en el minuto 

4 del mapa, entre los marcadores l!.1!" (minuto 2) y ~ (m! 

nuto 6). 11 hecho de que en dicha región del cromosoma se 

localice el gene glnD sugirió que probablemente las muta

ciones de estas cepas no eran mutaciones estructurales 

del sistema de transporte de amonio, sino que pUdieran 

ser mutaciones localizadas en el gene ¡¡lnD, y que la inc! 

pacidad de inducir el sistema de transporte de amoni~ fu! 

ra por un efecto pletotrópico de dichas mutaciones, Esto 

ser!a explicable si el sistema de transporte de amonio 

perteneciera al conjunto de Ristemas Ntr, cuya expresión_ 

no es nol'm•l en cepas con mutaciones en g!nD (2, 21, 22). 

Loe sintemas Ntr poseen como característica fundam~ 

tal el estar regq].ados por la fuente de nitr6geno, de la 

miema forma que estil regulada la GS. Por lo ta."lto era n•

ceeario comprobar que el ~istema de transporte de amonio 

de una Cepa Silvestre de E. coli también er.t~ regulado -
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por la calidaa de la fuente de nitrógeno. LoF ex'!>eri?~en-

tos realizados consi~tentes en medir los niveles de tran~ 

porte de amonio en células crecidas en diferentes fuentes 

de nitróeeno, así como los experimento~ de inducción y -

de~inducción al cambiar de fuente nitrogenada demuestran_ 

clara~ente que el SiFtema de transporte de amonio de la ~ 

cepa silvestre sí se encuentra regulado por la fuente de 

nitrógeno. Bl SiFtema se encuentra reprimido en condicio

nes de exceso de nitrógeno, como es el caso de una conc~ 

tración alta de amonio, mientras que en medios con una -

concentración baj·a de amonio o con una fuente de nitróge

no pobre (i,e, glutamina), el sistema se encuentra induc,! 

do, 

Por lo tanto es muy probable que efectivamente las 

mutaciones de las cepas MX853, MX854, 1.:x855 y 1!.X856 sean 

en el gene glnD, y que los genes que codifican el sistema 

de transporte de amonio se encuentren estructuralmente ia 

tactos, pero son incapaces de inducirse en una cepa ?ltr-, 

Al analizar el grado de adenilaoión que p:resentan estas -

cepas, se encontró que efectivamente el nivel de adenila

oión de la GS es muy elevado, aún en condiciones en que -

la enzima no debiera estar adenilada, Adem&s, la aotivi-

dad biosint~tica de la enzima es tan baja, que incluso no 

puede ser detectable con el ensayo. Es posible que 'sto -

provoque el fenotipo Gln- de estas cepas, sin embargo, 

tambi'n es probable que el fenotipo Gln- sea provocado en 

parte por la incapacidad de estas cepas de inducir oompl! 

tBr.lente sus niveles de GS. Como ya se ha mencionado, una 

cepa glnD- carece de actividad de trraea, y por lo tanto -
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la proteína PII Pe encuentra siempre en la fol'!lla PIIA' la 
cual ha nido implicada directa~ente en la regulación de -

los niveles de GS, impidiendo la activación del gene r1nA 

a tTavés de la mediación del producto del gene clnL. Lor, 

niveles del GS de estas cepas (!.1XB53, Ml854, "11855 y !.!X855) 

son congruentes con dicha hipótesis, ya que se encuentran 

ba~tante reprimidos aún cuando las cepas son crecidas en 

u.~ medio limitado de nitrógeno, Las revertantes e~pontá-

neas de estas cepas ccafirnan que las mutaciones ee en--

cuentran en 15lnD, Algunas revertantes sigue:i conservando_ 

niveles de GS muy bajos, por lo que deben ~eguir conser-

vando también la mutación en glnD y un gene glnB funcio-

nal, pero que ahora son incapaces de adenilar a la GS en 

niveles elevado~, aún en condiciones de exceso de nitrÓg! 

no (ti1890, M1894). Por ello, es posible que se trate de -

mutaciones en el gene glnE, y que carezcan de A~asa. 

Otras revertantes (MX892, !,'.1893, lt.X895), siguen present!!!: 

do una adenilación muy elevada en cualqui~r condición, P.! 

ro ahora loe niveles de GS ae encuentran elevados, mos--

trando diferentH grados de constitutividad, Eetas rever

tantes deben seguir conservando la mutación en !,lnD y un 

sene glnB funcional, pero el hecho de que PIIA no reprima 
loe niveles de OS indiaia que muy probablemente el gene -

slnL de estas cepas se encuentre mutado, de manera que el 

producto de e_lnL ya no interfiera r.iempre con la activa-

ción de glnA por loe productos de glnG y ~lnF. Los dife-

rentes niveles de constitutividad de estas tre~ cepas pu! 

den deberse a diferentes productos de ~lnL alterados, o a 

diferentes grados de polaridad de la mutación que provoca 
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la reversión sobre el gene glnG. La cepa 0891, que tiene 
una adenilación intermedia, debe seguir conservando ATasa, 

pero posiblemente ahora carezca de proteína P11 por tener 
una mutación en glnB. Sin embargo, si la mutación elimin! 

ra completamente a P11, se esperarían niveles de as con! 
titutivoe, y esta cepa aunque tiene niveles de as relati-
v11111ente elevados, no es completamente constitutiva. Bsto 

Último posiblemente se deba a que sigue conservando la mJ! 
tación en glnD. 

Loa fenotipos de las revertantes, as! como la compl! 
mentación positiva con el pl4sm1do P 1104, evidencian que 

efectivamente las cepas U.X853, MX854, MX855Jy MX856 son -
111\ltantea en el gene glnD. 

Como ee mencionó anteriormente, el sistema de trans

porte de amonio en B. coli se encuentra regulado por la -
fuente de nitrógeno y pertenece al fenotipo Ntr. Por ello 
se explica que las mutaciones en glnD impidan que este -
sistema se ex¡)rese. Asimismo se ha observado que el sist! 
ma de transporte de amonto se encuentra afectado en·.ot~as 

cepas con mutaciones en el sistema de regulación 4•1 meta
bolismo de nitrógeno (tabla #7). 

Hasta la fecha han sido descritos sistemas de trans

porte de amo~io en varios microorganismos, tanto prooar1,a 

tes como eucariotea (44). Aparentemente éstos sistemas'~; 
encargan del transporte concentrativo de iones amonio al 
interior de la c&lula, lo ~ual ea especialmente imp~~tan
te en condiciones en que hay poco amonio en el medio. Js

tudioe cinéticos del sistema de transporte de amonio en -
diferentes bacterias (10, 45, 46, 47) h~ demostrado que 
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la cinética del transporte corresponde a la de un sistema 

específico de alta afinidad para amonio, y que es depen-

diente de energ!a, particularmente de la cadena respirat2 

ria en condiciones aeróbicas, El transporte di amonio ªP! 
rentemente también es dependiente de la existencia de una 

diferencia de potencial eléctrico a travé~ de la membra-

na, y de ah! la dependencia de la cadena respiratoria, 

que genera dicha diferencia de potencial mediante la ex-

pul~ión de protone~ al exterior de la célula (48), Bsta -

diferencia en la concentración de protones entre el exte

rior y el interior de la célula es probablemente la fuer

ca principal que g11Ía al amonio al interior de lr. célula, 

y se le conoce como tuerza prot6n-motriz (47). También ~ 

han sido reportado casos de bacterias que aparentemente -

no poseen sistemas de transporte de amonio concentrativo~, 

como e~ el caso de algunas cepas simbióticas de Rhizobiwn. 

Esto ha sido explicado porque este es un organismo que -

libera amonio para mantener la simbiosoe con la ple.nta. -
Sin embargo, los sistemas de transporte de amonio existen 

en muchos microorganismos fijadores de 112 de vida libre,_ 

ya que lo pueden utilizar para obtener amonio del medio -
aún cuando esté en concentraciones bajas, Bsto les ayuda_ 

a evitar el proceso de fijación de N2 que consume mucha -

energ!a; adem4s, les es útil para la retención del amonio 

producido 1or la fijación del N2 y que puede difundir ha

cia el exterior de la célula como NB3 (45). 
In varios microorgantemos se ha demostrado que la -

síntesis del acarreador espeo!tico de amonio se encuentra 

re8111ada por la fuente de nitrógeno, como es el caso de -
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Azoe"Dirillur.i (46) y de fil!~ nneumoniae (4.7), En el_ 

pre!'ente ·trabajo r<e describe como en ~~~ .2,ill Y.12 

existe una regulación rnuy ~imilar. Adem(s, ~e demue~tra -

oue la regulación de e~te Pistema de~ende del miF~o sist! 

ma r,enético que re encarga de regul:;i,r a la r.s y a los !'i,,!! 

temaR Ntr. Esto fue ~rimeramente evidenciado por la inca

pacidad de mutantes glnD- de transportar amonio, y des--

puéa comprobado por el análisis del transporte de este 

iÓn en cepas con mutaciones reguladoras en los genes 

glnA, elnG, glnF, glnL y gltB. Se puede obaervar que en -

estas cepas existe una correspondencia entre la incapaci

dad de expresar Ntr (Aut), y la capacidad de expresar el 

otstema de transporte de amonio (Amt), En particular, to

das las cepas que son Aut- son también Amt-. Bn el caso -

de mutantes Que son GlnC, y que deben ~er NtrC (aunque é!J 
to no se puede deducir a partir del fenotipo Aut), ae pr! 

senta también el fenotipo Amta, con niveles de transporte 

de amonio elevados aún cuando hay exceso de amonio en el_ 

medio y el sistema se encuentra reprimido en una cepa Pi! 

vestre (aparentemente en estaa condiciones una cepa stl-

veetre adquiere AU n1trógeno como NH3 que alcanza a per-

mear libremente la membrana). Bs interesante el hecho 4e 

contar ahora con la certeza de que el fenotipo Amt forma 

parte del fenotipo Ntr, ya que permitirá obtener datos -

cuantitativos acerca de la expresión de Ntr. lº cual no -

era ponible previamente al analizar solamente el fenotipo 

Aut. 
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